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Resumo

Viegas, J. S. R. Desenvolvimento de carreador lipidico nanoestruturado
contendo pool de siRNAs associados a agente antitumoral como uma
abordagem terapéutica multifuncional para o cancer de pele. 2022. 203 p.
Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

O céancer de pele avanca a cada ano no que diz respeito ao numero de casos
em todo o mundo, principalmente em paises onde h& predominancia de
caucasianos. Os tratamentos disponiveis estdo cada vez menos efetivos devido
as inimeras mutacdes e para superar tais desafios, as terapias de silenciamento
génico tém sido amplamente adotadas. No presente trabalho desenvolveu-se um
carreador lipidico nanoestruturado (CLN) contendo 5-Fluororuracil e pool de
SiRNAs, (SiRNA Gli-1, siRNA EGFR e siRNA Bcl-2) de modo a atuar em
diferentes vias do cancer de pele. O CLN foi desenvolvido em homogeneizador
de alta pressao e otimizado por planejamento experimental. Foi caracterizado e
apresentou-se com didmetro de particula entre 200 e 250 nm, indice de
polispersdo menor que 0,3, potencial zeta de 49 mV, numero de nanopatrticulas
10%/ mL. Foram realizados estudos iniciais de escalonamento de 20 mL até 200
mL, apresentando-se em todos 0s volumes as mesmas caractetisticas fisico-
quimicas. A complexagdo com os siRNAs ocorreu nas razdes N/P 2 para os
siRNAs controle e Bcl-2, e N/P 5 para siRNA Gli-1 e EGFR, e todos
descomplexaram eficientemente com competicdo anidnica utilizando heparina.
A liberacdo de 5-FU deu-se pela cinética de Higuchi, liberando cerca de 60 a
80% de 5-FU em 8 horas de forma sustentada. Estudos cutaneos in vitro e ex
vivo indicaram que o 5-FU retem-se majoritariamente da epiderme. Além disso
ndo causa danos teciduais e reduz a descamacao do estrato corneo. Estudos
celulares (2D e esferoides 3D) indicaram que o sistema em si € pouco toxico,
porém quando associado aos agentes ativos reduz significantemente a
viabilidade celular. A linhagem celular A431 e A375 foram as linhagens mais
suscetiveis a combinacdo CLN 5-FU + siRNA Bcl-2, as linhagens Sk-mel-103 e
1205Lu, tiveram sua viabilidade reduzida frente a combinag¢do CLN 5-FU + pool,
evidenciando serem mais agressivas e resistentes. O uptake celular ocorreu
eficientemente nas linhagens e a via de internalizagdo determinada foi
endocitose dependente por clatrina e uma parte minoritaria por caveolina.
Determinou-se in vitro, que o CLN multifuncional contendo 5-FU + pool siRNA foi
eficiente em conter a migracdo das linhagens bem como em conter a
invasividade da linhagem 1205Lu. A combinacdo CLN 5-FU + siRNA Bcl-2,
avaliada in vivo em modelo xenotransplante da linhagem A431, mostrou-capaz
de suprimir o crescimento tumoral com infiltracéo inflamatéria controlada (baixos
indices de mieloperoxidase, N-acetilglucosaminidase e TNF-a). Além disso,
sinalizando apoptose tumoral eficaz, knockdown de Bcl-2 e negatividade para
remodelacdo da matriz extracelular.

Palavras-chave: Carreador Lipidico Nanoestruturado, Terapia génica, siRNA
Bcl-2, siRNA Gli-1, siRNA EGFR, 5-fluorouracil, Cancer de pele.



Abstract

Viegas, J. S. R. Development of a nanostructured lipid carrier containing a
pool of siRNAs associated with an antitumor agent as a multifunctional
therapeutic approach for skin cancer. 2022. 203 p. Thesis (Doctoral).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

Skin cancer advances in number of cases worldwide, especially in countries
where there is a predominance of Caucasians. The available treatments are less
effective due to the mutations and to overcome these challenges, gene silencing
therapies have been widely adopted. In the present work, a nanostructured lipid
carrier (NLC) containing 5-Fluororuracil and a pool of siRNAs (siRNA Gli-1,
siRNA EGFR and siRNA Bcl-2) was developed in order to act on different skin
cancer pathways. The NLC was developed in high pressure homogenizer and
optimized by experimental design. NLC was characterized and presented
diameter between 200 - 250 nm, polydispersion index less than 0.3, zeta potential
of 49 mV, and number of nanoparticles 10*?/mL. Scaling up studies from 20 mL
to 200 mL were performed, presenting the same physicochemical characteristics
in all volumes. Complexation with the siRNAs occurred at N/P 2 ratio for control
and Bcl-2 siRNAs, and N/P 5 ratio for siRNA Gli-1 and EGFR, and all
decomplexed efficiently with anionic competition using heparin. The release of 5-
FU occurred by Higuchi kinetics, releasing about 60 to 80% of 5-FU in 8 hours in
a sustained manner. In vitro and ex vivo cutaneous studies indicated that 5-FU is
mostly retained in the epidermis. In addition, it does not cause tissue damage
and reduces the desquamation of the stratum corneum. Cellular studies (2D and
3D spheroids) indicated that the system itself is not toxic, but when associated
with active agents it significantly reduces cell viability. The cells A431 and A375
were the most susceptible lines to the combination NLC 5-FU + Bcl-2 siRNA, the
cells Sk-mel-103 and 1205Lu had their viability reduced for NLC 5-FU + pool,
showing that they are more aggressive and resistant. Cell uptake occurred
efficiently in the cells and the internalization pathway determined was
endocytosis dependent by clathrin and a minority by caveolin. It was determined
in vitro that the multifunctional NLC containing 5-FU + pool siRNA decreased the
migration as well as decrease the 1205Lu invasiveness. The NLC 5-FU + siRNA
Bcl-2, evaluated in vivo in a xenotransplant model of the A431, can suppress
tumor growth with controlled inflammatory infiltration (low levels of
myeloperoxidase, N-acetylglucosaminidase and TNF-a). Furthermore, NLC 5-FU
+ SiRNA Bcl-2 presented effective tumor apoptosis, Bcl-2 knockdown and
negativity for extracellular matrix remodeling.

Keywords: Nanostructured Lipid Carrier, Gene therapy, Bcl-2 siRNA, Gli-1
SiRNA, EGFR siRNA, 5-fluorouracil, Skin cancer.
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TTC 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride
uv ultravioleta



SUMARIO

RESUMIO <. et e e et e e e et e e e e e [
N 1] 1 = Vo3 S I
IESY = W0 [T o U - i
S = e L= 1= Lo L= o T Xiii
Lista de Abreviaturas € SiglaS.....cccoouiieiiiiiiiiiiii e XV
TN 0o LU o3> Uo 1 25
1.1, Terapia geNICA ..cccoe i 26
1.1.1. Conceitos € deSafiOSs .......cccuuuuiiiiiiiieiiieiiiiin e 26
1.1.2. Terapia de silenciamento g&NICO ...........cevrrrreiriiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeee 27
1.1.3. Terapias baseadas em siRNA - Pool de SIRNAS........ccccccvvvvrennnn. 30

1.2. Vetores néo virais — Sistemas Nanoestruturados.................ceee..... 33
1.3, CANCEr de PEIE...oeeeeeii e 35
1.4. A pele-Viade administracao tOpiCa.......cccceeeiiieeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeanns 40
1.5. Terapias MultifuNCiONAIS ...........uuiiiiiie e 45
(@ 0T 1= (Y70 1= OSSP a7
2.1. ODJEtiVO Geral ...ccooiiiiiiiiiiiiiiiii 48
2.2. Objetivos eSPECITICOS .uuuiiiiiiiiieiei e 48

Y =TT = U =T, =] o Yo Lo 1 49
TRt |V - 1 (=] o - SRR 50
3.2. Quantificacdo do 5-FU por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(O I A O SRRSO 50
3.3. Estudos farmacotécnicos preliminares .........ccccccevvveiiiiieiieeeeeeennnn, 51
3.4. Otimizacdo da nanoestrutura utilizando a estratégia de Design of
EXPeriments (DOE)......cccooiiiiiie e 52
3.5. Estudos iniciais de escalonamento — Scaling up.........ccoeeeeeeeveeenn. 53
3.6. Caracterizacao fisico-quimica do CLN.............oceoiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee, 53
3.6.1. Espalhamento de luz dindmico (DLS) e Potencial Zeta................ 53
3.6.2. Anadlise rastreamento de nanoparticulas (NTA) ........cccccuvvveeennnnnnns 54
3.6.3. Eficiéncia de encapsulagéo (%EE) e drug loading (%DL) ............ 54
3.6.4. Microscopia eletronica de transmissao (MET) ............euvvevviiinnnnnnns 55
3.6.5. Estudos de estabilidade e Liofilizagdo do CLN .............ccceevvvvnnnnnn. 55
3.6.6. Andlises termogravimetricas (TGA) .....cccoeveeieiiviiiiiiee e, 56
3.6.7. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)......c.ccoeeevvviiiieieinnnnnnn. 56

3.6.8. Espectroscopia por Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) 57



3.7. Complexacéo e Estabilidade do compleXo........cccccvuiiiiiiiiiiiiinennnne 57

3.8. Estudos de Liberago ......ccccccovviiiiiiiiiiiiiiiiii 58

3.9, EStUAOS CULANEOS ..uuuiiiiie ettt e e e eeeenes 58

3.9.1. Viabilidade tecidual — Cloreto de trifenil tetrazélio (TTC).............. 60

3.9.2. Estudos in vitro de permeacao e retencdo cutanea em pele humana
60

3.9.3. Estudos ex vivo de permeacao e retencao cutanea em pele humana
61

3.10. ENSaios Celulares ......ccccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 62

3.10.1. Determinacdo da cinética de crescimento celular e tempo de
duplicacao (Doubling tiMe)...........uuiiiiii e 62

3.10.2. Estudos de Viabilidade Celular em cultivo bidimensional (2D).. 63

3.10.3. Desenvolvimento e padronizacdo dos esferoides tridimensionais
(3D) 64

3.10.4. Estudos de Viabilidade Celular em cultivo tridimensional (3D).. 64

3.10.5. Uptake celular em Microscopia Confocal ..............ccccuvvvuiiinnnnnnns 65
3.10.6. Uptake celular em Citometria de fluxo........ccccccceeeiiiieiiiiieiiinnnnnn. 65
3.10.7. Determinacgéo da via endocitica de internalizagéo .................... 66
3.11. Atividade antitumoral in VItro ......cccccccviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 67
3.11.1. Estudos de migracao celular (Scratch assay) ...........cccccevvvvvnnnn. 67
3.11.2. Estudos de invasao Celular..............cuuuuuuuumummiriiiiiiiiiiininiinnnnnnnnns 69
3.11.3. Estudos de Proliferacao Celular, Apoptose e Necrose.............. 71
3.12. Atividade antitumoral iN VIVO .......ccooiviiiiiiiiiie e e e 71
3.12.1. Delineamento do estudo — Indugéo e tratamentos.................... 72
3.12.2. Avaliagcdo da Redugao tumoral.............ccceuvueviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 73
3.12.3. Determinacéao de mieloperoxidases (MPO)...........cccccvvvvirnnnnnns 73
3.12.4. Determinacédo de N-acetilglucosamina (NAG)..........cccccuvvvvnnnnnns 74
3.12.5. Estudos histoldgicos por Hematoxilina / Eosina (HE)................ 74
3.12.6. Estudos histoldgicos por TUNEl.........ccceeeeeviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeein, 75
3.12.7. Estudos histoldgicos por Tricbmico de Masson......................... 76
3.12.8. Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay (ELISA) ................... 77
YU L= To oI B o] U TS - Lo I 79
4.2. Estudos farmacotécnicos preliminares ..........ccccccvvvvveviieeniininnnnnnnns 81
4.5. Caracterizagao fisico-quimica do CLN...........uuvueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 92
4.6. Complexacéo e Estabilidade do complexo......cccccceeeveieeeeveeeninnnnnn. 101

4.7. Estudos de Liberagao .......ccccoooviiiiiiiiiiiiiii e 104



4.8. ESTUAOS CULANEOS . oeieieee e 108

4.9. EStUdOS CEIUIAIES....cco i 115
49.1. Determinagcdo da cinética de crescimento celular e tempo de
duplicagdo (Doubling tIME) .......covviiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 115
4.9.2. Estudos de Viabilidade Celular em cultivo bidimensional (2D) ... 116
4.9.3. Desenvolvimento e padronizacdo dos esferoides tridimensionais
(3D) 124
4.9.4. Estudos de Viabilidade Celular em cultivo tridimensional (3D)... 130
4.9.5. Uptake celular em Microscopia Confocal e Citometria de Fluxo. 139
4.9.6. Determinacado da via endocitica de internalizacéo...................... 144
4.10. Atividade antitumoral in Vitro ........cccccueeeiviiiiiiiiiiiiiiiiii, 147
4.10.1. Estudos de migracéo celular (Scratch assay) ............cccccuveenee 147
4.10.2. Estudos de invasao celular...........cccoooveeiiiiiiiiiiiiiiee e, 154
4.10.3. Estudos de Proliferacao Celular, Apoptose e Necrose............ 158
4.11. Atividade antitumoral in VIVO ........oouuiiiiiiiieiieeec e 160
(0] o3 11 17> Lo 10U SRRRN 174
R U= =] Yo = 1S 176
ANEXOS ..ot a e e e e e aaeaae s 199



Introducao



1.1. Terapiagénica
1.1.1. Conceitos e desafios

Medicamentos baseados em terapia génica sdo definidos como um
medicamento bioldgico que cumpre as duas seguintes caracteristicas: (i) contém
uma substancia ativa que contém ou consiste em um acido nucleico
recombinante usado ou administrado a seres humanos com o objetivo de regular,
reparar, substituir, adicionar ou deletar uma sequéncia genética; (i) €
terapéutico, efeito profilatico ou diagndstico e relaciona-se diretamente com o
sequéncia de acido nucleico que contém, ou com o produto da expressao
genética desta sequéncia (WIRTH; PARKER; YLA-HERTTUALA, 2013).

A terapia génica é uma opcdo terapéutica estudada para diversas
doencas e atualmente, de acordo com a aprovacao do FDA, existem 21 produtos
baseados em terapia celular ou génica. Gendicine (Shenzhen SiBiono GeneTech
Co.) foi o primeiro produto a entrar no mercado farmacéutico a adotar terapia
génica para uso clinico, aprovado pela China em 2003. Este produto consiste
em um adenovirus recombinante projetado para expressar um p53 do tipo
selvagem, indicado para tratar cancer de cabeca e pescoco. No entanto, apos
12 anos na clinica, este produto ainda esta aguardando a aprovagdo do FDA
(ZHANG et al., 2018b). Ap6s 9 anos do primeiro produto, o segundo produto,
Glybera (uniQure Co.) foi aprovado na Unido Europeia e nos Estados Unidos. O
Glybera foi baseado em um adenovirus como vetor, indicado para tratar a
deficiéncia de lipoproteina lipase (LPLD), uma doenca hereditaria rara (JIM
DALEY, 2019). Esse produto ficou conhecido como “droga de um milhdo de
ddlares”, que rendeu milhdes de ddlares, mas logo saiu do mercado em 2017
por inefetividade.

A realidade da terapia génica na atualidade é que poucos produtos
chegam ao mercado por diversos motivos: (i) demanda estudos moleculares
exaustivos na compreensao dos efeitos terapéuticos bem como adversos, e
exatamente por isso (i) demanda maiores investimentos, (iii) demanda
qualificacéo na producao, devido ao padrao de sensibilidade do produto final, (iv)
enfrenta concepcdes ideologicas a respeito da sua acao e efeitos a longo prazo,

e por toda a tecnologia envolvida (v) acaba alcancando uma parcela minima da
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populacdo devido ao alto custo do produto final (DELHOVE et al., 2020; VAN
OVERBEEKE et al., 2021; WIRTH; PARKER; YLA-HERTTUALA, 2013).

Entretanto nestes ultimos dois anos o0 mundo enfrenta a maior provagao
necesséria de que as terapias génicas em geral sdo efetivas, e que embora o
custo, ainda sdo a melhor alternativa para doencas e ou enfrentamentos de
salude publica. A realidade atual frente a uma situacdo de pandemia, apés a
disseminacdo do SARS-CoV-2, modifica o cenario e sugere um novo horizonte
no que diz respeito ao uso de vetores em geral e a adocao da terapia génica.

A emergéncia que o mundo vive na busca por uma opc¢ao terapéutica e /
ou imunizante que seja capaz de conter e frear a pandemia tem colocado um
desafio a pesquisa em todo o mundo. A rapida disponibilidade de vacinas foi
possivel devido ao trabalho de pesquisadores e empresas ao redor do mundo e
n&o é por acaso que a maioria das vacinas desenvolvidas adota terapias génicas
ou o uso de vetores (ABU ABED, 2021; BERBER et al., 2021).

As vacinas Pfizer-BioNTech e Moderna COVID-19 adotam um mRNA,
ambas instruem a célula a produzir a proteina “Spike” para estimular o sistema
imunolégico inato a produzir anticorpos; a vacina Janssen COVID-19 da Johnson
& Johnson adota um adenovirus como vetor para uma porcao da proteina SARS-
CoV-2'’S; a vacina AstraZeneca por sua vez é baseada na ChAdOx1-S / nCoV-
19, e também adota como vetor um adenovirus (Abu Abed, 2021; Berber et al.,
2021; Kostarelos, 2020).

A terapia génica e o uso de vetores tém enfrentado, junto com o mundo,
um grande desafio, e apos meses de vacinacdo, a queda no numero de casos e
internacdes, sugere que esse desafio tem sido superado. Nao havera outra
situacdo em que exemplifique melhor a eficacia e seguranca da terapia génica,
bem como o uso de vetores, do que a pandemia de SARS-CoV-2 (Abu Abed,
2021; Berber et al., 2021; Kostarelos, 2020).

1.1.2. Terapia de silenciamento génico

O uso terapéutico de moléculas de RNA comecou a ser estudado nas
décadas de 1990 - 2000 (SULLENGER; GILBOA, 2002), quando os
pesquisadores perceberam que o comportamento de diferentes tipos de RNA
poderia ser favoravel na clinica (HANNA; HOSSAIN; KOCERHA, 2019; ROSA et
al., 2018; XIONG et al., 2018). O RNA, diferente do DNA, apresenta-se em
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diversas formas estruturais que dependem do ambiente em que se encontram,
podendo ser: RNA mensageiro (MRNA) responsavel pela traducéo de proteinas
através de RNAs nao codificantes (hcRNAs) como: microRNAs (miRNAs), RNA
de transferéncia (tRNAs), small interfering RNAs (SiRNAs), short hairpin RNAs
(shRNAs), RNA ribossomal (rRNA), RNA de interacdo com Piwi (piRNAS) e
RNAs nao codificantes longos (IncRNAs). Os ncRNAs atuam na regulacéo
génica, transferindo informacbes do DNA para a proteina (produto final)
(BENNETT; SWAYZE, 2010; CHERY, 2016; HANNA; HOSSAIN; KOCERHA,
2019). Basicamente, o uso de RNA poderia ocorrer nas seguintes formas: (i)
inibidores de genes e proteinas, (i) modificadores de genes e (i) RNAs
imunoestimuladores.

A descoberta do RNA como agente silenciador venceu o prémio Nobel de
medicina em 2006 (FIRE et al., 1998) onde os pesquisadores elucidaram que o
mecanismo de RNAs de interferéncia (RNAI) se tratava de um processo celular
natural, que nada mais é do que um mecanismo de defesa que regula a
expressao génica nas células. Os autores também mostraram que 0S processos
de inibicdo eram desencadeados por siRNAs e shRNAs, variagdes de RNAI.

Em mecanismos celulares normais, o shRNA é sintetizado no ndcleo e
exportado para o citoplasma, onde é convertido em siRNA. Os siRNAs sao
processados a partir de double-stranded RNA (dsRNAs) exdgenos por um
membro da RNAse Il denominado Dicer. Os dsRNAs possuem cadeias mais
longas e séo clivadas em sequéncias em torno de 20 a 24 nucleotideos. Os
siRNAs processados sdo carregados pelo Dicer e processados no complexo de
silenciamento induzido por RNA (RISC). Apo6s a formacdo do complexo com
RISC, os siRNAs exibem uma complementaridade ao seu mRNA alvo, com uma
clivagem ocorrendo a partir da extremidade 5'. Entdo, essa complementaridade
com 0 mRNA ¢é realizada e 0 mRNA é clivado e impedido de ser traduzido na
proteina / gene especifico (Figura 1) (GUPTA et al., 2021; KARIM et al., 2018;
ROSA et al., 2018).

Embora o primeiro uso de iRNA tenha sido por meio de um vetor viral,
estudos indicam que o0 uso de vetores ndo virais é mais seguro para a pratica
clinica (CHERY, 2016; MOHAMMADINEJAD et al., 2020; NIIDOME; HUANG,
2002) e, atualmente, tecnologias baseadas em RNAi usam esse maquinario para

mover siRNA / shRNA em células, transfectando-as através de vetores nao virais
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como poliplexos, lipoplexos e nanoparticulas. Assim, por meio de vetores, 0s
siRNAs / shRNAs sao entregues na célula e seguem a via do RNAi (BORGHETI-
CARDOSO et al., 2020; ROSA et al., 2018).

u[TT™

siRNA exdgeno

miRNA (pre)
nticleo

3 -

®

<% FmiRNA
. /

— 3 @
traducdo inibida 9\3? “\a
O

Figura 1. Mecanismo RNA de interferéncia através de siRNA exdégeno ou
dsRNAs, que através do DICER sé&o carregados e processados pelo complexo
RISC, o que culmina na clivagem do RNA mensageiro complementar; um
segundo caminho possivel é através do processamento nuclear, onde 0s
siRNAs, shRNAs entram na via dos microRNAs e através de DICER atuam na
inibicdo da traducdo do RNA mensageiro que contém a sequéncia
complementar.

siRNAs tem sido usados para tratar doengcas que superexpressam
moléculas, como proteinas, por exemplo. O uso de um siRNA ira silenciar
temporariamente (durante a duracdo do tratamento) a producdo dessas
moléculas, que ndo estdo necessariamente relacionadas a mutacdes genéticas,
mas sim, com sua superexpressdo, como no caso de varias proteinas
superexpressas no cancer (BORGHETI-CARDOSO et al., 2020; LABALA et al.,
2017; ROSA et al., 2018; VICENTINI et al., 2013).
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1.1.3. Terapias baseadas em siRNA - Pool de siRNAs

O primeiro produto a ser lancado no mercado com a tecnologia do SiRNA,
ocorreu a pouco tempo atras, em 2018, e o produto é chamado ONPATTRO®
(Patisirana). Este produto farmacéutico consiste em uma solucdo intravenosa
contendo siRNA especifico para transtirretina (TTR), em sua forma mutante e
normal. Essa proteina € produzida de forma anormal (mutante) e ela
desencadeia uma doenca conhecida como amiloidose hATTR. O medicamento
foi formulado contendo nanoparticulas lipidicas para distribuicdo deste siRNA
aos hepatdcitos, de modo a bloquear a traducdo da proteina aberrante. A
posologia recomendada é 0,3 mg/kg administrada por infuséo intravenosa uma
vez a cada 3 semanas para controle da doenca (SAUDE, 2020; SAW; SONG,
2020).

siRNA é uma macromolécula polianiénica grande (~13 kD) e néo
conseguiria atravessar a membrana celular sem ajuda, devido & eventos de
repulsédo de carga negativa das membranas celulares, sendo entdo necessario
0 uso de um vetor. O vetor que ira carrear o SIRNA deve contornar todas as
barreiras enfrentadas a depender da via de administracdo. Essas barreiras
incluem resisténcia a enzimas em geral, filtracdo renal e captacéo pelo sistema
mononuclear fagocitario, além de performar a entrega no citosol das células alvo
(GUPTA et al., 2021; OZCAN et al., 2015; SAW; SONG, 2020).

Teoricamente, um siRNA poderia ser projetado para direcionar e silenciar
virtualmente qualquer mRNA, no entanto, o principal obstaculo do uso clinico de
siRNAs esta no desenvolvimento de método de entrega de siRNA para células-
alvo. Assim como qualquer molécula ativa, o uso de siRNAs gera efeitos
adversos, porém ainda pouco elucidados (ZHANG et al., 2018a).

Denominados efeitos “off-target” sdo os primeiros efeitos considerados
efeitos adversos causados pelos siRNAs, onde ha um silenciamento nao
intencional de alvos desconhecidos. Existem dois mecanismos sugeridos para
explicar este efeitos “off-target”, sendo eles: (i) incompatibilidades em relacéo
aos alvos, gerando problemas na complementaridade, desta forma o siRNA n&o
€ capaz de inibir eficientemente o alvo e se torna um siRNA circulante; (ii)
entrada de siRNAs em vias de miRNA endégenos. Devido aos siRNAs serem

quase identicos a classe relacionadas de miRNAs, eles podem reconhecer
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MRNAs e levam a degradac¢do de um numero imprevisivel de mMRNAs n&o alvos
(OZCAN et al., 2015).

A discussao a respeito dos efeitos “off-target” se estende ao longo da
dltima década, porém ainda existem discussdes suficientes sobre o que pode ser
feito para evita-los. No entanto j& se discute sobre a relagdo concentracao versus
efeitos.

Uma estratégia discutida para evitar ou reduzir esses efeitos se baseia na
utilizacdo de concentra¢cBes baixas de siRNA, porém quando a concentracao €
reduzida, em muitos casos, o numero de doses teria que aumentar. Em
determinados tipos de alvos, essa estratégia ndo é efeitva, por isso a utilizacédo
de pools de siRNAs vem sido praticada. O intuito do pool de siRNA é utilizar pelo
menos trés siRNAs que agirdo em caminhos moleculares distintos, porém
culminando juntos, em um objetivo comum. Desta forma, utiliza-se menores
concentracfes de cada, ndo gerando entdo efeitos off target, porém sem perder
a acao (HANNUS et al., 2014).

Ainda existem poucos trabalhos reportados na literatura adotando essa
estratégia, mas pode-se mencionar a combinacdo do farmaco 5-FU com os
siRNAs Bcl-2, Bcl-xl e Mcl-1 em dendrimeros. Os autores reportaram 0 sucesso
nos multi-alvos e alta efetividade do sistema utilizando baixas concentra¢des dos
siRNAs (~8,3 nM de cada siRNA) (DZMITRUK et al.,, 2015; IHNATSYEU-
KACHAN et al., 2017; IONOV et al.,, 2015). Trabalhos e Patentes tem sido
publicadas com propostas de pools de siRNAs para diversas doencas, sendo
elas, condi¢des inflamatérias de feridas, cancer de mama, glioblastoma
(EVANS; POTOMAC; XU, 2015; KOZIELSKI et al., 2019; LU; LING LI
SIMONENKO, 2018).

No presente trabalho adotou-se essa combinacdo de siRNAs, em
pool, visando atingir e reduzir o desenvolvimento do cancer de pele com
alvos simultaneos, sendo eles siRNA Gli-1, tendo como alvo 0s processos
de regulagdo génica e proliferagdo, siRNA EGFR, tendo como alvo os
processos de proliferacéo, diferenciacdo e invaséo, e siRNA Bcl-2, tendo
como alvo a apoptose.

As vias moleculares que estédo envolvidas no desenvolvimento do cancer
de pele vem sendo cada vez mais estudadas. Atualmente, aponta-se a via

Hedgehog (Hh) como uma das principais vias de sinalizacéo e crescimento do
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cancer de pele ndao melanoma. A via Hh em mamiferos estd associada as
sinalizacdes de proliferacéo, crescimento e controle de destino celular em muitos
tecidos. A superativacdo da via Hh tem sido relacionada a tumorigénese de
varios tipos tumores humanos (CASAS et al., 2017; MONTAGNA; LOPES, 2017,
OLESEN et al., 2017).

Componentes centrais da via Hh consistem em trés ligantes secretados
(Sonic HH, Indian HH e Desert HH), um receptor de regulacdo negativa (PTCH),
um receptor regulador positivo (SMO), associado aos fatores de transcricdo do
oncogene de glioma (Gli-1, Gli-2 e Gli-3). Na auséncia do agente de ligacao de
Hh, o PTCH suprime a atividade de SMO, impedindo que o trafico continue.
Fatores de transcricdo GLI sdo sequestrados no citoplasma por varias proteinas
mediadoras, incluindo a proteina quinase A (PKA). GLI sofre uma clivagem
especifica e o produto resultante move-se para o nucleo e inibe a traducao dos
genes alvo de Hh. Depois de ocorrer a ligacao ao receptor, o PTCH é deslocado,
permitindo, assim, a ativacdo do SMO. Quando ativado, GLIs sdo os efetores
finais do caminho e, quando translocados para o nudcleo, induzem a expressao
de vérios genes especificos que regulam a diferenciacédo celular, proliferacao e
sobrevivéncia. Quando ocorrem mutag¢des no gene PTCHL, seu efeito inibitério
em SMO se perde, entdo o fator GLI-1, que induz a transcricdo de varios
oncogenes, fica superativo, e o resultado desta cascata no tecido cutaneo é o
desenvolvimento de cancer de pele ndo melanoma (MONTAGNA; LOPES, 2017;
SPALLONE; BOTTI; COSTANZO, 2011).

A via Hh-GLI esta envolvida no desenvolvimento ndo s6 do cancer de pele
ndo melanoma, mas também de melanomas, uma vez que seu bloqueio inibiu
também o desenvolvimento de crescimento celular em linhagens de melanoma
humano (SANTINI et al., 2012).

Uma segunda via de crescimento e proliferacdo celular nos tipos de
cancer de pele é a via receptor EGFR (Epidermal Growth Factor receptor). Esta
via é tdo importante para o desenvolvimento dos canceres ndo melanoma quanto
melanomas. A associacdo deste receptor com melanoma ainda € muito
discutida, mas existem estudos que ja trazem indicios importantes desta relacao.
A super expressao de EGFR esta associada a diferenciacéo celular, podendo ter
relacdo com tumorigénese. A inibicdo de EGFR para o tratamento de diversos

tipos de cancer ja vem sendo feita por anticorpos como Cetuximab e outros
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(GROSS et al., 2014; ONO; KUWANO, 2006; SPALLONE; BOTTI; COSTANZO,
2011).

Em muitos tumores, incluindo os cutaneos, o processo de morte também
€ uma importante via. A morte celular normalmente, em tumores, encontra- se
desregulada, e este fato pode ter como consequéncia uma resisténcia aos
tratamentos disponiveis. O processo de apoptose ocorre em todas as células e
tecidos, e € este processo que impede que células com problemas de
replicagbes e/ou mutagdes continuem se proliferando. Quando este processo
esta suprimido, h& o surgimento de tumores. A familia das proteinas BCL esta
envolvida nos processos da cascata apoptotica. A Bcl-2 é uma das proteinas da
familia BCL que possui uma atividade anti-apoptotica. Esta proteina foi
encontrada super-expressa em diversos tumores e € considerada a chave para
o continuo desenvolvimento dos tumores, tendo a via das caspases inibida
(SERASINGH et al., 2015; VOGLER, 2014).

1.2. Vetores nao virais — Sistemas Nanoestruturados

O uso de vetores para transportar acidos nucleicos € difundido
principalmente visando melhorar a estabilidade e facilitar o armazenamento, bem
como visando protecdo a eventos de degradacéo. Tanto DNAs como RNAs, em
suas formas livres, ficam sujeitos a degradacéo e até mesmo tém sua expressao
reduzida (HIDAI; KITANO, 2018; ITZIAR; RODR; VICENTE-PASCUAL, 2020;
YADAV; GOPISANKAR, 2019).

Os tipos de vetores utilizados para carrear os acidos nucleicos sédo os
vetores virais e ndo virais, sendo os virais mais comumente utilizados: retrovirus,
virus herpes simplex, lentivirus, adenovirus e virus adeno-associado; os nédo
virais por sua vez podem se basear em organizacfes proteicas, peptideos,
polissacarideos, e sistemas nanoestruturados organicos e inorganicos
(MANSOURI et al., 2004; YADAV; GOPISANKAR, 2019). Em geral, os sistemas
nanoestruturados mais estudadas sdo baseadas em lipidios, polimeros e
nanoparticulas inorganicas (ROSA et al., 2018).

No contexto da administragdo topica, diretamente em lesGes cuténeas,
dentre as nanoparticulas atualmente em investigacédo, os nanosistemas lipidicos
predominam. As nanoparticulas lipidicas em geral apresentam vantagens obvias

tal como o alto grau de biocompatibilidade, biodegradabilidade e versatilidade. A
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seguranca comprovada e a eficdcia dos nanocarreadores lipidicos os tornam
candidatos atraentes para a formulacéo de produtos farmacéuticos (SALA et al.,
2018).

O uso de nanoparticulas a base de lipidios confirmaram sua capacidade
de entregar acidos nucléicos e agentes terapéuticos em geral de diferentes
propriedades fisico-quimicas através da pele para uso local e sistémico
(MISHRA et al., 2018). Nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) foram
desenvolvidas na década de 1990 como uma alternativa as nanoparticulas
tradicionais, os lipossomas. Sdo compostas por lipidios solidos a temperatura
ambiente e surfactantes como um emulsificante (LOPEZ-GARCIA; GANEM-
RONDERO, 2015; RADAIC; DE PAULA; DE JESUS, 2015; SHASTRI, 2018).

NLS sao consideradas mais seguros do que sistemas poliméricos devido
ao seu processo de producao que normalmente dispensa o uso de solvente
organico. Além disso, vale ressaltar que a producdo de NLS se trata de um
processo de baixo custo, passivel de escalonamento. Além disso, os NLS podem
incorporar moléculas tanto hidrofilicas e lipofilicas, e apresentam menor
toxicidade devido ao uso de componentes biocompativeis e degradaveis,
possuem excelente estabilidade fisica e bom perfil de liberacdo. No quesito
entrega de &cidos nucleicos, este ocorre encapsulado ou até mesmo, através do
uso de lipidios catidnicos, pode-se realizar complexacéo dessas moléculas. No
entanto, existem desvantagens nas NLS tais como baixas encapsulacoes,
ocorréncia de coalescéncia, o risco de gelificacdo e desencapsulacdo das
moléculas causado por polimorfismo lipidico durante o armazenamento que
precisavam ser superadas (GANESAN; NARAYANASAMY, 2017; NASERI;
VALIZADEH; ZAKERI-MILANI, 2015; RADAIC; DE PAULA; DE JESUS, 2015)

Para superar as limitacbes das NLS, os Carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN) foram introduzidos. Estes diferem em sua estrutura,
pela adicao de lipidios liquido, em temperatura ambiente. A incorporacao deste
lipidio reduz os aspectos de organizacdo do lipidio sélido e aumenta a
performance no que diz respeito a liberacdo e encapsulacéo de agentes ativos.
Quanto ao encapsulamento ou complexacdo de &cidos nucleicos, este é
realizado da mesma forma que as NLS, através do uso de agentes catibnicos,
que por interacdo ibnica sera capaz e aprisionar os acidos nucleicos (EH SUK et
al., 2020; EMAMI et al., 2017; MANAGULI et al., 2019; SATO et al., 2018).
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Vérios estudos demonstraram o uso de nanoparticulas lipidicas para
entrega de &acidos nucléicos em geral, e 0s resultados sugerem sucesso
principalmente no que diz respeito a baixa toxicidade, alta transfeccédo e
efetividade (DURYMANOV; REINEKE, 2018; RADAIC; DE PAULA; DE JESUS,
2015; VICENTINI et al., 2013; VIEGAS et al., 2020; YADAV,; GOPISANKAR,
2019).

1.3. Cancer de pele

O céancer de pele é classificado em cancer de pele melanoma e cancer de
pele ndo melanoma (CPNM). O CPNM é a neoplasia mais prevalente em todo o
mundo, mas sua participacdo em estudos estatisticos € dificultada por um
elevado nimero de casos nao relatados (BORGHETI-CARDOSO et al., 2020;
ESTEVA et al., 2017; WANG et al., 2020b).

O melanoma tem origem nos melandcitos, células responséaveis pela
producdo da melanina, pigmento responsavel pela cor da pele e protecao contra
0s raios solares. Nesse processo patologico, varias mutacdes podem ocorrer, e
inicialmente localiza-se na camada basal da epiderme (JENKINS; FISHER,
2020; KRATTINGER et al., 2018; LIU et al., 2018). Este tipo de cancer de pele é
responsavel por cerca de apenas 1% dos casos de cancer de pele, porém, é o
cancer de pele com o maior percentual de Obitos e estad entre os tipos de
canceres mais agressivos e de alto potencial metastatico (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2021; BRAY et al., 2018; FACTS, 2019).

A incidéncia de melanoma é maior na Austrdlia, seguida pela América do
Norte e norte da Europa, e pode ser explicada pela etnia, onde os caucasianos
sao mais propensos a desenvolver melanoma do que a populacao negra e latina.
A mortalidade € alta em ambos os sexos, mas a incidéncia € maior no sexo
feminino (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2021).

Varios fatores de risco estdo associados ao desenvolvimento de
melanoma, mas o principal € a exposi¢cao excessiva a luz ultravioleta (UV). Esta
exposicdo pode desencadear mutacfes nos melandcitos, e estes adquirem
caracteristicas invasivas e metastaticas (ZHANG et al., 2016).

A evolucdo do melanoma da-se em 5 estagios, inicialmente limitados a
epiderme sem a capacidade de invadir a derme (Estagio I). A evolucao das

lesbes resulta no processo de invaséo, invadindo parcialmente a derme (Estagio
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II), estendendo-se pela derme (Estagio Ill) até atingir a derme profunda (Estagio
IV) e finalmente atingir o tecido subcutaneo (Estagio V) (KRATTINGER et al.,
2018; LIU et al., 2018).

A velocidade de evolucdo do melanoma associa-se a mutacdes que este
cancer estd propenso a desenvolver. As principais mutacdes observadas nos
melanomas sao aquelas envolvidas com a via BRAF / NRAS / MEK / MAPK,
principalmente porgue essas vias de sinalizacdo ja operam de forma aberrante
mesmo sem mutacdes neste tipo de cancer de pele. Assim, essas vias sao alvos
recorrentes de terapias destinadas ao tratamento do melanoma. Infelizmente, as
terapias atuais infundem quadros de resisténcia a multiplas drogas (RMD), que
requerem tratamentos cada vez mais inovadores que atuam simultaneamente
nas vias do melanoma de forma mais agressiva (FEOKTISTOVA;
PANAYOTOVA-DIMITROVA, 2017; ZHANG et al., 2016).

O prognostico do paciente com melanoma € melhor quando ha
diagnéstico precoce. Para a realizacdo do diagnéstico de melanoma, o exame
clinico é feito por meio da observacdo da lesdo cutanea, seguida de biopsia e
identificagdo de marcadores de melanoma. Os biomarcadores sdo comumente
usados para diagndstico e prognéstico, possibilitando a identificacdo do estagio
do cancer, bem como a ocorréncia ou potencial de metastase. Além disso, um
biomarcador pode indicar os quadros de suscetibilidade ou resisténcia do
paciente ao tratamento. Para melanoma, ainda nao existe um biomarcador ideal,
portanto, um conjunto de moléculas como proteinas e enzimas (tirosinase, LDH,
VEGF, metaloproteinases, COX-2), moléculas de fluido extracelular, metabdlitos
de melanina (5-S-cisteinil-DOPA, L -DOPA / L-tirosina) e acidos nucléicos livres
liberados pelos processos de necrose séo usados para determinar este tipo de
cancer de pele (KARAGIANNIS; FITTALL; KARAGIANNIS, 2015; KAUFFMANN;
CHEN, 2014).

No entanto, é fato que os tratamentos escolhidos para melanoma vao
depender do estagio da doenca, incluindo terapias convencionais como excisdes
cirirgicas e radioterapia (RT) e, tratamentos inovadores como terapia-alvo,
imunoterapias e combinagdes de sistémicas, terapias topicas e transdérmicas.

Quando ainda ndo ha capacidade metastatica, o melanoma pode
apresentar uma taxa de cura de até 90%, em contraste com a sobrevida do

paciente com metastase, que cai para apenas cerca de 10%. Infelizmente, a
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deteccdo precoce é dificultada pela auséncia de sintomas devido a informacdes
inadequadas a populacdo, além da apresentacdo das lesdes iniciais serem
altamente confundidas com lesGes benignas (ESTEVA et al., 2017;
KRATTINGER et al., 2018; LIU et al., 2018).

A opcéo cirurgica é indicada para lesdes com bordas bem definidas, mas
riscos envolvidos com linfonodos acompanham esta opcao, além do aumento
das chances de a propria intervencao causar metastases e aumentar a chance
de recidivas, devido ao desprendimento de células tumorais do tumor satélite.
As cirurgias também sdo indicadas para remocdes de tumores metastéticos em
outros 6rgaos, em estagios avancados da doenca (LENS et al., 2003).

No entanto, o tratamento primario para pacientes com bom progndstico e
lesbes bem definidas é a radioterapia (RT). A RT tem taxas de redugdo tumorais
satisfatérias, além de ser segura e bem tolerada (HEDBLAD; MALLBRIS, 2012).
Além disso, a RT pode ser aplicada no tratamento de estagios mais avancados
quando associada a outras modalidades terapéuticas, como a imunoterapia
(NARAYANA et al., 2013).

O tratamento tépico por sua vez, apresenta-se como uma op¢ao versatil
para o melanoma cutaneo. E um tratamento menos invasivo e localizado, sendo
indicado principalmente para lesdes pré-neoplasicas e pequenas e também,
para garantir as margens clinicas ap0s a cirurgia. Os produtos tépicos também
sao indicados em combinagdo com quimioterapia ou imunoterapia por via oral /
parenteral. A possibilidade de um tratamento localizado, que os tratamentos
topicos apresentam, tornam esta opcao a melhor escolha quando as lesfes
comprometem areas maiores ou estdo localizadas na face ou em locais que o
procedimento cirargico ndo € indicado pela possibilidade de causar deformacéo.
(DORRANI et al., 2016; FLORIN et al., 2012; RAHIM; WUI, 2018; RUAN et al.,
2016). Além disso, visto que o melanoma surge de melandcitos epidérmicos e,
nos estagios iniciais, a principal camada afetada é a epiderme, o tratamento
topico mostra-se vantajoso (JOSE et al., 2017; SHAIN; BASTIAN, 2016; SINI et
al., 2018).

Devido ao fato de os mecanismos moleculares do melanoma nédo estarem
totalmente elucidados, a escolha das terapias sempre € dificultada e deve ser

feita caso a caso. Para superar esses desafios, terapias inovadoras s&o
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necessarias, principalmente usando nanotecnologia baseada em sistemas de
liberacao.

O CPNM, por sua vez, tem suas vias de desenvolvimento molecular
melhor elucidadas do que o melanoma, devido ao desenvolvimento se dar de
forma mais linear, lenta e sem predominancia de eventos mutagénicos. Dessa
forma, as plataformas terapéuticas sdo mais eficientes do que para o melanoma.
Além disso, a menor agressividade e o menor potencial invasivo contribuem para
que o CPNM tenha melhor prognostico e taxas de sobrevivéncia do que o
melanoma (DIDONA et al., 2018).

O CPNM pode ser subdividido majoritariamente em carcinoma
epidermdide / escamoso e carcinoma basocelular. Estatisticas mostraram
(APALLA et al., 2017; FACTS, 2019; KAUVAR et al., 2015) um crescimento
exponencial dos casos destes tipos de cancer especialmente em paises de
populacdo majoritariamente caucasiana. Na Nova Zelandia, o CPNM tem alta
incidéncia e os casos afetam mais homens do que mulheres (PONDICHERRY
et al., 2018). Resultados opostos foram mostrados por um estudo de longo prazo
na Coréia do Sul, onde a incidéncia em mulheres foi maior do que em homens
(OH et al., 2018).

O aumento da incidéncia de cancer de pele também esta relacionado ao
envelhecimento (PONDICHERRY et al., 2018). Na Coreia do Sul, estudos
mostraram que a faixa etaria com maior incidéncia tanto de melanoma quanto
de CPNM foi de 60-79 anos (OH et al., 2018).

O CPNM possui inameros fatores de risco que somados a genética podem
aumentar a predisposic¢ao do individuo para desenvolver esse tipo de neoplasia.
Os principais fatores, além da genética, sdo idade, exposi¢cdo aos raios UV,
radiacdo ionizante, imunossupressdo, gonodermatoses, HPV, medicamentos
como inibidores de TNF-a, uso de tabaco, infec¢cdes graves de pele e 0ssos e
inflamacdes (CAMERON et al., 2019; DIDONA et al., 2018; GREEN; OLSEN,
2017; KABIR; SCHMULTS; RUIZ, 2018; KALLINI; HAMED; KHACHEMOUNE,
2015; KAUVAR et al., 2015).

Tanto o0 tipo escamoso como 0O basocelular, sdo originados nos
gueratinécitos e sao conhecidos como carcinomas de queratindcitos. O
basocelular € mais prevalente do que o escamoso, sendo responsavel por cerca

de 70% dos casos em oposicdo a 25% para 0 escamoso. Ambos 0s tipos
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contribuem pouco para os casos de morte por cancer de pele, mas sao
considerados um importante problema de salde publica, devido a sua alta
incidéncia, sendo mais prevalentes do que todos 0s outros tipos de cancer juntos
no mundo e também pelo énus que representam (CAMERON et al., 2019;
MOFIDI et al., 2018). O aumento exponencial do cancer de pele causa impactos
psicossociais substanciais, sendo considerado um problema de saude publica,
gue requer alto investimento em tratamentos inovadores bem como tecnologias
de diagnostico (MARKHAM et al., 2018; MOFIDI et al., 2018).

O tipo basocelular € comumente encontrado em cabeca e pescog¢o na
forma de papulas, com bordas bem definidas, e microscopicamente se apresenta
como um tumor bem circunscrito. Eles séo facilmente confundidos com lesdes
cutaneas benignas. Além disso, lesGes de cancer de pele basocelular raramente
ocorrerdo nas formas ulcerativa e infiltrativa (CAMERON et al., 2019; ESTEVA
et al., 2017).

O tipo escamoso por sua vez, tem apresentacdes de pele variaveis, que
dependem do subtipo e localizagdo. Geralmente se inicia em lesdes pré-
cancerosas na qual a ceratose actinica (CA) é mais conhecida. CA e outras
lesBes pré-malignas podem progredir para cancer de pele ndo melanoma do tipo
escamoso infiltrativo. O cancer escamoso possui varias denominag¢des quando
in situ, como doenca de Bowen, caracterizada por placas escamosas com bordas
bem definidas de feicdes eritematosas; Eritroplasia de Queyrat, caracterizada
como aspecto peniano aveludado. Lesdes in situ geralmente sdo assintomaticas
e podem ser facilmente confundidas com outras manifestacbes cutaneas
(APALLA et al, 2016; ESTEVA et al, 2017; KALLINI; HAMED;
KHACHEMOUNE, 2015).

No que diz respeito ao tratamento, procedimentos cirlrgicos sdo uma
opgéao para o tratamento do CPNM, mas dependendo da extensdo das lesdes
ou da localizacdo, opcbes alternativas nao cirargicas sao altamente
recomendados, principalmente quando ha lesdes com margens bem definidas e
apresentando areas pequenas. Os principais tratamentos n&do cirirgicos sao
curetagem, eletrodissecacao, radioterapia, criocirurgia, medicamentos topicos e
terapia fotodinamica (TFD). O tratamento de escolha varia de acordo com a area
da lesao, localizacao e via molecular, porém, por se tratar na maioria dos casos,

de lesbes em regibes como face e pescoco, a op¢do de tratamento tOpico
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sempre esta incluso, como principal escolha ou adjuvante (APALLA et al., 2017;
GREEN; OLSEN, 2017; KAUVAR et al., 2015).

O 5-fluorouracil (5-FU) € um farmaco antitumoral indicado como padréo
ouro para o tratamento de cancer de colo retal, porém nas ultimas décadas, tem
sido amplamente investigado no tratamento de outras neoplasias, incluindo
cancer de pele. O 5-FU se trata de um farmaco antimetabdlico, atuando como
analogo de timina, e quando incorporado erroneamente, consegue impedir que
a célula continue seu processo de replicacdo (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON,
2003).

)

Figura 2. Estrutura quimica do farmaco antitumoral 5-fluorouracil (5-FU).

Inimeros efeitos adversos locais e sistémicos sédo observados para este
farmaco, entre os efeitos adversos locais estdo erupcdes cutaneas moderadas
a graves, inflamacéo local, prurido, eritema, e efeitos sistémicos como perda de
peso, letargia, entre outros (CHUGHTAI et al., 2017; KISHI; PRICE, 2018). Desta
forma, o 5-FU é um importante candidato a ser encapsulado em sistemas de
liberacdo, de modo a se garantir seu efeito terapéutico, minimizando seus efeitos

adversos.

1.4. A pele - Via de administracao tépica

A pele é o maior 6rgéo do corpo humano, representando cerca de 10% da
massa corporal e quase 2 m? da area de superficie corporal. E a pele a
responsavel pela fronteira do nosso organismo com O meio externo e
desempenha funcdes corporais vitais tais como controle de perda de agua,
regulacdo da temperatura, protecdo a choques mecanicos e barreira a
patégenos. Todas essas fun¢des acontecem para que a homeostase do nosso
organismo de mantenha e entdo nosso corpo tenha um ambiente fisiol6gico
controlado (BENITEZ; MONTANS, 2017; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2021).

Para desempenhar todas essas fungcdes que Ihe cabe, a pele é altamente

seletiva quanto ao que deixa entrar ou sair do Nn0osSso organismo, e este papel de
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barreira seletiva representa um dos maiores desafios para a entrega de
moléculas através da pele (ROBERTS et al., 2017).

A pele é composta por um epitélio estratificado (Figura 4), onde cada
camada consiste em diferentes tipos de células que desempenham funcdes
distintas. As principais camadas sdo de fora para dentro (i) epiderme, (ii) derme
e (iii) tecido subcutaneo ou hipoderme. A Epiderme por sua vez se subdivide nos
estratos, onde a especializacao das células € de extrema importancia na selecéo
do que entra e sai através da pele. De fora para dentro tem-se o estrato corneo
(stratum corneum - camada cérnea); estrato lucidum (stratum lucidum - camada
transparente), observado apenas em algumas regifes do corpo; estrato
granuloso (Stratum granulosum - granular camada); estrato espinhoso (Stratum
spinosum - camada de células espinhosas) e estrato basal (camada basal
também chamada de Stratum germinativum). O estrato basal e estrato
espinhoso sdo coletivamente conhecidos como Camada Malpighiana.
Atravessando essas camadas tem-se os apéndices cutaneos sendo eles as
glandulas sebéaceas, sudoriparas, e foliculos pilosos (BAROLI, 2010; GRAHAM
et al., 2019).

A epiderme é a camada mais importante quando se trata da permeacéao
de agentes ativos em geral através da pele, desta forma a compreenséo de cada
estrato auxilia na compreensao dos mecanismos envolvidos nesse processo.

O estrato corneo (stratum corneum), a camada mais externa de a pele,
apresenta-se, majoritariamente no corpo, com espessura entre 10 a 20 pm
sendo composta por 10 a 15 camadas de cornedcitos. Os corneécitos sao as
células especializadas desse estrato, derivam de queratindcitos, porém mais
achatados e alongados. Recebem essa nomenclatura pois possuem um
envelope corneo no lugar da membrana plasmatica, o que Ihes confere papel
altamente hidrofébico. Séo células preenchidas com filamentos de queratina e
se intercalam em uma matriz extracelular enriquecida com lipidios. Essa
organizacdo deu origem a referéncia de organizagao em “tijolo e argamassa’,
onde os corneocitos seriam o0s tijolos e a argamassa seria a matriz lipidica e a
conexdo desses cornedcitos é realizada por corneodesmossomos. Um
importante aspecto a ser ressaltado € que o0s cornedécitos sdo continuamente
descamados na superficie da pele. Exatamente por essa descamacéao, por ndo

conter nucleo, o estrato corneo é conhecido como a camada ndo viavel da
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epiderme, e os demais estratos compde a epiderme viavel (BAROLI, 2010;
CHAMBERS; VUKMANOVIC-STEJIC, 2020; OSSEIRAN et al., 2018; ROSA et
al., 2018).
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Figura 3. Desenho esquematico da pele evidenciando as camadas que a
compdes tais como epiderme e seus estratos, derme e tecido subcutaneo
(Adaptado de (LEMOS et al., 2018). Imagens histologicas de autoria propria
evidenciando as camadas da pele bem como os apéndices cutaneos. EC.
Estrato corneo.

A epiderme viavel apresenta tipicamente de 50 a 100 um de espessura e
essa camada ndo contém capilares sanguineos nem terminacdes nervosas. Os
estratos que a compde sdo 95% queratindcitos, e os outros 5% divididos entre
Células de Langerhans, melandcitos e Merkel. O estrato basal (stratum basal),
que se localiza sobre a lamina basal, camada que divide a epiderme da derme,
€ responsavel pela geracdo de queratinécitos, e estes sofrem diferenciacdes
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progressivas, na medida que migram para o exterior, em dire¢cdo ao estrato
corneo. A diferenciacdo destes queratindcitos é caracterizada pelo aumento da
queratinizacdo, formacao dos corpos lamelares que secretam lipidios e a perda
de organelas intracelulares e nucleos, tornando-se cornedcitos (DABROWSKA,;
ROSSI, 2018; GRAHAM et al., 2019).

Acima do estrato basal tem-se o0 estrato espinhoso (Stratum Spinosum) e
a nomenclatura deriva do fato que esse estrato deriva de queratindcitos maduros
contendo proteinas aderidas as células, que se assemelham a espinhos. Esses
espinhos sdo desmossomos que unem célula a célula através do citoesqueleto.
Logo acima deste estrato tem-se 0s estratos granuloso (stratum granulosum) e
licido (stratum lucidum), com 2 a 3 camadas de células cada. Estes estratos
contém queratindcitos maduros que secretam corpos lamelares de lipidios e
proteinas para o espaco extracelular. Estes corpos lamelares vao conferindo um
envelope lipidico hidrofébico que representa a barreira mecéanica da pele assim
como barreira a penetracdo de patdogenos. O nome granulosum por sua vez, é
devido a granulos de querato-hialina nas células, preenchido de lipidios e
proteinas de fillagrina (BAROLI, 2010; RUZICA JURAKIC TONCIC 2018.PDF,
[s.d.]).

A medida que os queratindcitos migram para a superficie, 0s
queratinécitos morrem, secam, perdem seus nucleos, ganham formato
hexagonal, e entdo sdo denominados cornedcitos. Todo este ciclo de vida dos
gueratindcitos até se tornarem cornedcitos dura entre 28 e 50 dias, dependendo
da idade e da localizacdo (BENITEZ; MONTANS, 2017).

A derme por sua vez, camada de normalmente =21 mm de espessura, é a
camada predominante da pele, e desempenha funcdes de elasticidade, nutricdo
e forca. E composta principalmente de fibroblastos relacionados em uma matriz
extracelular de proteinas estruturais, principalmente colageno e elastina. A
derme contém células imunes circulantes sendo elas majoritariamente,
macroéfagos e células dendriticas dérmicas. Assim como a epiderme, a derme
pode ser subdividida em derme papilar e a derme reticular, sendo a derme
papilar aquela em contato com a camada basal da epiderme e a derme reticular
localizada internamente (BAROLI, 2010; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2021). A
derme papilar contém papilas que em contato com a camada basal formam a

juncdo dermoepidérmica, importante na manutencdo estrutural de toda a
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arquitetura da pele. A derme contém foliculos pilosos, glandulas, terminacdes
nervosas sensoriais, vasos linfaticos e capilares sanguineos (IQBAL; ALI;
BABOOTA, 2018).

A hipoderme é a camada mais interna da pele, por isso conhecida muitas
vezes como tecido subcutadneo. Essa camada € composta principalmente por
adipdcitos e entre eles vasos linfaticos maiores e vasos sanguineos (BAROLI,
2010; ROSA et al., 2018).

Tendo em vista toda a complexidade da arquitetura cutanea, o desafio de
permear toda essa organizagdo € inevitavel, e desafios farmacotécnicos, para
conseguir superar as barreiras impostas pelo tecido cutaneo, séo levados em
conta quando se pretende atuar através da pele.

Existem trés rotas principais conhecidas para permeacao de moléculas
através da pele, sdo elas (i) a via intracelular, onde as moléculas ou estruturas
conseguem atravessar as membranas das células; (i) a via extracelular, onde as
moléculas ou estruturas sdo capazes de atravessar via matriz extracelular e a
dltima via, considerada caminho preferencial facilitado, que é (iii) a via dos
apéndices, onde h4 um depdsito das moléculas ou estruturas nos apéndices
cutaneos. Cada via apresenta desafios importantes a serem pontuados visto que
para atravessar as células é necessario conseguir atravessar a membrana
celular, particionar pela matriz extracelular é necesséria alta lipofilia e por fim, a
rota via apéndices € limitada a pequenas concentracdes, devido a limitacdo da
area, além de estar sujeita a saturacdo rapida. Desta forma, esforcos
farmacotécnicos sdo realizados o tempo todo para superar as barreiras e
permear efetivamente pela pele (CHAULAGAIN et al.,, 2018; SHIGEFUJI,
TOKUDOME, 2020; ZHENG et al., 2020).

Ainda diante todos os desafios de permeacdo no tecido cutaneo, a
utilizacdo da pele como via de administracdo é muito vantajosa no que diz
respeito a doencgas cutaneas, por se tratar de uma terapia localizada e também
qguando ha intencéo de alcancar a circulacdo sistémica contornando problemas
relacionados a outras vias de administracao.

A administracao topica de produtos e farmacos pode ser utilizada em dois
cenarios, onde ha como objetivo acao local, ou seja, no proprio tecido, ou quando
ha intuito de acao sistémica, ou seja, objetiva-se uma acao transdérmica, onde

o produto ou farmaco ir4 alcancar vasos sanguineos através da sua penetracao

44



até a derme. Ambos os casos, acao topica ou transdérmica, a primeira barreira
€ 0 estrato corneo, por este motivo, o uso de formulacbes de composicao
semelhante a essa camada sdo desejaveis, de modo a ofertar ao tecido
moléculas que sejam compativeis e consigam interagir, solubilizar ou se
acumular, de modo a liberar o agente ativo efetivamente (CHAULAGAIN et al.,
2018; IQBAL; ALI; BABOOTA, 2018; PAN et al., 2018; ROSA et al., 2018; SALA
et al., 2018; TIWARI et al., 2012).

1.5. Terapias multifuncionais

Diante da dificuldade de se selecionar uma Unica opc¢ao terapéutica
efetiva para o tratamento de cancer de pele, e também outros tipos de cancer, o
uso de terapias com multiplos & alvos, chamadas terapias multifuncionais, tem
sido amplamente adotadas. As terapias multifuncionais tornam-se opcoes
promissoras devido a alta complexidade dos inUmeros processos moleculares
que estdo ocorrendo ao mesmo tempo de forma desregulada nas lesbes
cancerosas (LI et al., 2018).

Terapias multifuncionais como o préprio nome ja diz, sdo terapias
baseadas mudltiplas func¢des, podendo estas serem: funcionaliza¢des, multiplos
farmacos ou moléculas ativas, combinacdes de tratamento e diagnostico —
terandstico, funcionalizacbes combinadas a agentes terapéuticos, multiplos
acidos nucleicos, combina¢cbes de farmacos com acidos nucleicos, terapias
térmicas carreando farmacos, entre outras combinacdes (ANG et al., 2021; CHO
et al., 2008; FERREIRA; NOVOA; MARQUES, 2016; TORCHILIN, 2014).

Deste modo, objetivando mdultiplos caminhos, as terapias multifuncionais
trazem uma abordagem agressiva no enfrentamento de diversos cenarios onde
o0 microambiente tumoral dificulta um tratamento single, tais como: resisténcia a
farmacos, incidéncia de metastases, invasfées e migracbes de tumores,
ocorréncia de mutagfes (BADEA, 2017; BORGHETI-CARDOSO et al., 2020; LI
et al., 2018).

No presente trabalho utilizou-se uma terapia multifuncional baseada
no uso de um nanosistema lipidico contendo uma combinagcdo de um
farmaco antimetabdlico, 5-Fluororuracil (5-FU), e pool de siRNAs, sendo
eles siRNA Gli-1, siRNA EGFR e siRNA Bcl-2 (Figura 4), de modo a atuar em
diferentes vias do cancer de pele, e que todos os siRNAs se correlacionem
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de algum modo, com o aumento da efetividade do 5-FU. Desta forma,
combinando um farmaco com acidos nucleicos, pode-se realizar diversas
combinacdes, de acordo com o grau do cancer de pele a ser tratado, bem
como o tipo, condi¢cdes, particularidades do paciente, de modo a se obter

uma terapia individualizada efetiva, que culmine em reducao tumoral.

7 = siRNABcl-2

Core lipidico Poloxamer O 5-fluorouracil > DOTAP - residuos amina g} SIEEQS;R
si
=

Figura 4. Esquema no nanosistema lipidico - Carreador lipidico nanoestruturado
(CLN) contendo 5-fluorouracil e pool de siRNAs - Bcl-2 + Gli-1 + EGFR.
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Chjetivos



2.1. Objetivo Geral

O presente projeto de doutorado visou o desenvolvimento, caracterizacao e

avaliacdes in vitro, ex vivo e in vivo de um CLN multifuncional capaz de

encapsular um antitumoral (5-fluorouracil) e complexar eficientemente uma

associacdo de siRNAs (pool) especificos, objetivando uma terapia especifica

gue possa atuar inibindo as diferentes vias moleculares do cancer de pele.

2.2. Objetivos especificos

Desenvolver e otimizar a producdo do CLN por homogeneizacdo a alta
pressao;

Iniciar estudos de escalonamento de produgéo do CLN;

Caracterizar o CLN quanto aos parametros fisico-quimicos por Espalhamento
de Iluz dindmico (DLS), Rastreamento de nanoparticulas (NTA),
Termogravimetria (TGA), Calorimetria diferencial de varredura (DSC) e
Espectroscopia por infravermelho em transformada de Fourier (IFTR) e
aspecto morfoldgico utilizando Microscopia Eletrénica de Transmissédo (MET);
Encapsular o 5-FU e complexar eficientemente os siRNAs;

Realizar estudo de estabilidade tanto do CLN em suspenséo como liofilizado;
Executar estudos de liberacdo de todos os volumes de preparo do CLN
contendo 5-FU;

Estudar o comportamento, bem como retencdo e permeacdo do 5-FU, nas
plataformas de estudos cutaneos ex vivo e in vitro;

Padronizar esferoides 3D das linhagens tumorais estudadas;

Determinar perfis de toxicidade celular bem como transfecgdo do CLN em
suas diversas combinagdes de tratamento nas linhagens celulares em
plataforma 2D e 3D;

Estudar sobre a via de internaliza¢do do CLN;

Realizar experimentos in vitro de atividade antitumoral, sendo eles
determinacdo da acdo do CLN em suas diversas combinacdes, sobre a
capacidade migratoria das células tumorais, padrao de invaséo, apoptose e
necrose, bem como efeito na proliferacao;

Obter o modelo xenografico de cancer de pele e avaliar acdo antitumoral do
CLN multifuncional proposto.
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Material e Metodos



3.1. Material

5-Fluorouracil (299% - Sigma Life Science, EUA); Palmitoestearato de Glicerila
(Precirol-ATO-5°, Gattefossé, Franca); Triglicerideo do Acido Caprico/Caprilico
(Labrafac Lipophile®, Gattefossé, Franca); 2-Dioleoil 3-trimetilamonio propano
(DOTAP® - Avanti Polar Lipids, EUA); Poloxamer 188 (Kolliphor P®, Sigma Life
Science, EUA); siRNA controle (ThermoFisher Scientific, EUA), SIRNA Alexa 647
(ThermoFisher Scientific, USA); siRNAs especificos para BCL-2, Gli-1 e EGFR
(Ambion, ThermoFisher Scientific, EUA); Membrana de dialise (Invitrogen, EUA),
Lipofectamina 2000® (Invitrogen, EUA); Rezasurina (Sigma Aldrich, EUA); Azul
de Tripam (Gibco, EUA); DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Sigma
Aldrich, EUA); Tripsina 10X (Sigma Aldrich, EUA); Piruvato de s6dio 100 mM
(Gibco, EUA); Soro bovino fetal (Sigma Aldrich, EUA); TissueTeck® (Fisher
Healthcare, EUA); lodeto de Propidio (Sigma Aldrich, EUA), Agarose ultrapura
(Invitrogen, EUA); DAPI (Merck, Sigma Aldrich, USA); Hoechst 33342 (Thermo
Fisher Scientific, EUA), Hexadecil-trimetil-aménio (H-TAB) (Sigma Aldrich, EUA);
Tetra-metil-benzidina (TMB) (Sigma Aldrich, EUA); Bcl-2 e TNF-a ELISA Kit
(Abcam, EUA); Anticorpo Anti-Ki67 Alexa 647 (DBR Biotec, Brasil); DeadEnd™
Fluorometric TUNEL System (Promega, Brasil).

3.2. Quantificacdo do 5-FU por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(CLAE)

O farmaco 5-FU foi quantificado através de método bioanalitico
previamente desenvolvido e validado (ROSA, 2019) através de Cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando um cromatégrafo (Shimadzu LC
10AD), acoplado ao detector UV-visivel (SPD 10A). O comprimento de onda de
trabalho foi de 265 nm. A coluna cromatogréfica foi uma C8 (Phenomenex 100
mm x 4,6 mm, 5, 110 A) inserida no compartimento de forno controlado por um
termostato (CTO 10A) & 25°C. A fase movel foi composta de Metanol (10): Agua
(90) v/v, acidificada com 0,05% (v/v) de acido ortofosforico (pH 4,5). O sistema
utilizado contém um auto injetor (SIL 10AF) e o volume de injecdo de amostra foi
de 30 pL. A vazao de fase moével utilizada foi 0,8 mL/min. O software utilizado

para aquisicao de dados foi CLASS VP.
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3.3. Estudos farmacotécnicos preliminares

O Carreador lipidico nanoestruturado (CLN) (Tabela 1) foi preparado
através de Homogeneizacdo a alta pressdo a quente (Avestin, Espanha).
Estudos farmacotécnicos iniciais se basearam em um volume de formulacéo de
20 mL.

Inicialmente, a formacdo de uma pré-emulsdo via dispersdo em Turrax
(IKA, EUA) foi avaliada. Onde, a fase aguosa, composta pelo tensoativo, agua e
5-FU (quando aplicavel) foram aquecidos a 70°C e vertidos sobre a fase oleosa
fundida a mesma temperatura. Entdo, os tempos de formacdo de pré-emulséo
estudados foram: 1, 2, 3, 4 e 5 minutos, e as rotacdes estudadas foram 12000 e
20000 rpm.

Em seguida, foram estudadas a influéncia do tempo e pressao de
homogeneizagéo, recolhendo amostras de 200 pL nos seguintes tempos: 7, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40 minutos submetidos as seguintes pressdes: 500, 750, 1000
e 1500 Bar. As amostras foram avaliadas por espalhamento de luz dinamico
(DLS).

Por fim, a partir dos dados gerados nos ensaios preliminares, foram
realizados Planejamentos experimentais fracionados (24! Resolucdo 1V),
utilizando o software Statistica 13.5, de modo a entender a influéncia estatistica
de cada fator (Agitacdo, tempo de agitacdo, pressdao e tempo de
homogeneizacédo) no preparo do CLN e escolher as variaveis adequadas para a
otimizagdo do preparo deste nanossistema utilizando o Homogeneizador de alta
pressao.

Tabela 1. Composicéo do carreador lipidico nanoestruturado (CLN), controle e
contendo 5-FU (500 pg/mL), e a porcentagem de cada componente em relacao
do volume total de preparo (20 mL).

Formulacéo CLN 5-FU CLN controle
Componente Quantidade Porcentagem Quantidade Porcentagem
(mg) (mg)

Palmitoestearato de Glicerila 60 0,3 60 0,3

Triglicerideo Ac. Caprico/Caprilico 20 0,1 20 0,1

DOTAP 20 0,1 20 0,1

Poloxamer 188 150 0,75 150 0,75

5-Fluorouracil 10 0,05 - -
Agua ultrapurificada 19740 98,7 19750 98,7
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3.4. Otimizacdo da nanoestrutura utilizando a estratégia de Design of

Experiments (DoE)

A otimizacao do CLN foi realizada baseada na otimizacao dos Parametros
Criticos de Processo (PCP), que neste caso estdo relacionados aos parametros
dos equipamentos utilizados no preparo do CLN. Estes parametros,
denominados fatores independentes, foram: (i) Agitacao (rpm), (ii) Pressdo de
homogeneizacéao (Bar) e (iii) Tempo de homogeneizacgao (Tabela 2). Utilizou-se
um modelo de superficie de resposta, Design Composto Central (DCC), de modo
a possibilitar ndo sé a compreenséao a respeito das interagdes entre as variaveis,
bem como a otimizacéo destas para obtencéo da resposta desejada. Os fatores
independentes e os niveis foram determinados utilizando os resultados dos
planejamentos experimentais fracionados realizados anteriormente. Os fatores
dependentes, denominados respostas ou fatores dependentes, foram: diametro
de particula, indice de polidisperséo (Pdl) e eficiéncia de encapsulacédo (%EE).
As andlises foram realizadas utilizando o Software Statistica 13.5. Todas as
andlises de DLS seguiram o padrdo de diluicdo que melhor se adequava a

amostra.

Tabela 2. Intervalos e niveis dos fatores independentes investigados.

Intervalos e Niveis

Fatores independentes Cédigo -1,682 -1 0 +1 +1,682
Agitagdo (rpm) X1 6591 12000 15000 20000 23409
Pressdo de homogeneizacéo (Bar) X2 330 500 750 1000 1200
Tempo de homogeneizacgdo (min) X3 3,5 12 24,5 37 455

Um modelo polinomial de segunda ordem que inclui as relacdes lineares,
interacdes entre os fatores, bem como os efeitos quadraticos foram obtidos
(Equacédo (1)). Esse modelo polinomial de segunda ordem € razoavelmente
flexivel e descreve a curvatura e as interacdes, o que o torna um modelo
adequado para otimizar processos e inferir fendmenos néo triviais (TAVARES
LUIZ et al., 2021).

Y = Bos Dty Bixi + Bicy Buxi + Xisy Bijxix; + € (1)

Na equacédo y é a resposta, Bo € o termo constante do modelo, xi sdo
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as variaveis codificadas (i =1, 2...., k), Bi sdo os coeficientes dos termos lineares,
Bii sdo os coeficientes dos termos quadraticos, Bij sdo os coeficientes das
interacdes dos, e por fim € € o componente de erro aleatério, determinado pelo
ajuste do modelo aos dados.

O modelo ajustado descreve a relagéo entre os dados adequadamente
para que as previsdes dentro da regido experimental possam ser feitas com
precisdo. Desta forma, o modelo matematico pode ser considerado adequado
quando a regressao € estaticamente significativa e ndo apresenta um erro (falta
de ajuste). Além disso, o coeficiente de determinacdo (R?) e o coeficiente
ajustado de determinacdo (Ra’dj) representam a porcentagem de variancia
explicado pelo modelo. Portanto, quanto mais proximos esses coeficientes
estiverem de 1, melhor a regressao representa estatisticamente os dados.
Assim, com uma regressao significativa, a superficie de resposta pode ser obtida
e utilizada para otimizar o modelo.

Apos realizadas as analises dos modelos e as adequacdes estatisticas, a
otimizagéo do sistema foi realizada de modo a se obter tamanhos de particula
por volta de 250 nm, menores Pdl possiveis e maiores %EE.

3.5. Estudos iniciais de escalonamento — Scaling up

Ap0s otimizagao do preparo do CLN em homogeneizador de alta presséo,
estudos iniciais de escalonamento foram realizados, de modo a possibilitar o
aumento dos volumes de preparo dessa nanoestrutura. O volume final de
preparo no qual o CLN foi otimizado foi de 20 mL, e a partir deste volume foram
estudados aumentos até 10 vezes maiores, sendo estes 50, 100, 150 e 200 mL.
Com o objetivo de se obter o CLN com as mesmas caracteristicas do otimizado,
inicialmente replicou-se os parametros determinados na otimizacdo, e em
seguida, ajustes minimos no tempo de homogeneizagéo foram feitos de modo a

manter as caracteristicas otimizadas.

3.6. Caracterizacdao fisico-quimica do CLN

3.6.1. Espalhamento de luz dinamico (DLS) e Potencial Zeta

O CLN foi caracterizado quanto ao seu diametro de particula, bem como

seu indice de polidispersao (Pdl) e cargas superficiais. Essa caracterizacao foi
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realizada por espalhamento de luz dindmico e mobilidade eletroforética. Ambas
foram realizadas em um equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments,
Worcestershire, Reino Unido) equipado com um laser He-Ne de 633 nm
operando em um angulo de 173°. Durante testes preliminares, planejamento
experimental fracionado e planejamento de superficie de resposta, cada CLN foi
analisado na diluicdo determinada. ApoOs processo de otimizacédo, a diluicdo do
CLN foi padronizada na propor¢ao 1:100, (v/v) em agua ultra purificada, para
andlise de diametro e Pdl, e em KCI (0,05 nM) para determinacgdo de potencial
zeta. Para diametro e Pdl, o CLN diluido foi analisado em uma cubeta de quartzo
com um comprimento de trajeto de luz de 10 mm a 25°C e indice de refracéo
utilizado de 1,33. Para potencial zeta, o CLN diluido foi analisado em uma célula
de eletroforese capilar padrdo. O equipamento realizou automaticamente uma
média de 14 determinacfes para cada andlise com um tempo de repouso de

amostra de 30 segundos.

3.6.2. Analise rastreamento de nanoparticulas (NTA)

As analises de NTA foram realizadas utilizando o equipamento NanoSight
NS300 (Malvern, Reino Unido) contendo uma camara acoplada de alta
sensibilidade, e laser de 642 nm (poténcia de saida 40 mW). O CLN nos 5
diferentes volumes de preparo (20, 50, 100, 150 e 200 mL) foram diluidos
(1:1000, v/v) em agua ultra-purificada, livre de particulas, e injetada na camara
da amostra com uma seringa estéril (BD Plastipak, Parana, Brasil) até que o
conteudo tivesse atingido a ponta do bocal. As medi¢des foram realizadas a 25°C
e adquiridas por 30 segundos com obturador manual. Os ajustes de ganho foram
realizados de maneira que fosse possivel observar melhor a amostra e remover
ruidos. O resultado foi expresso pelo diametro médio + desvio padrao obtido com

o software NTA.

3.6.3. Eficiéncia de encapsulacao (%EE) e drug loading (%DL)

O 5-FU é um farmaco de caracteristica hidrofilica e por este motivo a
metodologia adotada na determinagédo de %EE e %DL foi a ultrafiltracdo/
centrifugacdo através de dispositivos Amicon® (Millipore) 50 KDa. As condicdes
de anélise foram: 500 pL de amostra de CLN centrifugados a 5 minutos a 3000
x g. O contetdo presente no ultrafiltrado foi quantificado em CLAE atraves do
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método descrito no item 3.2 e através das areas cromatogréficas obtidas as %EE

e %DL foram determinadas indiretamente, utilizando as Equacdes (2) e (3),

respectivamente.
Quantidade Total de 5—FU utilizada — Quantidade de 5—FU no ultrafiltrado
%EE = : = f x100 (2)
Quantidade Total de 5—FU utilizada
uantidade Total de 5—FU utilizada — Quantidade de 5—FU no ultrafiltrado
%DL = < < ! x100 (3)

Quantidade Total de lipidios

A determinacao direta da %EE e %DL também foram realizadas através
do rompimento das nanoparticulas remanescentes no filtro Amicon®, utilizando
200 pL de DMSO. Apo6s rompimento da nanoestrutura a amostra foi submetida
a centrifugacéo, 10 minutos a 4°C em 5000 x g, e o conteldo sobrenadante foi

também analisado em CLAE.

3.6.4. Microscopia eletronica de transmisséo (MET)

A andlise morfoldgica foi realizada em um microscopio eletrdnico de
transmissédo (MET) (Jeol, modelo JEM-100CX ll). Esta analise se baseia na
emissao de um feixe de elétrons em dire¢cdo a uma amostra ultrafina, interagindo
com a mesma enquanto a atravessa. A interacdo dos elétrons transmitidos
através da amostra forma uma imagem que € ampliada e focada em um
dispositivo de imagem.

5 uL do CLN (controle e com 5-FU) foram pipetados sobre a grelha, de
3,05 mm de diametro, com espessura e malhas de 100 um e a analise procedeu-
se quando a amostra havia secado. Esta grelha foi inserida no porta-objetos, que
corresponde a platina com eclusas de ar para permitir a insercdo do suporte da
amostra no vacuo. As imagens foram obtidas nos aumentos de 100.000x,

200.000x e 370.000x.

3.6.5. Estudos de estabilidade e Liofilizagdo do CLN

Os estudos de estabilidade foram baseados em duas condi¢des: CLN em
dispersdo e CLN liofilizado. O CLN controle em dispersdao em todos os seus
volumes de preparo, foram submetidos a ensaio de estabilidade quanto ao seu
diametro, PdI e potencial zeta durante 60 dias armazenados a 4°C. O CLN 5-FU

em todos os seus volumes de preparo foram analisados durante 60 dias
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armazenados a 4°C para diametro, PdlI, potencial zeta e durante 30 dias para
%EE e %DL.

O ensaio de estabilidade também foi realizado com o CLN liofilizado. 20
mL do CLN, em todos os volumes de preparo, recentemente preparados foram
congelados em -20 °C sem adicdo de agentes crioprotetores, e foram liofilizados
(Liofilizador L101, Liotop, Brasil) a -40°C submetido a vacuo < 500 mmHg
durante 36 horas. Apos 30 dias do processo de liofilizacdo, os conteudos
liofilizados foram ressuspensos em &gua ultrapurificada, proporcionalmente a
sua concentracdo na dispersdo, sendo 13,0 mg/mL de material sélido dos CLN
controle e 13,5 mg/mL dos CLN contendo 5-FU. As suspensdes de CLN em agua
ultra purificada foram agitadas durante 1 minuto em Vortex (IKA, Genius 3,
velocidade 5), seguido de banho de ultrassom por 5 minutos e mantidas
overnight sob agitagéo lenta (200 rpm). Os CLN ressupensos foram analisadas
qguanto ao seu diametro, Pdl, potencial zeta, %EE e %DL. Os CLN liofilizados

foram também utilizados para as analises de TGA e DSC.

3.6.6. Analises termogravimétricas (TGA)

As andlises térmicas foram realizadas utilizando um equipamento TGA50
(Shimadzu Inc, Tokyo, Japan), no qual 10 mg de cada amostra (componentes do
CLN e CLN em seus diversos volumes) foi inserida no compartimento de amostra
e entdo aquecida em rampa até sua completa degradacao térmica. O CLN foi
analisado em todos seus volumes de preparo, contendo ou ndo 5-FU. A
temperatura de degradacéo determinada em TGA foi utilizada na determinacéo
das rampas para andlises de DSC. Essa analise também foi utilizada para
deteccdo de mudancas de padrbes de degradacédo nas variacdes de preparo do
saling up do CLN.

3.6.7. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As analises de DSC foram realizadas por um equipamento Jade DSC
(Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, EUA) e o software PyrisTM (Perkin
Elmer, Waltham, Massachusetts, EUA) para processamento de dados.
Utilizaram-se 5 mg de todos os componentes do CLN, bem como 5 mg do CLN
em todos seus volumes de preparo, contendo ou ndo 5-FU. As amostras foram

colocadas em um compartimento de aluminio sob atmosfera de nitrogénio (3
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Kgf/cm?) e submetidas a analise. Um compartimento vazio semelhante foi usado
como referéncia. A rampa de aquecimento de analise foi de 20 °C a 350 °C a
uma taxa de 10 °C/min. Esta analise foi realizada com o intuito de se avaliar
qualquer possivel transicdo de fase e/ou aparecimento de novos compostos
apos a formacao do CLN, bem como a semelhanca entre os volumes de preparo

do scaling up.
3.6.8. Espectroscopia por Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As andlises de espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) (Perkin-Elmer FTIR 2000, Cambridge, UK) tiveram seus espectros
registrados na faixa de 400-4000 cm?, sob temperatura ambiente. Utilizaram-se
5 mg de todos os componentes do CLN, e 5 mg do CLN controle e do CLN 5-FU
liofilizados para preparo de pastilhas de KBr e assim foi realizada a analise.

3.7. Complexacao e Estabilidade do complexo

A técnica utilizada para verificar a eficiéncia de complexa¢édo do siRNA ao
NLC foi eletroforese em gel de agarose, com corrida eletroforética
(Electrophoresis Power Supply, UK) a uma tensdo constante de 100 V por 20
minutos em tampao Tris-acetato-EDTA (TAE) (pH 8,0).

Os siRNAs foram revelados através de um corante fluorescente ultra-
sensivel que se liga a acidos nucleicos (Gel Red® 10000X, Millipore, EUA), e a
visualizacdo foi realizada em 302 - 312 nm sob um Transluminator (Loccus
Biotecnology, BR). A aquisi¢do de imagens foi obtida usando o software Quantity
One.

Avaliou-se uma curva de concentragcbes de siRNA controle negativo
(scrambled) e siRNAs especificos versus o brilho apresentado por cada
concentracdo, bem como a resolucéo das bandas, em 3 condi¢cdes de dureza do
gel: 1,0%, 1,5% e 2,0% de agarose (m/v). Seguido da definicdo do gel adequado
avaliou-se a complexagdo do CLN com os siRNAs, nas razdes nitrogénio /
fosfato (N/P) 0,5; 1; 2; 5; 10 e 20, bem como sua descomplexacao atraves de
competicdo anidnica utilizando heparina (5000 Ul/mL).

Foram utilizados os controles: agua livre de RNAse (CT-), CLN (CT-),
siRNA controle livre (CT+), heparina livre (CT-).
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3.8. Estudos de Liberagéao

Para este estudo foi utilizado uma membrana sintética (33 mm, 23 ym e
diametro de 21 in., 12000 a 14000 Daltons, Fisherbrand) em Célula de difusédo
de Franz (Hanson Instruments, EUA). A membrana foi lavada, com a finalidade
de remocao de residuos que pudessem interferir na analise, e hidratada em agua
purificada, 24 horas antes do experimento. No momento do uso, a membrana foi
cortada em tamanho ideal para cobrir a area de permeacéo (1,77 cm?) da célula
de difusdo de Franz. A célula de Franz foi montada com os aparatos proprios
para o CLN (disperséo liquida). A solucéo receptora foi composta por tampéao
fosfato isoténico (pH 7,4+0,2) e este estudo foi realizado em condicbes de sink
com dose infinita. 1000 uL do contetddo permeado foi coletado (n=4) nos tempos:
10 minutos, 20 minutos, 30 minutos, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 horas, e foi analisado
em CLAE atraves de método anteriormente desenvolvido e validado (item 3.2).

As areas cromatogréficas foram quantificadas a partir da equacao da reta
do método bioanalitico validado em CLAE e os resultados foram avaliados
seguindo a Equacao (4), abaixo, onde, Qcalculadat representa a quantidade de 5-
FU calculada baseada na concentracdo liberada por area e por unidade de
tempo, Ccalculada,t FEPresenta a concentragao calculada no tempo em questao, Vr
indica o volume da célula de difuséo, Va indica 0 volume de amostra removida,
Ca representa a concentragcdo da amostra removida.

Qcatcutadat = Ceatcutadat -VrtVe - X" 1Cq (4)
Apods, as concentracdes liberadas foram avaliadas de acordo com o0s

modelos de cinéticas de ordem zero, primeira ordem, Higuchi e Hixson-Crowell.

3.9. Estudos cutaneos

Os experimentos com pele (material biolégico) de seres humanos foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo,
através da Plataforma Brasil, sob registro com o Certificado de Apresentacédo de
Apreciacao Etica (CAAE) n° 24493619.2.0000.5403 (Anexo I1).

Para estes estudos foram utilizadas peles de descarte de cirurgias de
abdominoplastias realizadas no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (HCFMRP-USP) e os pacientes
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doadores assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE)
(Anexo I).

O fragmento de pele, apés cirurgia, foi colocado em um recipiente de vidro
estéril, hermeticamente fechado e mantido em caixa térmica para ser
transportado até o Laboratério de Cicatrizacdo e Hanseniase da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto-USP. O fragmento foi, a partir de entdo, manipulado
somente no interior de cabine de fluxo laminar com materiais estéreis de modo
a garantir condicbes de auséncia de microrganismos que interfiram na
viabilidade do tecido. O tecido foi incubado com uma solucdo a 1% (v/v) de
antibiotico e antimicoético por 4 horas.

A pele foi examinada e a area mais homogénea foi escolhida, de modo a
nao contemplar regides onde houvesse manchas, pintas, sardas, tatuagens,
excesso de pelos e outros possiveis interferentes de absor¢do cutanea. A
camada subcutanea e derme profunda foram removidas com o auxilio de um
bisturi e tesoura e em seguida, a pele remanescente foi seccionada em
fragmentos de 1 cm? para a viabilidade tecidual e ex vivo (hOSEC) e 2 cm? para
a permeacdo in vitro em Célula de Franz (Figura 5).

Ex vivo In vitro

-

Placa 12 pogos

Fragmento 1cm?

Figura 5. Esquema dos estudos cutaneos sendo eles os estudos ex vivo
utilizando o modelo explante hOSEC e in vitro utilizando célula de difusdo de
Franz. O hOSEC foi realizado por 15 dias e a célula de Franz 24 horas.
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3.9.1. Viabilidade tecidual — Cloreto de trifenil tetrazélio (TTC)

Os fragmentos foram expostos ao CLN controle, CLN 5-FU e solucéo 5-
FU da mesma forma que seriam expostos nos experimentos de permeacao ex
vivo, desta forma, 10 pL (10%° NPs / 5 ug) de ambos foram aplicados sobre os
fragmentos. Em 24 horas, 5, 10 e 15 dias a viabilidade do tecido cutaneo foi
avaliada através do Cloreto de trifenil tetrazélio (TTC).

Apoés tempo de exposicdo, os fragmentos foram transferidos para uma
placa de 24 pocos, com a epiderme voltada para baixo. Foram acrescidos aos
pocos 1000 pL de TTC (2%, m/v) preparado em meio de cultura DMEM sem
vermelho de fenol. As placas foram incubadas a 37°C em atmosfera de CO2 (5%)
durante 2 horas.

Seguido da incubacéao, os fragmentos foram lavados com tampao fosfato
isotonico (pH 7,4+0,2) e secos em papel. Em placas de 24 pocos foram
novamente posicionados, um fragmento por pogo contendo mistura de DMSO:
etanol (1:1) para solubilizacdo dos cristais de TTC. As placas foram protegidas
da luz e armazenadas sob agitacdo leve durante 12 horas em temperatura
ambiente.

A leitura foi realizada em uma leitora de microplacas BioStack Ready
(Biotec Synergy 2, EUA) em 485 nm (n=3 cada).

3.9.2. Estudos in vitro de permeacao e retencéo cutanea em pele humana

Os fragmentos de 2 cm?foram posicionados na célula de difusdo de Franz
(Hanson Instruments, EUA) que possui area de permeacdo de 1,77 cm?. A
solucéo receptora foi composta por tampao fosfato isoténico (pH 7,4+0,2) sob
agitacdo de 300 rpm a 32°C. Este estudo foi realizado em condi¢des de sink com
dose infinita, desta forma foram aplicados 1000 pL do CLN 5-FU e da solugéo
aguosa 5-FU no compartimento de amostra. 1000 pL do contetdo permeado foi
coletado (n=3) nos tempos: 30 minutos, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,12, 15, 18 e 24 horas,
e foi analisado por CLAE através de método bioanalitico anteriormente
desenvolvido e validado (item 3.2).

As concentragfes de 5-FU permeados através do tempo foram obtidas a
partir da equagéo 5, onde: Qcalculadat representa a quantidade de 5-FU calculada

baseada na concentracdo permeada por area e por unidade de tempo; Ccalculadayt
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representa a concentracdo calculada no tempo em questao; Vr indica o volume
da célula de difuséo; Va indica o volume de amostra removida; Ca representa a

concentracdo da amostra removida.

Qcalculada,t = Ccalculada,t . Vr+Va -Zn_lca (5)

3.9.3. Estudos ex vivo de permeacao e retencéo cutanea em pele humana

Os fragmentos de 1 cm? foram posicionados, um fragmento por poco, em
placas de 12 pocos, apoiados em grades metélicas. Em cada pogo foram
colocados 2 mL meio de cultura Dubelcco's Modified Eagle Medium (DMEM)
suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal e 1% (v/v) de antibiotico e
antimicotico. A epiderme permaneceu acima da interface meio/ar. As placas
foram incubadas a 37°C sob atmosfera de CO2 (5%).

10 uL de CLN multifuncional (101° NPs) foi aplicado sobre os fragmentos
de pele, diariamente, durante 14 dias. A aplicacdo topica também foi realizada
para solucao de 5-FU (500 pg/mL) como controle experimental. A cada 24 horas
(n=3) foi realizado o doseamento, em CLAE, do 5-FU retido nas camadas da
pele bem como no meio de cultura.

O fragmento foi retirado da incubadora, separado do meio de cultura
correspondente, teve 0 excesso de meio levemente removido da derme
profunda, e o estrato cérneo também foi levemente pressionado com papel, de
modo a remover o contetdo que nao foi absorvido pelo tecido.

Para remocao do estrato corneo, foi adotado o método de tape striping,
onde 20 fitas adesivas foram pressionadas em sequéncia para remover essa
camada da pele e 0 5-FU contido nela. A pele remanescente, epiderme viavel e
derme foram posicionadas em placas de 6 poc¢os, com a derme para baixo
submersa em tripsina 5X overnight. Deste modo a epiderme e derme se
soltaram, através do rompimento da camada basal. A epiderme foi triturada em
agua ultrapura e metanol (1:4) e a derme foi triturada no conteudo da tripsina
acrescido de metanol. As fitas passaram por agitacdo em agua ultrapura e
metanol (1:4) para extracdo do 5-FU. Os conteudos foram filtrados em 0,45 pum
seguido de 0,22 um e aplicados em CLAE.

Foi avaliada a integridade do tecido através de cortes histolégicos da pele
a cada 24 horas, tanto para os CLNs como para a solucéo do farmaco. Os cortes

foram corados com hematoxilina/eosina e foram comparados com o tecido que
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nao recebeu nenhum tratamento (controle), com o mesmo tempo de cultivo

tecidual.

3.10. Ensaios Celulares

As linhagens celulares utilizadas foram: HaCaT (queratindcitos humanos
nao tumorais), A431 (Carcinoma epidermdide humano), A375 (Melanoma
cutaneo humano), Sk-mel-103 (Melanoma humano resistente), 1205Lu
(Melanoma metastatico humano). Bancos mée e bancos de trabalho foram
padronizados. O congelamento das linhagens procedeu-se 10° células por
criotubo, em 1000 pL de SBF acrescido de 10% de DMSO, inicialmente em -
80°C e transferido a nitrogénio liquido apds 24 horas.

Todas as linhagens celulares foram cultivadas em DMEM acrescido de
10% (v/v) de SBF e 1% (v/v) de antibibtico e antimicético, nas condi¢des de 37°C
e 5% de COz2. Para a linhagem A431 houve o uso de Piruvato de sodio (1%, v/v)
no cultivo inicial, apés descongelamento.

As linhagens foram tripsinizadas sempre que a confluéncia de
crescimento fosse superior a 80% e todos os experimentos foram realizados na
fase Log de crescimento e monitorando a viabilidade das mesmas utilizando azul

de tripam.

3.10.1. Determinacéo da cinética de crescimento celular e tempo de

duplicacao (Doubling time)

Tempo de duplicacdo é o tempo que a populacéo celular leva para dobrar
sua populacédo. E este tempo pode ser calculado baseado em curvas de
crescimento (cinéticas) em determinados tempos, de acordo com a Equacéo (6).

As linhagens tumorais A431, A375, Sk-mel-103, 1205Lu, e a linhagem néo
tumoral HaCaT, foram cultivadas em frascos de cultura celular de 25 cm? a 37°C
com 5% de atmosfera de CO2 com densidades celulares diferentes (1 x10° para
HaCaT e A431; 5 x10% para 1205Lu e Sk-mel-103 e 2,5 x10* para A375), devido
ao tamanho celular e a velocidade de crescimento, com o intuito de se determinar
todos os estagios do crescimento: fase Lag, fase Log e fase de morte celular.
Para determinacdo da cinética de crescimento de cada linhagem, a mesma foi

observada quanto ao crescimento durante 7 dias (n=3 por dia).
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A cada 24 horas foram tripsinizados 3 frascos de cada linhagem, e as
células foram contadas utilizando camara de Neubauer. Os dados de cinética de
crescimento foram apresentados em média e desvio padrao plotados em uma
mesma escala para que se pudesse observar as diferengas de crescimento entre
as linhagens. Ao final do estudo de cinética, foi realizado o calculo de tempo de
duplicacdo celular (doubling time), onde pode-se observar quanto tempo cada
linhagem leva para dobrar sua populacédo, este € um importante dado para
entender futuros comportamentos de crescimento das linhagens diante um

tratamento.

In2
n° cellsTf/ (6)

n°cellst,

DT = Trx
In
Na equacao Dt € doubling time, e este se determina pelo tempo de
observacéo (Tf= tempo final) vezes uma relacéo de dois logaritmos neperianos,
que consegue correlacionar o crescimento das células no tempo inicial (To) com

0 numero que havia no tempo final (Tf).

3.10.2. Estudos de Viabilidade Celular em cultivo bidimensional (2D)

O ensaio foi realizado utilizando rezasurina, um corante que apresenta uma
coloracdo azulada e na presenca de células viaveis é convertido em rezofurina,
que por sua vez tem como caracteristica ser fluorescente. Desta forma, a
quantificacdo da fluorescéncia foi correlacionada com a viabilidade através da
atividade mitocondrial.

As linhagens foram sub-cultivadas em placas de 96 pocos (200 pL de meio
de cultura por poco) a uma densidade celular de 1x10* células por pocgo, e
incubadas por 24 horas, nas mesmas condi¢cdes de cultivo, para adesdo das
células a placa e formacdo da monocamada (2D). Apds adesdo, um novo meio
de cultura, contendo os tratamentos a serem avaliados, foi aplicado nas placas.
Cada tratamento foi aplicado em 10 diluicdes diferentes, 4 réplicas cada, em
duas analises independentes. Os siRNAs livres foram avaliados como controle.
Os tratamentos foram realizados por 24 horas, ap6s decorrido este tempo, o
conteudo dos 96 pocos foi retirado e os pogos foram lavados 3 vezes com
tampao fosfato de sédio, pH 7,4 (PBS). Por fim, foi adicionado, novo meio de

cultura contendo rezasurina (25 pg/mL) e entdo as placas foram incubadas
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durante 4 horas nas mesmas condi¢des de cultivo celular. A leitura foi realizada
em uma leitora de microplacas BioStack Ready (Biotec Synergy 2, EUA) sob as
seguintes condi¢cles: Excitacdo: 530/25, Emissado: 590/35; Espelho: Top 50%,
Ganho: 35.

3.10.3. Desenvolvimento e padronizacéo dos esferoides tridimensionais

(3D)

O desenvolvimento e padronizacao de esferoides 3D foram realizados nas
linhagens tumorais através da técnica de flutuacdo forcada de acordo com
Amaral et al. (2017) e Luiz et al. (2021) (AMARAL et al., 2017; LUIZ et al., 2021)
com adaptacoes.

Inicialmente foram avaliadas diferentes densidades celulares, e apds,
selecionou-se 6 densidades para monitoramento durante 7 dias sendo estas:
1000, 2000, 3000, 5000, 10000 e 20000 células para as linhagens de melanoma,
A375, Sk-mel-103 e 1205Lu, e 1000, 2000, 5000, 10000, 20000 e 40000 células
para a linhagem A431. Os esferoides gerados foram fotografados e
acompanhados durante 7 dias de crescimento, e tiveram seu diametro e
esfericidade determinados através do Software ImageJ NIH.

Os esferoides foram selecionados nas condigcdes que apresentassem
diametro entre 200 - 300 um, parametro de circunferéncia e arredondamento o

mais proximo a 1, o que quer dizer o mais esférico possivel.

3.10.4. Estudos de Viabilidade Celular em cultivo tridimensional (3D)

Apos padronizacéo dos esferoides de cada linhagem tumoral, 0s mesmos
foram preparados em placas de 96 pocos, e 0s mesmos tratamentos realizados
para a organizacdo 2D foram aplicados, também durante 24 horas.

Apbs decorridas 24 horas, o tratamento foi retirado e os esferoides foram
lavados 3 vezes com tampao fosfato de sédio, pH 7,4 (PBS), e um novo meio de
cultura contendo rezasurina (50 pug/mL) foi adicionado e incubado durante 24
horas nas mesmas condicfes de cultivo celular. A leitura de fluorescéncia foi
realizada em uma leitora de microplacas BioStack Ready (Biotec Synergy 2,
EUA) sob as seguintes condi¢des: Excitacao: 530/25, Emisséao: 590/35; Espelho:
Top 50%, Ganho: 35.
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3.10.5. Uptake celular em Microscopia Confocal

A transfeccéo celular in vitro foi avaliada por Microscopia Confocal (Leica
Microsystems Inc., EUA) tanto para o cultivo em 2D como em 3D. Para a
condicdo em 2D, as células foram sub-cultivadas em placas de 6 poc¢os (2 mL
de meio de cultura por po¢o), contendo uma laminula circular, a uma densidade
celular de 1 x 10° células por pogo. O CLN controle marcado com siRNA Alexa-
647 (40 nM) foi inserido, apds adeséao celular a laminula, a uma concentracéo de
3x108 nanoparticulas por poco.

A transfeccdo foi avaliada nos tempos de 1, 2, 4 e 24 horas. Apés decorrido
o tempo de incubacao, as células foram lavadas 3 vezes com PBS e fixadas com
uma solucéo de paraformaldeido a 4% (v/v). Apés fixacdo, foram realizadas 3
lavagens com PBS, e em seguida uma solucéo de DAPI (0,3 ug/mL) foi aplicada
as células por 10 minutos. As células foram novamente lavadas 3 vezes e as
laminulas foram transferidas para uma lamina de vidro contendo Fluoromount™.

Para o cultivo 3D, os esferoides preparados seguindo suas diferentes
padronizacbes foram expostos a 1x10° nanoparticulas para cada esferoide,
incubados durante 24 horas. Apds decorrido o tempo de incubagdo, 0s
esferoides foram lavados 3 vezes com PBS e fixados com uma solucdo de
paraformaldeido a 4% (v/v). Apos fixacdo, foram realizadas 3 lavagens com PBS,
e em seguida uma solucdo de DAPI (0,5 ug/mL) foi aplicada as células por 4
horas.

Neste ensaio, a Lipofectamina 2000® foi utilizada como controle positivo de
transfeccédo, e siRNA Alexa 647 livre foi utilizado como controle. As imagens
foram adquiridas com objetiva de imersao de 40 x, A =405 nm e A = 638 lasers,
adequadas para DAPI e Alexa 647, respectivamente. A intensidade do brilho
emitido foi quantificada em ImageJ NIH.

3.10.6. Uptake celular em Citometria de fluxo

A transfecgéo celular in vitro também foi avaliada em citometria de fluxo
(BD FACSCanto I, FlowJo). Para tal, para avaliagdo em 2D, as linhagens foram
sub-cultivadas a uma densidade 5 x 10°em placas de 24 pogos. O CLN controle
marcado com siRNA Alexa-647 (40 nM) foi inserido, ap6s adeséo celular, a uma
concentracdo de 3x10® nanoparticulas por poco. Para avaliacdo em 3D, os

esferoides padronizados foram também expostos ao CLN marcado com siRNA
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Alexa-647 (40 nM) (1x10° nanoparticulas para cada esferoide). Apés 24 horas,
tanto a cultura em 2D como em 3D foram lavadas com PBS e tripsinizadas,
inseridas em tubos de citometria contendo lodeto de propidio (1 mg/mL) para

determinacao da viabilidade celular.

3.10.7. Determinacéo da via endocitica de internalizagcéao

Para determinacéo da via endocitica na qual o CLN ¢é internalizado nas
células, realizou-se um estudo utilizando inibidores das vias endociticas.

Utilizou-se para este estudo a linhagem A431, linhagem na qual seria
empregada nos estudos in vivo. Inicialmente foram avaliadas as concentracdes
dos inibidores (Tabela 3), de modo a se utilizar as menores concentracées
possiveis, apresentando cerca de 90% de viabilidade.

Para isso utilizou-se os inibidores: (i) genisteina, (ii) nistatina e (iii) Metil
beta ciclodextrina (MBCD), ambos atuando na inibi¢cdo da via endocitica mediada
por caveolina; (iv) clorpromazina e (v) cloreto e amdnio, ambos atuando na via
mediada endocitica mediada por clatrina; e por fim (vi) cloridrato de amilorida
atuando na via pinocitose.

Tabela 3. Concentragbes dos inibidores utilizadas no ensaio de viabilidade de

modo a selecionar a concentracao ideal para uso no ensaio de determinacao da
via de internalizacéo (n=4).

Concentragdes (UM)

Inibidor Selecionada
n°1 no2 n°3 n°4 n°s n°6 n°7 n°g n°9 n°10
Genisteina 50 75 100 150 175 200 250 275 300 350 150 uM
Nistatina 1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 10 uM
MBCD 0,1 0,5 1 2 4 6 8 10 12 14 2 uM

Clorpromazina 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 10 pM
Cloreto de Amoénio 1x10* 2x10* 4x10* 6x10* 8x10* 1x10° 2x10° 4x10° 8x10°> 1x108 20 mM
Cloridrato de Amilorida 5 10 50 100 150 200 250 300 350 400 50 uM

A viabilidade das células frente aos inibidores foi avaliada utilizando 5x104
células em placas de 96 pogos, com a presenca dos inibidores durante 8 horas.
A viabilidade foi mensurada utilizando resazurina conforme sesséo 3.10.2.

Apoés determinacdo da concentracdo atuante como inibidora da via
correspondente, 5x10* células foram sub-cultivadas em placas de 24 pocos e
receberam os inibidores apos adeséo celular. 1 hora apds incubacdo com os
inibidores, o CLN (3x108 nanoparticulas) marcado com siRNA Alexa 647 foi
inserido (40 nM). A incubagcéo foi realizada durante 8 horas e seguiu-se a leitura
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da internalizagdo em citometria de fluxo (BD FACSCanto |, FlowJo) onde a

viabilidade celular foi determinada por lodeto de propidio (1 mg/mL).

3.11. Atividade antitumoral in vitro

3.11.1. Estudos de migracao celular (Scratch assay)

Para compreender a atividade antitumoral in vitro, inicialmente foi
realizado o experimento de Scratch, que auxilia no entendimento sobre a
capacidade das células tumorais em migrar.

As células tumorais foram sub-cultivadas em placas de 24 po¢os numa
densidade de 1 x10° células por poco e foram mantidas em incubadora nas
condicBes de cultivo até que alcancassem uma confluéncia de 100% no poco.
Em seguida, com o auxilio de uma ponteira de 200 pL foi realizado um corte
longitudinal, denominado Scratch, no centro de cada poco (Figura 6).

As células que desaderiram, foram lavadas 3 vezes com PBS e 0s poc¢os
foram fotografados no momento do corte, denominado tempo zero (T0). O meio
de cultura foi adicionado com os devidos tratamentos (Tabela 4) e o fechamento
do corte foi acompanhado até que o controle (po¢o sem tratamento) se fechasse
completamente. As porcentagens de fechamento do corte foram obtidas atraves
de quantificacdo do numero de particulas, que no caso foram células, que
ocuparam o corte durante o tempo. Essa quantificacdo foi realizada por ImageJ
NIH e através dela pode-se inferir a capacidade dos tratamentos em impedir

migracao celular.
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Figura 6. Esquema do desenvolvimento do ensaio de migragéo celular, baseado
na capacidade das células tumorais em migrarem apds Scratch, na presenca

dos tratamentos.

Tabela 4. Tratamentos inseridos ap0ls realizacdo do Scratch no ensaio de
migracao celular. Si - sSiRNA

Tratamentos Concentragdes (NPs / 5-FU / siRNAs)
CLN controle 5 x108, 1 x109, 5 x10° e 5 x10%0

CLN 5-FU 5x108 / 2 uM, 1x10°/ 4 uM, 5x10°/,6 UM e 5x101°/ 10 uM
5-FU solucéo 10, 20, 40 e 60 pM

CLN siBcl-2

CLN siGli-1

CLN siEGFR

CLN siScrambled
5x108 /1 nM, 1x10°/5 nM, 5x10°/ 10 nM e 5x10%°/ 15 nM

CLN siBcl-2 + siGli-1

CLN siBcl-2 + siEGFR

CLN siGli-1 + siEGFR

CLN multifuncional - pool siRNAs

CLN 5-FU + siBcl-2

CLN 5-FU + siGli-1

CLN 5-FU + siEGFR

CLN 5-FU + siBcl-2 + siGli-1
5x101°/6 uM /15 nM

CLN 5-FU + siBcl-2 + SiEGFR

CLN 5-FU + siGli-1 + siEGFR

CLN multifuncional - 5-FU + pool siRNAs

5x108 /2 uM /1 nM, 1x10%/ 4 yM /5 nM, 5x10°/ 6 uM / 10nM e
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3.11.2. Estudos de invasao celular

Para avaliar a capacidade dos tratamentos em inibir a capacidade de
invasividade de um tumor de pele, foi realizado o estudo de invasao celular
utilizando Transwell (1 ym, Falcon®) nas culturas em 2D e 3D da linhagem
1205Lu, uma linhagem caracterizada pela capacidade de sofrer metastase.

O estudo foi realizado de modo a observar e compreender a influéncia dos
tratamentos na capacidade da linhagem 1205Lu em atravessar o poro do
Transwell em monocamada (2D) e em sua forma esferoidal (3D).

Inicialmente padronizou-se (Figura 7) a capacidade das células em
atravessarem o0 poro, sem tratamentos, apenas pela influéncia do soro bovino
fetal (SBF) como estimulante. Utilizou-se SBF em ambos os compartimentos, de
forma alternada, para determinar o numero de células que conseguiria
atravessar em cada modelo, 2D e 3D.

Apbs padronizacao, em placas de 6 pocos, contendo 1 mL de DMEM com
10% de SBF, foram adicionados os Transwell, um por poco, contendo em seu
compartimento 1 mL de DMEM sem SBF. 5 x 10° células foram adicionadas por
compartimentos do Transwell para avaliagdo 2D, bem como um esferoide por
compartimento, para avaliacdo 3D. Diversas concentragdes dos tratamentos
foram avaliadas, e por fim determinou-se aquelas que estavam abaixo do ICso e
demonstraram-se promissoras na inibicao da invaséo (Tabela 5).

Os tratamentos foram adicionados aos compartimentos dos Transwell e o
processo de invasdo foi acompanhado por 48 horas. As células que
atravessaram, foram tripsinizadas e contadas no tempo de 24 horas e 48 horas,
e também tiveram seus nucleos (histonas) marcados com Hoechst, para
observacéo de integridade nuclear em Microscopio de Fluorescéncia (Axioplan
2 Imaging, Zeiss, Alemanha).

Tabela 5. Tratamentos inseridos no compartimento do Transwell no ensaio de

invaséo celular tanto em cultivo 2D como 3D da linhagem de melanoma 1205Lu.
N.A - ndo se aplica, si - SIRNA.

Concentrac8es (NPs / 5-FU / siRNAs)

Tratamentos 5 3D

CLN controle 2 x10°/ N.A/N.A 2 x10% / N.A/N.A
CLN 5-FU 6,5x107/10 uM / N.A 2x108/30 uM/N.A

5-FU solucéo N.A/10 pM/ N.A N.A/30 uM / N.A
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CLN siBcl-2 2x10°/N.A/1nM 2 X100/ N.A/10 nM
CLN si-Gli-1 2x10°/N.A/1nM 2 x1019/N.A/10 nM
CLN siEGFR 2x10°/N.A/1nM 2 x1019/N.A/10 nM

CLN siScrambled

2x10°/N.A/1nM

2 x101°/N.A/10 nM

CLN siBcl-2 + siGli-1

2x10°/N.A/1nM

2 x101°/N.A/10 nM

CLN siBcl-2 + siEGFR

2x10°/N.A/1nM

2 x101°/N.A/10 nM

CLN siGli-1 + siEGFR

2x10°/N.A/1nM

2 x101°/N.A/10 nM

CLN multifuncional - pool siRNAs

1x10°/ N.A/0,5nM

1x101°/N.A/5nM

CLN 5-FU + siBcl-2

2,2x107/3uM /0,2 nM

1,3x108/20 uM /1 nM

CLN 5-FU + siGli-1

6,5x107/10 uyM / 1 nM

1,3x108/20uM /1 nM

CLN 5-FU + siEGFR

6,5x107/10 uM / 1 nM

1,3x108/20uM /1 nM

CLN 5-FU + siBcl-2 + siGli-1

2,2x107/3 uM /0,2 nM

1,3x108/20uM /1 nM

CLN 5-FU + siBcl-2 + siEGFR

5x107/8 uM /0,5 nM

1,3 x108/20 uyM /1 nM

CLN 5-FU + siGli-1 + siEGFR

5x107/8 uM /0,5 nM

1,3 x108/20 uyM /1 nM

CLN multifuncional - 5-FU + pool siRNAs

2,2x107/3uM /0,2 nM

1,3 x108/20 uyM /1 nM
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Figura 7. Esquema da montagem e padronizacdo do ensaio de invasdo em
Transwell: (A) Em placas de 6 pocos foram adicionados os Transwell de
membranas de poro de 1 um sendo adicionados aos compartimentos superior e
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inferior meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM). Ambas
plataformas de cultivo foram estudadas, cultivos em monocamadas (2D) geradas
a partir de suspenséao de células e esferoides 3D, ja inseridos no compartimento
superior formados; (B) Para padronizacdo da capacidade da célula em
atravessar o poro no Transwell as seguintes condi¢des foram testadas (I) ambos
compartimentos contendo DMEM sem adicdo de soro bovino fetal (SBF), (II)
apenas o compartimento superior contendo SBF, (Ill) apenas o compartimento
inferior contendo SBF e (V) ambos compartimentos contendo SBF.

3.11.3. Estudos de Proliferacédo Celular, Apoptose e Necrose

Os estudos de proliferacdo celular foram realizados frente aos
tratamentos, a fim de observar a influéncia dos mesmos na manutengao da
proliferacdo das células tumorais. Foi utilizado anticorpo anti-ki67 (Alexa 647)
para determinar a atividade proliferativa.

E os estudos de apoptose e necrose foram realizados com o intuito de
determinar o mecanismo de morte que se instala ap6s os tratamentos. Para tal,
foram utilizados os marcadores Anexina V (FITC) e iodeto de propidio (1 mg/mL),
marcadores para apoptose e necrose respectivamente.

Para ambos experimentos, 5 x 10° células por pogo foram sub-cultivadas
em placas de 24 pocos e os tratamentos foram incubados por 24 horas. Apos
incubacédo, as células foram tripsinizadas e centrifugadas, juntamente com o
sobrenadante, a 1800 rpm por 7 minutos. Para apoptose e necrose, adicionou-
se a Anexina V e o lodeto de propidio, ambos diluidos em 100 uL de PBS. Para
proliferacdo, seguiu-se a fixacdo das células com uma solucéo a 4% (m/v) de
paraformaldeido durante 15 minutos, seguida de centrifugacdo a 2000 rpm por
8 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas duas vezes
com PBS. Adicionou-se 1000 pL de &lcool 70% (v/v) e as células foram
incubadas por 30 minutos a 4°C. Seguiu-se uma centrifugacdo a 2000 rpm por 8
minutos. O sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas duas vezes
com PBS. Por fim, o anticorpo anti-ki67 foi adicionado e incubado a temperatura
ambiente, por 30 minutos antes da analise.

Todos os tubos foram protegidos da luz e a leitura foi realizada em
citometria de fluxo (BD FACSCanto I, FlowJo).

3.12. Atividade antitumoral in vivo

Os estudos in vivo foram conduzidos de acordo com a Lei Arouca (n°

1794/2008) que estabelece os critérios para uso de animais em pesquisas
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cientificas. O numero de animais do presente estudo foi determinado de acordo
com a Equacéo de recursos, em consonancia com a Resolucéo normativa n° 25
de setembro de 2015 do CONCEA.

O estudo da atividade antitumoral in vivo foi realizado utilizando um
xenotransplante da linhagem celular A431 em camundongos knockout (NU(Ico)-
Foxnl™ — Laboratério Charles River) e encontra-se registrado no CEUA da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, n°19.1.718.60.2
(Anexo IlI).

Os animais foram adquiridos com 6-8 semanas, pesando
aproximadamente 25 g e foram mantidos sobre condi¢cdes de alojamento 3
animais/454 cm?, contendo micro isolador, temperatura maxima de 22°C e
minima de 28°C, 26 trocas de ar/hora, controle de iluminacdo 12 horas

claro/escuro, alimentacao ad libitum.

3.12.1. Delineamento do estudo — Induc¢éo e tratamentos

As células A431 foram cultivadas até que alcancassem sua fase Log de
crescimento, e 1 x 108 células (Viabilidade >90%) foram injetadas suspensas em
100 pL no dorso dos animais via subcutdnea. Os animais foram pesados no
momento da injecdo das células e foram monitorados diariamente quanto ao
aparecimento do tumor.

Cerca de 5 dias apés injecdo o tumor iniciou seu crescimento e foi
monitorado até que atingisse 120+20 mm?2 de volume (7 a 10 dias apés injecdo).
Apoés alcancar este volume tumoral, iniciou-se o tratamento, diariamente,
conforme Tabela 6, durante 15 dias. Todos os dias foi realizada medicéo tumoral
com auxilio de um paquimetro e 0 peso dos animais também foi monitorado
diariamente.

Tabela 6. EspecificagOes dos tratamentos aplicados diariamente em cada grupo
experimental.

Concentracdo dos ativos

Grupo experimental

5-FU siRNA Bcl-2 N° NPs
Controle N.A N.A N.A
CLN controle N.A N.A 2 x10%
5-FU (solucéo) 10 mg/ kg N.A N.A
SiRNA Bcl-2 livre N.A 1,5 mg/kg N.A
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Creme comercial 5-FU 10 mg/ kg N.A N.A

CLN siRNA Bcl-2 N.A 1,5 mg/kg 2 x1011
CLN 5-FU 10 mg/ kg N.A 2 x10%
CLN 5-FU + siRNA Bcl-2 10 mg/ kg 2 x101t 1,5 mg/kg

Ap0s decorridos 15 dias de tratamento os animais foram eutanasiados
com sobredose anestésica (Tiopental e lidocaina intraperitoneal, 100 mg/kg e 3
mg/kg respectivamente). O tumor e a pele sobre o mesmo foram excisados.

O tumor excisado foi pesado e medido e foi parte fixado em formaldeido
(10%, v/iv) em PBS por 48 horas, para analises histolégicas e imuno-
histoquimicas, e parte congelado em -80°C para analises de mieloperoxidases
(MPO), N-acetilglucosamina (NAG) e testes ELISA.

3.12.2. Avaliacao da Redugé&o tumoral

A reducao do volume tumoral foi o primeiro parametro a ser avaliado apos
eutanasia dos animais. Os tumores foram medidos durante todos os dias do
tratamento e o volume tumoral foi calculado baseado na Equacao (7), onde o
volume foi determinado baseado no menor didmetro (d) e maior diametro (D)
medidos transversalmente. Apds eutanasia, antes de qualquer procedimento de

fixacdo ou congelamento os tumores foram medidos para calculo do volume final.

V (mm?) = d?x2 @)

A analise da reducéo tumoral foi baseada na reducdo a partir do D1,
considerando os trés animais de cada grupo e suas medidas individuais durante
os 15 dias de tratamento. Os dados foram apresentados em relacédo a mediana
+ desvio padréo.

3.12.3. Determinacéo de mieloperoxidases (MPO)

A determinagdo de MPO em tumores s&o de extrema importancia para
correcdo da presenca imune, neste caso de neutrofilos. A MPO é uma enzima
lisossomal armazenada nos granulos de neutréfilos e tem papel fundamental na
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (ZEINDLER et al., 2019).
Desta forma pode-se relacionar altas por¢cdes de MPO com alta presenca imune
bem como com a geracéao de ERO.

73



Para determinagéo de MPO, pesou-se 100 mg de tecido tumoral e este
foi triturado em 500 pL tampé&o fosfato de sédio EDTA pH 4,7 (0,1 M) em banho
de gelo, e o conteudo foi transferido para microtubos. O conteudo triturado foi
centrifugado a 2000 x g por 15 mim a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o
pellet formado foi ressuspenso em 200 L de tampdo fosfato de sédio EDTA pH
4,7 (0,1 M). O conteudo foi agitado em vértex e 200 pL de NacCl (0,2% m/v) foi
adicionado e todo o conteudo foi novamente centrifugado a 2000 x g por 15 mim
a 4°C. Novamente o sobrenadante foi desprezado e o conteudo foi ressuspenso
em tampao fosfato de sodio contendo H-TAB (0,1 M) pH 5,4 e agitada em vortex.
3 ciclos de congelamento e descongelamento da amostra foi realizada em
nitrogénio liquido. A amostra foi centrifugada a 10000 x g por 15 minutos a 4°C.

Protegido da luz, em uma placa de 96 pocos adicionou-se 25 uL das
amostras, diluidas 1:5 em agua ultrafiltrada, e a cada uma foram adicionados 25
uL de TMB (n=3). Incluiu-se em cada poco 100 puL de H202 (0,003 %, v/v) e
incubar a 37°C durante 15 minutos. Adicionou-se a cada poc¢o 75 pL de H2SO4
(4 M) para interromper a reacao e realizou-se a leitura em absorbancia em leitora

de microplacas BioStack Ready (Biotec Synergy 2, EUA) a 450 nm.

3.12.4. Determinacédo de N-acetilglucosamina (NAG)

A NAG é uma enzima produzida por macréfagos ativos, e a determinacao
desta enzima em tumores se correlaciona a presenca imune e processos de
fagocitose (ANGELOVA et al., 2015) .

Para determinacdo de NAG, pesou-se 50 mg de tecido tumoral e este foi
triturado em 500 pL tampéo fosfato de sddio EDTA pH 4,7 (0,1 M) em banho de
gelo. Em uma placa de 96 pocos adicionou-se 25 pL das amostras, diluidas 1:5
em agua ultrafiltrada, e a cada uma foram adicionados 25 pL de solucdo de NAG
(2,25 nM) e 100 pL de tampao citrato (50 mM, pH 4,5). A placa foi incubada por
1 hora a 37°C. A reacao foi interrompida por 100 uL de tampéao de glicina (200
mM, pH 10,4) e a leitura foi realizada em absorbancia em leitora de microplacas
BioStack Ready (Biotec Synergy 2, EUA) a 405 nm.

3.12.5. Estudos histologicos por Hematoxilina / Eosina (HE)

As amostras foram colocadas em cassetes histologicos e submersas em

solucdo de formaldeido 10% em tampao fosfato (0,1 M) por 48 horas para
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completa fixacdo. Para a inclusdo de parafina, as amostras, primeiramente,
passaram por sucessivas solucdes para desidratacéo tecidual: 1 hora em cada
alcool, sendo estes: 70%, 80%, 90% e 95%; seguido de uma mistura alcool-xilol
(1:1) overnight; e ap0s a mistura seguiu-se nos xildis; xilol I, Il e Ill, 1 hora em
cada, seguidos da parafina a 60 °C por 2 horas.

Em seguida as amostras foram moldadas para serem cortadas no
micrétomo, cortes estes, realizados a 5 um de espessura. As laminas foram
colocadas em estufa a 60 °C por 2 horas para que toda a parafina se fundisse e
escorresse dos cortes. ApOs este processo, 0s cortes passaram por processo de
hidratac&o, iniciando nos xiléis: xilol I, IlI, Ill; mistura alcool-xilol (1:1), alcool
absoluto I, Il, alcool 95%, 70% e 50% por 2 minutos cada; seguido de um
enxague durante 5 minutos em agua corrente e dois enxagues instantaneos em
agua destilada.

As laminas entdo foram inseridas em solucdo de hematoxilina por
aproximadamente 5 minutos, lavadas em agua corrente por 5 minutos, seguida
de um enxdgue em agua destilada e um enxague em alcool 80%. Entdo, foram
inseridas em solucdo de eosina por aproximadamente um minuto. ApGs
coloracdo HE, as amostras passaram por processo de desidratacdo (contrario
ao de hidratacdo) para que as laminas fossem montadas em Entellan®-

Os cortes histolégicos foram analisados em um microscépio Leica DM

4000B (Leica, Microsystems®, Alemanha), e as imagens foram adquiridas nos

aumentos 5x, 10x, 20x, 40 x e 100x.

3.12.6. Estudos histol6gicos por Tunel

A determinacdo de apoptose nos tecidos foi realizada através do kit
DeadEnd™ Colorimetric TUNEL (Promega Corporation, Madison, WI, EUA)
seguindo o protocolo do fabricante.

Resumidamente, a amostra passou por processo de remocéao da parafina
seguida de reidratacao, passou por fixacdo com paraformaldeido (4%, m/v) e
entdo foi incubada com uma solugcao de proteinase k (20 pg/mL), e passou por
processo de refixacdo com paraformaldeido (4%, m/v). Uma mistura da enzima
rTdT e um mix de nucleotideos foram adicionados a amostra e a amostra foi
incubada por uma hora a 37°C. Apo6s decorrida a incubagcéo a amostra foi imersa

por 15 minutos em solugdo de NaCl e citrato de sodio, entdo foi lavada em
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tampéao fosfato e incubada 5 minutos em H20:2 (0,3%, v/v). Apés incubacéo, foi
novamente lavada em tampéao fosfato e adicionou-se 100 pL de Streptavidin
HRP (1:500) e incubou-se por 30 minutos. As amostras foram novamente
lavadas com PBS e incubadas com DAB até que coloragdo levemente marrom
aparecesse. Apos ocorrida a reagdo, as laminas foram abundantemente lavadas
em agua deionizada. As amostras passaram por processo de desidratacéo para
serem montadas em Entellan®

Os cortes histologicos foram analisados em um microscépio Leica DM

4000B (Leica, Microsystems®, Alemanha), e as imagens foram adquiridas nos

aumentos 5x, 10x, 20x, 40 x e 100x. Uma amostra independente, de amigdala,

foi usada como controle positivo de apoptose.

3.12.7. Estudos histoldgicos por Tricbmico de Masson

A determinacéo do conteudo fibroso/ elastico foi realizada através do kit
Tricrdbmio de Masson - Histokit (Easy Path) seguindo o protocolo do fabricante.
Resumidamente, as laminas foram colocadas em estufa a 60 °C por 2 horas para
gue toda a parafina se fundisse e escorresse dos cortes. Em seguida, as laminas
foram embebidas em xilol por 5 minutos, seguida de uma hidratacdo em alcool
99°, 95° 70° e por fim em agua corrente. As laminas foram lavadas agua
destilada e secas. Os cortes foram cobertos por 10 minutos com uma mistura
dos reagentes A + B na seguinte propor¢ao: 10 gotas do reagente A + 10 gotas
do reagente B. Apds decorrido 10 minutos as laminas foram expostas a agua
corrente e novamente foram secas. Em seguida, por 6 minutos ficaram cobertas
pelo reagente C. Foram entdo lavadas e os cortes foram cobertos por 10 gotas
do reagente D, por 4 minutos. As laminas foram novamente lavadas em agua
corrente e e cobertas pelo reagente E e F em seguida, por 5 minutos cada. Os
cortes foram desidratados e as laminas foram montadas com Entellan®

Os cortes histolégicos foram analisados em um microscoépio Leica DM

4000B (Leica, Microsystems®, Alemanha), e as imagens foram adquiridas nos

aumentos 5x, 10x, 20x, 40 x e 100x.
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3.12.8. Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay (ELISA)

Todos os procedimentos do ensaio foram de acordo com o fabricante do
teste ELISA Bcl-2 humano e TNF-a. Os reagentes, para ambos 0s testes foram
preparados no momento do uso.

Inicialmente, preparou-se padrdes para obtencdo das curvas analiticas
dos testes. As concentracdes das curvas para Bcl-2 foram: 64; 32; 16; 8; 4; 2; 1
e 0,5 ng/mL; e para TNF-a foram: 1000; 500; 250; 125; 65,5; 30 e 15 pg/mL.

Os ensaios foram realizados separadamente, porém utilizando as
mesmas amostras, sendo 50 mg do tumor triturado em 500 pL de &gua
ultrapurificada, em banho de gelo. 250 pL da amostra foi reservado para cada
teste ELISA sendo essa diluida 1:10.

Para Bcl-2, as amostras foram centrifugadas a 2000 x g durante 15
minutos a 4°C e o sobrenadante foi desprezado. O pellet foi ressuspenso em
tampéo de lise e incubou-se por uma hora em temperatura ambiente. Em
seguida o conteudo foi centrifugado a 1000 x g por 15 minutos e o sobrenadante
foi aliqguotado. Os pocos da placa do kit foram lavados com tampéao de lavagem
e 20 pL da amostra (diluida 1:10) foi inserido por poco (n=3) e adicionou-se 80
ML de 1X tampéao de ensaio e 50 pL de 1X anticorpo conjugado (biotin) por poco,
e a placa foi incubada por 2 horas em temperatura ambiente. ApGs a incubacao,
0s pocos foram lavados trés vezes com 1X tampéo de lavagem e 100 uL de 1X
Streptavidin-HRP foram adicionados aos po¢os, incluindo os controles, e a placa
foi novamente incubada, desta vez por 1 hora. Os poc¢os foram novamente
lavados trés vezes e a placa foi protegida da luz e em sequéncia 100 pL do
substrato TMB foi adicionado por poco e apés 10 minutos a reacdo foi
interrompida com 100 pL de solugéo de parada. A leitura da placa foi realizada
a 450 nm em uma leitora de microplacas BioStack Ready (Biotec Synergy 2,
EUA).

Para TNF-a, 100 pL de amostra (diluida 1:10) foi inserida nos pocos da
placa do Kit, anteriormente bloqueados com 1X diluente de ensaio, e foram
incubadas overnight a 4°C. Os pocos foram lavados com PBS e adicionou-se o
anticorpo, e entdo seguiu-se uma incubacdo de uma hora. Os pogos foram em
seguida lavados e neles adicionados 100 pL de Avidin- HRP e incubados por 30

minutos em temperatura ambiente. Seguidos de lavagens com PBS, adicionou-
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se 100 pL de solucdo de substrato por poco e realizou-se uma incubacéo de 15
minutos. A reacgéao foi interrompida com 100 yL de solugao de parada. A leitura
da placa foi realizada a 450 nm em uma leitora de microplacas BioStack Ready
(Biotec Synergy 2, EUA).
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Resultados e Discussao



4.1. Quantificacdo do 5-FU por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(CLAE)

Através da Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando
meétodo bioanalitico desenvolvido e validado em trabalhos anteriores (ROSA,
2019), foi possivel a quantificacdo do 5-FU nas diversas condi¢cdes deste
trabalho sendo elas: conteddo encapsulado; contetudo liberado; conteddo
permeado, tamp&o e meio de cultura; e inserido nas camadas do tecido cutaneo.

O farmaco 5-FU apresentou tempo de retencdo de aproximados 3
minutos, com alta resolucédo cromatografica (Figura 8). Apresentou-se linear na

faixa de concentracao do estudo bem como atendeu aos quesitos de preciséo e

exatidao.
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Figura 8: Dados obtidos por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) do
farmaco 5-FU apos extraido do tecido cutaneo a (A) 0,5 pg/mL, (B) 5 pug/mL e
(C) 20 pg/mL bem como sua (D) linearidade na faixa de 0,1 a 20 pg/mL e (E)
analises de distribuicdo de residuos.

Conforme descrito anteriormente (ROSA, 2019), para quantificacdo no
tecido cutaneo, o mesmo passou por uma extracdo liquido-liquido com acetato
de etila (SANSON et al., 2011) na qual foi eficiente em eliminar os possiveis
interferentes no tempo de retencdo do 5-FU, possibilitando sua quantificacao

confiavel.
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Diametro (nm)

4.2. Estudos farmacotécnicos preliminares

A formulacédo do CLN proposto passou inicialmente por um rastreamento
de tempo de homogeneizacdo em Turrax bem como diferentes rotacfes (Figura
9-A), onde foi possivel observar que a menor rotagdo, 12000 rpm, tem a
capacidade de reduzir o didmetro médio das particulas a partir do primeiro
minuto e este diametro se mantém nos 5 minutos avaliados. A rotacdo mais alta,
20000 rpm, por sua vez, a reducao do diametro médio ocorre gradativamente.
Porém, quando ambas pré-emulsdes, geradas em 5 minutos em 12000 e 20000
rpm, sdo inseridas no homogeneizador a 500 e 750 Bar, durante 40 minutos,
elas sdo capazes de gerar diferentes padrdes de nanoparticulas no quesito
diametro (Figura 9-B) e PdI (Figura 9-C).
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Figura 9: Estudos farmacotécnicos preliminares do CLN: (A) rastreamento de
tempo de preparo das pré emulsdes a 12000 e 20000 rpm, (B) Diametro de
particulas obtidas no rastreamento de pressdo versus tempo para ambas pré
emulsdes preparadas durante 5 minutos, (C) Pdl obtidos no rastreamento de
pressao versus tempo para ambas pré emulsées preparadas durante 5 minutos,
(D) Diametro de particulas obtidas no rastreamento de pressao versus tempo
para a pré emulsdo preparada a 20000 rpm durante 5 minutos, (E) Pdl obtidos
no rastreamento de pressao versus tempo para a pré emulsao preparada a
20000 rpm durante 5 minutos.
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As pré-emulsbes geradas a 12000 rpm entram no homogeneizador
consideravelmente menores que aquelas geradas a 20000 rpm. Porém, as
nanoparticulas produzidas tanto em 500 e 750 Bar, a partir da pré-emulséo
gerada em 20000 rpm, possuem PdIs que indicam menor polidispersédo do
sistema. A pré-emulsdo gerada a 20000 rpm sob pressao de 500 Bar, foi capaz
de gerar CLN com diametros ao redor de 250 nm, diametro este considerado
ideal para o proposto trabalho.

Desta forma, a pré-emuls&do a 20000 rpm foi inicialmente considerada apta
a passar pelo rastreamento de diferentes pressdes de homogeneizacéo, sendo
essas caracterizadas quanto aos seus diametros (Figura 9-D) e PdI (Figura 9-E).
No que diz respeito ao diametro, as pressdes 500 e 1000 Bar, geraram sistemas
com pouca variagcdo durante o tempo, porém somente a pressao de 500 Bar foi
capaz de fornecer ao sistema um PdI adequado, pouco polidisperso. As demais
condicBes de pressado avaliadas geraram durante o tempo coalescéncia do CLN,
o que foi observado como uma alternancia entre Pdls altos e baixos durante o
tempo, principalmente para as maiores pressoes.

Em homogeneizacao de alta presséo o processo de reducdo de tamanho
das estruturas é um processo dinamico que envolve diversos fatores, tais como
o diametro inicial inserido, a taxa de ruptura, taxa de coalescéncia, fluxo do fluido,
da valvula de presséo do equipamento bem como das interag@es interfaciais. O
processo de cavitacdo é um dos mais importantes na reducdo do tamanho das
estruturas, porém este processo, associado a rupturas e coalescéncia, também
sao responsaveis pela alta variacdo dos diametros obtidos no processo. Estudos
reportam a relacdo das altas pressbes com o0 aumento dos processos de
coalescéncia relacionados a cavitacdo. Isso se deve ao aumento da taxa de
ruptura e taxa de coalescéncia, gerada pela energia emitida ao sistema quando
a pressdao é aplicada. As estruturas se tornam instaveis e o processo de choque
entre as particulas é aumentando conforme a pressdo aumenta (HAKANSSON,
2018).

Desta forma, pode-se sugerir que a pressao de 1500 Bar esteja elevando
a taxa de ruptura bem como a coalescéncia, por isso, altos valores de Pdl sdo
observados.

De modo a compreender melhor a influéncia de todos os fatores criticos

do processo na formacédo do CLN em Homogeneizador de alta presséo, o estudo
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fracionado que incluiu valores extremos das variaveis (Tabela 7) permitiu que
pontuacdes fossem feitas (Figura 10).

Estudos fatoriais fracionados sdo amplamente usados antes de estudos
de otimizacdo em modelos de superficie de resposta, em casos onde existem
inimeros fatores que podem influenciar. Desta forma, o uso de estudos
fracionados permitem realizar um rastreamento efetivo entre as variaveis com
poucas formulacdes (TAVARES LUIZ et al., 2021).

Pode-se observar que nos valores extremos nao se formam CLNs
adequados para o estudo, porém eles indicam aqueles fatores nos quais sédo
capazes de influenciar nas respostas. Os fatores que mais influenciaram foram
agitacao e tempo de homogeneizacéao, porém devido a influéncia da presséo de
homogeneizacao estar sempre relacionada a pré emulséo inserida e este ser um
importante fator relacionado a técnica de preparo, ndo se descartou essa
variavel. Apenas o tempo de agitacéo foi considerado indiferente na geracéo dos
CLNs.

Tabela 7. Resultados do Planejamento Fatorial Fracionado do CLN para as 8
formulacdes requeridas.

L Variaveis dependentes
Variaveis independentes P

(Respostas)
Formulac@es Agitagao Tempo de Pressaq de ) Tempo_de i Tamanho
(rpm) agitagao (min) homogeneizacéo homoger_lelzagao (nm) PDI
(Bar) (min)

1 8000 10 1000 2 1535,00 0,734
2 8000 1 500 2 1302,00 0,688
3 30000 10 500 2 135,20 0,474
4 30000 10 1000 40 64,71 0,385
5 8000 1 1000 40 270,80 0,424
6 8000 10 500 40 613,30 0,664
7 30000 1 1000 40 110,20 0,593
8 30000 1 1000 2 632,40 0,624
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Figura 10. Gréficos de Pareto dos resultados do estudo Fatorial Fracionado 241
Resolucao IV, onde os fatores criticos do processo foram observados de modo
a compreender suas influéncias no diametro de particula (A) e Pdl (B). A-
Agitacao (rpm), B-Tempo de agitacdo, C-Pressdo de Homogeneizacao (Bar), D-
Tempo de homogeneizacdo (min). Significancia p<0,1.

4.3. Otimizacdo da nanoestrutura utilizando a estratégia de Design of

Experiments (DoE)

O Design Composto Central (DCC) foi utilizado na otimizacdo do CLN
proposto, levando em consideracdo as observacdes dos estudos preliminares.
Desta forma avaliou-se a influéncia da agitacdo (rpm), pressao (Bar) e tempo de
homogeneizacdo (min) sob as respostas: diametro de particula, Pdl, potencial
zeta e encapsulacao do 5-FU. Os resultados do modelo constam na Tabela 8.

No que diz respeito ao diametro de particula (Figura 11) pode-se sugerir
gue as combinacdes dos fatores tiveram o mesmo padrao de influéncia, ou seja,
gquanto maior foram, menores diametros foram obtidos. As trés variaveis
influenciaram no diametro, porém o tempo de homogeneizacdo apresentou uma
influéncia quadrética, o que indica que essa variavel pode ser otimizada para
obtencado de didmetros de particula desejados (Figura 15-A e 15-B).

A respeito do Pdl (Figura 12), o mesmo padrdo que se observou para
didmetro de particula foi evidenciado, onde os trés fatores foram relevantes da
determinacao do PdI (Figura 15-C) e quanto maiores fossem as variaveis menor
foi o PdI obtido (Figura 15-D).
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Tabela 8. Resultados do Composto Central do CLN para as 20 formulacdes
requeridas. X1 — Agitacao (rpm), X2 — Pressdo de homogeneizacéo (Bar), X3 —
Tempo de homogeneizagéo (minutos).

Variaveis independentes Variaveis dependentes (Repostas)
Formulacées X1 X2 X3 Tamanho PDI Potencial %EE
(nm) zeta (mV)
1 15000,0 329,55 24,50 722,20 0,588 51,2 64,12
2 15000,0 750,00 3,47 1352,00 0,908 48,3 35,75
3 20000,0 500,00 12,00 789,30 0,807 46,0 59,70
4 15000,0 750,00 24,50 325,90 0,559 49,0 75,22
5 15000,0 750,00 24,50 266,30 0,377 49,1 74,30
6 15000,0 750,00 24,50 305,50 0,419 45,5 75,93
7 10000,0  1000,00 37,00 227,10 0,342 45,2 84,46
8 15000,0 750,00 24,50 298,60 0,507 43,2 74,70
9 15000,0 750,00 24,50 324,10 0,563 32,0 75,24
10 20000,0 1000,00 37,00 92,16 0,190 49,0 56,98
11 6591,0 750,00 24,50 849,60 0,816 51,0 10,43
12 10000,0 500,00 37,00 556,80 0,711 52,4 87,56
13 23409,0 750,00 24,50 247,00 0,470 50,9 59,48
14 15000,0 1170,45 24,50 405,50 0,661 46,3 20,83
15 20000,0 500,00 37,00 410,40 0,378 46,1 88,46
16 15000,0 750,00 24,50 331,10 0,544 39,8 74,01
17 10000,0 500,00 12,00 954,70 0,861 39,6 11,07
18 20000,0 1000,00 12,00 288,60 0,539 47,0 59,68
19 10000,0 1000,00 12,00 353,50 0,563 49,1 58,23
20 15000,0 750,00 45,52 94,46 0,370 50,8 64,74
B C
e y e % 7 . < 000
o mom = 1000
E = h
B 3
e o

Figura 11. Plotagens 3D da resposta didametro de particula sob influéncia dos
fatores (A) Agitacéo (rpm) versus Tempo de homogeneizagéo (min), (B) Agitacao
(rpm) versus Pressdo de homogeneizacdo (Bar) e (C) Pressdo de
homogeneizacgao (Bar) versus Tempo de homogeneizagao (min).
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Figura 12. Plotagens 3D da resposta indice de polidispersdo sob influéncia dos
fatores (A) Agitacao (rpm) versus Tempo de homogeneizagéo (min), (B) Agitacao
(rpm) versus Pressdo de homogeneizacdo (Bar) e (C) Pressdo de
homogeneizacgao (Bar) versus Tempo de homogeneizagao (min).

Sobre o potencial zeta (Figura 13), os fatores ndo foram capazes de
influenciar estatisticamente (Figura 15-E), porém observou-se uma tendéncia a
valores extremos das variaveis sempre culminarem em potenciais zeta maiores,
porém sempre positivos (Figura 15-F). Essa observacdo deve-se ao fato de,
neste estudo fatorial, s6 foram incluidos fatores criticos do processo de preparo,

e o maior influenciador do potencial zeta ser o lipidio catiénico, e este foi

constante em todas as formulacfes do estudo.

Figura 13. Plotagens 3D da resposta potencial zeta sob influéncia dos fatores
(A) Agitacao (rpm) versus Tempo de homogeneizagéo (min), (B) Agitacao (rpm)
versus Pressdo de homogeneizacéo (Bar) e (C) Pressdo de homogeneizacéo
(Bar) versus Tempo de homogeneizac¢éo (min).

No que diz respeito a encapsulacao (Figura 14-E) por sua vez, o padrao
contrario foi evidenciado, onde os extremos geraram menores encapsulacdes
guando comparadas a valores medianos. A agitacdo se mostrou ser de extrema
importancia na encapsulagédo (Figura 15-G) e sua influéncia quadratica indica

que este fator pode ser otimizado para obtencéo de encapsulacdes desejadas.
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Figura 14. Plotagens 3D da resposta encapsulacéo sob influéncia dos fatores
(A) Agitacao (rpm) versus Tempo de homogeneizacao (min), (B) Agitacao (rpm)
versus Pressdao de homogeneizacéo (Bar) e (C) Pressdo de homogeneizacéo
(Bar) versus Tempo de homogeneizacédo (min).

Essa intensa influéncia da agitacao sob a encapsulacédo do farmaco é um
resultado previsivel no ponto de vista farmacotécnico, pois na formacao da pré-
emulsdo é onde o farmaco se integra ao nanossistema. Sendo 0s processos
seguintes, no homogeneizador de alta pressao, processos apenas de reducéo
de diametro, nao modificadores da encapsulacdo, na intensidade que a pré-

emulsdo pode exercer.
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Figura 15. Sumario de resultados do Design Composto Central onde observa-
se para as respostas: diametro de particula, (A) o grafico Pareto seguido do (B)
gréafico de efeitos principais; indice de polidisperséo, (C) o grafico Pareto seguido
do (D) grafico de efeitos principais; potencial zeta, (E) o grafico Pareto seguido
do (F) grafico de efeitos principais e encapsulacéo, (G) o grafico Pareto seguido
do (H) grafico de efeitos principais. A- Agitacdo (rpm), B- Pressédo de
homogeneizagao (Bar), C- Tempo de homogeneizagao (min).
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A otimizacédo do sistema foi realizada de modo a se obter nanoparticulas
em torno de 250 nm, menores Pdls possiveis, maiores encapsulacdes, e o
potencial zeta ndo foi otimizado. A desejabilidade da otimizacédo ficou em
aproximados 95% sendo determinados os fatores: Agitacdo maxima (~ 23500
rpm), pressao de homogeneizacdo de 500 Bar e Tempo méximo de 45,5
minutos. Tabela 9 mostra os valores alvos tedricos e experimentais obtidos desta
otimizacado bem como as equacdes polinomiais obtidas.

Tabela 9. Dados da predicao teorica e dados obtidos experimentalmente da
otimizacao do CLN através do Design Composto Central.

Tedrico Experimental
Respostas Diametro (nm) Pdl Encapsulacéo (%) Diametro (nm) Pdl Encapsulacéo (%)
264,6 0,191 75,3 221,8£11,59  0,256+0,005 86,90+0,29
DiAmetro 3383 - 0.0866 X1 - 2.58 X2 - 65.6 X3 + 0.000002 X12+ 0.000866 X22+ 0.707 X33
+ 0.000011 X1X2- 0.00010 X1X3 + 0.0182 X2X3
Equacdes Pl 1.850 - 0.000051 X1 - 0.00124 X2 - 0.0098 X3 + 0.0000001 X12+ 0.0000001 X22

+0.000198 X32+ 0.0000001 X1X2 - 0.000001 X1X3 + 0.0000001 X2X3

-322.0 + 0.02218 X1 + 0.336 X2 + 7.02 X3 - 0.0000001 X12- 0.000107 X22

Encapsulacéo
- 0.0252 X32- 0.000008 X1X2- 0.000153 X1X3- 0.00327 X2X3

A utilizacdo de homogeneizador de alta pressao no preparo de CLNs e
nanoparticulas lipidicas em geral ja € amplamente reportada na literatura
visando diversas aplicacbes (GANESAN; NARAYANASAMY, 2017; GU et al.,
2021; GUPTA etal., 2017; HUANG et al., 2017; MAKONI; KASONGO; WALKER,
2019; REN et al., 2020; ROCHA et al., 2021; YOOZBASHI et al., 2021), inclusive
0 uso do mesmo estéa relacionado com o aumento da eficiéncia de encapsulacéo
de moléculas hidrofilicas (KASONGO; MULLER; WALKER, 2012).

Amasya et al. (2019) desenvolveram um CLN contendo 5-FU em
homogeneizacéo de alta presséo, porém o foco do trabalho foi na composicéo
do sistema, onde eles avaliaram as proporcdes lipidicas, quantidades de
farmaco, diferencas entre lipidios, o uso ou ndo de co-lipidios. O CLN obtido
pelos autores apresentou cerca de 205 nm com PdI de 0,279, e as porcentagens
de encapsulacdes foram entre 40-60 % (AMASYA et al., 2019).

Outros CLNs também foram desenvolvidos por homogeneizagéo de alta
pressédo; sendo desenvolvido em condicbes a quente, assim como neste
presente trabalho (EH SUK et al., 2020; GU et al., 2021; GUPTA et al., 2017),
utilizando também 500 Bar de pressédo (GU et al.,, 2021) e sendo também
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desenvolvido em condic¢des a frio, porém, assim como neste trabalho, utilizando
500 Bar de pressao (DUONG et al., 2019).

O uso do homogeneizador de alta pressdo, por se tratar de um
equipamento complexo e com inUmeras variaveis intrinsecas, acaba se
combinando com estratégias de estudos fatoriais. No caso do homogeneizador
de alta pressdo tanto a pressdo como o tempo de homogeneizacdo sdo
parametros criticos do processo (PCP) de preparo de qualquer nanoestrutura. E
por isso, esses parametros sdo constantemente investigados em modelos
fatoriais, sejam eles de filtragem ou de superficie de resposta. Esses modelos
auxiliam na compreenséo dos efeitos dos parametros, denominados variaveis
independentes, sob as respostas, denominadas variaveis dependentes
(TAVARES LUIZ et al., 2021).

Porém, quando se trata das escolhas das variaveis a se estudar em
modelos fatoriais, deve-se sempre correlaciona-las ao objetivo principal do
trabalho proposto, deste modo em uma significativa maioria dos estudos fatoriais
envolvendo nanoestruturas, independente das variaveis independentes, as
varidveis dependentes incluem didametros de particula, Pdl, potencial zeta,
encapsulacdo de moléculas (DURAKOVIC, 2017; LEE, 2019; POLITIS et al.,
2017; TAVARES LUIZ et al., 2021; ZHANG; MAO, 2016).

Desta forma, pode-se apontar diversos CLNs reportados na literatura na
qual as variaveis respostas incluiam diametro de particula, Pdl, encapsulacgéo,
potencial zeta, utilizando diversos modelos, sendo eles modelos de screening e
modelos superficie de resposta (CARBONE et al., 2019; MANAGULI et al., 2019;
PIMENTEL-MORAL et al., 2019; PINTO et al., 2019b; RAJPUT; BUTANI, 2019;
ROCHA et al., 2021; SHEVALKAR; PAI; VAVIA, 2019; SHIMOJO et al., 2019;
WAGHULE et al., 2019).

Entre as metodologias de superficie de resposta esta o DCC, um modelo
abrangente que permite otimizar respostas de forma eficiente, pois tem a
capacidade de ampliar a faixa estudada utilizando os valores axiais (KHIDHIR;
HAMADI, 2018). Por este motivo este foi 0 modelo escolhido do presente
trabalho, e através dele foi possivel determinar a agitagdo em um valor axial
(extremo), bem como o tempo de homogeneizacao, e este achado nao seria

possivel utilizando outro modelo.
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Os resultados do DCC do presente trabalho eram esperados, pois tanto a
agitacdo como o tempo de homogeneizacdo ja haviam se mostrado
influenciadores do diametro do CLN nos estudos preliminares, e acreditava-se
que a pressao poderia influenciar, devido a quebra dos nanosistemas ocorrer,
no homogeneizador de pressdo, no compartimento onde a pressdo €
empregada. A relacdo das variaveis com o diametro e Pdl também era esperada,
principalmente diante do platd observado nos graficos de efeitos principais
(Figura 15) nos maiores valores de cada variavel, o que deixa evidente que a
reducao do didametro e Pdl foi de acordo com o aumento de cada variavel, porém

alcanca um valor maximo, onde nao ha mais reducéo.

4.4. Estudos iniciais de escalonamento — Scaling up

Apébs otimizado, o CLN, preparado inicialmente para um volume final de
20 mL, passou por um estudo inicial de escalonamento para que o mesmo fosse
preparado em maiores volumes, chegando a simular volumes de escalas pilotos
industriais (Figura 16). Os parametros de otimizacdo, agitacdo e pressao de
homogeneizacéao, obtidos através do DCC, foram mantidos e entéo observou-se
0 impacto desses parametros através do tempo, para cada volume de preparo.
Com o intuito de manter as caracteristicas do CLN as mais préximas possiveis
do volume de preparo inicial (20 mL), cada volume de preparo teve seu tempo
de homogeneizacao ajustado.

O volume de uma formulacdo afeta diretamente em quantas vezes o
volume total passara pela camara pressurizada, principalmente se tratando de
um homogeneizador de alta pressdo operando em modo continuo.
Consequentemente, o aumento do volume do CLN acarretaria em um aumento
do tempo em que o mesmo demandaria do equipamento, para se apresentar
com as mesmas caracteristicas. Essa afirmacdo € observada quando se
compara os volumes maiores, 150 e 200 mL, com os menores, 100 e 50 mL.

A reducdo de tamanho do CLN volume 50 mL (Figura 16-A) foi rapida, ja
em 15 minutos se apresentava em aproximadamente 400 nm, porém PdI alto,
demonstrando estar polidispersa. Com o aumento do tempo, em 45 minutos,
tempo preconizado para o volume de 20 mL, a faixa de tamanho ja foi ideal,
porém ainda demonstrando alta polidispersdo, até que em 75 minutos foi

possivel obter o CLN na faixa de 250 nm com PdI abaixo de 0,3.
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Figura 16. Estudos iniciais de escalonamento de producédo do CLN a (A) 50mL,
(B) 100 mL, (C) 150 mL e (D) 200 mL, a partir de uma pré emulsdo obtida em
23000 rpm a 5 minutos em seguida adicionada a homogeneizador de alta
presséo a 500 Bar.

Com o dobro do volume, 100 mL (Figura 16-B), a condicdo em 75 minutos
se replicou, mas durante o tempo foi possivel observar uma redu¢cdo menos
intensa do que para ao CLN em 50 mL. Para os maiores volumes, 150 (Figura
16-C) e 200 mL (Figura 16-D), a reducdo significativa de tamanho de particulas
s6 foi observada a partir de 60 — 75 minutos, desta forma avaliou-se tempos
maiores de homogeneizac¢éo, alcancando a condicdo de CLN na faixa de 250
nm e Pdl moderadamente polidisperso (entre 0,3 e 0,4) em 150 minutos.

Para que cada volume de preparo escalonado apresentasse tamanho de
particula nas mesmas faixas (250 nm) e Pdl moderadamente polidisperso (entre
0,200 e 0,400), assumiu-se entédo, um tempo de homogeneizagao de 75 minutos
para CLN com 50 e 100 mL de preparo e 150 minutos para CLN com 150 e 200
mL.

Em relacdo ao aspecto visual dos diversos volumes de preparo do CLN,
0 mesmo se manteve em todos os volumes, apresentando-se como uma

dispersédo branca de carater leitosa com baixa viscosidade.
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4.5. Caracterizagao fisico-quimica do CLN

Apoés estudos de otimizacdo e estudos iniciais de escalonamento, a
caracterizacao fisico quimica do CLN foi amplamente realizada através das
andlises de DLS, NTA, no que diz respeito ao diametro, dispersdo, cargas e
namero de particulas; %EE e %DL no que diz respeito a encapsulacéo de 5-FU;
no ambito morfolégico utilizando MET; bem como sua estabilidade foi
determinada e por fim, foi também analisado no quesito térmico e
espectroscopico por TGA, DSC e FTIR. A Tabela 10 sumariza as caracteristicas
determinadas do CLN em seus diversos volumes de preparo.

Podemos observar que apds devidas adaptacdes, todos os volumes de
preparo conseguiram alcancar as mesmas caracteristicas do volume otimizado,
(20 mL). Os diametros de particula se apresentaram na faixa entre 200 e 250
nm, tamanho este considerado adequado para uso tdpico, visto que
nanoparticulas com maiores diametros podem ficar retidas no estrato corneo, e
particulas menores podem atravessar o tecido cutaneo de maneira facilitada
utilizando caminhos preferenciais como foliculos pilosos e glandulas (BAROLI,
2010; LOPEZ-GARCIA; GANEM-RONDERO, 2015; ROSA et al., 2018). Visto a
aplicacao tépica ser o objetivo do presente trabalho, o diametro de particula na
faixa encontrada permite liberar os ativos, 5-FU e acidos nucleicos, nas camadas
da pele, podendo entéo proporcionar uma acgéo localizada eficiente.

Além do diametro, o Pdl e potencial zeta sao importantes indicadores do
guéo os volumes de escalonamento conseguem mimetizar o volume otimizado.
Particularmente, o potencial zeta é uma importante caracteristica, pois é através
dele que se pode inferir uma possivel complexacéo eficiente ou ndo com siRNAs,
visto que se deseja uma complexacdo entre os residuos anidnicos dos acidos
nucleicos e os residuos catidnicos dos grupamentos amino presentes nas
cadeias do lipidio catibnico DOTAP. O qudao catiénico o CLN for, ha uma maior
capacidade de carga de siRNA, sendo entdo essa proporcao determinada pela
razdo N/P de complexacédo. Além disso, potenciais zeta encontrados acima de
30 mV em modulo, sdo considerados importantes na manutencdo da
estabilidade das dispersdes, visto que estas nanoestruturas com cargas
superficiais altas, irdo se repelir constantemente, e efeitos de instabilizacéo,
como coalescéncia ndo dominardo (BHATTACHARJEE, 2016; SATO et al.,
2018).

92



No que diz respeito ao n° de nanoparticulas por mililitro, pode-se observar
gue o CLN, independente do volume de preparo, contendo ou ndo 5-FU, possuiu
as mesmas caracteristicas, neste caso apresentando cerca de 1x 10%?
nanoparticulas por mililitro.

As eficiéncias de encapsulagéo (%EE) do 5-FU e sua porcentagem de
drug loading (%DL) foram por volta de 80-90 % e 7-8% respectivamente, para
todos os volumes de preparo. Estes resultados foram considerados promissores,
visto que o 5-FU se trata de uma molécula hidrofilica, sendo encapsulada em um
sistema lipofilico. Sugere-se que essa alta encapsulacéo possa estar associada
ao uso da pré emulsdo bem como a quebra do sistema ter sido realizada em
homogeneizacéo de alta presséao.

Sistemas nanoestruturados lipidicos sdo de composicao hidrofébica e o
5-FU se trata de uma molécula hidrofilica (Log P -0,89), desta forma encapsular
essa molécula neste sistema nanoestruturado € um desafio farmacotécnico, bem
como manté-lo encapsulado durante o tempo (ROHIT; PAL, 2013). A
metodologia de preparo deste CLN em estudos anteriores, utilizando sonicagéo,
a %EE alcancada foi de 57% (ROSA, 2019). Atribui-se o aumento significativo
da %EE e consequentemente de %DL a maneira com que as hanoparticulas sédo
formadas e também a forma com que elas tém seu tamanho reduzido.

Em processos de sonicacdo a quebra das particulas se da
majoritariamente por cavitacdo, onde ha a formacao de bolhas que se chocam
de acordo com a energia fornecida; porém na Homogeneizacao de alta pressao,
como dito anteriormente, além da cavitacdo existem processos de ruptura por
presséo e coalescéncia que influenciam na forma com que as nanoestruturas se
quebram (HAKANSSON, 2018; LI et al., 2015; TZANAKIS et al., 2017).

Diversos trabalhos na literatura, através das décadas, buscam
desenvolver técnicas para aumentar a eficiéncia de encapsulacées de moléculas
hidrofilicas em sistemas lipidicos (ADITYA et al., 2015; DELGADO-CHARRO et
al., 1997; KASONGO; MULLER; WALKER, 2012; KUCHLER et al., 2009; ROHIT;
PAL, 2013). Acredita-se que o0 preparo de pré-emulsdes em sistemas que
projetem menores energias, como sistemas Turrax, possam auxiliar no aumento
da encapsulacao, pois o farmaco consegue se associar ao sistema, e como nao
h&d quebra excessiva do sistema disperso, este permanece associado. No

homogeneizador de alta presséo por sua vez, quando a pré emulséo é inserida,
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o0 sistema lipidico ja esta parcialmente solido, e este passa por quebras, porém
a influéncia na encapsulacdo ndo ocorre de forma tdo significativa (YADAV,
2019). Esta observacao foi constatada no planejamento experimental realizado,
onde a Agitacao do Turrax foi o fator que mais impactou na encapsulacdo de 5-
FU.

No entanto, manter o 5-FU encapsulado em um sistema de natureza
lipidica € desafiador, e através da Figura 17, pode-se inferir que ao avaliar a
estabilidade acelerada deste sistema essa encapsulacdo ndo se mantém ao
longo do tempo. As analises de estabilidade mostram que o tamanho de
particula, Pdl e potencial zeta se mantém ao longo de 60 dias. Porém, a %EE e
%DL ndo sdo mantidas através do tempo, a partir de 15 dias de analise ja se
observa decaimento, que vao se ampliando ao longo de 30 dias. Estes
resultados de encapsulacdo eram esperados pois, estando associado ao
sistema lipidico, esta ndo é a forma de maior estabilidade que o 5-FU se
encontra, entdo este sai do sistema lipidico em condi¢cdo passiva para a fase
aquosa.

Diante de tal evento deparou-se com duas opgoes: (i) atuar com baixos
tempos de prateleira do sistema e prepara-lo constantemente ou (i) manté-lo
sem a fase aquosa (ndo disperso) e ressuspendé-lo no momento do uso. Para
avaliar a possibilidade de trabalhar sem a fase aquosa, os estudos do sistema
liofilizado foram realizados (Tabela 11).

Pode-se notar que as variacbes de tamanho e potencial zeta, apos
ressuspensdo, ndo foram significativas quando comparadas com o CLN antes
do processo de liofilizacdo, porém o Pdl aumentou de forma significativa (cerca
de 0,1), e este aumento era esperado pois ao se secarem, as nanoparticulas
podem se agregar, € ndo necessariamente voltarem a ser o que eram apos
serem colocadas em suspenséo novamente.

No entanto, quando atentamos aos valores de %EE e %DL, podemos
observar que o processo de liofilizagcdo consegue manter o 5-FU associado ao
CLN, de forma mais eficiente que 0 mesmo em suspensdo. Apos 30 dias de
liofilizagcdo, o CLN em todos os volumes de preparo, manteve sua %EE entre 75
e 80%, perdendo apenas cerca de 50 ug de 5-FU que estava encapsulado antes
do processo de liofilizag&o.
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Tabela 10. Caracterizacdo do CLN em seus volumes de preparo no que diz respeito ao diametro de particula, Pdl, potencial
zeta, concentracdo de particulas e encapsulacdo do 5-FU (n=5). Tukey’s test, 95% de confianga. As respectivas letras
sobrescritas indicam igualdade estatistica.

Tamanho de particula

Formulacfes (nm) Pdl Potencial zeta (mV) N° NP/mL %EE %DL
20 mL controle 231,6 +4,602 0,251 + 0,005 © 49,0+0,5¢ 9,46x10 + 4,19x10%0h N.A N.A
20 mL contendo 5-FU 221,8+11,59° 0,290 + 0,040 ¢ 43,2+9,29 1,25x10'2 + 3,46x10°" 86,90+ 0,29 7,90 + 0,03
50 mL controle 2439+8,96° 0,313 +0,003¢ 47,3+4,19 1,01x10'2 + 7,09x10%0"N N.A N.A
50 mL contendo 5-FU 203,3+2,852 0,250 + 0,020 © 485+1,2¢9 1,13x10%2 + 3,59x100" 80,68 + 1,36 7,33+0,12m
100 mL controle 258,5+9,13"° 0,309 + 0,032 ¢ 434+7,19 1,04x10'2 + 4,58x1010N N.A N.A
100 mL contendo 5-FU 206,4 +4,402 0,260 + 0,030 ¢ 52,3+2,7¢9 7,71x10% + 2,01x10%0h 80,80+ 0,891 7,35+£0,08M
150 mL controle 242,1 +4,67° 0,394 + 0,006 f 41,8+0,9¢9 9,96x10 + 2,43x10%0h0 N.A N.A
150 mL contendo 5-FU 227,8+22,94"b 0,370+ 0,014 f 42,4+2,89 9,86x10! + 6,08x10%0h 88,42+ 0,15 8,04 £ 0,01
200 mL controle 243,4+3,16° 0,332+ 0,036 ¢ 459+25¢9 9,28x10' + 1,83x10%0h N.A N.A
200 mL contendo 5-FU 218,9+6,712 0,380+ 0,0100f 453+0,9¢9 9,77x10 + 3,40x10%0h 87,93+ 0,06 7,99+0,01!

5-FU= 5-Fluorouracil, NP=nanoparticulas, %EE=eficiéncia de encapsula¢do, %DL= drug loading.

Tabela 11. Caracteristicas apresentadas pelo CLN, contendo ou ndo 5-FU em todos os volumes de preparo, apos ser

liofilizado e ressuspenso. Tukey’s test, 95% de confianga. As respectivas letras sobrescritas indicam igualdade estatistica.

Potencial zeta Concentragdo
Formulacéao Tamanho (nm) Pdl (mv) encapsulada %EE %DL
20 mL 252,55 + 14,63 2 0,421 +£0,001 b 482+0,6° 404,16 £ 12,75 ¢ 80,83 +2,55¢ 7,35+0,23 "
50 mL 250,10+ 7,352 0,431 +0,028°b 41,2+6,2¢ 394,49 +9,11 ¢ 78,89+1,82¢ 7,17 +0,179
100 mL 248,30 + 23,76 @ 0,388 £ 0,031 ° 46,3+5,3¢ 390,93 + 5,66 ¢ 78,18 +£1,13°¢ 7,11+0,10°
150 mL 267,40 + 45,54 2 0,466 = 0,069 b 465+22¢ 384,29 + 18,28 ¢ 76,86 + 3,66 © 6,98 +0,33f
200 mL 264,35 + 45,33 2 0,399 £0,012°b 444 +57¢ 383,11+ 6,04 ¢ 76,62 +1,21¢ 6,97 +0,11°
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Figura 17. Estudo de estabilidade durante 60 dias para o CLN controle e 30 dias
para o CLN contendo 5-FU. Avaliou-se diametro de particula (A), Pdl (B), potencial
zeta (C), %DL (D) e %EE (E), onde apenas o CLN 5-FU em 20 mL apresentou-se
diferente dos demais no tamanho de particula. Tukey’s test, 95% de confiancga.

O processo de liofilizacdo é benéfico ndo apenas para manter o ativo
encapsulado como também manter o 5-FU estavel, pois 0 mesmo em solucéo, sofre
oxidacdo rapidamente (GOVERNO et al.,, 2017), como também, os lipidios em
suspensao sofrem oxidacdo (BERTON-CARABIN, 2014; YI et al.,, 2014). Deste
modo, a liofilizacdo dos CLN € uma medida preventiva de diversos problemas de
estabilidade do produto.

A caracterizacdo morfologica por sua vez foi obtida por microscopia de
transmissao (MET) (Figura 18) e os resultados de diametro de particula foram
compativeis com os resultados de DLS e NTA, e a morfologia observada foi
condizente com a literatura (PIMENTEL-MORAL et al.,, 2019), onde o CLN se
apresenta esférico em torno de 200 — 250 nm, corado com acetato de uranila de
forma intensa, apresentando poucos aglomerados. Ndo se observou nenhuma
diferenca de didmetro entre os CLNs sem as moléculas ativas e contendo-as.

Complementar a todas as caracterizagdes realizadas, as analises térmicas

e espectrométricas sdo importantes para compreender o comportamento de
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nanoparticulas ao se formarem. TGA e DSC nos permitem inferir se ao se
formarem, as nanoparticulas manteriam as caracteristicas térmicas de seus
componentes, como também permite observar degradacfes de componentes,
reacoes entre eles, formacgao de novos compostos e/ou incompatibilidades. O uso
de DSC e TGA € amplo no campo da hanotecnologia, principalmente pela facilidade
de identificar problemas do processo de preparo, como por exemplo, identificar se
h& degradacdo por calor. Muitos sistemas nanoparticulados, ndo sé sistemas
lipidicos, utilizam calor no processo de preparo das nanoparticulas, e em alguns
casos ha degradacéo devido a temperatura. Uma importante técnica que detecta
este tipo de degradacdo é o DSC associado ao TGA (CORCIONE; FRIGIONE,
2012; FESSAS et al., 2006).

Na Figura 19 estdo apresentadas as curvas de DSC (Figura 19-A) e TGA
(Figura 19-B) de todos os componentes do CLN, bem como as preparacdes dos
volumes do escalonamento, contendo e ndo contendo 5-FU. A anélise de TGA
apontou o evento de degradacédo de todos os componentes da formulagéo acima
de 300 °C, garantindo que as andlises de DSC fossem realizadas até essa
temperatura. No preparo do CLN utiliza-se temperatura, ao fundir os lipidios, e
dentro do homogeneizador, chegando até cerca de, no maximo 80 °C. Assim,
demonstrou-se por TGA que ndo houve degradacdo dos componentes ao formar
as nanoparticulas, em nenhum de seus volumes (Tabela 12).

De acordo com as curvas de DSC e TGA, com a auséncia de picos
endotérmicos/exotérmicos diferentes dos esperados, sugere-se que ndo houve
formacdo de novos compostos ao formar os CLN, bem como ndo houve
incompatibilidades nem degradacdo de compostos. De acordo com os dados
expostos na Tabela 12, através do TGA e DSC podemos afirmar que ao se
formarem, os CLN modificaram as propriedades térmicas dos seus componentes,
principalmente do lipidio sélido, Precirol-ATO-5%.

Analisado separadamente, o Precirol-ATO-5® em TGA apresentava
degradacdo em aproximadamente 335°C e em DSC, este lipidio apresentava
evento endotérmico em 51°C com AH de 143,54 J/g. Ao se formarem, os CLNs de
todos os volumes de preparo com ou sem 5-FU, apresentaram evento endotérmico

abaixo de 50 °C e AH menores que o lipidio sélido separadamente.
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Figura 18. Imagens representativas de Microscopia eletrénica de transmissao
(MET) do CLN controle (A), CLN contendo 5-FU (B) e CLN multifuncional, contendo
5-FU e siRNA (C). A barra azul nas imagens indica 500 nm.

Através desta redugao de AH pode-se inferir que houve desestruturacdo da
estrutura organizada do lipidio solido, podendo, este fato, ter contribuido
significativamente com a encapsulacao do 5-FU no sistema. Quando se analisa os
diversos volumes de preparo do CLN observa-se um mesmo padrao de degradacao
em TGA bem como o mesmo padrao dos eventos endotérmicos em DSC, além de
AH préximos, sugerindo alta similaridade entre cada volume de preparo.

As analises de FTIR foram realizadas de modo a complementar as demais
caracterizacdes quimicas realizadas, em DSC e TGA. O intuito dessa analise é
observar a natureza inter-atbmica dos componentes do CLN, antes e depois do
preparo. A técnica de IFTR € uma técnica espectroscopica vibracional considerada
reprodutivel, além de empregar uma quantidade muito baixa de amostra, o que
possibilita a realizacdo da mesma de maneira simples. Além disso, o IFTR fornece
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informacgdes ao nivel molecular, que nos possibilitam entender a relacao entre os

componentes do CLN, e se houveram novos compostos formados, bem como o
surgimento de incompatibilidades (BAKER et al., 2014; SHEN et al., 2016; TALARI
et al., 2017).
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Figura 19. Curvas das analises térmicas termogravimetria (TGA) (A) e calorimetria
diferencial de varredura (DSC) (B) e analise espectroscopica por Infravermelho
(IFTR), de todos os componentes da formulacdo bem como seus volumes de
preparo, contendo e ndo contendo 5-FU.

Através das analises de DSC e TGA foi possivel concluir que ndo houve
formacdo de novos componentes e nao houve incompatibilidade entre os
componentes da formulacdo, e FTIR confirma essa conclusdo. Na Figura 19-C
podemos observar que para o CLN em todos os volumes de preparo, contendo e
nao contendo 5-FU as mesmas bandas foram observadas, caracterizadas pelas
bandas dos componentes da formulagé&o.

Pode-se observar no espectro do 5-FU, o aparecimento de bandas

caracteristicas deste farmaco, como, em aproximadamente 3400 cm?, vibracdes
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de deformacdo axial caracteristicas de aminas aromaticas, em associacdo a
deformacédo angular em 2300 cm caracteristica de ligacdo N-H. Ainda sobre o
espectro do 5-FU, em 1250 cm* ha absorcéo associada a vibracdes de estiramento
C-F e em 810 cm-1 vibracdes referentes a ligacdo C-H do grupamento FC=CH,
absorcdes estas ja anteriormente observadas (SHEN et al., 2016).

Tabela 12. Dados das analises térmicas dos componentes da formulacédo do CLN,
as nanoestruturas e suas variacoes de volumes de preparo contendo e néo
contendo 5-FU por termogravimetria (TGA) e calorimetria diferencial de varredura
(DSC). ND= néo determinado.

Componente analisado TeA bse
Onset X (°C) Onset Y (%) AH (J/g) Onset (°C)
5-FU 317,84 86,62 173,71 282,81
Precirol-ATO-5 335,61 94,90 143,54 51,61
DOTAP 210,05 92,37 21,34 154,18
Triglic. do ac. Caprico/ Caprilico 325,95 95,28 ND ND
Poloxamer 188 372,88 89,30 111,25 52,17
CLN 20 mL controle 319,58 89,79 97,54 48,91
CLN 5-FU 20 mL 333,93 91,34 86,79 46,58
CLN 50 mL controle 304,42 90,01 87,03 48,82
CLN 5-FU 50 mL 333,37 90,90 113,47 48,34
CLN 100 mL controle 333,42 89,27 98,40 48,09
CLN 5-FU 100 mL 318,16 91,31 83,04 49,24
CLN 150 mL controle 325,13 89,83 94,72 49,08
CLN 5-FU 150 mL 350,76 91,23 99,15 47,45
CLN 200 mL controle 266,01 96,08 85,41 48,20
CLN 5-FU 200 mL 300,70 90,31 100,29 47,78

Duas intensas bandas de absorcdo em 2960 — 2850 cm™ estdo presentes no
espectro do lipidio sélido, Precirol-ATO-5® (Palmitoestearato de glicerila), e estas
sdo carateristicas de ligagées C-H alifaticos. Em 1750 cm™ h& uma banda intensa
referente a vibracdo de deformacédo axial de dupla ligagdo C=0 de éster e essa
mesma banda também foi observada no espectro do lipidio cationico DOTAP,
porém levemente deslocada. No espectro do DOTAP também existe a banda forte
caracteristica de aminas em aproximadamente 3000 cm. Para o Poloxamer 188,
assim como para o lipidio sélido, em 2850 cm™! ha intensa banda de C-H alifatico,
e além desta banda, também ha uma banda que o caracteriza muito bem, em 1150
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cm?, referente a deformacéo angular de ligacéo C-O, presente em toda a estrutura
do Poloxamer 188.

Todas essas bandas citadas para os componentes da formulagéo, foram
observadas para o CLN controle e CLN 5-FU, sugerindo que n&o houve

incompatibilidades, nem formacao de novos compostos.

4.6. Complexacéo e Estabilidade do complexo

A investigacdo adequada da complexacao, razdo N/P adequada, bem como
residuos e/ou bandas de arraste apos liberacéo do acido nucleico, sdo de extrema
importancia para garantir a eficiéncia do silenciamento (SATO et al., 2018).

O evento da complexac¢do, deve garantir a maxima neutralizacdo das cargas,
tanto do nanosistema como das moléculas de RNA, pois altos residuos de cargas
estdo relacionados com efeitos toxicos, com a eficiéncia do silenciamento e
seguranca do uso dos acidos nucleicos. O uso de siRNAs em excessos esta
relacionado com efeitos adversos denominados efeitos off-target (ZHANG et al.,
2018a) e a garantia de 100% da complexacao ja auxilia na reducao destes efeitos.

Através da eletroforese em gel de agarose foi possivel determinar a condicéo
de dureza do gel adequada para as corridas eletroforéticas dos siRNAs, além de
determinar a relacdo da concentracdo do siRNA com o brilho emitido através da
revelacdo de suas bandas utilizando o revelador de acidos nucleicos. Através da
guantificacdo do brilho emitido foi possivel compreender que acima de 5 uM néo ha
uma relacao linear entre a concentragéo e o brilho emitido em nenhuma condicdo
de dureza do gel, nem em 1% (Figura 20-A), nem em 1,5% (Figura 20-B) e nem em
2% (Figura 20-C), demonstrando entdo que o brilho est4d relacionado
majoritariamente com o revelador. Porém, para obter menores limites de detecc¢éo
e brilho, a concentracdo do revelador de acidos nucleicos foi mantida.

Determinou-se entdo a melhor condicdo para proceder a corrida
eletroforética sendo a de 1,0% de agarose, devido a sensibilidade alcancada nas
menores concentragfes de siRNA, bem como melhor definicAo doas bandas
fluorescentes, o que acarreta maior confiabilidade na quantificagéo. Desta forma a
mesma curva analitica de siRNAs foram realizadas para os siRNAs especificos

nessa condigdo de dureza do gel (Figura 21).
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A Concentracdo siRNA scrambled (uM) B Concentracdo siRNA scrambled (uM) C Concentracdo siRNA scrambled (uM)
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Figura 20. Curvas de deteccdo do siRNA scrambled (controle negativo) em
diferentes durezas do gel de agarose sendo essas (A) 1 %, (B) 1,5% e (C) 2 %. As
curvas de siRNA foram de 1 a 10 uM e a intensidade do brilho revelado em

Transluminator foi quantificada utilizando o software ImageJ NIH.

Apés determinacdo da condi¢cdo definida o ensaio de complexacdo e
descomplexacéo (estabilidade do complexo) foi realizado (Figura 22) e através dele
pode-se inferir que o diluente, o CLN e a heparina ndo apresentam fluorescéncia
que interfira no brilho do siRNA. Deste modo, os siRNAs livres (5 uM) foram
utilizados como controle positivo de fluorescéncia e os mesmos foram adotados
como normalizadores de brilho, sendo considerados 100%. Tanto o ensaio de
complexacado como de descomplexacao foram utilizados 5 uM de siRNA controle e
siRNAs especificos, porém em diferentes razées N/P com o DOTAP presente na

nanoparticula.
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Figura 21. Curvas de deteccdo dos siRNAs especificos (A) Bcl-2, (B) Gli-1 e (C)
EGFR nas mesmas condi¢des de corrida e dureza de gel. As curvas de siRNA
foram de 1 a 10 uyM e a intensidade do brilho revelado em Transluminator foi
quantificada utilizando o software ImageJ NIH.

Os resultados demonstraram que o CLN a partir da razdo N/P 2 conseguiu
complexar 100% o siRNA controle (5 uM). A razdo N/P 2 representa cerca de 8,3
x107 nanoparticulas. Em contrapartida, 5 U.l de heparina foram capazes de
descomplexar praticamente todo o siRNA controle em todas as raz6es N/P, sem o
aparecimento de residuos ou bandas de arraste, indicativos de degradacédo
(TOFANI et al., 2018). Os siRNAs especificos por sua vez, apresentaram variacdes
nas razdes N/P de complexacdo e descomplexacdo. O siRNA Bcl-2 foi 100%
complexado a partir da razdo N/P 2, e descomplexado em todas as razfes sem
degradacéo. O siRNA Gli-1 e siRNA EGFR foram completamente complexados a
partir da razdo N/P 5 porém também foram totalmente descomplexados em todas
as razoes.

Estes resultados como um todo indicam que o CLN é capaz de complexar
eficientemente os siRNAs, controle e especificos, além disso, € capaz de libera-los
facilmente em meio competitivo de forma integra. Pode-se inferir que ao liberar o
siRNA, o mesmo serd capaz de desempenhar sua fungdo pois a auséncia de
residuos ou de bandas de arraste sdo fortes indicativos de que nao houve
degradacédo do mesmo ao ser liberado (SATO et al., 2018; TOFANI et al., 2018).
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Figura 22. Ensaio de complexacdo e descomplexacao dos siRNAs (A) controle
negativo, (B) Bcl-2, (C) Gli-1 e (D) EGFR, nas mesmas condi¢cdes de corrida. A
guantificacdo de brilho foi realizada pelo software ImageJ NIH.

4.7. Estudos de Liberagéao

Os ensaios de liberacdo do 5-FU a partir dos CLNs foram performados de
modo a compreender o mecanismo envolvido na liberacdo deste ativo bem como
associar esta liberagdo a modelos de cinéticas.

A liberacdo de farmacos é uma propriedade importante de um sistema

terapéutico, constituindo um pré-requisito a absor¢cdo do agente terapéutico.
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Atualmente existem cinéticas que auxiliam na interpretacdo do modo pelo qual o
agente ativo € liberado, os modelos mais estudados sé&o de primeira ordem e ordem
zero, porém com 0 avango dos sistemas de liberacdo, e a influéncia de outros
parametros na liberacdo dos ativos, outros modelos ganharam espacgo neste campo
de estudo (MATHEMATICAL MODELS OF DRUG RELEASE, 2015).

A liberacdo do 5-FU a partir de cada volume de preparo do CLN foram
avaliadas utilizando célula de difusdo de Franz e os resultados estdo expostos na
Figura 23. Todos os volumes de preparo do CLN, contendo 500 pg/mL de 5-FU,
apresentaram-se entre 60 e 70%, da dose aplicada, liberada em até 8 horas de
experimento. Desta forma, € importante avaliar o qudo a nanoestrutura consegue
modular a liberacdo do ativo, ou se este é liberado de forma passiva sem
interferéncia do sistema.

As cinéticas avaliadas (Tabela 13) foram de (i) ordem zero, modelo este que
indica que o ativo libera-se em condicéo de passividade, fluxo constante, onde nao
dependente da matriz que se encontra; (ii) primeira ordem, modelo este que indica
que o ativo é liberado somente de acordo sua concentracdo, sendo a matriz inerte
a liberacéo; (iii) Higuchi, tal modelo indica uma liberacédo sustentada/controlada do
ativo, onde a matriz influencia no processo de liberacdo, e a liberacdo se da via
difusdo; e por fim (iv) Hixson—Crowell, um modelo que indica se o farmaco é
liberado via difusdo ou dissolucéo; Esse modelo de cinética esta relacionada com
o fato de que o processo de liberagéo esta relacionado com a dissolu¢céo do ativo
pela matriz ndo por difusédo, onde o sistema se desfaz ao liberar o ativo (CRUZ et
al., 2006; MATHEMATICAL MODELS OF DRUG RELEASE, 2015; SIEPMANN;
PEPPAS, 2011).

As cinéticas de liberacédo apontaram que os CLNs se adequam a cinética do
modelo Higuchi. A cinética de Higuchi admite que a concentracdo do ativo liberada
€ proporcional a raiz quadrada do tempo, tendo como base a Equacdo (8)
simplificada abaixo, onde Q representa a quantidade de ativo liberada, Ku é a
constante do modelo Higuchi e t representa a unidade de tempo.

Q= KH\/E (8)
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Figura 23. Estudo de liberacédo do 5-FU a partir do CLN em todos os volumes de
preparo, durante 8 horas em Célula de difusédo de Franz (n=5).

Uma das primeiras suposi¢des que o modelo Higuchi permite é assumir que
a concentracao inicial da molécula encapsulada no sistema é muito maior do que a
que justificaria um comportamento estacionario, ou seja, a molécula encapsulada
tém tendéncia a sair do sistema via difusdo passiva, porém, controlada pela matriz
(MATHEMATICAL MODELS OF DRUG RELEASE, 2015; SIEPMANN; PEPPAS,
2011).

Desta forma, pode-se inferir que o CLN tem a capacidade de modular a
liberar do 5-FU, porém sem impedir que o0 mesmo seja liberado, sugerindo uma
liberacdo sustentada durante o tempo, sendo esta unidade de tempo, menor do que

para moléculas hidrofébicas, devido a afinidade do 5-FU pelo meio aquoso.
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Tabela 13. Dados das cinéticas de liberacdo para todos os volumes de preparo do CLN contendo 0,5% (m/m) de 5-FU. Os
CLNs foram avaliados quanto as cinéticas de ordem zero, primeira ordem, Higuchi e Hixson—Crowell (n=5).

Modelos de Cinéticas Ordem zero Primeira ordem Higuchi Hixson—-Crowell
Formulacédo Equacao R2 Equacao R? Equacao R2 Equacao R?
CLN 20 mL y = 56,829x - 92,886 0,9957 y = 0,3269x + 0,8273 0,9935 y =271,48x - 410,99 0,9985 y =-0,4372x + 8,8312 0,9818
CLN 50 mL y = 34,76x + 8,2364 0,9861 y =0,1133x + 1,6555 0,9668 y = 188,39x - 227,19 0,9969 y =-0,265x + 8,011 0,9850
CLN 100 mL y = 44,463x - 42,651 0,9783 y =0,1526x + 1,3874 0,9706 y = 256,92x - 403,06 0,9908 y =-0,2168x + 8,0211 0,9511
CLN 150 mL y = 41,878x - 30,097 0,9909 y =0,127x + 1,5421 0,9507 y = 208,42x - 286,27 0,9995 y =-0,2308x + 8,0041 0,9732
CLN 200 mL y = 45,385x - 33,307 0,9899 y =0,1223x + 1,6024 0,9624 y =212,77x - 279,36 0,9890 y =-0,2503x + 8,0022 0,9621
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4.8. Estudos cutaneos

Os estudos de permeacéo e retengao cutanea fazem parte de um grupo
de experimentos adotados na avaliagcdo de produtos que objetivam a aplicacéo
cutanea, seja para agao topica ou transdérmica. Foi realizado o experimento em
plataforma in vitro, utilizando Célula de difusédo de Franz e em plataforma ex vivo,
utilizando o modelo explante hOSEC.

Inicialmente o estudo de viabilidade tecidual (TCC) (Figura 24) foi
realizado para avaliar se o tecido cutaneo teria sua viabilidade afetada pelos
tratamentos aplicados durante o tempo. Nenhuma diferenca estatistica foi
encontrada e desta forma infere-se que nenhum dos tratamentos, na

concentracéo estudada, afeta o tecido em sua viabilidade.
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Figura 24. Ensaio de viabilidade tecidual (TTC) para avaliacdo da influéncia da
solugéo de 5-FU, CLN e CLN 5-FU em (A) 24 horas, (B) 5 dias, (C) 10 dias e (D)
15 dias. Nao houve diferencas estatisticas entre os grupos nos determinados
tempos experimentais. Two-Way ANOVA, 95% de confiancga.

A permeacdo indica a concentracdo do farmaco que extrapolou as
camadas da pele até o conteudo permeado, e este conteudo permeado
representaria a circulacao sistémica, visto que no presente estudo utilizou-se a

pele humana contemplando todas as suas camadas. Em contrapartida a
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retencdo indica o farmaco retido, proveniente do nanossistema, em cada
camada da pele.

Em plataforma in vitro, cerca de 150 pg/cm? do 5-FU ultrapassou a pele
humana em toda extensdo até o conteddo permeado (Figura 25-A),
representando pouco mais que 30% do total da dose aplicada topicamente
(Figura 25-B). O estudo de retenc¢do por sua vez indicou cerca de 120 pg/cm?
retidos na pele (Figura 25-C) sendo esta concentracdo equivalente a mais de
20% do total da dose aplicada (Figura 25-D) topicamente. As camadas da pele,
em 24 horas, apresentaram 5-FU em uma maior proporgao na epiderme, seguida
da derme e por ultimo o estrato corneo. Através do tempo ha uma nitida reducéo
do conteudo de 5-FU no estrato corneo que é inversamente proporcional ao
conteudo da epiderme e derme, indicando a cinética de absor¢éo do farmaco de
forma passiva.

Os resultados sdo compativeis com estudos de permeacdo cutanea
realizados em trabalhos que também objetivaram acao topica. Além disso,
apresentam-se promissores por ndo apresentarem concentracdes elevadas de
5-FU no permeado, 0 que sugere uma possivel reducédo de efeitos adversos
sistémicos (KISHI; PRICE, 2018; PETRILLI et al., 2018; PRACA et al., 2018;
VIEGAS et al., 2020).

Porém, a limitacdo da experimentacdo in vitro, que devido a nao
preservacao do tecido, ndo se pode exceder 24 horas de experimentos (LEITE
et al.,, 2021; OECD GUIDELINE FOR THETESTING OF CHEMICALS: SKIN
ABSORPTION IN VITRO METHOD, 2004), a avaliagdo ex vivo se faz
complementar, de modo a se observar o comportamento do nanosistema no
tecido por tempo prolongado. No entanto, o modelo ex vivo também apresenta
limitacdo no que diz respeito a dosagem, por se tratar de um modelo estatico
baseado em um punch de 1 cm?. Para que o conteudo figue apenas no estrato
corneo, mimetizando aplicacdo topica, apenas uma pequena dose pode ser

aplicada. Desta forma o experimento ex vivo ndo atua em dose infinita.

109



200+ 40+

2
i
8
o

100+

Concentragéo de 5FU (pg/cm?)
% Dose aplicada
n
o
L

o
o
1

5 6 7 8 12 15 18 24

05 1 2 5 6 7 8 12 15 18 24 05 1

1 A P 11

Tempo (Horas) Tempo (Horas)

C D

& _ 30-
E 150
[o2]
= —_ © e
S = R

- e © 20+
L 100 _ = 0 _
(] ©
T — [} p— S
o ]
o] [} u
S 50 a 10
E R
c = ]
m .
2
o} 0 T T T T 0 T T T T
o 3 6 12 24 3 6 12 24

Tempo (Horas) Tempo (Horas)
1 Derme [ Epiderme [ Estrato corneo 1 Derme [ Epiderme [ Estrato corneo

Figura 25. Estudos cutaneos in vitro realizados em célula de difusdo de Franz
utilizando pele humana da regido abdominal. (A) Quantidade de 5-FU,
proveniente do CLN, que permeou em 24 horas de estudo e sua relacdo em (B)
porcentagem da dose aplicada, bem como (C) a retencao do 5-FU, proveniente
do CLN, nas camadas da pele e sua respectiva (D) porcentagem em relacéo a
dose aplicada. Analises estatisticas por Two-Way ANOVA, 95% de confianca,
sendo 3 horas < 6 horas = 12 horas < 24 horas.

No modelo ex vivo pode-se observar que o conteudo retido, ao longo dos
15 dias, é significativamente maior na epiderme do que no estrato cérneo, e
maior que na derme até o 12° dia. Sendo o contetdo da epiderme igual a derme
nos 13°, 14° e 15° dias experimentais (Figura 26-A). Em relacdo a dose aplicada,
a partir do 5° dia observa-se retengcbes acima de 70%, decaindo apenas nos
ultimos 3 dias experimentais (Figura 26-B), sendo este resultado explicado pelo
conteudo encontrado no meio de cultura (Figura 26-C), que demonstra uma
passagem gradativa através da pele, porém baixa (<25%) (Figura 26-D), ao

longo de todo o tempo experimental.
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Figura 26. Estudos cutaneos ex vivo realizados utilizando o modelo explante
hOSEC onde a retencdo do 5-FU proveniente do CLN foi avaliada em pele
humana por 15 dias. (A) Retencao do 5-FU nas camadas da pele e sua relacao
em (B) porcentagem da dose aplicada, bem como a (C) quantidade de 5-FU que
permeou passivamente o tecido até o meio de cultura e sua relacdo em (D)
porcentagem da dose aplicada topicamente. Analises estatisticas realizadas por
Two-Way ANOVA, 95% de confianca.

Ambas as plataformas, in vitro e ex vivo, sdo capazes de predizerem a
capacidade do CLN de penetrar o estrato corneo da pele humana facilmente,
permear através das camadas conseguindo liberar o 5-FU, e este permanecer
com padréo de retencdo majoritariamente na epiderme seguida da derme, onde
apenas pequenas proporc¢des ultrapassam o tecido.

Entretanto devido a diferencas experimentais o0s parametros de
permeacédo (Tabela 14) de ambas as plataformas experimentais sao diferentes
entre si, sendo o fluxo na plataforma ex vivo maior, fato explicado por se tratar
de pequena dosagem em relacdo a plataforma in vitro. O lag time por sua vez,
esta de acordo a dose aplicada, na plataforma in vitro, por se tratar de dose
infinita, o lag time se estabelece mais cedo, na plataforma ex vivo ele é maior,
por se tratar de doses menores. O coeficiente de permeacao (Kp) segue este

mesmo raciocinio, sendo maior na plataforma de maior dose disponivel.
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No que diz respeito aos parametros dermatocinéticos, embora haja
diferencas experimentais entre as plataformas, o padrdo de retencdo cutaneo
apresentado é similar, sendo maior a concentracdo de 5-FU na epiderme
seguida da derme e por fim no estrato corneo. As diferencas entre as plataformas
se dado apenas no tempo maximo (Tmax) para se alcancar as concentracfes
maximas (Cmax), novamente devido a concentracdo aplicada topicamente em
cada plataforma bem como tempo experimental.

Através das andlises histolégicas do tecido durante a exposicdo a
nanoestrutura (Figura 27) € possivel notar que em comparagdo ao grupo
controle, o CLN ndo causa desestruturacdo nem desorganizacao tecidual. Em
contraste pode-se observar o 5-FU em solucéo, que desde 24 horas de aplicacéo
causa extrema desorganizacao tecidual, aumento da espessura da epiderme,
descamacdao de células viaveis e aspecto vacuolado nas células da epiderme e
derme.

Diferentemente de todos os grupos, o CLN controle por sua vez impede a
descamacdao do estrato cérneo, mantendo o tecido cutaneo mais estruturado ao
longo do tempo. Esta observacdo se deve a formacéo do filme lipidico que o
nanosistema proporciona ao ser aplicado topicamente, achado este ja reportado
na literatura (ROSA, 2019).
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Figura 27. Imagens histolégicas representativas do estudo ex vivo utilizando
modelo explante hOSEC para observar o comportamento do CLN multifuncional
desenvolvido no tecido cutaneo. A aplicacao topica foi realizada durante 15 dias
consecultivos, e o 5-FU em solucdo bem como CLN controle foram utilizados
como controle experimental. O grupo controle recebeu topicamente apenas
tampéo fosfato pH 7,4. As imagens foram obtidas em aumento 40x e barra nas
imagens indica 50 pm.
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Tabela 14. Parametros de permeacdo e retencdo farmacocinéticos do 5-FU proveniente do CLN, aplicado em pele humana
topicamente em condi¢cOes de experimento in vitro e ex vivo. Dados apresentados como media *+ desvio padrao. O experimento in vitro
teve duracdo de 24 horas e o0 experimento ex vivo teve duracdo de 15 dias (360 horas).

Parametros de Permeacéao Parametros dermatocinéticos

Camadas da pele

. Quantidade Volume . !
Condicao ) Fluxo Lag Estrato cérneo Epiderme Derme
de 5-FU aplicado ) Kp (cm/h)
( ) ( L) (pglcmzlh) tlme (h) AUC Cmax Tmax AUC Cmax Tmax AUC Cmax Tmax
Hg H
(Mg/lcm?)  (uglcm?) (h) (Mg/cm?)  (ug/cm?) (h) (ng/cm?)  (ug/cm?) (h)
. 1000 (dose 0,13 + 9,43 x104+ 51,03 + 24,17+ 142,40+ 61,31+ 83,79 + 45,03 +
In vitro 500 ) 0,15+0,01 3 24 24
Unica) 0,01 9,1 x104 1,09 1,87 1,53 0,50 2,27 3,25
] . ] 19 + 17,27 + 3,89 + 259,40+ 26,98 + 106,60+ 18,99 +
Ex vivo 75 (5 / dia) 10/ dia 17,31+ 3,70 1,15+0,15 168 168 336
29 0,49 0,44 7,94 3,37 4,34 2,45

Kp: Coeficiente de permecao; AUC: Area sobre a curva; Cmax. concentracao maxima; Tmax. T@Mpo maximo.
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49. Estudos celulares

4.9.1. Determinacéo da cinética de crescimento celular e tempo de duplicacéo

(Doubling time)

O tempo de duplicacdo das linhagens foi determinado e através da Figura
28 pode-se notar os diferentes comportamentos de crescimento e proliferacéo
celular entre as linhagens, bem como a permanéncia em cada fase de
crescimento. A linhagem de queratindcitos normais (HaCaT) tem sua fase Lag
prolongada e uma fase Log ndo acentuada, diferentemente das linhagens
tumorais que possuem uma rapida fase Lag e uma fase Log inclinada. Somente
na linhagem tumoral 1205Lu néo foi possivel observar a fase de morte celular,
nas demais a fase de morte celular ocorreu a partir de 120 horas para A375 e
144 horas para A431 e Sk-mel-103.

1500 .
13501 L |
1200+
:\EJ 1050+ N‘ublmg time: 22.57 h
e 900+
o 7501
T 600 4
> 450- Doubling time: 24.14 h
300+
150+
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0 24 48 72 96 120 144 168
Tempo (Horas)
- HaCaT

A375 - Skmel-103 ~ 1205 Lu

Figura 28. Cinética de crescimento e duplicacao celular das linhagens celulares
tumorais de cancer de pele e linhagem de queratinécitos normais, durante 7 dias
de cultivo.

O estudo de Doubling time nos permite identificar e compreender o
crescimento da linhagem celular de modo a trabalhar nos experimentos in vitro

em sua fase Log de crescimento.
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4.9.2. Estudos de Viabilidade Celular em cultivo bidimensional (2D)

A avaliacdo da influéncia dos tratamentos na viabilidade celular € uma
importante plataforma de triagem e séo considerados testes pré-clinicos. Estes
estudos devem prever a eficacia que antecedem estudos in vitro elaborados, tais
como estudos de knockdown, eficacia in vitro, bem como estudos in vivo e
ensaios clinicos.

Ensaios de viabilidade celular que avaliam simultaneamente a massa
celular e atividade metabodlica na mesma amostra, podem ser consideradas
ferramentas importantes para prever uma futura toxicidade humana e para
detectar doses limites de determinadas moléculas ou produtos. O método
utilizado foi o teste de reducado da resazurina, que foi desenvolvido nos anos 50
para avaliar a contaminacao por bactérias ou leveduras em fluidos biolégicos e
leite. Neste ensaio, as células viaveis sdo capazes de reduzir a resazurina, um
composto azul ndo fluorescente, a resofurina, um composto rosa fluorescente.
Desta forma a quantificacdo da fluorescéncia esta relacionada com a viabilidade
celular. As principais desvantagens deste método sao possiveis interferéncias
fluorescentes de compostos testados e toxicidade intrinseca da resazurina para
determinados tipos de células (TRAVNICKOVA et al., 2019).

Inicialmente realizou-se a avaliacdo da influéncia dos tratamentos na
viabilidade da linhagem HaCaT. Nesta linhagem foi possivel observar (Figura 29)
gue o CLN controle, bem como contendo siRNAs individualmente, em duplas ou
em pool, apresentaram discreta alteracdo da viabilidade celular, porém néo
foram estatisticamente diferentes entre si.

A solucdo de 5-FU por sua vez, apenas acima de 500 uM apresentou
influéncia na viabilidade celular, no entanto, quando este farmaco foi
encapsulado no CLN, acima de 5 pM, ja se observa alteracdo da viabilidade.
Entretanto, as combina¢des do CLN 5-FU com os siRNAs individuais, em duplas
ou pool, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas na
viabilidade em relacdo ao CLN 5-FU.

Apos a linhagem néo tumoral, as linhagens tumorais foram estudadas
contemplando os mesmos tratamentos e pode-se observar que as linhagens
tumorais mais sensiveis ao CLN contendo o pool de siRNAs e CLN 5-FU

contendo o pool de siRNAs foram as linhagens A431 e 1205Lu. Porém, para
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essas duas linhagens, somente a associacdo do CLN 5-FU com o siRNA Bcl-2

ja acarretava em significativas reducdes das viabilidades celulares.
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Figura 29. Estudo de viabilidade celular em cultura bidimensional (2D) da
linhagem HaCaT, em 24 horas de exposi¢céo aos tratamentos (A) CLN controle
e contendo siRNAs individuais, (B) CLN contendo combinac¢des dos siRNAs em
duplas bem como o pool, contendo os 3 siRNAs especificos, (C) 5-FU em
solucéo aquosa, CLN 5-FU sem siRNA bem como contendo siRNAs individuais,
(D) CLN 5-FU contendo combinacdes dos siRNAs em duplas bem como o pool,
contendo os 3 siRNAs especificos. (n=8).

Essa combinacao do 5-FU com o siRNA Bcl-2 é claramente a combinacgéo
que mais afetou a viabilidade da linhagem A431 (Figura 30) podendo-se atribuir
a alteracdo da viabilidade quando se utilizou CLN 5-FU + pool siRNAs, a esta
combinacgao, e ndo aos demais siRNAs, Gli-1 e EGFR.

Para a linhagem A375 (Figura 31) a combinacdo de 5-FU encapsulado
com as duplas de siRNAs Bcl-2 + Gli-1 ou Bcl-2 + EGFR, foram as combinagdes
de maiores redugdes da viabilidade celular, ndo sendo necessaria a utilizagdo
do pool, pois 0 uso de somente uma das duplas mensionadas acima ja

impactaram igualmente ao pool. No entanto, para essa linhagem destaca-se
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novamente a combina¢do do 5-FU com o siRNA Bcl-2 como uma combinagéo

de importante acdo sinérgica.
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Figura 30. Estudo de viabilidade celular em cultura bidimensional (2D) da
linhagem A431, em 24 horas de exposi¢cao aos tratamentos (A) CLN controle e
contendo siRNAs individuais, (B) CLN contendo combina¢gfes dos siRNAs em
duplas bem como o pool, contendo os 3 siRNAs especificos, (C) 5-FU em
solugdo aquosa, CLN 5-FU sem siRNA bem como contendo siRNAs individuais,
(D) CLN 5-FU contendo combinacdes dos siRNAs em duplas bem como o pool,
contendo os 3 siRNAs especificos. (n=8).

A linhagem Sk-mel-103 (Figura 32) teve sua viabilidade principalmente
afetada por muitas combinacdes, porém destaca-se a combinacao do CLN 5-FU
combinado com a dupla de siRNAs Gli-1 e EGFR, CLN 5-FU com o siRNA EGFR
e siRNA Gli-1 sozinhos.

Por fim, a linhagem 1205Lu (Figura 33) destaca-se sua alta sensibilidade
ao siRNAs especificos em geral, porém a combinacdo dos siRNAs com o 5-FU
encapsulado apresentam potencial na reducdo da viabilidade. Destacam-se as
combinagdes CLN 5-FU + siRNAs Bcl-2 e Gli-1 e CLN 5-FU + pool siRNAs como
aquelas que demonstraram maior potencial na reducédo da viabilidade desta

linhagem.

118



-~ CLN siRNAs Bcl-2 + Gli-1
-# CLN siRNAs Bcl-2 + EGFR
—4~ CLN siRNAs Gli-1 + EGFR
=¥ CLN pool siRNAs

= CLN controle
-# CLN siRNA Controle negativo
-+~ CLN siRNA Bcl-2

CLN siRNA Gli-1

CLN siRNA EGFR

% de Viabilidade

Tratamentos (siRNA / N° nanoparticulas)

5FU (solugao) CLN 5-FU + sIRNAs Bol-2 + Gli-1

CLN 5-FU + siRNAs Bol-2 + EGFR
- CLN5-FU + siRNAs GIi-1 + EGFR
—* CLN 5-FU + pool siRNAs

= CLN 5-FU + siRNA Bel-2
=#- CLN 5-FU + siRNA Gli-1
CLN 5-FU + siRNA EGFR

Tratamentos (5-FU / siRNA / N° nanoparticulas) Tratamentos (5-FU / sIRNA /N nanoparticulas)

Figura 31. Estudo de viabilidade celular em cultura bidimensional (2D) da
linhagem A375, em 24 horas de exposi¢ao aos tratamentos (A) CLN controle e
contendo siRNAs individuais, (B) CLN contendo combina¢cfes dos siRNAs em
duplas bem como o pool, contendo os 3 siRNAs especificos, (C) 5-FU em
solucéo aquosa, CLN 5-FU sem siRNA bem como contendo siRNAs individuais,
(D) CLN 5-FU contendo combinacdes dos siRNAs em duplas bem como o pool,
contendo os 3 siRNAs especificos. (n=8).

A Tabela 15 sumariza os ICso calculados com base nos estudos de
viabilidade bidimensionais, e os dados estdo expressos em concentracao, seja
do 5-FU e siRNAs, quando aplicaveis e também numeros de nanoparticulas,
obtidos do céalculo do volume utilizado a partir dos dados de NTA.

A alta sensibilidade das linhagens celulares de melanoma ao siRNA Bcl-
2 eram esperadas, devido a alta superexpressao dessa familia de proteinas
nessas linhagens. A familia Bcl-2 como um todo representam importantes alvos
no que diz respeito ao controle, inducdo e supressdo dos eventos apoptoticos
em tumores. Porém, ja é conhecido que no cancer de pele melanoma, a proteina
Bcl-2 é protagonista da inibicdo da apoptose, e estad relacionada com a
sustentacao do tumor, crescimentos, e até mesmo com capacidade metastatica
(BASU, 2021; EBERLE; HOSSINI, 2008; KRISHNA et al., 2021; TRISCIUOGLIO;

DEL BUFALO, 2021).
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Figura 32. Estudo de viabilidade celular em cultura bidimensional (2D) da
linhagem Sk-mel-103, em 24 horas de exposicdo aos tratamentos (A) CLN
controle e contendo siRNAs individuais, (B) CLN contendo combinac¢des dos
siRNAs em duplas bem como o pool, contendo os 3 siRNAs especificos, (C) 5-
FU em solucdo aquosa, CLN 5-FU sem siRNA bem como contendo siRNAs
individuais, (D) CLN 5-FU contendo combinacfes dos siRNAs em duplas bem
como o pool, contendo os 3 siRNAs especificos. (n=8).

Desta forma inumeros trabalhos visam a inibicdo da traducdo dos
membros antiapoptoéticos dessa familia de proteinas, e o uso de nanoparticulas
em geral, carreando siRNA especificos, tais como MCL-1, Bcl-2, Bcl-xI (DUAN
et al., 2018; LEE et al., 2019; PAN et al., 2018; QIAO et al., 2021; RESNIER et
al., 2017; WU et al., 2019; YU et al., 2018). Estes membros que impedem os
eventos apoptoticos, quando inibidos ou reduzidos a niveis basais, estéo
relacionados a estratégias de mover o melanoma ao caminho apoptatico.

A sensibilizagdo por siRNA especifico para Gli-1 e EGFR, eram
inicialmente esperadas para a linhagem de cancer de pele ndo melanoma, A431,
pois ja foi elucidada a interacdo entre essas moléculas e o desenvolvimento e
sobrevivéncia deste tipo de cancer (ALVES-FERNANDES et al., 2016; CASAS
et al., 2017; ONO; KUWANO, 2006), porém os resultados aqui obtidos estéo de

acordo com dados encontrados na literatura, que relacionam EGFR e moléculas
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do glioma (Gli-1 e Gli-2) com a sobrevivéncia secundaria de melanomas, estando
principalmente relacionadas a mecanismos de escapes da acdo de farmacos,
bem como aumento de eventos metastaticos (GROSS et al., 2014; MANZANO
et al., 2016).
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Figura 33. Estudo de viabilidade celular em cultura bidimensional (2D) da
linhagem 1205Lu, em 24 horas de exposi¢cao aos tratamentos (A) CLN controle
e contendo siRNAs individuais, (B) CLN contendo combinagdes dos siRNAs em
duplas bem como o pool, contendo os 3 siRNAs especificos, (C) 5-FU em
solugdo aquosa, CLN 5-FU sem siRNA bem como contendo siRNAs individuais,
(D) CLN 5-FU contendo combinacdes dos siRNAs em duplas bem como o pool,
contendo os 3 siRNAs especificos. (n=8).

A relacdo da acéo do 5-FU com a inibic&o da tradugdo das moléculas Bcl-
2, Gli-1 e EGFR demonstraram efeitos sinérgicos importantes para algumas
linhagens, ficando clara a necessidade da associagcdo completa, ou seja, 5-FU +
pool siRNA. Para a linhagem 1205Lu, associagbes mais completas viram-se
necessarias, enquanto que em alguns casos, associacdfes menos agressivas ja
supririam o objetivo, como para as linhagens A431 e A375. Desta forma, 0 modo
com que as células tumorais foram afetadas pela inibicdo das traducdes das
moléculas Bcl-2, Gli-2 e EGFR se mostraram promissoras para seguirem sendo

avaliadas em plataformas in vitro mais complexas.
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Tabela 15. ICso obtidos nos estudos de viabilidade bidimensionais (2D), confianca 95%. si - SiRNA; scrambled — aleatério (Random).

Tratamentos / Linhagens A431 A375 Skmel-103 1205 Lu HaCaT
N° NPs 1,84 x10%° 1,85 x10%° 1,55 x10%° 1,18 x10%° 1,73 x10%°
CLN controle
Concentracéo N.A N.A N.A N.A N.A
CLN 5.FU N° NPs 1,24 x108 1,01 x108 1,47 x108 1,54 x108 1,93 x108
Concentracéo 19,13 uM 15,47 uM 22,55 uM 23,74 uM 29,68 uM
N° NPs N.A N.A N.A N.A N.A
5-FU solucgéo _
Concentracéo 83,92 uM 388,10 uM 785,9 uM 251,30 M 334,90 uM
_ N° NPs 1,14 x10%° 1,10 x10% 4,35 x10° 1,13 x10%° 2,55 x10%°
CLN siRNA BCL-2
Concentracéo 5,69 nM 5,48 nM 2,18 nM 5,64 nM 12,75 nM
N° NPs 6,91 x10° 1,72 x10%° 6,64 x10° 6,91 x10° 5,13 x10%°
CLN siRNA Gli-1
Concentracéo 3,45 nM 8,59 nM 3,32 nM 3,45 nM 25,66 nM
_ N° NPs 4,10 x10° 1,78 x10%° 5,54 x10° 9,15 x10° 4,27 x10%°
CLN siRNA EGFR
Concentracéo 2,05 nM 8,90 nM 2,77 nM 4,58 nM 21,37 nM
_ N° NPs 1,23 x10%° 1,90 x10%° 2,31 x10%° 8,12 x10° 2,54 x10%°
CLN siRNA scrambled
Concentracéo 6,16 nM 9,55 nM 11,55 nM 4,06 nM 12,69 nM
N° NPs 1,18 x10%° 8,57 x10° 3,79 x10° 7,99 x10° 3,41 x10%°
CLN siBCL-2 + siGli-1
Concentracéo 5,88 nM 4,29 nM 1,89 nM 3,99 nM 17,07 nM
_ _ N° NPs 7,87 x10° 1,01 x10%° 3,61 x10° 9,29 x10° 2,94 x10%°
CLN siBCL-2 + siEGFR
Concentracéo 3,94 nM 5,03 nM 1,81 nM 4,65 nM 14,71 nM
N° NPs 5,55 x10° 1,47 x10%° 5,29 x10° 8,72 x10° 4,71 x10%°
CLN siEGFR + siGli-1
Concentracéo 2,77 nM 7,35 nM 2,65 nM 4,36 nM 23,56 nM
_ _ N° NPs 1,99 x10° 2,93 x10° 2,17 x10° 5,63 x10° 3,62 x10%°
CLN pool siRNAs (Bcl-2 +Gli-2 + EGFR)
Concentracéo 0,99 nM 1,47 nM 1,09 nM 2,81 nM 18,13 nM
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Continuacao Tabela 15.

N° NPs 5,31 x10 7,6 x107 4,16 x10’ 2,95 x108 1,24 x108
CLN 5-FU + siBCL-2 8,17uymM/0,83 11,70 uM /1,05 6,4 uM / 0,64 45,33 uM /3,62 19,06 pM /1,72
Concentracéo
nM nM nM nM nM
N° NPs 2,31 x108 4,58 x108 1,23 x108 1,41 x108 2,11 x108
CLN 5-FU + siGli-1 . 3547uM /2,75 70,39 uM /4,66 1889uM/1,73 21,62uM/1,86 32,49 uM /2,57
Concentracgéo
nM nM nM nM nM
N° NPs 1,18 x108 2,29 x108 1,35 x108 1,07 x108 2,43 x108
CLN 5-FU + siEGFR 18,09uM /1,64 3519puM /2,87 20,85uM/2,04 16,44pyM/151 37,45uM /2,85
Concentracéo
nM nM nM nM nM
N° NPs 5,33 x10’ 7,9 x10° 5,12 x107 1,62 x108 1,31 x108
CLN 5-FU + siBCL-2 + siGli-1 . 8,21umM/0,83 12,09uM/1,09 7,88uM /0,77 2498uM /2,05 20,15uM /1,79
Concentragéo
nM nM nM nM nM
N° NPs 5,39 x10°’ 1,32 x108 9,26 x10’ 1,72 x108 1,37 x108
CLN 5-FU + siBCL-2 + siEGFR . 8,29umM /0,84 20,30uM /1,72 1426 M /1,41 26,40uM /2,23 20,86 uM / 1,77
Concentracéo
nM nM nM nM nM
N° NPs 1,83 x108 2,46 x108 1,12 x108 6,63 x10’ 1,49 x108
CLN 5-FU + siGli-1 + siEGFR 28,17uM /2,37 37, 77uM /3,07 17,28 uM /1,74 10,20uM /0,95 22,95uM /1,95
Concentracéo
nM nM nM nM nM
) _ N° NPs 4,70 x10° 9,80 x10° 3,37 x10° 1,28 x108 1,05 x108
CLN 5-FU + pool siRNAs (Bcl-2 +Gli-2 +
7,23uM /0,74 1508uM /1,33 5,195uM /0,50 19,73uM /1,60 16,29 uM /1,47
EGFR) Concentracéo
nM nM nM nM nM
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4.9.3. Desenvolvimento e padronizacéo dos esferoides tridimensionais
(3D)

Apo6s completa avaliacdo da formacdo dos esferoides 3D durante os
dias, bem como avaliacdo da esfericidade e circunferéncia de cada uma
das linhagens, foi possivel determinar a condicdo de trabalho de cada um,
objetivando diametros em torno de 300 um?, esfericidade e circunferéncia
0 mais proximas a 1 possiveis.

O acompanhamento ao longo dos 7 dias de formagéo possibilitou a
determinacéo adequada do crescimento, compressédo e arredondamento
de cada esferoide, e pode-se observar na Figura 34, que os esferoides de
cada linhagem apresentam diferentes caracteristicas de formacao e
desenvolvimento.

O esferoide da linhagem A431 (Figura 34-A) foi 0 mais compacto e
bem formado desde o inicio, o esferoide da linhagem A375 (Figura 34-B)
com aspecto frouxo nos primeiros 3 dias, tornando-se compacto apés o 4°
dia, o esferoide da linhagem Sk-mel-103 (Figura 34-C) de aspecto frouxo
na superficie e compacto no interior, tornando-se compacto a partir do 4°
dia, e por fim o esferoide obtido da linhagem 1205Lu (Figura 34-D),
considerado de dificil formacdo espontanea, tornando-se compacto
apenas a partir do 5° dia.

No que diz respeito aos parametros: diametro, circunferéncia e
arredondamento, para linhagem A431 (Figura 35) quaisquer densidades
celulares acima de 5000, se mostraram adequadas para 0 uso. Estes
esferoides 3D desde 24 horas se formam compactos, com
arredondamentos e circunferéncia proximos a 1. Observou-se nessa
linhagem celular um aspecto interessante de compactacdo durante o
tempo, deste modo, o esferoide ndo cresceu com o tempo, e apresentou
centro tumoral visivelmente compacto até o 7° dia. Para 20000 células em
24 horas, o esferoide 3D apresentou 266,33 *+ 18,81 um? de diametro,

circunferéncia de 0,90 + 0,01 e arredondamento de 0,95 + 0,02.
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Figura 34. Desenvolvimento e padronizacao de esferoides 3D das linhagens (A) A431, (B) A375, (C) Sk-mel-103 e (D) 1205Lu, durante
7 dias em diferentes densidades celulares.
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Figura 35. Caracterizacao dos esferoides 3D da linhagem A431 nos parametros
diametro, arredondamento e circunferéncia para as densidades celulares (A)
1000 células, (B) 2000 células, (C) 5000 células, (D) 10000 células, (E) 20000
células e (F) 40000 células.

Para a linhagem A375 (Figura 36), os esferoides 3D formados a partir de
5000 células foram os que apresentaram as melhores caracteristicas de uso em
72 horas apoés plagueamento, sendo estes de diametro 304,54 + 22,66 um?,

circunferéncia de 0,81 + 0,05 e arredondamento de 0,96 + 0,02.
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Figura 36. Caracterizacao dos esferoides 3D da linhagem A375 nos parametros
didmetro, arredondamento e circunferéncia para as densidades celulares (A)
1000 células, (B) 2000 células, (C) 3000 células, (D) 5000 células, (E) 10000
células e (F) 20000 células.

A linhagem Sk-mel-103 (Figura 37) por sua vez nos primeiros dias nao se
compactou e este processo foi acontecendo com o tempo e observado a partir
de 72 horas. As densidades celulares de 3000, 5000 e 10000 a partir de 72 horas
nao apresentam diferencas em seus diametros. A densidade 5000 células em 72

apresentou diametro 324,76 *+ 3,92 pm? circunferéncia de 0,85 + 0,01 e
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arredondamento de 0,84 £ 0,10. O arredondamento se aproxima de 0,9 em 168

horas, porém o diametro ja se encontrava em quase 370 pm?2.
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Figura 37. Caracterizacdo dos esferoides 3D da linhagem Sk-mel-103 nos
parametros diametro, arredondamento e circunferéncia para as densidades
celulares (A) 1000 células, (B) 2000 células, (C) 3000 células, (D) 5000 células,
(E) 10000 celulas e (F) 20000 células.

Por fim, a linhagem 1205Lu (Figura 37) apresenta uma formacao lenta do
esferoide, apresentando compactacdo apenas apos 120 horas. O didmetro se
inicia alto, pois as células ainda néo estao formando uma rede, e ele comega a

reduzir com o tempo.
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Figura 38. Caracterizacdo dos esferoides 3D da linhagem 1205Lu nos
parametros diametro, arredondamento e circunferéncia para as densidades
celulares (A) 1000 células, (B) 2000 células, (C) 3000 células, (D) 5000 células,
(E) 10000 celulas e (F) 20000 células.

Inversamente proporcional ao diametro a circunferéncia e o arredondamento
aumentam. Em 120 horas o esferoide formado a partir de 5000 células apresenta
280,51 + 57,82 um? de diametro, circunferéncia de 0,78 + 0,06 e arredondamento
de 0,82 + 0,17; em 144 horas apresenta 287,57 + 50,39 um? de diametro,

circunferéncia de 0,82 + 0,08 e arredondamento de 0,86 + 0,14; e em 168 horas
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apresenta 295,56 + 34,21 um? de diametro, circunferéncia de 0,85 + 0,04 e
arredondamento de 0,90 = 0,07.

Desta forma, a padronizacdo dos esferoides levou em consideracdo o
diametro em torno de 300 pum?, porém com o maior arredondamento e
circunferéncia possivel. Foram determinadas as condi¢des de 5000 células para
as linhagens A375, Sk-mel-103 e 1205Lu, com tempos de plagueamento de 72
horas para a A375 e Sk-mel-103 e 120 horas para 1205Lu; a linhagem de cancer
escamoso, A431, pode ser utilizada a partir de 24 horas de plagueamento e a
densidade poderéa ser variavel optando-se neste trabalho para a densidade de
20000 células.

Aldaghi et al. (2019) avaliou a efeitos de farmaco em esferoide 3D da
linhagem A375 com mutacéo do tipo BRAF. Os autores utilizaram a mesma
metodologia de preparo dos esferoides que o presente trabalho, o método de
flutuacéo forcada, e obtiveram esferoide de diametro médio em torno de 100 pm?
a partir de um plagueamento de 1000 células (ALDAGHI; JALAL, 2019).

Hernandez et al. (2019) desenvolveram um esferoide 3D da linhagem
A431 e os autores obtiveram as mesmas condi¢cdes de formagéo que o presente
trabalho. Os esferoides apresentaram alto arredondamento e esfericidade, além
de diametro em torno de 200 pum?. Os autores estudaram a biodistribuicdo de
anticorpos no modelo e obtiveram resultados promissores no quesito de
permeacao até o centro do esferoide (BELTRAN HERNANDEZ et al., 2019).
Para os esferoides das linhagens Sk-mel-103 e 1205Lu, os autores Massaro et
al. (2017) e Smalley at al. (2006) respectivamente, utilizaram 5000 células para
a formacéo 3D e puderam avaliar proliferacéo, invasividade bem como acao de
farmacos (MASSARO et al., 2017; SMALLEY et al., 2006).

4.9.4. Estudos de Viabilidade Celular em cultivo tridimensional (3D)

Assim como para o cultivo bidimensional, o estudo de viabilidade celular
foi realizado para o cultivo tridimensional, utilizando os esferoides padronizados
na sessao 4.9.3.

O cultivo de linhagens celulares em monocamadas tem sido amplamente
empregados nos Ultimos anos para a triagem de moléculas, que possam ser
utilizadas em tratamentos de doencas em geral, e também sao utilizadas na

avaliacao de sistemas nanoparticulados, onde € possivel realizar a selecéo de
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nanosistemas toxicos / nao téxicos, bem como observar padrdes de toxicidade
em relacdo a farmacos livres, e ainda observar uptake celular (BAULETH-
RAMOS et al., 2020; LUIZ et al., 2021; MO et al., 2020).

Porém, no que diz respeito a avaliagbes antitumorais, o uso de cultivos
em monocamadas, bidimensionais, embora ainda U(teis na geracdo de
informacdes de triagem, sdo modelos onde ha extensiva perda de informacéao,
em relacdo a tumores biologicos. Modelos organizados em 2D ndo conseguem
reproduzir a organizagéo do tumor sélido in vivo, perdendo aspectos importantes
da arquitetura que séo cruciais na avaliagdo de eficacia, toxicidade, bem como
internalizacdo. As organizacfes tridimensionais, por sua vez, mimetizam as
orientacdes celulares, a comunicacdo das células envolvidas na formacdo do
tumor, bem como sua arquitetura e rede de formac&o. A medida que se observa
um tumor in vivo, da superficie ao seu interior, € possivel notar que o gradiente
passivo de difusdo de Oz, COg, nutrientes, é modificado. Essa caracteristica
torna o interior tumoral um local que sofre constantemente hipdxia, além de
extremamente compacto e de dificil acesso. Desta forma, esferoides em
organizacgédo 3D, tornam as avaliac¢des in vitro mais proximas da avalia¢ao in vivo,
permitindo observacdes condizentes com cenarios reais (BAULETH-RAMOS et
al., 2020; LUIZ et al., 2021; MO et al., 2020; NUNES et al., 2019; TOFANI et al.,
2020).

Os esferoides desenvolvidos para as linhagens tumorais, A431, A375, Sk-
mel-103 e 1205Lu, obtiveram diferentes caracteristicas no que diz respeito a sua
formacdo e desenvolvimentos, sendo alguns mais frouxos, outros mais
compactos, alguns crescem durante 0 tempo, outros estacionam seu
crescimento e se compactam. Essas diferencas impactam na capacidade de um
ativo e ou nanosistemas penetrarem até o interior da estrutura, modificando
entdo, padrdes de viabilidade.

Para a linhagem A431 (Figura 38) os padrdes de toxicidade em 3D s&o os
mesmos observados em 2D, porém em menor intensidade. Observa-se a
tendencia do esferoide em reduzir sua viabilidade quando é exposto ao siRNA
Bcl-2 complexado ao CLN, ainda é possivel observar que o CLN 5-FU + siRNA
Bcl-2 reduz significativamente a viabilidade do esferoide. Assim como na
organizacédo 2D, os siRNAs Gli-1 e siRNA EGFR causam menores impactos que
0 SiRNA Bcl-2.
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Figura 39. Estudo de viabilidade celular em cultura tridimensional (3D) da
linhagem A431, em 24 horas de exposi¢ao aos tratamentos (A) CLN controle e
contendo siRNAs individuais, (B) CLN contendo combinacfes dos siRNAs em
duplas bem como o pool, contendo os 3 siRNAs especificos, (C) 5-FU em
solucéo aquosa, CLN 5-FU sem siRNA bem como contendo siRNAs individuais,
(D) CLN 5-FU contendo combinacdes dos siRNAs em duplas bem como o pool,
contendo os 3 siRNAs especificos. (n=16).

Para a linhagem de melanoma, A375 (Figura 40), por sua vez, sé foi
possivel a determinacéo do ICso para 0 CLN sem 5-FU, com o siRNA Bcl-2, os
demais siRNAs associados ao CLN sem o farmaco, ndo impactaram a
viabilidade acima de 50%. Os siRNAs Gli-1 e EGFR, associados ao CLN com ou
sem 5-FU, ndo demonstraram grandes impactos na viabilidade do esferoide.
Fica evidente, quando ha o uso do pool (combinagéo dos trés siRNAS), que o
maior responsavel pela reducao da viabilidade € o siRNA Bcl-2, porém ha uma
acao sinérgica se estabelecendo, pois, a curva de viabilidade tem uma tendéncia
a ser menor do que para as combinac¢6es duplas. E quando h4 o uso do CLN 5-
FU combinado a duplas de siRNAs, observa-se a acdo do siRNA Bcl-2
majoritaria em relagcdo aos demais, pois a curva se assemelha ao CLN 5-FU +
SiRNA Bcl-2. Desta forma para o esferoide da linhagem A375, o uso da

combinagao 5-FU + siRNA Bcl-2 se mostrou a combinacao mais efetiva.
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Figura 40. Estudo de viabilidade celular em cultura tridimensional (3D) da
linhagem A375, em 24 horas de exposi¢cao aos tratamentos (A) CLN controle e
contendo siRNAs individuais, (B) CLN contendo combinacfes dos siRNAs em
duplas bem como o pool, contendo os 3 siRNAs especificos, (C) 5-FU em
solucéo aquosa, CLN 5-FU sem siRNA bem como contendo siRNAs individuais,
(D) CLN 5-FU contendo combinacdes dos siRNAs em duplas bem como o pool,
contendo os 3 siRNAs especificos. (n=16).

A linhagem Sk-mel-103 se mostrou uma linhagem de formacéo
espontanea de esferoides mais frouxos inicialmente, tornando-se altamente
compactos ao longo do tempo e apresentando centro necrético evidente. Atribui-
se a essas caracteristicas os resultados obtidos no estudo de viabilidade 3D
(Figura 41) onde praticamente todos os tratamentos dificilmente afetaram a
viabilidade do esferoide acima de 50%. Quando comparados a organizacéo 2D,
pode-se notar que houve extrema reducédo da toxicidade dos tratamentos em
geral, porém a capacidade de os trés siRNAs afetarem essa linhagem foi
observada, entretanto ressalta-se que para impactar a viabilidade deste

esferoide foi necessaria a utilizacdo do CLN 5-FU + pool siRNAs.
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Figura 41. Estudo de viabilidade celular em cultura tridimensional (3D) da
linhagem Sk-mel-103, em 24 horas de exposicdo aos tratamentos (A) CLN
controle e contendo siRNAs individuais, (B) CLN contendo combinacfes dos
siRNAs em duplas bem como o pool, contendo os 3 siRNAs especificos, (C) 5-
FU em solucdo aquosa, CLN 5-FU sem siRNA bem como contendo siRNAs
individuais, (D) CLN 5-FU contendo combinag6es dos siRNAs em duplas bem
como o pool, contendo os 3 siRNAs especificos. (n=16).

Por fim o esferoide da linhagem 1205Lu (Figura 42), que assim como da
linhagem Sk-mel-103, se mostrou altamente frouxo inicialmente, e com o tempo
se compacta de modo a reduzir seu diametro significativamente. A mesma
observacdo pode ser feita em relacdo a extrema reducdo da influéncia dos
tratamentos na viabilidade, quando comparado ao arranjo em 2D. Porém para
essa linhagem, fica ainda mais evidente a necessidade do uso da combinacao
do 5-FU com os trés siRNAs, associados no CLN, para obtencéo de resultados
significativos de reduc¢éo da viabilidade do esferoide, destacando-se o CLN 5-FU

+ siRNAs Bcl-2 e Gli-1, que também geram reducéo significativa da viabilidade.
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Figura 42. Estudo de viabilidade celular em cultura tridimensional (3D) da
linhagem 1205Lu, em 24 horas de exposi¢cao aos tratamentos (A) CLN controle
e contendo siRNAs individuais, (B) CLN contendo combinac¢des dos siRNAs em
duplas bem como o pool, contendo os 3 siRNAs especificos, (C) 5-FU em
solugdo aquosa, CLN 5-FU sem siRNA bem como contendo siRNAs individuais,
(D) CLN 5-FU contendo combinacdes dos siRNAs em duplas bem como o pool,
contendo os 3 siRNAs especificos. (n=16).

Através dos estudos de viabilidade nos esferoides 3D, pode-se, para
todas as 4 linhagens estudadas, generalizar que houve significativa reducao da
reducdo da viabilidade com os tratamentos em geral, demonstrando assim que
a organizacado em 3D consegue capturar a dificuldade que o tratamento tem em
sofrer uptake nessa organizacao estrutural. O que por consequéncia, auxilia no
entendimento do que ocorrera em um tumor in vivo. Em alguns casos ainda,
pode-se observar diferentes padrbes de resultados de ICso, em relagdo ao 2D,
indicando que a arquitetura 3D modifica a interagcdo das células com os
tratamentos (Tabela 16).

Porém, ainda se ressalta a importancia de mimetizar um tumor in vivo
cada vez mais proximo ao cenario real, o que se trataria da combinacéo de
linhagens celulares pertencentes ao ambiente de desenvolvimento deste tumor,

como por exemplo, o uso de fibroblastos.
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Tabela 16. ICso obtidos nos estudos de viabilidade bidimensionais (3D), confianca 95%. Si - SIRNA 4resultado aproximado, » confianca estatistica >90%

Tratamentos / Linhagens A431 A375 Skmel-103 1205 Lu
N° NPs 5,47 x10° A 5,53 x 101°A 7,79 x10'°A 7,17 x 10%°A
CLN controle
Concentracéo N.A N.A N.A N.A
N° NPs 2,89 x10° 7,26 x108 4,64 x10° 8,61 x108
CLN 5-FU
Concentracao 4442 uM 111,7 uM 71,38 uM 132,5 uM
N° NPs N.A N.A N.A N.A
5-FU solucéo
Concentracgéo 801,6 uM 1085 uM 1355 UM o 1530 uM o
_ N° NPs 2,03 x10%° 1,05 x10%° 3,94 x10%° 3,20 x10%°
CLN si BCL-2
Concentracéo 18,01 nM 5,25 nM 19,68 nM 16,02 nM
o N° NPs 4,10 x10%° 4,66 x10%° 5,92 x10%° 6,42 x10'%
CLN si Gli-1
Concentracéo 20,5 nM 23,29 nM 29,58 nM 32,12nM e
N° NPs 5,90 x10%° 6,81 x10%° 7,19 x10'% 7,07 x10'%
CLN si EGFR
Concentracéo 29,51 nM 34,05 nM 35,98 nM e 35,36 nM o
N° NPs 2,03 x10'° A 6,69 x10'°A 7,19 x10'% 6,25 x10'%
CLN siRNA scrambled
Concentracéo N.D e N.D e 3597 nM e 31,27 nM e
N° NPs 2,36 x10%° 1,20 x10%° 4,17 x10%° 3,17 x10%°
CLN siBCL-2 + siGli-1
Concentracéo 11,82 nM 6,00 nM 20,86 nM 15,85 nM
_ _ N° NPs 2,15 x10%° 1,23 x10%° 3,37 x10%° 3,26 x10%°
CLN siBCL-2 + siEGFR
Concentracéo 10,76 nM 6,16 nM 16,88 nM 16,30 nM
N° NPs 2,57 x10%° 4,37 x10%° 6,07 x10'% e 7,01 x10'%
CLN siEGFR + siGli-1
Concentracdo 12,83 nM N.D e 30,34 nM e 35,07 nM e
_ _ N° NPs 1,53 x10%° 9,96 x10° 3,45 x10%° 2,64 x10%°
CLN pool siRNAs (Bcl-2 +Gli-2 + EGFR)
Concentracéo 7,65 nM 4,98 nM 17,27 nM 13,22 nM
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Continuacao Tabela 16.

N° NPs 8,74 x10° 6,13 x108 2,92 x108 5,25 x108
CLN 5-FU + siBCL-2 134,4 uM / 8,67 9428 yM /7,02 4494puM /3,53 80,80 uM /5,81
Concentracao
nM nM nM nM
N° NPs 3,24 x10° 7,26 x108 1,95 x10° 4,87 x108
CLN 5-FU + siGli-1 . 498,3 uM / 111, 7uM /6,65 30,02uM /2,54 74,89 uM /5,40
Concentracgéao
21,25 nM nM nM nM
N° NPs 3,53 x10° 7,24 x108 4,85 x10° 4,84 x108
CLN 5-FU + siEGFR 543,2 uM / 111,3uM /7,67 74,64 uM /552 74,46 uM / 5,57
Concentracgéo
21,96 nM nM nM nM
N° NPs 6,58 x108 7,06 x108 2,02 x108 3,31 x108
CLN 5-FU + siBCL-2 + siGli-1 101,3 M /7,98 31,10 uM /2,57 52,13 uM /4,14
Concentragéo 108,6/ 7,73 nM
nM nM nM
N° NPs 7,11 x108 6,76 x108 3,76 x108 3,39 x108
CLN 5-FU + siBCL-2 + siEGFR . 109,3 uM / 8,32 57,88 uM /4,39 50,98 uM / 4,36
Concentragao 103,9/7,51 nM
nM nM nM
N° NPs 2,07 x10° 7,16 x108 2,64 x108 3,39 x108
CLN 5-FU + siGli-1 + siEGFR 318,1 uM/ 40,70 uM / 3,29 52,17 uM / 4,49
Concentragéo 110,2/ 7,74 nM
16,67 nM nM nM
N° NPs 5,74 x108 7,11 x108 2,10 x108 3,05 x108
CLN 5-FU + pool siRNAs (Bcl-2 +Gli-2 + EGFR) 88,25 UM / 6,77 32,24uM /2,69 46,98 uM / 3,96
Concentracéo M 109,4 / 8,36 nM M M
n n n
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De modo a observar as diferengas geradas a partir dos experimentos de
viabilidade em plataforma 2D e 3D, a Tabela 17 sumariza as influéncias dos
tratamentos para cada linhagem, evidenciando a linhagem que mais foi afetada
em cada modelo, para cada tratamento.

Tabela 17. Influéncias dos tratamentos em cada linhagem tumoral de acordo
com a plataforma estudada, cultivo bidimensional (2D) e tridimensional (3D).

Legenda: e muito sensivel, « sensivel, e razoavelmente sensivel, ® pouco
sensivel, ® ndo determinado.

Tratamentos/ Linhagens A431 A375 Sk-mel-103 1205Lu

Plataforma 2D 3D 2D 3D 2D 3D 2D 3D

CLN controle ° ° ° ) ) ° ° o

CLN 5-FU ° L] ° ° ° °

5-FU solucéo ® ° ° o ° °

CLN siBCL-2 ° ° ° ° ° °

CLN siGli-1 ° ° ° ) ° ° °

CLN siEGFR ® ° ° ° ° ° °

CLN siRNA scrambled [ ] ° ° [ ° ° )

CLN siBCL-2 + siGli-1 o ° ° ° ° °

CLN siBCL-2 + siEGFR ® [} ® [ [ ®

CLN siEGFR + siGli-1 ° ° ° ° ° ° ° °

CLN pool siRNAs (Bcl-2 +Gli-2 + EGFR) ° ° ) ° ° °
CLN 5-FU + siBCL-2 ° ° ° ° ° )

CLN 5-FU + siGli-1 ° ° [ ° ) )

CLN 5-FU + siEGFR ® ® ® [} [ [ [}

CLN 5-FU + siBCL-2 + siGli-1 ® ® ® ° [ )

CLN 5-FU + siBCL-2 + siEGFR [} ® ® ° [ )
CLN 5-FU + siGli-1 + siEGFR ® ® ® ® [ [}

CLN 5-FU + pool siRNAs (Bcl-2 +Gli-2 + EGFR) ® ® ® [ [ °

Sugere-se que as caracteristicas de compactacdo dos esferoides
formados modificaram a permeabilidade dos tratamentos na massa tumoral
formada, e entdo os esferoides mais compactos, da linhagem A431 e A375
conseguiram exibir menor sensibilidade aos tratamentos que as linhagens de

esferoides mais frouxos, Sk-mel-103 e 1205Lu. Os esferoides formados pelas
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linhagens Sk-mel-103 e 1205Lu apresentaram-se mais sensiveis, principalmente
para os tratamentos mais potentes, com combinacdes, do que as demais.

Uma observacdo interessante que pode ser feita € em relacdo aos
padrées de toxicidade, que dificilmente foram mantidos da plataforma 2D para
3D, evidenciando o quéo a organizagao celular, interagdes e arquitetura, podem
influenciar no resultado obtido.

Tofani et al. (2020) estudaram essas diferencas de viabilidades obtidas
em cultivos 2D e 3D para linhagens de cancer de ovario, OVCAR-3 e SKOV-3,
e os resultados obtidos pelos autores foram simulares ao presente trabalho, onde
as porcentagens de viabilidade eram significativamente menores na plataforma
2D (TOFANI et al., 2020).

Luiz et al. (2021) e Lakkadwala & Singh (2018) estudaram a
permeabilidade de lipossomas em esferoides 3D da linhagem de Glioblastoma
U87. Ambos conseguiram em seus trabalhos pontuar as mesmas observagoes
em relacdo a menores viabilidades em plataforma 2D. Os autores neste caso
estudaram nao so a relacédo da viabilidade em relacdo ao farmaco, docetaxel e
5-FU respectivamente, mas conseguiram mostrar o quao a funcionalizacéo pode
auxiliar no uptake de nanoparticulas em plataformas 3D (LAKKADWALA,
SINGH, 2018; LUIZ et al., 2021).

Lollo et al. (2018) desenvolveram nanocapsulas lipidicas contendo 5-FU
para o tratamento de cancer de colo retal, e avaliaram essa nanoestrutura em
modelos de esferoides 3D, onde observaram a acgédo pronunciada do 5-FU
quando encapsulado, condizentes com o presente trabalho, bem como uma
menor % de viabilidade em 2D do que nos esferoides 3D (LOLLO et al., 2019).

4.9.5. Uptake celular em Microscopia Confocal e Citometria de Fluxo

Assim como nos experimentos de viabilidade celular, os experimentos de
transfeccdo foram realizados inicialmente na linhagem n&o tumoral, de
gueratinécitos humanos (HaCaT) para fins de controle e de modo a observar o
uptake em diferentes linhagens e comportamentos de endocitose.

Para HaCaT (Figura 43) tanto o CLN como Lipofectamina 3000® sofreram
uptake, porém para o sistema proposto, o CLN, o uptake observado através do
canal Alexa 647, ocorre em tempo menores, sendo observado a partir da
primeira hora, porém para Lipofectamina 3000®, observa-se mais intensamente

apos a 42 hora.
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Figura 43. Imagem representativa de Microscopia de Confocal do ensaio de
uptake celular na linhagem HaCaT, nos tempos de 1 hora, 2 horas, 4 horas e 24
horas. 40 x, A = 405 nm e A = 638 lasers, adequadas para DAPI e Alexa 647,
respectivamente. A barra de escala indica 100 pm.
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Em seguida da linhagem n&o tumoral, a primeira linhagem tumoral
estudada foi a linhagem de cancer nao melanoma A431 (Figura 44). Para esta,
observou-se um padrédo de intensidade de brilho, no canal Alexa 647, menos
intenso, porém tanto para o CLN como para Lipofectamina 3000® o uptake

ocorreu a partir da primeira hora.

Lipofectamina 3000°
Controle 4h 24h

Figura 44. Imagem representativa de Microscopia de Confocal do ensaio de
uptake celular na linhagem A431, nos tempos de 1 hora, 2 horas, 4 horas e 24
horas. 40 x, A = 405 nm e A = 638 lasers, adequadas para DAPI e Alexa 647,
respectivamente. A barra de escala indica 100 pm.
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A linhagem A375 por sua vez (Figura 45) apresentou-se com intensidade
de brilho no canal Alexa 647 mais intenso que para A431, porém com a mesma
observacao, que o uptake ja ocorria para ambos, Lipofectamina 3000® e CLN, a

partir da primeira hora.
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Figura 45. Imagem representativa de Microscopia de Confocal do ensaio de
uptake celular na linhagem A375, nos tempos de 1 hora, 2 horas, 4 horas e 24
horas. 40 x, A = 405 nm e A = 638 lasers, adequadas para DAPI e Alexa 647,
respectivamente. A barra de escala indica 100 pm.
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Para a linhagem Sk-mel-103 (Figura 46) o resultado assemelha-se a
A375, com padréo de brilho elevado e a linhagem 1205Lu (Figura 47) o resultado
assemelha-se a A431, com padrdes mais baixos de brilho. Entretanto, para todas
as linhagens tumorais, o uptake ocorreu a partir a da primeira hora, mantendo-
se durante o tempo.
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Figura 46. Imagem representativa de Microscopia de Confocal do ensaio de
uptake celular na linhagem Sk-mel-103, nos tempos de 1 hora, 2 horas, 4 horas
e 24 horas. 40 x, A = 405 nm e A = 638 lasers, adequadas para DAPI e Alexa
647, respectivamente. A barra de escala indica 100 pm.

Sobreposigao
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Figura 47. Imagem representativa de Microscopia de Confocal do ensaio de
uptake celular na linhagem 1205Lu, nos tempos de 1 hora, 2 horas, 4 horas e 24
horas. 40 x, A = 405 nm e A = 638 lasers, adequadas para DAPI e Alexa 647,
respectivamente. A barra de escala indica 100 pm.

Através dos resultados de uptake em cultivo 2D pode-se sugerir que houve
uma distribuicdo igualitaria de nanoparticulas nas células, pois ha uma
observacdo de brilho, no canal Alexa 647, distribuido homogeneamente em
todos os campos de observacéo.

Este resultado é diferentemente observado em cultivo 3D (Figura 48),
onde observa-se, para todas as linhagens, uma distribuicAo majoritaria nas
bordas dos esferoides. Isso se d&, devido principalmente a baixa permeabilidade
nessas estruturas, onde ha uma rede organizada entre as células, de modo a
dificultar a penetracé@o de estruturas e/ou moléculas.

Dentre os esferoides, aquele que apresentou um padrao de brilho mais
distribuido pela estrutura foi a linhagem A431, seguido da linhagem 1205Lu, e
sugere-se que para a linhagem A431 isso ocorreu devido ao seu menor diametro
em relacdo as demais, e para a linhagem 1205Lu, sugere-se que iSSO ocorreu
devido ao padrdo de organizacdo do esferoide gerado por essa linhagem ser
mais frouxo que as demais.

Portanto, realizou-se para o esferoide da linhagem A431, um estudo de
imagem em 3D em microscopia de confocal, onde possibilitou-se compreender
a real distribuicdo do CLN marcado com Alexa 647. Na Figura 49 observa-se o
CLN através do brilho no canal Alexa 647 e a hipétese da sua distribuicdo apenas

nas bordas do esferoide é confirmada.
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Figura 48. Imagem representativa de Microscopia de Confocal do ensaio de
uptake celular em 24 horas dos esferoides 3D gerados a partir das linhagens
tumorais A431, A375, Sk-mel-103, 1205Lu. 20 x, A = 405 nm e A = 638
adequados para DAPI e Alexa 647, respectivamente. A barra de escala indica
300 pm.

Com o auxilio do estudo de imagem em 3D, pode-se observar que o CLN
se concentra nas bordas do esferoide, e em alguns pontos consegue permear,
porém em 24 horas, ndo é possivel uma distribuicdo homogénea nas células que

compdes o esferoide.

Controle

Figura 49. Estudo 3D de imagem em Microscopia de Confocal dos esferoides
3D obtidos da linhagem A431 sendo eles: controle, onde ndo houve aplicacao
do CLN e experimental, onde o CLN marcado com Alexa 647 foi aplicado e
analisado 24 horas apo6s aplicagdo. 20 x, A = 405 nm, A = 535 e A = 638
adequados para DAPI, Rodamina 123 e Alexa 647, respectivamente. A barra de
escala indica 300 pm.

Desta forma, o estudo de uptake por citometria de fluxo (Figura 50) traz
consigo informacgdes importantes nas quais consegue-se correlacionar com as

imagens de confocal.
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Figura 50. Estudo de uptake em citometria de fluxo em cultivos (A) 2D e (B) 3D.
A = 638 nm, para Alexa 647, a viabilidade celular foi acompanhada utilizando
lodeto de Propidio. Para cada experimento foram capturados 20000 eventos.
Andlises estatistica foram realizadas através de Two-way ANOVA, 95% de
confiancga, Tukey’s Test.

Pode-se observar que o uptake ocorre de modo coincidente com as
imagens de confocal onde o cultivo 2D exibe uma transfec¢do superior que o
cultivo 3D. Entre as linhagens, no cultivo 2D (Figura 50-A) o uptake das linhagens
A431 e A375 séo iguais a linhagem ndo tumoral HaCaT, porém nas linhagens
tumorais, o CLN apresenta uptake superior a Lipofectamina 3000®. As linhagens
Sk-mel-103 e 1205Lu apresentaram as maiores porcentagens de uptake e néo
houve diferenca entre CLN e Lipofectamina 3000®. No cultivo 3D por sua vez
(Figura 50-B), o CLN se internaliza em maiores porcentagens nas linhagens
A431 e 1205Lu, condizentes com as imagens de confocal.

Estes resultados eram esperados, visto que os modelos de esferoides 3D
apresentam uma arquitetura organizada o bastante para dificultar a permeacéao
de moléculas ou estruturas passivamente, assim como ocorre in vivo (MO et al.,
2020). Por este motivo a avaliacdo nestes modelos é considerada importante
como estudo pré-clinico. Juntamente com os estudos 2D, os estudos de
transfeccdo 3D sugerem que o CLN é capaz de internalizar-se eficientemente,

dentro das limitagbes inerentes a cada plataforma de avaliagéo.

4.9.6. Determinagéo da via endocitica de internalizagéo

A determinacgao da internalizacédo de nanoestruturas em geral em células
alvo é de extrema importancia na garantia da efetividade, da sua atividade

farmacoldgica proposta, porém ainda existem muitos mecanismos que envolvem
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este processo de entrada destas estruturas para serem estudados. Um destes
mecanismos diz respeito a via na qual essas nanoestruturas séo internalizadas.

Estudos que demonstrem como nanoparticulas sao internalizadas, bem
como seu caminho bioloégico, degradacdo e as respostas celulares
desencadeadas sdo imprescindiveis para melhores entendimentos da
nanotoxicologia. Desta forma, apds estudar a internalizagdo propriamente dita,
os estudos moleculares sobre interacdes nanoparticulas-células, endocitose,
trafego intracelular e resposta celular a estes materiais devem ser prioritarios
para uma predic¢éo toxicolégica sobre essas nanoestruturas.

A endocitose € um dos mecanismos de internalizagdo de moléculas mais
comumente estudado quando se trata da interacdo nanoparticulas-células. Este
mecanismo estad baseado no fluxo transmembrana, bidirecional de vesiculas
contendo conteudo extracelular. A endocitose pode ser dividida em fagocitose e
pinocitose, sendo essa Ultima podendo ser dividida em endocitose mediada por
clatrina, endocitose mediada por caveolina e macropinocitose (DONAHUE;
ACAR; WILHELM, 2019; DOS REIS et al., 2021; LIN et al., 2018).

Cada tipo de nanoestrutura pode ser internalizada por uma via, seja
mediada por clatrina, caveolina, ou até mesmo independente dessas vias. Jéa foi
postulado diversos fatores nos quais podem influenciar a “escolha” da via.
Diferencas na composicdo de nanoparticulas influenciam diretamente a
endocitose, bem como o formato, tamanho, caracteristicas da superficie, sejam
ligantes especificos ou até mesmo porosidade, carga superficial, elasticidade,
entre outros (FOROOZANDEH; AZIZ, 2018; RENNICK; JOHNSTON; PARTON,
2021).

A utilizacdo de inibidores para compreensdo das vias predominantes na
entrada de determinados nanocompostos vem sido amplamente utilizada nos
altimos anos, no entanto € importante frisar que nenhuma nanoestrutura teré sua
internalizacao 100% apenas por uma via, pois o0 processo de internalizacdo se
trata de um processo dinamico e baseado na disponibilidade do hanocompostos
bem como metabolizag&o celular. Desta forma, mesmo se tratando da mesma
nanoestrutura podem ocorrer diferencas na internalizacdo da mesma em
diferentes linhagens celulares e condigbes de cultivo (KAFSHGARI; HARDING;
VOELCKER, 2015; RENNICK; JOHNSTON; PARTON, 2021; VERCAUTEREN
et al., 2010).
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No presente trabalho, para inibicdo da via endocitica dependente de
caveolina utilizou-se os inibidores Genisteina, Nistatina e Metil beta ciclodextrina
(MBCD). A Genisteina sera responsavel pela disruptura da atividade tirosina
kinase, a Nistatina é capaz de interagir com moléculas de colesterol na
membrana, causando interrupcdo na entrada, e a MBCD causa deplecdo de
colesterol seguida por dissociacdo de importantes proteinas que mediam a
internalizacdo (KAFSHGARI; HARDING; VOELCKER, 2015; VERCAUTEREN et
al., 2010).

Na inibicao da via mediada por clatrina utilizou-se Clorpromazina e Cloreto
de amonio, sendo a Clorpromazina um dos inibidores mais eficientes desta via
pois atua blogueando a formacdo de invaginacbes da membrana,
impossibilitando totalmente a formacéo das vesiculas endociticas; e o Cloreto de
amonio por sua vez atua no desbalanco de cargas e modificacdes de pH (CHEN
et al., 2018; KAFSHGARI; HARDING; VOELCKER, 2015; WANG et al., 2018). E
por fim, de modo a inibir a macropinocitose utilizou-se o Cloridrato de Amilorida,
um farmaco capaz de causar trocas de prétons que desestabilizam a membrana
(HUA et al., 2019).

Para utilizacdo adequada de cada inibidor avaliou-se inicialmente
concentracbes nas quais nao apresentassem alteracdo da viabilidade celular
abaixo de 90% (Figura 51-A) e selecionou-se a concentracdo na qual seria
utilizada como inibidor. A molécula que mais apresentou-se toxica foi a
Genisteina, seguida da Nistatina e MBCD, as demais apresentaram baixa
toxicidade nas concentracdes utilizadas.

Desta forma, procedeu-se o ensaio de inibicdo (Figura 51-B) onde foi
possivel observar que o CLN sem nenhuma via inibida obteve por volta de 80%
de internalizacdo, e esta porcentagem nao se alterou frente aos inibidores:
Nistatina, MBCD e Cloridrato de Amilorida. O CLN apresentou queda na
internalizacao frente ao inibidor Genisteina, e queda ainda mais significativa com
os inibidores Cloreto de amdnio e Clorpromazina.

Portanto, sugere-se que o CLN desenvolvido apresenta internalizacao
majoritaria por endocitose mediada por clatrina, € uma menor porcentagem de
internalizacdo via endocitose mediada por caveolina. N&o apresentou

internalizacao por macropinocitose.
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Figura 51. Determinacdo da via endocitica de internalizacdo do CLN
desenvolvido, sendo inicialmente avaliada a (A) viabilidade da linhagem A431
frente aos diferentes inibidores de modo a selecionar a concentracéo ideal para
atuar na inibicdo da via, seguido da (B) determinacao da internalizagdo do CLN
apos inibicao das vias utilizando os respectivos inibidores. Andlises estatisticas
foram realizadas utilizando Two-Way ANOVA, 95 % de confianga, Tukey’s test.

Este resultado € condizente com a literatura no que diz respeito a vias de
internalizacao de sistemas lipidicos, principalmente sistemas catiénicos, como o
CLN proposto. A membrana plasmatica da célula possui uma carga negativa
pronunciada, portanto, nanocarreadores carregados positivamente em geral
mostram uma ligacdo melhorada a superficie celular. Essa ligacao favorece o
englobamento desta nanoestrutura, formando vesiculas revestidas por clatrina.
A pequena porcao internalizada por mediacdo de caveolina deve-se a CLN
menores de 100 nm que s&do formados no processo, e estes sao
majoritariamente englobados pelas invaginacbes mediadas por caveolina
(FOROOZANDEH; AZIZ, 2018; KAFSHGARI; HARDING; VOELCKER, 2015).

4.10. Atividade antitumoral in vitro

4.10.1. Estudos de migracao celular (Scratch assay)

A migracao celular é essencial para muitos processos biolégicos, ela pode
indicar eventos como reparagdo e regeneracao de tecidos; no entanto, o
regulamento aberrante deste processo esta intimamente relacionado a
progressdo de muitas doencas, incluindo invasdo e metastase de cancer
(ALMEIDA et al., 2019).

Uma das formas mais simples experimentalmente falando, de se
conhecer sobre a capacidade migratoria de linhagens celulares consiste no

ensaio “Scratch” que se baseia na realizagdo de um corte longitudinal, no centro
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de uma cultura de células em monocamada, e entdo observa-las em relagédo a
sua capacidade migratoria nesse corte (JONKMAN et al., 2014; PINTO et al.,
2019a).

Inicialmente padronizou-se o tempo que cada linhagem levaria para o
completo fechamento do corte (Scratch) (Figura 52). A linhagem A431 foi a que
mais levou tempo para fechar por completo, seguido das linhagens de
melanoma, sendo a A375 a mais demorada, e as linhagens Sk-mel-103 e
1205Lu, ja estavam completamente fechadas em 24 horas. Essa determinacao
€ importante para comparagcdo com 0s tratamentos, de modo a compreender a

influéncia dos mesmos na capacidade migratoria de cada linhagem.

Tempo zero (TO) 24 horas 48 horas 72 horas

¥

1205Lu

Figura 52. Padronizacdo do ensaio de migracao celular nas linhagens tumorais
A431, A375, Sk-mel-103 e 1205Lu. As linhagens foram submetidas ao Scratch
guando o0s pocos se apresentavam em 100% de confluéncia e foram
acompanhadas até completado fechamento do Scratch. A porcentagem de
migracao foi determinada de acordo com a reduc¢éo da area inicial no tempo zero
de cada poco, e as células que cresceram isoladas no interior do Scratch
também foram contabilizadas através da contagem de particulas em ImageJ
NIH. Em amarelo a demarcacao do Scratch realizado no tempo zero, em azul a
area que demarca a migracao, quando essa ainda € inferior a 100%.

Conforme Figura 53, pode-se inferir que o CLN controle bem como
complexado com siRNA Scrambled (aleatério/ controle negativo) ndo interferiram
na migracao de nenhuma das linhagens.
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Figura 53. Determinacdo da % Migracao frente aos tratamentos: CLN controle
nas linhagens (A) A431, (B) A375, (C) Sk-mel-103 e (D) 1205Lu; CLN siRNA
scrambled nas linhagens (E) A431, (F) A375, (G) Sk-mel-103 e (H) 1205Lu.
Andlises estatisticas foram realizadas utilizando Two-Way ANOVA, 95% de
confianga, Tukey’s teste.

O farmaco 5-FU em solucgdo por sua vez, e o mesmo encapsulado no CLN
(Figura 54) foram capazes de influenciar na migragao das linhagens. A linhagem
A431 teve sua migracdo sensivel ao CLN 5-FU, visto que o aumento da
concentracdo e numero de nanoparticulas (NPs) foi diretamente proporcional a
reducdo da migracdo. Para a linhagem A375 o farmaco livre influenciou
expressivamente a migracdo, € 0 mesmo encapsulado causou apenas uma
pequena inibicdo da migracéo. As linhagens Sk-mel-103 e 1205Lu foram as que
menos sofreram influéncia na migracdo com estes dois tratamentos.

Na Figura 55 pode-se observar a influéncia do CLN contendo cada siRNA
individualmente, sendo a linhagem A375 a que mais sofreu influéncia na
migracao frente ao CLN siRNA Bcl-2, que com a maior concentragédo (15 nM)
conseguiu inibir mais de 75% da migracdo dessa linhagem. Essa mesma
linhagem foi a mais influenciada pelo CLN siRNA Gli-1, porém de forma menos
intensa, e o0 CLN siRNA EGFR por sua vez, apresentou inibicdo da migracao nas
linhagens A431 e A375. As linhagens Sk-mel-103 e 1205Lu mostraram-se
resistentes a estes tratamentos, tendo suas porcentagens de migracdo

praticamente as mesmas que 0s controles experimentais.
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linhagens (A) A431, (B) A375, (C) Sk-mel-103 e (D) 1205Lu; CLN 5-FU nas
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foram realizadas utilizando Two-Way ANOVA, 95% de confianga, Tukey’s teste.
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Figura 55. Determinagéo da % Migracéo frente aos tratamentos: CLN siRNA Bcl-
2 nas linhagens (A) A431, (B) A375, (C) Sk-mel-103 e (D) 1205Lu; CLN siRNA
Gli-1 nas linhagens (E) A431, (F) A375, (G) Sk-mel-103 e (H) 1205Lu; e CLN
siRNA EGFR nas linhagens (1) A431, (J) A375, (K) Sk-mel-103 e (L) 1205Lu.
Andlises estatisticas foram realizadas utilizando Two-Way ANOVA, 95% de
confianga, Tukey’s teste.
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Quando ocorreu o agrupamento de dois siRNAs no CLN (Figura 56) o
efeito dos tratamentos foi sinérgico e houve ainda mais reducéo da migracéo das

linhagens A375 e A41, a linhagem 1205Lu apresentou sensibilidade moderada

Y%migragao (fechamento do Scratch) Y%migragdo (fechamento do Scratch)

%migragao (fechamento do Scratch)

e a Sk-mel-103 continuou a ser capaz de manter seu padrao migratorio.
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Figura 56. Determinacao da % Migracao frente aos tratamentos: CLN siRNA Bcl-
2 + siRNA Gli-1 nas linhagens (A) A431, (B) A375, (C) Sk-mel-103 e (D) 1205Luj;
CLN siRNA Bcl-2 + siRNA EGFR nas linhagens (E) A431, (F) A375, (G) Sk-mel-
103 e (H) 1205Lu; e CLN siRNA Gli-1 + siRNA EGFR nas linhagens (1) A431, (J)
A375, (K) Sk-mel-103 e (L) 1205Lu. Analises estatisticas foram realizadas
utilizando Two-Way ANOVA, 95% de confianga, Tukey’s teste.

Associando entdo os siRNAs individuais no CLN 5-FU (Figura 57)
observa-se que o efeito na migracao, para as linhagens Sk-mel-103 e 1205Lu, é
pouco diferente dos CLNs com siRNAs apenas, ou CLN 5-FU sem siRNAs. Este
resultado demonstra que essa associacao do CLN 5-FU com apenas um siRNA
nao € efetiva para essas linhagens. Enquanto que as linhagens A375 e A341
tiveram suas migracOes ainda mais reduzidas, demonstrando efetividade na
associacao.

No entanto, ao associar dois siRNAs ao CLN 5-FU (Figura 58) pode-se
observar uma reducdo significativa na migracdo das duas linhagens mais
resistentes, Sk-mel-103 e 1205Lu. A migracdo para A375 e A431 apresenta-se

com padréo similar qguando somente um siRNA é associado ao CLN 5-FU.
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Figura 57. Determinacao da % Migragéo frente aos tratamentos: CLN 5-FU +
siRNA Bcl-2 nas linhagens (A) A431, (B) A375, (C) Sk-mel-103 e (D) 1205Lu;
CLN 5-FU + siRNA Gli-1 nas linhagens (E) A431, (F) A375, (G) Sk-mel-103 e (H)
1205Lu; e CLN 5-FU + siRNA EGFR nas linhagens (I) A431, (J) A375, (K) Sk-
mel-103 e (L) 1205Lu. Analises estatisticas foram realizadas utilizando Two-Way
ANOVA, 95% de confianga, Tukey’s teste.

Por fim, pode-se observar o efeito da associacédo do CLN contendo o pool
de siRNAs bem como CLN 5-FU com o pool de siRNAs (Figura 59). Finalmente,
ha uma reducéo significativa para as linhagens Sk-mel-103 e 1205Lu, sendo que
0 CLN 5-FU + pool siRNAs e CLN pool siRNAs respectivamente, se mostraram
eficientes na contencéo da migracdo dessas células.

Para as linhagens A375 e A431 nota-se uma maior inibicdo da migracao,
porém, porcentagens efetivas de inibicdo ja tinham sido alcancadas
anteriormente, ressaltando a combinagao CLN 5-FU + siRNA Bcl-2, para ambas
linhagens.

Sugere-se que combinacdes diferentes de siRNAs com o CLN ou CLN
contendo 5-FU, possam ser realizadas para inibir a migracéo a depender das
caracteristicas intrinsecas da linhagem. As linhagens Sk-mel-103 e 1205Lu,
conhecidamente mais invasivas, necessitam de combina¢gdes mais agressivas
para alcancar-se a mesma inibicdo da migracdo que linhagens menos
agressivas.
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Figura 58. Determinacao da % Migracao frente aos tratamentos: CLN 5-FU +
SiRNA Bcl-2 + siRNA GIi-1 nas linhagens (A) A431, (B) A375, (C) Sk-mel-103 e
(D) 1205Lu; CLN 5-FU + siRNA Bcl-2 + siRNA EGFR nas linhagens (E) A431,
(F) A375, (G) Sk-mel-103 e (H) 1205Lu; e CLN 5-FU + siRNA Gli-1 + siRNA
EGFR nas linhagens (I) A431, (J) A375, (K) Sk-mel-103 e (L) 1205Lu. Analises
estatisticas foram realizadas utilizando Two-Way ANOVA, 95% de confianca,

Tukey'’s teste.
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Figura 59. Determinagao da % Migracao frente aos tratamentos: CLN + pool
siRNAs nas linhagens (A) A431, (B) A375, (C) Sk-mel-103 e (D) 1205Lu; CLN 5-
FU + pool siRNAs nas linhagens (E) A431, (F) A375, (G) Sk-mel-103 e (H)
1205Lu; Analises estatisticas foram realizadas utilizando Two-Way ANOVA, 95%
de confianga, Tukey’s teste.
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4.10.2. Estudos de invasao celular

Determinar o fenoétipo de invasédo de células tumorais é tdo importante
quanto sua caracteristica migratéria, e a compreensdo dos mecanismos
moleculares € a base para novas estratégias clinicas além de sua importancia
no rastreio de tratamentos capazes de inibir essas caracteristicas que in vivo,
estdo correlacionadas com invasividade e metéastases.

Metéastase é a principal causa de letalidade do cancer, 90% das mortes
por tumores solidos pode ser atribuida a disseminacdo metastatica para outros
tecidos. E o cancer de pele melanoma, apresenta altas chances de metastase a
partir do final do segundo estagio de desenvolvimento (WANG et al., 2020b).
Estudos pré-clinicos de possiveis novos tratamentos sdo determinantes na
triagem de opcdes efetivas e a determinacdo e compreensao do processo de
invasdo e sua progressdo representam um enorme desafio. Portanto, a
quantificacdo de processos de invasao in vitro em linhagens de células tumorais
pode ser uma ferramenta crucial para estudar novas potenciais opc¢des
terapéuticas (ANDERSON et al., 2019; PIJUAN et al., 2019).

No presente trabalho, inicialmente padronizou-se a condicdo do
experimento, verificando-se a capacidade da célula, tanto no cultivo 2D como 3D
em atravessar o poro de 1 um, e para isso induziu-se utilizando SBF. Na Figura
60 se observa que as células 1205Lu podem passar através do poro
independente da forma de cultivo, seja em plataforma 2D ou 3D, porém a
presenca ou auséncia de SBF no compartimento superior o Transwell, estimula
ou inibe / reduz sua passagem para o compartimento inferior. Quando ha SBF
no compartimento superior as células tendem a permanecer neste
compartimento, no entanto quando ndo ha SBF no compartimento superior, as
células tendem a migrar. E quando ha SBF em ambos compartimentos as células
migram, porém em funcéo do tempo.

Apos verificacdo da capacidade da linhagem em atravessar o0 poro, O
ensaio de invaséo foi realizado na presenca dos diversos tratamentos e a Figura
61 sumariza os resultados para a plataforma 2D e 3D, normalizados para o
controle, onde ndo houve aplicacdo de nenhum tratamento.

Para a plataforma de cultivo 2D observa-se que os tratamentos mais
eficazes em inibir a capacidade de invasao da linhagem em 24 horas foram CLN

multifuncional contendo 5-FU e o pool de siRNAs, CLN 5-FU + siBcl-2 e a
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combinagdo CLN 5-FU + dupla de siRNAs Bcl-2 e Gli-1. Em 48 horas observa-
se, além destes ja mencionados em 24 horas, a combinacdo CLN 5-FU + dupla
de siRNAs Bcl-2 e EGFR como altamente eficaz em deter a invaséo, até mais

eficaz que a combinacédo CLN 5-FU + dupla de siRNAs Bcl-2 e Gli-1.
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Figura 60. Padronizacgdo do estudo de invasao celular utilizando Transwell 1 pm
para a linhagem de melanoma 1205Lu, cuja caracteristica de invasao se
expressa naturalmente. Avaliou-se cultivo 2D e 3D durante 48 horas. Os dados
referem-se as células que atravessaram os poros do Transwell nas condicdes:
ambos compartimentos sem soro bovino fetal, compartimento superior sem soro
bovino fetal e compartimento inferior com soro bovino fetal, compartimento
superior com soro bovino fetal e compartimento inferior sem soro bovino fetal;
ambos compartimentos com soro bovino fetal. As letras referem-se a resultados
estatisticamente iguais. Two-Way ANOVA, 95% de confianga, Tukey’s test, n=8
para cada condicao.

Na plataforma 3D, os padrdes de invasdo sao modificados, devido a
organizacdo das células entre si, desta forma pode-se observar um menor
namero de tratamentos capazes de influenciar na invasdo natural desta
linhagem. Entretanto as mesmas combinac¢des mencionadas no cultivo 2D se
replicam como aqueles tratamentos que impactam na invaséo celular.

Tanto em 24 horas como em 48 horas, a invasividade da linhagem, em
2D ou 3D, foi avaliada baseada no numero de células que estavam no
compartimento inferior, ou seja, cruzaram os poros do Transwell. Porém, néo
basta ter a capacidade de atravessar, mas para manterem suas capacidades
invasivas, as células precisam se manter integras de modo a continuar se
proliferando. Deste modo, avaliou-se a integridade da cromatina dessas células

utilizando Hoechst.
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Para todos os tratamentos, as células que atravessaram, tanto do cultivo

2D como 3D, nao exibiram nenhuma alteragéo nuclear, e na Figura 62 ressalta-

se 0 grupo experimental controle e o CLN multifuncional contendo tanto o
farmaco 5-FU como o pool dos siRNAs, Bcl-2, Gli-1 e EGFR.
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Figura 61. Graficos Mapas de calor referentes ao Ensaio de invaséo celular em
Transwell da linhagem de melanoma 1205Lu apdés aplicacdo dos tratamentos
nas condic¢des de (A) cultivo 2D em 24 horas e (B) 48 horas e (C) cultivo 3D em
24 horas e (D) 48 horas. Os dados tratam-se das células que migraram através
do poro, atingindo o compartimento inferior. A normalizacdo foi realizada de
acordo com o Controle. As barras de cores ao lado indicam a capacidade das
células de atravessarem o poro, sendo essa capacidade maior na coloragado
vermelha e a inibicdo dessa capacidade de atravessar o poro vao em direcdo a
coloragéo lilds / rosa. n=6 para cada tratamento.
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Figura 62. Ensaio de invasdao em Transwell: Imagens representativas dos
grupos experimentais Controle e CLN multifuncional — 5-FU + pool siRNAs em
cultivo (A) 2D e (B) 3D, onde observa-se tanto as células contidas no
compartimento superior do Transwell, fotografadas em tempo real em
Microscopio (Camera Moticam 1080BMH), bem como as células contidas no
compartimento inferior, tripsinizadas, fixadas e coradas com Hoechst (33342
Solucdo 20 uM - Thermo Fisher Scientific), e observadas em Microscopio de
Fluorescéncia (Axioplan 2 Imaging). n=6 para cada tratamento.

)

Embora as células que atravessaram ndo exibam nenhuma alteracéo
nuclear, as células remanescentes no compartimento superior do Transwell,
para o grupo controle seguem se proliferando, e pode-se notar no esferoide em
48 horas uma migragédo, exibindo desprendimento das células da superficie do
esferoide. Para o grupo tratado por sua vez, nota-se que em cultivo 2D as células
remanescentes comecgam a exibir desprendimento da monocamada e em cultivo
3D o esferoide apresenta certo crescimento, demonstrando que as células estédo

se proliferando, porém, atravessando em menor taxa que 0 grupo controle.
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4.10.3. Estudos de Proliferacédo Celular, Apoptose e Necrose

Quando se diz respeito a lesdes cancerosas, a avaliacdo da proliferacao
celular, bem como avaliagbes sobre processos de morte celular, incluindo
apoptose e necrose, auxiliam no processo de triagem de tratamentos efetivos na
contencédo do crescimento tumoral.

Especialmente para este presente trabalho, onde ha o uso de moléculas
que afetam as vias de proliferacdo, apoptose, diferenciacdo celular e
crescimento, o estudo das vias de morte celular frente as diferentes combinacdes
de tratamento, bem como a determinacdo da permanéncia ou reducdo da
proliferagcdo da linhagem tumoral faz-se um importante estudo que antecede
experimentos in vivo.

Estes ensaios foram de realizados com a linhagem A431, pois antecede
0 experimento in vivo, no qual utiliza esta linhagem na geracédo de um modelo de
xenotransplante. Os tratamentos que mais geraram morte celular via necrose
(Figura 63) foram os tratamentos que continham siRNA especifico para EGFR
em sua combinacdo. Apoptose por sua vez, tanto combinacdes contendo o
farmaco 5-FU como o siRNA Bcl-2 foram capazes de aumentar a porcentagem
de células sinalizando esta via. Sinalizando ambas as vias, indicando uma
possivel necroptose, também foram os tratamentos contendo siRNA EGFR.

Para proliferagédo celular (Figura 64) os resultados demonstraram que 0
siRNA Gli-1 é muito efetivo na reducéo das células em ciclo celular ativo, e as
combinac¢des dos siRNAs no CLN 5-FU sao aqueles que geraram menor taxa de
proliferacéo celular, porém quando utiliza-se o pool de siRNA, seja no CLN ou
CLN 5-FU, é onde ha o alcance das menores taxas de proliferacéo.

As diversas combinacdes possiveis sO se fazem necessarias caso efeitos
estatisticamente significativos ndo sejam alcancados em combinacfes simples,
ou seja, a combinacdo de mais de um siRNA ou até mesmo o uso do pool, s6 é
aconselhada caso os efeitos gerados gerem compensacédo de custo, visto que
guando mais agentes ativos séo inclusos, principalmente relacionados a terapia
génica, mais alto sera o custo final de um produto, e mais chances de efeitos
adversos (DELHOVE et al., 2020; VAN OVERBEEKE et al.,, 2021; WIRTH,;
PARKER; YLA-HERTTUALA, 2013).
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Figura 63. Estudo das vias de morte celular, da linhagem A431 apds as
diferentes combina¢bes de tratamentos, por citometria de fluxo utilizando os
marcadores Anexina V e lodeto de propidio para apoptose e necrose
respectivamente. Analises estatisticas foram avaliadas utilizando Two-Way
ANOVA, 95% de confianca, Tukey teste, n=4 para cada tratamento. As letras
representam igualdade estatistica.

Embora o uso do pool de siRNAs foram efetivos na redugdo da
proliferacdo (reducdo de ~ 60%), a taxa de apoptose alcancada com o
tratamento CLN 5-FU Bcl-2 ainda € significativamente superior, e este
tratamento ainda consegue uma reducéo de cerca de 50% da proliferacéo.

Portanto, sugere-se que o tratamento CLN 5-FU + siRNA Bcl-2, em
relacdo ao custo-beneficio, seja a combinacéo capaz de gerar maiores taxas de
apoptose, necrose moderada, em conjunto a uma significante redugcao da

proliferagéo da linhagem A431.
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Figura 64. Estudo da proliferacdo da linhagem A431, apés as diferentes
combinagdes de tratamentos, por citometria de fluxo utilizando ki-67 marcado
com Alexa 647. Analises estatisticas foram avaliadas utilizando Two-Way
ANOVA, 95% de confianca, Tukey teste, n=4 para cada tratamento. As letras
representam igualdade estatistica.

4.11. Atividade antitumoral in vivo

A sele¢do da combinagdo multifuncional para avaliagdo da atividade
antitumoral in vivo deu-se ao longo dos experimentos in vitro. Estes
experimentos in vitro pré-clinicos de triagem, apontaram que a combinacdo
multifuncional CLN 5-FU + siRNA Bcl-2 como a combinac&o mais adequada para
experimentacéo in vivo, visto a efetividade deste tratamento no que diz respeito
a reducdo da migracdo, reducdo de padrdo de invasividade, aumento da
sinalizacao de morte celular por apoptose, com necrose controlada, associada a
reducao da proliferacéo.

A atividade antitumoral in vivo foi avaliada utilizando modelo de
Xenotransplante onde os diversos tratamentos foram aplicados topicamente
durante 15 dias (Figura 65). Neste estudo in vivo, a relacdo do 5-FU com a
apoptose foi combinada ao siRNA especifico para Bcl-2, de modo a intensificar
a morte celular das células tumorais por apoptose. Entretanto, no microambiente
tumoral ocorrem eventos necréticos e inflamatorios, e o estudo destes sdo
imprescindiveis para compreensao dos mecanismos que ocorrem no interior

tumoral, desta forma foram contemplados neste estudo.
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Figura 65. Esquema das etapas do experimento in vivo, sendo que ao final todos
0s tumores, dos animais dos grupos experimentais, foram excisados e
estudados em aspectos macroscopicos e histolégicos, bem como andlises de
infiltrados inflamatorios, proteina Bcl-2, citocinas, apoptose, producao de tecido
fibroso.

A Figura 66 mostra o monitoramento do peso dos animais e volume
tumoral durante todo o tempo de tratamento de modo a se avaliar a capacidade
do nanossistema desenvolvido em reduzir o volume tumoral.

Denominou-se dia zero (DO) o dia na qual as células tumorais foram
injetadas no dorso dos animais, e dia um (D1) o primeiro dia de tratamento, na
qual os tumores alcancaram o volume de 120+20 mm3. Pode-se notar que,
apenas para o grupo de tratamento com o creme comercial, a média dos pesos
dos animais reduziu-se com o tempo, isso deve-se ao fato de o 5-FU ser um
farmaco com alto potencial de efeitos adversos sistémicos. Devido ao fato de o
produto comercial se tratar de um creme, uma forma farmacéutica convencional,
onde nao ha liberacdo controlada do farmaco, a perda de peso foi considerada
um efeito adverso sistémico, relacionado a uma absorcdo sistémica de 5-FU
atraveés da pele. Associadas a perda de peso, neste grupo de estudo também se
constatou outro evento adverso importante, caracterizado por erupcdes
cutdneas predominantes em todos os animais do grupo. Estudos de caso

reportaram efeitos adversos relacionados a 5-FU tépico, tais como erupgdes
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Figura 66. Avaliagdo da atividade antitumoral in vivo ap6s 15 dias de tratamento
tépico onde avaliou-se (A) o peso dos animais, (B) o volume tumoral bem como
o (C) peso dos tumores apds eutanasia dos animais, e a (D) analise do
crescimento tumoral médio durante todo o tratamento. Andlises estatistica foram
realizadas através de Two-way ANOVA, 95% de confianga, Tukey’s Test.

Em relacdo ao volume e peso tumoral, os dois grupos do estudo onde
observou-se significativa reducdo de ambos foram CLN contendo o siRNA Bcl-2
e 0 CLN multifuncional, contendo ambos, 5-FU e siRNA Bcl-2. No entanto, em
relacdo ao volume tumoral houve diferenca estatistica entre estes grupos
(p<0,05), sendo o CLN multifuncional o tratamento onde alcangou-se 0 menor
volume tumoral. Este tratamento multifuncional apresentou, durante os 15 dias
de tratamento, a menor mediana de crescimento tumoral, sendo préxima a zero,
0 que indica que o crescimento tumoral estagnou durante a maior parte do tempo
de tratamento, apresentando ainda, momentos de reducéo de volume tumoral
significativa. Atribui-se essa estagnacao do crescimento tumoral ao efeito
sinérgico entre o farmaco e o siRNA, atuando em conjunto liberando processos
apoptoticos e impedindo a replicacao celular.

Como ja é de conhecimento, no microambiente tumoral ha recrutamento

de células inflamatdrias constantemente e nos centros tumorais ha alta
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incidéncia de necrose, pois as células passam por alta privacdo de oxigénio. A
consequéncia da via necrética é o alto nimero de células inflamatérias na regiéo,
para fagocitose do material celular. A apoptose por sua vez, ocorre naturalmente
esporadicamente, pois na maioria dos casos, as células tumorais expressam
inUmeros sinalizadores anti-apoptéticos bem como h& a superexpressao de
moléculas anti-apoptéticas. As duas formas dominantes de morte celular,
apoptose e necrose, foram observadas neste estudo, de modo que a
organizacdo da via apoptose e seus menores efeitos imunologicos, com uma
menor intensidade de recrutamento de células imunes e inflamatérias foi
observado; em contrapartida a necrose, uma morte celular com alta incidéncia
de infiltrados inflamatorios e exsudatos proteicos também foi evidenciada
(CHEN; KANG,; FU, 2018; D’ARCY, 2019).

A familia das proteinas Bcl-2 jA € amplamente conhecida pelo seu
importante papel nos mecanismos de resisténcia e morte celular por apoptose
dos diversos tipos de cancer. Essa familia de proteinas tem sido amplamente
estudada de modo que se consiga suprimir a superexpressdo de alguns
membros anti-apoptéticos, tais como Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-1 e a0 mesmo tempo
elevar os niveis dos membros pré-apoptoticos, como BAX, BAK. Essas proteinas
tem sido alvo de estudos para desenho de novos farmacos, novos inibidores, e
no uso de moléculas inibidoras tais como os siRNAs (BASU, 2021; HAFEZI;
RAHMANI, 2021; KRISHNA et al., 2021).

De acordo com a complexidade do ambiente tumoral, ndo bastaria
identificar apenas os alvos do estudo, por isso associado ao estudo de morte
celular, a inflamacdo da-se como uma importante ferramenta para melhor
compreender 0s eventos que ocorrem no interior tumoral. O uso de marcadores
e moléculas expressas sédo utilizados nos estudos de determinacdo da presenca
de infiltrados inflamatérios, e pode-se mencionar as mieloperoxidases (MPO)
como a marcagdo mais utilizada na determinagéo de infiltrados por neutrofilos,
assim como a N-acetilglucosamina (NAG) é um importante indicador de
macrofagos.

Em relacdo a citocinas presentes, pode-se destacar Fator de necrose
tumoral alpha (TNF-a) uma das mais importante no microambiente tumoral. O
TNF-a possui uma relacdo de pleiotropia com o cancer de pele, ou seja, esta

relacionado a diversos eventos possuindo mdultiplas funcbes, muitas vezes
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inversas. Ao mesmo tempo que altos niveis de TNF-a induz a morte de células
cancerosas, o TNF-a também esta envolvido na carcinogénese associada a
inflamac&o por meio do apoio ao crescimento, sobrevivéncia, diferenciacao,
invasdo, metastases e subversdo das respostas imunologicas das células
tumorais (GHAHARTARS et al., 2021). Por este motivo, alteragcfes drasticas nos
niveis desta citocina podem ser maléficas ou benéficas. Ja existem estudos que
apontam que pacientes que fazem o uso de antagonistas de TNF-a possuem
risco aumentado de desenvolverem cancer de pele (WANG et al., 2020a), e ao
mesmo tempo, pacientes com cancer de pele precisam controlar os niveis de
TNF-a, pois esta citocina aumentada pode desencadear metastases
(KALLIOLIAS; IVASHKIV, 2016; SASI et al., 2014).

A literatura menciona a relacdo de altos niveis de TNF-a com resisténcia
ao 5-FU, onde farmacos antagonistas a TNF-a sao utilizados para que a acgao
antimetabodlica de 5-FU seja efetiva. Desta forma, quando os niveis dessa
citocina reduz pode-se observar com clareza a a¢ao do 5-FU na morte celular,
particularmente na apoptose (LIU et al., 2016).

Essa relacédo da capacidade de TNF-a alterar a apoptose mediada por 5-
FU foi estudada de modo a utilizar este mecanismo para gerar morte das células
tumorais por necroptose. Necroptose é uma morte celular proveniente na
necrose, porém, com mecanismos programados assim como a apoptose.
Acredita-se gque este tipo de via para a morte celular possa ser uma alternativa
a células que possuem resisténcia a apoptose. Desta forma, altos niveis de TNF-
a podem ocasionar mortes celulares induzidas por 5-FU via necroptose e néo
por apoptose (CHEN; KANG; FU, 2018; METZIG et al., 2016).

Na Figura 67 pode-se observar que a presenca de indicadores
inflamatérios, MPO e NAG, indicando infiltrados inflamatérios presentes em
todos os grupos do estudo in vivo, porém para MPO (Figura 67-A) houve um
significante aumento nos grupos 5-FU em solucéo e para o grupo tratado com o
creme comercial, sendo que para este ultimo, também se observou significativo
aumento de NAG (Figura 67-B). Desta forma sugere-se que o creme comercial,
conforme observado macroscopicamente, causa intenso recrutamento de
células inflamatérias para a massa tumoral. Em contraste, 0s grupos que
apresentaram menores por¢coes de MPO e NAG foram o CLN contendo siRNA

Bcl-2 e o CLN multifuncional, porém ha diferenca estatistica entre estes, sendo
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o tratamento com o nanossistema multifuncional aquele que apresentou o menor
recrutamento de células inflamatérias para o interior tumoral.

Ja se estabeleceu na literatura uma relacdo entre a expressédo de MPO e
NAG com o progndstico e inclusive ja foi reportado o papel destes indicadores
com a patogénese do cancer de pele ndo melanoma.

A inflamacgdo que ocorre devido ao crescimento tumoral € um evento
considerado natural no microambiente tumoral, porém quando este evento
inflamatorio se torna por algum motivo exacerbado, pode-se correlacionar com
piores prognaosticos, relacionando intensos infiltrados inflamatérios a eventos de
dano ao DNA das células. Este dano ao DNA ocorre devido ao edema que se
instala, altas infiltracBes de neutréfilos, que culminam em alta secrecdo de
citocinas pré inflamatérias bem como espécies reativas de oxigénio. Associado
a infiltracdo de neutrofilos, o recrutamento de macréfagos desencadeia alta
producédo do Fator de inibicdo da migracao de macréfagos (MIF), que representa
uma citocina pré inflamatdria associada fortemente com tumorigénese. Existem
relatos na literatura que MIF se encontra aumentado em casos agressivos de
diversos tipos de cancer de pele, tanto ndo melanoma como melanoma. No
entanto, também existem trabalhos da literatura que mostram, para outros tipos
de cancer, que aumentos de MPO indicam melhor taxa de sobrevivéncia global,
e iISso esta associado ao auxilios das células inflamatorias no combate as células
tumorais (MARTIN et al., 2009; ZEINDLER et al., 2019).

Baseado nos dados da literatura e nos resultados obtidos da quantificacao
tumoral tanto da proteina Bcl-2 (Figura 67-C) quanto de TNF-a (Figura 67-D),
pode-se observar que a alta concentracao de TNF-a nao permitiu que a acao do
5-FU fosse efetiva causando morte celular por apoptose, e que nos tratamentos
onde o siRNA Bcl-2 estava presente observou-se um decréscimo tanto da
proteina alvo como de TNF-a, evidenciando o auxilio do siRNA na acédo do
farmaco.

No tratamento CLN multifuncional a inibicdo da proteina Bcl-2 foi efetiva,
sendo em torno de 10 vezes menor que o grupo controle, e os niveis de TNF-a
também foram altamente reduzidos em relacdo aos grupos onde ha 5-FU
sozinho, mostrando claramente o auxilio do siRNA na acéo de 5-FU. Sugere-se
entdo, que a morte das células tumorais no grupo CLN multifuncional tenham

ocorrido por apoptose e necrose, porém a via necroptose é uma possibilidade.
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Ja no grupo CLN 5-FU, o alto nivel da citocina TNF-a sugere que a morte das
células tumorais possa ter ocorrido por necrose e necroptose, sendo uma minoria
apoptose. No entanto, os niveis de TNF-a baixos no tratamento CLN Bcl-2, deixa
clara a dominancia de morte das células tumorais via apoptose e ndo por necrose
neste grupo de estudo.

A‘"w' B1IJO-
T T
804 - * 804
|
] . I
@ 60 @ 60
o o
a a
40+ 404
204
0' L} T T T
A O A A
S &9 &
& ¢ & Q"g &F
oo &0 ) o{(‘ O ‘xfs 3 \‘»Q
N ¢ S O
N () o
o e S
R
D o
150+
100+
-4
o
=
504
u- T T L} T
@ 0 4 > e LAY >
& F & & & &KL &
S & FESE NS
> & o~ ®
o & 8
R
N

Figura 67. Quantificacéo tumoral de indicadores de atividade imunolégica sendo
(A) mieloperoxidases (MPO) indicativos de presenca de neutréfilos e (B) n-
acetilglucosamina (NAG) indicativo da presenca de macrofagos, bem como
quantificacdo através de ELISA da proteina (C) Bcl-2 e de (D)TNF-a. Analises
estatistica foram realizadas através de Two-Way ANOVA, Teste de Tukey, 95%
de confianca.

As observagbes mencionadas acima, a respeito dos achados
inflamatorios, bem como observacdes de vias de morte celular deduzidas a partir
da quantificacdo tanto da proteina Bcl-2 como de TNF-a puderam ser
confirmadas através das andlises histoldgicas dos tumores. Devido a aplicacédo
dos tratamentos ser via topica, o tecido cutaneo localizado acima dos tumores
também foi coletado no momento da exciséo tumoral e o mesmo também foi
analisado histologicamente por HE (Figura 68), Tunel (Figura 69) e Tricbmico de

Masson (Figura 70).
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Através da analise histolégica do tecido cutaneo, observa-se em HE que
todos os grupos do estudo, independente do tratamento, permaneceram apos
os 15 dias de tratamentos sem danos estruturais aparentes, exceto o grupo do
creme comercial (Figura 68-E). Neste grupo pode-se identificar uma alta
desorganizacdo da derme papilar e reticular, além de alta desestruturacédo da
juncdo dermoepidérmica.

No que diz respeito a apoptose, evidenciada pela coloracdo Tunel,
nenhuma alteracao foi observada em relacdo ao tecido saudavel, bem como em

Tricomico de Masson, nenhuma diferenca entre os grupos se evidenciou no

tecido cutaneo.

Estrato corneo
Epiderme viavel

Derme Papilar

Derme Reticular
Hipoderme / Tecido subcutaneo

Figura 68. Analise histolégica por HE do tecido cutaneo dos camundongos
NU(Ico)-Foxnl1l™ (A) Sadios, na qual ndo houve injecdo das células A431, (B)
Controle tumoral onde nédo foi realizado nenhum tratamento, e daqueles que
receberam os seguintes tratamentos, (C) 5-FU em solucéo, (D) siRNA Bcl-2 livre,
(E) Creme comercial (5% m/m 5-FU), (F) CLN controle, (G) CLN 5-FU, (H) CLN
SiRNA Bcl-2 e (I) CLN multifuncional (5-FU + siRNA Bcl-2). Destaca-se na
imagem do tecido sadio as camadas da pele.

Em contrapartida, nos tecidos tumorais diversas observacdes podem ser
feitas entre os grupos de estudo. Através da coloracdo HE (Figura 71) pode-se
observar que estruturalmente os tumores séo diferentes entre si, sendo que

alguns grupos o tumor se apresentou de forma mais nodular, como por exemplo
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0 grupo CLN siRNA Bcl-2 e CLN multifuncional. Em contraposi¢ao, 0s grupos 5-
FU em solucdo e creme comercial os tumores apresentaram aspecto invasivo,
nao ficando evidente uma separacao entre o tecido tumoral e os tecidos cutaneo
e muscular dos animais.

No grupo controle fica evidente o aspecto nodular in situ ndo invasivo do
tumor que se forma, tenso as células tumorais com citoplasma eosindfilico e

ndcleos volumosos, cromatina densa e nucléolos proeminentes. Existem

diversas mitoses atipicas e presenca de paraceratose e disceratose.

C

Estrato corneo
Epiderme viavel
Derme Papilar

Derme Reticular

Hipoderme / Tecido subcutaneo

Figura 69. Andlise histoldgica por Tunel do tecido cutdneo dos camundongos
NU(Ico)-Foxnl1l™ (A) Sadios, na qual ndo houve injecdo das células A431, (B)
Controle tumoral onde néo foi realizado nenhum tratamento, e daqueles que
receberam os seguintes tratamentos, (C) 5-FU em solucéo, (D) siRNA Bcl-2 livre,
(E) Creme comercial (5% m/m 5-FU), (F) CLN controle, (G) CLN 5-FU, (H) CLN
SiRNA Bcl-2 e (I) CLN multifuncional (5-FU + siRNA Bcl-2). Destaca-se na
imagem do tecido sadio as camadas da pele.

Ainda no grupo controle, ha intensa reagdo inflamatéria mononuclear
permeando células tumorais com sinais de atipia nuclear, bem como regides de
necrose com pequenos abcessos e infiltrados ao redor de vasos. O grupo 5-FU
em solucéo (Figura 71-B) por sua vez, apresenta as caracteristicas mencionadas

acima, porém com acréscimos de regides necrdticas e mitoses atipicas. E os
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grupos siRNA Bcl-2 livre (Figura 71-C) e CLN controle (Figura 71-E) apresentam
as mesmas caracteristicas que o grupo controle.

O grupo de tratamento creme comercial (Figura 71-D) por sua vez,
apresentou regides de necrose caseosa intensa, com infiltrados inflamatérios ao
redor bem como a presenca de angiogénese e sinais de invasao tecidual. Neste
grupo, pouco se evidencia a divisao entre o tumor e os tecidos ao redor. As
células tumorais nestes grupos de tratamento se apresentam com nucleos em
forma alongada imersas em estroma fibrilar.

Os grupos CLN 5-FU (Figura 71-F e Figura 71-G), CLN Bcl-2 (Figura 71-
H e Figura 71-1) e CLN multifuncional (Figura 71-J e Figura 71-L) podem-se
observar regides de infiltrados inflamatérios e regibes de necrose e aparente
apoptose, porém apenas para CLN 5-FU observa-se angiogénese. Ambos os
grupos possuem tumor nodular, porém nos grupos CLN Bcl-2 CLN multifuncional
€ evidente o aspecto nodulocistico do tumor, soltando-se facilmente do tecido
cutaneo que o cobre.

100 ym
N“ — Estrato corneo

Epiderme viavel '

Derme Papilar

Derme Reticular

Hipoderme / Tecido subcutaneo

Figura 70. Analise histologica por Tricomico de Masson do tecido cutaneo dos
camundongos NU(Ico)-Foxn1l™ (A) Sadios, na qual ndo houve injecdo das
células A431, (B) Controle tumoral onde nao foi realizado nenhum tratamento, e
daqueles que receberam os seguintes tratamentos, (C) 5-FU em solucgéo, (D)
siRNA Bcl-2 livre, (E) Creme comercial (5% m/m 5-FU), (F) CLN controle, (G)
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CLN 5-FU, (H) CLN siRNA Bcl-2 e (I) CLN multifuncional (5-FU + siRNA Bcl-2).
Destaca-se na imagem do tecido sadio as camadas da pele.

Estes trés grupos possuem em comum a caracteristica de tumores com
bordas contendo infiltrados inflamatorios intensos circundando células tumorais
viaveis com proliferacdo difusa apresentando ndcleo pequeno, muitas vezes
disforme, e amplo citoplasma entre feixes de coldgeno, porém o interior tumoral
€ amplamente necrético e apoptotico.

A hipotese de haver morte celular por apoptose foi investigada pela
coloragdo especifica Tunel. Nota-se discretos grupos apoptoéticos (Figura 72)
para o grupo controle, considerados normais em tumores soélidos, porém o
aspecto apoptotico dos centros tumorais se confirma para 0s grupos com 0s
tratamentos creme comercial, CLN 5-FU, CLN siRNA Bcl-2 e CLN multifuncional,
sendo os dois ultimos, 0s grupos que apresentam maior intensidade de grupos
apoptoéticos na extensao do tecido tumoral. As células apoptéticas caracterizam-
se por nucleos castanhos/marrons marcados ao longo de todo o tecido tumoral.

Destaca-se que o grupo CLN controle (Figura 72-E) se apresentou sem
marcacao especifica para apoptose, 0 que indica que 0 nanossistema por si s
nao é capaz de causar apoptose nas células tumorais. E assim como este grupo,
a solucéo de 5-FU bem como o siRNA Bcl-2 livre ndo foram capazes de causar
apoptose.

No que diz respeito a composicdo tumoral, notou-se em HE a
incorporacdo de fibras elasticas com caracteristicas de colageno em alguns
tumores de alguns grupos de tratamento, e essa presenca de tecido fibroso foi
avaliada especificamente por Tricbmico de Masson (Figura 73).

Conforme estabelecido na literatura, ja existe uma correlacéo entre a presenca
de tecido fibroso com vérios tipos cancer, incluindo tumores cutaneos, onde a
presenca de fibras elasticas e colageno estdo relacionados a malignidade
(BILLINGS; FOLPE, 2004). A presenca destas fibras pode aumentar as chances
de recorréncia tumoral, bem como probabilidade de angiogénese que
consequentemente se relaciona com chances de metastases aumentadas.
Essas fibras surgem a partir do momento onde ha intenso infiltrado inflamatorio
de modo que processos imunes e de fagocitose deixam escapar exsudatos
proteicos e ou provocam que as células tumorais se diferenciem no tecido
tumoral mimetizando células de tecido conjuntivo como fibroblastos (HENKE;

NANDIGAMA; ERGUN, 2020; WINKLER et al., 2020).
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Borda tumoral Regido de necrose

Tumor nodular

Figura 71. Analise histologia por HE dos tecidos tumorais dos animas dos grupos
(A) Controle tumoral onde néo foi realizado nenhum tratamento, ressaltando a
borda tumoral e regido e necrose no interior do tumor e também evidenciando
regides de infiltrados inflamatorios; (B) 5-FU em solucéo; (C) siRNA Bcl-2 livre;
(D) Creme comercial (5% m/m 5-FU); (E) CLN controle; (F) CLN 5-FU,
ressaltando intensa regido de necrose e (G) ressaltando também angiogénese
tumoral; (H) CLN siRNA Bcl-2, com foco na borda nodular tumoral e (H) regides
de infiltrados inflamatdrios; (J) CLN multifuncional (5-FU + siRNA Bcl-2),
destacando aspecto nodular do tumor bem como (L) seu centro necrético/
apoptotico.
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Figura 72. Analise histologia por Tunel dos tecidos tumorais dos animas dos
grupos (A) Controle tumoral; (B) 5-FU em solucgéo; (C) siRNA Bcl-2 livre; (D)
Creme comercial (5% m/m 5-FU); (E) CLN controle; (F) CLN 5-FU, (G) CLN
SiRNA Bcl-2; (H) CLN multifuncional (5-FU + siRNA Bcl-2).

Uma das principais células envolvidas com a fibrose séo os fibroblastos,
e estes sdo responsaveis pela homeostase da matriz extracelular (MEC).
Durante um processo patoldgico, os fibroblastos se tornam "ativados" e sao os
principais produtores de colageno. Estes fibroblastos associados ao cancer
possuem um perfil de expressado unico e contribuem para a fibrose relacionada
ao cancer. Desta forma, os fibroblastos associados ao cancer aumentaram sua
capacidade de sinalizacdo autdcrina e tendéncias de proliferacdo, produzem
proteinas da MEC dentro do microambiente tumoral, alterando drasticamente as
propriedades do estroma tumoral, facilitando seu desenvolvimento e invaséo da
vizinhanca tecidual (CHANDLER et al., 2019). As células tumorais buscam, ao
longo se sua replicacdo, se instalarem naquele tecido de origem de modo a
conseguirem progredir. A relacdo destas células com a MEC é de extrema
importancia para garantir que o tumor continue crescendo e se desenvolvendo e
as interacdes entre as células tumorais e a MEC sdo essenciais para que o tumor
continue progredindo ao passo de criar seus proprios vasos sanguineos para
fornecer aporte adequado de oxigénio bem como energia, conseguir adentrar
tecidos vizinhos e desta forma conseguir causar metastase. De acordo com a
progressdo tumoral este cria um microambiente adequado para sua propria
manuteng¢do, conseguindo entdo remodelar a MEC. Essas mudangas

impulsionadas pelo tumor apoiam 0 seu proprio crescimento, aumentam a
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migragdo de células tumorais e a capacidade de remodelar a MEC em 6rgéos
distantes permitem a progressdo metastética (COX; ERLER, 2014; PIERSMA;
HAYWARD; WEAVER, 2020; WINKLER et al., 2020).

No grupo controle (Figura 73-A) fica evidente a presenca de fibras
elasticas em toda a extensdo tumoral bem como angiogénese, e nos grupos 5-
FU em solucdo (Figura 73-B), siRNA Bcl-2 livre (Figura 73-C) e CLN controle
(Figura 73-E) pode-se observar essas mesmas fibras circundando regiées com
alta densidade de células inflamatérias, porém o grupo tratado com creme
comercial (Figura 73-D) ndo possui esse tecido conjuntivo em seu interior,
apenas uma fina camada mucosa nas bordas tumorais. Para os grupos CLN 5-
FU (Figura 73-F), CLN siRNA Bcl-2 (Figura 73-G) e CLN multifuncional (Figura
73-H) a camada mucosa circundante ao tumor € mais espessa que no grupo do

creme comercial, mas ndo ha evidéncia de fibras elasticas e colagenas no

interior tumoral.
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Figura 73. Analise histologia por Tricobmico de Masson dos tecidos tumorais dos
animas dos grupos (A) Controle tumoral; (B) 5-FU em solucgéo; (C) siRNA Bcl-2
livre; (D) Creme comercial (5% m/m 5-FU); (E) CLN controle; (F) CLN 5-FU, (G)
CLN siRNA Bcl-2; (H) CLN multifuncional (5-FU + siRNA Bcl-2).

7l

Tendo isso em mente, pode-se sugerir que 0s tratamentos nas quais
apresentaram-se positivos para apoptose bem como ndo apresentaram tecido
fibroso em seu interior, possam se tratar de opc¢fes de tratamentos nos quais
conseguem inibir a remodelacdo da MEC, proporcionando entdo uma reducao
tumoral acompanhada de reducao de chances de invasao tumoral e metastases
(HENKE; NANDIGAMA; ERGUN, 2020; PIERSMA; HAYWARD; WEAVER,

2020).
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Conclusao
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Diante do desenvolvimento bem como estudos iniciais de escalonamento
conclui-se que, conforme apontado na literatura, os sistemas lipidicos baseados
em sistemas solidos, sdo de facil escalonamento. Além disso, foi possivel
alcancar uma otimizagdo adequada para trabalhar com o sistema desenvolvido
em administragdo topica, onde o sistema nanométrico foi capaz encapsular o
farmaco 5-FU, e entrega-lo no tecido cutaneo, majoritariamente na epiderme. O
CLN ainda se complexa eficientemente com os siRNAs especificos, bem como
€ capaz de libera-los sem causar danos.

No que diz respeito a sua performance no tecido, tanto em plataforma in
vitro como ex vivo, pode-se observar que o sistema € capaz de reter-se sem
comprometer a viabilidade tecidual, e possivelmente causa efeito protetor
cutaneo, devido a formacao de filme lipidico.

Sugere-se que o CLN com as diversas combinagbes multifuncionais
possua caracteristicas pouco toxicas, porém capaz de afetar a viabilidade de
linhagens celulares tumorais quando combinacfes das moléculas ativas sao
realizadas. A porcentagem de transfeccao celular em plataforma 2D e 3D séao
condizentes com a literatura e também pode-se concluir que 0 nanosistema se
internaliza majoritariamente pela via endocitica mediada por clatrina.

As combina¢Bes multifuncionais se mostraram promissoras no que diz
respeito a reducao da migracéo tumoral e processos de invasao, foram capazes
de induzir apoptose, com processos de necrose controlada e algumas
combinac¢Bes conseguem afetar significativamente a proliferacao.

Deste modo o CLN multifuncional baseado na combinacdo do 5-FU com
0 siRNA Bcl-2 foi testado in vivo quanto ao seu efeito antitumoral, e obteve-se
reducdo tumoral associada a alta taxa de apoptose, bem como menores sinais
de capacidade invasiva.

Sugere-se que o CLN multifuncional seja uma importante opcédo de
tratamento topico para tumores de pele, devido ndo so fato de reduzir o volume
tumoral sem alterar a qualidade de vida do animal, mas também por este ter se
apresentado como um tratamento inerte ao tecido cutaneo, ndo causando
problemas estruturais no tecido, bem como sinalizando efetiva apoptose tumoral,

infiltracd@o inflamatoria controlada e negatividade para remodelacdo da MEC.
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ANEXOS



Anexo I: Termo de consentimento livre e esclarecido

Experimento com pele humana

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO E PARA GUARDA DE
MATERIAL BIOLOGICO

Titulo da pesquisa: “Desenvolvimento de carreador lipidico nanoestruturado contendo
pool de siRNAs associados a agente antitumoral como uma abordagem terapéutica
multifuncional para o cdncer de pele”.

Pesquisadores:

Responsavel: Doutoranda Juliana Santos Rosa Viegas
Orientadora: Profa. Dra. Maria Vitéria Lopes Badra Bentley (FCFRP)
Colaborador: Doutorando Marcel Nani Leite (FMRP)
Colaborador: Prof. Dr. Marco Andrey Cipriani Frade (FMRP)

O (a) senhor (a) estd4 sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa. Apos ser
esclarecido (a) sobre as informagfes a seguir, no caso de aceitar fazer parte deste estudo,
assine ao final deste documento em duas vias. Caso o (a) senhor (a) ndo aceite participar da
pesquisa, ndo sera penalizado (a) de forma alguma e seu atendimento ndo sera prejudicado
na Instituicéo.

O objetivo da pesquisa € avaliar o comportamento de nanoparticulas na pele humana,
ou seja, um fragmento de pele humana sera mantido em um frasco contendo nutrientes para
manté-lo e nanoparticulas serdo aplicadas. Esse fragmento de pele sera usado para entender
como as nanoparticulas se comportam na pele humana, com o objetivo final de serem
aplicadas para tratar cancer de pele. Atualmente, sdo utilizados muitos animais para este tipo
de teste, com isso a padroniza¢do em cultura de pele humana visa uma alternativa ao uso de
animais podendo ter uma maior rapidez na descoberta de novos métodos eficazes contra o
cancer.

Ao decidir participar e assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), o senhor (a) recebera uma via do TCLE assinado e rubricado em todas as paginas
pelo senhor (a) e pelo pesquisador responsavel e assim estara cedendo um fragmento de
tecido de aproximadamente 15 cmZ2. Os fragmentos de tecido serdo colocados num vidro com
soro fisiolégico e levados para o laboratério sob responsabilidade do pesquisador. No
laboratdrio, o fragmento sera lavado e limpo, e pequenos pedagos da pele serdo colocados
em cultura dentro de uma estufa, e ao final do experimento os fragmentos serdo descartados.

O senhor (a) esta ciente que o risco dessa pesquisa € minimo e se diz respeito a
guebra de sigilo ou confidencialidade dos dados, porém o pesquisador tomara todas as
medidas para que isso ndo aconteca. Como beneficio indireto, o senhor (a) esta contribuindo
com a doagdo da sua pele (que seria descartada na cirurgia), que visa inovar os estudos contra
cancer de pele, diminuindo assim o uso de animais de laboratério. Sua participacdo nesta
pesquisa é voluntaria e o (a) senhor (a) tem liberdade deixar de participar a qualquer momento,
€ s6 avisar algum dos pesquisadores.

Sera mantido sigilo absoluto dos dados obtidos individualmente neste estudo, para
assegurar a privacidade dos participantes. Caso o (a) senhor (a) se sinta prejudicado em
participar desta pesquisa, o (a) senhor (a) podera buscar indenizacdo de acordo com as
normas vigentes no pais. Os pesquisadores estardo disponiveis para qualquer davida a
gualguer momento durante o estudo e o sr. (a) tem a garantia de acesso aos resultados da
pesquisa.

Esta pesquisa esta vinculada ao biorrepositério “Avaliacdo da permeacdo e
retenc@o de nanoparticulas lipidicas” criado na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto-USP com o objetivo de guardar amostras de pele para fins de pesquisa
e analise cientifica. Gostariamos de convida-lo (a) a autorizar a coleta, o deposito, o
armazenamento e a utilizacdo do material bioldgico humano de pele para fins de
pesquisa e andlise cientifica.

Este material serd coletado durante a cirurgia plastica. Apdés coletado sera
guardado neste biorrepositério no Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto / USP — Av. do Café s/n — Monte
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Alegre — telefone: (16) 33154302 até momento de utilizacdo. Os pesquisadores
responsaveis pela equipe se comprometem a identificar as amostras e os dados
coletados de modo que garanta o seu sigilo e a sua confidencialidade, para isso a sua
amostra de tecido seraidentificada por meio de cédigos numéricos. Quanto ao material,
serd coletado aproximadamente 15 cm? N&o havera riscos em decorréncia da coleta
uma vez que apos a cirurgia a amostra seria descartada.

Sua participacao é voluntaria, tendo liberdade de aceitar ou ndo que suaamostra
seja guardada, sem risco de qualquer penalizacdo ou prejuizo no atendimento que lhe
for prestado. O (A) Sr. (a) também tem o direito de retirar seu consentimento de guarda
e utilizacdo do material biol6gico armazenado a qualquer momento.

Solicitamos também os dados de contato do (a) senhor (a), para que seja possivel
encontra-lo (a) posteriormente. Através dos contatos, garantimos fornecer as informagdes de
seu interesse, além de receber eventuais beneficios provenientes do estudo com seu material
biologico. Também solicitaremos sua autorizagdo, se necessario, para o descarte do material
armazenado caso nao haja necessidade de uso para a pesquisa cientifica. Declaramos para
os devidos fins que seu material biol6gico armazenado neste biorrepositério caso néo utilizado
em sua totalidade serd devidamente descartado.

Solicitamos seus dados de contato e sua assinatura, tendo recebido as informacdes
acima, para confirmacéo de aceitacédo de participagdo. Também afirmamos que uma via deste
documento, devidamente assinada e rubricada, sera entregue ao senhor (a).

Nome do pesquisador:
Assinatura: data:

Li, concordo com os termos e aceito ser participante da pesquisa acima descrita.

Dados do participante:

Nome: ,RG: ,
Endereco: , n° .
Bairro , cidade , telefone

Assinatura: data:
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Anexo II: Parecer de liberagc&o de experimentos com seres humanos

EARMAC,
> E‘/»,

%4\; \: UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
\w; Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto

Comité de Etica em Pesquisa

Of. CEP/FCFRP n°.
027/2020 kms

Ribeirao Preto, 22 de setembro de 2020.

A pesquisadora
Juliana S. Rosa Viegas
FCFRP/USP

Prezada Pesquisadora, Informamos que o protocolo de pesquisa intitulado
“Desenvolvimento de carreador lipidico nanoestruturado contendo pool
de siRNAs associados a agente antitumoral como uma abordagem
terapéutica multifuncional para o cancer de pele” (CAAE:
24493619.2.0000.5403 — Protocolo CEP/FCFRP n° 519), foi aprovado “ad
referendum” do Comité de Etica em Pesquisa da FCFRP em 30/03/2020 e
referendado, por unanimidade, em sua 195° reunido ordinaria, realizada em
23/04/2020, conforme Parecer Consubstanciado n° 3.942.905.

Lembramos que, de acordo com a Resolugéo 466/2012, item IV.5, letra
d, o TCLE devera “ser elaborado em duas vias, rubricadas em todas as suas
paginas e assinadas, ao seu término, pelo convidado a participar da pesquisa,
ou por seu representante legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou
pela(s) pessoa(s) por ele delegada(s), devendo as paginas de assinaturas
estar na mesma folha. Em ambas as vias deverdo constar o endereco e
contato telefénico ou outro, dos responsaveis pela pesquisa e do CEP local”.
Informamos que devera ser encaminhado ao CEP o relatério final da
pesquisa em formulério proprio deste Comité, bem como comunicada
gualquer alteracdo, intercorréncia ou interrupcdo do mesmo, tais como
eventos adversos e eventuais modificagcdes no protocolo ou nos membros da
equipe, através da interposicdo de emenda na Plataforma Brasil.
Atenciosamente,

WY Fi. A

Profa. Dra. Cleni Mara Marzocchi Machado
Coordenadora do CEP/FCFRP

Comité de Etica em Pesquisa FCFRP/USP
Avenida do Café s/n® - Monte Alegre — CEP 14040-903 — Ribeirdo Preto — SP Fone: (16) 3315-4213 — Fax: (16)
3315-4892 - cep@fcfrp.usp.br
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Anexo lllI: Certificado da Comisséao de ética do uso de animais (CEUA)

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

AUTORIZACAO
Certificamos o adendo da proposta intitulada "Carreador lipidico

nanoestruturado multifuncional contendo 5-fluorouracil e SIRNA para
tratamento de cancer de pele", registrada sob no 19.1.718.60.2, sob a
responsabilidade de Juliana dos Santos Rosa Viegas e Maria Vitéria Lopes
Badra Bentley, que envolve a manutencdo e utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins
de pesquisa cientifica encontra-se de acordo com o0s preceitos da Lei no
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto 0 6.899, de 15 de julho de 2009,
e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), foi aprovada ad referendum em
23/07/2020 pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (CEUA FCFRP).

Lembramos da obrigatoriedade de apresentacao do relatorio de atividades, em
modelo da CEUA, para emisséao do certificado, como disposto nas Resolucdes
Normativas do CONCEA.

Finalidade ( ) Ensino (x ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da Autorizacdo 15/12/2019 a 15/08/2021
Camundongo Knockout
Espécie/Linhagem/Raca
Swiss Nude (NU(lco)-Foxn1 nu)
N°de animais 27
Peso/ldade 20-25 g/ 6-8 semanas
Sexo Ambos/ Indiferente
Origem Centro de Criagao de Camundongos Especiais - FMRP

Ribeirdo Preto, 23 de julho de 2020.
Ana Patricia Yatsuda Natsui
Coordenadora da CEUA-FCFRP
Avenida do Café SIN2 - Monte Alegre — CEP 14040-903 - Ribeirdo Preto — SP

Comissao de Etica no Uso de Animais - ceua@fcfrp.usp.br
Fone: (16) 3315-8559 - Fax: (16) 33152-4892
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