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RESUMO

O céncer de mama € a neoplasia que mais acomete mulheres em todo o mundo e pode ser
classificado em diferentes tipos. Entre eles, o cancer de mama triplo negativo (TN) é caracterizado
por ndo possuir receptores hormonais ou receptores para HER2. Este tipo de cancer corresponde a
aproximadamente 20% dos casos, apresenta grande potencial metastatico principalmente para
Orgdos vitais como 0ssos, pulmé&o e cérebro, e consequentemente possui um pior prognostico.
Devido as suas caracteristicas celulares o cancer de mama TN ndo possui terapias-alvo, e por isso
a busca por novos tratamentos é de extrema importancia. Dessa forma, os produtos naturais sdo
ricas fontes para a busca de novas moléculas que podem ser aplicadas a terapia contra o cancer de
mama TN, alguns deles ja evidenciados com propriedades antitumorais e antimetastaticas.
Resultados prévios do nosso grupo de pesquisa ja demonstraram a eficacia da molécula de [10]-
gingerol (10G) em sua acgdo citotoxica e pro-apoptdtica in vitro e antimetastatica in vivo em
modelos animais de cancer de mama TN. Porém, devido sua baixa solubilidade em tampd&es
aquosos, sua eficacia pode estar reduzida, principalmente in vivo. Assim, o presente trabalho teve
como objetivo estudar uma formulagéo farmacéutica do 10G e verificar sua atividade in vitro. Os
resultados obtidos apontam que o composto formulado ndo s6 mantém suas caracteristicas
antitumorais iniciais, como em alguns casos elas sdo potencializadas, indicando perspectivas

otimistas para possiveis testes in vivo.

Palavras-chave: 10-gingerol, cancer de mama, cancer de mama triplo-negativo, formulacéo,

nanoemulsao.
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1.  INTRODUCAO

1.1.  Cancer e 0 processo metastatico

O céancer é uma das doencas mais graves observadas na clinica, além de ser um dos
principais problema de satde publica em todo o mundo, sendo responsavel por um grande niumero
de mortes prematuras em varios paises (NUSSBAUM, 2016; INCA, 2020). Existem varios fatores
genéticos e ambientais que levam ao desenvolvimento do cancer, um dos mais conhecidos é a
idade. J& se sabe que a incidéncia de neoplasmas malignos comuns aumenta exponencialmente
com a idade, portanto, o constante envelhecimento da populacdo € um dos principais responsaveis
pelo aumento da incidéncia e mortalidade de cancer mundialmente (BRAY et al., 2018; INCA,
2020; ZHANG et al., 2017). A estimativa mundial mais recente afirma que, em 2018, houve cerca
de 17 milhGes de novos casos e 9,5 milhdes de mortes (GLOBOCAN, 2018). No Brasil, as
estimativas para 0os proximos anos (2020-2022) apontam que ocorrerdo 625 mil novos casos de
cancer (INCA 2020).

A denominagdo “cancer” é dada a neoplasias malignas caracterizadas principalmente pela
proliferacdo celular descontrolada que levam ao aparecimento de uma massa tumoral e pela
capacidade das células tumorais de evadir das acbes do sistema imune e de morte celular
(NUSSBAUM, 2016). O desenvolvimento de um cancer acontece a partir de um distdrbio na
regulacdo do metabolismo celular em niveis como genético, epigenético, transcricional, entre
outros. Dessa forma, células carcinogénicas possuem um alto ndmero de vias essenciais
desordenadas que, juntamente com fatores epigenéticos e transducdo de sinais, promovem a
sobrevivéncia celular e proliferagdo exacerbada do tumor (WANG & LEI, 2018). Esse crescimento
descontrolado, juntamente com secrecdo de fatores especificos que modificam o microambiente
tumoral, levam a uma vascularizacgdo do local (denominada como angiogénese), que sera utilizada
como fonte de novos nutrientes e como via condutora para que as células que se dissociarem do
tumor primério consigam alcangar novos sitios. A partir dessa vascularizagdo, essas células
desagregadas conseguem penetrar no sistema circulatorio e linfatico, proliferando nestas regifes
ou sendo transportadas para outros Orgaos, onde poderdo se instalar, levando a uma lesdo
secundaria, conhecida como metéstase (FILDER et al., 2015). Esse processo complexo pode ser
visualizado na figura abaixo. Em resumo, algumas células tumorais sdo capazes de deixar o tumor
primario e formar metastases em outros 6rgdos. Para isso, as células mutadas precisam passar por

uma série de etapas complexas, tais como a invasdo do tumor em tecidos adjacentes, a invasao na
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corrente sanguinea (intravasamento), a sobrevivéncia na circulacdo, o extravasamento para um
Orgdo distante seguido da formacdo de micrometastases e posteriormente da colonizacao
metastatica (Figura 1) (PATCHMAYR et al., 2017; MASSAGUE et al., 2016).

Figura 1. O processo metastatico consiste em diversas fases: formagédo do tumor primario, angiogénese,
invasdo dos vasos sanguineos ou linfaticos, intravasamento, sobrevivéncia na circulagdo, chegada em um
novo 6rgdo, aderéncia e finalmente nova proliferacdo celular onde formara os novos sitios, conhecidos
como metastases.
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Fonte: Adaptado de (AL-MAHMOOD et al., 2018).

1.2. Cancer de mama

O cancer de mama ¢ atualmente o segundo tipo de cancer mais incidente no mundo (com
excecdo do cancer de pele ndo melanoma), sendo o mais frequente em mulheres. No Brasil, a

estimativa € de que este sera responsavel por um décimo de todos os casos de cancer entre 2020 e
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2022 (INCA, 2020). O cancer de mama é conhecido por ser uma doenca heterogénea, classificada
em trés subtipos de acordo com padrdes de expressao génica dos receptores nas células que o
formam. Atualmente, um dos principais fatores considerados na predi¢cdo de progndstico do
paciente (além de idade, historico familiar e estdgio em que o tumor se encontra) € o subtipo
molecular do cancer diagnosticado (HON, 2016). Essa classificacdo é separada em trés principais
grupos: os tipos celulares positivos para receptores de estrégeno (ER — Estrogen Receptor) ou para
receptores de progesterona (PR — Progesterone Receptor), os positivos para o receptor do fator de
crescimento epidermal humano (HER2 — Human Epidermal Growth Factor Receptor -2) (tendo
este a possibilidade de expressar ou ndo 0s outros receptores), e o tipo triplo negativo (TN),
caracterizado pela auséncia de todos receptores anteriormente mencionados (KUMAR et al.,
2015).

O céncer de mama TN, devido as suas caracteristicas celulares, ndo possui terapias alvo,
pois a auséncia dos receptores mencionados impede 0 sucesso de terapias ja conhecidas como as
hormonais e imunoterapias para HER2, como por exemplo trastuzumab (AL-MAHMOOD et al.,
2018; NHS, 2020). Este tipo de cancer de mama corresponde a aproximadamente 10% - 20% de
todos os casos de cancer de mama em todo o mundo, e é conhecido por ser bastante agressivo e
metastatico para 6rgdos vitais, tais como: pulméo, figado e cérebro, diminuindo significativamente
a expectativa de vida dos individuos acometidos quando comparado com outros subtipos de cancer
de mama (KUMAR et al., 2015; SILVA et al., 2019).

1.3. Tratamento e Produtos naturais

Devido a heterogeneidade e alta complexidade da cascata metastatica, a compreensdo e
cura do cancer de mama tornam-se um desafio, uma vez que o tratamento adequado depende do
estagio da doenca, de suas caracteristicas bioldgicas e das condi¢des fisicas do paciente (NHS,
2020). Na maioria dos casos a mastectomia, procedimento cirdrgico para a retirada do tumor, é a
primeira etapa de tratamento, podendo ser total ou conservadora, na qual apenas a massa tumoral
é removida (ECCLES et al, 2013; NHS, 2020).

ApoOs a etapa cirurgica muitas vezes se faz necessario realizar um tratamento de
quimioterapia ou radioterapia na intencao de destruir qualquer célula cancerosa remanescente. A
radioterapia consiste na emissdo de pequenas doses de radiacdo responsaveis pela destrui¢do do
DNA nuclear das células do tecido mamario (ANDRABI et al., 2018; ECCLES et al., 2013, NHS,

2020). A quimioterapia, por sua vez, envolve a utilizagdo de medicamentos citotoxicos para a
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eliminacéo das células formadoras do tumor, podendo ser administrada também antes da cirurgia
(chamada de terapia neoadjuvante), ou durante e apds a mesma (denominada terapia adjuvante)
(ANDRABI et al., 2018). Os principais agentes utilizados quimioterapicos para o cancer de mama
atualmente sdo as antraciclinas (doxorubicina) e taxanos (docetaxel), que normalmente sdo
associados com sais de platina (cisplatina e carboplatina por exemplo). Estes medicamentos
mostram diminuicdo da formacao de metastases, melhorando o quadro patoldgico e aumentando a
sobrevida dos pacientes, porém sua alta toxicidade pode afetar o sistema nervoso, hepético,
gastrointestinal, entre outros, gerando diversos efeitos colaterais indesejados para 0s pacientes
(PARK et al., 2018; ANDRABI et al., 2018, SHARMA et al., 2018).

Além dos problemas mencionados, as terapias tradicionais citadas também se apresentam
como principais responsaveis por induzir as células tumorais a adquirirem resisténcia multidrogas.
Deste modo, uma forma de evitar tais complicacOes € a utilizacdo de terapias combinadas com
outras formas de tratamento ndo tradicionais, tais como terapias hormonais, terapias-alvo, e
medicamentos provenientes de produtos naturais, sendo que cada uma dessas terapias
complementares é aplicada dependendo do subtipo tumoral (ANDRABI et al., 2018).

As terapias hormonais mais comuns para o tratamento de cancer de mama agem
diminuindo os niveis de progesterona e estrogénio do corpo do paciente impedindo o crescimento
e amanutencdo de células de cancer que dependem dos mesmos para crescer, tais como os subtipos
ER e PR positivos (ECCLES et al., 2013; NHS, 2020). J4 a terapia-alvo mais conhecida e utilizada
para cancer de mama é realizada com o Trastuzumabe®. Trata-se de um anticorpo monoclonal
que se liga com alta afinidade e especificidade ao dominio HER2 induzindo a acdo do sistema
imune contra as células que possuem tal receptor, ndo funcionando em outros subtipos da doenca.
Além disso, ja foi comprovado que o uso deste medicamento esté relacionado a cardiotoxicidade
nos pacientes que sao submetidos ao tratamento, além do desenvolvimento de resisténcia a este
farmaco (NHS, 2020; NAKANO et al, 2019; NUNES et al., 2019). Desse modo, ainda é crucial a
busca por estratégias de tratamentos que combinem medicamentos e utilizem componentes
biologicamente ativos produzidos por qualquer organismo através do seu metabolismo primario
ou secundario (também conhecidos como produtos naturais) como terapias complementares para
a diminuicdo da agressividade da abordagem atual, juntamente com o aumento da eficacia na
mesma (BRAMI et al., 2016).

Os principais agentes antitumorais derivados de plantas utilizados atualmente tém por
mecanismo de acdo interferir no transporte intracelular, divisdo e motilidade das células levando

a interrupcdo no crescimento do tumor, além de induzir a morte celular. Todos esses efeitos séo
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causados pelo ataque ao sistema de microttbulos do citoesqueleto, inibicdo da topoisomerase 1l e
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Esses compostos sdo conhecidos como
vincristina, vimblastina e taxanos. Um dos principais taxanos € o taxol, composto isolado de casca
e folhas do Teixo (Taxus brevifolia), que € utilizado amplamente na terapia contra cancer de mama
(HABTEMARIAM et al., 2018). Além disso, os produtos naturais sdo capazes de prevenir danos
em células saudaveis causados pela toxicidade da quimio ou radioterapia, enquanto promovem
uma sensibilizacdo de células tumorais, efeito denominado quimio ou radio-sensibilizador. Dessa
forma, o uso destes produtos pode potencializar os tratamentos ja rotineiramente realizados, além
de contribuir para a diminuicdo dos efeitos colaterais dos mesmos (ASHRAFIZADEH et al., 2020;
HABTEMARIAM et al., 2018).

1.4.  Gengibre

O Zingiber officinale, mais comumente conhecido como gengibre, € uma planta da familia
Zingiberaceae originaria da Asia tropical, porém amplamente cultivada e utilizada pelo mundo
como especiaria e com propositos medicinais ha milhares de anos (MAHOMOODALLY et al,
2019; LI et al., 2017). As propriedades farmacéuticas desse rizoma sdo conhecidas ha séculos,
sendo muito comum sua aplicacdo em tratamentos gastrointestinais, contra enjoos, nauseas e
vomitos, sintomas que sdo relatados com frequéncia em pacientes que passam por quimioterapia.
Um exemplo é o medicamento Zindol®, utilizado contra as enfermidades citadas, além de ser um
potente antitérmico. Esses efeitos farmacéuticos se devem a presenca de elementos bioativos,
substancias classificadas em Oleos volateis e pungentes ndo volateis, tais como: zingeronas,
paradois, gingerois e shogadis, sendo esses dois ultimos 0s mais constantemente associados com
seus efeitos (BORGES et al., 2020; MAHOMOODALLY et al., 2019, Ll et al., 2017).

Os gingerois representam aproximadamente 25% desses compostos ativos encontrados no
gengibre, tratam-se de compostos fendlicos volateis de diferentes tamanhos com a presenga de
cadeias alquilicas ndo ramificadas. Entre eles estdo o [6], [8] e [10]-gingerol, respectivamente em
ordem decrescente de abundancia no rizoma. Além dos beneficios ja expostos, esses compostos
possuem atividade antitumoral, anti-inflamatdria e antimicrobiana, caracteristicas que vém sendo
estudadas para futuras aplicagbes (MAHOMOODALLY et al., 2019). Um estudo do nosso grupo
de pesquisa demonstrou que, entre esses compostos, 0 [10]-gingerol (10G) é o que possui menor
ICs0 quando estudado na linhagem tumoral de cancer de mama TN MDA-MB-231 HMTL.6,

mostrando assim uma maior citotoxicidade em comparagdo com 0s outros gingerois. Além disso,
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foi demonstrado que o 10G apresentou maior citotoxicidade para células tumorais, quando
comparado a uma linhagem néo tumoral de fibroblastos humanos, demonstrando possuir uma

maior seletividade por células tumorais (SILVA et al., 2012).

1.5. [10]-gingerol

O 10G teve seus efeitos antitumorais comprovados em Vvarios estudos, demonstrando a
supressdo do crescimento tumoral de diferentes tipos de cancer como de pele (PENG et al., 2012),
pulmao (SANG et al., 2009), prostata (BRHAMBHATT et al., 2013), mama (FUZERet al., 2017),
entre outros (ZHANG et al., 2017). Em estudos do nosso grupo de pesquisa foi mostrado que o
10G possui atividade apoptética (FUZER et al., 2019; MARTIN et al., 2017; MARTIN et al.,
2020), induz a parada do ciclo celular na fase sub-GO (MARTIN et al., 2017), além da reversdo do
fendtipo tumoral em células de cancer de mama TN em experimentos de cultura 3D (FUZER et
al., 2017). O 10G também foi utilizado em modelos animais, sendo capaz de inibir o crescimento
do tumor primario em camundongos e de induzir uma melhora significativa na aparéncia dos
animais, diminuiu os efeitos colaterais do tratamento com a doxorubicina, além de essa
combinacéo ter sido a Unica capaz de diminuir a ocorréncia de metastases para os 6rgaos analisados
como pulméo, espinha e fémur, indicando que o 10G pode ser efetivo se usado como adjuvante
em terapias para o tratamento de cancer de mama TN (MARTIN et al., 2017; MARTIN et al.,
2020).

Conforme a revisao descrita por Zhang et al. (2017) e os trabalhos de Brhambhatt et al.,
2013; Peng et al., 2012 e Sang et al., 2009 ha resultados similares para outras linhagens celulares
de cancer para 0 10G. Em células de cancer cervical (HeLa) o 10G apresentou baixo ICso, além de
alterar a morfologia das células tratadas e induzir a parada do ciclo celular na fase sub-G0. J4 em
células de cancer de ovario o 10G inibiu o ciclo celular na fase G2 e diminuiu a expressdo de
ciclinas A, Bl e D, responsaveis pela transicdo de fases do ciclo (RASMUSSEN et al., 2019,
ZHANG et al., 2017). Em células de colon (HCT116) e prostata (PC-3) foi comprovada a
capacidade do 10G de impedir o crescimento celular além de induzir a apoptose mitocondrial pela
ativacdo da via da MAPK. Além disso os efeitos citotoxicos e apoptéticos do 10G foram
observados em linhagens de céancer colorretal (SW480), adenocarcinoma de pulmédo (A549),
melanoma humano (SK-MEL-2) entre outros (ZHANG et al., 2017).
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Trabalhos de nosso grupo também demonstraram que o 10G apresenta atividade
antitumoral aumentando a expressao de Bax, e resultando na ativacdo da via das caspases (com o
aumento de expressdo da caspase 9), além de diminuicdo da Bcl-2, consequentemente induzindo
a apoptose (FUZER et al., 2019). Outros estudos também confirmaram a maior eficacia do 10G
comparado-se a outros gingerois, além de demonstrarem a fosforilacdo de proteinas quinases como
JNK, MAPKs e ERK, e parada do ciclo celular na fase sub-GO e, consequentemente levando a
morte celular (ZHANG et al., 2017). Apesar de tais resultados, a estrutura da molécula (Figura 2)
Ihe atribui baixa solubilidade da molécula em tampfes aquosos, que observamos quando da
realizacdo de nossos proprios experimentos, dificulta sua administracdo in vivo e pode estar

reduzindo sua eficacia.

Figura 2. Estrutura da molécula de [10]-gingerol
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1.6. Nanoemulsao

Como ja mencionado, produtos naturais apresentam grande potencial para se tornarem
medicamentos inovadores no combate de diversos tipos de doengas, incluindo o cancer. Entretanto,
seu uso torna-se um desafio para a administracdo farmacol6gica, uma vez que a maioria desses
produtos naturais é insolivel em solugbes aquosas. As estratégias modernas para 0
desenvolvimento de farmacos baseiam-se no conhecimento da substancia que sera formulada,
assim como da doenca e suas Vvias biogquimicas, pois essas formulacdes precisam ser efetivas e ndo
podem afetar a funcdo da substancia e nem suas propriedades farmacéuticas (SILVA et al., 2016;
FREITAS et al., 2014). Uma estratégia que tem sido bastante pesquisada na Gltima década sdo os
sistemas de entrega de farmacos nanoestruturados, que na area da oncologia pode ser formulada

de forma altamente seletiva para células tumorais, diminuindo a toxicidade e aumentando a
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distribuicéo e circulacdo dos agentes antitumorais por todo o corpo (YINGCHONCHAROEN et
al., 2016; CIRRI et al., 2018).

Nanoparticulas preparadas a partir de polimeros naturais, tais como fosfolipidios,
polissacarideos, proteinas e peptideos sdo consideradas as formula¢fes mais promissoras, sendo
mais facilmente absorvidas pelo organismo e menos toxicas comparadas aquelas de origem
sintética (YINGCHONCHAROEN et al., 2016). Nanoemulsdes lipidicas foram os primeiros
sistemas de entrega nanoestruturados a serem utilizados. Tais sistemas aumentam a estabilidade,
solubilidade e a bioatividade de moléculas pouco soltveis e sdo facilmente absorvidas pelo
organismo, podendo diminuir o ndmero de doses necessarias ao  paciente
(YINGCHONCHAROEN et al., 2016; CIRRI et al., 2018; SILVA et al., 2016).

Nas terapias contra o cancer, emulsdes lipidicas tém se mostrado particularmente Uteis
devido a sua capacidade de reduzir os efeitos tdxicos de agentes quimioterapicos. Ademais, a
encapsulacao lipossomal reduz a acdo imunoldgica e renal contra 0 medicamento, permitindo
maior quantidade do mesmo na circulacéo e, consequentemente, aumentando sua disponibilidade
no sitio tumoral (YINGCHONCHAROEN et al., 2016).

Diante de todo 0 exposto, o presente trabalho se propés a elaborar uma formulacéo lipidica
nanoestruturada para a molécula de 10G, a qual chamaremos de 10GNE, tornando-a solGvel em
tampdes aquosos, e testar tal formulacdo em células de cancer de mama TN comparando-a com a
nanoemulsdo base, NE (que ndo possui o0 composto) e com os resultados ja existentes do 10G nao

formulado.

2.  OBJETIVOS

2.1.  Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficicia de uma formulacdo para o 10G (10GNE)
em células tumorais de cancer de mama TN e ndo tumorais de mama, a fim de verificar seus efeitos

antitumorais em estudos in vitro.

2.2.  Objetivo Especifico

e Auvaliar os efeitos citotoxicos e citostaticos do 10GNE sobre as linhagens tumorais
de cancer de mama TN e nas ndo tumorais.
e Auvaliar a capacidade do 10GNE em modificar a morfologia das células tumorais e

ndo tumorais de mama mencionadas.
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e Auvaliar a atividade inibitéria do ciclo celular e apoptotica do 10GNE nas linhagens
de cancer de mama TN de camundongo, que séo as células utilizadas nos modelos

animais.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Linhagens celulares

3.1.1. 4T1Br4e4T1.13

A linhagem 4T1 é originaria de camundongos singénicos e utilizada mundialmente. As
linhagens 4T1Br4 e 4T1.13 utilizadas neste trabalho sdo variantes da linhagem 4T1 e foram
gentilmente doadas, respectivamente, pelo Dr. Normand Pouliot e pelo Dr. Richard Redvers,
ambos do Olivia Newton-John Cancer Research Institute (ONJCRI), Melbourne - Australia.
Ambas linhagens sdo modelos clinicamente relevantes para estudos do mecanismo de agéo de
medicamentos para o cancer de mama TN e para pesquisas de desenvolvimento de novas terapias
antimetastaticas. As células foram cultivadas em meio de cultura Alpha MEM contendo 5% de
soro bovino fetal (FBS), 1% de penicilina e estreptomicina, suplementado com 26mM NaHCOs e
68mM NacCl, pH 7,2.

3.1.2. MDA-MB-231 HMTL.6
A linhagem celular MDA-MB-231 HMTL.6 representa células de cancer de mama TN
humanas, agressivas e invasivas, também conhecidas por sua resisténcia a agentes antitumorais,
essa linhagem foi obtida também pela doacdo pelo Dr. Normand Pouliot e pelo Dr. Richard
Redvers (ONJCRI), Melbourne - Australia. As células foram cultivadas em DMEM contendo 10%
FBS, 1% penicilina e estreptomicina, suplementado com 1mM de L-glutamina, 4,2mM de
NaHCOs, pH 7,4.

3.1.3. MCF10A
A linhagem MCF10A é constituida de células humanas de mama, originarias de uma massa
proliferativa benigna de tecido mamario e representam um bom modelo para se estudar efeitos em
tecido mamario ndo tumoral (ATCC, 2020). Essa linhagem foi também gentilmente doada pelo
Dr. Normand Pouliot do ONJCRI, Melbourne - Australia. As células foram cultivadas em meio de
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cultura DMEM/Ham’s F12 (1:1) contendo 5% de soro de cavalo, 1% de penicilina e
estreptomicina, 4 mg/ml insulina, 2,75mM de hidrocortisona e 100pug/mL EGF.

3.1.4. Balb/c3T3 A3
Balb/c 3T3 A3 representam uma linhagem ndo tumoral de fibroblastos originarios de

camundongos da espécie Mus musculus e imortalizadaos espontaneamente (ATCC, 2020). Essa
linhagem foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Andrei Leitdo — Departamento de Quimica — USP
Sdo Carlos. As células foram cultivadas em DMEM contendo 10% FBS, 1% penicilina e
estreptomicina, pH 7,4, suplementado com 1,9mM de glicose, ImM L-glutamina, 4,2 mM
NaHCO:s.

3.2.  Formulagdo farmacéutica do [10]-gingerol (10G)

As nanoemulsGes (NEs) foram preparadas pelo laboratério parceiro do professor Dr.
Marlus Chorilli da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de Araraquara. A formulacao
foi feita de acordo com Formariz et al. (2008; 2010) com modificacbes, com a seguinte
composic¢do: CHO (colesterol - 10%) como fase oleosa, PBS (pH 7,4) como fase aquosa (80%) e
uma mistura surfactante SPC (fosfatidilcolina de soja)/SO (oleato de sddio)/UE [Eumulgin® HRE
40 (6leo de mamona polioxil-40 hidrogenado) (10%)]- na razdo 3:6:8, respectivamente. A
composicao foi utilizada para obter o valor 6timo de equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL) para a
estabilizacdo do sistema da nanoemulsdo (NE).

O valor de EHL descreve a atragdo simultanea da mistura de surfactante para as fases
oleosa e aquosa; quando o EHL estd proximo do EHL exigido da fase oleosa do NE, o sistema
fornece as condigdes minimas de energia para a formacéo de NE.

A mistura foi sonicada usando um sonicador de haste (Q700 da QSonica®, Newtown, CT,
EUA) a 700 watts no modo descontinuo por 10 min e a cada dois minutos a mistura foi deixada
por 30 segundos em banho de gelo. Apds sonicacdo, as NEs foram centrifugadas a 11.180x g por
15 min para eliminar os residuos liberados pelo sonicador de titanio. As NEs foram preparadas 24
h antes das experiéncias e mantidas a 25 + 0,1 ° C para completar o equilibrio do sistema. O 10G
foi internalizado na NE pela dissolucdo do composto na formulacdo estudada em uma
concentragdo de 10 mg/mL.

O tamanho e a distribuicdo das gotas da NE foram determinados por um analisador de
particula oOtico (Zetasizer Nano-ZS ZEN3600, Malvern Instruments, San Diego, CA, USA),

utilizando disperséo de luz dindmica. Todas as amostras (NE com e sem 10G) foram diluidas em
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agua ultrapura (100 pL de amostra em 900 pL de agua ultrapura) e colocadas no instrumento. As

analises foram realizadas em triplicata.

3.3. Ensaio de Citotoxicidade

Foram realizados ensaios de citotoxicidade utilizando o método do SRB [Sulforhodamine
B], cuja acdo quantifica o conteddo protéico celular, o qual indiretamente reflete no nimero de
células viaveis (VICHAL, 2006).

Neste ensaio, as diferentes linhagens foram plaqueadas a uma densidade de 5x10° em
placas de 96 pocos e incubadas overnight em estufa a 37°C. No dia seguinte, as células foram
tratadas com o 10GNE em diferentes concentracdes por 24 e 72h. Para comparagdo entre o
tratamento de 10GNE e sua base (NE), uma placa controle foi preparada usando-se 0 mesmo
volume para as respectivas concentragdes do 10GNE, da nanoemulséo (v/v). Para o célculo dos
valores de ICsp as diferentes concentragdes foram comparadas com 0s pogos controles, sem
tratamento, tanto do 10GNE quanto para a NE. Decorrido o tempo de incubacéo, o meio de cultura
foi removido, os pocos foram lavados com PBS e foi adicionado novamente 100uL/pogo de meio,
juntamente com 25uL/poco de uma solucdo de TCA puro [trichloroacetic acid] diluido 1:1 com
agua destilada, e a placa foi mantida a 5°C até ser corada. Em seguida, as placas foram lavadas e
foi adicionado 60uL/pogo de SRB (0,04%). As placas foram novamente incubadas por 30 min e
decorrido o tempo os pocos foram lavados com agua corrente e enxaguados com acido acético 1%
para remover o excesso de corante.

No dia seguinte cada poco foi solubilizado com 100uL/pogo Tris Base (10mM) e em
seguida foi realizada a leitura em leitor de placas (SpectraMax i3) no comprimento de onda de
510nm. O ensaio de citotoxicidade serviu de base para determinar o ICsp (concentracdo toxica para
50% das células) do composto 10GNE. Este ensaio foi realizado com todas as linhagens citadas.
A determinagdo do ICsp foi realizada utilizando-se o software GraphPad Prism 7.0 utilizando a
equacéo de Hill.

3.4. Ensaio de Colbnia

O ensaio de formacéo de coldnia serve para analisar a capacidade de formacéo de colonia
a partir de uma Unica célula. E um método que visa determinar os efeitos citotdxicos e citostaticos
de um tratamento (FRANKEN et al., 2006). As células das linhagens tumorais 4T1.13 e MDA-
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MB-231 HMTL.6 foram plaqueadas em uma placa de 6 po¢cos em uma densidade de 100 células
por poco, incubadas overnight e tratadas com o 10GNE nas concentracfes de 0, 1, 5, 15, 30 e 60
MM ou com a NE utilizando-se 0 mesmo volume que corresponde as concentragdes do 10GNE
utilizadas (v/v) por 24h. Decorrido o tempo, 0 meio com os tratamentos foi retirado e reposto com
meio de cultura fresco sem nenhum tratamento e as placas foram incubadas por 8 dias. Foram
consideradas colonias grupos celulares que possuiam mais de 50 células (FRANKEN et al., 2006).
As colonias formadas foram entdo fixadas com metanol (50%) e coradas com cristal violeta

(0,5%), as mesmas foram analisadas com o auxilio do software Image J.

3.5. Ciclo Celular

Igualmente utilizando-se a citometria de fluxo, o efeito do 10GNE foi analisado sobre as
diferentes fases do ciclo celular. Primeiramente, as células das linhagens tumorais 4T1.13 e
AT1Br4 foram plaqueadas (3x10° células por pogo) por 24h a 37°C e 5% CO,. Posteriormente, as
células foram tratadas com o 10GNE nas concentracfes de 15, 30 e 60 UM por adicionais 24h.
Decorrido o tempo de incubacdo, as células foram soltas, 0 meio de cultura foi retirado e o pellet
celular foi lavado com PBS. As células foram entéo fixadas com etanol 70% por no minimo 24h a
-20 °C. Depois de fixadas, o etanol foi removido por centrifugacao e as células foram coradas com
uma solucdo contendo PI (lodeto de propidio 40ug/mL e RNAse 100uL/mL em PBS) por 30 min
a 37°C. Decorrido o tempo de incubacdo, a leitura foi realizada em citometro de fluxo (BD Accuri
C6) e 0o DNA presente nas células foi quantificado para determinacédo das diferentes fases do ciclo
celular (MARTIN et al., 2017), utilizando o software FlowJo v x0.7.

3.6.  Apoptose Celular

A atividade apoptdtica do 10GNE foi testada sobre as células da linhagem 4T1.13e 4T1Br4
por citometria de fluxo utilizando o kit PE Annexin VV Apoptosis Detection Kit (BD Biosciences).
As células foram plaqueadas (1x10° células/pogo) em placas de 24 pogos e incubadas por 24h. Em
seguida, foram tratadas por 24h nas concentracGes de 15, 30 e 60 UM do 10GNE ou com a NE.
Nestes ensaios utilizou-se 0 mesmo volume da base (NE) para a respectiva concentracdo do
10GNE (v/v), exceto os controles do experimento (células mortas marcadas somente com PE,
células mortas marcadas com 7-AAD e ndo marcadas). As células foram lavadas com PBS e
incubadas com 100pL de tampao de ligacdo contendo os diferentes marcadores (PE-Anexina V e

7-AAD) por 15 min ao abrigo da luz. Decorrido o tempo de incubacéo, as células foram lavadas
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com PBS e mais 100uL de tampao de ligacao foram adicionados. Em seguida, as células foram
soltas das placas com o auxilio de um “scraper” e analisadas no citbmetro BD Accuri C6 (NAVES,
2019).

3.7. Andlise Estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata, independentemente, e repetidos trés vezes.
Os dados foram analisados no software GraphPad Prism 7.0 por analise de variancia One-way
(ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey.

4.  RESULTADOS

4.1. Formulacdo e Caracterizacao

As nanoparticulas da formulacdo foram caracterizadas em tamanho e distribuicdo. Os
valores obtidos, encontrados na tabela 1, mostram o didmetro (em nm), o indice de polidispersao

(PDI) e o potencial zeta das nanoemuls@es produzidas.

Tabela 1. Resultados de experimentos de caracterizacdo das nanoemulsdes. Caracterizacdo das
nanoemulsdes realizadas, mostrando valores de tamanho, PDI (indice de polidispersédo) e
potencial zeta e seus respectivos desvios padrdes. DP = Desvio Padréo.

Tamanho (nm=DP) PDI Potencial Zeta
(mV+DP)
NE 141,942,563 0,158+0,009 -42,7+2
10GNE 166,0+10,16 0,384+0,030 -53,9+1,86

4.2. Ensaio de Toxicidade

Os valores de ICsp obtidos no tratamento por 24h e 72h com 10GNE para cada linhagem
celular estdo apresentados na tabela 2, juntamente com o Indice de Seletividade (IS) do composto

formulado.

Tabela 2. Resultados dos ensaios de citotoxicidade com tratamento por 24h e 72h de incubacao
do 10GNE. Ensaio realizado pelo método colorimétrico de SRB, representado pelos 1C50 (UM,
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+Desvio Padrdo) de cada uma das linhagens celulares apresentaram para o tratamento composto
formulado por 24h e 72h. Dados representam a média e desvio padréo (xDP) de 4 a 6 replicatas
de cada experimento representativo (n=3). Resultados dos ensaios de citotoxicidade do 10G néo
formulado a direita, (*) Dados representando os ICso (em puM) das linhagens celulares publicados
em Martin et al. 2017 e Martin et al. 2020. Dados refletem +DP de 6 replicatas de cada
experimento representativo (n=3).

Linhagem 10GNE (24h) IS 10GNE (72h) IS 10G (72h) IS
(UM=DP) 24h  (UMDP) 72h  (uUM*DP) 72h
AT1Br4 28.37 + 1.61 131 1782 +041 183 23217+05% 187
AT1.13 2165 +059 172 7.8+061 419  7.4+245 8.3
Balb/c3T3A3  37.27 4.9 : 32.74 +1.38 i 61424355 -
VDAME-23L 28,16 + 238 139 2293+033 185 0057*39% 158
MCF10A 39.2 + 7.68 i 42.63 + 4.64 i 96.16+0.3* -
NE >100 - >100 - - -

Com relacéo aos resultados de incubagdes mais longas, 72h, cujos respectivos valores de
ICs0 também estdo apresentados na tabela 2, podemos notar uma reducéo nos valores de ICso do
10GNE quando comparado ao tempo de 24h de incubacéo. Este resultado ja era esperado pois as
células permanecem mais tempo em contato com o composto, e além disso, a nanoformulacéo

pode possuir um maior tempo de liberagdo quando comparado com o 10G.

4.3. Ensaios de Morfologia

Para verificar as alteragdes morfoldgicas nas células apos os tratamentos realizamos o
ensaio de morfologia celular em diferentes concentracées (0, 25, 50 e 100uM) tanto para 0 10GNE
quanto para a NE em 24 e 72 horas. A NE ndo foi todxica em concentragdes menores ou iguais a
100pM (tabela 2). Entretanto, a mesma provocou, nas concentragdes mais altas, mudancas
morfoldgicas em algumas das linhagens testadas (Figura 3 a Figura 12), descritas em maiores

detalhes na sequéncia.
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Figura 3. Mudancas morfologicas em células de MDA-MB-231 HMTL.6 causadas pelo tratamento
com 10GNE. Morfologia das células tratadas com 10GNE por 24h e 72h nas concentracfes
indicadas de 10GNE. As concentracdes mais altas de 10GNE levaram a morte celular, como
evidenciada na foto ao lado de 100 uM. Todas as imagens foram fotografadas em aumento de

10x%. Barra: 50pum.
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O ensaio de morfologia realizado com a linhagem celular MDA-MB-231 HMTL.6,
representado na Figura 3, evidencia a citotoxicidade da 10GNE na concentracdo 50uM com a
diminuigdo do nimero de células. Ademais, no tratamento com a NE (Figura 4) podemos observar
que ndo ha uma reducdo no numero de células, mas sim o aparecimento de pontos brancos, 0s
quais presumimos corresponder a nanoemulsdo. Estes resultados demonstram a citotoxicidade e o
efeito seletivo verificados no ensaio de SRB, pois 0 10GNE é capaz de causar a morte celular,

enquanto que a base NE néo altera a confluéncia celular.
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Figura 4. Mudancas morfolégicas em células de MDA-MB-231 HMTL.6 causadas pelo
tratamento com NE. Morfologia das células tratadas com NE por 24h e 72h nas equivaléncias v/v
de 10GNE. Os volumes de NE equivalentes as concentracGes mais altas de 10GNE levaram ao
aparecimento de goticulas dentro do citoplasma, como evidenciada na foto ao lado de 100 uM.
Todas as imagens foram fotografadas em aumento de 10x. Barra: 50um.
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As linhagens tumorais de cancer de mama TN de camundongos 4T1Br4 (Figura 5) e
4T1.13 (Figura 7) apresentaram os valores mais baixos de 1Cso, assim 0 10GNE, nas concentragdes
de 25uM, ja foi capaz de reduzir o numero de células e alterar a morfologia celular, fazendo com
que as células se apresentem mais alongadas do que as células controle. A morfologia das células
de ambas as linhagens (4T1Br4 e 4T1.13) tratadas somente com a formulagéo (NE) mostraram o

aparecimento de pequenas goticulas no citoplasma provavelmente provenientes da nanoemulsao

(Figura 6 e Figura 8).
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Figura 5. Mudancas morfoldgicas em células de 4T1Br4 causadas pelo tratamento com 10GNE.
Morfologia das células tratadas com 10GNE por 24h e 72h nas concentracdes indicadas de
10GNE. As concentracdes mais altaslOGNE levaram a morte celular, como evidenciada na foto
ao lado de 100 uM. Todas as imagens foram fotografadas em aumento de 10x. Barra: 50um.
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Nestas duas linhagens tratadas por 72h com 10GNE, ja se encontram poucas células na
concentracdo de 25uM, e da mesma forma nas concentracgdes subsequentes (Figura 5 e Figura 7).
Por outro lado, o tratamento com a NE ndo apresentou alteraces no nimero de células de ambas
as linhagens presentes, porém apresentou o aparecimento gradual de gotas dentro das células de
acordo com o0 aumento de concentracdo, sendo que na maior delas (L00uM) as células tém seu

citoplasma praticamente tomado por goticulas, as quais supomos ser as nanoparticulas (Figura 6 e

Figura 8).
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Figura 6. Mudancas morfologicas em células de 4T1Br4 causadas pelo tratamento com NE.
Morfologia das células tratadas com NE por 24h e 72h nas equivaléncias v/v de 10GNE. Os
volumes de NE equivalentes as concentraces mais altas de 10GNE levaram ao aparecimento de
goticulas dentro do citoplasma, como evidenciada na foto ao lado de 100 uM. Todas as imagens

foram fotografadas em aumento de 10x. Barra: 50um.
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Figura 7. Mudancas morfologicas em células de 4T1.13 causadas pelo tratamento com 10GNE.
Morfologia das células tratadas com 10GNE por 24h e 72h nas concentracdes indicadas de
10GNE. As concentracfes mais altas de 10GNE levaram a morte celular, como evidenciada na
foto ao lado de 100 puM. Todas as imagens foram fotografadas em aumento de 10x. Barra: 50um.
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Figura 8. Mudancas morfolégicas em células de 4T1.13 causadas pelo tratamento com NE.
Morfologia das células tratadas com NE por 24h e 72h nas equivaléncias v/v de 10GNE. Os
volumes de NE equivalentes as concentracGes mais altas de 10GNE levaram ao aparecimento de
goticulas dentro do citoplasma, como evidenciada na foto ao lado de 100 uM. Todas as imagens
foram fotografadas em aumento de 10x. Barra: 50um.
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O ensaio de morfologia com células humanas ndo tumorais da linhagem MCF10A (Figura
9), mostra que as concentragdes mais altas de 10GNE levaram a morte celular, como evidenciado
na foto ampliada. Os volumes de NE equivalentes as concentra¢fes mais altas de L0GNE levaram
ao aparecimento de goticulas citoplasmaticas, como demonstrado nas fotos ampliadas (Figura 10).
Ainda, na concentracdo 50uM no tempo de 24h de incuba¢do o 10GNE se mostrou citotoxico,
com a nitida diminui¢do do nimero de células, além disso, em 25uM ja é possivel observar o

aparecimento de goticulas no interior das células, que indicam a entrada da nanoemuls&o.
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Figura 9. Mudancas morfoldgicas em células de MCF10A causadas pelo tratamento com 10GNE.
As células foram tratadas com 10GNE por 24h e 72h nas concentra¢des indicadas. Todas as

imagens foram fotografadas em aumento de 10x. Barra: 50um.
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Figura 10. Mudancas morfoldgicas em células de MCF10A causadas pelo tratamento com NE. As
celulas foram tratadas com NE por 24h e 72h nas equivaléncias v/v de 10GNE. Todas as imagens
foram fotografadas em aumento de 10x. Barra: 50um.
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Para complementar os estudos de morfologia em linhagens ndo tumorais, células da
linhagem 3T3 A3 de Balb/c foram plaqueadas e tratadas da mesma forma. Nestes ensaios,
podemos notar ainda algumas células vivas apos tratamento com 10GNE na concentracdo de
50uM, porém quanto a morfologia, as células apresentam-se maiores e mais arredondadas quando
comparadas com 0s pogos sem tratamento, mudanca nao observada no tratamento com NE (Figura
11). Tais resultados mostram que os efeitos observados nessa linhagem séo somente relativos ao

10GNE, e que a base controle NE nédo possui efeitos sobre a morfologia desta linhagem.
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Figura 11. Mudancas morfol6gicas em células de Balb/c 3T3 A3 causadas pelo tratamento com
10GNE. Morfologia das células tratadas com 10GNE por 24h e 72h nas concentragdes indicadas
de 10GNE. As concentracgdes mais altas de 10GNE levaram a morte celular, como evidenciada na
foto ao lado de 100 uM. Todas as imagens foram fotografadas em aumento de 10x. Barra: 50um.
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Figura 12. Mudancas morfoldgicas em células de Balb/c 3T3 A3 causadas pelo tratamento com
NE. Morfologia das células tratadas com NE por 24h e 72h nas equivaléncias v/v de 10GNE. Os
volumes de NE equivalentes as concentraces mais altas de 10GNE levaram ao aparecimento de
goticulas dentro do citoplasma, como evidenciada na foto ao lado de 100 uM. Todas as imagens

foram fotografadas em aumento de 10x. Barra: 50um.
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No tratamento com a NE podemos observar que ha uma redugdo no nimero de células
apenas na concentracdo de 100uM (Figura 12). Demonstrando mais uma vez a seletividade do

10GNE por células tumorais as células normais.

4.4. Ensaios de Colbnia

A partir dos resultados de 1Cso iniciamos os ensaios para analisar o efeito dos tratamentos

na capacidade de formacédo de colénias nas linhagens tumorais, para avaliar os efeitos citotdxicos
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e citostaticos do 10GNE e da NE. Inicialmente foi usada a linhagem de camundongo 4T1.13 para
a realizacdo deste experimento, e o tratamento foi realizado nas concentracdes de 0, 5, 15 e 30 uM
do 10GNE e para a nanoemulsdo base (v/v) durante um periodo de 24 horas.

Os resultados obtidos para a linhagem 4T1.13 mostraram que o 10GNE possui um efeito
citotoxico na concentracdo de 30uM eliminando totalmente a formacdo de colbnias nessa
concentragdo, enquanto que a NE néo foi citotoxica em nenhuma concentracao testada (Figura 13,

Figura 14 e Figura 15)

Figura 13. Efeito dos tratamentos com nanoemulséo na formacéo de colénias na linhagem
4T1.13. A linhagem 4T1.13 foi plaqueada a uma densidade de 100 células/poco em placas de 6
pocos, tratadas com 10GNE ou nanoemulséo base por 24h. Coldnias (> 50 células) formada
apos 8 dias e fixadas com cristal violeta em 0,5% de metanol.
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Figura 14. Gréfico representativo do namero de col6nias formadas no ensaio clonogénico na
linhagem 4T1.13. O gréfico evidéncia o nimero de col6nias formadas para cada um dos
tratamentos e concentracdes, tanto para 10GNE e para a nanoemulséo base. Do lado esquerdo o
numero de coldnias dos pogos tratados com 10GNE, do lado direito os tratados com nanoemulséo
base. (*) Mostra diferenca estatistica comparando-se as diferentes concentracgdes dos tratamentos
com seus devidos controles. Anélise realizada no software Graphpad Prism 7.0, One-way ANOVA
com pos teste de Tukey p<0,05.
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Podemos notar que concentracdes nas quais foi possivel observar o crescimento de coldnias
ndo apresentaram alteracdo na média de seus tamanhos, como mostra a figura abaixo e, dessa

forma podemos afirmar que 0 10GNE ndo demonstrou efeito citostatico na linhagem 4T1.13.
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Figura 15. Gréafico representativo dos tamanhos das coldnias formadas no ensaio clonogénico da
linhagem 4T1.13. O grafico mostra, em centimetros, o tamanho das col6nias formadas para cada
uma das concentracdes de ambos tratamentos, a esquerda 10GNE e a direita tratamento com
nanoemulsdo base. (*) Mostra diferenca estatistica comparando-se as diferentes concentracoes
dos tratamentos com seus devidos controles. Analise realizada no software Graphpad Prism 7.0,
One-way ANOVA com p0s teste de Tukey p<0,05.
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Para a linhagem 4T1Br4 (Figura 16, Figura 17 e Figura 18), podemos observar que 0
10GNE apresenta um efeito citotoxico igualmente na concentracdo de 30puM enquanto a NE ndo
apresentou atividade nessa concentragdo, demonstrando que o composto ativo, o [10]-gingerol,

possui efeito a partir dessa concentragdo eliminando a formacéao de todas as coldnias.
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Figura 16. Efeito dos tratamentos do 10GNE e da NE na formacao de coldnias na linhagem
celular de cancer de mama murino triplo negativo 4T1Br4. A linhagem 4T1Br4 foi plaqueada a
uma densidade de 100 células/poco em placas de 12 pocos, tratadas com 10GNE ou nanoemulsao
base por 24h. Coldnias (> 50 células) formadas ap6s 8 dias foram fixadas e coradas com cristal
violeta em 0,5% de metanol.
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Figura 17. Gréfico representativo do nimero de col6nias formadas no ensaio clonogénico da
linhagem 4T1Br4. A esquerda do grafico esta representado o nimero de colbnias dos poGos
tratados com 10GNE e do lado direito os tratados com nanoemulséo base (NE). Analise realizada
no software Graphpad Prism 7.0, One-way ANOVA com pos teste Tukey p<0,01.
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Assim como mencionado para a linhagem anterior, ndo podemos afirmar que alguma das
concentracdes possuiu efeito citostatico nas linhagens apresentada de 4T1Br4, pois ndo houve
alteracdo nos tamanhos das coldnias formadas em cada tratamento (Figura 18). Além disso, na
concentracdo de 30uM de 10GNE todas as col6nias terem sido eliminadas completamente e,
portanto, ndo foi possivel mensurar seus tamanhos. Assim, 0 10GNE apresentou somente um efeito
citotoxico na concentragdo de 30uM, sem efeitos citostaticos para nenhuma das linhagens 4T1
(Figura 14 e Figura 18).
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Figura 18. Gréafico representativo dos tamanhos das coldnias formadas no ensaio clonogénico da
linhagem 4T1Br4. O grafico mostra, em centimetros, o tamanho das col6nias formadas para cada
uma das concentracdes de ambos tratamentos, a esquerda 10GNE e a direita tratamento com
nanoemulsdo base (NE). Analise realizada no software Graphpad Prism 7.0, One-way ANOVA
com pos teste Tukey p<0,01.

0.20+

Tamanho de coldnias (cm)

N IS N IR

10GNE (uM) NE (wv)

Em relacdo a linhagem humana de cAncer de mama TN MDA-MB-231 HMTL.6 obtivemos
resultados distintos, nos quais a concentragdo de 60uM apresentou efeito citotoxico e citostatico
estatisticamente relevante, porém sem eliminar por completo a formacéo de col6nias (Figura 20 e
Figura 21).
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Figura 19. Efeito dos tratamentos do 10GNE e da NE na formacao de coldnias na linhagem
celular de cancer de mama murino triplo negativo MDA-MB-231 HMTL.6. A linhagem foi
plaqueada a uma densidade de 300 células/poco em placas de 12 pocos, tratadas com 10GNE ou
nanoemulsdo base por 24h. Colbnias (> 50 células) formadas apds 10 dias foram fixadas e
coradas com cristal violeta em 0,5% de metanol.

Figura 20. Gréfico representativo do nimero de col6nias formadas no ensaio clonogénico da
linhagem MDA-MB-231 HMTL.6. A esquerda do grafico esta representado o nimero de colbnias
dos pogos tratados com 10GNE e do lado direito os tratados com nanoemulsado base (NE). Anélise
realizada no software Graphpad Prism 7.0, One-way ANOVA com pds teste Tukey p<0,01.
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Diferentemente das outras linhagens, o ensaio de col6nia da linhagem MDA-MB-231
HMTL.6 apresentou col6nias vivas ao final da incubacao, as quais puderam ser mensuradas quanto
ao tamanho. Na concentra¢do de 60uM ha uma diminuigdo no didmetro das colénias formadas e
dessa forma podemos afirmar que, para esta linhagem, o composto formulado 10GNE possuiu

atividade citostatica (Figura 24).

Figura 21. Grafico representativo dos tamanhos das col6nias formadas no ensaio clonogénico da
linhagem MDA-MB-231 HMTL.6. O grafico mostra, em centimetros, o tamanho das col6nias
formadas para cada uma das concentracGes de ambos tratamentos, a esquerda 10GNE e a direita
tratamento com nanoemulséo base (NE). Analise realizada no software Graphpad Prism 7.0, One-
way ANOVA com pos teste Tukey p<0,01.
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A Balb/c 3T3 A3 é uma linhagem nédo tumoral e, portanto, ndo é usada para este tipo de
experimento, por esse motivo foram realizados ensaios visando a padronizagdo da densidade
celular para essas células. Infelizmente, depois de algumas tentativas verificamos que nesta
linhagem, apesar de formar coldnias em densidades mais altas, ndo houve uma reprodutibilidade
entre os experimentos. Além disso, como suas melhores respostas foram em densidades maiores,
em alguns experimentos ndo houve a formacdo de col6nias, pois as células crescem ao longo da

placa. Por esse motivo este ensaio nédo foi realizado com as linhagens ndo tumorais.

45. Ciclo Celular

Para verificar os efeitos do 10GNE no ciclo celular quantificamos o numero de células que

passavam pelas diferentes fases do ciclo através da citometria de fluxo. Os resultados mostram que
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a concentracdo mais alta do 10GNE (60 uM) promoveu aumento de células na fase Sub-GO0 apds
0 periodo de tratamento, indicando uma parada nesta fase do ciclo celular o que é um indicativo
de que as células poderdo entrar em apoptose, demonstrado no ensaio descrito no item anterior
(Figura 23).

As células tratadas com NE ndo apresentaram diferenca entre as diferentes fases do ciclo
celular quando comparadas com o controle, mesmo nas concentracdes mais altas, indicando, assim
como verificado no ensaio de apoptose, que os efeitos observados para 0 10GNE estdo somente

relacionados a atividade bioldgica do [10]-gingerol e ndo da nanoemulséo.

Figura 22. Efeitos do tratamento com 10GNE e NE no ciclo celular da linhagem 4T1.13. Gréfico
da quantidade de células em cada fase do ciclo celular quando tratadas com cada uma das
concentracfes de ambos tratamentos por 24h, a esquerda 10GNE e a direita tratamento com
nanoemulsdo base (NE). Anélise realizada no software Graphpad Prism 7.0, Two-way ANOVA
com pos teste de Tukey p<0,001 (**).
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O experimento realizado para a linhagem 4T1Br4, representado na Figura 23, mostrou que
para essa linhagem o ciclo celular ¢ afetado tanto na concentragédo de 30 UM quanto na de 60uM,
indicando que estas células parecem ser mais sensiveis do que as anteriormente citadas,
reafirmando os resultados apresentados no ensaio de apoptose para essa linhagem. Da mesma
forma que na linhagem anterior, ndo foi notado efeito da NE no ciclo celular, se mantendo com

perfil bem préximo do controle.
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Figura 23. Efeitos do tratamento com 10GNE e NE no ciclo celular da linhagem 4T1Br4. Grafico
da quantidade de células em cada fase do ciclo celular quando tratadas com cada uma das
concentracfes de ambos tratamentos por 24h, a esquerda 10GNE e a direita tratamento com
nanoemulsdo base (NE). Anélise realizada no software Graphpad Prism 7.0, Two-way ANOVA
com pos teste de Tukey p<0,001 (**).
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4.6. Apoptose

A atividade apoptdtica do [10]-gingerol nanoencapsulado foi analisada por citometria de
fluxo. Observamos que o composto formulado (L0GNE) aumentou a porcentagem de células em
apoptose inicial e tardia na concentracdo mais alta (60uM), apresentando aproximadamente 12%

de apoptose tardia, 36% de apoptose inicial e 48% de morte celular total na linhagem 4T1.13.

Figura 24. Atividade apoptética do 10GNE e NE na linhagem 4T1.13. (A) Dot plots
representativos da analise por citometria de fluxo de Annexin-V nas células tratadas por24h com
10GNE e NE nas concentracfes indicadas (B) Graficos da quantidade de células mortas (por
necrose, apoptose inicial e apoptose tardia) quando tratadas com cada uma das concentragdes de
ambos tratamentos, a esquerda 10GNE e a direita tratamento com nanoemulséo base. (C) Gréfico
representativo da apoptose total das células tratadas nas concentragdes indicadas de 10GNE (a
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direita) e NE (a esquerda). Analise realizada no software Graphpad Prism 7.0, One-way ANOVA
com pos teste de Tukey p<0,01 (*).
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Quando observamos o tratamento com a nanoemulsdo base (NE), podemos notar que nao
houve atividade apoptotica (Figura 25).

Para a linhagem 4T1Br4 o tratamento com 10GNE em sua maior concentragdo promoveu
aproximadamente 78% de apoptose total, enquanto a formulacdo base apresentou a mesma
quantidade de apoptose que o controle, aproximadamente 5%, evidenciando assim que toda

atividade apoptdtica verificada pelo 10GNE proveém apenas do 10G em si e ndo da nanoparticula
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na qual ele estd encapsulado, fato observado também nas figuras 22C e 23C, onde sao apresentadas
as taxas de apoptose total.

Figura 25. Atividade apoptética do 10GNE e NE na linhagem 4T1Br4. (A) Dot plots
representativos da analise por citometria de fluxo de Annexin-V nas células tratadas por 24h com
10GNE e NE nas concentragdes indicadas (B) Graficos da quantidade de células mortas (por
necrose, apoptose inicial e apoptose tardia) quando tratadas com cada uma das concentracdes de
ambos tratamentos, a esquerda 10GNE e a direita tratamento com nanoemulséo base. (C) Gréfico
representativo da apoptose total das células tratadas nas concentracgdes indicadas de 10GNE (a
direita) e NE (& esquerda). Andlise realizada no software Graphpad Prism 7.0, One-way ANOVA
com pos teste de Tukey p<0,01 (*).
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5.  DISCUSSAO

Neste trabalho foi avaliado a otimizag&o do composto original (10G) em uma formulacao
lipidica (LOGNE) para futuras aplicacbes em quimioterapia. FormulagGes lipossomais de
compostos antitumorais sdo bastante exploradas, sendo uma das primeiras desenvolvidas a
formulacéo da doxorrubicina, chamada Doxil®, e a qual foi desenvolvida nos anos 80. O processo
de formulagio desse composto acabou fornecendo uma maior tolerabilidade, menor toxicidade e
melhor biodistribuicdo quando comparado com a molécula ndo formulada (YANG et al., 2014;
YINGCHONCHAROEN et al., 2016).

Podemos citar também o DaunoXome®, uma formulacdo lipossomal da molécula de
daunorrubicina, a qual permitiu que o composto se tornasse mais estavel e obtivesse maior eficacia
na agdo contra tumores (LATAGLIATA et al., 2008). Atualmente esse medicamento ¢ utilizado
no tratamento de sarcomas e leucemias (YINGCHONCHAROEN et al., 2016). Outro exemplo é
0 medicamento DepoCyt®, formulado para atuar como inje¢do do antitumoral cytarabine, o
principal medicamento para tratar meningite neoplésica nos dias atuais (DAGHER et al., 2004).
Com esses exemplos podemos observar que a formulagdo lipidica tem sido amplamente usada
como estratégia para melhorar a solubilidade, estabilidade e atividade de compostos no tratamento
oncoldgico.

Até o presente momento, ndo foram encontrados na literatura trabalhos que apresentem
formulagdes farmacéuticas contendo a molécula de 10G, e dessa forma foram utilizados estudos
correlatos para o desenvolvimento desta discussdo. A acdo citotoxica do 10G, por sua vez, ja é
bem descrita na literatura, tendo sido comprovada em células de cancer de cancer de mama, como
demonstrado em trabalhos do nosso grupo de pesquisa (FUZER, et al. 2019; MARTIN et al.,
2020). Ja foi verificado também que em células de cancer de mama TN da linhagem MDA-MB-
231 molécula em questdo inibe a proliferacdo e invasao celular através da inibicdo de proteinas
como AKT, p38/MAPK e Bax/Bcl-2 (JOO et al., 2016).

A presenca de uma estendida cadeia carbonica na estrutura da molécula de 10G, acaba
resultando em um carater lipofilico do composto, tornando-o insolivel em tampdes aquosos e,
assim, reduzindo seu potencial terapéutico para aplicacdes in vivo. Para superar tais desafios,
utilizamos uma estratégia ja bastante conhecida na literatura de preparar a molécula de 10G em
uma formulagdo contendo nanoparticulas de colesterol e outros lipideos (CIRRI et al., 2018;
FORMARIZ et al., 2008; 2010; YINGCHONCHAROEN et al., 2016). O colesterol tem grande

participacdo na composi¢cdo da membrana celular, e uma vez que as células tumorais séo
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caracterizadas por uma taxa de mitose acelerada, elas requerem altos niveis de colesterol para
sintese da membrana quando comparadas as células ndo neoplasicas, sendo dessa forma a

nanoemulsdo favoravel para a incorporacdo do composto nas células alvo (FAVERO et al., 2018).

As nanoemulsdes foram analisadas em tamanho, indice de polidispercéo (PDI) e potencial
zeta, para que fossem caracterizadas em homogeneidade e estabilidade. E comum encontrar na
literatura que nanoparticulas sdo aquelas que possuem dimensdes entre 1nm e 100nm, argumentos
que ndo nos permitiriam classificar as emulsdes utilizadas nesse trabalho como nanoparticulas
(ZARBIN, 2007). Porém, ha na literatura trabalhos que defendem que nanoparticulas ndo se
caracterizam sé pelas suas dimensfes mas também pelas suas caracteristicas. Phan e Haes (2019)
defendem que podem ser denominadas nanoparticulas aquelas cuja estabilidade ¢ mantida em
escala nanométrica, e conjuntamente com o trabalho publicado por Bozzutto e Molinari (2015),
que defende que todos os lipossomos de uso medicinal mantém sua estabilidade apenas até 450nm,
podemos concluir que todos os lipossomos de uso medicinal podem ser denominados
nanoparticulas (PHAN & HAES, 2019; BOZZUTTO & MOLINARI, 2015). Ademais, Auffan e
colaboradores (2009) afirmam que qualquer particula facilmente absorvida por células humanas
pode ser considerada nanoparticula, uma vez que essas células s6 absorvem até 500nm. Diante do
exposto, poderiamos classificar as particulas utilizadas nesse trabalho como nanoparticulas
(AUFFAN et al., 2009).

Na literatura também encontramos que o termo “nanoemulsdo” descreve qualquer mistura
de fase aquosa, fase oleosa e um surfactante que possua dimensdes entre 20nm e 500nm (GUPTA
et al. 2016). Entretanto, assim como para nanoparticulas, é possivel encontrar estudos que
defendem ndo se tratar apenas do tamanho, mas sim de suas caracteristicas, como estabilidade
controlada pelo valor de equilibrio lipofilico-hidrofilico e se o sistema € passivel de administragdo
intravenosa em pacientes (SILVA et al. 2015). Diante de todos os argumentos podemos classificar
nosso sistema também como uma nanoemulsao.

O PDI é um pardmetro que mostra variagdo do tamanho das nanoemulsdes em uma mistura,
ele é calculado pela razéo entre a média do tamanho das nanoparticulas e a média do namero das
mesmas, quanto menor esse valor maior sua uniformidade (FORMARIZ, 2008). Tanto para a
nanoemulsdo base quanto para o 10GNE, foram obtidos valores de PDI entre 0.1 e 0.4 (tabela 1),
mostrando uma distribuicdo homogénea (FORMARIZ et al., 2008; SMITH et al., 2017). J4 o
potencial zeta € definido como o limite de cisalhamento hidrodindmico e proporciona um
conhecimento maior sobre a estabilidade de uma nanoparticula. Esse parametro depende da

temperatura, do pH, condutividade, dentre outras caracteristicas da emulsdo. Valores estaveis para
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esse parametro estdo acima de +10mV e abaixo de -10mV, como defendido por Smith e
colaboradores (2008), ou como descrito por Gupta e colaboradores, eles devem estar acima de
+30mV ou abaixo de -30mV (SMITH et al., 2017; GUPTA et al., 2016). Foram obtidos valores
negativos e menores que -30mV (tabela 1) para ambos potenciais zeta, indicando a estabilidade
das nanoparticulas formuladas.

Comparando o 10GNE com a NE é possivel observar uma diminuicdo do potencial zeta
com a incorporagdo do composto, mostrando que o composto 10G ao ser inserido no sistema ele
se mostra ainda mais estavel do que a NE. Estes valores (tabela 1) ainda indicam uma boa
distribuicdo de tamanho das gotas no sistema, o que reflete diretamente a homogeneidade de
tamanho das goticulas na nanoemulsédo total (FORMARIZ et al., 2008; 2010).

Comparando-se os resultados obtidos nesse trabalho com os resultados encontrados pelo
nosso grupo de pesquisa podemos ressaltar que além de tornar o composto soltivel em tampdes
aquosos, o sistema de nanocarregamento diminuiu os ICso obtidos com relagédo a citotoxicidade
em algumas linhagens celulares quando comparados com os ICso obtidos para o 10G ndo
formulado. Tanto das células tumorais quanto de células ndo neoplésicas, como por exemplo a
linhagem 4T1Br4 cujo 1Cso em 72h diminuiu de 32,7 (+ 0,5) do 10G para 17,82 (+ 0,41) (MARTIN
et al., 2017, MARTIN et al., 2020). Além disso, podemos notar que na tabela 2 cada linhagem
tumoral apresenta um valor de IS, que consiste na razdo entre o ICso das células normais e 0 1Csg
das células tumorais da respectiva espécie (tabela 2). Quanto mais alto esse indice mais eficaz e
seguro 0 composto se apresenta, mostrando que linhagens tumorais possuem maior
susceptibilidade ao tratamento do que células n&o tumorais (BEZIVIN et al., 2003). Cada linhagem
celular apresentou um valor distinto de IS, sendo todos maiores que 1, indicando uma seletividade
do 10GNE por células tumorais (tabela 2), e se compararmos os dados obtidos neste trabalho com
os dados publicados por Martin e colaboradores 2017 podemos observar que em houveram
linhagens nas quais o indice de seletividade aumentou diante do sistema formulado, como por
exemplo a MDA-MB-231 HMTL.6 que para o 10G era o valor de 1,58 e para 0 10GNE o valor
subiu para 1,85 (MARTIN et al., 2017). A unica linhagem que ndo apresentou essa reducéo foi a
4T1.13 que manteve o ICso.

Para além dos resultados de citotoxicidade demonstrados, também foi mencionado o
aparecimento de goticulas no interior das celulas. O colesterol, um dos principais componentes
das nossas nanoparticulas, devido & sua anteriormente mencionada importancia em ceélulas
neoplésicas, regula positivamente a producédo de receptores de lipoproteina de baixa densidade (r-
LDL) nessas celulas (FORMARIZ et al., 2008; RODRIGUEZ et al., 2008). No trabalho de Favero
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e colaboradores (2018), que utilizam nanoparticulas bastante semelhantes as nossas, foi descrito
que as particulas penetram em células tumorais através do rLDL (receptor de LDL) e apenas
conseguem liberar as moléculas que carregam quando internalizadas, preservando o composto até
a hidrdlise intracelular da nanoparticula (FAVERO et al., 2018). H& também estudos que
comprovam endocitose mediada por receptor de LDL de nanoparticulas similares no tratamento
de endometriose e neoplasias ginecoldgicas além de cancer de mama. Esses estudos mostram que
a entrada do farmaco a partir desse receptor melhora o perfil farmacocinético dos quimioterapicos
testados (PIRES et al., 2008; BEDIN et al., 2019; MAZUMDA-MB-231 HMTL.6R et al., 2018).
Diante de tais informac6es, e da semelhanca das nanoparticulas, teorizamos que o 10GNE pode
estar sendo internalizado dessa mesma maneira, e que tais goticulas, as quais aparecem no
citoplasma das células tratadas com 10GNE e NE, sejam as nanoparticulas que foram
internalizadas nas células (FAVERO et al, 2018; RODRIGUEZ et al, 2005). (MARTIN et al.,
2017; ZHANG et al., 2017).

O ensaio de formacdo de colbnias avalia a capacidade de uma Unica célula crescer e formar
uma coldnia. Esse ensaio € importante pois leva em consideracdo a morte reprodutiva das células,
que é um critério relevante para ser utilizado na definicdo de concentragdes citotoxicas que podem
ser utilizadas de parametros para outros ensaios. Estudos anteriores de nosso grupo de pesquisa
mostram que 10G apresenta atividade citostatica em seu ICso das linhagens testadas e citotoxica ja
a partir de 10 uM (MARTIN et al., 2017; MARTIN et al., 2020). Os resultados desse trabalho,
porém, ndo podem afirmar a mesma caracteristica, uma vez que em sua maior concentracédo testada
ndo houve formacao de coldnia, portanto, houve um efeito citotdxico, e dessa forma os tamanhos
ndo puderam ser mensurados em nenhuma linhagem.

Nas células da linhagem 4T1.13 o 10GNE levou a parada do ciclo celular nas fases Sub-
GO e S apenas na concentracdo de 60uM. Nao hé ainda na literatura resultados que descrevam a
acdo do 10G no ciclo celular dessa mesma linhagem. J& na linhagem 4T1Br4, observamos a parada
do ciclo celular na fase Sub-G0 na concentragdao de 30uM, corroborando igualmente com os dados
obtidos no experimento de apoptose e com 0s experimentos encontrados na literatura para a mesma
linhagem com 10G ndo formulado (MARTIN et al, 2017). Estes resultados sdo similares aos
obtidos para células de cancer de colon descritos no trabalho de Ryu e colaboradores (JOO et al.,
2015; RYU et al., 2014; ZHANG et al., 2017). Além disso, é encontrado na literatura que a parada
do ciclo celular na fase sub-GO indica uma fragmentacdo do DNA, e morte por apoptose, para
avaliar tais achados foram realizados experimento de apoptose por citometria de fluxo (MURAD
etal., 2016).
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A apoptose ou morte celular programada é essencial para manutencdo da homeostase e
para a sobrevivéncia de organismos multicelulares. A desregulacdo desse processo € uma das
principais causa de desenvolvimento de céncer, além de outras doengas. Apesar da atividade
apoptdtica do 10G ser bem descrita em diferentes linhagens celulares como célon (RYU et al.,
2014), prostata (BRHAMBHATT et al., 2013), pulméo (SANG et al., 2009), pele (PENG et al.,
2012) e mama (FUZER et al. 2017; MARTIN et al., 2017; MARTIN et al., 2020), é necessario
verificar se esta atividade é mantida quando em um sistema de nanocarregamento. A analise de
apoptose por citometria de fluxo nos mostrou que ha um aumento significativo na quantidade de
células que sofreram apoptose quando tratadas com 0 10GNE, comparado com as células controle.
Os resultados mostram 42,8% de diferenca no numero de células apoptoticas no tratamento de
60uM na linhagem 4T1.13 e de 74,3% na linhagem 4T1Br4. Resultados similares aos encontrados
na literatura e que demonstram que o 10G aumenta significativamente a quantidade de células
mortas por apoptose (RYU et al., 2014; ZHANG et al., 2017). Quando comparados com 0s
resultados anteriores, obtidos pelo nosso grupo de pesquisa, do 10G na linhagem 4T1Br4, é
possivel observar que a taxa de apoptose do 10GNE ¢é maior quando comparada ao 10G sem a
formulacao (18,3% em 50uM), indicando assim um aumento da eficicia da acdo do composto

quando formulado (MARTIN et al, 2017).

6. CONCLUSAO

O sistema a formulagdo 10GNE foi desenvolvido de modo eficiente, se mostrando
homogénea, estavel e soltvel. O potencial citotoxico do composto 10G se apresentou ainda maior
quando nanoformulado, evidenciado pela diminuicdo dos ICso. Além disso, 0 10GNE apresentou
alta seletividade para células tumorais quando comparado com células ndo-tumorais. Ademais, o
composto formulado também apresentou atividade apoptotica e foi capaz de induzir a parada do
ciclo celular nas linhagens testadas. A linhagem que se apresentou mais sensivel para a a¢éo do
10GNE nos ensaios realizados foi a 4T1Br4, tumoral de mama murino, resultado bastante
vantajoso uma vez que € a linhagem utilizada também em ensaios in vivo em camundongos.

O composto formulado também alterou a morfologia das células tumorais em algumas
linhagens especificas como a Balb/c 3T3 A3, e um sutilmente a 4T1.13. A acdo da NE, n&o foi
notada também diferencas morfoldgicas em nenhuma das linhagens, foi apenas notado o
aparecimento de goticulas no interior das células.

Diante dos resultados apresentados, que a nanoparticula de colesterol funcione como um

sistema de entrega para as células tumorais, possivelmente utilizando receptores de colesterol para
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a entrada na célula e dessa forma se mostrando ainda mais eficaz do que o 10G nédo formulado.
Assim, reafirmando a nossa hipotese inicial de que a nanoemulsao de [10]-gingerol aumentaria a
solubilidade e a eficiéncia da molécula no tratamento de células de cancer de mama triplo negativo.
Tais resultados enfatizam a vantagem de se utilizar um sistema de formulacéo para um composto
que possui atividade antitumoral, demonstrando o potencial da molécula formulada como um
possivel farmaco antitumoral e encorajam futuros estudos in vivo para a confirmacdo de sua

eficacia em mamiferos.
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