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RESUMO

QUITIBA, J.V. B. Acao de gemcitabina e paclitaxel transportado por nanocarreadores
lipidicos para modulacio de células tumorais e imunocompetentes. 2021. 28p. Trabalho de
Conclusdo de Curso (Bacharelado em Fisica Biomolecular) — Instituto de Fisica de Sao Carlos,
Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos,2021.

O cancer ¢ uma das doencas cronicas mais recorrentes na populacao brasileira ¢ mundial. Neste
cenario, o carcinoma pancreatico humano esté entre as neoplasias com maior nimero de mortes no
mundo e a elevada frequéncia de casos de recidivas e metastases demandam o desenvolvimento de
novas propostas terapéuticas para aumentar a atividade dos principais mecanismos efetores da
imunidade celular. Como um dos principais fatores que favorece o crescimento e a expansao das
células neoplasicas ¢ sua capacidade de modular o microambiente tumoral e evadir-se da
imunovigilancia, o presente projeto foi formulado para desenvolver nanocarreadores para o
transporte de agentes antineoplasicos para o interior de células tumorais e modulagao das principais
células do sistema imune. Com esse propoésito, nanoparticulas lipidicas foram sintetizadas com os
principais componentes da membrana plasmatica da célula tumoral e incorporadas com
gemcitabina e paclitaxel (drogas de primeira linha utilizada no tratamento clinico), visando o
enderecamento dos carreadores para as células tumorais e a entrega de material antigénico a
mondacitos. Assim, o presente projeto visa contribuir para o desenvolvimento de um nanocarreador
para o transporte de agentes imunomoduladores, tanto para o interior de células tumorais, quanto
para células imunocompetentes. Como resultados esperados, visamos aumentar a imunogenicidade

das células tumorais e de modular positivamente a a¢do de células apresentadoras de antigenos.

Palavras-chave: Nanomedicina. Imuno. Cancer.
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1 INTRODUCAO

O cancer ¢ responsavel por 15% das mortes no mundo (1) e fatores como alimentacgao,
envelhecimento e aumento da populacdo mundial contribuem na incidéncia dessa doenca
cronica. (2) Em 2018, foram registrados 9,5 milhdes de mortes em decorréncia dessa doenca e
18 milhdes de novos casos foram registrados. (2) Dentre eles, o cancer de pancreas ¢
classificado como a 14" neoplasia de maior frequéncia e a 7* maior causa de mortalidade. Seus
principais sintomas se manifestam quando a doenga se encontra em estadgios avancados no
organismo, com o diagnostico sendo confirmado tardiamente. (2) A cirurgia ¢ a principal
medida terapéutica que, acompanhada de tratamento quimioterdpico, contribuem para a
sobrevida dos pacientes. (3-4)

Na quimioterapia, as classes de drogas mais comuns incluem agentes alquilantes para
inibir a transcricdo de DNA, antimetabolitos como analogo de compostos celulares para
bloqueio de vias metabolicas na fase S, agentes direcionadores de microtubulos para destruir ou
estabilizar o citoesqueleto na fase GO/Gl1 e/ou G2/M, inibidores de topoisomerase e
antraciclinas. (5) A longo prazo, as células de carcinoma pancreatico apresentam alta resisténcia
aos quimioterapicos. (6) A fim de melhorar a eficacia dos tratamentos, estudos verificaram os
efeitos da combinagdo de gemcitabina (GEM) com outras classes de drogas, como cisplatina,
oxaliplatina, taxois e capecitabina. Porém, testes em humanos demonstram que apenas os
grupos tratados com a combinacdo GEM + taxol apresentam efeitos superiores a monoterapia
com gemcitabina em ensaios clinicos de fase III. (7)

Limitagdes dessa técnica terapéutica, como falta de especificidade e eficacia constante,
sdo superadas utilizando as propriedades fisico-quimicas de nanocompdsitos, potencializando
a citotoxicidade dos agentes terapéuticos sem observar desregulacdo metabélica provocada pela
sindrome de lise tumoral. Estudos extensivos tém sido aplicado para fornecer alta concentracao
de drogas dentro das células-alvo e minimizar a toxicidade indesejavel a outros tecidos. As
nanoparticulas podem ser usadas para transportar agentes antineoplasicos, como proteinas,
acidos nucléicos e drogas, melhorando sua a¢do nas células de interesse. A aplicabilidade dessas
particulas dependente de seu tamanho que determina sua capacidade de movimento no interior
dos 6rgaos e tecidos. (8) O “enderegamento’ para sitios primarios € metastaticos pode ser feito
através de técnicas de mimetizacdo de sua superficie, estabelecendo maior especificidade para
o tecido alvo. (9) Os quimioterapicos adsorvidos ou ligados covalentemente nos nanomateriais
podem inibir a expulsdao do farmaco do citoplasma por proteinas transportadoras de ATP
(transportadores ABC). (10) Tal peculiaridade aumenta a liberacdo de drogas hidrofobicas e

minimiza a baixa biodisponibilidade apds o encapsulamento na superficie das NPs e/ou dentro



do sistema. A administracdo simultdnea de GEM e PTX (que apresentam mecanismos de agao
distintas nas células) aumenta a sobrevida de pacientes com cancer pancreatico metastatico em
pelo menos 2 meses, em comparacdo com aplicacdo de somente gemcitabina. (11) Assim, a
combinacdo de gemcitabina e taxois pode ser considerada como um novo recurso terapéutico
para o tratamento de cancer pancreatico.

Estudos recentes demonstraram que a aplicagdo de doses baixas e ultrabaixas inibem os
efeitos colaterais negativos, como imunossupressao severa ¢ desenvolvimento de
quimiorresisténcia, que selecionam e restaura o crescimento neoplasico. (12) Essa nova técnica
terapéutica estd se tornando mais atraente, pois doses baixas de quimioterapicos possuem
propriedades anti-angiogénicas e reduzem a inibicdo de macrofagos e linfocitos no sitio
tumoral, permitindo que as células do organismo apresentem maior eficacia contra as
neoplasias. (13) Também ja foi demonstrado que a concentracdo baixa de farmaco no
microambiente tumoral diminui a recidiva do cancer de forma mais eficaz do que a aplicacao
periddica da dose méaxima tolerada. (13-15)

Um avango recente na nanoengenharia utiliza os principais componentes da membrana
celular para camuflar as nanoestruturas nos organismos. (16) Lipidios e proteinas sao isolados
por ultracentrifugacdo e depositados na superficie das particulas por for¢as mecénicas ou
utilizadas na sintese de nanovesiculas para a entrega de grande quantidade de material
antigénico as células apresentadoras de antigenos (APCs). A presenca de proteinas de adesdo
celular facilita a interagdo com populagdes especificas (16-17) e os lipidios da membrana
(fosfolipidios, glicolipidios e colesterol) aumentam a estabilidade em meio biol6gico, mantendo
a disponibilidade do farmaco por semanas no sistema circulatorio. (18-20)

Considerando que nanocarreadores podem carrear simultaneamente mais de um agente
quimioterapico tanto para células tumorais quanto para células imunocompetentes,
sintetizaremos nanoparticulas lipidicas com os principais componentes da membrana de células
pancredtica (CAPAN-1) conjugada com dois farmacos de primeira linha (GEM e paclitaxel -
PTX). Estudos recentes demonstram que a agdo da GEM ¢ potencializada na presenca de baixas
doses de PTX. Tal combinagdo reduz a concentragdo efetiva minima dos quimioterapicos e seus
efeitos colaterais nas células saudaveis. Pois, quando incorporadas em uma nanoestrutura
lipidica de carga positiva, o sistema previne a redu¢do do pH nos fagolisossomas (pH 4,8) e a
degradagdo do farmaco. As nanoparticulas lipidicas sdo responsaveis por reduzir a toxicidade
hematoldgica e vascular, normalmente observada em tratamentos clinicos com quimioterapicos

puros, restaurando o nivel normal de plaquetas, mondcitos e células T no sangue. (21-22)



Nesse cenario, areas como nanomedicina e imunoterapia tém os resultados clinicos mais
satisfatorios. Atualmente, estudos que englobam seu conhecimento criam novas modalidades
de terapias capazes de reduzir a expansdo das células doentes e os efeitos adversos dos
tratamentos. (23) Nossos resultados preliminares indicam excelente estabilidade de
nanovesicula sintetizadas da linhagem celular PANC-1 e maiores efeitos citotoxicos da
nanoparticula carreando GEM/PTX do que apenas GEM ou a combinacdo de GEM/PTX
sozinhos, indicando que a nanoparticula da membrana favorece a interacdo com as células
tumorais. Esses achados interessantes favorecem a incorporagdo de adjuvantes imunologicos e
a liberagdo de material antigénico para células imunes humanas, como mondcitos, células
dendriticas e linfocitos de doadores de saude.

Para testar a especificidade os nanocarreadores serdo expostos as células PANC-1
(tumor pancreatico humano) e células HEPA-RG (linhagem celular hepatica de fendtipo
saudavel). A adesdo/internalizacdo sera analisada através de microscopia de fluorescéncia e
citometria de fluxo e a atividade citotoxica da droga imobilizada sera testada por exposi¢ao in
vitro de células tumorais—alvo aos nanocarreadores e posterior analise da capacidade de redugao
de metil tetraz6lio (MTT) e citometria de fluxo.

Assim, as nanoparticulas serdo testadas in vitro quanto: a) a especificidade para células
tumorais; b) internalizacdo das particulas pelas células tumorais, mondcitos e c) a atividade

citotoxica do Gemcitabina/paclitaxel imobilizado nos nanocarreadores.
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2 METODOLOGIA
2.1  Sintese das nanoparticulas

Membranas de células de carcinoma pancreatico foram isoladas e purificadas por
ultracentrifugacao, seguindo a metodologia proposta por Lung et al/ (24) e reconstruidas como
vesiculas por extrusdo. Resumidamente, as células foram descoladas de garrafas de cultura e
lavadas trés vezes, por centrifugacdo, com PBS e lisadas por incubagdo em tampao hipotonico
durante 20 min a 4°C. As células lisadas foram centrifugadas, ressuspendidas em tampao e
homogeneizadas, seguido de centrifugacdao a 15.000 g durante 15 min a 4°C para remover 0s
detritos celulares. O sobrenadante foi recolhido e centrifugado a 100.000 g durante 2h
utilizando uma ultracentrifuga Optima MAX-XP (Beckman Coulter, EUA) a4°C. O pellet, com
as membranas, foi disperso em 1 ml de PBS contendo Inibidor de Protease Completo (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemanha) e armazenado a -80°C.

2.2 Incorporacio de gemcitabina e paclitaxel as MNPs

A incorporacdo de gemcitabina (GEM) e paclitaxel (PTX) as MNPs (MNPs-GEM e
MNPs-PTX) foi preparada misturando 1 ml da suspensio de MNPs a 10° particula/ml com 5.2
ul de GEM a 100 uM e 7.12 pl de PTX a 5 nM dissolvida em PBS e submetida a extrusao por
uma membrana de 100 nm em um nano-extruder Malvern a temperatura ambiente. A solugdo
foi centrifugada a 100000 g durante 2h e lavada com PBS. Apds a remoc¢ao da GEM e PTX nao
conjugado, o complexo MNPs-GEM e MNPs-PTX foi ressuspenso em 1 ml de PBS sob
sonicacao suave por 30 min. a 40 kHz.

2.3  Espectroscopia na Regiio do Ultravioleta-Visivel (UV-VIS)

Espectroscopia no UV-VIS-NIR foi utilizada para acompanhar a cinética de formagao
das nanoparticulas e estimar a quantidade de quimioterdpico conjugado na MNPs
(espectrofotometro Hitachi, modelo U2008).

2.4  Analise de nanoparticulas (NTA) e potencial zeta

Utilizando os equipamentos Malvern NanoSightNS300 e spectrometer Nano-ZS
(Malvern Instruments, UK) foi realizado medidas de distribui¢do de tamanho, concentragdo e
potencial zeta dos nanomateriais em suspensdo, a fim de se obter informagdes sobre
polidispersividade e potencial de superficie.

2.5  Cultura de células tumorais.

As células linhagem celular de cancer de pancreas humano (PANC-1) foi cultivada em
meio completo [meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de
piruvato de sodio, 1% de aminodcidos ndo essenciais € HEPES (Sigma), 1% de antibiotico e

antimicoticos (Life Technologies)] a 37°C e sob tensdo de 5% de CO?, até completarem a
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monocamada, sendo entdo soltas da superficie utilizando tripsina-EDTA (Gibco) 0,05% e
lavadas em meio de cultura completo para uso nos ensaios.
2.6 Ensaio de citotoxicidade (MTT).

Como primeira analise de interacdo das nanoparticulas com as células, avaliamos seu
efeito sobre a viabilidade de células tumorais (PANC-1) utilizando o ensaio colorimétrico do
MTT. Este sal é reduzido a cristais de formazan através do metabolismo mitocondrial,
refletindo a atividade de células vivas, sendo utilizado como indicador da viabilidade das
células cultivadas. O tratamento foi realizado por adicdo das particulas e quimioterapicos a
cultura de células (1x10* células por pogo) numa placa de 96 pogos fundo chato por 24 e 48h.
Como contrastes, foram testados: a) MNPs puro; b) MNPs conjugado com GEM (MNPs-
GEM); ¢) MNPs com PTX (MNPs-PTX) e d) apenas GEM e PTX. Como controle positivo do
ensaio (lise maxima) as células foram incubadas com DMSO. As c¢lulas vivas aderidas a placa
foram incubadas com uma solugdo de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio), por 3h a 37°C sob tensdo de 5% de CO?. Em seguida, o sobrenadante foi
removido e os cristais de formazan formados no interior das células em atividade foram
solubilizados com dimetilsulfoxido (DMSO), para posterior leitura em espectrofotdmetro a 540
nm.

2.7 Marcacio da MNPs com isotiocianato de fluoresceina e analise de interacio com
células.

Para marcagido fluorescente 10° particulas foram dispersas em 1 mL de PBS
adicionando-se, em seguida, 0.1 mg de isotiocianato de fluoresceina (FITC). A mistura foi
agitada no escuro a 4°C durante 12h. Para separar o complexo MNPs-FITC da fluoresceina nao
conjugada, a solucdo de nanoparticula foi submetida a uma didlise de 12h em uma membrana
de 12 kDa. No final, a suspensao foi recuperada por centrifugacao e preparada com PBS. Essas
nanoparticulas fluoro marcadas foram utilizadas apenas para verificar a incorporagdo das MNPs
por células mononucleares (monocitos) e células de cancer pancreatico (PANC-1).

2.8 Incorporacgio de MNPs por células de cancer pancreatico e células mononucleares.

As células foram expostas a uma solu¢dio de 10° particulas/ml de MNPs-FITC durante
48h. Os resultados adquiridos em citometro de fluxo modelo FACS Calibur foram analisados
utilizando o software FlowJo, versdao vX. 10.6.

2.9 Ensaio de apoptose/necrose celular por citometria de fluxo.
A atividade citotoxica serd confirmada por citometria de fluxo, utilizando-se a

concentragio de 108 particulas por ml de MNPs com 10 uM de GEM e 10 nM de PTX para cada
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1x10° células. Para isso cultura de células tumorais serdo plaqueadas em placas de 12 pogos e
aplicadas os tratamentos.

Apos 48h de incubacao, o sobrenadante sera removido e as particulas em suspensao,
bem como restos celulares, serdo removidos por lavagem delicada dos alvéolos com meio de
cultura a 37°C. Cerca de 1x10° células serdo recolhidas em eppendorfs e centrifugadas a 10000
rpm por 30 segundos e ressuspensas em isoton (PBS, contendo 0,5 % de BSA) e incubadas por
20 minutos a temperatura ambiente com Anexina V. Decorrido o tempo de incubagao, as células
serdo recolhidas em tubos de citometria e marcadas com 7AAD para sua aquisi¢ao no citometro
de fluxo.

A anexina V ¢ um composto marcado com ficoeritrina (PE) que tem afinidade com
fosfolipidios da face interna da membrana celular. Células em apoptose modificam a
conformagdo de sua membrana, expondo esses fosfolipidios na face externa, permitindo a
ligagdo com anexina. Assim a identificacdo dessa marcacdo nos serve para quantificar células
em apoptose.

Associamos a esse ensaio o 7AAD, esse produto marcado com PerCP, cuja intensidade
de fluorescéncia ¢ identificada em outros comprimentos de onda. Esse produto mostra em
células que sofrem lise osmotica através dos poros formados na superficie. Células 7AAD"
representam células que sofreram necrose. Desse modo, a combinacdo de anexina V com 7AAD
seguindo de leitura em citdometro de fluxo nos permite a quantificacdo de células em apoptose
(anexina V") e células mortas (JAAD/anexina V*e 7AAD"/anexina V").

Os grupos de trabalho para esse experimento serdo: a) MNPs; b) MNPs carregado com
GEM e com PTX e c) apenas GEM e PTX em concentracdo equivalente.

2.10  Analise estatistica.

Todos os ensaios funcionais foram repetidos pelo menos 3 vezes. Os ensaios que
envolveram células de sangue periférico foram realizados com material biologico de 3 doadores
saudaveis. Os conjuntos de dados foram submetidos ao teste de analise de variancia (ANOVA),
seguido pelo teste de comparagdao de médias de Tukey-Kramer, considerando significativas as

diferengas com probabilidade de erro menor ou igual a 5% (0.05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Construcio das nanoparticulas de membrana

No presente estudo, investigamos uma classe de nanoestrutura para transportar
gemcitabina e paclitaxel, testando sua eficdcia em células cancerigenas pancreaticas,
delimitando a dose adequada para futuros ensaios em linhagens de células saudaveis, tais como
c¢lulas imunocompetentes. Para incorporar os agentes antineopldsicos nas nanoparticulas, a
membrana foi extrudada através de uma membrana de policarbonato de 100 nm com as
moléculas quimioterapéuticas. Apos a sintese, foram realizadas caracterizagdes fisico-quimicas
para analisar as diferengas na estrutura dos nanocarreadores.
3.2  Caracterizacao Fisico-Quimica

Para determinar o tamanho e carga superficial das estruturas em solucao salina (PBS a
pH 7,4), bem como estimar a concentracdes de nanoparticulas nas amostras, utilizamos Analise

de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA) e Zetasizer Nano ZS (Tabela 1).

Tabela 1. Tamanho de particulas e potencial zeta com base nos dados NTA e Zetasizer Nano ZS.

, Tamanho (nm) Potencial Zeta
Nanoparticulas

NTA ((mV)
MNP 147,2 + 0,8 -5,6 + 0,5
MNP-GEM 150,0 + 0,5 -7+2
MNP-PTX 139 + 1 -5+ 3

Fonte: Elaborada pelo autor

As nanoparticulas apresentaram maior raio hidrodindmico apos a exposi¢ao ao meio de
cultura celular, com adsorcao de proteinas criando uma corona proteica na superficie. Podemos
verificar a deposi¢do de proteinas nas nanoparticulas pela redu¢do do potencial zeta quando
comparado com solucdo salina (pH 7,4). Para futuros estudos, ¢ importante verificar a
estabilidade dessas estruturas e analisar fenomenos de agregacao durante um periodo médio de
48 horas. Nossos resultados nao observaram variacdes drasticas no tamanho e carga superficial,

demonstrando boa monodispersividade em solucao.
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Figura 1: Tamanho (A) e potencial zeta (B) dos MNPs, MNPs-PTX e MNPs-GEM a 2, 6, 12, 24, 36 ¢ 48 horas
com DMEM 10% de FBS.

Fonte: Elaborada pelo autor

O revestimento das nanoparticulas com proteinas da superficie celular contribuem para
aumentar a dispersividade em solu¢des aquosas, ajudando em sua estabilidade e facilitando a
conjugacao de substancias adicionais dentro de sua estrutura. (18-20) Nanovesiculas
sintetizadas com os principais componentes da membrana plasmatica da célula PANC-1
mantém em sua estrutura moléculas de adesdo aos receptores de células neoplasicas.

Também realizamos microscopia de for¢a atomica (AFM) a fim de analisar a morfologia
das nanoparticulas derivadas da membrana plasmatica de linhagem celular de cancer de
pancreas (PANC-1). A andlise por AFM revelou nanoparticulas lipidicas com tamanho médio

entre 100-200 nm, comprovando o resultado encontrado no NTA (Figura 2).
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Figura 2: Reconstrug@o da imagem do eixo Z e imagem tridimensional das nanoparticulas da membrana plasmatica
(MNPs). (A, B) MNPs (C, D) MNPs-PTX (E, F) MNPs-GEM.
Fonte: Elaborada pelo autor
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A microscopia de forga atdmica e os resultados de NTA revelaram auséncia de
alteragdes estruturais nas nanoparticulas apos a conjuga¢do com os quimioterapéuticos, com
tamanho entre 100 nm e 200 nm. A carga superficial das nanoestruturas demonstrou ser
negativa em todos os grupos experimentais (MNPs, MNPs-PTX e MNPs-GEM) e quando
dispersada em meio de cultura observamos reduc¢ao nesse valor com excelente estabilidade apds
48h de analise.

A incorporagdao de agentes quimioterapéuticos nas MNPs foi estimada usando
espectroscopia UV/Visivel pela lei de Beer-Lambert, examinando os espectros de absorc¢ao de
MNPs pura, MNPs-GEM, MNPs-PTX, GEM pura e PTX puro (Figura 3.A) em diferentes
concentragdes. A liberacdo do farmaco foi investigada em PBS (pH 7,4) e a concentracao
determinada usando curvas padrao GEM (Figura 3.B). A partir desses resultados foi
comprovada a incorporacdo de aproximadamente 6,5 uM de GEM em 1x10° particulas/ml de
MNPs. Devido ao espectro de absor¢do do PTX ser baixo e estar na mesma faixa das MNPs

ndo foi possivel verificar a quantidade de PTX na amostra.
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Figura 3: Espectro de absorbancia de MNPs, MNPs-PTX, MNP-GEM (A) para 1x10° particulas/ml ¢ GEM e PTX
(B, C) em diferentes concentragdes. Pelos valores de absorbancia, suas respectivas curvas padrao
ajudaram a estimar a concentragdo de MNPs-GEM quando conjugadas.

Fonte: Elaborada pelo autor

3.3  Analises de Citotoxicidade

Realizamos o ensaio colorimétrico de metil tetrazolio (MTT), a fim de avaliar a
toxicidade das MNPs e determinar sua concentragao a ser usada em ensaios futuros. As MNPs
na auséncia dos quimioterdpicos ndo exibem toxicidade apos 24h e 48h (Figura 4.A). Na
concentragdo de 1x10° particulas/ml, as MNPs-GEM reduziram a viabilidade das células
tumorais em 25% ap6s 24h de incubacdo, enquanto que no periodo de 48h observamos aumento
na toxicidade para 35% (Figura 4.B). Nanoparticulas conjugadas com PTX revelaram
viabilidade celular entre 60% apds 24h, mas a baixa concentracdo de PTX permitiu que células
tumorais retomassem o crescimento apds 48h (80% de viabilidade) (Figura 4.C).
Consequentemente, optamos por trabalhar com 1x10° particulas/ml em testes futuros com

células cancerigenas e células sanguineas periféricas saudaveis.
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Figura 4: Analise de citotoxicidade de MNPs em células de cancer de pancreas (PANC-1) por reducdo de metil
tetrazolio (MTT). PANC-1 (1x10° células por pogo) foi exposta a A) MNPs puros, B) gemcitabina
conjugada em MNPs (MNPs-GEM) e C) paclitaxel em MNPs(MNPs-PTX) para verificar sua resposta
e estimar a concentragdo de trabalho em células de carcinoma pancreatico.

Fonte: Elaborada pelo autor

Realizou-se o ensaio de MTT para a gemcitabina pura (GEM) e gemcitabina aliada a paclitaxel
(PTX) puros para verificar a eficacia da conjugacdo desses dois quimioterapicos (Figura 5).
Observamos um ligeiro aumento da eficacia da GEM combinada com PTX apds 48 horas de
tratamento. O proximo passo investigaremos a eficiéncia da combinacdo de MNPs-GEM e
MNPs-PTX aplicadas simultaneamente, a fim de comprovar que as MNPs sdo mais eficazes

que o tratamento puro.
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Figura 5: Analise de citotoxicidade de gemcitabina e gemcitabina aliada a paclitaxel em células de cancer de
pancreas (PANC-1) por reducdo de metil tetrazoélio (MTT). PANC-1 (1x10° células por pogo) foi
exposta a A)GEM pura, B) gemcitabina com paclitaxe puros.

Fonte: Elaborada pelo autor

Os quimioterapicos entram nas células por meio de transporte passivo ou ativo pela
membrana. As moléculas dos medicamentos difundem para a célula devido ao seu gradiente de
concentracao sem gasto de energia pela célula. No entanto, as membranas sdo seletivamente

permeaveis, por isso tém efeitos diferentes na taxa de difusdo para diferentes moléculas, o que
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pode levar a utilizagdo de grandes quantidades de medicamento causando efeitos adversos. (25)
J4 as MNPs interagem com a membrana da célula tumoral conseguindo liberar o farmaco na
célula alvo sem necessidade de um alto gradiente de concentracdo. A vantagem dessas
nanoestruturas ¢ a possibilidade de diminuir a dose minima efetiva para o qual o medicamento
terd efeito e diminuir os efeitos adversos causados pela inespecificidade no enderecamento.

A gemcitabina atua inibindo a sintese de DNA na fase S, enquanto o paclitaxel bloqueia
o ciclo celular na fase G2 inibindo a desmontagem dos microtubulos. As cé€lulas resistentes ao
tratamento com GEM podem ndo suportar a atividade de outro agente terapéutico, permitindo
que até mesmo a presenga de baixas doses desses medicamentos possa ter grande efetividade.
(26) Como cada um dos quimioterdpicos atua em uma parte do ciclo celular, a combinagao dos
dois medicamentos podera ter seus efeitos potencializados, impedindo que as células
completem o ciclo mitotico e entrem em processo de apoptose. Em resumo, a gemcitabina e o
paclitaxel sd3o 2 agentes com mecanismos de agdo Unicos com resisténcia ndo cruzada e
potencial para atividade antitumoral sinérgica, como ja registrado na literatura. (27)

A concentragdo a ser utilizada para tratamento pode variar dependendo da poténcia e eficacia
desejada. A dose méxima toleravel ¢ a maior quantidade de uma droga capaz de produzir efeitos
terapéuticos. Normalmente as células saudaveis do organismo sdo afetadas pela agdo dos
quimioterdpicos. Em estagios avangados do cancer o sistema imune do paciente pode estar
debilitado e o tratamento pode acabar por contribuir com efeitos adversos. J4 na dose minima
efetiva ou ultra baixas doses tenta-se maximizar os beneficios € minimizar os riscos. No caso,
o organismo responde para baixos niveis de concentragdo do medicamento e o sistema
imunolégico ndo ¢ afligido por efeitos negativos e até mesmo pode ser ativado.

Para reduzir a dose minima efetiva nas células malignas e verificar os efeitos adversos
em células saudaveis, optou-se por trabalhar com 1x10° particulas/ml nos préximos ensaios de
citotoxicidade. Essa concentragdo de MNPs mostrou resultados perceptiveis € conseguem
aumentar os efeitos de ambos os quimioterdpicos nas células cancerigenas. Utilizou-se
concentragdes de 100uM e 5SnM na incorporagdo de gemcitabina e paclitaxel nas nanoestruturas
respectivamente. Tais concentracdes se mostraram suficientes ao compararmos com outros
estudos presentes na literatura. (28)

3.4  Analises de Citotoxicidade de diferentes proporc¢oes de MNP-GEM e MNP-PTX

Realizamos o ensaio colorimétrico de metil tetrazolio (MTT), a fim de avaliar a
eficiéncia da combinacdo de MNPs-GEM e MNPs-PTX aplicadas simultaneamente em

diferentes proporgdes. Devido a limitagdo de tempo imposta devido a pandemia da Sars-Cov 2,
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nio conseguimos utilizar a concentragio de 10° particulas/ml pois ndo havia MNPs suficientes.
Utilizamos entdo uma concentracdo de 10® particulas/ml nas linhagens PANC-1 e HEPA-RG.
Foram realizados ensaios de nanoparticulas com concentragcdes variadas € com as
nanoparticulas de membrana puras sem os medicamentos. As MNPs aplicadas as células
PANC-1 apresentaram citotoxicidade de 50% apds 24h de tratamento, sendo que essa aumentou
apoOs 48h. Na linhagem HEPA-RG, as nanoparticulas também apresentaram citotoxicidade apds

24 h de tratamento, porém as células retomaram o crescimento apos 48h.
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Figura 6: Analise de citotoxicidade de MNPs em células de cancer de pancreas (PANC-1) e em linhagem saudavel
de células hepaticas (HEPA-RG) por reducdo de metil tetrazolio (MTT). 5x10° células por pogo foram
expostas a MNP pura e diferentes concentragdes de 108 particulas de MNP-PTX/MNP-GEM (em %)
em A) PANC-1 e B) HEPA-RG.

Fonte: Elaborada pelo autor

Nosso objetivo era entregar agentes antineoplasicos dentro de células neoplésicas
usando nanoparticulas derivadas de membrana plasmatica utilizando uma combinacdao de
MNPs-GEM e MNPs-PTX em diferentes propor¢des. Como ja discutido, a gemcitabina e o
paclitaxel sdo 2 agentes com mecanismos de a¢do unicos com resisténcia ndo cruzada e
potencial para atividade antitumoral sinérgica. Entdao, buscamos utilizar diferentes proporgdes
de particulas distintas contendo esses medicamentos. Realizamos ensaio colorimétrico de
metiltetrazélio (MTT) para avaliar a toxicidade das MNPs e dos quimioterapicos em linhagens
celulares PANC-1 e HEPA-RG, determinando a melhor combinagao para uso em experimentos
in vitro. Nossos dados indicaram que a exposicdo do cancer pancreatico a agentes
antineoplasicos puros ndo promoveu a redugao da viabilidade celular em todas as concentracdes
testadas. Os MNPs puros exibiram toxicidade apos 24h e sendo essa estavel apds 48h. Enquanto
isso, todas as combinagdoes de MNPs-PTX/MNPs-GEM reduziram a viabilidade das células
tumorais em 50% ap6ds 24h de incubagio com 1x10® particulas, e apés um periodo de 48h houve
aumento da toxicidade. Nanoparticulas aplicadas em células saudaveis de figado também

apresentaram citotoxicidade apos 24h porém apds 48h as células retomaram o crescimento.
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Quanto as diferentes propor¢des de particulas contendo os medicamentos, podemos perceber
que elas ndo apresentam uma diferenca estatistica que nos permita definir uma propor¢ao
melhor do que a outra. Comparando com nossos estudos (29), podemos concluir que a utilizacao
de uma NP conjugada com ambos os medicamentos ¢ mais eficaz que a utilizagdo de
nanoparticulas distintas e combinadas.
3.5 Interacio de nanoparticulas com células tumorais e monocitos

Foram sintetizadas nanoparticulas previamente coradas com isotiocianato de
fluoresceina (FITC) para investigar a interagdo entre elas e células do cancer pancreatico
(PANC-1), células saudaveis do figado (HEPA-RG) e células imunocompetentes (mondcitos).
O fluorocromo FITC emite luz verde quando excitado com o comprimento de onda da luz de
488 nm e pode ser detectado por citometria de fluxo. Este ensaio foi realizado apenas com
MNPs marcados com FITC para provar a interacdo com células tumorais. Como resultado,
observamos alta porcentagem de células tumorais PANC-1 FITC+ em contraste com a linhagem
celular hepatica (HEPA-RG)(Figura 2A, 2B, 2D ¢ 2E).

As células imunocompetentes capturam nanoparticulas muito rapidamente, limitando a
entrega de agentes quimioterapicos. Consequentemente, decidimos investigar a interacao das
NPs com mondcitos de doadores saudaveis para confirmar se as células do sangue periférico

fagocitam um grande niimero de particulas marcadas com fluoresceina (Figura 2C e 2F).
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Figura 7: Incorporacdo de MNPs-FITC em células de cincer pancreatico (A) e células saudaveis do figado (B)
(verde) com base em parametros de tamanho e granularidade. Histogramas que apresentam a
porcentagem de incorporagdo de nanoparticulas em células de cancer pancreatico (D) e células hepaticas
normais (E), cujo histograma laranja e verde representa células FITC+ (células incubadas a 10% e 10°
particulas/ml, respectivamente) e o histograma vermelho representa a populagdo de células ndo
marcadas. Incorporagdo de MNPs-FITC em monocitos (verde) também foi observada com base nos
parametros de tamanho e granularidade (C) e histograma (F), demonstrando a porcentagem de
nanoparticulas incorporadas células imunocompetentes.

Fonte: Elaborada pelo autor

O ensaio de interagdo com MNPs-FITC+ revelou a intera¢@o entre nanoparticulas com
c€lulas tumorais PANC-1, células HEPA-RG e monocitos primarios de doadores saudaveis,
observando uma alta intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) em células pancreaticas
FITC+ e para globulos brancos. Apos o tratamento com MNPs, as células do cancer pancreatico
FITC+ dobraram o valor de MFI em relagdo aos seus respectivos grupos de controle (células
nao expostas as MNPs). Esse resultado nao foi observado nas linhagens de células HEPA-RG,
indicando menor interagdo na superficie das células hepaticas e grande especificidade para
PANC-1. Em monbcitos, os valores de MFI indicaram uma alta taxa de fagocitose das MNPs.
Nossos resultados indicam que 97% dos monocitos eram FITC + com valores de MFI uma

ordem de grandeza maior que os valores obtidos no controle. Essas resolu¢des sao importantes
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para iniciar trabalhos na avalia¢do da expressao de antigenos e na expressdao de marcadores de
superficie celular devido a interagdo com as MNPs.

3.6  Morte celular induzida por apoptose e / ou necrose.

O experimento de citotoxicidade nos indica atividade metaboélica das células, porém viu-se
necessario verificar a morte das células cancerosas usando o ensaio de Anexina-V e 7AAD por
citometria de fluxo.

Depois de expostas a MNPs-GEM-PTX, as células PANC-1 sofreram morte celular
superior ((7AAD +/anexina V +) =27%) do que a HEPA-RG ((7AAD +/ anexina V +) = 8%).
Esses resultados foram opostos a exposicdo a MNP-GEM e MNP-PTX, refletindo efeitos
semelhantes aos de MNPs puras. A combina¢do de PTX e GEM em uma Unica nanoparticula
(MNPs-GEM-PTX) aumentou os efeitos citotoxicos em células neopldsicas comparados a
MNPs-GEM e GEM, indicando que o agente estabilizador de microtibulos favorece a atividade
da gemcitabina em células neoplésicas de pancreas, conforme revelado por estudos anteriores

em ensaios clinicos com drogas antineoplasicas puras(27).
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Figura 8: Efeitos das nanoparticulas derivadas da membrana plasmatica na viabilidade de A) carcinoma
pancreatico (PANC-1) e B) células saudaveis (HEPA-RG) (Anexina V e 7TAAD) apds 48h expostos a
MNPs, MNPs-GEM, MNPs-PTX, MNPs-GEM-PTX.
Fonte: Elaborada pelo autor

O ensaio de apoptose/necrose confirmou, entao, a baixa toxicidade de MNPs em células
PANC-1 ¢ HEPA-RG. Entretanto, observamos toxicidade semelhante entre nanoparticulas
conjugadas com apenas um quimioterapico e a respectiva exposi¢do com grupos de controle de
nanoparticulas (MNPs), indicando baixa eficiéncia terapéutica dos farmacos quando
transportados individualmente em células de cancer pancreatico. A incorporacdo de PTX

(MNPs-GEM-PTX) aumentou a toxicidade das nanoparticulas, potencializando os percentuais
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de morte celular, o que nos leva a concluir que a presenca de baixas doses de PTX melhoram a
capacidade citotoxica de MNPs-GEM. Portanto, nossos resultados sugerem que MNPs-GEM-
PTX sdao mais eficazes do que GEM puro e PTX puro em um curto periodo de tratamento. Este
achado ¢ compativel com estudos anteriores, nos quais nanoparticulas complexadas com GEM
apos a administragdo de PTX puro exibiram maior toxicidade do que o tratamento simples com
GEM em células de cancer de pulmao, mama e ovario. (30-32)

O resultado mais interessante foi observado no grupo MNPs-GEM-PTX, indicando que
o paclitaxel favorece a atividade de MNPs-GEM em células tumorais. Nosso objetivo de
entregar agentes antineoplasicos dentro de células neoplasicas usando nanoparticulas derivadas
da membrana plasmatica foi alcangado com sucesso, uma vez que MNPs-GEM-PTX induziu

mais apoptose/necrose em PANC-1 do que em HEPA-RG.
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4 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Foram sintetizadas nanoparticulas lipidicas com os principais componentes da
membrana plasmatica derivada de células de carcinoma pancreatico (PANC-1) e conjugadas
com baixas doses de GEM e PTX para reduzir a dose efetiva nas células neoplasicas. As analises
fisico quimicas mostraram particulas estdveis em meio de cultura e capazes de conduzir
medicamentos de forma eficaz. Nossos estudos revelaram que os MNPs sdo eficientes
carreadores de quimioterapicos para o tratamento de carcinoma pancreatico, produzindo efeitos
citotoxicos superiores a terapia convencional usualmente utilizada na clinica e ndo
apresentando citotoxicidade em células hepaticas saudaveis (HEPA-RG). Foi observado
também que diferentes propor¢des de nanoparticulas distintas contendo medicamentos nao
apresentam uma diferenca na eficacia das nanoparticulas quando comparada com
nanoparticulas contendo ambos os quimioterapicos. Os ensaios de apoptose/necrose mostraram
que a combinacdo de MNP-GEM com o PTX favorece a atividade citotdoxica em células
neoplésicas de pancreas e ndo nas células sauddveis hepaticas. Por fim, nossos resultados
contribuem para o entendimento da aplicacdo dos MNPs como nanocarreadores de agentes
antineoplésicos e seus efeitos no cancer pancreatico, nas células saudaveis e iniciando estudos

para observacao de interagdes com células imunocompetentes.
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