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RESUMO

O céncer consiste em um conjunto multifatorial de doencas e esté entre
as maiores causas de morbidade e mortalidade no mundo. O de mama é o
segundo tipo de cancer mais comum, ocupando o primeiro lugar
considerando apenas o género feminino. O desenvolvimento da doenca
estd fortemente associado ao desequilibrio dos mecanismos genéticos de
proliferacdo celular, entre eles os que controlam os mecanismos de
sobrevivéncia e morte celular, como a apoptose. A expressdo dos genes
BCL-2 e BCL-xL resulta na promog¢do da sobrevivéncia celular pela
inibicdo da apoptose e no cancer de mama estes genes encontram-se
superexpressos. Assim, além dos tratamentos existentes, uma nova
abordagem de combate a doenca seria o silenciamento de genes com
expressdo exacerbada. Para silenciar genes tem sido descrito o uso de
pequenos RNAs de interferéncia (SIRNA). No entanto, existem algumas
limitacBes para a aplicacdo de siRNAs, como a baixa estabilidade e
dificuldade de internalizacdo pelas células alvo, fomentando a
necessidade de vetores para promover a entrega do &cido nucleico. Neste
estudo, duas formulagdes de nanoparticulas hibridas CaP-siRNA-PEG-
GLU polianion foram desenvolvidas para promover a entrega, in vivo e
in vitro, de siRNA para células de cancer de mama para silenciar os genes
antiapoptoticos BCL-2 e BCL-xL. Os objetivos foram avaliar se os
sistemas nanocarreadores seriam eficientes na entrega de siRNA ao alvo
e se o0 silenciamento destes genes reduziria a viabilidade das células
tumorais de carcinoma mamario, aumentariam a apoptose e seriam
capazes de inibir o crescimento tumoral. Para isto, as formulagdes foram
testadas em cultura de células humanas de carcinoma mamario (MCF-7)
e em modelo tumoral murino (Balb/c). Os resultados obtidos quanto a
caracterizacdo das nanoparticulas desenvolvidas, mostraram que estas
apresentam tamanho e aspecto estrutural adequado para a entrega de
acidos nucleicos. As formula¢fes também demonstraram homogeneidade
e estabilidade em solucbes tampfes, meio de cultura e salina,
propriedades importantes para aplicagdes bioldgicas. Tanto os ensaios in
vitro quanto os in vivo, mostraram que ap0s a incubagdo com os sistemas
nanocarreadores, a expressao dos genes BCL-2 ou BCL-xL foi reduzida.
Ainda, as sequéncias de siRNAs utilizadas induziram, in vitro, a morte de
células tumorais por apoptose. Como as proteinas alvo deste estudo séo
relacionadas com a resisténcia aos medicamentos quimioterapicos, as
formulagdes também foram testadas na presenca de doxorrubicina. Os
resultados mostraram diminuicéo significativa na CCsp deste farmaco, em



incubacdo combinada com o silenciamento dos genes antiapoptéticos
BCL-2 ou BCL-xL. Os resultados dos ensaios in vivo mostraram que a
formulagdo contendo siRNA-BCL-2 inibiu o crescimento tumoral no
modelo murino de céncer de mama apdés 14 dias de tratamento.
Adicionalmente, os resultados demonstraram que as nanoparticulas
hibridas CaP-PEG(GLU)-Polidnion sdo seguras para administracdo
endovenosa e foram eficientes em promover a entrega de sSiRNA ao tecido
tumoral. Em concluséo, o silenciamento de genes antiapoptéticos BCL-2
e BCL-xL através do uso de siRNA carreado por nanoparticulas hibridas
CaP-PEG(GLU)-Polianion, mostrou que pode ser uma estratégia
promissora contra o cancer de mama, especialmente quando combinada
com a quimioterapia padrao.

Palavras-chave: Cancer de mama; Silenciamento Génico; Apoptose;
BCL-2; BCL-xL; Nanoparticulas.



ABSTRACT

Cancer is among the major causes of morbidity and mortality
worldwide and breast cancer stands out by the epidemiological
importance because it is the second most common cancer, ranking first
considering only the female gender. The development of cancer clearly
related with an imbalance of genetic mechanisms of cell proliferation,
including those that control the survival mechanisms and cell death, such
as apoptosis. Expression of BCL-2 or BCL-xL genes results in the
promotion of cell survival by the inhibition of apoptosis. Thus, a novel
approach to silence anti-apoptotic genes in cancer context, is the use of
small interfering RNAs (siRNA). However, there are some limitations to
apply siRNAs, such as low stability and difficulties of internalization by
target cells, pointing out to the need for vectors to promote nucleic acid
delivery. In this study, hybrid nanoparticles CaP-siRNA-PEG-GLU-
polyanion were developed to promote both in vivo and in vitro delivery
of siRNA to breast cancer cells. Facing this scenario, the objectives of
this work were to evaluate whether the nanocarrier systems would be
efficient to deliver siRNA to the target and whether the silencing of these
genes would reduce the viability of mammary carcinoma tumor cells,
increasing apoptosis. It has also been tested whether the formulations
were able to inhibit tumor growth in tumor-bearing mice. To achieve this,
the formulations were tested against human mammary carcinoma cell
culture (MCF-7) and murine solid tumor model (Balb/c). Regarding the
characterization of the nanoparticles the results showed suitable size and
structural aspect to the therapeutic strategy.

A homogeneity and stability of nanoparticles in buffer solutions,
culture medium, and saline were also obtained, which is an important
feature for biological applications. Additionally, both the in vitro and in
vivo assays showed that the incubation with tested nanocarrier systems
decreased the expression of BCL-2 or BCL-xL genes. The siRNA
sequences applied also induced in vitro cytotoxicity in tumor cells
increasing apoptosis. Once the targeted proteins are related to drugs
resistance, the nanocarriers systems were also tested in the MCF-7 cells
in the presence of doxorubicin. The results showed a significant reduction
in CC50 of the drug, in combined incubation with nanoparticles loading
siRNA. The results obtained with the formulation loading SiRNA-BCL-2
in murine tumor model assays showed inhibition of tumor growth after
14 days of treatment. The hybrid CaP-PEG(GLU)-Polyanion
nanoparticles were demonstrated to be safe for intravenous administration
and are efficient in promoting the delivery of siRNA to tumor tissue. In



conclusion, the silencing BCL-2 or BCL-xL antiapoptotic genes through
the use of siRNA loaded into hybrid nanoparticles were achieved
successfully and may be a promising strategy against breast cancer,
especially whether combined with standard chemotherapy.

Keywords: Gene Silencing; Breast Cancer; Apoptosis, BCL-2; BCL-xL;
Hybrid Nanoparticles.
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1 INTRODUCAO
1.1 Céancer de Mama

O cancer é um conjunto de vérias doencas de aspecto multifatorial
com severos impactos na salide humana. Representa 0 maior problema
mundial de saude publica (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2016). Estudos
estatisticos e epidemioldgicos o0 apontam como uma das principais causas
de morbidade e mortalidade no mundo, sendo responsavel pela morte de
8 milhdes de pessoas em 2012 (FERLAY et al., 2013), vitimas de seus
diversos tipos: mama, pulmao, figado, cérebro, pele, leucemias entre
outros (WHO, 2012; PENET et al., 2013). As proje¢des indicam um
aumento de 70% no nimero de mortes para 0 ano de 2030 (ANTONI et
al., 2016).

Entre estas formas de manifesta¢fes, o cancer de mama ocupa 0
segundo lugar em incidéncia mundial, representando 23% dos
diagnosticos. No entanto, € o tipo de cancer mais comum entre o0 género
feminino, com 1,7 milhdo de novos casos diagnosticados mundialmente
a cada ano (FERLAY et al., 2015). Representa também a maior causa
mundial de mortalidade em mulheres (0,5 milhdes/ano) (BENSON;
JATOI, 2012; FERLAY et al., 2013). A idade, historia familiar, menarca
precoce, menopausa tardia, nuliparidade e idade tardia da primeira
gravidez sdo fatores de risco bem estabelecidos para o desenvolvimento
do céncer de mama (MCPHERSON; STEEL; DIXON, 2000).

O numero estimado de novos casos anuais de cancer de mama na
América do Sul é de 88,4 mil. Para efeito de comparagdo, o norte da
Africa tem 28 mil novos casos/ano e a América do Norte 205,5 mil novos
casos/ano (FERLAY et al, 2010). A alta incidéncia em paises
desenvolvidos é atribuida, segundo Benson & Jatoi (2012), a fatores
como: estilo de vida, aspectos reprodutivos, dieta, sedentarismo e
reposicdo hormonal, neste caso, realizado por mulheres com maior
potencial econdmico. Nestes paises, houve declinio da mortalidade desde
os anos 90 (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2016), relacionado
principalmente com o acesso ao diagndstico precoce. Embora haja
declinio nos indices de mortalidade, isto ndo se observa em paises menos
desenvolvidos, j& que a incidéncia de novos casos aumenta, seguida pela
taxa de mortalidade. Isto porque fatores culturais de risco séo
incorporados mas a facilidade ao diagnostico precoce e a terapéutica
adequada ndo se encontram acessiveis (FERLAY et al., 2013). Corrobora
para esta assertiva, o indice de sobrevida médio, apos cinco anos, de 60%
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em paises em desenvolvimento, contra 85% em paises desenvolvidos
(BRASIL. Ministério da Saude, 2014).

No Brasil, entre todos os tipos de cancer, a incidéncia de cancer de
mama ocupa 0 segundo lugar no género feminino (58 mil novos
casos/ano). E precedido apenas pelo cancer de pele ndo melanoma (71 mil
casos novos/ano) (BRASIL. Ministério da Sadde, 2015). No entanto esta
prevaléncia ndo se comporta da mesma forma quando a andlise é regional.
Os novos casos de cancer de mama diagnosticados prevalecem sobre os
demais tipos de cancer nas regides Sudeste (69/100 mil), Sul (65/100 mil)
e Centro-Oeste (48/100 mil). Na regido Norte do pais é o segundo tumor
mais frequente (19/100 mil) (BRASIL. Ministério da Salde, 2015).
Considerando os casos de cancer de mama precoce, o Brasil possui uma
incidéncia em ascenséo desde os anos 80. Esta forma de céncer de mama
subiu de 6,4 para 7,8 (para cada 100.000 individuos) entre as mulheres de
25 — 29 anos. Para a idade entre 30 — 34 anos, a taxa de incidéncia teve
acréscimo de 19 para 27,6 (JACOME et al., 2010). Carraro et al. (2013),
em estudo sobre cancer de mama precoce no Brasil, afirma que nesta faixa
etaria (25 — 34 anos), 0 cancer é mais invasivo e requer terapias mais
agressivas. No entanto, a metade dos casos diagnosticados ocorrem na
faixa etaria entre 59 — 60 anos (BENSON; JATOI, 2012). No Brasil, a
idade segue sendo o principal fator de risco para o cancer de mama. As
taxas de incidéncia aumentam rapidamente até os 50 anos de idade. Em
idades acima de 50, o aumento ocorre de forma mais lenta (BRASIL.
Ministério da Saude, 2015). Entretanto, 0 aumento no nimero de casos,
observados nos Gltimos anos, esta associado a exposicdo aos fatores
ambientais de risco (ORTEGA JACOME et al., 2010)

Uma das principais caracteristicas do cancer de mama ¢é a
heterogeneidade molecular e clinica (PEROU et al., 2000). Do ponto de
vista genético, pode estar relacionado com diversos genes e diferentes
padrdes de expressdo. A historia familiar de cancer de mama esta
relacionada a um aumento de duas a trés vezes o risco de desenvolver a
doenca. Mutacdes em genes relacionados a regulacdo hormonal e reparos
no DNA (P53, BRCA1, BRCAZ2) sdo constantemente associados a génese
da neoplasia (CARRARO et al., 2013). Os estudos que perfilaram as
expressdes genéticas no cancer de mama, o classificaram em subtipos
distintos, conforme a expressdo dos receptores celulares de estrogénio,
progesterona e fator de crescimento epidérmico humano 2 (do inglés: ER-
receptor de estrogénio, PR-receptor de progesterona e HER-2-receptor do
fator de crescimento epidérmico humano 2). S8o entéo classificados em:
1) luminal A (ER positivo, PR positivo ou negativo, HER-2 negativo),
2)luminal B (ER positivo, PR positivo ou negativo, HER-2 positivo),
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3)HER-2 positivo (ER negativo, PR negativo, HER-2 positivo) e 4) triplo-
negativo (ER negativo, PR negativo, HER-2 negativo) (PEROU et al.,
2000; SORLIE et al., 2001) ).

Os vaérios subtipos descritos apresentam diferentes respostas
teciduais e terapéuticas, relacionadas com genes de sobrevivéncia e morte
celular (GRIMM et al, 2011). Para Donepudi et al.,, 2014, o
desenvolvimento do céncer estd claramente associado com a taxa de
desequilibrio dos mecanismos de proliferacdo de células e, em alguns
casos, associada a uma diminuigdo da morte celular por apoptose.

1.2 Apoptose

O mecanismo de morte celular programada (apoptose) é crucial
para a homeostasia de tecidos, cujo controle depende da acdo orquestrada
de varios genes pré-apoptéticos e antiapoptoéticos, como 0s genes que
pertencem a familia BCL-2 (THOMAS et al., 2013). Esta familia de genes
tém sido investigada hé anos devido ao papel das proteinas na regulagéo
da apoptose e a importancia para a tumorigénese e terapéutica contra o
cancer (YOULE; STRASSER, 2008).

A proteina BCL-2 foi originalmente descrita em 1985
(TSUJIMOTO et al,, 1985) e desde entdo outras proteinas com
propriedades reguladoras de apoptose foram identificadas, resultando
atualmente na familia BCL-2. Trata-se portanto de um conjunto de
proteinas que inibem ou promovem a apoptose, desempenhando um papel
crucial na manutencéo tecidual, morte celular programada durante o
desenvolvimento e na defesa contra patégenos (REED, 1998).
Apresentam localizacéo subcelular diversa, podendo algumas delas serem
encontradas no citosol, mas a maioria ancorada em membranas, como a
mitocondrial externa, reticulo endoplasmatico e membrana nuclear
(NGUYEN etal., 1993; YOULE; STRASSER, 2008).

As proteinas da familia BCL-2 compartilham segmentos de
homologia de sequéncias, referenciados como dominios BH, conferindo-
as a mesma conformacéo tridimensional. Os dominios BH sdo blocos
alfa-helicoidais que medeiam interacBes entre proteinas, de modo que
cada membro da familia dimeriza com outro de forma BH-especifica
(CHITTENDEN et al., 1995). Cada proteina da familia BCL-2 exibe até
quatro dominios (CZABOTAR et al., 2014). Em relacdo a esses dominios,
trés grupos sdo categorizados: Grupo 1, multidominio, atuam na
promogdo da apoptose (efetores) como BAX, BAK e BOK. Grupo 2,
multidominio, pré-sobrevivéncia (guardides) incluindo as proteinas BCL-
2 (propriamente dita), BCL-xL, Bcl-W, MCL-1, A-1 e BCL-B. O grupo
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3 expressa apenas o dominio BH-3, compreendendo proteinas proé-
apoptéticas como: BID, BAD, BIK, BIM, BMF, NOXA e PUMA (Figura
1). A inibicdo das atividades apoptéticas por membros pré-sobrevivéncia
ocorre através da ligacdo a membros pré-apoptéticos produzindo homo e
heterodimeros (YOULE; STRASSER, 2008; CZABOTAR et al., 2014).

Familia BCL-2 - Antiapoptéticas

Al

BCL-2

BCL-
BH4  BH3 BH1 BH2 ™ BOLxL

MCL-1

nucleo hidrofébico

Familia BCL-2 - Proapoptdticas

efetoras

BAK
BH4 BH3 BH1 BH2 ™ BAX

Dominio tnico BH3

BID, BIM
BH3 ™ BAD, BIK, BMF, bNIP3, HRK, Noxa, PUMA

Ligante BH3

Figura 1 — Familia de proteinas BCL-2. Adaptado de ANVEKAR et al.,
2011. (BH = Dominio de homologia; TM = Dominio transmembrana).

Deste modo, as proteinas de dominio Unico BH-3 funcionam como
mediadores e sensores de estresse celular através de duas acoes:
inativando os membros da familia BCL-2 de sobrevivéncia e ativando os
membros pré-apoptdticos como proteinas BAX e BAK. Tais eventos
ocorrem simultaneamente alterando a permeabilidade da membrana
externa mitocondrial (MOMP) (GROSS, 2016). Esta alteracdo na
permeabilidade da MOMP conduz a liberagéo de citocromo ¢ do espago
intermembranar mitocondrial para o citosol (WOLTER et al., 1997;
ZHOU; YANG; XING, 2011). Este fendbmeno promove a ativagdo da
caspase 9 pela ligacdo com a proteina APAF-1 (reguladora alostérica)
com consequente ativacao de outras caspases efetoras, desencadeando a
apoptose (LI et al., 1997). A ativacdo das caspases € um mecanismo
rapido e irreversivel sem ponto de retorno para a sobrevivéncia celular
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(Figura 2) (BEEKMAN; HOWELL, 2015). Quando a apoptose ndo é
adequadamente mediada, mutagdes ocasionais podem ser acumuladas,
desencadeando a tumorigénese (SAFE, 2005; KIRAZ et al., 2016).

O papel chave das proteinas da familia BCL-2 na determinac¢éo do
destino das células exigiu um esforco intenso para entender os
mecanismos de agdo com o objetivo de intervencéo terapéutica. Estudos
mostraram funcGes importantes para os dominios BH-3, de forma que a
modificacdo covalente de peptideos BH3 esta sendo usada para restringir
conformacionalmente sua acdo ou para melhorar a estabilidade
proteolitica in vivo, explorando novas potencialidades em tratamentos
contrao cancer (RAUTUREAU; DAY; HINDS, 2010).

Estresse

BH3 -DU l BH3 - DU
inativa ativa

A

Liberagdo de citocromo ¢ )
Fragmentacdo mitocondrial

: 50— APAF1 T
Citocromo ¢ - g (@y

: }
e

Apoptose

Figura 2 — Via intrinseca de apoptose. O sinal para a apoptose depende da agdo
das proteinas BAK ou BAX, que sdo moduladas pela proteina BCL-2. BH3-
DU=dominio unico. (Adaptado de (YOULE; STRASSER, 2008)

No cenério da manutencdo tecidual das mamas, as proteinas da
familia BCL-2 desempenham um papel fundamental sobre as células
epiteliais, frente a dindmica tecidual responsiva a horménios em
diferentes fases da vida da mulher. A morte celular programada
predomina, por exemplo, durante o periodo de desmame e na involugéo
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lobular na menopausa, em que as vias intrinsecas de apoptose sdo
mediadas pela familia BCL-2. Em contraste, a a¢do orquestrada destas
proteinas promove a proliferacdo celular superando a taxa de apoptose
durante os periodos de puberdade e gravidez (WILLIAMS; COOK,
2015). Tal dindmica tecidual, pincipalmente em resposta hormonal, tem
implicacdes no desequilibrio que impele o tecido mamario normal rumo
a tumorigénese. Tumores como o de mama podem originar-se justamente
da “tomada de decisdes” por parte das células, quanto a sobrevivéncia,
quiescéncia e reparagdo de danos ou morte (TYSON et al., 2011).

No contexto do cancer, os membros pré-apoptoticos sao
caracterizados como executores de apoptose, atuando como supressores
tumorais enquanto os membros pré-sobrevivéncia sdo tidos como
inibidores de apoptose, atuando como oncoproteinas (CZABOTAR et al.,
2014; UM, 2015). Entre os membros antiapoptéticos, destaca-se 0s genes
BCL-2 e BCL-xL, cuja expressdo resulta nas respectivas proteinas
mitocondriais, promotoras da sobrevivéncia celular por mecanismos
inibidores de apoptose. No &mbito da sobrevivéncia celular de células
tumorais, 0 gene BCL-2 é descrito como superexpresso em 50-70% de
todos os tipos de cancer (TEKEDERELI et al., 2013). Ainda, a expressao
aumentada de proteinas antiapoptdticas tais como como a BCL-2 e BCL-
xL estdo frequentemente relacionadas aos mecanismos de resisténcia a
quimioterapia, reduzindo o potencial terapéutico dos farmacos. De fato, a
fuga da apoptose é descrita como uma via tipica de resisténcia a
quimioterapia, sem relacdo com a bomba de efluxo, diminuindo a
sensibilidade do tumor ao quimioterapico (CHEN et al., 2014).

A resisténcia a quimioterapia atribuida aos genes antiapoptéticos
da familia BCL-2 pode ocorrer de forma inata ou adquirida (WILLIAMS;
COOK, 2015). O fato é que a efetividade da maioria dos quimioterapicos
dependem da atividade apoptética (FOX; MACFARLANE, 2016). Como
exemplo, um dos farmacos mais utilizados na terapéutica contra o cancer
de mama é o tamoxifeno, um modulador seletivo do receptor de
estrogénio. Estudos de resisténcia tumoral a este farmaco apontam para
entre outros fatores, a acao antiapoptotica mediada pelas proteinas BCL-
2 e BCL-xL (VIEDMA-RODRIGUEZ et al., 2014). Para estes autores, 0
tratamento endocrino do cancer de mama ER-positivo com tamoxifeno é
a primeira estratégia terapéutica. No entanto, uma proporgao substancial
de pacientes, apesar de serem ER-positivos, sdo potencialmente
resistentes ou desenvolverdo resisténcia ao farmaco durante o curso da
terapéutica.
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1.2.1 Proteina BCL-2 propriamente dita.

A proteina antiapoptotica BCL-2  apresenta-se tipicamente
ancorada & membrana mitocondrial externa por um dominio C-terminal
hidrofébico transmembrana, tendo a maioria dos aminoéacidos voltados
ao citosol (NGUYEN et al., 1993). O gene de pré-sobrevivéncia BCL-2
foi o primeiro regulador apopt6tico descrito (TSUJIMOTO et al., 1984)
e 0 primeiro proto-oncogene associado a tumorigénese por acao sobre a
vida 0til da célula e efeitos na regulacéo da proliferagéo celular (REED,
1998). A importancia do gene BCL-2 no desenvolvimento embrionério
normal foi descrito por VEIS et al. (1993) que observou que em modelos
nocautes murinos, a delecdo deste gene produz fendtipos com rins
policisticos (letais durante as primeiras seis semanas de vida). A dele¢éo
do gene produz também envelhecimento precoce e linfopenia (YOULE;
STRASSER, 2008).

No desenvolvimento mamario, prioritariamente durante a
puberdade e gravidez, a proteina BCL-2 atua inibindo a apoptose durante
a formacdo dos botdes terminais dos ductos mamarios. Isto permite a
proliferacdo das células terminais e consequente invasao pelos ductos no
estroma circundante. Em contrapartida, a reducdo na expressao de BCL-
2, resulta na canalizagdo dos ductos, garantindo a formagdo do lumen
(Figura 3) (HUMPHREYS et al., 1996; WILLIAMS; COOK, 2015).

A descricdo do gene BCL-2 como um proto-oncogene deve-se
aos pontos de ruptura de translocacdes cromossomicas t (14,18) em
linfomas de células B (REED, 1998). Adicionalmente a alteracdo
cromossdmica, 0 gene BCL-2 pode ser modificado de forma
transcricional, fato que aumenta sua importancia no contexto do cancer
(THOMAS et al., 2013). Isto porque a flexivel extremidade C-terminal
contém aminoéacidos hidrofdbicos cuja modificacdo pds-transcricional
permite a insercdo em uma diversidade de membranas celulares, como
membrana mitocondrial, cariomembrana e reticulo endoplasmatico
(KRAJEWSKI et al., 1993). A expressdo do gene BCL-2 ja foi descrita
para o cancer hematopoiético humano e para outros tipos de cancer, como
rins, cérebro, mama, prostata, pulmdo, bexiga e estbmago, sempre
associado ao progresso clinico agressivo e ao mau prognostico
(SHIMIZU et al., 2004; COTTER, 2009; JUIN et al., 2013; THOMAS et
al., 2013).
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Figura 3 — Unidade de alvéolo mamario. A relagéo espacial precisa das células
envolvidas ndo é constante e muda em fungéo do estado hormonal e reprodutivo,
orquestrado pelo balango entre a taxa de proliferagdo e morte por apoptose.
(Adaptado de RADISKY; HIRALI; BISSELL, 2003).

Especificamente para o cancer de mama, a expressao aumentada
do gene BCL-2 é descrita para 75% entre todos os subtipos. Ao considerar
apenas o0s subtipos luminais, este valor atinge 85%, tornando a proteina
BCL-2 como um proeminente marcador de progndstico. De fato, as
maiores expressdes do gene BCL-2 correlacionam-se com fatores como:
graduacdo do céncer de mama (escore) e subtipo em relagcdo aos
receptores hormonais (HONMA et al., 2015), como pode ser observado
na Tabela 1.

Adicionalmente, a progressdo para a metastase de tumores
dependentes de hormdnio esté fortemente relacionada com a desregulacéo
do mecanismo apoptético, como o exemplo do cancer de préstata
horménio-refratario (subtipo que néo responde mais a terapia hormonal)
gue apresenta superexpressao do gene BCL-2 (CASTILLA et al., 2006).

Quando o gene BCL-2 é superexpresso, células tumorais obtém
uma vantagem em termos de sobrevivéncia sob situacdo de estresse. Para
JUIN et al. (2013) elas podem ser dependentes deste processo, opondo-se
a sinais de apoptose enquanto o tumor progride. Além do fato de que a
proteina BCL-2 é comprometida com a inibicdo apoptética para varios
tipos de céancer, a expressdo de BCL-2 aumenta a resisténcia contra a
radiacdo e a quimioterapia, como foi provado em modelos experimentais
in vivo e in vitro (WELLER et al., 1995; REZAEI ARAGHI; KEATING,
2016).
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Tabela 1 — Relacdo entre a expressao de BCL-2 e fatores
clinico-patoldgicos de pacientes femininos de cancer de

mama. Adaptado de HONMA et al., 2015.

Expressdo de BCL-2

Fatores (Numero de Pacientes)

+ (%) -
Grau
11+ 11 244 (54) 205
| 157 (86) 26
ER
+ 330 (88) 45
] 71 (28) 186
PR
+ 242 (89) 30
) 159 (44) 200
HER?2
+ 19 (21) 70
_ 381 (70) 160

Diante deste cenério, observa-se a necessidade de abordagens
terapéuticas que substituam ou complementem as estratégias atuais, no
sentido de reduzir o aparecimento da resisténcia multipla contra a
quimioterapia padrdo (SUO et al., 2017). Assim, modificacbes na
expressdo do gene BCL-2 relacionadas com a tumorigénese, oportuniza-
0 como possivel alvo para a acdo de farmacos a serem explorados de
forma terapéutica (YIP; REED, 2008). Ha crescentes evidéncias que
sugerem que esta proteina é um alvo terapéutico efetivo contra muitos

tipos de cancer (HONMA et al., 2015).
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1.2.2 BCL-xL

A proteina BCL-xL é encontrada tipicamente incorporada a
membrana mitocondrial externa (JEONG et al., 2004) e esta diretamente
relacionada a promocdo da recuperacdo mitocondrial apds os danos
ocasionados por estresse oxidativo (GOTTLIEB; VANDER HEIDEN;
THOMPSON, 2000). Tal como descrito para a proteina BCL-2, a acao
da proteina BCL-xL se opde ao mecanismo pré-apoptdtico desencadeado
por proteinas como as BAX e BAD, evitando assim a liberacao citosélica
de citocromo ¢ com a consequente manutencdo da permeabilidade da
membrana mitocondrial (OTHMAN et al., 2013). Motoyama et al. (1995)
descreveram o papel da proteina BCL-xL como fundamental no
desenvolvimento normal de eritrocitos fetais murinos, assim como na
participacdo no desenvolvimento neuronal nestes modelos. A supresséo
de BCL-xL resulta em 100% de morte embrionéaria até o 14° dia de
desenvolvimento (YOULE; STRASSER, 2008). Estudos também
revelaram o que foi descrito como “fungdes noturnas” da proteina BCL-
xL: esta foi associada a retrotranslocacdo de proteinas pré-apoptdticas,
como a BAX, da membrana mitocondrial para o citosol, agindo mesmo
na auséncia de sinais apoptéticos (EDLICH et al., 2011). Esta proteina
pode estar trabalhando como sensor metabolico e/ou mensageiro que
entra e sai das mitocondrias para avaliar o citosol e fornecer as
mitocéndrias informagGes metabdlicas atualizadas (GROSS, 2016),
remanescéncia da teoria endossimbidntica (EMBLEY; MARTIN, 2006).

Na dindmica tecidual mamaria, a proteina BCL-XL desenvolve
papel importante por reduzir a apoptose na involucao da glandula durante
0 desmame (WALTON et al., 2001). O desmame consiste no processo de
dois passos que envolve a morte do epitélio secretdrio e sua substituicdo
por adipdcitos. Durante a primeira fase, a remodelacdo é inibida e as
células apoptoticas podem ser vistas no limen alveolar. Na segunda fase,
a apoptose é acompanhada por remodelacdo do estroma circundante e
rediferenciacdo dos adipdcitos (WATSON, 2006).

A descri¢do do gene BCL-xL como oncogene ocorreu em 1993
(BOISE et al., 1993). O aumento da expressdo do gene BCL-xL, assim
como 0s niveis diminuidos de expressdo do gene BAX exibem uma
correlagdo positiva com o crescimento descontrolado de células tumorais
(SHARIFI et al., 2015). Yosef et al. (2016) encontraram forte evidéncia
de aumento de expressdo do gene BCL-xL em células senescentes
formadas em resposta ao estresse oncogénico (como ativacdo da proteina
p53). Os autores associaram a longevidade destas células a resisténcia aos
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sinais apoptdticos e demonstraram que a inibicdo proteica de BCL-xL
resultou em morte destas células senescentes.

E conhecido que o gene BCL-xL esta superexpresso em diversos
carcinomas, como o urotelial do trato urinério superior (YOSHIMINE et
al., 2013; VAN KESSEL et al., 2015), colorretal (KRAJEWSKA et al.,
1996a), mieloma (TU et al., 1998) e prostata (KRAJEWSKA et al.,
1996b).  Neste ultimo, o gene esta fortemente relacionado com
pontuacdes altas na escala de Gleason (avaliacdo histopatoldgica de
bidpsia, em que pontuacdes altas sdo indicativos de mau progndstico)
(BOECKING; SINAGOWITZ, 1980; CASTILLA et al., 2006).
Especificamente para o cancer de mama, estudos realizados por Olopade
et al. (1997), em humanos, sugerem que a expressdo da proteina BCL-xL
é aumentada em uma fracdo significativa de tumores de mama invasivos.
Estes autores apontam a proteina BCL-xL como um potencial marcador
de progresséo tumoral.

Os estudos de silenciamento de genes BCL-xL mostraram ser
relevantes ndo s6 para o efeito pro-apoptotico per se, mas também
relacionados a fuga de apoptose que as células tumorais exibem na
presenca de certos farmacos. Como exemplo, os repressores de MCL-1,
(outra proteina da familia BCL-2 com atividade antiapopt6tica), que séo
frequentemente usados na terapia antitumoral. A eficacia dos farmacos é
reduzida pela superexpressdo do gene BCL-xL (WEI et al., 2012). Na
verdade, estes autores demonstraram que a alta expressdo de BCL-xL
confere resisténcia a repressao do gene MCL-1, exaltando a importancia
de terapias combinadas com o silenciamento do gene BCL-xL. Por
suprimir a apoptose e induzir a quimiorresisténcia, a proteina BCL-xL é
entdo elegivel como uma molécula chave para a terapia contra o cancer e
transpor a barreira de resisténcia aos farmacos (KOJIMA et al., 1998;
SHARIFI et al., 2015).

Neste contexto, uma estratégia para utilizar estes genes
antiapoptoticos como alvos terapéuticos, inclusive como possibilidade de
superar a resisténcia aos quimioterapicos, pode estar na supressao dos
mesmos, e 0 uso do siRNA (do inglés: pequeno RNA de interferéncia) é
apresentado como uma opgao promissora para atingir este objetivo.
(CHEN etal., 2014)

1.3 siRNA e silenciamento génico
Na ultima década, houve um amplo aumento na compreensao dos

RNAs de interferéncia. O potencial de silenciamento génico os torna uma
abordagem notavel para a terapéutica contra o cancer (PECOT, 2011).
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Atuando ostensivamente sobre 0 genoma e o transcriptoma, 0s
RNAs de interferéncia estdo naturalmente envolvidos na maioria dos
processos biolégicos, incluindo os relacionados com a sobrevivéncia e
controle de morte celular. Entre os RNAs de interferéncia, estdo os
siRNAs, que apresentam tamanho de 20 a 23 nucleotideos e séo
relacionados com o controle de expressdo génica quando associado a
familia de proteinas Argonauta (YOULE; STRASSER, 2008). Esta
associacao entre a proteina Argonauta e o SiRNA forma o complexo RISC
(do inglés, complexo silenciador induzido por RNA), que, contendo a
sequéncia de RNA antisenso, procura o emparelhamento especifico com
0 RNA mensageiro (RNAm) alvo, mediando a respectiva clivagem por
endonucleases (Figura 4). Esta acéo resulta, de forma pds-transcricional,
na modulacdo da expressdo do gene alvo (BERNSTEIN et al,
2001;AMERES; MARTINEZ; SCHROEDER, 2007; KOBAYASHI,
TOMARI, 2016).

Esta interferéncia pds-transcricional especifica é considerada uma
ferramenta promissora para 0 uso em terapia de doengas que apresentam
genes superexpressos (BERNSTEIN et al., 2001; KIM; ROSSI, 2007,
ZUCKERMAN; DAVIS, 2015). Frente a este potencial controle da
expressdao do gene por siRNA, a aplicagdo desta estratégia no
silenciamento de genes chave no cancer tém mostrado resultados
terapéuticos promissores. Por exemplo, Tekedereli et al. (2013) utilizando
lipossomas para carrear siRNA, observaram o silenciamento do gene
BCL-2 em células de cancer de mama. Este silenciamento provou ser
eficaz in vivo e in vitro, tanto na inibi¢éo do crescimento do tumor quanto
no aumento da efetividade da quimioterapia padrdo. Em outro estudo, o
silenciamento do gene BCL-xL por siRNA foi descrito como eficaz em
promover a morte de células tumorais de pulméao, neste caso relacionada
com a desregulacdo de um micro-RNA (miRNA) envolvido neste tipo de
cancer (OTHMAN et al., 2013).

Apesar do potencial terapéutico, o uso de siRNA enfrenta
algumas barreiras a serem superadas. A aplicacdo é geralmente
prejudicada pelas propriedades moleculares intrinsecas do 4cido nucleico,
tais como alta massa molar (~ 13 kDa) e propriedades anidnicas (SAAD,;
GARBUZENKO; MINKO, 2009). Estas propriedades tornam as
moléculas de siRNA incapazes de entrar passivamente nas células alvo
(QIU et al., 2016). Além disso, as moléculas de SsiRNA apresentam
imunogenicidade alta (DE FOUGEROLLES et al., 2007), excrec¢do renal
rapida (WATER et al., 2006) e suscetibilidade a degradagdo por acéo de
endonucleases séricas (TURNER et al., 2007).
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Figura 4 — Mecanismo de acdo do pequeno RNA de interferéncia (SiRNA).
Ap6s o pareamento especifico do siRNA com o RNAm alvo, este € clivado,
culminando na interrupgdo da expressdo génica. RISC= complexo silenciador
induzido por RNA, ds = dupla fita, siRNA = pequeno RNA de interferéncia
(Adaptado de JONES, 2009).

Neste sentido, a falta de um sistema de entrega adequado para as
moléculas de siRNA tem sido identificada como um obstaculo importante
neste tipo de terapia (ZHANG; KATAOKA, 2009; KESHARWANI;
GAJBHIYE; JAIN, 2012; SUN et al., 2012). Vérias estratégias tém sido
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utilizadas para superar estas dificuldades, incluindo o desenvolvimento
de nanovetores com diferentes materiais, combinando lipossomas,
polimeros e materiais inorgénicos que garantem maior capacidade de
carga, eficacia de entrega e menores efeitos secundarios (LIAO et al.,
2016). Além da necessidade de superar estas barreiras, é essencial
promover a transfeccdo utilizando vetores biocompativeis, minimizando
os efeitos indesejaveis causados pelos constituintes do carreador. Isto
porque alguns vetores, incluindo micelas poliméricas, lipossomas
catidnicos, nanoparticulas inorganicas, entre outros, estdo frequentemente
associados a uma toxicidade significativa, parte devido a superficie
carregada positivamente para absorcdo eletrostatica de siRNA, parte
devido ao préprio constituinte do vetor (QIU et al., 2016). Neste contexto,
0 uso de nanoparticulas combinadas com materiais inorganicos e
organicos (nanoparticulas hibridas) é visto como uma alternativa
adequada para sobrepujar estas dificuldades.

1.4 Nanoparticulas Hibridas

Entre os sistemas nanoestruturados constituidos por material
inorganico, destaca-se as nanoparticulas cerdmicas de fosfato de célcio
(CaP), que ja se mostraram eficientes na entrega de SiRNA em terapias
baseadas em silenciamento génico. O CaP vem sendo utilizado desde os
anos 70, nas primeiras técnicas de transfeccdo de DNA viral (GRAHAM
& VAN DER EB, 1973; PITTELLA et al., 2011). A propriedade amorfa
deste material permite a adsorcdo de acidos nucleicos, além de ser um
material inorganico sensivel ao pH. Esta propriedade é particularmente
Gtil no contexto da superacdo das barreiras de entrega. No pH &cido
endossomal, o CaP gera um efeito similar a uma "esponja” protdnica,
aumentando o escape endosomal, permitindo a liberacdo citosolica do
SiRNA (MA, 2014). Devido a esta dindmica na liberagéo de fA&rmacos em
pHs especificos, nanocarreadores baseados em CaP permitem uma
entrega lenta e controlada, garantindo também a estabilidade no preparo
em pH fisioldgico (SON & KIM, 2017). Além do mais, como ja é um
constituinte de o0ssos e dentes, o CaP apresenta elevada
biocompatibilidade, complementada por baixa toxicidade (ZHANG &
KATAOKA, 2009). Com estas propriedades, principios ativos carreados
por nanocompostos baseados em CaP podem contribuir para o
desenvolvimento de uma nova geracdo de medicamentos com liberacdo
celular controlada (SON; KIM, 2017). Apesar das nanoparticulas
inorginicas apresentarem estas vantagens, 0 revestimento de
nanoestruturas desta natureza por uma camada de polimero organico
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mostra-se vantajoso sob varios aspectos: a adicdo de uma camada de
bloco de copolimero polianico PEG (polietilenoglicol) ao CaP aumenta a
estabilidade coloidal e reduz a imunogenicidade das nanoparticulas
(ZHANG,; LI; HUANG, 2014). Ainda, este tipo de revestimento aumenta
0 potencial de escape endossomal, uma vez que aumenta a atividade
ibnica com o consequente aumento da pressao osmotica no endossomo.
Além do mais, a adi¢cdo de revestimento organico permite evitar o tipico
crescimento rapido de cristais de CaP apds a preparacdo de nanoparticulas
(maior que 1 pum), controlando o tamanho da estrutura. Este controle de
tamanho é particularmente importante porque nanocarreadores inferiores
a 100 nm oferecem a vantagem de acumular-se no tumor pelo efeito EPR
(do inglés: aumento da permeabilidade e retencdo) (ZHANG;
KATAOKA, 2009; PITTELLA et al., 2011; ZHANG; LI; HUANG,
2014). O efeito EPR (Figura 5) esta baseado na dinamica da prépria
tumorigénese, que, frente a hipervascularizacdo rapida, determina uma
arquitetura vascular incompleta e desorganizada (rica em fenestragdes)
(MATSUMURA & MAEDA, 1986; MAEDA et al., 2000).

Angiogénese Tumoral

= . Endotélio continuo,
Acumulag@o passiva

P fT tipico de
Fen:;:ngéoliej " Tumor de nanoparticulas vascularizagdo de
» * vd . tecido ndo tumoral
N RS T
* *

Drenagem Linfatica
Figura 5 — Efeito EPR (aumento da permeabilidade e retengdo). Acumulagao
passiva de nanoparticulas em tumor sélido. (Adaptado de (JHAVERI &
TORCHILIN, 2014)

Somados a fatores como a baixa pressao intersticial no tumor e
auséncia de drenagem linfética eficiente, esta dindmica conduz a maior
permeabilidade e retencdo de compostos nanoestruturados em tumores
solidos (GONG et al., 2012).

Do ponto de vista estrutural, as nanoparticulas hibridas (IUPAC,
1997) carreando siRNA sdo formadas a partir de um ndcleo inorganico de



42

CaP, tendo o siRNA como carga terapéutica. Apresentam o PEG como
revestimento externo, conforme ilustrou Pittella et al. (2011), mostrado
pela Figura 6.

A VINY
e seses NN

PO, Ca? siRNA

Figura 6 - llustracdo esquematica de uma nanoparticula hibrida Cap-PEG-
Polianion contendo siRNA. (Adaptado de PITTELLA et al., 2011).

Outros revestimentos tém sido utilizados para controlar o tamanho
e acrescentar estabilidade a compostos nanoestruturados com nicleo de
CaP. Como exemplo, o colesterol-acido aminocaproico-citracénico
(CHOL-AA-Cit) revestindo nacleo de CaP mostrou-se eficiente em
proteger moléculas de siRNA-BCL-2 e promover transfec¢do, in vitro e
in vivo as células de cancer de pulméo (CAl et al., 2017). A utilizacdo de
outro revestimento polimérico como o PEG-b-poli-acido glutamico
[PEG-b-poli(GLU)] também j& demonstrou propriedades adequadas para
recobrir nanoparticulas com ndcleo de CaP, em estudo de aplicacdo
diagnostica (Ml et al.,, 2016). Para Souza (2016), que testou
nanoparticulas hibridas CaP-PEG-b-poli(GLU)-polianion em células de
cancer mama triplo-negativas, este tipo de nanocarreador é promissor
para a entrega de siRNA e atua como base para novos testes, envolvendo
novas modificagdes estruturais.

1.5 Estado atual do uso terapéutico de siRNA em alvos
antiapoptoticos.

A inibicdo proteica por mimetizadores de dominios BH-3 tem sido
a principal abordagem visando os alvos das vias intrinsecas de apoptose.
No entanto, conforme demostrado em ensaios clinicos, o antagonista oral
de BCL-2, o ABT-263 (Navitoclax®) foi relacionado a toxicidade
dependente de dose, associada a trombocitopenia. Uma investigagao pré-
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clinica mais aprofundada do mecanismo de morte celular em animais
tratados com inibidores gerais da familia BCL-2 revelou que, nas
plaquetas destes animais, a BCL-XL € a proteina antiapopt6tica critica
necessaria para prevenir a ativacao das proteinas efetoras BAK e BAX
(SOCHALSKA et al., 2015), associadas ao o desenvolvimento e
sobrevivéncia destas células. Como consequéncia, 0 ABT-263 s6 pode
ser usado em doses baixas, segundo os autores. Ainda, e paradoxalmente,
0s mimetizadores BH3 em doses terapéuticas podem ser oncogénicos em
outros alvos. Isto porque foi demonstrado, que a inicia¢do incompleta da
MOMP por esses agentes, conhecida como MOMP minoritéria, pode
resultar em transformacgdo e tumoragdo dependentes de caspase, que por
sua vez pode promover tumores invasivos mais agressivos (ICHIM et al.,
2015). Ainda, e mais gravemente, a resisténcia adquirida a inibidores de
BH3 estd relacionada & mutacfes em BCL-2, induzidas pelo prdprio
farmaco, como demostrado para o inibidor ABT-199 em tratamento de
linfoma (FRESQUET et al., 2014). Estas premissas convergem para uso
de terapia contra alvos mais especificos, ja que inibidores proteicos séo
notoriamente promiscuos quanto aos membros de uma mesma familia de
proteinas, como a BCL-2. A especificidade de cada tipo de cancer quanto
a superexpressao de uma ou outra proteina deve ser o fator norteador de
qgual alvo atingir, apontando alternativamente para a inibi¢do
transcricional, como a promovida por siRNA. Neste contexto, destaca-se
uma das principais vantagens da utilizacao de siRNA na terapia contra o
cancer: a capacidade de inibir oncogenes sem a necessidade de interferir
diretamente nos produtos proteicos (LEE et al., 2016). E relevante
também destacar a propriedade transitdria deste tipo de silenciamento, ja
gue os siRNAs e mesmo seus alvos RNAm séo degradados no citosol
apos a respectiva acao.

Na terapia contra o cancer, apenas quatro formulagGes baseadas em
silenciamento por siRNA foram estudadas em ensaios clinicos de Fase |
(KIM et al., 2016). Os alvos terapéuticos foram: PKN3 em diversos
tumores sélidos avancados (mama, prostata, figado, rins, pancreas, célon,
ovario, melanoma e es6fago) (SCHULTHEIS et al., 2014); PLK1 em
cancer de mama, figado, cdlon, melanoma e pulmdo (RAMANATHAN
et al., 2013); VEGF e KSP em cancer de figado (TABERNERO et al.,
2013) e LMP2, LMP7 e MECL1 em melanoma metastatico (PRUITT,
2014). Nenhum destes alvos estdo relacionados a sobrevivéncia de células
tumorais por acdo antiapoptotica.

Embora alguns estudos in vitro tenham sido realizados com os
genes alvo envolvidos em pré-sobrevivéncia, existe uma lacuna para os
ensaios prée-clinicos e clinicos, apesar da importancia dos genes proé-
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sobrevivéncia no &mbito do crescimento tumoral e quimiorresisténcia.
Esta lacuna esta provavelmente relacionada com uma grande variedade
de diferentes genes alvo, tornando dificil silenciar todos
simultaneamente. A compreensdo de cada proteina envolvida na
sobrevivéncia ou morte, bem como suas implicagdes para cada tipo de
cancer, possibilitara o desenvolvimento de combinag6es mais eficazes de
compostos para silenciar genes.

A biologia de um tumor e as propriedades dos veiculos de entrega
estdo estreitamente associadas a eficacia da terapia baseada em
silenciamento génico por siRNA (KIM et al., 2016). Além disso, veiculos
adequados podem garantir uma distribuicdo mais seletiva, seguida de
bioacumulagdo no tumor, evitando efeitos fora das células-alvo.

Desta forma, neste estudo, foi desenvolvido um sistema
nanoestruturado [CaP-siRNA-polietilenoglicol-bloco-acido glutamico
(PEG-b-poli(GLU)] para ser testado em células de cancer de mama. O
sistema foi caracterizado e o efeito silenciador dos genes antiapopt6ticos
BCL-2 e BCL-xL pelo siRNA, combinado ou ndo com um agente
antitumoral, foi avaliado. As analises foram realizadas em termos de
resposta a apoptose, citotoxicidade (in vitro), atividade antitumoral e
biodistribuicao (in vivo).

Como hipoteses testadas, o sistema nanocarreador Cap-PEG-b-
poli(GLU)-Polianion pode demonstrar capacidade de entrega de siRNA
as células tumorais. Os siRNAs para BCL-2 e BCL-xL podem promover,
in vitro, o silenciamento dos genes e induzir a morte as células de cancer
de mama por apoptose. Estas formulagBes podem exibir, ainda, acdo
antitumoral em modelo de carcinoma mamario murino.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Desenvolver um agente de transfeccdo de siRNA e avaliar a
efetividade do silenciamento dos genes antiapoptéticos BCL-2 e BCL-xL
em cancer de mama in vitro e in vivo.

2.2 Objetivos especificos

e Desenhar e/ou selecionar as sequéncias de siRNAs para
promover o silenciamento dos genes BCL-2 e BCL-xL;

e Sintetizar e caracterizar as nanoparticulas hibridas CaP-
PEG-b-poli(GLU)-polidnion quanto ao tamanho,
potencial zeta, aspecto estrutural e estabilidade em
diferentes solucdes de uso;

e Analisar, em cultura de células de cancer de mama, a
citotoxicidade das formulagdes desenvolvidas;

e Testar o efeito apoptético das formulagoes;

e Testar o efeito das formulagdes em incubacdes
combinadas com doxorrubicina;

e Quantificar, in vitro, a transfeccdo dos siRNAs através do
silenciamento dos genes BCL-2 e BCL-xL, bem como o
teor das respectivas proteinas ap6s incubacdes com as
formulagdes;

o Verificar a efetividade das formulagdes in vivo, avaliando
potencial de inibicdio do crescimento tumoral,
biodistribuicdo e silenciamento génico em modelo
tumoral murino.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

As sequéncias de SiRNA utilizadas neste estudo, 0s
oligonucleotideos iniciadores, doxorrubicina, DAPI (4',6-diamidino-2-
fenillindol), MTT  [3- (4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio],
Azul de Tripan, os inibidores de protease: leupeptina, aprotinina,
pepstatina e fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) e os padrGes de peso
molecular para eletroforese de proteinas (Full Range RPN80OOE) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich Brasil. Os reagentes utilizados em cultura
celular e a tripsina foram adquiridos junto a Cultilab. A aquisicdo do
citrato de sodio, dimetil sulféxido (DMSO), alcool metilico, alcool
etilico, alcool propilico, Tween® 20 e Triton-X100® ocorreu através da
Vetec; Os sais: NasPOs NaHPO4, KH2PO4, CaCl, e NaCl, o dodecil
sulfato de sédio (SDS) e os tampdes TRIS (2-Amino-2-hydroximethil-
propano-1,3-diol) e HEPES [4cido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin etanol
sulfonico] foram adquiridos da Synth. O kit anexina V-FITC e o0s
ultrafiltros Amicon foram adquiridos da Millipore; A albumina sérica
bovina (ASB) e o fenol-cloroférmio (Trizol®) foram adquiridos da
Invitrogen; A enzima DNAse, o &cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), e o kit high capacity-cDNA Reverse Transcription foram
adquiridos da Applyed Biosystems; O kit Power SYBR-Green PCR
Master Mix foi adquirido da Thermo Scientific Inc; O polimero PEG-
Polianion metoxi-poli (etileno glicol) - (L-acido glutdmico) [PEG-b-
poli(GLU)] foi adquirido através da empresa Alamanda Polymers Inc. Os
anticorpos primarios monoclonais (coelho) BCL-2, BCL-xL ¢ B-actina,
bem com o anticorpo secundario (cabra) conjugado a peroxidase foram
adquiridos da Santa Cruz Biotechnology. O Amersham ECL® foi
adquirido da GE Healthcare. O kit para dosagem de hemoglobina livre foi
adquirido da Bioclin.

3.2 Construcao dos siRNAs

As sequéncias oligonucleotidicas de siRNAs foram desenhadas
tendo como referéncia os genes BCL-2 e BCL-xL humanos e murinos para
serem incorporadas aos nanocarreadores. Com a sequéncia completa do
transcrito primario (https://www.nchi.nlm.nih.gov/gene, acessado em
11/12/2013) de cada gene, os exons foram mantidos e os introns
excluidos. A forma final, que representou 0 RNAmM maturado, foi o alvo
do siRNA. A sequéncia complementar ao RNAm foi escolhida de acordo



48

com os critérios propostos por REYNOLDS et al. (2004). Assim, foi
mantido a percentual 35-60% de Guanina-Citosina, objetivando a
garantia de estabilidade devido ao maior nimero de ligacfes de
hidrogénio entre tais bases nitrogenadas. Evitou-se também a repeticdo
de 4 ou mais nucleotideos. Ainda seguindo os critérios destes autores, 0s
alvos devem estar localizados a 50-100 nucleotideos apds o codon de
inicio.

Aspectos como energia potencial termodinamica, que favorece a
formacdo de hairpins e outras formas de autodimeros foram
rigorosamente considerados, aplicando a ferramenta Oligoanalyzer ®. As
sequéncias de siRNA foram desenhadas para que o pareamento dos locais
de clivagem (entre os nucleotideos 11 e 12 da fita antisenso) estivessem
localizados na porcéo inicial (30%) da sequéncia do RNA mensageiro
maturado (ELBASHIR et al., 2001). As sequéncias obtidas ndo deveriam
apresentar homologias com outros genes, evitando-se assim pareamentos
inespecificos. Da mesma forma o siRNA foi desenhado de forma a parear
com as variantes de RNAms resultantes de possiveis splicings. Assim,
foi realizada uma pesquisa de homologia das sequéncias desenhadas para
cada gene, através da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool ) de nucleotideos (National Center for Biotechnology Information -
NCBI).

Especificamente para o siRNA do alvo BCL-2, foi utilizada a
sequéncia desenhada e aplicada por Tekedereli et al. (2013) que abrange
pareamento com o transcriptoma humano e murino. Como controle
negativo de silenciamento, utilizou-se uma sequéncia ndo pareavel
(scramble), amplamente descrita na literatura (KAKIZAWA;
FURUKAWA; KATAOKA, 2004).

3.3 Cultura Celular

As linhagens celulares de cancer de mama humano, MCF-7 (ER +,
PR +/-, HER2-), MDA-MB-231 (ER -, PR -, HER2-), HCC-1954 (ER-,
PR -, HER2+) e a linhagem celular humana néo tumoral HUVEC foram
obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (codigos BCRJ: 0162,
0392, 0280 e 0345, respectivamente). As células foram cultivadas em
RPMI-1640 (Gibco®) e suplementadas com 10% (v / v) de soro fetal
bovino (SFB), penicilina (100 U / ml), estreptomicina (100 pg / mL) e 10
mM de tampdo HEPES. As células foram cultivadas em atmosfera
umidificada contendo 5% de CO a 37 ° C. Para o modelo animal de
cancer de mama (ensaios in vivo) foram utilizadas as células da linhagem
de carcinoma de mama murino 4T1 (ER—, PR—, HER2-), obtidas do
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banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ: 0022). Esta linhagem foi
mantida em cultura nas mesmas condic¢des descritas previamente para as
outras linhagens tumorais. Os experimentos foram sempre realizados
durante a fase de crescimento exponencial das populacdes celulares.

3.4 Preparacao de nanoparticulas hibridas Cap/siRNA/PEG-b-
poli(GLU)-polianion

As nanoparticulas hibridas foram preparadas em gabinete de fluxo
laminar por automontagem dos constituintes, como descrito por
Kakizawa, Furukawa e Kataoka (2004) com pequenas modificagdes.
Inicialmente, uma solucédo de CaCl; (2,5 M) foi adicionada a uma solugéo
de siRNA 15 mM em tampdo TRIS-HCI 10 mM (pH 10) (solugdo A).
Outra solucdo contendo PEG-b-poli(GLU) (400 pg / mL) foi misturada
com uma solucéo de tampdo HEPES 50 mM (pH 7,4) contendo NasPO4
(1,5 mM) e NaCl (140 mM) (solugéo B). A solugdo A foi entdo misturada
com a solucdo B para a obtencdo de uma concentracdo final de 2,25 pM
de siRNA. Devido as interacdes eletrostaticas, os componentes séo
automontados para a complexacdo do SIRNA (KAKIZAWA,
FURUKAWA; KATAOKA, 2004), originando as formulagdes:
nanoparticulas carregadas com siRNA BCL-2 (NP siBCL-2), siRNA
BCL-xL (NP siBCL-xL), siRNA Scramble (NP siScramble) e siRNA
marcado com cianina-5 (NP siCy-5). Os sistemas nanoestruturados
formados foram caracterizados quanto a morfologia, potencial zeta e
tamanho. Visando o0s ensaios in vivo, as solugdes originadas foram
purificadas utilizando ultrafiltros (4 kDa) Amicon® (centrifugacdo a
3000xg, 30 min, 4° C) e ressuspensas em solucao salina.

3.5 Caracterizacéo das nanoparticulas hibridas Cap/siRNA/ PEG-b-
poli(GLU)

3.5.1 Espalhamento Dindmico de Luz (DLS)

Para medir a distribuicdo de tamanho, imediatamente apds a
preparacdo, as formulagdes foram diluidas em tampéao TRIS 10 mM (pH
10) 1:10 (v/v) ou meio RPMI 1:10 (v/v) e analisadas utilizando o
equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido). As
medidas dindmicas de espalhamento de luz (DLS) foram realizadas a
25°C em um angulo de deteccdo de 173° com um laser He-Ne (633nm)
como feixe incidente. Os didmetros especificos e os indices de
polidispersdo (Pdl) foram obtidos a partir da taxa de decaimento na
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funcéo de correlacdo de fotons e analisados com um método cumulativo.
Histogramas foram montados para apresentar a distribuigdo populacional
baseada no tamanho médio das nanoparticulas.

3.5.2 Potencial Zeta das Nanoparticulas Hibridas

As suspensfes contento as nanoparticulas (Tris, 1:10 v/v) foram
avaliadas quanto ao potencial zeta, através do equipamento Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido), com um potencial
estabelecido de + 150 mV. A carga superficial das nanoparticulas foi
estimada pelas medidas de mobilidade eletroforética e o potencial zeta foi
calculado medindo a velocidade de migracdo usando a equacdo de
Smoluchowski, atraveés do software Zetasizer versao 7.03.

3.5.3 Teste de Hemdlise

A fim de verificar uma potencial e prejudicial hemodlise induzida
pelas nanoparticulas, a formulacdo NP siScramble foi testada quanto a
este parametro. Para tanto procedeu-se com a coleta de sangue de
individuo saudavel por pun¢do venosa. O sangue foi acondicionado em
tubos contendo 3,2% de citrato de sodio. Estas amostras foram
centrifugadas (200 x g; 5 min.) e posteriormente lavadas 3 vezes com
solucdo salina. Os eritrocitos correspondentes a 1 mL de sangue foram
ressuspensos em 10 mL de solugdo salina para formar a solucdo de
eritrocitos.

Apos a adicdo de salina (controle negativo) e NP siScramble (1%,
4% e 8%) as solucdes de eritrocitos, a porcentagem de hemolise foi
avaliada pela dosagem de hemoglobina livre no soro, usando o kit de
deteccdo (Bioclin), de acordo com as instru¢cGes recomendadas pelo
fabricante. Para tanto, as solucGes testadas foram incubadas a 37 °C por
1 hora em agitacdo e a hemolise avaliada. Como controle positivo uma
aliquota de agua foi adicionada a suspensdo de eritrdcitos. O controle
positivo foi considerado 100 % de hemolise.

3.5.4 Analise Morfol6gica das Nanoparticulas Hibridas

Para a andlise morfoldgica, as imagens das formulagcdes NP
siBCL-2 e NP e BCL-xL foram obtidas por microscopia eletronica de
transmissdo (MET), utilizando o equipamento JEM-1011 (Jeol Ltd.,
Tdquio, Japdo) operado com voltagem de aceleragdo de 80 kV.
Inicialmente, foram depositados 2 pl. da suspensdo de nanoparticulas,
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diluidas em tampéo TRIS 10 mM pH 10 (1:10 v/v) ou meio RPMI (1:10
v/v) em grades de niquel (malha 200 mesh) Parlodion® (CF200-Ni EMS)
revestido com carbono amorfo. Procedeu-se entdo com a secagem das
amostras durante 24 h a temperatura de 25° C. Para a andlise da
morfologia, 0 microscépio foi operado em modo de campo brilhante com
uma ampliagdo até 50.000 vezes. As séries de imagens foram analisadas
usando o software ImageJ®.

3.6 Citotoxicidade

A viabilidade celular em resposta as formulages nanoestruturadas
e a doxorrubicina (DOX) foi avaliada utilizando o ensaio de MTT [3- (4,
5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio] (MOSMANN, 1983).
Primeiramente, as células humanas de cancer de mama MCF-7 foram
cultivadas em placas de 96 pocos a uma densidade de 5x 102 células por
poco, em confluéncia de 90% e incubadas em diferentes tempos (24, 48,
72 e 96 h) com as formulagGes contendo siRNA nas concentracdes de 50,
100 e 200 nmol/L. Para avaliar a resposta das células a doxorrubicina
com e sem o silenciamento dos genes alvos, estas foram incubadas com
meio contendo de 0,5 a 10 wmol / L do farmaco e 200 nmol/L das
formulag6es contendo SiRNA durante 72 h. Células incubadas apenas
com meio de cultura foram consideradas como controles. Apo6s a
incubacdo, os meios de cultura foram removidos e 100 uL. de DMSO
foram adicionados a cada poco para dissolver os cristais. Apds
homogeneizacao dos cristais em agitador orbital por 5 min, a absorbancia
foi medida em um leitor de microplacas Microwell Systems® (Organon,
Teknika) a 540 nm para determinar a concentracao de formazam parpura,
diretamente proporcional a viabilidade celular. A densidade éptica das
células controle foi considerada como equivalente a 100% de viabilidade
e nas demais condicbes de incubacdo este indice foi calculado
proporcionalmente.

Com a finalidade de avaliar a seletividade das formulacdes sobre
as celulas tumorais, a citotoxicidade produzida nestas células foi
comparada com a citotoxicidade produzida em uma linhagem n&o
tumoral. As condi¢bes de cultura e incubag¢fes foram as mesmas
utilizadas para as células tumorais. O indice de seletividade
(POPIOLKIEWICZ et al., 2005) foi obtido pela relagéo entre os valores
de area sobre a curva de células ndo tumorais e os valores obtidos de
células tumorais .
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3.7 Anélise de Apoptose
3.7.1 Ensaio de Anexina V-FITC

A ocorréncia de apoptose foi avaliada pela coloracdo de anexina
V-FITC (BD Biosciences, EUA) (VERMES et al., 1995). Para tanto,
células MCF-7 foram cultivadas em placas de 12 pocos (250 x 108 células
/poco) nas condicBes de cultura descritas anteriormente. Apds 24 h de
incubagdo com NP siBCL-2 ou NP siBCL-xL, foi adicionado 0,5 uM de
doxorrubicina ao meio, seguido de incubacdo por mais 48 h. Esta
incubacdo inicial com nanoparticulas com siRNA visou uma redugéo da
expressdo génica antes da aplicagdo de doxorrubicina. Os sinais de
fluorescéncia, indicativos de apoptose, foram detectados em citdmetro de
fluxo BD FACS CantoTM Il (BD Biosciences, EUA) e analisados através
do programa FCS-Express 5®.

3.7.2 Anélise de Apoptose por Microscopia Confocal de Varredura a
Laser

Células MCF-7 foram cultivadas e incubadas nas mesmas
condi¢des descritas no ensaio de anexina V-FITC. Apds trés lavagens
com tampado fosfato-salino (PBS), pH 7,2, as células foram coradas com
DAPI (1: 1000 v/v) durante 2 min. As culturas foram entdo enxaguadas
trés vezes com PBS e as laminas preparadas para obtencdo das imagens
por microscopia confocal de varredura a laser. Esta observacdo utilizou o
Microscopio Leica DMI6000 B e as imagens obtidas foram analisadas
usando o software ImageJ ©.

3.8 Ensaios in vivo
3.8.1 Animais

Foram utilizados camundongos Balb/C fémeas, com idade de 4 —
8 semanas. Os animais foram acondicionados e aclimatados em recintos
de plastico (15x36x30 cm) forrados com serragem, substituida a cada trés
dias para higiene e manutengdo. O ambiente de permanéncia e
experimentos com 0s animais teve a temperatura controlada (23° + 1°C)
e ciclo claro/escuro de 12h. Durante todo o periodo os animais tiveram
acesso & 4gua e alimento ad libitum. Os experimentos seguiram 0s
preceitos éticos para experimentacdo animal e o protocolo experimental
foi submetido & avaliacio do Comité de Etica em Pesquisa Animal da
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Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), o qual foi aprovado sob
parecer nimero PP00892 (Anexo 1).

3.8.2 Preparacéo dos modelos animais de tumor de mama

Foram injetados, no tecido subcutdneo da mama inferior
abdominal direita dos camundongos, 5x10* células (suspensdo em 100
uL de meio) da linhagem de carcinoma mamario murino 4T1 (PULASKI;
OSTRAND-ROSENBERG, 2001, com modifica¢fes). Apos 20 dias de
matura¢do do tumor no espaco subcutdneo, os camundongos cujos
tumores cresceram homogeneamente foram distribuidos aleatoriamente
em trés grupos, conforme os tratamentos: Controle, NP siBCL-2 (n=5) e
NP si BCL-xL (n=3), para o ensaio de atividade antitumoral. Controle e
NP siCy5 (n=4) para o ensaio de biodistribuicéo.

3.8.3 Andlise da Atividade antitumoral

A partir da estabilizacdo do modelo de tumor de mama, o0 ensaio
teve a duracgéo de 14 dias, sendo no dia 1 administrada a primeira injecao
das formulages testadas e no dia 14 realizada a eutanasia nos animais,
com remog¢do do tumor e alguns 6rgdos (figado, baco, rins, pulmdes e
coracéo).

As inje¢des com cada formulacdo foram realizadas nos dias 1, 4, 7
e 12 do experimento, perfazendo 4 injec6es com 1mg/Kg de siRNA cada.
Apos a purificacdo, as formulacdes nanoestruturadas foram administradas
em suspensdo de 200 L de salina estéril por via endovenosa através da
veia caudal lateral.

Os tumores foram medidos com um paquimetro e o volume
calculado através da férmula elipsoidal modificada: volume = %
(comprimentoxlargura?) (EUHUS et al., 1986). As medi¢des foram
realizadas nos dias 2, 4, 6, 8, 10 12 e 14 do experimento. A atividade
antitumoral é observada pela reducdo do crescimento do tumor nos
animais tratados em compara¢do ao controle, medida pelo volume
relativo do tumor. Os animais foram também pesados nos mesmos dias
da medicdo do tumor, com a finalidade de verificar diferencas de peso
entre os tratamentos, como evidéncia de toxicidade induzida pelas
formulagdes.
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3.8.4 Anélise de Biodistribuicéo

Com o objetivo de avaliar a biodistribuicdo e bioacumulagdo no
tumor, nanoparticulas carreando SiRNA marcado com fluordforo
(Cianina-5) foram administrados intravenosamente através da veia caudal
dos camundongos (n=4). Apds 3 horas, 0s animais foram eutanasiados e
0s tumores e 6rgaos retirados para analise de fluorescéncia por contagem
de fétons, utilizando o equipamento In-Vivo Xtreme®. A contagem de
fétons foi medida e normalizada pelo prdprio peso do 6rgao/tumor.

3.8.5 Analise Histopatoldgica

Para a analise histopatoldgica dos tumores e érgdos, as amostras
foram fixadas (paraformaldeido 4%), desidratadas em &lcool, inclusas em
blocos de parafina e posteriormente cortadas (Sum didmetro) para o
preparo das laminas histoldgicas. A coloracdo foi realizada com
hematoxilina e eosina. As laminas histolégicas foram analisadas em
microscopio de luz (magnificacdo de 100 - 400x) e as imagens
fotografadas para registro.

3.9 Avaliacdo in vitro e in vivo da Expressdo dos Genes BCL-2 e
BCL-xL

A avaliacdo da expressdo dos genes alvos para 0s ensaios in vitro
e in vivo foi realizada por reagdo em cadeia de polimerase em tempo real
(PCR quantitativa). Para tanto, procedeu-se a extragdo de RNA das
amostras, conforme segue:

Ensaio in vitro: Células MCF-7 (0,5x106 células / poco) foram
incubadas em placas de 6 pogos com meio nutriente contendo 10% de
SFB. Apo6s 24 h, as formulagdes contendo siRNA foram adicionadas a
cada poco e incubadas durante 48 h. Em seguida, 0 RNA total foi extraido
de amostras utilizando o reagente fenol-cloroférmio (Trizol®) de acordo
com as instrugBes do fabricante. O contelido de RNA total foi entdo
quantificado por absorbancia a 260 nm (NanoVueTM, GE Healthcare,
Reino Unido) e 1ug de RNA foi utilizado para sintese de cDNA.

Ensaio in vivo: A extracdo de RNA ocorreu a partir das amostras
dos tumores de mama murinos, previamente imersos em 1 mL de Trizol®
e conservados em -80° C. Para tanto, 100 mg de tumor de cada amostra
foi homogeneizada em Trizol® utilizando o equipamento T 10 Basic Ultra
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Turrax (IKA®). O RNA total foi entdo extraido utilizando Trizol®, de
acordo com as instrucdes do fabricante. O contetido de RNA total foi
entdo quantificado por absorbancia a 260 nm (NanoVueTM, GE
Healthcare, Reino Unido) e o cDNA foi sintetizado a partir de 1ug de
RNA extraido.

Apos as extracdes, 0 cDNA foi sintetizado através do uso do kit de
cDNA - transcricdo reversa de alta capacidade (Applied Biosystems®,
CA, EUA), seguindo as instrugdes do fabricante. As amostras de cDNA
obtidas foram armazenadas a -20° C. O cDNA obtido foi entéo aplicado
para analise por PCR quantitativa. Para amplificar os genes alvo, uma
solugdo de 10 pM dos iniciadores especificos (senso e antisenso) (Tabela
2) foi misturada com Power SYBR Green gPCR Master Mix (Thermo
Scientific Inc, CA, EUA).

Tabela 2 — Oligonucleotideos iniciadores
Gene Sequéncia senso/antisenso (5°-3°) Espécie Ref.

BCL-2 TACCTGGTGGGAGGAAAAGAG H.sapiens Autor
/| GGGCATTTTTCCCATCGCT

CCCTTGGCGTGTCTCTCTG/ M. Autor
TGTGATTCTCCCTTCTTCTCGG  musculus

BCL-xL TCAGGAACAGCTATGGGAGC/  H.sapiens Autor

TTCTAGTCAGCCCTACCCCA
ACATCCCAGCTTCACATAACC M. Autor
C/ musculus

GCGACCCCAGTTTACTCCATC

p-actina  CCAACCGCGAGAAGATGA/ H. sapiens  Autor
CCAGAGGCGTACAGGGATAG
TCAGCAAGCAGGAGTACGATG M. Autor
/ musculus

AACGCAGCTCAGTAACAGTCC
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O gene p-actina foi utilizado como gene de referéncia, para
normalizar os resultados das diferentes amostras. Amostras conhecidas de
cDNA foram aplicadas para a confecgdo de uma curva padrdo, nas
concentracdes de: 1, 1/10, 1/100, 1/1000. Para a PCR em tempo real o
equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems ®) foi utilizado. As
condi¢des de ciclagem térmica foram: 95 °C durante 15 min; 95 ° C por
15 s (40 ciclos), 60 °C durante 30 s e 72 °C por 38 s seguido de analise
da curva de dissociacdo (95 °C por 15 s, 60 °C por 59 s e 95 °C por 15 s).

A fim de verificar a formacdo de dimeros de oligonucleotideos,
contaminantes e amplificagdes inespecificas, todas as amostras foram
submetidas & anélise por curva de dissociacdo dos amplicons. Esta curva
representou a quantidade de fluorescéncia emitida em relacdo as
diferentes temperaturas na reagdo de PCR.

A andlise da expressdo génica foi realizada pela quantificagéo de
sinais de fluorescéncia (ARN) em fungdo do niimero de ciclos de
amplificacdo. Os valores foram obtidos em um ponto durante a fase
exponencial de amplificacdo, denominado Ct (cycle threshold). A
quantificacdo foi entdo realizada comparando com as concentracfes
conhecidas pela curva padrdo. Os valores foram normalizados pelo gene
de referéncia e a expressdo relativa dos tratamentos em relacdo aos
controles foi obtida.

3.10 Quantificacéo de Proteinas BCL-2 e BCL-xL

Ensaio in vitro: As células MCF-7 (0,5x108 células / poco) foram
incubadas em placas de 6 pogos com meio contendo 10% de SFB. Apds
24 h, as formulagdes NP siBCL-2 ou NP siBCL-xL foram adicionadas
aos pocos e as células foram incubadas por 72 h. Para a extracdo das
proteinas os pocos foram tripsinizados e as células obtidas
homogeneizadas em vortex, seguido de incubacéo por 30 min em tampé&o
de lise (RIPA) e em banho de gelo. Foram adicionados a esta incubacédo
os inibidores de protease (pepstatina 1 pL/mL; leupeptina pL/mL;
aprotinina 2,5 uL/mL e PMSF 5 uL/mL. Apdés a incubacédo, as amostras
foram centrifugadas (3000xg, 10 min, 4 °C). O sobrenadante foi entdo
recolhido, uma aliquota foi utilizada para quantificacdo e outra
armazenada em -80 °C para posterior utilizacéo.

Ensaio in vivo: A extracdo de proteinas ocorreu a partir das
amostras dos tumores de mama murinos, previamente conservados a seco
em -80° C. Para tanto, 100 mg de tumor de cada amostra foi
homogeneizada através do equipamento T 10 Basic Ultra Turrax (IKA®).
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As proteinas totais foram entdo extraidas conforme previamente descrito
para 0 ensaio in vitro.

Western blot: A quantificacdo de proteinas foi realizada pelo
método de Lowry (LOWRY et al., 1951). Assim, 35 ug de proteina total
de cada amostra (ensaios in vitro e in vivo) foram separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de so6dio a 15% e
transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas foram
bloqueadas com leite desnatado 5% em solucéo salina tamponada com
TRIS-HCI e Tween® 20 (TBS-T) e incubadas overnight a 4 ° C com
anticorpos primérios anti-BCL-2, anti-BCL-xL e anti- B-actina. Os
anticorpos foram diluidos em TBS-T (BCL-2 e BCL-xL - 1:100 v/v, -
actina - 1: 2000 v/v) contendo ASB 2,5%. Em seguida, as membranas
foram lavadas com TBS-T e incubadas com anticorpo secundario
conjugado a peroxidase (1: 20.000 v/v). Os complexos imunes foram
visualizados através da detec¢cdo quimioluminescente usando Amersham
ECL® detectado pelo equipamento ChemiDoc MP (Bio-Rad). As
proteinas foram quantificadas utilizando o software de analise de imagem
Bio-Rad e a proteina p-actina foi utilizada para normalizacéo de dados.

3.11 Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média
de acordo com trés experimentos independentes, se ndo for mencionado
de outra forma. Os resultados contendo mais de 2 amostras foram
analisados através de testes ANOVA (uma via ou duas vias quando
necessario) e o teste de Tukey como post hoc foi aplicado. Para
comparacao de duas amostras, foi utilizado o teste t de student. Em todos
o0s testes, os valores de p inferiores a 0,05 foram considerados como
estatisticamente significantes e indicados por asterisco. Para analise dos
dados utilizou-se o software GraphPad Prism®.
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4 RESULTADOS
4.1 Sequéncias de siRNAs

As sequéncias de siRNAs utilizadas neste estudo atenderam os
critérios propostos por Reynolds et al. (2004). Assim, foram desenhadas
as sequéncias apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Oligonucleotideos de siRNA
Gene Sequéncia Senso (5°-3°) Espécie Ref.

BCL-2 AACAUCGCCCUGUGGAUGACU  H. sapiense @

M. musculus
BCL-xL  GGAGAUUGGACGGCCUGAU H. sapiens Autor
BCL-xL = CAGCUGGAGUCAGUUUAGU M. musculus  Autor

BCL-xL CAGCUGGAGUCAGUUUAGU @ M. musculus  Autor

Scramble UUCUCCGAACGUGUCACGU® H. sapiens ®)

() (TEKEDERELI et al., 2013);

@ Marcado com Cianina 5.

) Sequéncia aleatdria, sem alvo no transcriptoma (KAKIZAWA,;
FURUKAWA; KATAOKA, 2004).

Os locais especificos de pareamento junto aos alvos BCL-2 e BCL-
XL podem ser observados nas Figuras 7 e 8, que permitem uma
visualizacdo mais ampla do ponto exato de pareamento em relacdo a
extensdo total do transcrito.

A pesquisa de homologia mostrou alta especificidade dos
oligonucleotideos de SiRNA desenhados, sem possibilidade de
pareamento fora do alvo. Ainda, as sequéncias obtidas contemplam todas
as variantes de cada gene alvo.
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Homo B-cell CLL/lymphoma 2

TN T CAGGA AN aAGG TG AT GOC T T GTGANCTRAC GO OCAGEATCGCTT TG

(BCL2), transcript variant alpha, mRNA
NCBI Reference Sequence:
NM_000633.2

>gi| 72198188 |ref[NM_000633.2|

Local de Pareamento do
siRNA BCL-2
Humano e Murino

Mus lus B cell /lymp 2 (Bcl2),

pt variant 1, mRNA
NCBI Reference Sequence:
NM_009741.5
>gi| 929981608 | ref[NM_009741.5

Figura 7 — Transcrito do gene BCL-2 humano e murino, indicando sitio
de pareamento com siRNA. O sitio é conservado nas duas espécies.
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene, acesso em 25/03/2017)

Homo sapiens BCL2 like 1 (BclxL), mRNA
NCBI Reference Sequence: NM_001191.3
>gi| 961658091 |ref[NM_001191.3|

Mus musculus BCL2-like 1 (BclxL), mRNA
NCBI Reference Sequence: NM_001289716.1
>gi| 577019441 |ref[NM_001289716.1|
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Figura 8 — Transcrito do gene BCL-XL humano e murino, indicando sitio
de pareamento com siRNA. https://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene, acesso em

25/03/2017)
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Com a finalidade de avaliar a capacidade das sequéncias de
silenciar seus respectivos alvos, antes de incorporar os SiRNA nas
nanoparticulas propostas, estes foram testados em células humanas de
cancer de mama MCF-7 utilizando um reagente de transfeccéo comercial
(Lullaby®). Os resultados demonstram a reducdo da quantidade de
proteina BCL-2 e BCL-xL, apds 72 h de incubagéo, como apresentado na
Figura 9.
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Figura 9 — Quantificacao relativa de proteina BCL-2 e BCL-xL em células
humanas de carcinoma mamario MCF-7. Incubagdo por 72 h com siRNA
(200 nM) vetorizado por reagente de transfeccdo Lullaby®. Andlise por
western blot empregando anticorpos monoclonais anti-BCL-2, Anti-BCL-xL
e anti-B-actina. (a) BCL-2; (b) BCL-xL.

4.2 Nanoparticulas Hibridas

As sequéncias de SiRNA utilizadas neste estudo foram
incorporadas em nanoparticulas hibridas CaP-PEG-b-poli(GLU)-
polianion: NP siBCL-2 e NP siBCL-xL, carreando siRNA BCL-2 e BCL-
XL, respectivamente. As formulacbes foram preparadas por
automontagem de compostos organicos e inorganicos conforme descrito
em materiais e métodos. De acordo com a andlise ponderada por
intensidade, as formulagGes analisadas por DLS apés diluicdo com
tampdo TRIS-HCI (1:10 v/v) apresentaram didmetros hidrodindmicos
médios de 68,9 nm+ 1,9 nme 69,6 nm £+ 0,8 nm, e indice de polidisperséo
(PdI) de 0,105 £ 0,026 e 0,089 + 0,011, para NP siBCL-2 e NP siBCL-
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xL, respectivamente. O histograma de distribuicdo de tamanho (Figura
10), ponderado pelo nimero, mostrou distribuicGes unimodais para NP
siBCL-2 e NP siBCL-xL, com picosa49,5nm=2,8nme 47,9 nm+ 3,9
nm, respectivamente.
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Figura 10 - Histogramas de distribuicdo de tamanho de nanoparticulas,

ponderados pelo nimero e intensidade. (a-b) NP siBCL-2; (c-d) NP siBCL-
xL. Histogramas representativos de trés experimentos independentes.
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Em relacéo a presenca de siRNA scramble ou auséncia de siRNA
(mock), os resultados quanto ao tamanho ndo mostraram diferenca
expressiva, como pode ser observado na Figura 11.

|:| mock
B scramble
B siRnA_BCL2

Numero (%)

1 10 100 1000
Tamanho (d. nm)
Figura 11 - Comparacdo do tamanho de diferentes formulacoes

nanoestruturadas. Ponderagdo pelo nimero de nanoparticulas. Analise
representativa de trés experimentos independentes.
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As imagens obtidas por microscopia de transmissao eletrénica
(MET) demonstraram que a formulacdo NP siBCL-2 expressou um
didametro médio de 33,3 £ 2,8 nm e a NP siBCL-xL um didmetro médio
de 35,3 + 1,9 nm (n=155 nanoparticulas). As imagens obtidas mostraram
unidades com aspecto esférico e homogéneo (Figura 12).

Figura 12 — Imagens de nanoparticulas obtidas por microscopia eletronica
de transmissdo. Voltagem 650 kv. As imagens sdo representativas das duas

formulagbes (NP siBCL-2 e NP siBCL-xL).

As formulagdes diluidas em TRIS, salina pré-purificagdo e salina
pos-purificacdo por ultrafiltragem ndo apresentaram diferencas
significativas nos parametros tamanho e Pdl, analisadas por DLS (Figuras
13e 14).
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Figura 13 — Tamanho das nanoparticulas em diferentes solucfes. Analise
por espalhamento dindmico de luz (DLS). Anova 1 via, n=3, p<0,05. NP
SiBCL-2 e NP siBCL-xL = siRNA BCL-2, e BCL-xL respectivamente,
carreados por nanoparticulas hibridas;
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Da mesma forma, a diluigdo em meio RPMI ndo alterou o tamanho
e morfologia das nanoparticulas (analise por MET, Figura 15). Destaca-
se que a analise por DLS das suspensdes de nanoparticulas em meio de
cultura ndo é possivel devido a interferéncia das proteinas do soro fetal
bovino, conforme observado por Souza (2016).
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Figura 14 — indice de Polidispersdo (Pdl) das nanoparticulas em
diferentes solugdes. Anélise por espalhamento dindmico de luz (DLS). Anova
1 via, n=3, p<0,05. NP siBCL-2 e NP siBCL-xL = siRNA BCL-2, e BCL-xL
respectivamente, carreados por nanoparticulas hibridas.

NP

AL

Figura 15 — Imagem de nanoparticulas diluidas em meio de cultura
(RPMI) obtida por microscopia eletronica de transmissao. Voltagem: 3150
kv. A imagem € representativa das duas formulagdes (NP siBCL-2 e NP
siBCL-xL).

O teste de mobilidade eletroforética (potencial zeta) mostrou que a
as formulagdes apresentaram diferencas de tensdo superficiais de -1,22 +
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0,23 mV (NP siBCL-2) e -1,16 + 0,24 mV (NP siBCL-xL), perto da
neutralidade (Tabela 4).

Tabela 4 — Caracterizacdo das nanoparticulas hibridas

Formulacéo Tamanho Tamanho PdI? Potencial
DLS! (nm) MET? Zetal(mV)
(nm)
NP siBCL-2 68+1 33%3 0.105+£0.02 -1.22+0.2
NP siBCL-xL 69+1 35%2 0.089+0.01 -116%0.1

Wn=3, @n=155; DLS = Espalhamento dindmico de luz; MET =Microscopia
eletronica de transmissdo; NP siBCL-2 e NP siBCL-xL = siRNA BCL-2 e
BCL-xL respectivamente, carreados por nanoparticulas hibridas; PdI=indice
de polidisperséo.

4.3 Ensaio de Hemolise

Os ensaios in vivo exigem que 0s componentes dos
nanocarreadores ndo produzam hemdlise. Assim, a formulacdo NP
siScramble foi incubada com sangue em diferentes concentragbes para
avaliacdo deste pardmetro. A Figura 16 ilustra que ndo foi observada
hemdlise em nenhuma das concentragdes testadas.
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Figura 16 — Ensaio de hemdlise. Incubagdes por 1 h com nanoparticulas
hibridas CaP-PEG-b-poli(GLU)-Polianion em diferentes concentragdes.
Salina como controle negativo e agua destilada como controle positivo. n=3;
ANOVA 1 via, p<0,001.
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4.4 Expressdo do gene BCL-2, ensaios in vitro.

A expressdo do gene BCL-2 foi primeiramente analisada pela
quantificacdo da proteina BCL-2 por western blot em trés linhagens
celulares de carcinoma mamario (MDA-MB-231, HCC-1954 e MCF-7 .
Os resultados mostraram que o0 a proteina BCL-2 € expressa em maior
quantidade na linhagem celular MCF-7 em comparacdo com as linhas
celulares MDA-MB-231 e HCC-1954 (Figura 17).

A formulacdo NP siBCL-2 foi avaliada quanto a capacidade de
silenciar o gene BCL-2 em células MCF-7. Para tanto, o teor de proteinas
BCL-2 foi determinado por western blot. As células foram entdo
incubadas por 72 h como descrito em materiais e métodos e os resultados
sdo apresentados na Figura 18, que mostra uma diminuicéo de 63% + 9%
no teor de proteina BCL-2 ap6s a incubacdo com a formulagdo e
normalizacédo pela proteina p-actina.
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Figura 17 - Quantificacdo normalizada de proteina BCL-2 em diferentes
linhagens celulares humanas de carcinoma mamario. Analise por western
blot empregando anticorpos monoclonais anti-Bcl-2 e anti-B-actina para
normalizagdo. Unidades arbitrarias de intensidade de sinal.

O mecanismo de interferéncia promovido pela formulagdo NP
siBCL-2 foi também avaliado por PCR quantitativo ap6s 48 h de
incubacdo. A expressao do gene diminuiu aproximadamente 51% + 0,9%
(Figura 19) em comparagdo com o controle.
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Teor de Proteina BCL-2

Figura 18 - Quantificacao relativa de proteina BCL-2 em células humanas
de carcinoma mamario MCF-7. Incubagdo com NP siBCL-2 (200 nM) por
72 h. (ANOVA 1 via; n=3; p<0,001). Andlise por western blot empregando
anticorpos monoclonais anti-BCL-2 e anti-p-actina. Imagem das bandas
imunomarcadas € representativa de 3 experimentos independentes. NP siBCL-
2 =siRNA BCL-2 carreado por nanoparticula hibrida; NP siScramble=siRNA

normalizado (%)
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ndo pareavel, carreado por nanoparticula hibrida.
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Figura 19 - Analise quantitativa da expressdo do gene BCL-2 em células

de carcinoma mamario. PCR quantitativo. Incubacdo com NP siBCL-2

1204

(200nM) por 48 h. ANOVA 1 via, n = 3, p <0,001.
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4.5 Expressdo do gene BCL-xL, ensaios in vitro

O siRNA BCL-xL vetorizado em nanoparticulas hibridas foi
testado quanto a capacidade de silenciar este alvo. O ensaio de western
blot mostrou uma diminuicéo significativa na proteina BCL-xL ap6s 72
h de incubacdo com a formulacdo NP siBCL-xL (200 nM). A diminuicdo
foi de 52% * 2% e é apresentado na Figura 20.

Posteriormente, a expressao do gene BCL-xL foi também avaliada
por PCR quantitativa e normalizada pela expressdo de f-actina. A Figura
21 mostra que o siRNA da formulagdo NP siBCL-xL promoveu
interferéncia, reduzindo a expressdo do gene em 77% + 5% apds a
incubacéo de 48 h.

BCL-xL ' . 30 kDa

B-actin 42 kDa

120+

Teor de Proteina BCL-xL
normalizado (%)

Figura 20 - Quantificaco relativa de proteina BCL-xL em células
humanas de carcinoma mamario MCF-7. Incubagdo com NP siBCL-xL
(200 nM) por 72 h. (ANOVA 1 via; n=3; p<0,001). Analise por western blot
empregando anticorpos monoclonais anti-BCL-xL e anti-B-actina. A imagem
das bandas imunomarcadas é representativa de 3 experimentos independentes.
NP siBCL-xL = siRNA BCL-xL carreado por nanoparticula hibrida; NP
siScramble=siRNA n&o pareavel, carreado por nanoparticula hibrida.
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Figura 21 - Analise quantitativa da expresséo do gene BCL-xL em células
de carcinoma mamario. PCR quantitativo. Incuba¢do com NP siBCL-xL
(200nM) por 48 h. ANOVA 1 via, n = 3, p <0,001.

A andlise da expressdo génica dos ensaios in vitro foram realizadas
por PCR quantitativa e os primers utilizados apresentaram as
propriedades constantes na Tabela 5.

Tabela 5 - Caracteristicas dos oligonucleotideos iniciadores na
reacdo de PCR.

Gene Sequéncia Produto Eficiéncia

(H. sapiens)  senso/antisenso (5’-3°) (pb) (%)

BCL-2 TACCTGGTGGGAGGA 92 102,4
AAAGAG/GGGCATTT
TTCCCATCGCT

BCL-xL TCAGGAACAGCTATG 98 99,6
GGAGC/TTCTAGTCA
GCCCTACCCCA

B-actina CCAACCGCGAGAAG 97 96,2
ATGA/CCAGAGGCGT

ACAGGGATAG
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4.6 Citotoxicidade

As células de cancer de mama humano MCF-7 incubadas com NP
siBCL-2 foram analisadas por meio de ensaio MTT para avaliar o
possivel efeito citotdxico das formulacdes. Conforme mostrado nas
Figuras 22 e 23, a formulagdo NP siBCL-2 ndo mostrou citotoxicidade
até uma concentragdo de 200 nM de siRNA nos tempos de 24 h e 48 h de
incubac&o.

Viabilidade Celular
(%)

Figura 22 — Viabilidade celular para células de cancer de mama MCF-7
apos incubagdo com NP siBCL-2 durante 24 h. As concentracbes das
substancias adicionadas estdo mostradas na figura. A analise estatistica foi a
ANOVA de 1 via; p>0,05; n=3.

No entanto, observou-se um efeito citotoxico significativo nos
tempos de 72 h e 96 h de incubacdo, na concentracdo de 200 nM,
diminuindo a viabilidade celular para 56 + 6% (72h) e 57 £ 5 % (96 h)
em comparagdo com o controle (Figuras 24 e 25). A formulacdo sem
siRNA (mock), bem como as formulagBes carreando siRNA scramble néo
promoveram nenhuma diminui¢do na viabilidade celular, para nenhum
dos tempos testados (Figuras 22-25). Da mesma forma, a incubagéo com
as moléculas de siRNA sem o nanocarreador (naked), na concentragéo de
200 nM nao produziu efeito citotoxico.
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Figura 23 - Viabilidade celular para células de cancer de mama MCF-7
apos incubagdo com NP siBCL-2 durante 48 h. As concentracfes das
substancias adicionadas estdo mostradas na figura. A andlise estatistica foi a
ANOVA de 1 via; p>0,05; n=3.

No entanto, observou-se um efeito citotoxico significativo nos
tempos de 72 h e 96 h de incubacdo, na concentracdo de 200 nM,
diminuindo a viabilidade celular para 56 + 6% (72h) e 57 £ 5 % (96 h)
em comparacdo com o controle (Figuras 24 e 25).

1204

Viabilidade Celular
(%)

Figura 24 - Viabilidade celular para células de cancer de mama MCF-7
apos incubagdo com NP siBCL-2 durante 72 h. As concentragdes das
substancias adicionadas estdo mostradas na figura. A analise estatistica foi a
ANOVA de 1 via; p<0,001; n=3.
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A formulagdo sem siRNA (mock), bem como as formulac6es
carreando SiRNA scramble ndo promoveram nenhuma diminui¢cdo na
viabilidade celular, para nenhum dos tempos testados (Figuras 22-25). Da
mesma forma, a incubacdo com as moléculas de siRNA sem o
nanocarreador (naked), na concentragdo de 200 nM n&o produziu efeito
citotdxico.

Para analisar o efeito combinado do silenciamento do gene BCL-2
com quimioterapia, as células MCF-7 foram incubadas com NP siBCL-2
- 200 nM seguida da incubagdo com doxorrubicina. Apés 72 h de
incubacdo, a concentracao citotdxica para 50% das células (CCsp) para a
doxorrubicina foi reduzida de 2,47 + 1,10 uM para 0,42 + 0,03 uM na
presenca do sistema NP siBCL-2 (Figura 26).
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Figura 25 - Viabilidade celular para células de cancer de mama MCF-7
apos Incubagdo com NP siBCL-2 durante 96 h. As concentraces das
substancias adicionadas estdo mostradas na figura. A analise estatistica foi a
ANOVA de 1 via; p<0,001; n=3.

A citotoxicidade da formulacdo NP siBCL-xL em células de cancer
de mama MCF-7 também foi avaliada por teste de MTT. As Figura 27 e
28 demonstram que as nanoparticulas carreando siRNA BCL-xL nédo
exibiram efeitos citotdxicos até uma concentracdo de 200 nM nos tempos
de 24 h e 48 h de incubacao.
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Figura 26 - Citotoxicidade em células de cancer de mama MCF-7 ap0s
incubagéo com doxorrubicina (DOX) e NP siBCL-2 (200nM). A incubagéo
foi de 72 h, nas concentracgdes indicadas na figura. Teste t de Student; p <0,05;
n=3.

1201
b 1004
=
© 80+
(@]
R i
gE o
o
= 40+
o)
8
> 204
0-
e N
s £ S
> \& Y N
A© &\0 N N
& > O O
& -Q -
\6 QQ\ Qe\
XS

Figura 27 - Viabilidade celular para células de cancer de mama MCF-7
apos incubacdo com NP siBCL-xL durante 24 h. As concentragdes das
substancias adicionadas estdo mostradas na figura. A analise estatistica foi a
ANOVA de 1 via; p>0,05; n=3.
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Figura 28 - Viabilidade celular para células de cancer de mama MCF-7
apoés incubagdo com NP siBCL-xL durante 48 h. As concentrages das
substancias adicionadas estdo mostradas na figura. A analise estatistica foi a
ANOVA de 1 via; p>0,05; n=3.

Entretanto, foi alcangado diminuicdes significativas da viabilidade
celular, reduzidas para 41% + 9% (72 h) e 48% * 6% (96 h), conforme
pode ser observado nas Figuras 29 e 30.
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Figura 29 - Viabilidade celular para células de cancer de mama MCF-7
apos incubagdo com NP siBCL-xL durante 72 h. As concentragdes das
substancias adicionadas estdo mostradas na figura. A analise estatistica foi a
ANOVA de 1 via; p<0,001; n=3.
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O efeito da doxorrubicina em uma curva de concentragdes também
foi testada com e sem incubagao com nanoparticulas carreando siBCL-xL
(200 nM). Observou-se uma potencializacdo do efeito da doxorrubicina
induzida pelo siRNA, reduzindo a CCso do farmaco de 2,47 + 1,10 uM
para 1,15+ 0,04 uM (Figura 31).
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Figura 30 - Viabilidade celular para células de cancer de mama MCF-7
apos incubacdo com NP siBCL-xL durante 96 h. As concentragdes das
substancias adicionadas estdo mostradas na figura. A analise estatistica foi a
ANOVA de 1 via; p<0,001; n=3.
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Figura 31 - Citotoxicidade em células de cancer de mama MCF-7 ap06s
incubagdo com doxorrubicina (DOX) e NP siBCL-xL (200nM). O tempo
de incubacdo foi de 72 h. As concentragdes das substancias adicionadas estéo
mostradas na figura. A anélise estatistica foi Teste t de Student; p <0,05; n=3.
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Os efeitos citotdxicos das formulacdes NP siBCL-2 e NP siBCL-
XL sobre as células de carcinoma mamario humano foram comparados
com uma linhagem celular ndo tumoral (HUVEC). Os resultados dos
indices de seletividade obtidos a partir dos valores de area sobre a curva
sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Valores de area sobre a curva e indice de seletividade da
citotoxicidade induzida pelas formulacbes NP siBCL-2 e NP
siBCL-xL.

Formulacio MCE-7 HUVEC IS (viabilidade / nM)

NP siBCL-2 304 +4 433+ 2 1,4
NP siBCL-xL 2703 402 +3 15

Incubac@o por 72 h, n=3. NP siBCL-2 e NP siBCL-xL = siRNA BCL-2 e
BCL-xL respectivamente, carreados por nanoparticulas hibridas; 1S=indice de
seletividade.

4.7 Apoptose

A avaliacdo da taxa de apoptose pelas células de carcinoma
mamario MCF-7 por meio do ensaio de anexina V-FITC mostrou um
aumento nas células apoptéticas apo6s a incubagdo com as formulagdes
testadas (Figuras 32 e 34).

Comparada com o controle, a incuba¢do com doxorrubicina 0,5
UM isoladamente ndo mostrou efeito apoptdtico nas células de cancer de
mama MCF-7. Da mesma forma, a formulagdo NP siBCL-2 (200 nM)
isoladamente ndo aumentou a contagem de eventos apoptéticos. No
entanto, ap6s a incubacdo com a formulacdo NP siBCL-2 seguido da
incubagdo com doxorrubicina 0,5 uM, o niimero de células positivas para
anexina V-FITC aumentou significativamente (Figura 33).

A incubacdo de células MCF-7 com doxorrubicina 0,5 pM,
precedida pela incubacdo com a formulagdo NP siBCL-xL (200 nM),
aumentou a populacdo de células positivas para anexina V-FITC, como
mostrado nas Figuras 34 e 35. Da mesma forma que a incubacéo com NP
siBCL-2, a incubacdo com as nanoparticulas carreando siRNA BCL-xL
isoladamente ndo produziu eventos apoptoticos significativamente
diferente em relacdo ao controle.
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Figura 32 — Analise das Populages de células de cancer de mama humano
MCF-7 positivas para anexina V-FITC. Incubagdo de 24 h de com NP
SiBCL-2, seguida de 48 horas de incubacdo com doxorrubicina.
DOX=doxorrubicina; NP siBCL-2 = siRNA BCL-2 carreado por
nanoparticula hibrida. Os valores do eixo x sdo arbitrarios. As concentragfes
das substancias adicionadas estdo mostradas na figura. A analise estatistica foi
a ANOVA de 2 vias; n = 3, p<0,001.
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Figura 33 — Distribuicdo populacional de células de cancer de mama
humano MCF-7 positivas para anexina V-FITC ap6s 24 h de incubacdo
com formulagdo NP siBCL-2, seguida de 48 horas de incubagédo com
doxorrubicina. (a) Controle (b) 0,5 uM DOX (d) NP siBCL-2 200 nM + DOX
0,5 uM. Os contornos exibem células positivas para anexina V-FITC. Imagens
representativas de trés experimentos independentes. DOX=doxorrubicina; NP
siBCL-2 = siRNA BCL-2 carreado por nanoparticula hibrida.
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Figura 34 — Analise das Populages de células de cancer de mama humano
MCF-7 positivas para anexina V-FITC. Incubagdo de 24 h de com NP
SiBCL-xL, seguida de 48 horas de incubagdo com doxorrubicina.
DOX=doxorrubicina; NP siBCL-xL = siRNA BCL-xL carreado por
nanoparticula hibrida. Os valores do eixo x sdo arbitrarios. As concentragfes
das substancias adicionadas estdo mostradas na figura. A analise estatistica foi
a ANOVA de 2 vias; n = 3, p<0,001.
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Figura 35 - Distribuicdo populacional de células de cancer de mama
humano MCF-7 positivas para anexina V-FITC ap6s 24 h de incubagéo
com formulagdo NP siBCL-xL, seguida de 48 h de incubacdo com
doxorrubicina. (a) Controle (b) 0,5 pM DOX (d) NP siBCL-xL 200 nM +
DOX 0,5 uM. Os contornos exibem células positivas para anexina V-FITC.
Imagens  representativas de  trés  experimentos  independentes.
DOX=doxorrubicina; NP siBCL-xL = siRNA BCL-xL carreado por
nanoparticula hibrida.
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Para confirmar os eventos apoptdticos, apds 0 mesmo padrédo de
incubacdo realizado para o ensaio de anexina V-FITC, foram obtidas
imagens por microscopia de confocal a laser. As amostras foram
marcadas com DAPI para avaliar condensagdo nuclear de cromatina
(Figura 37).

a b

Figura 36 - Andlise por microscopia confocal a laser de células de
cancer de mama humano MCF-7 ap6s incubacgéo com doxorrubicina
e nanoparticulas carreando siRNA. Incubag¢do com NP siBCL-2 ou NP
SiBCL-xL durante 24 h, seguidas de 48 h de incubagdo com 0,5 uM de
DOX e coradas com DAPI (ampliagdo 100x). (a) Controle (b) Imagem
representativa das incubagdes DOX 0,5 uM ou NP siBCL-2 ou NP siBCL-
xL individualmente (c) Incubagdo com DOX + NP siBCL-2. (d) Incubacéo
com DOX + NP siBCL-xL. As setas amarelas indicam a condensagao da
cromatina. DOX=doxorrubicina; NP siBCL-2 = siRNA BCL-2; NP
siBCL-xL = siRNA BCL-xL carreado por nanoparticula hibridas.
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Em comparagdo com o controle, a analise das imagens mostrou a
condensacdo da cromatina ap6s a incubacao das células com as seguintes
combinagdes: NP siBCL-2 + DOX ou NP siBCL-xL + DOX (Figura 36).
Comparado com o controle, a quantificacdo da densidade de fluorescéncia
no nlcleo mostrou redugdes de 22% + 5% e 35% + 7 %, respectivamente.
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Figura 37 — Quantificacdo da densidade nuclear relativa de fluorescéncia
obtida por microscopia de confocal a laser. Incubagédo com NP siBCL-2 ou
NP siBCL-xL durante 24 h, seguidas de 48 h de incubagdo com 0,5 uM de
doxorrubicina. ANOVA 1 via (n=3); p <0,001. DOX=doxorrubicina; NP
SiBCL-2 = siRNA BCL-2; NP siBCL-xL = siRNA BCL-xL carreado por
nanoparticula hibridas.

4.8 Atividade Antitumoral

Para a avaliacdo da atividade antitumoral induzida pelas
formulagbes NP siBCL-2 e NP siBCL-xL, camundongos Balb/C foram
previamente inoculados subcutaneamente com células de carcinoma
mamario murino 4T1 para produzir o modelo tumoral. Apés 20 dias, a
medida dos volumes tumorais observados foi de 23 + 11 mm?.

Posteriormente, os tratamentos iniciaram conforme descrito em
materiais e métodos. Nos dias indicados, o volume do tumor de cada
animal foi medido e normalizado em rela¢&o ao volume do primeiro dia
(admitido como valor arbitrario = 1). O crescimento do tumor pdde ser
entdo acompanhado e esta apresentado nas Figuras 38 e 39.
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Para a formulacdo NP siBCL-2 foram observadas diferencas
estatisticas entre os volumes tumorais dos grupos controle e tratados. As
diferencgas ocorreram no 12° (5,82 £ 2 e 2,75 + 1) e 14° dias do tratamento
(5,62 +2¢e245+0,7), controle e NP siBCL-2, respectivamente.
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Figura 38 — Crescimento tumoral ap6s tratamento com siRNA-BCL-2
carreado por nanoparticulas hibridas. Setas indicam os dias da
administracdo de 200 pL de solugdo endovenosa contendo nanoparticulas

hibridas carreando siRNA BCL-2 (NP siBCL-2) 1 mg/Kg ou salina (controle).
Teste t por dia de tratamento. N=5; P<0,05.

No tratamento com a formulacdo NP siBCL-xL ndo foram
observadas diferengas estatisticas entre os volumes tumorais. Entretanto,
devido a morte de um animal do grupo NP siBCL-xL, o nimero de
animais amostrados foi reduzido para 2, o que inviabiliza inferir e discutir
os resultados, muito embora o efeito da formulagcdo mostre-se evidente
visualmente no grafico.

Com o intuito de avaliar potencial citotoxicidade geral induzida
pelas formulagdes testadas, 0s pesos dos animais foram obtidos ao longo
do experimento, com pesagens no mesmo dia da medicao tumoral. Pela
Tabela 7 é possivel observar que ndo houve alteragdo significativa no
peso dos animais e que, quanto a este parametro, ndo ha sinal de
toxicidade. A normalizagcdo dos pesos tendo como base a primeira
medicdo também ndo mostrou diferencas entre os dias de tratamento. Esta
andlise objetivou suprimir eventual ganho de peso pelo crescimento do
tumor.
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Figura 39 — Crescimento tumoral apés tratamento com siRNA-BCL-xL
carreado por nanoparticulas hibridas. Setas indicam administracdo de 200
pL de solugdo endovenosa contendo nanoparticulas hibridas carreando siRNA
BCL-xL (NP siBCLxL) 1 mg/Kg ou salina (controle). ANOVA 2 vias e Teste
t por dia de tratamento. Controle n=5 e NP siBCL-xL n=3; P>0,05.

Tabela 7 — Peso dos animais tratados com as formula¢bes NP
SiBCL-2 e NP siBCL-xL.

Dia Controle (g) NP siBCL-2 (g) NP siBCL-xL (9)

p=0,97 (ns), n=5 p=0,91 (ns), n=5 p=0,99 (ns), n=2
0 18511 19,5+0,8 19,1+0,8
2 18,1+11 19,7+0,9 19,7+1;3
4 19,1+10 20,0+0,9 197+14
6 18,8+1,0 19,9+0,8 19,6 £1,5
8 18,6 +0,8 195+0,8 19,8+ 1,7
10 18,7+0,9 19,8+1,0 195+1.3
12 19,1+£12 196+£1,0 199+13
14 18,6+0,9 19,1+13 189+10

NP siBCL-2 e NP siBCL-xL = siRNA BCL-2 e BCL-xL respectivamente,
carreados por nanoparticulas hibridas; ns = ndo significante.
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4.9 Expresséo génica in vivo

A avaliacdo da expressdo dos genes BCL-2 e BCL-xL no modelo
tumoral murino foi realizada pela quantificagdo de RNAm via PCR
guantitativa. O RNAm foi extraido dos tumores murinos dissecados ap6s
0 14° dia de tratamento, e 0 cDNA correspondente foi obtido conforme
descrito em materiais e métodos.

A andlise da expressio do gene BCL-2 mostrou que,
comparativamente ao controle, a formulacdo NP siBCL-2 reduziu
significativamente a expressdo deste em ~ 40 % (Figura 40).

A expressao do gene BCL-xL nos tumores murinos, entretanto, ndo
foi significativamente reduzida (Figura 41).

Para estas analises por PCR quantitativo, foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores apresentados na Tabela 8, que apresenta
também suas propriedades, como tamanho de produto e percentual de
eficiéncia nas reacoes.

RNAmM BCL-2
normalizado (%)

& v
>

Y
N

%Qe
Figura 40 — Expressdo do gene BCL-2 em carcinoma mamario murino
apods tratamento com NP siBCL-2. 4 administracdes endovenosas (dias 1, 4,
7 e 12; 1mg/Kg/dose) Avaliagdo no 14° dia de tratamento por PCR
quantitativa; normalizac&o pelo gene de referéncia s-actina. Controle (salina)
n=5, NP siBCL-2 (siRNA BCL-2 carreado por nanoparticula hibrida, n=5);
Teste t de student; p<0,05.
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RNAmM BCL-xL
normalizado (%)

Figura 41 — Expressdo do gene BCL-xL em adenocarcinoma mamario
murino apoés tratamento com NP siBCL-xL. 4 administracdes endovenosas
(dias 1, 4, 7 e 12; 1mg/Kg/dose) Avaliagdo no 14° dia de tratamento por PCR
quantitativa; normalizac&o pelo gene de referéncia S-actina. Controle (salina)
n=5, NP siBCL-2 (siRNA BCL-xL carreado por nanoparticula hibrida, n=2);
Teste t de student; p>0,05.

Tabela 8 — Propriedades dos oligonucleotideos iniciadores.

Gene Sequéncia Produto (pb)  Eficiéncia
(M. musculus) senso/antisenso (5°-3) (%)
BCL-2 CCCTTGGCGTGTCT 116 104,2

CTCTG/TGTGATTCT
CCCTTCTTCTCGG
BCI-xL ACATCCCAGCTTCA 93 94,3
CATAACCC/GCGAC
CCCAGTTTACTCCA
TC
p-actina TCAGCAAGCAGGA 82 102,0
GTACGATG/AACGC
AGCTCAGTAACAG

TCC
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4.10 Quantificacéo de Proteinas BCL-2 e BCL-xL extraidas dos
tumores murinos

Apos a dissecacdo dos tumores, as proteinas totais foram extraidas
das amostras, conforme descrito em materiais e métodos e analisadas por
western blot apds a incubagéo com os respectivos anticorpos.

O teor de proteina BCL-2 obtido dos tumores é apresentado na
Figura 42. Na figura, observa-se que houve pequena diminui¢do do teor
de BCL-2, embora ndo significativa, nas condi¢fes de tempo e
tratamentos realizados.

1204

Teor de Proteina BCL-2
normalizado (%)

Figura 42 - Quantificacio relativa de proteina BCL-2 em carcinoma
mamario murino. Tratamento com 4 administragdes endovenosas (dias 1, 4,
7 e 12; 1mg/Kg/dose). Avaliacdo no 14° dia de tratamento por western blot
empregando anticorpos monoclonais anti-BCL-2 e anti-B-actina. Imagem das
bandas imunomarcadas de um tumor é representativa. NP siBCL-2 = siRNA
BCL-2 carreado por nanoparticula hibrida; Teste t de student; Controle (salina)
n=5, NP siBCL-2 (n=5); p>0,05.

No entanto, apds os tratamentos com a formulagdo NP siBCL-xL,
foi verificada evidéncia de diminuicdo do teor da proteina BCL-XL,
conforme mostra a Figura 43.
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Figura 43 - Quantificacdo relativa de proteina BCL-xL em carcinoma
mamario murino. Tratamento com 4 administra¢des endovenosas (dias 1, 4,
7 e 12; 1mg/Kg/dose). Avaliacdo no 14° dia de tratamento por western blot
empregando anticorpos monoclonais anti-BCL-xL e anti-B-actina. Imagem
das bandas imunomarcadas de um tumor € representativa. NP siBCL-xL =
SiRNA BCL-xL carreado por nanoparticula hibrida; Teste t de student;
Controle (salina) n=5, NP siBCL-xL (n=2); p<0,05.

4.11 Andlise histopatoldgica

Ap6s o final do tratamento com as formulacfes testadas, os
animais foram eutanasiados e, além do tumor, os seguintes 6rgaos foram
coletados para serem analisados histopatologicamente: pulmao, rim,
coracdo, figado e baco (Figura 44).

Esta avaliagdo mostrou evidentes metastases originadas a partir
dos tumores implantados. Isto porque foi observada extensa infiltracdo de
células neoplasicas epiteliais no tecido pulmonar em quatro dos cinco
animais do grupo controle, e em todos os animais dos grupos tratados (NP
siBCL-2 e NP siBCL-xL). Nos tecidos pulmonares foi encontrada
também evidéncia de inflamacéo, observada pela presenga de infiltrados
polimorfonucleares intersticiais em quatro dos cinco animais do grupo
controle, mas apenas em um animal do grupo NP siBCL-2. Ainda,
infiltrados neoplasicos foram observados em praticamente todas as
amostras de tecido hepatico, com excecdo de um animal do grupo NP
siBCL-2.

InfiltracBes neoplasicas foram encontradas no baco de apenas dois
animais: um do grupo controle, que também apresentou infiltrados



86

polinucleares e um do grupo NP siBCL-xL. Ainda, no bago (amostras de
todos os grupos), foi observada presenca de hematopoiese extramedular.
Né&o foram observadas alteragdes nos tecidos cardiacos de todos os grupos
testados.

A Unica evidéncia de possivel toxicidade causada pelo tratamento
com as formulacGes e ndo pelo desenvolvimento do tumor foi a presenga
de moderada e difusa tumefagdo das células renais, observada apenas nos
grupos tratados (Figura 44-d).

Figura 44 — Imagens histopatolégicas de: a)pulmao, b)figado, c)baco e
d)rim de animais controle (salina) ou tratados com nanoparticulas
hibridas carreando siRNA BCL-2 ou BCL-xL. Tratamento com 4
administracbes endovenosas (dias 1, 4, 7 e 12; 1mg/Kg/dose). Orgdos
removidos e fixados no 14° dia de tratamento. Imagens obtidas por
microscopia de luz, magnificagdo 400 x, coloragdo por hematoxilina-eosina.
IN=infiltrado neoplasico; IP=infiltrado polimorfonuclear;
HEM=hematopoiese =~ extramedular;  T=tumefacéo. Imagens  a-C:
representativas de todos os grupos. Imagem d; representativa dos grupos NP
siBCL-2 e NP siBCL-xL.
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4.12 Biodistribuicao

A andlise de biodistribuigdo foi realizada apds 3 h de administracdo
endovenosa da formulacdo NP siBCL-xL (1 mg/Kg), marcado com
cianina-5. Ap6s a normalizacdo pelo peso dos drgdos e subtraida a
autofluorescéncia, ndo foi observada sinal fluorescente nos seguintes
orgdos: figado, baco e pulmdes. Contudo, foi evidenciado sinal
fluorescente no coragdo, rins e pulmd@es, como demonstra a Figura 45.

Controle NP siCy-5 Controle

Coragdo

Controle NP siCy-5 NP siCy-5

Figura 45 - Biodistribui¢do de nanoparticulas hibridas carreando siRNA-
cianina-5 (Cy-5). Fluorescéncia observada ap6s 3 h de administragdo
endovenosa de nanoparticulas hibridas carreando siRNA (1mg/Kg) marcado
com fluoréforo cianina-5 (NP siCy5). Normalizagdo pelo peso do 6rgéo e ap6s
subtracdo da autofluorescéncia. Excitagcdo: 605-665 nm, emissdo 800-875
nm. Imagens representativas de n=4.
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5 DISCUSSAO

Para a transfec¢do de acidos nucleicos, vetores virais e ndo-virais
tém sido amplamente aplicados na terapia contra o céancer. Contudo,
fatores como a biosseguranca e a imunogenicidade convergem para a
preferéncia por vetores ndo-virais. Neste contexto, as nanoparticulas
inorgénicas, como as desenvolvidas neste estudo, tém sido estudadas
visando terapias que envolvem silenciamento génico no &mbito do cancer
(ZHANG; LI; HUANG, 2014).

As sequéncias de siRNA construidas mostraram-se eficientes no
silenciamento dos seus respectivos alvos, produzindo os efeitos
apoptdticos desejados. Para o gene alvo BCL-2, cuja sequéncia foi
previamente utilizada em outro estudo (TEKEDERELLI et al., 2013), os
resultados aqui apresentados sdo compativeis com os alcangados por
aqueles autores, que obtiveram silenciamento parcial, porém significativo
do gene BCL-2 em células MDA-MB-231. Ressalta-se que naquele
estudo, o SiRNA foi vetorizado por compostos nanoestruturados
lipossomais HiPerFect®.

Os testes aqui realizados com o reagente de transfeccdo Lullaby®
permitiram comprovar a efetividade das moléculas de siRNA aplicadas,
independente do nanocarreador desenvolvido, atuando como um controle
positivo de silenciamento (Figura 9). Embora a transfeccéo por Lullaby®
tenha sido alcangada, ao compara-lo com o nanocarreador desenvolvido
neste estudo, aquela formulacéo é limitada quanto a biocompatibilidade
(FILION; PHILLIPS, 1998), justificando o desenvolvimento de
nanocarreadores biocompativeis e mais estaveis, como as nanoparticulas
hibridas (ZHANG; KATAOKA, 2009).

Embora a partir de 2016, apds nova revisdo da literatura, novos
critérios tenham sido adotados para desenhar oligonucleotideos de
SsiRNA (FAKHR; ZARE; TEIMOORI-TOOLABI, 2016), os critérios
previamente estabelecidos atenderam rigorosamente as novas diretrizes.
Assim, a efetividade das novas sequéncias em promover o silenciamento
é atribuida aos parametros de desenho, como por exemplo, o contelido de
citosina e guanina, que foi desenhado no intervalo descrito como ideal.
De fato, baixos niveis de pareamento citosina-guanina (C-G) conferem
instabilidade a molécula e altos niveis de pares de C-G, embora aumentem
a rigidez da molécula, inibem a interagdo com o complexo RISC
(REYNOLDS et al., 2004). Além disso, a alta repeticdo de nucleotideos
no RNA aumenta a possibilidade de ligacbes secundarias, o que foi
evitado na estratégia de desenho de moléculas aplicada neste estudo.
Ainda, observou-se pela ferramenta BLAST que as sequéncias
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desenvolvidas ndo apresentaram homologia com outros genes, evitando
as ligacdes inespecificas de siRNA fora dos alvos.

As nanoparticulas hibridas CaP-PEG-b-poli(GLU)-Polianion
mostraram-se eficazes na entrega de siRNA as células de cancer de mama
humano (MCF-7) e murino (4T1). Este fato pode ser comprovado pelos
efeitos alcangados em termos de silenciamento, observado tanto pela
diminuico direta nos valores de expressdo dos genes (Figuras 19 e 21)
guanto pela diminuicdo do teor de proteinas (Figuras 18 e 20). Além do
mais, 0s dados obtidos quanto a citotoxicidade, aumento de apoptose,
biodistribuicdo e reducdo de crescimento tumoral também comprovam a
efetividade em promover o silenciamento dos alvos.

Os resultados obtidos quanto ao tamanho das nanoparticulas
(Tabela 4) sdo desejaveis, pois sdo pequenas o suficiente para serem
acumuladas no tumor devido a maior permeabilidade no endotélio capilar
(efeito EPR) e grande o bastante para permanecerem mais tempo na
circulagdo, evitando a rapida depuracdo renal (GONG et al., 2012;
ZHANG,; LI; HUANG, 2014). O tempo maior na circulagdo aumenta o
potencial da terapia com base no silenciamento por siRNA, especialmente
por permitir a entrega eficiente aos tecidos desejados. O tamanho é crucial
para a entrega seletiva de siRNA por nanocarreadores, uma vez que tem
sido descrito que tamanhos acima de 100 nm séo facilmente reconhecidos
pelo sistema reticuloendotelial, reduzindo o tempo de meia-vida na
circulagdo sanguinea (ZHANG; LI; HUANG, 2014). Além disso,
nanocarreadores menores exibem maior estabilidade coloidal e
capacidade intracelular de administracdo de siRNA. Sdo também menos
toxicos e menos imunogénicos (KESHARWANI; GAJBHIYE; JAIN,
2012). Neste contexto, os valores de tamanho obtidos (x 69 nm) sdo
compativeis com outros achados, como o de Pittella et al. (2011) , que
obtiveram nanoparticulas de CaP com tamanho hidrodindmico médio de
42 nm e aspecto esférico e homogéneo. E relevante destacar que, pelo fato
de diferentes siRNAs néo alterarem o tamanho das nanoparticulas (Figura
11), estas revelaram-se extremamente maleaveis quando ao uso de
diferentes oligonucleotideos. Esta informagdo também se aplica as
nanoparticulas sem siRNA (mock), permitindo analises do controle
negativo de silenciamento.

As diferencas de tamanho obtidas pela analise por DLS e MET
(Tabela 4) sdo esperadas, uma vez que as camadas de PEG externas ao
nicleo de fosfato geralmente ndo sdo observaveis por MET. Nesta
técnica, o preparo das amostras € realizado a seco, fato que desestabiliza
a estrutura do polimero. Entretanto, esta estrutura estd disponivel para
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andlise do didmetro hidrodindmico por DLS (BACHELET; CHEN,
2016).

Durante a preparagdo e aplicacdo de nanoparticulas é importante
gue as unidades produzidas exibam distribuicdo homogénea em solugdes
de aplicacdo bioldgica. Esta propriedade, alcancada neste estudo, foi
demonstrada pela observacao das nanoparticulas em meio de cultura, por
microscopia eletronica de transmisséo (Figura 15). Esta homogeneidade
também foi confirmada pela analise de Pdl (Figura 15 e Tabela 4), que é
uma medida da heterogeneidade de nanoparticulas em uma mistura. Este
pardmetro aceita valores de 0 a 1 e os resultados obtidos na faixa de 0,089
— 0,105 sdo considerados baixos, adequados e consistentes com outros
estudos (VERMA; STELLACCI, 2010; HE et al., 2014).

Os valores de potencial zeta obtidos na faixa de -1,22 mV a -1,16
mV (revelam nanoparticulas com carga superficial proxima a
neutralidade (Tabela 4). Esta propriedade é vantajosa, uma vez que uma
menor superficie ibnica minimiza a interacdo entre nanoparticulas e
possiveis componentes do meio, tanto em aplicagdes in vitro quanto in
vivo (VERMA,; STELLACCI, 2010).

As analises de citotoxicidade mostraram a seguranca no uso de
nanoparticulas contendo CaP, uma vez que as incubagdes com NP
siScramble e Mock ndo produziram efeito citotoxico nas concentracoes
testadas. De fato, estas formula¢Ges ndo reduziram a viabilidade celular
com o uso de 30 ug / mL de CaCly, concentracdo do sal utilizado para
preparar as formulacbGes. Além disso, o0s testes com hemolise
demonstraram que, quanto a este parametro, as nanoparticulas séo seguras
para administracdo endovenosa. Estes resultados reforcam a
biocompatibilidade e estabilidade do CaP ja apresentados em outros
estudos (ZHANG; KATAOKA, 2009; PITTELLA et al., 2011). Além
disso, a adicdo do revestimento PEG-b-poli(GLU) ao nucleo CaP
contribuiu para a estabilidade do nanocarreador, devido & formacéo de
uma camada hidrofilica e biocompativel. Isto porque a presenca deste
revestimento minimiza a interacdo entre as nanoparticulas e 0s possiveis
componentes do meio, evita a formagdo de complexos agregados e
também contribui para a neutralidade das cargas de superficie (ZHANG;
KATAOKA, 2009). Outra vantagem do revestimento PEG é o aumento
da capacidade de liberacdo endossomal por desestabilizagdo da
membrana. Apds a internalizacao pela célula, é primordial que o sistema
ndo permaneca retido nesta organela e possa atuar no citosol (PITTELLA
et al., 2011). Estes autores utilizaram nanoparticulas hibridas revestidas
com o polimero PEG-PASP (DET-Aco) a 1000 pug / mL. O polimero
PEG-b-poli(GLU)-polianion utilizado neste estudo também ja foi testado
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em outro trabalho de nosso grupo de pesquisa envolvendo nanoparticulas
com nicleo de CaP (SOUZA, 2016). Naquele estudo foi utilizada a
concentragdo de polimero de 1000 ug / mL e foi obtido tamanho médio
(DLS) de 53 nm. No presente estudo, a concentragdo de polimero
escolhida foi de 400 pg/mL, o que explica a jA mencionada obtencéao de
nanoparticulas maiores, comparadas as obtidas pelos outros autores
citados. Isto é explicado pelo fato de que a menor concentracdo do
polimero aplicado proporcionou menos rigidez ao sistema, resultando em
nanoparticulas um pouco maiores. Em sintese, isto é parte da funcédo de
revestimento, pois uma das propriedades do copolimero em bloco é
controlar o crescimento do cristal de CaP (ZHANG; LI; HUANG, 2014).
De fato, Son & Kim (2017) desenvolveram nanoparticulas utilizando CaP
e controlaram o crescimento e a estabilidade das estruturas utilizando
polimero PEG como revestimento externo, obtendo nanoestrutura
esférica e homogénea. Em outro estudo envolvendo nanoparticulas CaP
também revestidas com PEG-b-poli(GLU), diametros médios de 60 nm
foram alcancados. O controle do crescimento do bloco de cristal ocorreu,
segundo os autores, justamente devido a interagdo entre o acido glutamico
do polimero e o Ca?* que evitou a expanséo do nicleo de CaP. Esta acdo
evita a aglomeragdo e agregacdo das nanoparticulas (Ml et al., 2016).
Assim, as propriedades observadas neste estudo demonstraram
seguramente que o sistema nanocarreador possui grande potencial para a
entrega seletiva de siRNA a tumores sélidos.

A resposta citotoxica obtida pelos ensaios de MTT demonstra a
capacidade de transfeccdo dos sistemas transportadores e a efetividade
das sequéncias aplicadas em reduzir a viabilidade das células tumorais
MCF-7. As células MCF-7 sdo do tipo luminal A, expressando receptor
de estrogénio (ER+) e estudos apontam este horménio como um promotor
da resisténcia a quimioterapicos via expressdo aumentada dos genes
BCL-2 (VIEDMA-RODRIGUEZ et al., 2014).

Os efeitos sobre a viabilidade celular pelo silenciamento de genes
antiapoptoticos baseados em siRNA ja foram demonstrados em varios
tipos de cancer, porém com outras formas de vetorizacdo (Tekedereli et
al., 2013, Li et al., 2015). A incubacdo com siRNA livre (naked) nédo
mostrou efeito citotdxico (Figuras 22-25 e 27-30), ressaltando a
necessidade do nanocarreador.

A atividade antiapoptdtica via proteina BCL-2 apresenta-se como
uma estratégia protetora contra estressores que podem desequilibrar a
relacdo sobrevivéncia / morte das células tumorais. Este aspecto estd
amparado no fato de que as células tumorais usam as rotas de escape da
apoptose mediante agentes quimioterapicos (CHEN et al., 2014; Qian et
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al., 2015). De fato, os efeitos citotoxicos de uma quimioterapia padrao
sdo mais pronunciados quando combinado com o silenciamento de genes
antiapoptoticos (O’CONNOR et al., 2006), como 0s genes BCL-2 e o
BCL-xL. O presente estudo comprovou que o silenciamento destes alvos
trouxe efeito adicional em relacédo a toxicidade, como pode ser observado
pela diminui¢do da CCso da doxorrubicina (Figuras 26 e 31). Em outro
estudo envolvendo tumor de ovario, foi observado efeitos da terapia
combinada de doxorrubicina e siRNA contra o gene BCL-2 carreados
conjugadamente por nanolipossomas (CHEN et al., 2014). Estes autores
observaram, notavelmente, que a incubacdo de doxorrubicina com as
nanomicelas carreando siRNA scramble duplicou a expressao da proteina
BCL-2, evidenciando que esta € uma via de escape tipicamente
relacionada ao fendmeno de resisténcia ao quimioterapico. Por outro lado,
observaram a diminui¢&o significativa da viabilidade das células tumorais
de ovario, quando a incubagdo ocorreu com nanomicelas carreando
siRNA-BCL-2 e doxorrubicina. Ainda naquele estudo, os resultados
obtidos em modelos tumorais murinos, mostraram potencial notavel de
co-distribuicdo de siRNA e doxorrubicina as células tumorais, com
evidente acumulacdo no tumor e sensibilizacdo das células tumorais a
quimioterapia via modulagdo do gene BCL-2. A redu¢do da concentracdo
necessaria do quimioterapico para produzir este resultado corrobora os
achados neste estudo, aqui observados em tumor de mama e aplicando
nanoparticulas hibridas. Embora a terapia combinada pareca perfeita a
primeira vista, o maior desafio associado & co-entrega de SiRNAs e
farmacos é a selecdo de um nanocarreador apropriado. Isto deve-se ao
fato de que os siRNAs sdo normalmente carregados negativamente e
possuem maior peso molecular comparados aos medicamentos
guimioterapicos, que sdo geralmente hidrofébicos (DARVISHI;
FARAHMAND; MAJIDZADEH-A, 2017) .

Os resultados observados no incremento da taxa de apoptose
reforcam a assertiva de que a resisténcia a doxorrubicina esta relacionada
com a resisténcia aos sinais apoptéticos. Ainda, devido aos efeitos
sinérgicos, a terapia combinada com o silenciamento de genes
antiapoptoticos pode retardar o aparecimento de resisténcia multipla a
farmacos, bem como reduzir os efeitos citotoxicos indesejaveis
relacionados as doses mais altas (LEHAR et al., 2009).

Em relacdo ao tempo de agdo da formulagdo NP siBCL-2, os
resultados apresentados em citotoxicidade sdo compativeis com o fato de
gue os melhores efeitos apoptdticos sdo alcangados de trés a cinco vezes
0 tempo de meia vida da proteina BCL-2 (O’CONNOR et al., 2006), que
é de 20h (BLAGOSKLONNY et al., 1996). Isto explica os resultados do
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sistema NP siBCL-2 que ndo reduziu a viabilidade das células tumorais
em até 48 h de incubacdo (Figuras 22 e 23).

Os resultados relacionados a citotoxicidade induzida pela
formulagdo NP siBCL-xL sdo consistentes com os resultados de Othman
et al. (2013), que obtiveram diminuicdo da viabilidade celular em 58 %,
incubando células de cancer de pulméao com siRNA-BCL-XL transportado
para um reagente comercial de transfeccéo.

Ao incubar as células MCF-7 com a formulacdo NP siBCL-xL e
doxorrubicina, verificou-se um aumento moderado da citotoxicidade
produzida pelo quimioterapico, uma vez que a CCsp foi reduzida (Figura
31). O efeito foi discreto se comparado com o obtido quando o alvo era o
gene BCL-2 (Figura 26). Este fendmeno parece estar relacionado com o
efeito citotdxico da prépria doxorrubicina, que estd associada a
diminuicdo da expressdo de BCL-xL e ao aumento da atividade do gene
pré-apoptético BAX (SHARIFI et al.,, 2015). Estes autores, quando
incubaram células de cancer de mama MCF-7 com doxorrubicina,
encontraram uma diminuicdo da expressdao de BCL-xL em 80% na
concentragdo de doxorrubicina de 0,1 uM apds 48 h e um aumento de
quatro vezes na expressao da proteina Bax. Aqui, a expressao de BCL-2
foi maior do que a de BCL-xL, e, portanto, a combinac&o de silenciamento
de genes por siRNA e o efeito citotoxico por doxorrubicina tem um
impacto maior nas células tumorais ao silenciar o gene BCL-2 em
comparagdo com o silenciamento do gene BCL-xL.

Embora o efeito da terapia combinada tenha sido menor do ponto
de vista da citotoxicidade, na promogdo do silenciamento de genes com
NP siBCL-xL foi observado um aumento significativo da apoptose
(Figuras 34 e 35), neste caso mais pronunciado que o observado para o
alvo BCL-2 (Figuras 32 e 33). Estes achados contribuem para a
confirmacédo de que o envolvimento do gene BCL-XL no mecanismo de
resisténcia € menor. Também permitem inferir sobre eficiéncia do
nanocarreador em promover a entrega e a efetividade do silenciamento
génico promovido pelo siRNA.

Mesmo que os resultados apresentados mostrem que ambas as
formulages testadas produzem efeito citotoxico sobre as células néo
tumorais, o indice de seletividade obtido revela que ha maior toxicidade
sobre as células tumorais (Tabela 6). Isto porque indices de seletividade
superiores a 1 apontam para maior sensibilidade de células tumorais ao
agente testado (POPIOLKIEWICZ et al., 2005). Estes resultados podem
ser atribuidos a maior expressdo dos genes alvo, conforme j& discutido
anteriormente. Ainda, é relevante destacar que, mesmo produzindo
efeitos citotoxicos sobre células ndo tumorais, o carreamento do siRNA
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pela nanoparticula aumenta a chance de acumulacdo no tecido tumoral
pelo efeito EPR, também ja mencionado.

Um aumento na contagem de células positivas para anexina V-
FITC apbs 48 h de incubacdo com doxorrubicina e precedida pela
incubagdo com as formulagdes NP siBCL-2 ou NP siBC-xL constituem
fortes indicios de apoptose (Figuras 32 e 35). Isto porque células
marcadas com este corante sdo positivas para apoptose, face a
externalizacdo do componente fosfolipidico fosfatidilserina pela
membrana celular (ARUR et al., 2003).

A diferenciacdo do tipo de morte por apoptose ou necrose é
tipicamente realizada pela analise de outro corante, o iodeto de propideo.
No entanto, devido & emissdo de fluorescéncia intrinseca da
doxorrubicina (emissdo:480 nm e excitacdo: 590 nm), na mesma faixa do
iodeto de propidio, esta anélise ndo pbde ser realizada. No entanto, a
morte celular por apoptose foi confirmada pela observacdo da alteragédo
da morfologia nuclear, mais precisamente da condensacdo da cromatina
(Figuras 36 e 37). Esta é uma das alteragcdes morfoldgicas mais notaveis
nas células em apoptose (KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972) e,
juntamente com os resultados obtidos pelo ensaio de anexina V-FITC,
permitem inferir seguramente sobre os eventos apoptéticos. SUO et
al.(2017), também obtiveram aumento da taxa de apoptose e atividade
antitumoral, via silenciamento do gene BCL-2 mediado por entrega
combinada de siRNA e doxorrubicina em nanoparticulas catidnicas
revestidas por folato.

A apoptose ndo é dependente exclusivamente da supressdo dos
genes antiapoptoticos, mas também mobilizada pela expressdo de genes
pré-apoptdticos (BAX e BAK, por exemplo), como mostrou estudo de
silenciamento deste Gltimo grupo de proteinas (WEI et al., 2011). Isto
contribui para explicar o fato de, tanto o efeito citotéxico, quanto a taxa
de apoptose obtida néo ter sido total, demandando mais estudos no &mbito
do silenciamento dos genes prd-apoptdticos. Um exemplo é a cinética do
silenciamento do gene BCL-XL, que promove a deplecdo proteica em 48
h, diminuindo a interacdo com as proteinas pré-apoptdticas. No entanto,
as proteinas pré-apoptéticas precisam estar presente para produzir seus
efeitos apoptéticos (CASTILLA et al., 2006). O aumento na taxa de
apoptose, observada ap6s as incubacbes com Np siBCL-xL e
doxorrubicina, é compativel com os achados de Li et al. (2015). Em
cancer de ovario, estes autores demonstraram que a apoptose que ocorre
em presenca de doxorrubicina esta relacionada com a diminuicdo do teor
citoplasmatico da proteina BCL-xL. Para tanto, utilizaram inibic&o
farmacoldgica e nanocarreadores baseados em dioxido de silicio.



95

Os resultados aqui obtidos confirmam entdo o fato de a resisténcia
desenvolvida pelas células a doxorrubicina é promovida pelas vias
antiapoptoticas, cujo silenciamento aumenta o efeito do farmaco.

Embora seja postulado que a proteina antiapoptética BCL-2
desempenhe um papel crucial na sobrevivéncia do tumor (Chen et al.
2014) e a superexpressao do gene ocorra na maioria dos tipos de cancer,
a analise do contedo basal (Figura 17) mostrou-se diferente entre os
subtipos de carcinomas mamarios. Estudos apontam que a atividade da
proteina BCL-2 de fato varia nos diferentes subtipos de tumor sendo
menor em células de cancer de mama triplo negativas (KALLEL et al.,
2015). De fato, células de cancer de mama ER (-), como as células MDA-
MB-231, expressam menos BCL-2 do que as ER (+), como a linhagem
MCF-7 (TEKEDERELI et al., 2013). Esta informagdo é importante no
contexto de desenvolvimento de novas terapéuticas, baseadas em cada
perfil clinico e ou molecular.

Os resultados dos ensaios in vitro, relativos a expressao do gene
BCL-2 e BCL-xL e a andlise do teor das respectivas proteinas,
comprovaram a efetividade das formulag@es testadas, tanto na capacidade
de transfeccdo quanto no potencial de silenciamento génico em células
cancer de mama MCF-7. Os tempos de incubacdo tanto para o PCR
guantitativo (48 h) de quanto para o ensaio de western blot (72 h) sdo
atribuidos aos tempos de internalizacdo do sistema nanocarreador,
liberacdo endossomal (PITTELLA et al., 2011) e, finalmente &
interferéncia junto ao RNAm, além da relagdo com a meia vida da
proteina BCL-2, ja discutida e BCL-xL que é de 18 h (CASTILLA et al.,
2006). Estainformac&o é sustentada também pelos resultados obtidos nos
ensaios de viabilidade celular, ja que ndo foi encontrado efeito citotdxico
em até 48 h de incubacdo para nenhuma das formulacdes.

O silenciamento do gene BCL-2 em células MCF-7 por RNA de
interferéncia cessa cerca de 48 h e a expressdao do gene BCL-2 reinicia
logo apds este tempo (TALAIEZADEH et al., 2015), o que pode explicar
a expressdo residual da proteina nas condicdes de ensaio usadas neste
estudo. Explicam também o fato de ndo haver incremento de
citotoxicidade em 96 h de incubacéo (Figura 25). Entretanto, os resultados
mostraram que a diminuicdo da expressdo do gene BCL-2 e BCL-xL,
embora ndo tenha sido total, produziu os eventos citotdxicos e apoptoéticos
em uma estratégia combinada de incubagéo.

A taxa de silenciamento do gene BCL-2 obtido neste estudo é
compativel com outros trabalhos, envolvendo outros tipos de cancer. A
expressao do gene BCL-2 por siRNA, por exemplo, foi reduzida em 55%
em cancer de ovario, neste caso utilizando nanoparticulas hibridas com
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outro polianion (PEG-Pasp), apds 48 horas de incubacdo (CHEN et al.,
2014). Da mesma forma, Liu; Lu, (2013), obtiveram 65% de
silenciamento do gene BCL-2 transfectando siRNA por lipo-fectamina®,
em um estudo envolvendo cancer géstrico. Para o gene BCL-xL, j& foi
obtido taxa de silenciamento por siRNA na ordem de 75%, porém em
estudo com cancer de pulméo (OTHMAN et al., 2013).

Os resultados apresentados nos testes realizados in vivo mostraram
gue a formulagéo NP siBCL-2 (1 mg/Kg/dose), comparativamente com o
controle, retardou o crescimento tumoral, evidenciado pelas medicdes do
12° e 14° dia de tratamento. A inibicdo do crescimento tumoral é
compativel com os resultados encontrados na avaliacdo da expressdo do
gene BCL-2 (Figura 40), que foi significativamente reduzida para 62%
(avaliada no 14° dia do tratamento). Os resultados obtidos nos modelos
murinos confirmam os resultados apresentados nos testes in vitro,
especialmente nos tempos de internalizacdo, trafego intracelular,
silenciamento do RNAm e finalmente efeito apoptdtico, resultando na
diminuicdo do crescimento tumoral. Os achados apontam a necessidade
de maior tempo de tratamento ou maior intervalo entre a Ultima
administracdo endovenosa e a analise da expressdo génica. Esta afirmacéo
é corroborada pelos resultados obtidos pela quantificacdo do teor de
proteina BCL-2 (Figura 42), que ndo mostrou diminuicdo significativa.
Este resultado é atribuido ao tempo para a formulacdo NP siBCL-2
desempenhar seus efeitos biolégicos somado ao tempo de meia-vida da
proteina BCL-2, ja anteriormente discutido.

Outros estudos mostram que, de fato, o silenciamento total do gene
BCL-2 por RNA de interferéncia ndo é alcancado. Isto é atribuido ao
carater temporario dos complexos silenciadores e a dinamica de
expressao e manutencdo do teor citoplasmatico da proteina. Estudos com
silenciamento in vivo, em cancer de pulmdo mostraram diminuicdo de
70% da expressdo génica (CAIl et al., 2017). O mesmo valor foi
conseguido por Tekedereli et al. (2013) , neste caso em estudo de cancer
de mama como células humanas MCF-7 em camundongos nude.

Quanto a inibicao do crescimento tumoral obtida, em outro estudo
dos efeitos de compostos hidrazidicos foi demonstrada a inibigdo do
crescimento de tumor de mama, relacionada a modulacdo da expressao da
proteina BCL-2, também utilizando o modelo tumoral murino BALB/c
inoculados com células 4T1 (MOUSAVI et al., 2017). Estes autores
atribuem aos seus resultados o fato de a sobrevivéncia neste tipo de tumor
depender do gene BCL-2, o que foi confirmado no presente estudo.

A formulagdo NP siBCL-2 ndo mostrou sinais evidentes de
toxicidade sistémica, observados pela manutencdo do peso corporal
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durante todo o periodo experimental (Tabela 7). Ainda, durante o
desenvolvimento do modelo tumoral ou tratamento, ndo foram
observados sinais de dor ou desconforto como piloere¢édo, diminuicdo da
atividade exploratoria, vocalizacdo, inapeténcia ou outra alteracao
comportamental associada a estresse (BEYNEN et al., 1987).

Embora o nimero de animais do experimento com NP siBCL-xL
tenha sido reduzido, dificultando inferir com seguranca sobre o0s
resultados, alguns indicios podem ser apontados e servir como plataforma
para estudos futuros, especialmente no quesito tempo-dependéncia de
resposta bioldgica. Neste contexto, a inibicdo do crescimento do tumor
nao foi observada de forma significativa (Figura 39). No entanto, embora
ndo tenha sido observado diminuicdo da expressdo do gene BCL-xL por
PCR quantitativa (Figura 41), a diminuigdo do teor de proteina BCL-xL
reduziu discretamente (Figura 43). Estudos adicionais serdo necessarios
para apontar se estes achados sdo resultantes do tamanho amostral ou
estdo relacionados com a dinamica temporal associada a expressdo génica
e seus efeitos sobre a apoptose. O fato é que os indicios parecem estar
relacionados a estes fatores e ndo a uma falha no sistema de entrega pelo
nanocarreador. Este mostrou-se eficiente, ja que promoveu algum dos
efeitos bioldgicos desejados em todos os tratamentos, como queda da
expressao génica, diminuigdo do teor da proteina alvo e/ou inibi¢do do
crescimento tumoral. Esta inferéncia também é embasada no fato de o
ensaio de biodistribuico ter evidenciado a presenca da formulagdo NP
siCy5 no tumor.

A analise histopatolégica revelou intensa atividade metastatica,
derivada dos tumores implantados nos modelos murinos. Como néo
foram achadas diferengas, quanto a este pardmetro, entre 0S grupos
controle e tratados com as formulagGes, € possivel inferir que estas ndo
inibiram a formacdo de metastases nas condicdes testadas. Embora a
formulagdo NP siBCL-2 tenha inibido o crescimento dos tumores, 0s
eventos metastaticos podem ter ocorrido anteriormente ao tratamento. Tal
assertiva ¢ amparada no alto grau de invasdo dos tecidos pulmonares e
hepéticos, que se mostraram em estagio avangado. A metastase depende
do sucesso das células tumorais em invadir, adentrar a circulagdo,
sobreviver nela, extravasar e proliferar em um 6rgéo distante do sitio
inicial (AZNAVOORIAN et al.,, 1993). O alto grau de metastase
observado, especialmente nos pulmdes, € tipico da linha celular de
carcinoma mamario 4T1, que é frequentemente utilizada como modelo
metastatico murino (YANG; ZHANG; HUANG, 2012).

As caracteristicas teciduais tipicas de processo inflamatério que
foram encontradas ocorrem exclusivamente no 6rgaos e/ou animais nos
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guais se evidenciou metastases (Figura 44). Desta forma, ja que ndo foram
encontradas diferencas entre 0s grupos controle e tratados, a inflamacéo
¢ atribuida aos infiltrados neoplésicos e ndo as formulagdes
administradas. Além do mais, a inflamacg&do em 6rgaos como figado e bago
€ uma caracteristica da invasdo destes locais por células neoplésicas
(TAO et al., 2008).

Embora o fendmeno da hematopoiese extramedular seja descrita
tipicamente como um mecanismo fisiol6gico compensatorio, os achados
em algumas amostras de bago (Figura 44-c) revelam que, no contexto de
metastases, a origem da hematopoiese ndo esti associado as células
tronco deste 6rgdo, mas ocorrem pela desordem originada de infiltrados
neoplasicos (O’KEANE et al., 1989). O fato é que os resultados mostram
que esta disfungdo evidenciada em amostras de baco ndo estd associada
ao tratamento, mas a metastase em si, ja que foram encontradas em todos
0s grupos. Além do mais, os achados de Tao et al. (2008) revelam a
hematopoiese extramedular ocorre jA na segunda semana apés a
implantac&o das células tumorais, portanto anterior ao tratamento com as
formulagdes testadas.

A presenca de tumefacdo nos rins dos animais dos grupos tratados
(Figura 44-d), embora discreta, revela maior atividade destes 6rgaos,
possivelmente associado & excrecdo dos ions presentes nas
nanoparticulas, como o Ca* e 0 POs~ (BLAINE; CHONCHOL; LEVI,
2015). Esta informacéo é fortemente corroborada pelos achados no ensaio
de biodistribui¢do, que mostraram intensa fluorescéncia nos rins dos
animais que receberam injecdo endovenosa de nanoparticulas hibridas
marcadas com cianina-5 (Figura 45). A atribuicdo das alteracGes renais
ao proprio mecanismo de excre¢do concorda com os resultados de Pittella
etal. (2014), que demonstraram que nanoparticulas baseadas em CaP sdo,
de fato, excretadas pelos rins.

Os resultados aqui obtidos demonstraram principalmente a
capacidade de entrega de &cidos nucléicos as células tumorais por
nanoparticulas  hibridas  CaP-PEG-b-poli(GLU)-Polianion. Como
principal vantagem da formulacdo desenvolvida em relagdo as demais
formulagdes discutidas, esta a facilidade de preparagdo, realizada por
automontagem de seus constituintes organicos e inorganicos. Também se
destaca a biocompatibilidade e o baixo custo, se comparado com outros
tipos de nanocarreadores.
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6 CONCLUSOES

Os sistemas nanocarreadores CaP-PEG-b-poli(GLU)-Polidnion
obtidos exibiram propriedades adequadas para as aplicacOes terapéuticas
testadas. Mostraram-se também eficazes em promover a transfeccao das
moléculas de siRNA as células alvos, como p6de ser comprovado pelos
efeitos bioldgicos obtidos. Exibiram também alta estabilidade e baixa
toxicidade sobre tecidos ndo tumorais, resultando em um sistema com
potencial terapéutico promissor.

Os resultados apresentados mostraram que as sequéncias de sSiRNA
BCL-2 e BCL-xL aplicadas promoveram o silenciamento dos respectivos
genes, culminando nos efeitos bioldgicos in vitro: citotoxicidade sobre
células humanas de carcinoma mamario, aumento da taxa de apoptose e
aumento da atividade citotoxica da doxorrubicina. Ainda, a diminuicdo
da expressdo do gene BCL-2 obtida nos ensaios in vivo, resultou na
inibigdo do crescimento tumoral.

Desta forma, os resultados confirmam as hipdteses alternativas
levantadas e comprovam a complexidade das interagfes entre as proteinas
pré e antiapoptoticas, bem como, a relevancia destas interacfes para o
equilibrio entre sobrevivéncia e morte das células de cancer de mama.

Confirmam ainda, o postulado de que a terapia combinada pode
ser uma abordagem efetiva para superar a resisténcia aos quimioterapicos,
especialmente aqueles associados as vias apoptoticas.
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7 PERSPECTIVAS

Como perspectivas para os estudos com as formulagdes NP siBCL-
2 e NP siBCL-xL, sugere-se:

¢ Realizar estudos adicionais in vivo de toxicidade aguda e
crbnica, envolvendo diferentes tempos, concentragdes e
modelos experimentais sem tumor;

e Reavaliar o silenciamento génico, sob uma perspectiva
temporal dos efeitos das formulagdes sobre a expressdo
génica e contelido proteico;

e Reanalisar a biodistribuicdo também numa perspectiva de
tempo de acumulag&o e eliminag&o renal;

e Aumentar o universo amostral dos ensaios in vivo com a
formulagdo NP siBCL-XL.
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Abstract

Tumorigenesis is relaed w© an i in of apoptosis. E: ion of the
genes BOL-2 and BCLxL results in the promation of cell survival by inhititing apoptosis. Thus, a
novel approach to suppress antiapoptotic genes is the use of small interfering RNA (siRNA) in cancer
cells. However, there are some limitations for the application of siRNA. such as the need for vectors to
pass the cell membrane and deliver the nucleic acid. In this study CaP-siIRNA-PEG-polyanion hybrid
nanoparticles were developed to promote siRNA. delivery 1o cultured human breast cancer cells (MCF-
T) in order to evaluate whether the silencing of antiapoptotic genes BCL-2 and BCL-xL by siRNA
would increase cancer cell death. After 48 h of incubation the expression of BCL-2 and BCL-xL genes
decreased 10 49% and 23%, respectively. The siRNA sequence used induced cancer cell death at a
concentration of 200 nM siRNA after 72h of incubation. As the targeted proteins are related 1o the
resistance o chemotherapeutic drugs. the nanocarriers systems were also tested in the presence of
doxombicin (DOX). The results showed a significant reduction in the CCs of the DOX, afier silencing
the antiapoptotic genes. In addition, an increase in apopiotic cell counts for both incubations conditions.
was observed as well. Tn conclusion, silencing antinpoptotic genes such as BCL-2 and BCLxL through
the use of siRNA camed by hybrid nanoparticles showed to be effective in vir, and presents a
promising strategy for pre-clinical analysis, especially when combined with DOX against breast cancer.

Keywords: breast cancer, siRNA, nanoparticles, BCL-2, BCL-xL., apoptosis
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Abstract: A Ficus umbellata is used to treat cancer, The present work was therefore designed to
assess antitumor potentials of F. umbellata extracts in nine different cell lines. Cell cycle, apoptosis,
cell migration/invasion, levels of reactive oxygen species (ROS), mitochondrial membrane potential
(MMP), caspases activities as well as Bel-2 and Bel-xL protein content were assessed in MDA-MB-231
cells. The 7,12-dimethylbenz(a)anthracene (DMBA )-induced carcinogenesis in rats were also used to
investigate antitumor potential of F. umbellata extracts. The F. umbellata methanol ex
a CCs of 180 pg/mL in MDA-MB-231 cells after 24 h. It induced apoptosis in MC]
MB-231 cells, while it did not alter their cell cycle phases. Further, it induced a dec

ct exhibited
nd MDA-
> in MMP,

an increase in ROS levels and caspases activities as well as a downregulation in Bel-2 and Bel-xL protein

contents in MDA-MB-231 cells. In vivo, F. umbellata aqueous (200 mg/kg) and methanol (50 mg/kg)
extracts significantly p< 0.001) reduced ovarian tumor incidence (10%), total tumor burden (58% and
46%, respectively), average tumor weight (57.8% and 45.

%, respectively) as compared to DMBA
control group. These results suggest antitumor potential of F. umbellata constituents possibly due to
apoptosis induction mediated through ROS-dependent mitochondrial pathway

Keywords: Ficus umbellata; apoptosis; estrogen-dependent tumors; DMBA; cell invasion

1. Introduction

Cancer is a group of diseases characterized by the unregulated proliferation of abnormal cells
that invade and disrupt surrounding tissues [1]. It is a source of significant morbidity worldwide,
responsible for over 8.2 million deaths per year and a serious public health problem in both developed
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pentenoate hydrobromide through mitotic arrest and extrinsic
apoptotic pathway in leukemia cell lines. Laura Sartori Assuncao, lara
Kretzer, Jelver Alexander Sierra Restrepo, Le6nidas Jodo de Mello
Junior, Misael Ferreira, Macus Mandolesi S4, Tania Beatriz Creczynski-
Pasa.



