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RESUMO

Sistemas nanoestruturados funcionalizados podem ser utilizados para imageamento e
administracdo de farmacos no tratamento de tumores, incluindo o cancer da mama. Estes
sistemas permitem abordagens alternativas mais eficientes apresentando reducéo de efeitos
colaterais sistémicos, e baixo custo frente aos métodos de diagndstico e terapias convencionais.
Nanoparticulas multimodais sdo potenciais ferramentas no diagndéstico e localizacéo de células
tumorais in vivo atuando de forma menos invasiva. As nanoparticulas baseadas em fosfato de
calcio sdo eficientes no carreamento de muitos tipos de marcadores fluorescentes e drogas
antimitoticas. Neste trabalho, foi sintetizado e caracterizado fisico- quimicamente compoésitos
nanoestruturados fosfatados (CNF) funcionalizados com substancias organicas (PEG, acido
hialurénico e rodamina 6G (R6G)), visando a caracterizacdo fisico-quimica de seus efeitos
bioldgicos em células de tumor mamario humano que super expressam 0 gene para o receptor
de &cido hialurénico, CD44 (MCF-7 e MDA-MB-231). Ndo houve reducdo da viabilidade
celular em células MCF-7 e MDA-MB- 231 tratadas com CNF, e CNF funcionalizadas com
PEG, HA e R6G. A internalizacdo de CNF funcionalizada em células MDA-MB-231 foi
quantificada por observacdo em tempo real in vitro, e confirmada por técnicas de microscopia
optica e eletrénica. A distribuicdo intracelular de CNF em células MCF-7 foi detectada no
citoplasma e no nucleo por imagens fluorescentes obtidas em microscopio confocal. A
associagdo de CNF com doxorubicina produziu um “load” de aproximadamente 18% e células
MDA-MB 231 e MCF-7 tratadas com as nanoparticulas resultantes dessa associagéo tiveram
significativa redugdo percentual na viabilidade celular. Estes dados reforcam a utilizagéo
potencial de CNF como uma nanoparticula ndo téxica e de baixo custo para marcacao de células
tumorais CD44 positivas e carreamento de doxirubicina como antimitético. A associacdo de

CNF com doxorubicina é eficiente e reduz a viabilidade de células tumorais in vitro.

Palavras-chave: nanoparticulas, funcionalizagcdo, imageamento, drug delivery, doxorrubicina
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ABSTRACT

Functionalized nanostructured systems can be used for imaging and administering drugs in the
treatment of tumors, including breast cancer. These systems allow for more efficient alternative
approaches presenting reduction of systemic side effects, and low cost compared to
conventional diagnostic methods and therapies. Multimodal nanoparticles are potential tools in
the diagnosis and localization of tumor cells in vivo acting less invasively. Calcium phosphate
based nanoparticles are efficient in carrying many types of fluorescent markers and antimitotic
drugs. In this work, it was synthesized and characterized physicochemically nanostructured
phosphate-based composites (NPC) functionalized with organic substances (PEG, hyaluronic
acid and rhodamine 6G (R6G)), aiming at the physical-chemical characterization of its
biological effects in human mammary tumor cells that Super express the gene for the
hyaluronic acid receptor, CD44 (MCF-7 and MDA-MB-231). There was no reduction of cell
viability in MCF-7 and MDA-MB-231 cells treated with NPC, and NPC functionalized with
PEG, HA and R6G. The internalization of functionalized CFN in MDA- MB-231 cells was
quantified by real-time observation in vitro, and confirmed by optical and electron microscopy
techniques. The intracellular distribution of NPC in MCF-7 cells was detected in the cytoplasm
and in the nucleus by fluorescence images obtained by confocal microscopy. The association
of NPC with doxorubicin produced a load of approximately 18% and MDA-MB 231 and MCF-
7 cells treated with the nanoparticles resulting from this association had a significant percentage
reduction in cell viability. These data reinforce the potential use of NPC as a non-toxic, low-
cost nanoparticle for labeling CD44 positive tumor cells and loading doxirubicin as an
antimitotic. The association of NPC with doxorubicin is efficient and reduces the viability of

tumor cells in vitro.

Key words: nanoparticles, functionalization, imaging, drug delivery, doxorubicin
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INTRODUCAO

1. Cancer de Mama
Para os anos de 2016 e 2017 foram previstos, para o Brasil, 596 mil novos casos de

cancer. Entre os homens séo esperadas 295.200 ocorréncias e entre as mulheres, 300.800. O
nimero de novos casos de cancer de mama estimado para o Brasil em 2016 foi de 57.960, e
exceto pelos tumores de pele ndo melanoma, esse tipo de cancer é o mais frequente nas
mulheres das regides Sudeste, Sul, Centro-Oeste e Nordeste. (Ministério da Saude/INCA,
2016) (llustragéo 1). Dentre os principais tipos de tumores ocorrentes em mulheres, o cancer

de mama é o que possui a maior incidéncia e a maior mortalidade em todo o mundo.

Mulheres

. 57,96 - 91,25

42,56 -57,95

14,93 - 26,52

4

Figura 1: Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia de neoplasia maligna da mama feminina
por 100 mil mulheres, estimadas para o ano de 2016 no Brasil, por unidade de federacdo. Fonte:

http://www.inca.gov.br/estimativa/2016/sintese-de-resultados-comentarios.asp.

Levando em consideragdo a natureza anatbmica da mama feminina. o cancer de mama é
categorizado como uma doenga heterogénea com relacdo a aspectos clinicos e morfol4gicos.
Em 2012, a Organizacdo Mundial De Satide (OMS) publicou a 4* edicao da “Classificagdo para

Tumores de Mama”, que categoriza a doenga em mais de 20 subtipos diferentes. A


http://www.inca.gov.br/estimativa/2016/sintese-de-resultados-comentarios.asp
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maior parte (cerca de 80%) dos tumores mamarios origina-se no epitélio dos ductos
glandulares, sendo denominados: ‘“carcinoma ductal invasivo”. Os demais subtipos de
carcinomas que podem ser diagnosticados sdo: o lobular, o tubular, 0 mucinoso, o medular, o
micropapilar e o papilar (Ministério da Saude/INCA, 2017). Com relagdo aos fatores de risco
que podem levar a ocorréncia de tumores de mama o avanco da idade pode ser citado como o
principal (Altekruse et al., 2016). O historico de saude familiar (Colditz et al., 1996) a
hereditariedade (Colditz et al., 2012; Malone et al., 2011; Cybulski e Jakubowska, 2011), o
consumo de alcool (Hamajima et al., 2002), a densidade do tecido mamaério (Boyd et al., 2009;
McCormack e Dos Santos, 2006), a acdo de hormonios estrogénicos (Kaaks et al., 2005 A e
B), o historico do uso de terapias hormonais (Collaborative Group on Hormonal Factors in
Breast Cancer, 1997), obesidade (Wolin et al., 2010; Morimoto et al., 2002), o historico pessoal
de ocorréncia de tumores mamarios benignos (Goldacre et al., 2010), a raca (Razzaghi et al.,
2012), e a exposicdo das mamas a radiacdo (Andrieu et al., 2006) séo outros fatores de risco do

cancer de mama em mulheres.

Cerca de 85% dos tumores mamarios ocorrentes em mulheres sdo causados por
mutacgdes nos genes BRCAL e BRCA2 (Blackwood e Weber, 1998). Para mulheres portadoras
de mutagdo nos genes BRCAL e BRCA2 o risco estimado de desenvolver cancer de mama € de
40 a 85% (Frank et al., 1998). Entretanto, a pratica de atividade fisica e a alimentacéo saudavel
com a manutencdo do peso corporal estdo associadas a uma diminuigdo de aproximadamente
30% do risco de desenvolver cancer de mama. A mamografia bienal para mulheres entre 50 a
69 anos é a estratégia recomendada pelo Ministério da Saude no Brasil para o diagnostico
precoce do cancer de mama, e para as mulheres consideradas grupo de risco elevado para
desenvolvimento de cancer de mama, recomenda-se o0 acompanhamento clinico
individualizado (Ministério da Saude/INCA, 2017).

Sendo o diagndstico precoce o responsavel por uma boa chance de cura do cancer de
mama, a clinica médica dispde atualmente de multiplas estratégias para a detec¢do de tumores.
A mamografia, nome dado ao exame de raio-x das mamas, detecta anormalidades no tecido
mamario e é amplamente usada como exame de rotina em pacientes assintomaticas. O exame
de ultrassom é indicado quando algum sinal de ocorréncia de tumores foi observado
previamente, e consegue detectar massas solidas no tecido mamario. O imageamento por
ressonancia magnética é recomendado para a complementacdo de diagndsticos inconclusivos
Ou para acessar a extensao das lesfes. Essa técnica submete o tecido mamario a um campo

magnético que gera imagens detalhadas, diferenciando tecidos tumorais dos normais. Em
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alguns casos, para a confirmacao da ocorréncia de um tumor mamario, é necessaria a remogao
de uma quantidade de tecido das mamas para analise em laboratorio (biopsia). A bidpsia pode
ser feita por aspiracdo auxiliada por seringas ou por meio de cirurgia. A escolha dessa técnica
para diagndstico de tumores de mama leva em conta aspectos individuais de cada leséo.
(National Breast Cancer Foundation INC, 2017).

Os tratamentos convencionais para o cancer de mama envolvem cirurgia,
quimioterapia, radioterapia ou hormonioterapia, a depender das condicbes clinicas e
psicologicas das pacientes, bem como do avanco do tumor (Bergmann et al., 2000). Radio,
quimioterapia e cirurgia apresentam desvantagens como: ineficdcia no combate a metéstases e

dano as células saudaveis dos tecidos adjacentes (Boyle & Levin, 2008).

A quimioterapia € um tratamento a base de medicamentos injetaveis com o objetivo de
matar células tumorais in locu ou em outras partes do corpo. O grande inconveniente da
quimioterapia é que a aplicagdo intravenosa de medicamentos tdxicos causa efeitos colaterais
diversos. A quimioterapia pode envolver a aplicacdo de mais de um farmaco combinados, serve
pra tratar tumores em estagios iniciais ou avancados e pode ser indicada antes ou depois da
remoc¢do cirdrgica do tumor (Breastcancer.org, 2017). As principais substancias quimicas
usadas na elaboracdo de quimioterapicos comerciais, com marca registrada, utilizados no
tratamento do cancer de mama incluem paclitaxel, carboplatina, ciclofosfosfamida,
gencitabina, eribulina, ixapebilona, mutamicina, novantrona, vinorelbina, docetaxel,
capecitabina, e também, a doxorubicina. Essas medicaces causam efeitos colaterais sistémicos
conhecidos, e no caso de quimioterapicos a base de doxorubicina os principais efeitos deletérios
em pacientes sdo: baixa contagem de glébulos brancos no sangue, baixa contagem plaquetaria
com alto risco de sangramento, perda de apetite, perda de cabelo, eritrodisestesia palmar-
plantar, mudangas no aspecto e consisténcia das unhas, nausea, vomitos, feridas bucais,

alteracdes no ciclo menstrual, e cardiotoxicidade (Breastcancer.org, 2017).

A administracdo de agentes terapéuticos a sitios tumorais encontra uma série de
problemas, tais como: resisténcia tumoral as drogas causada por barreiras fisiol6gicas em nivel
celular e ndo celular e a biotransformacao e eliminacao dos farmacos do organismo, geralmente
causada pelo baixo peso molecular desses compostos (Brigger et al., 2002). Por conta disso, as
doses administradas, em via sistémica, ao paciente durante o tratamento sdo muito altas o que

aumenta a ocorréncia dos efeitos colaterais ja citados.
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Devido a relevancia do cancer de mama na saude publica mundial, a importancia de um
diagnostico precoce, acurado e ndo invasivo, e a necessidade cada vez mais crescente de se
encontrar terapias que minimizem os efeitos colaterais e aumente a qualidade de vida da
paciente, o cancer de mama é um ponto importantissimo de interesse em muitas pesquisas

médicas atuais em todo o mundo.

2. O papel do acido hialurénico (AH) e do seu receptor (CD44) no cancer
Estrutura e Metabolismo do AH

O AH é uma das moléculas mais abundantes na matriz extracelular (MEC) e pertence a
familia das glicosaminoglicanas. As unidades monoméricas do AH sdo os dissacarideos N-
acetil-D-glicosamina e o0 acido D-glucor6nico, que se ligam por ligagdes do tipo  formando
oligbmeros ou polimeros que podem alcancar de 6 a 8 MDa e um comprimento de 1nm
(Karousou et al., 2016). A molécula de AH, embora seja encontrada predominantemente na
forma secretada, também ocorre dentro de células e associada a membrana celular, onde se liga
ndo covalentemente a glicoproteinas. O AH é amplamente distribuido nos tecidos conjuntivos
de mamiferos na forma de um gel altamente hidratado (Rugheimer et al., 2009), tendo o papel
de promover a migracdo e a proliferacdo celulares, especialmente durante a embriogénese (3).
Existe relacdo direta entre 0 AH e 0 processo de desenvolvimento e progressdo de tumores,
sendo essa molécula importante na proliferacdo celular e na ocorréncia de metastase. Nesse
ambito, o tamanho da molécula de AH influencia a resposta gerada em tumores. O AH de alto
peso molecular (HMWHA) se relaciona com a proliferacdo celular, enquanto a molécula de
baixo peso (LMWHA) modula a angiogénese e eventos pro- inflamatérios (6,7). O tamanho da
molécula de AH depende diretamente das enzimas que se relacionam com o seu metabolismo.
Enzimas que sintetizam o AH séo chamadas hialuronan sintases (HASes), que em mamiferos,
ocorrem nas isoformas HAS1, 2 e 3, enquanto a degradacdo do AH ¢é realizada por 6 tipos de
endoglicosidades (HYALS). A atividade dessas enzimas depende do pH do meio e da possivel

ligacdo com outras moléculas (Karousou et al., 2016).

2.2 O Papel do AH no cancer

Devido as suas func@es relacionadas a migracéo, interacdo, adesdo, comunicacéo, e ao
crescimento celular o AH esta diretamente associado a processos patoldégicos como o cancer.

Varios tipos tumorais produzem quantidades maiores de AH que os tecidos normais ou
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induzem sua producdo através da liberacdo de fatores de crescimento e citocinas (Misra et al.,
2015). O metabolismo do AH pelas enzimas de sintese e degradacdo desencadeia uma série de
eventos relacionados ou independentes que culminam em migracao, invasao, proliferacdo em
células tumorais (Figura 2).
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Figura 2: Visdo geral do regulamento das HASes e interacfes paracrinas entre células tumorais e células
do estroma.

2.3. Aspectos gerais da proteina receptora CD44

As proteinas CD44 participam do reconhecimento de uma variedade de sinais no
microambiente celular, o que as torna reguladoras da adesdo entre células e entre células e a
MEC, com forte papel no controle da proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e sobrevivéncia
celular, tendo a capacidade de se ligar a dominios na MEC, a fatores de crescimento, citocinas,
metaloproteinas, e ao AH. Essas caracteristicas, associadas a ocorréncia de multiplos dominios
intracelulares em CD44 justifica a sua contribuicdo na génese de tumores (Karousou et al.,
2016).

O CD44 é uma glicoproteina transmembrana que atua como receptor endocitico de AH
em queratindcitos, condrocitos e células de tumor mamario humano (Culty et al., 1994; Tammi

et al., 2001). A internalizacdo do AH via endocitose mediada por CD44 requer a
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acilacdo da porcdo citoplasmatica do receptor (Thankamony e Knudson, 2006). A
internalizacdo do AH se da por meio de associacdo do CD44 com balsas lipidicas na membrana
celular, num processo em que o receptor interage com proteinas de endocitose, podendo ser
incorporado de volta & membrana ao final do processo (Skandalis et al., 2010; Eyster et al.,
2011).

A endocitose de AH via receptores CD44 pode ser aplicada em sistemas de “drug-
delivery” para o direcionamento de agentes quimioterapicos (incorporados a nanoparticulas) a
células tumorais, principalmente aquelas que expressam CD44 em niveis aumentados. Assim
sendo, a funcionalizacdo de nanoparticulas (NPs) usando glicosaminoglicanos, especialmente
acido hialurénico (AH) é uma estratégia promissora para aumentar a afinidade de NPs por
células cancerosas. Uma vez que o CD44 é considerado um dos mais amplamente aceitos
marcadores de superficie celular para uma variedade de células cancerosas, incluindo as
linhagens de tumor de mama humano MDA-MB-231 e MCF-7 , a interacdo CD44 e AH pode

ser usada como um alvo potencial para a terapia e diagnostico de cancer.

3.Panorama Geral da Nanotecnologia
A “nanotecnologia”, embora ndo seja um conceito recente, tem ganhado novo destaque

na tltima década. O prefixo “nano” significa “um bilionésimo de metro”, portanto, nos padroes
da ciéncia de materiais, o termo nanotecnologia é usado pra se referir a fabricacdo e o uso de
estruturas diversas em escala nanométrica (de 1 a 1000nm) (International Union of Pure and
Applied Chemistry — IUPAC, 2017). De modo conceitual, a nanotecnologia pode ser definida
como a ciéncia que permite a possibilidade de se trabalhar em nivel molecular, &omo a &tomo
numa combinacdo de materiais bioldgicos e leis da fisica, quimica e genética para o
desenvolvimento de estruturas sintéticas de propor¢des métricas muito reduzidas (McNeil,
2005; Fortina et al, 2005).

As pesquisas atuais envolvendo a nanotecnologia tém permitido o desenvolvimento de
sistemas altamente funcionais cuja aplicacdo no tratamento de doencas é denominada
“Nanomedicina” pelo National Institutes of Health, dos Estados Unidos (Yiyao et al., 2007).
Os principais esforcos das pesquisas em nanomedicina concentram-se no desenvolvimento de
sistemas de administragdo de agentes terapéuticos e diagnosticos (“drug-delivery” e
imageamento) (Moghimi et al., 2005). Os avancos nessa area tem sido promissores, uma vez
que sistemas nanoestruturados possuem caracteristicas bioldgicas Unicas que permitem superar

os inconvenientes dos métodos de diagndstico e administracdo de farmacos no



26

tratamento de diversas doengas (Koo et al., 2005). Nanoparticulas de natureza diversa como,
quantum dots, NPs de silica, dendrimeros, micelas, conjugados moleculares, lipossomas,
microbolhas de ultrassom e nanotubos de carbono tem sido amplamente utilizadas como
potenciais agentes de entrega de farmacos e imageamento em diversas doengas (Yiyao et al.,
2007). [Esses nanomateriais apresentam vantagens como: estabilidade bioldgica,
biocompatibilidade, podem ser administradas por rotas variadas e sdo capazes de incorporar
um namero consideravel de moléculas diferentes (Del Burgo, et al., 2013). Um resumo das

aplicacdes da nanomedicina € mostrado na Figura 3.
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Figura 3: AplicacGes e areas de interesse da pesquisa em nanomedicina. Adaptado de Yiyao et al., 2007.

4. Uso de NPs no tratamento e diagnostico de cancer

Uma estratégia proposta a fim contornar problemas decorrentes da administragéo e
entrega de farmacos a sitios tumorais é a associacdo de drogas antimitdticas a nanoparticulas.
O objetivo dessa associacdo € superar as barreiras celulares e ndo celulares causadoras da
resisténcia tumoral a medicacdo e aumentar a seletividade das drogas por células tumorais,
diminuindo assim os efeitos colaterais dos tratamentos. NPs, usadas em sistemas poliméricos
de drug-delivery, podem ser o que chamamos de “nano esferas” nas quais a droga fica dispersa
em toda a NP ou “nano capsulas” onde o farmaco permanece encapsulado em uma matriz
aquosa ou oleosa, cercada por uma membrana polimérica (Brigger et al., 2002). A associacao
de drogas anti-tumorais ou marcadores tumorais a nanoparticulas também é vantajosa porque
promove 0 aumento do acumulo dessas substancias na vasculatura tumoral e posteriormente
no tumor, um fendémeno conhecido como Efeito de Permeabilidade e Retengdo Aumentada (do
inglés, EPR) (Matsmura e Maeda, 1986) (Figura 4).
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Figura 4: Esquema representando o Efeito de Permeabilidade e Reten¢do Aumentada (EPR) observado em
tumores. O endotélio tumoral possui células morfologicamente alteradas o que produz espagos inter-
celulares maiores, em comparagdo com o endotélio normal. Esse efeito, associado ao tamanho reduzido de
nanoparticulas, e & auséncia de vasos linfaticos tumorais, permite que elas atravessem esses capilares
tumorais, se acumulem e permane¢am retidas no ambiente tumoral, posteriormente alcangem as células

cancerosas. Adaptado de Brigger et al., 2012.

Um grande desafio na pesquisa oncoldgica é a deteccdo precoce de tumores, 0 que
motiva 0 uso de agentes de contraste, tais como marcadores de imagem que podem ser
especificos para tipos de células (Bornhop, et al., 2001), como as de tumor mamario.
(Morawski, et al., 2005; Lin, et al., 2005). As plataformas de monitoramento ou diagndstico
devem envolver um fluoréforo que: retenha seu estado de dispersdo em solugdes ou ambientes
fisioldgicos, tenha intensidade de sinal prolongada, seja capaz de se acumular em regides de

interesse e ser eficientemente eliminado do corpo apés o uso (Rao, et al., 2007).

O uso de nanoparticulas como ferramenta de marcacao e deteccao de tumores constitui
uma alternativa promissora em relacdo aos métodos usados atualmente, uma vez que esses
materiais, quando associados com marcadores fluorescentes, protegem essas moléculas da
degradacdo e as tornam mais estaveis, em comparacdo com sua forma livre, aumentando a

precisdo das andlises de interesse (Brigger, et al., 2002).
Nanoparticulas no imageamento de tumores

Nesse cenario, a nanotecnologia trouxe ao imageamento de tumores a possibilidade de
melhora no rendimento das moléculas marcadoras in vivo (Rao, et al., 2007) Além disso,
nanoparticulas marcadoras podem ser usados para a deteccdo quantitativa e qualitativa de

celulas tumorais in vitro, com mais eficiéncia (Iréne, et al., 2002). Seguindo essa proposta,
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Gulyaev e colaboradores (1999), utilizaram nanoesferas de poli-estireno fluorescentes
revestidas com estreptavidina, denominadas Fluospheres® (fluorescéncia verde) e
TransFluospheres® (fluorescéncia vermelha) em citometria de fluxo para detectar o receptor
do fator de crescimento epidérmico (EGFR) em células de carcinoma epidermoide humano
(A431), in vitro, onde a encapsulacdo do marcador fluorescente produziu nanoparticulas
hibridas mais fluorescentes do que conjugados simples de corantes Unicos. Podemos encontrar
ainda uma vasta gama de nanoparticulas usadas no imageamento do cancer in vitro e in vivo
(Dhruba et al., 2010). O quantun dot, um nanocristal de semicondutores, funciona como uma
sonda de luminescéncia com potencial em aplicacdes bioldgicas. A principal tarefa associada
aos quantun dots é a obtencao de uma formulagéo ndo toxica, biodegradavel e estavel, uma vez
que a fluorescéncia comeca a ser perdida em solugdes aquosas, e pela ocorréncia de um grande
potencial toxico associado a quantun dots devido a sua associa¢do com metais pesados (Dhruba
et al., 2010). Nanoparticulas também tém sido utilizados para melhorar o imageamento e o
diagndstico de tumores também por Ressonéancia Magnética (MRI) (Sun et al., 2008; Shubayev

et al., 2009; Veiseh et al., 2010). Nanoparticulas de 6xido de ferro pod

em facilitar o monitoramento de tumores em tempo real, podendo ser usadas como
agentes de contraste para MRI (Josephson et al., 1988). No entanto, nanoparticulas de éxido de
ferro tém baixa eficiéncia em alcancar grandes profundidades teciduais, o que limita seu uso
(Dhruba et al., 2010). Outra abordagem possivel é o uso de nanoparticulas incorporadas ao
gadolinio (Gd), onde, por exemplo, a incorporacdo de Gd em nanoparticulas de quitosana
aumenta seu tempo de retencdo no tecido tumoral in vivo (Tokumitsu, et al., 1999). A
Tomografia por Emissédo de Positrons (PET) é uma das ferramentas de imageamento médico
mais utilizadas, especialmente devido a sua natureza nao invasiva (Dhruba et al., 2010). Desta
forma, as nanoparticulas marcadas podem aumentar a sensibilidade da PET, utilizando

(Ghanem et al., 1993) fluoroforos e isotopos radioativos, (Nahrendorf et al., 2010) por exemplo.

Devido a essas multiplas possibilidades, as nanoparticulas tem sido associadas ao
conceito de “transporte multimodal”. Imageamento por diferentes ferramentas tais como a
microscopia de fluorescéncia, o PETSCAN, a NMRI (Nuclear Magnetic Resonance Imaging)
entre outras, com o uso de nanoparticulas, tem agregado informag6es na pesquisa do cancer,
devido a melhora proporcionada no diagnostico e localizagcdo de células cancerosas em

modelos animais (Tabackovic et al, 2012).
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Nanoparticulas como sistema de “drug-delivery”

Nanoparticulas usadas como sistemas de “drug-delivery” para agentes terap€uticos no
tratamento do cancer de mama tém sido alvo de estudos recentes (Lee et al, 2014; Shen et al,
2015; Wang et al, 2015; Zhong et al, 2015). Cheng e colaboradores (2007) usou cisplatina pura
(CDDP) associada a uma nanoparticula de fosfato de calcio e avaliou seu efeito em células de
tumor ovariano humano. A associacdo de nanoparticulas a drogas antimitoticas é uma
alternativa promissora no que diz respeito a diminuicdo dos efeitos colaterais sistémicos da
quimioterapia e ao aumento da eficacia dos tratamentos (Bae et al, 2011). A doxorubicina
(DOX) em baixas concentracfes (0,25 a 2ug/mL) carreada por nanoparticulas funcionalizadas
com &cido hialurdnico foi mais eficiente na reducédo da viabilidade celular em MCF7 e MDA -
MB-231 que a droga livre, nas mesmas concentragdes (Wang et al., 2015). Seguindo essa linha,
nanoparticulas lipidicas solidas, funcionalizadas com acido hialurénico, foram eficientes na
entrega de paclitaxel em células de melanoma humano e reduziram a viabilidade de modo mais

eficaz que a droga livre (Shen et al., 2015).

Outra caracteristica desejavel atribuida a nanoparticulas é a ampla possibilidade de
modificacdo de suas superficies, num processo conhecido funcionalizacdo (Dhruba e Shaker,
2010). Isso é extremamente vantajoso na terapia tumoral ja que para ser usada como agente
terapéutico ou de deteccdo de tumores, uma nanoparticula precisa conter, associado a sua
matriz, um ligante com afinidade para um ou mais receptores caracteristicos ou com expressao
aumentada em células cancerosas. Nanoparticulas também necessitam de estabilidade coloidal
in vitro e uma camada estabilizadora pode ser formada pela incorporacdo de uma camada
polimérica hidrofilica. O poli-etileno-glicol (PEG) é o material mais comum usado para este
propdsito (Wang et al., 2010). O PEG é uma boa escolha para funcionalizacdo devido a sua
hidrofilicidade e flexibilidade (Bergstrom et al., 1994). Para abordagens in vivo o PEG aumenta
a circulacao de nanoparticulas na circulagdo sanguinea evitando a sua interacdo com proteinas

plasmaéticas e células mononucleares do sistema fagocitério (Allen et al., 2002).
Funcionalizagdo de nanoparticulas para tratamento de cancer (targeting)

Ao interagir com as células, nanoparticulas tendem realizar interacGes ndo-especificas
com a superficie celular. Deste modo, a adi¢cdo de um ligante de direcionamento é necessaria
para aumentar a afinidade celular e a internalizacio de NPs através da endocitose mediada. E

importante, também, diferenciar as células e os tecidos saudaveis das células cancerosas,
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assim os ligantes de direcionamento devem ter especificidade para os receptores com expressao
aumentada em celulas cancerosas, e minimamente ou normalmente expressos em células
saudaveis. Um ligante ideal deve possuir elevada afinidade para os seus receptores e ter a

capacidade de induzir a endocitose mediada pelo receptor (Wang et al., 2010).

A funcionalizacdo de nanoparticulas com o objetivo de aumentar sua afinidade por
células tumorais envolve alguns tipos de moléculas bioldgicas. Podemos destacar anticorpos
como EGal, TRC105, DI17E6 ligados a micelas poliméricas, micelas e nanoparticulas de
albumina de soro humano, respectivamente, para administracdo de doxorubicina. A utilizacao
de peptideos ou proteinas é comum. O peptideo ciclico de arginina-glicina-acido aspartico-D-
tirosina-lisina (C (RGDyK)), é associado nanoparticulas de poli (acido lactico) (PLA) para
entrega de paclitaxel e doxorubicina. Os lipidios, assim como os antagonistas do receptor da
integrina, participam do direcionamento de nanoparticulas a vasculatura tumoral (Hood, 2002)
e aptdmeros como AS1411, que se liga a nucleolina e foi usado para funcionalizar
nanoparticulas de acido poli (&cido lactico-co-glicélico) (PLGA) para administracdo de

paclitaxel a células tumorais (Guo, 2011).

5. Aspectos gerais da doxorubicina (DOX)
A doxorubicina (C27H30CINO11, de peso molecular 579,99 g/mol), é uma base fraca

anfipéatica altamente hidrofilica (solubilidade em agua 10 mg por 1 mL) derivada de bactérias
do género Streptomyces (Mosafer et al., 2017). Nos anos 1960, foi isolada uma nova cepa de
Streptomyces peucetius capaz de sintetizar um pigmento vermelho a partir do qual se produziu
um antibiético com boa atividade antitumoral. O novo composto, de nome daunorubicina foi
eficaz no tratamento de linfoma e leucemia, porém em 1967 foi provado que a daunorubicina
causava efeitos cardiotdxicos fatais. Modificagdes genéticas em Streptomyces spp. levaram a
producdo de um novo composto, a adriamicina, posteriormente chamada doxorubicina. A
manipulacdo desses compostos abriu 0 caminho para inimeras pesquisas subsequentes e
atualmente, existem cerca de 2000 analogos a doxorubicina conhecidos. (Rivankar, 2010). Os
antibidticos do tipo antraciclina tém uma estrutura anelar tetra ciclica associada a um agucar
incomum, o daunosamina. Agentes citotoxicos desta classe contendo quinona e hidroquinona

em anéis adjacentes possuem capacidade de ganho e perda de elétrons.
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Apesar de apresentarem diferencas acentuadas no uso clinico, os analogos a
doxorrubicina diferem em suas estruturas quimicas em um Unico grupo hidroxil no carbono 14
(Figura 5).

Figura 5: Féormula estrutural da doxorubicina. Fonte: www.medicalook.com/reviews/Doxorubicin.html

O uso terapéutico da doxorubicina deve considerar aspectos do farmaco, como por
exemplo, o fato de que a droga ndo é absorvida no trato gastrointestinal e por ser extremamente
irritante aos tecidos deve ser administrada via intravenosa. A meia vida da doxorubicina no
sangue € de 12 a 18 horas e a distribuicdo em compartimentos extra vasculares é ampla e rapida.
Sua taxa de ligagdo a proteinas plasmaéticas € de 75%, embora a doxorubicina ndo seja capaz
de transpor a barreira hematoencefalica. O metabolismo da doxorubicina acontece no figado
produzindo como metabdlito principal o 13-OH- doxorubicinol, que também possui certo nivel
de atividade antitumoral, produzido pela enzima aldo-keto redutase. A depuracdo da DOX no
plasma é de 324 a 809 ml/min e sua excre¢do ocorre pelas vias biliar e fecal. (Kumar et al.,
2014).

Em nivel celular, a doxorubicina interage com o DNA por intercalacdo bloqueando a
sintese de macromoléculas. Sequencialmente, inibe a acdo da topoisomerase Il
(comprometendo o processo de transcricdo) e causa uma quebra na dupla-fita impedindo a
duplicagdo do material genético. Adicionalmente, a doxorubicina tem a habilidade promover a
geracdo de radicais livres que causam danos ao DNA e as membranas celulares (Rivankar,
2010). A capacidade de promover eventos citotoxicos e consequente morte celular tem sido a
razdo do uso da doxorubicina como agente terapéutico no tratamento de patologias
hematolégicas, sarcomas e carcinomas (Mosafer et al., 2017). A doxorubicina é comumente
usada no tratamento de tumores de bexiga, mama, estdmago, pulméo, ovarios, tiredide,

mieloma multiplo e linfoma de Hodgkin.


http://www.medicalook.com/reviews/Doxorubicin.html
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Os tratamentos de tumores baseados na doxorubicina, de modo geral podem incluir:
adriamicina, ciclofosfamida, taxotere, adriamicina, bleomicina, vimblastina, dacarbazina,
bleomicina, vincristina, procarbazina e prednisona, ciclofosfamida, e 5-fluorouracilo. A
dosagem de doxorubicina, e compostos anélogos, geralmente usada na quimioterapia de
pacientes com cancer de mama é de 90mg/m? de superficie corporal (Lankelma et al., 1999) e
os efeitos colaterais decorrentes da toxicidade sistémica desses compostos sao bem conhecidos
e limitam seu uso. S&o relatados casos de cardio, mielo, e nefrotoxicidade e de geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (Teymouri et al., 2015). Uma alternativa que vem sendo
amplamente explorada para minimizar os efeitos colaterais da doxorubicina € a sua associagdo
com carreadores nanométricos que promovem uma mudanca na distribuicdo farmacoldgica da

droga reduzindo os niveis de acumulacdo no coracao, e por consequéncia, a cardiotoxicidade.

A associacdo de doxorubicina com nanoparticulas envolve materiais de natureza
lipidica sélida (Oliveira et al., 2016), lipossomas (Rivankar, 2010), nanoparticulas inorgénicas
de silica, (Jing et al., 2016; Wang et al., 2015), hidroxiapatita (Victor et al., 2014) e fosfato de
calcio (Liang et al., 2012) Os resultados obtidos mostram ampla acumulagdo em sitios tumorais
com acentuada eficiéncia terapéutica. Sendo a doxorubicina um composto de toxicidade
elevada, é de grande interesse médico e farmacoldgico o desenvolvimento de métodos que
possibilitem a criacdo de sistemas menos agressivos as células saudaveis e ao mesmo tempo

eficazes no tratamento de tumores.
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I1.L.JUSTIFICATIVA
Ensaios preliminares conduzidos em nosso laboratorio (LIQBRA) permitiram a sintese

de compdsitos nanoestruturados fosfatados (CNF) de baixo custo e facil manuseio. A
caracterizacao fisico-quimica do material sugeriu a possibilidade de sua funcionalizacéo, via
auto-arranjo (“self-assembly”) com substancias organicas de interesse, como o acido
hialurénico (AH), o PEG e o fluorocromo Rodamina 6G (R6G). Dessa forma, 0os compositos
usados no presente trabalho, constituem potenciais plataformas multimodais para a detecgéo e
marcacgdo de células tumorais in vitro. A associacdo do referido material com a doxorubicina
(DOX), um quimioterapico de atividade conhecida, pode apresentar-se como proposta eficiente
para 0 desenvolvimento de um protocolo terapéutico com vantagens sobre os métodos

atualmente aplicados.
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I11. OBJETIVOS
1.0Objetivo Geral

Avaliar o uso e o efeito bioldgico de compdsitos nanoestruturados fosfatados (CNFs)
como matriz multifuncional para diagnostico e tratamento de células de tumores mamarios

humanos in vitro.
2.0bjetivos Especificos

Caracterizar fisico-quimica e morfologicamente CNFs, através da determinacdo do
potencial zeta e do uso de técnicas de difracdo de raio-x, microanalise de raio-X, e microscopia

eletrénica de varredura.

Funcionalizar CNFs com &cido hialurénico (AH) e poli-etilenoglicol (PEG) obtendo de

um composito nanoestruturado fosfatado funcionalizado (CNFF).

Caracterizar opticamente solucdes aquosas de CNF e CNFF obtendo-se o espectro de

absorbancia desses compdsitos nos comprimentos de onda de 200 a 1000nm.

Associar CNFF ao fluorocromo rodamina 6G (R6G) obtendo-se um composito

nanoestruturado fosfatado funcionalizado e fluorescente (CNFFF).

Caracterizar opticamente CNFFF obtendo-se o espectro de absorbancia desse

composito nos comprimentos de onda de 200 a 1000nm.

Verificar a expresséo do receptor para acido hialurénico (CD44) em células de tumor

mamario humano (MCF-7 e MDA-MB231) através da técnica de imunohistoquimica.

Avaliar o efeito citotoxico de CNF, CNFF e CNFFF em células de tumor mamario
humano CD44* (MCF-7 e MDA-MB-231).

Verificar a internalizacdo de CNFFF em células MCF-7 e MDA-MB-231, através do
uso de microscopia confocal, microscopia ética com observacdo em tempo real, microscopia

eletrénica de varredura e microandlise de raio-x.

Associar de CNF com o antimitotico doxorubicina e obtencdo de um nanocomposito

nanoestruturado fosfatado associado & doxorubicina (CNFF-DOX).
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Quantificar a porcentagem de ligacdo da doxorubicina a CNFF através de elaboragao
de curva padrdo e obtencdo de equacdo fornecendo valores de concentracdo em funcéo da

absorbancia.

Avaliar o efeito citotéxico de CNFF-DOX, e da doxorubicina livre, em células de tumor

mamario humano CD44*.
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IV.METODOLOGIA
1.Sintese de Compostos Nanoestruturados Fosfatados (CNF)

Os compositos nanoestruturados fosfatados (CNF) foram sintetizados no Laboratério
do Estudo da Interacdo Fisico-Quimica e Reproducdo Animal, no Departamento de
Morfologia, ICB-UFMG, em meio liquido com pH controlado, utilizando-se solu¢des contendo
sais fosfatados e anions de reconhecida atividade bioldgica associados a modificadores do
estado cristalino (NasP20710H20 - Cromoline; CaCl22H20 - Cromoline; KSb(OH)s — Sigma;
MgCI26H20 - Synth), em um sistema de membranas semipermeaveis (Spectrum Medical
Industries, Inc). As condi¢cdes experimentais e metodoldgicas constam em pedido de patente e
encontram-se protegidas nos depositos registrados sob os nimeros BR 10 2012032493-8, BR
10 2013032731-0 e BR 13 2015031111-6.

Posteriormente a sintese, os CNFs foram isolados por centrifugacdo a 3500 rpm por 10
minutos, descartando-se o sobrenadante. Os precipitados resultantes foram lavados trés vezes
com etanol absoluto (Merck) e apds nova série de centrifugacéo, secos em estufa a 60° C por
48 horas. Aliquotas de 1 mg de CNF foram inseridas em microtubos c6nicos de polipropileno
(Eppendorf) e esterilizadas por irradiacdo gama, na dose de 25 kGy, no Laboratério de
Irradiagdo Gama - LIG, CDTN-UFMG.

Para as andlises subsequentes, solugdes estoque de 1 mg de CNF foram eluidas em dgua
milli-Q ou meio de cultura Dulbecco’'s Modified Eagle's Medium (DMEM) suplementado com

10% de soro fetal bovino (SFB), imediatamente antes da utilizag&o.

2.0btencéo de compostos nanoestruturados fosfatados funcionalizados (CNFF)
Suspensdes aquosas de CNF (1mg/mL) homogeneizadas em vértex por 5 minutos

receberam 3pL de Acido Hialurénico (9,71mg/mL) (Galena Quimica e Farmacéutica LDTA).
Apds nova homogeneizacao a solucao resultante recebeu 3uL de polietileno-glicol (PEG 400
- Synth), em temperatura ambiente. Todas as analises envolvendo CNFFs foram realizadas

apos o tempo minimo de 15 minutos e em, no maximo, 24 horas apos a funcionalizacéo.
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3.0Obtencéo de compostos nanoestruturados fosfatados funcionalizados fluorescentes
(CNFFF)
A uma suspensdo de CNFF (1mg/mL) foram adicionados 20pL de rodamina 6G

(Sigma- Aldrich) (ImM) com posterior agitacdo em vortex por 5 minutos. As amostras obtidas
foram lavadas quatro vezes para remocdo do excesso de fluorocromo antes de cada
procedimento realizado, e utilizadas apds 0 minimo de 15 minutos e em no maximo 24 horas

apos a sua obtencéo.

4.Caracterizacdo de CNF, CNFF e CNFFF

Obtencéo do Potencial Zeta de CNF e CNFF

Para obtencéo do potencial zeta de CNF e CNFF foi utilizado o equipamento Zetasizer
Nano Series (Malvern), do Laboratorio de Biofisica Molecular, ICB-UFMG. Um volume de
200puL de solucédo estoque de CNF e CNFF (1mg/mL em agua mili-Q) foi adicionado a 2mL
de &gua destilada. As suspensdes resultantes foram inseridas nas cubetas do equipamento e as

leituras efetuadas e registradas ap6s a homogeneizacao e estabilizagdo das amostras.
Distribuicdo de diametro, morfologia e composi¢cao elementar de CNF e CNFF

Aliquotas de 10pL de solugdo estoque de CNF e CNFF (1mg/mL em agua mili-Q)
foram depositadas sobre laminula de carbono (Termanox®), secas ao ar, metalizadas no vacuo
a 10° mBar, com carbono no evaporador Hitachi modelo HUS4G. As amostras processadas
foram entdo analisadas nos microscopios de varredura FEG Quanta 200 (FEI) e JEOL JSEM
6340 no Centro de Microscopia Eletronica da UFMG, onde foram adquiridas as imagens por
elétrons secundarios, utilizando-se aumentos variando entre 5.000 e 50.000x. Os didmetros de
CNF foram obtidos através da técnica de morfometria realizada no programa ImagePro Plus

4.0. As distribuicdes de diametro foram geradas no programa GraphPad Prism 5.0.

Espectros de energia de raio-X dispersiva foram obtidos no microscépio eletrénico FEG
Quanta 200 (FEI) operando a 15KeV, sendo os elementos quimicos ocorrentes nas amostras

identificados através de seus picos caracteristicos.
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Obtencéo do padréo de cristalinidade de CNF

Aliguotas de 3mg de CNF foram previamente secas e entdo depositadas sobre suportes
de silicio do Difratrdmetro de Policristais (Geigerflex-RIGAKU), composto por bomba de Cu,
com angulo de leitura de 26 a aproximadamente 70 graus, com passo de 0,1° e tempo de
acumulacdo medio de 1 hora. As contagens e analises foram realizadas no Laboratorio de
Cristalografia, do Departamento de Fisicada UFMG. Foram obtidos os difratogramas contendo
a distribuicdo de intensidade do feixe difratado pelos diferentes planos cristalinos ou o padrao
amorfo de CNF, da hidroxiapatita (essencialmente cristalina) e do porta amostras do

equipamento, de natureza amorfa.
Obtencéo do espectro de absorbancia de CNF

Aliquotas de CNF (5pg/mL e 250ug/mL em agua mili-Q) foram adicionadas a pogos
de uma placa de 96 pocos, e o volume final elevado a 100uL. As amostras foram lidas em
aparelho Varioskan Flash Multireader (Thermo) para medicdo de absorbancia entre os

comprimentos de onda de 200 a 1000nm.
Obtencéo do espectro de absorbancia de CNFF

Aliguotas (150pL) de CNFF (750ug/mL em agua mili-Q) receberam 25uL de &cido
hialurénico (9,71mg/mL) e 3uL de PEG 400. A mistura resultante foi adicionada a uma placa
de 96 pocos com volumes elevados a 200uL, com agua milli-Q. Amostras controle foram
preparadas com de agua mili-Q, acido hialurénico (0,24mg/mL), PEG 400 (15,03uL/mL), CNF
(Img/mL) e CNF associada somente a PEG 400. Todas as aliquotas tiveram seus valores de
absorbéancia lidos entre os comprimentos de onda de 200 a 1000nm no aparelho Varioskan
Multi Reader (Thermo).

Avaliacdo das propriedades Opticas de CNFFF

Aliquotas de 200uL de CNF (Img/mL em agua mili-Q) receberam 20uL de rodamina
6G (1,0mM). Ao sistema resultante, foram adicionados, sequencialmente, 25uL de &cido
hialurénico (9,71mg/mL) e 3uL de PEG 400. Apos cinco minutos de agitacdo em vortex, as
amostras foram centrifugadas por um minuto a 5000 rpm, foi retirado o sobrenadante (S1), e
os precipitados resultantes eluidos em 200uL de agua milli-Q. Esse processo foi repetido quatro
vezes sendo os precipitados eluidos no mesmo volume de agua mili-Q ap6s a ultima

centrifugacdo. Cada um dos sobrenadantes obtidos apos as quatro lavagens (S1, S2, S3 e S4),
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bem como o precipitado obtido, ou amostra final, tiveram 0s seus espectros de absorbancia
adquiridos entre os comprimentos de onda de 200 a 1000nm com a utilizagdo do aparelho
Varioskan Multi Reader (Thermo), em placa de 96 pocos. Os dados foram plotados utilizando-
se 0 valor de absorbancia obtido para todas as amostras em 540 nm, valor maximo de

absorbancia do fluorocromo, utilizando o programa Origin Pro 8®.
5. Ensaios Biologicos

Culturas Celulares

Células de tumor mamario humano das linhagens MCF7 e MDA-MB-231 foram
mantidas em atmosfera umidificada com 5% de CO2 a 37°C usando meio de cultura DMEM
(Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de FBS (Cripion Biotecnologia LTDA), bicarbonato
de sodio a 5mM (Cinética Quimica LTDA), penicilina (100 U/mL), estreptomicina
(0,2mg/mL), anfotericina B (0,25mg/mL) (Sigma-Aldrich) e gentamicina (60mg/mL)
(Schering Plough). Antes dos ensaios, as trocas de meio de cultura foram realizadas a intervalo

de 48 horas durante o periodo de expansao das células.

Deteccdo da expressdo de CD44 em células de tumor mamario humano MDA-MB 231 e

MC?7 via imunofluorescéncia

Células de tumor mamaério humano das linhagens MDA-MB 231 e MCF-7 foram
plaqueadas em placas de 48 pocos, na densidade de 2.10* e 4.10%, baseadas na capacidade de
crescimento de cada linhagem, respectivamente. Apds periodo de expansdo de 48 horas, as
celulas foram lavadas duas vezes em PBS (0,15M), fixadas em paraformaldeido (3,7%) por 20
minutos, novamente lavadas em PBS por duas vezes, e permeabilizadas com Triton X100
(0,2%) por 10 minutos. Apos serem lavadas com PBS por 3 vezes, as células foram colocadas
em solucdo de bloqueio (PBS + BSA 1%) por 30 minutos e incubadas com o anticorpo primario
anti CD44 ab41478 rabbit policlonal (na concentracdo de 1:250), também em solugdo de

bloqueio por 24 horas.

A incubacdo com anticorpo secundario anti rabbit marcado com Alexa555 (na
concentracdo de 1:500), em solucdo de bloqueio, durou 1 hora e ao final desse periodo as
celulas foram lavadas trés vezes com PBS por 5 minutos. A marcagdo nuclear foi feita com

Dapi Blue (1pg/mL, diluido em solucdo de bloqueio) por 1 hora a temperatura ambiente.

Ao final dos procedimentos de marcagdo, as preparacdes foram observadas em

microscopio de fluorescéncia invertido OLYMPUS 1X70 utilizando-se a objetiva de 20X.
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Avaliacéo da viabilidade de células de tumor mamario humano expostas a CNF, CNFF e
CNFFF

A viabilidade das linhagens MCF7 e MDA-MB 231 ndo tratadas, desafiadas com CNF,
CNFF, CNFFF e com rodamina 6G foram avaliadas ap0s 24 horas de exposicdo aos
tratamentos, por meio do ensaio que utiliza o 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-diphenil tetrazélio
brometo, ou MTT. (Cat. M-6494; Invitrogen). A reacdo induzida se baseia na redugéo do sal
tretrazolio em cristais de formazan pela enzima desidrogenase, que € ativa apenas em

mitocondrias de células viaveis.

Para isso 1.10° células foram semeadas em placas de 48 pogos, com um volume final
de 400pL de meio DMEM (suplementado com 10% de SFB) por poco. Os tratamentos,
realizados em triplicata foram: CNF, CNFF, CNFFF a 1,0; 5,0 e 25,0pg/mL e rodamina 6G a
1,0; 5,0; e 25,0uM. As amostras controle ndo receberam nenhum tratamento. Todos o0s
tratamentos foram realizados em triplicata. Ap6s 24 horas de exposicao, a viabilidade celular
foi avaliada através do ensaio que utiliza o 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-diphenil tetrazélio
brometo, ou MTT (Cat. M-6494; Invitrogen), e que se baseia na a reducédo do sal tretrazélio em
cristais de formazan pela enzima desidrogenase, ativa apenas em mitocdndrias de células
viaveis. Apos o periodo de tratamento, o meio de cultura foi removido e foram adicionados 130
pL de meio novo e 100pL de MTT em cada pogo. As amostras foram mantidas em estufa de
CO2 por mais duas horas. Ao término desse intervalo, adicionou-se 130uL de SDS 10% HCI
e apds 18 horas de incubagdo as absorbancias das amostras e de uma mistura de MTT e meio
de cultura (branco) foram obtidas em leitor de ELISA utilizando comprimento de onda de
595nm. Apos descontar o valor de absorbancia obtido para a amostra do branco de cada valor
experimental obtido, os graficos de porcentagem de viabilidade celular foram plotados no

programa GraphPadPrism®.

Verificagdo da internalizacdo de CNFFF em células de tumor mamario humano através

de observacdo em tempo real “time-lapse”.

Células das linhagens MDA-MB 231 mantidas em cultivo sob as condigdes ja descritas
foram plaqueadas em dishs plasticos estéreis de 25mm de diametro, com laminula de vidro no
fundo, a densidade de 1. 10° células em 1mL de DMEM (10% de soro fetal bovino). Apos o
periodo de incubacéo de 24 horas as células foram tratadas com 25ug/mL de CNFFF (preparada
segundo protocolo ja descrito) e 50M de rodamina 6G livre. Amostras controle ndo receberam

tratamentos.
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Para a aquisi¢do das imagens em tempo real foi utilizado aparelho BioStation IMq
(NIKON, Téquio, Japao) que inclui um microscopio invertido motorizado e uma camera CCD
resfriada de alta sensibilidade em um sistema integrado. As células permaneceram mantidas na
camara incubadora do aparelho com atmosfera (5% de CO,) e temperatura (37°C) controladas.
Apds a aplicacdo dos tratamentos as amostras foram observadas por 30 minutos, obtendo-se
um total de 30 imagens (uma foto por minuto), com 4 campos cada uma. As imagens foram
analisadas no programa Image Pro Plus ® e os gréaficos (unidades arbitrarias de fluorescéncia

em funcédo do tempo) plotados no GraphPad Prism® .

Verificacdo da internalizacdo e localizacdo intracelular de CNFFF em células de tumor

mamario humano através de microscopia confocal

Células da linhagem MCF7 foram plaqueadas a densidade de 2,5x10* em laminulas de
vidro estéreis depositadas no fundo de pocos de uma placa de 48 pogos. Ao fim de 24 horas de
incubacdo as células foram tratadas com 60ug/mL de CNFF associada ao fluorocromo
rodamina 6G (CNFFF) durante periodos de 10 e 20 minutos. Ao final dos tempos de interacéo,
0 meio de cultura foi removido e as células fixadas em paraformaldeido (4%) por cinco
minutos. Apds a remocdo do fixador, lavagens em tampdo fosfato salino (10X) e
permeabilizacdo com Triton X-100 (0,2%) por 5 minutos, as células foram incubadas com
30pL de Faloidina 488 (Sigma Aldrich) (PBS-BSA 1:40) por 1 hora. Apds nova lavagem,
foram incubadas com 30uL de Dapi Blue (Sigma Aldrich) (PBS-BSA 1:1000) por 1 minuto.
Todo o procedimento foi realizadona auséncia de luz.

As laminulas foram aderidas em lamina de vidro com meio de montagem adequado
para a preservacdo da fluorescéncia (Fluoroshield® com PPD (p-fenilenediamina; 1,4-
fenilenediamina), (Sigma-Aldrich) e observadas em microscépio confocal (Nikon Eclipse Ti)
para aquisicao de imagens com aumentos de 40X. As imagens foram processadas no programa

Image J.

Verificacdo da internalizacdo de CNFFF em células de tumor mamario humano através
de analises de ultra-estrutura por microscopia eletronica de varredura e de composi¢ao

elementar por microanalise de raio-x

Para a determinacéo da possivel internalizacdo de CNFFF, células MCF-7 e MDA- MB-
232 foram cultivadas sobre laminulas de vidro na densidade de 1x10° células por 1 mL em

DMEM suplementado com 10% de SFB. Apds um periodo de 24 horas para aderéncia e
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expansdo em estufa com atmosfera (5% de CO3) e temperatura (37°C) controladas, as células
foram desafiadas com CNFFF (25ug/mL) durante 24 horas. Apos o tratamento, as amostras
foram lavadas 3 vezes em PBS para remocdo do meio de cultura. As laminulas de vidro
foram entdo secas ao ar, montadas com fita dupla de carbono sobre "stubs" de aluminio e
metalizadas no vacuo a 10°mBar, com carbono no evaporador Hitachi (HUS4G). As
amostras processadas foram analisadas no Microscépio Eletrénico de Varredura FEG com
Sistema de Nano-fabricacéo (FIB - Quanta FEG 3D FEI), constituido de: um sistema dual
com feixe idnico e eletrdnico, e um canhdo de elétrons de emissdo por efeito de campo. A
resolucdes do aparelho foram de 0,8nm para o feixe eletrénico e a distancia focal foi de 3 a
99 mm em alto e baixo vécuo. Para aquisi¢do de imagens e analise das amostras foram
utilizados os detectores de elétrons secundarios, de elétrons retroespalhados e detector para
obtencdo de espectros de energia de raios-x dispersiva.
As imagens adquiridas por elétrons secundarios foram utilizadas para a descri¢ao
morfoldgica da superficie das células e confirmacdo da integridade estrutural de CNFFF.
Com as imagens obtidas por elétrons retroespalhados foram determinados os locais de maior
eletro-densidade potencialmente contendo CNFFF. Para estas analises utilizamos voltagem

de aceleracdo de eletronica entre 5 e 15kV.

Os pontos eletro-densos selecionados em cada amostra foram analisados utilizando-se
feixe de elétrons pontual com tempo de acumulacdo minima de 90 segundos utilizando
voltagem de aceleracdo de eletronica de 30kV . A analise descrita gerou espectros de raio -X
cujos picos correspondentes a elementos quimicos foram identificados, possibilitando a

determinacdo da composicdo elementar de cada ponto analisado.

6. Avaliacdo da potencial utilizacdo de CNFF como carreador de doxorubicina no
tratamento de células de tumor mamario humano
Elaboracéo de curva-padréo para doxorubicina

Solucdes aquosas de doxorubicina (100, 10 e 1pug/mL) e a solugéo estoque (1mg/mL)
foram lidas, num volume final de 200uL, em aparelho VARIOSKAN (Multi Reader Device —
Thermo) nos comprimentos de onda de 200 a 1000nm. Os valores de absorbancia obtidos para
as solugcdes no comprimento de onda de 480nm foram usados para elaboracao da curva- padrédo

(absorbancia x concentragdo) para doxorubicina, usando-se o programa Origin Pro 8®.
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Preparacdo de compostos fosfatados nanoestruturados funcionalizados e associados a
doxorubicina (CFNF-DOX)

A preparacdo de CNFF-DOX foi obtida a partir de aliquotas de 20puL de doxorubicina
(Img/mL). Cada aliquota recebeu concentragdes crescentes de CNFF (0,1; 0,2; 0,3 e
0,4mg/mL), e foi eluida ao volume final de 200uL utilizando-se agua milli-Q. Apoés
centrifugacdo a 5000rpm por 1 minuto, os sobrenadantes foram separados e os e os precipitados

resultantes novamente resuspendidos a 200uL de agua milli-Q.
Célculo da porcentagem de associacéo entre CNFF e doxorubicina

A associacdo entre doxorubicina (0,1mg/mL) e diferentes concentracdes de CNFF (0,1;
0,2; 0,3 e 0,4mg/mL), foi calculada com o uso da curva padréo obtida para o solu¢Ges aquosas
do farmaco. A equacéo de regressdo e a linearidade (r?) obtida foram y=0,0039+0,0429x e
0,9998 respectivamente. Sendo y=absorbancia e x=concentrac¢do de doxorubicina, foi possivel
calcular a concentracdo da droga presente em amostras de CNFF- DOX lavadas e nos seus
respectivos sobrenadantes. O célculo do carregamento, ou “load”, da droga a matriz

nanoestruturada foi feita segundo a equacéo:

[DOX] incorporada = ([DOX] adicionada ao sistema) — ([DOX] detectada nos
sobrenadantes).

A porcentagem de ligagdo de doxorubicina a CNF foi calculada com base na equag&o:
%DOX incorporada = [DOX] incorporada X 100/ [DOX] adicionada ao sistema.
Culturas Celulares

Linhagens de células de tumor mamario humano (MDA-MB-231 e MCF7) foram
mantidas em atmosfera umidificada com 5% de CO2 a 37°C usando meio de cultura DMEM
(Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de FBS (Cripion Biotecnologia LTDA), bicarbonato
de sodio a 5mM (Cinética Quimica LTDA), penicilina (100 U/mL), estreptomicina
(0,Admg/mL), anfotericina B (0,25mg/mL) (Sigma-Aldrich) e gentamicina (60mg/mL)
(ScheringPlough). Antes dos ensaios, as trocas de meio de cultura foram realizadas a intervalo

de 48 horas durante o periodo de expansao das células.
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Avaliacéo da viabilidade de células de tumor mamario humano expostas a CNFF- DOX

Células das linhagens MCF7 e MDA-MB 231 foram semeadas em placas de 48 pogos
a densidade de 2.10% e 1.10* células/mL, respectivamente em um volume final de 400uL de
meio DMEM (suplementado com 10% de SFB) por poco. O tratamento com CNFF-DOX foi
realizado utilizando-se uma solucéo estoque preparada com CNFF a 0,4mg/ml e doxorubicina
a 0,1 mg/mL que foi aliquotada de modo a prover a droga nas concentragdes tratamento de
0,01; 0,1; 1 e 10uM. Tratamentos utilizando doxorubicina livre nas concentracdes de 0,001;
0,01; 0,1 e 1 uM e o controle positivo (sem nenhum tratamento) também foram realizados.
Todos os tratamentos foram realizados em triplicata. Apos 24 horas de exposi¢ao, a viabilidade
celular foi avaliada atraveés do ensaio que utiliza o 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- diphenil
tetrazélio brometo, ou MTT (Cat. M-6494; Invitrogen), e que se baseia na a reducédo do sal
tretrazolio em cristais de formazan pela enzima desidrogenase, ativa apenas em mitocondrias
de células viaveis. Apds o periodo de tratamento, 0 meio de cultura foi removido e foram
adicionados 130 pL de meio novo e 100uL de MTT em cada pogo. As amostras foram mantidas
em estufa de CO. por mais duas horas. Ao termino desse intervalo, adicionou-se 130uL de SDS
10% HCl e ap6s 18 horas de incubacdo as absorbancias das amostras e de uma misturade MTT
e meio de cultura (branco) foram obtidas em leitor de ELISA utilizando comprimento de onda
de 595nm. Apds descontar o valor de absorbancia obtido para a amostra do branco de cada
valor experimental obtido, os graficos de porcentagem de viabilidade celular foram plotados

no programa GraphPadPrism®.

7. Analises Estatisticas
As analises estatisticas realizadas resultados obtidos nos testes de viabilidade celular

(MTT) foram feitas com o uso o programa GraphPad Prism 5.0 (Prism Software, Irvine, CA,
USA) utilizando-se analises de variancia (one-way ANOVA) seguidas de pés teste de
Bonferroni. Os resultados foram expressos como média seguida de erro padrao, com intervalo
de confianca de 95%. Resultados onde p<0,05, foram considerados estatisticamente

significativos.
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V.RESULTADOS

1. Caracterizacdo de CNF, CNFF e CNFFF
Potencial Zeta e Condutividade

O potencial zeta e a condutividade de CNF, CNFF, PEG, AH e AH+PEG sé&o
apresentados na Tabela 1. Os valores de potencial zeta das nanoparticulas permaneceram
negativos, variando de -23,0 mV (CNF) e -14,0 (CNFF). A condutividade variou de 0,0082 e
0,1780 mS.cm! respectivamente. O processo de funcionalizacdo diminuiu a carga negativa de

nanoparticulas.

Tabela 1: Caracterizagdo de CNF, CNFF e das moléculas organicas usadas no processo de funcionalizagdo, em

relacdo ao potencial zeta e condutividade.

Molécula/CNF Potencial Zeta (mV) Condutividade (mS/cm)

AH -24,7 0,227
PEG -23,4 0,244
AH+PEG -27,9 0,395
CNF -23,0 0,0082
CNFF -14,2 0,1780

Morfologia e distribui¢io de diametro

Os CNFs sintetizados apresentaram forma esférica e superficie rugosa, como mostrado
por microscopia eletrénica de varredura (MEV) (Figura 6). As imagens obtidas com feixe de
elétrons secundarios, adquiridas com voltagem de aceleragdo de 15kV, permitiram determinar
que os CNFFs mantiveram a forma esférica e sdo encontrados imersos nas fracdes organicas
adicionadas ao sistema (PEG e AH). O didmetro médio dos CNFs foi de 149nm com um
intervalo de confianca de 95% entre 136 e 147nm (Figura 7).
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Figura 6: Fotomicrografias de compostos nanoestruturados fosfatados (CNF) e compostos
nanoestruturados fosfatados funcionalizados (CNFF) obtidas por microscopia eletronica de varredura
(MEV).
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Figura 7: Distribuicéo de didmetro de compostos nanoestruturados fosfatados (CNF) em nanémetros (nm)

obtida por morfometria.

Composicao elementar por microanalise de raio-x

Os espectros obtidos por microscopia eletrénica analitica (Figura 8) mostram para CNF
e CNFF picos caracteristicos de carbono (C), sédio (Na), aluminio (Al) e silicio (Si). A
ocorréncia desses elementos € derivada: do processo de metalizacdo (C), do suporte metalico
do microscopio (Al) e laminula de vidro usada no processamento das amostras (Si). Os

elementos: magnesio (Mg), calcio (Ca) e fosforo (P) séo caracteristicos da matriz inorganica
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do CNF. O processo de funcionalizagdo ndo mudou o padrdo de ocorréncia dos elementos

mencionados.
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Figura 8: Espectros obtidos por microanalise de raio-x para compostos nanoestruturados fosfatados (CNF)

e compostos nanoestruturados fosfatados funcionalizados (CNFF) caracterizando sua composi¢éo

elementar de modo ndo quantitativo.

Padroes estruturais por difragdo de raio-x (XRD)

Os espectros obtidos por XRD para a hidroxiapatita sintética (composta principalmente
por fosfato de calcio cristalino), do porta amostras do equipamento (essencialmente amorfo) e
para CNF sdo mostrados na Figura 9. CNF tem comportamento similar ao observado no padréo

amorfo com um Unico pico largo a 26 = 28,3 ° 0 que indica a sua natureza amorfa.
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Figura 9: Difracdo de raio-x para a hidroxiapatita cristalina, o porta-amostra do equipamento e para
compostos nanoestruturados fosfatados (CNF). O porta amostras e CNF possuem padres essencialmente

amorfos.

Espectros de absorbancia de CNF e CNFF

Ensaios opticos determinaram os espectros de absorbancia de CNF, PEG, AH e CNFF
entre 200 ¢ 1000 nm. O espectro obtido para CNF (5 ¢ 250 pg/mL) é mostrado na Figura 10.
Nenhum pico de absorcao foi observado para ambas as concentragfes no intervalo analisado,
especialmente entre 400 e 700nm. A 250 pg/mL, CNF mostrou um aumento nos valores de
absorbancia detectados. CNFF (750ug/mL) e as moléculas organicas ligadas a ele também néo
sdo capazes de absorver luz no intervalo de comprimento de onda analisado. Desta forma, CNF
e CNFF podem ser considerados como uma plataforma adequada para a adsor¢éo de um corante
fluorescente uma vez que ndo possuem autofluorescéncia, ndo sendo, portanto, capazes de

causar interferéncia na deteccdo de um marcador em técnicas de interesse.
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Figura 10: Espectros de absorbancia da agua pura e compostos nanoestruturados fosfatados (CNF) (5
pg/ml e 250 pg/ml), PEG 400, acido hialurdnico (AH) e compostos nanoestruturados fosfatados
funcionalizados (CNFF) (750 pg/ml). Comprimentos de onda variando de 200 a 1000 nm.
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Ligacdo de CNFF ao fluorocromo rodamina 6G (CNFFF)

CNFFF (750 pg/ml) apresentou picos de absor¢do consistentes com os obtidos para a
rodamina 6G livre (530 nm). O pico de absor¢cdo dos sobrenadantes obtidos apos lavagens
sucessivas da amostra (S1, S2, S3 e S4) diminui gradualmente, sugerindo a retirada da
rodamina 6G de CNFFF. Apesar de ocorrer perda do fluorocromo apds 0s processos de
lavagem, o pico de absorcdo da amostra lavada final foi satisfatorio. Essa ocorréncia sugere a
adsorcéo da rodamina 6G a matriz nanoestruturada funcionalizada (Figura 11). O valor de pico
de absorbancia obtido para CNFFF também sugere que a quantidade de rodamina 6G adsorvida

é detectavel em ensaios de fluorescéncia e bioldgicos de internalizagéo.

CNFF

m- RBG-CNF

ABS - 540nm

Figura 11: Absorbéancia de compostos nanoestruturados fosfatados funcionalizados (CNFF) complexado
com fluorocromo rhodamina 6G (0,1 mM), sobrenadantes obtidos apds lavagens sucessivas (S1, S2, S3 e

S4) e a amostra final contendo as nanoparticulas lavadas. Comprimento de onda: 540nm
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2. Ensaios Biologicos
Expressdo de CD44 em celulas de tumor mamario humano MCF-7 e MDA-MB-231

Para confirmar se as linhagens celulares utilizadas neste estudo expressam o gene para
CD44 e séo, portanto, potencialmente capazes de interagir com nanoparticulas funcionalizadas
com &cido hialurénico, foi realizada imunohistoquimica para CD44 nas células MCF7 e MDA-
MB-231. Imagens obtidas em microscopio de fluorescéncia invertido mostraram que ambas 0s

tipos celulares séo positivos quanto a expressao de CD44 (Figura 12).

Anti-CD44-Alexa555 Dapi Blue Sobreposicao

- -- .
o .-

Figura 12: Imunofluorescéncia para CD44 realizada em células MCF7 e MDA-MB-231. As imagens de

microscopio de fluorescéncia mostraram que ambas as linhagens sédo positivas para CD44 (verde). Nucleo

corado em azul com Dapi.
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Citotoxicidade de CNF, CNFF, CNFFF e rodamina 6G em células MCF-7 e MDA- MB-
231

Células MCF7 e MDA MB 231 tratadas com CNF e CNFF e CNFFF a concentracfes
crescentes, durante 24 ndo apresentaram reducdo de viabilidade celular, em comparacdo ao
grupo nao tratado (Figura 13). As células expostas a rodamina 6G livre, em concentracoes
equivalentes a presente em CNFFF, durante 24 horas mostraram uma reducéo significativa da
viabilidade mesmo na concentragdo mais baixa. A reducdo da viabilidade celular causada pela
maior concentracdo de rodamina 6G livre foi de 74,97% em células MCF7 e 55,26% em MDA
MB 231.

Estes resultados sugerem que os trés tipos de nanoparticulas propostas nesse estudo ndo
apresentam atividade citotdxica significativa em células MCF7 ¢ MDA MB 231. A
funcionalizacdo com AH e PEG (CNFF) e a conexao posterior com células de rodamina 6G
(CNFFF) ndo induzem efeito citotdxico. Estes resultados sdo consistentes com o facto de CNF
e CNFF ndo estarem associados a qualquer composto antimitotico e serem, por si S0,
inofensivos para as células tumorais em questdo. A associacdo de rodamina 6G, provada

citotdxica, com CNFF (CNFFF) parece reduzir o efeito citotoxico do fluorocromo.
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Figura 13: Viabilidade celular de células MDA-MB-231 e MCF-7 tratadas com 1, 5 e 25 pg/mL de CNF,
CNFF, CNFFF e 1, 5 e 25 pM de rodamina 6G durante 24 horas. Os valores foram plotados como

média/desvio padréo. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos.
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Verificacdo da internalizacdo de CNFFF em células de tumor mamario humano através

de observacao “time-lapse”

Células MDA MB 231 expostas a CNFF durante 30 minutos e monitoradas em tempo
real, foram também expostas a concentracfes equivalentes de rodamina 6G livre. A adigdo de
rodamina livre 6G torna as células e o meio de cultura fluorescentes. Visualmente e
quantitativamente, a intensidade de fluorescéncia nas amostras que receberam rodamina livre
6G foi constante durante todo o periodo experimental (Figura 14 e Figura 15). As células
expostas a CNFFF ndo se tornam instantaneamente fluorescentes e foi possivel observar a
progressdo temporal da intensidade de fluorescéncia no citoplasma das células. Isso sugere a
internalizacdo de CNFFF em células MDA-MB-231 (Figura 14).
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Figura 14: Células MDA MB 231 expostas a rodamina 6G livre e a CNFFF durante 30 minutos e
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Quantitativamente, a fluorescéncia aumenta acentuadamente apds 10 minutos de
exposicdo a CNFFF, sendo superior a detectada para a rodamina 6G ap6s 15 minutos (Figura
15). As células tratadas com CNFFF ndo apresentam sinais aparentes de morte celular no final
do procedimento, ao contrario das que foram tratadas com rodamina 6G que mostraram

alteracdes morfoldgicas consistentes com sinais de apoptose.

MDA MB 231 CNFF
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Figura 15: Quantificacdo de fluorescéncia de células MDA MB 231 expostas a rodamina livre 6G e

CNFFF durante 30 minutos e monitoradas em tempo real.

Verificagdo da internalizacdo de CNFFF em células de tumor mamario humano através

da microscopia confocal

Imagens obtidas por microscopia confocal de células MCF-7 tratadas com CNFFF (60,0
pg/ml) durante 10 e 20 minutos mostram marcagao azul na cromatina nuclear (Dapi Blue),
verde no citoesqueleto (Faloidina 488) e CNFFF em vermelho (Figuras 16 e 17). A distribuicdo
da marcacdo ao longo do eixo Z também permitiu a visualizacdo de dominios nucleares
definidos pelo corante azul, o citoplasma em verde e CNFFF em vermelho. N&o se observou
sobreposicdo de canais, demonstrando a auséncia de co-localizacdo entre as nanoparticulas, o
citoesqueleto e a heterocromatina. E possivel observar, para os dois tempos de exposicao,

agregacédo robusta das nanoparticulas (CNFFF) principalmente na regido
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periférica da célula, e também nos dominios citoplasmético e nuclear. A presenca de CNFFF
no citoplasma apresentou distribuicdo homogénea, independentemente da distancia da célula

ao seu ponto de aderéncia.

CNFF — MCF7 — 10 min

Sobreposicao Dapi Blue Faloidina CNFF

Ponto 1
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Ponto 4
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Figura 16: Células de tumor mamario humano (MCF7) coradas com DAPI Blue (nucleo) Faloidina 488
(citoplasma) e tratadas com CNFFF durante 10 minutos. Cada ponto equivale a 0,25um na série-Z.

Aumento: 60x. Microscopio confocal.



CNFF- MCF7- 20 min
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Figura 17: Células de tumor mamario humano (MCF7) coradas com DAPI Blue (nlcleo) Faloidina 488
(citoplasma) e tratadas com CNFFF durante 20 minutos. Cada ponto equivale a 0,25pm na série-Z.

Aumento: 60x. Microscépio confocal.

57
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Observou-se, apos a verredura confocal no eixo Z, a presenga de CNFFF na porgdo nuclear,
principalmente em regides de eucromatina (Figura 18). Nossos dados sugerem que o CNFFF
é capaz de se aderir com sucesso as membranas e ser internalizada por células MCF-7 positivas

para CD44 e serem transcoladas a por¢des nuclear.

CNFF 20min

Sobreposicao

Dapi Blue

CNFF

20um

Figura 13: Detalhe de células de tumor mamario humano (MCF7) coradas com DAPI Blue (nlcleo) e
tratadas com CNFFF durante 20 minutos. Notar distribuicéo intranuclear, citoplasmica e membranar.
Imagens obtidas por microscopia confocal.
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2.4. Verificagdo da internalizacdo de CNFFF em células de tumor mamario humano
através de analises de ultra-estrutura por microscopia eletrénica de varredura e de

composicado elementar por microanalise de raio-x

Imagens de microscopia eletronica de varredura, obtidas com elétrons secundarios,
mostram células MDA-MB-231 e MCF-7, ap6s 30 minutos de interacdo com CNFFF (Figura
19). As células apresentaram aspecto rugoso e retraido em funcdo do processamento. Foi
possivel detectar a ocorréncia dos CNFFF com forma esférica em varios pontos do campo,
eventualmente aderidos a superficie da membrana celular ou internalizados. As imagens
obtidas por feixes de elétrons retroespalhados confirmaram a ocorréncia de CNFFF,

identificada como agregados eletro-densos em um plano abaixo da membrana celular.

MDA-MB-231

Figura 19: Imagens de microscopia eletrénica de varredura de células MDA-MB-231 e MCF-7 ap6s 30
minutos de exposicio a CNFFF (25 pg/mL). Nas imagens obtidas por elétrons secundarios (direita) é
possivel notar os detalhes das superficies celulares. As imagens obtidas por elétrons retroespalhados
(esquerda) trazem dominios eletrondensos (porgGes mais claras da imagem) correspondendo aos locais
analisados pela técnica de microanélise de raio-X (pontos A, B e C e D).

Os pontos eletro-densos evidenciados podem ser reconhecidos como agregados
esfericos e porcdes poliédricas em forma cristalina (Figura 19). Os espectros obtidos por
microanalise de raio-x confirmaram a natureza elementar dessas estruturas, identificadas como

cristais de cloreto de sodio (derivados do PBS utilizado para lavagem), onde



60

predominam os ions sodio (Na) e cloro (Cl) e CNFFF, onde se observa uma ocorréncia
distinta de fosforo (P) e célcio (Ca) (Figura 20).
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Figura 20: Espectros de microanalise de raio-x obtidos utilizando aceleracdo de voltagem de 30kV a
partir dos locais indicados na figura 19 para células MDA-MB-231 (A e B) e MCF-7 (C e D).

3. Avaliagéo da potencial utilizagdo de CNFF como carreador de doxorubicina no
tratamento de células de tumor mamario humano
Percentual de ligacédo de doxorubicina a CNFF

Os espectros de absorbancia obtidos para os sobrenadantes resultantes da lavagem de
CNFF-DOX foram semelhantes ao espectro obtido para a doxorubicina livre (0,1mg/mL),
apresentando valores de absorbancia altos com pico a 480nm. O espectro obtido para CNFF
ndo associado a droga apresentou perfil espectral similar ao da agua, com auséncia de pico no
intervalo avaliado. Os valores e 0 pico de absorbancia obtidos para as amostras de CNFF- DOX
decresceram discretamente com o aumento da concentracdo de CNFF na amostra, sendo menor
na amostra contento CNFF a 0,4mg/mL (Figura 21). Esse comportamento pode ocorrer pela
grande densidade de particulas sélidas presentes nos sistemas mais concentrados em CNFF,
como forma de absorcéo inespecifica, mais evidente no espectro de CNFF puro, visto que a
concentracdo de DOX nas demais amostras é constante.
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Figura 21: Espectros de absorbancia para os sobrenadantes obtidos apo6s lavagem de CNFF-DOX nas

qguatro concentragdes de nanoparticula (0,1, 02, 03 e 0,4 mg/mL), doxorubicina (0,1mg/mL), CNFF
(1,0mg/mL) e dgua milli -Q. Comprimento de onda A entre 200 ¢ 1000nm.

As amostras contendo os precipitados lavados registraram valores de absorbancia
notadamente inferiores aos obtidos para os seus sobrenadantes e para a doxorubicina livre, mas
mantiveram evidente pico de absorbancia a 480nm. Isso indica que apos a lavagem e
centrifugacdo uma aliquota de doxorubicina permaneceu associada @ CNFF, indicando a

ligacdo entre as nanoparticulas e a droga (Figura 22).
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Figura 22: Espectros de absorbancia obtidos para CNFF-DOX ap6s lavagem nas quatro concentrages de
nanoparticulas (0,1, 02, 03 e 0,4 mg/mL), doxorubicina (0,1mg/mL), CNFF (1,0mg/mL) e agua milli-Q.

Comprimento de onda A entre 200 e 1000nm.

O carregamento, ou “load” da droga obtidos nas amostras de CNFF-DOX contendo
concentragdes crescentes de CNFF sdo apresentados na Tabela 2. A complexagdo mais
eficiente foi na amostra CNFF (0,4mg/mL) que registrou 17% da doxorubicina adicionada ao

sistema aderida a CNFF ap06s a lavagem.

Tabela 2: Load de doxorubicina em CNFF-DOX de acordo com a concentragdo de nanoparticula adicionada ao

sistema.
[CNFF] em CNFF-DOX (mg/mL) Associagao (%)
0,1 5,95
0,2 10,15
03 13,08
0,4 17,72

Toxicidade de CNFF-DOX em células de tumor mamario humano MDA-MB-231 e
MCEF-7.

A morfologia de ambos os tipos celulares apds exposicdo aos tratamentos com
doxorubicina e CNF-DOX é mostrada na Figura 23. E possivel notar o aspecto pré- confluente
das células ndo tratadas, ao passo que o tratamento com CNFF-DOX e com doxorubicina livre
provocam alteracbes morfoldgicas visiveis em células MCF-7. Observa-se a reducdo da

aderéncia celular, o que torna seu aspecto mais arredondado acompanhado da
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aparente diminuicdo na densidade celular. Nas. Células MDA-MB-231 essas alteraces sao
mais evidentes nos tratamentos com CNFF-DOX e doxorubicina livre quando comparadas as
MCF-7.

MCF-7

MDA-MB-23

Controle DOX 1.0 pM CNFF-DOX 1.7 pM

Figura 23: Morfologia de células de tumor mamario humano apds 24 horas de exposi¢do ao tratamento
com doxorubicina e CNFF-DOX nas concentragdes de 1,0 e 1,7uM. Imagens obtidas em microscépio de luz
invertido. Aumento: 10X.

As células da linhagem MCF-7 sofreram redugdo significativa em sua viabilidade a
partir da concentracdo de 1,0uM de droga em CNFF-DOX. A queda foi dose dependente
observando-se uma reducdo na viabilidade celular de 43% e 48 % para os tratamentos com
doxorubicina a 10uM e CNFF-DOX a 1,7 uM respectivamente (Figura 24). Células da
linhagem MDA-MB 231 tratadas CNFF-DOX contendo 0,001uM de doxorubicina nédo
apresentaram reducdo de viabilidade significativa em relacdo ao controle. Os demais
tratamentos registraram reducgdo significativa na viabilidade celular, chegando a 53% nas
células tratadas com CNFF-DOX contendo 1,7uM de doxorubicina (Figura 24).
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Figura 24: Viabilidade de células de tumor mamario humano tratadas com diferentes concentragdes de
CNFF-DOX e doxorubicina livre (UM) ap6s 24 horas de interacdo. Os valores foram plotados como
meédia/desvio padrédo. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos.

V1.DISCUSSAO
1.Caracterizacéo fisico-quimica, morfologia e diametro de CNF

As andlises realizadas em CNF e CNFF indicaram reducdo da carga negativa das
nanoparticulas ap6s o processo de funcionalizacdo. Resultados similares foram obtidos apds
adicdo de PEG a nanoparticulas de ouro causando queda expressiva no potencial zeta (Zhang
et al., 2011), apos a funcionalizacdo de nanoparticulas lipidicas solidas carreadas com o
antimitdtico Paclitaxel (Shen et al., 2015) e em nanoparticulas de poli-etilenoimina (PEI) - poli
(D,L-lactico-co-glicolido) (PLGA) funcionalizadas com acido hialurénico (Wang, et al., 2015).
A carga de nanomateriais altera o0 seu tempo de circulacdo sanguinea e também as respostas
tumorais desencadeadas. A presenca de carga de superficie pode alterar o padrdo de

opsonizacdo do material, seu reconhecimento por células do sistema mononuclear fagocitario



64

e o seu perfil geral de circulagdo no plasma (Alexis et al., 2008; Betrand e Leroux, 2012).
Dentro desse contexto portanto, existem varias vantagens relacionadas a funcionalizacéo de
nanomateriais de natureza diversa com PEG e AH. Principalmente, a utilizacdo de PEG
minimiza a internalizacdo de nanoparticulas pelas células do sistema mononuclear fagocitario,
aumentando a meia vida dos materiais na corrente sanguinea, através do aumento de seu estado
coloidal (Prencipe et al, 2009; Jokerst et al, 2011; Xu et al, 2015). O AH, por sua vez, tem sido
explorado como ligante do receptor CD44 que é super expresso em varios tipos de células
neoplésicas (Shen et al, 2015; Wang et al, 2015; Zhong et al, 2015), 0 que permite maior

afinidade de nanoparticulas funcionalizadas a membrana das células-alvo.

Os diametros obtidos para CNF podem ser considerados adequados ao uso em ensaios
bioldgicos e sdo similares aos didmetros de nanoparticulas fosfatadas (de 19 a 258nm)
utilizadas para o tratamento e imageamento do cancer de mama, aproximando-se também dos
didmetros obtidos em nanoparticulas multi-modais funcionalizadas com PEG e AH (de 155 a
278nm), considerados satisfatorios para a internalizacdo celular dos nanomateriais (Altinoglu
et al, 2008; Meena et al, 2011; Lee et al, 2014; Tang et al, 2015).

Uma nanoparticula multifuncional contendo uma camada externa a base de fosfato de
calcio sensivel ao pH, e uma matriz gelatinosa anfifilica, mostrou-se eficaz na liberacéo
controlada e sequencial de doxorubicina e corcumina. O tamanho médio (150nm) dessas
nanoparticulas aumenta (170 a 200nm) apo6s a funcionalizacdo com concentragfes crescentes
de amifostina. A despeito dessa ocorréncia, 0 nanomaterial em questdo se mostrou eficaz em
reduzir o volume tumoral in vivo (Li et al., 2015). Nanoparticulas de fosfato de calcio foram
sintetizadas em versfes contendo uma, duas ou trés camadas, apresentando um didmetro médio
de 73,109, e 127nm, respectivamente. As nanoparticulas com camada tripla foram associadas
a doxorubicina (que se localizou na camada secundaria das NPs) a um corante fluorescente
(Dy550) (associado a camada terciaria e mais interna) e ao PEG (adsorvido na camada
primaria), apresentando entdo, didmetros maiores (de 127 a 156 nm) (Tobim et al., 2013). As
CNF propostas nesse estudo apresentaram didmetro médio (149nm) consistente com o

encontrado em outros nanocarreadores eficientes (Li et al., 2015; Tobim et al., 2013).
2.Funcionaliza¢do de CNF com PEG e AH

Sabe-se que o processo de funcionalizacdo € responsavel pela promocdo de mudancgas
na carga superficial das nanoparticulas. A funcionalizacdo com o PEG ¢é uma das alternativas

usadas para a estabilizacdo das cargas de nanoparticulas de fosfato de calcio, muitas vezes



65

aumentando sua eletronegatividade (Altinoglu et al., 2008; Kester et al., 2008; Mogan et al.,
2011). Em CNF o processo de funcionalizagcdo provoca uma diminuicdo em suas cargas
negativas, provavelmente devido as interacdes da matriz nanoestruturada com o é&cido

hialurdnico.

O uso do PEG para a modificacdo de superficie de nanoparticulas tem sido amplamente
utilizado para melhorar a eficiéncia de nanocarreadores, especialmente aumentando o seu
tempo de circulacdo na corrente sanguinea e impedindo a fagocitose por células do sistema
reticular (Wang et al., 2010). Nos lipossomas, a adicdo de PEG pode ser feita através de
métodos de pré e pos-conjugacdo (Kostarelos et al., 2005; Hoarau 2003). Em CNF, foi
realizado o método de p6s-conjugacdo, onde PEG400 foi adicionado a uma solucao aquosa de
CNF sem a participacdo de ligantes, a temperatura ambiente. O volume de PEG inserido na
solucdo de CNF (3uL) durante o processo de funcionalizacdo foi considerado satisfatorio para
a realizacdo dos ensaios subsequentes. Assim, a ligacdo PEG pode ser extremamente vantajosa
para CNF ja que é sabido que a incorporacdo de uma camada de PEG aumenta a estabilidade
coloidal dos sistemas nanoestruturados, embora a literatura ndo traga de forma mais ampla
informacGes realcionadas ao papel do PEG na cinética de nanoparticulas inorganicas (Wang et
al., 2010).

Adicionalmente, o uso de um ligante com afinidade por receptores super-expressos nas
células-alvo pode aumentar a eficacia de nanoparticulas a base de fosfato de calcio, como
sistemas de imageamento, diagndstico e tratamento do cancer. Um bom numero de
nanomateriais foi conjugado com moléculas que aumentaram sua afinidade por células
tumorais, mantendo a sua estabilidade coloidal. Muitos trabalhos relatam o papel do AH nas
células alvo CD44* e mostram bons resultados na reducao da viabilidade celular ou do volume
de tumores em muitos tipos de cancer (Barth et al., 2010; Li et al., 2010). Dadas as multiplas
funcbes biologicas do CD44 e do AH, essas moléculas também estdo ligadas a propriedades
associadas a células-tronco. Assim, CD44 é um marcador de Células-Tronco Tumorais (CTT)
para um grande namero de tipos de tumores, incluindo os de mama (Greve et al., 2012). Varios
estudos elucidaram os mecanismos pelos quais CD44 modula as propriedades funcionais das
CTT. Desta forma, CD44 tem um papel relevante a ser explorado no diagndstico de tumores e
em terapias antitumorais, onde seria possivel, inclusive, a erradicacdo de uma populacdo de

células tumorais em particular (Karousou et al., 2016).
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O amplo uso de AH para melhorar o direcionamento de nanoparticulas a células CD44*
se deve ao fato de que o AH se liga seletivamente a CD44, concentrando as nanoparticulas
funcionalizadas na superficie celular e internalizando-as, via endocitose mediada. A toxicidade
de materiais associados a nanoparticulas funcionalizadas com AH, é muitas vezes menor do
que a de compostos livres como drogas ou corantes organicos (Toole, 2004). Uma massa
molecular de 500 kDa de AH poderia se ligar a até 200 receptores CD44 (Harris et al., 2007).
Essas evidéncias sugerem que o CD44 é considerado como uma das melhores escolhas para a
funcionalizacdo de nanoparticulas para diagndstico e tratamento do cancer. A funcionalizagdo
de CNF com AH (e PEG), pode aumentar a sua afinidade com, e permitir a sua internalizacédo
em células MDA-MB-231 e MCF-7, comprovadamente CD44".

E muito importante enfatizar que o sistema molecular AH-CD44 fornece nanoparticulas
com grande afinidade por tumores especificos, (Skandalis et al., 2014) e, portanto, constitui

uma ferramenta potencial para o diagndstico e tratamento do cancer.
3.Associacdo de CNFF com fluorocromo rodamina 6G e imageamento

O uso de nanoparticulas hibridas, fabricadas pela incorporacdo de moléculas de corante
organico em uma nanoparticula sélida, constitui uma alternativa promissora, gerando o que
chamamos de “marcadores adaptados”. Sabe-se que a encapsulacdo de corantes organicos
fluorescentes pode aumentar o seu sinal de fluorescéncia, protegendo-os contra a foto-
degradacédo e aumentar a precisdo das analises (Tabacovick et al., 2012). Nanoparticulas que
encapsulam a rodamina WT, fluoresceinas e o corante Cy3 foram utilizadas para detectar
melanoma e células musculares lisas, com administracdo simultanea de farmaco (Kester et al.,
2008; Morgan et al., 2008). As nanoparticulas baseadas em fosfato de calcio e Cy3 também
foram usadas para determinar a eficiéncia quantica das moléculas de corante encapsuladas em
comparacgdo com as do corante livre. O estudo mostrou um aumento nesta propriedade uma vez
que as moléculas de corante foram protegidas dos efeitos do solvente (Muddana et al., 2009).
Deste modo, estudos como esse demonstraram a versatilidade de nanoparticulas de fosfato de
calcio como potenciais marcadores de pouca ou nenhuma citotoxicidade in vitro, e abriram
caminho para pesquisas relacionadas com a associacdo de CNF e rodamina 6G, com 0s mesmos

propositos.

A rodamina 6G (C2gH30N203HCI) & um corante altamente foto estavel com rendimento
quantico muito elevado (cerca de 0,95). Alguns trabalhos tém mostrado a sua associagdo com

matrizes nanoestruturadas (Lasio et al., 2013; Sarkar et al., 2015) com o
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objetivo de reduzir a sua taxa de degradacdo e melhorar a sua eficiéncia quantica. Muitas
questdes devem ser consideradas ao associar a rodamina 6G a nanomateriais, especialmente a
matrizes sélidas, onde a agregacdo entre o corante e o material pode produzir dimeros que
modificam os espectros de absorcdo e diminuem o rendimento quantico de fluorescéncia e o
tempo de decaimento (Van der Auweraer etl al., 1998). Em solu¢des aquosas, tal como as
utilizadas na preparacdo de CNFFF, numa gama de concentracdes (até 10°M), os dimeros de
rodamina formados sdo responsaveis pela extingdo da fluorescéncia e quando esses atingem
uma concentracdo especifica (10*M) a solugdo deixa de responder normalmente a lasers
(Penzkofer e Lenpacher, 1987; Penzkofer e Lu, 1986). Em relacdo a esses achados, nao
observamos alteracOes na caracteristica de rodamina 6G apds associagdo com CNFF. CNFFF
mostrou espectros de absor¢do semelhantes aos encontrados para a rodamina 6G livre, e mesmo
ap6s quatro processos de lavagem sucessivos, 0 sinal encontrado em CNFFF foi
satisfatoriamente detectado nos ensaios biologicos subsequentes. O uso de metanol ou etanol
como solvente diminui a formag&o de dimeros de rodamina 6G, porém, a preparacdo de CNFFF
deve ser feita em meio aquoso. Isso acontece porque as solucdes alcodlicas alteram o estado de
estabilidade coloidal de CNF, especialmente na presenca de AH. O aumento de fluorescéncia
e modificacdes de propriedades ndo lineares de corantes com nanoparticulas de prata (AgNPs)

também foram demonstrados recentemente (Sarkar et al., 2015).
4. Toxicicidade de CNF, CNFF e CNFFF

O célcio e o fosfato sdo ions presentes na circulacdo sanguinea e nas células em
concentracdes milimolares, entretanto, o aumento rapido das concentracdes de calcio atingindo
valores acima do fisiologico, pode levar a apoptose (Oyane et al., 2003). Por isso, a
citotoxicidade das nanoparticulas a base de fosfato de célcio tem sido investigada em ensaios

in vitro em varias linhagens celulares.

Nanoparticulas contendo fosfatos de célcio cristalino sob forma de hidroxiapatita
(Ca10(PO4)s(OH)2) (19nm de diametro médio) induziram stress oxidativo em células de tumor
mamario humano (MCF-7) levando-as a um estado “apoptose-like” (Meena et al, 2012), ¢ em
macrofagos derivados de mondcitos humanos (HMMs), nanoparticulas de hidroxiapatita
mostraram toxicidade em concentragdes superiores a 250ug/mL, sugerindo que a interferéncia
com a homeostase do célcio seria a principal causa de morte celular (Motskin et al., 2009). Em
contraste, outro estudo demonstrou que as nanoparticulas de fosfato de célcio dopadas com

fluoresceina ndo produziram qualquer citotoxicidade ou alteracdo no
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metabolismo em neurdnios de ganglios estrelados de ratos (Kester et al., 2008). Similarmente,
nanoparticulas de fosfato de célcio, de natureza amorfa, muito similares a CNF foram utilizadas
com sucesso para transfeccdo de cardiomidcitos de ratos neonatos, células do ganglio da raiz
dorsal de ratos (DRG), células de neuroblastoma humano (U37311), células de tumor glial de
ratos (C612) e espermatogonias de peixe sem produzir qualquer efeito citotdxico (Tonelli et
al., 2015 a e b). Essas nanoparticulas se mostraram atoxicas também em macréfagos murinos,
0 que possibilitou sua associacdo com o antimoénio 5 (SbV) para tratamento eficiente de

macrofagos infectados com Leishmaniose (Alvarenga et al., 2015).

CNF e CNFF ndo causaram efeitos citotoxicos em células de cncer de mama humano
CD44* (MDA-MB-231 e MCF-7), provavelmente pela auséncia das fases cristalinas em sua
matriz, e por sua natureza essencialmente amorfa comprovada por difracdo de raio-x.
Considerando a internalizacdo de CNFF e a auséncia de qualquer agente citotoxico ou farmaco
antimitético na sua composicao, esse compdsito nao provocou reducao da viabilidade celular,
como esperado. CNFFF que contém rodamina 6G, um agente citotdxico, potencialmente
causaria reduziria a viabilidade das células tratadas. No entanto, tal como as outras formulacées
de CNF, CNFFF ndo se mostrou citotoxico. Resultados similares foram obtidos com a
incorporacdo de NPs de fosfato de célcio a antiménio V (Sb5) (Alvarenga et al.,2015). A
rodamina 6G livre causou a reducdo da viabilidade celular mesmo na menor concentracao

aplicada, causando um efeito dose dependente.

Com estas descobertas, podemos sugerir que para além de ndo alterar as principais
propriedades dpticas de rodamina 6G, a sua associacdo com CNF reduz os efeitos citotoxicos
do corante, 0 que torna CNFFF uma potencial alternativa menos invasiva e danosa de

diagnostico.
5.Internalizacdo de CNFFF

Sabe-se que as nanoparticulas sdo internalizadas pelas células por endocitose. Porém,
0s mecanismos de translocacdo através da membrana ainda ndo estdo completamente
elucidados e os métodos existentes para a caracterizacao fisico-quimica de nanoparticulas ndo
sdo adequados para pesquisas com células vivas (Hemmerick 2013). Apos a translocagdo
através da membrana celular, as nanoparticulas atingem o citoplasma, que por sua vez, contém
complexos de proteinas, vesiculas e organelas, com as quais as nanoparticulas interagem de

forma transitoria ou estavel. Gracgas ao uso de técnicas como microscopia
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confocal e de fluorescéncia, variaveis interacfes biologicas entre nanoparticulas e células
foram identificadas. E importante enfatizar que essas interacdes estdo amplamente

correlacionadas com as caracteristicas especificas de cada nanoparticula (Hemmerick 2013).

As nanoparticulas de polietilenoimina sdo internalizadas no citoplasma e escapam das vesiculas
endossomais, sendo transportadas de uma forma dependente de microtdbulos para a regido
perinuclear dentro de 10 minutos. Por outro lado, os quantum-dots permanecem associados aos
lisossomos e aos compartimentos endossémicos durante dias (Cambi et al., 2007), enquanto as
nanoparticulas de poliestireno catiénico causam ruptura lisossdémica, dano mitocondrial e
estresse oxidativo, menos de 1 hora ap6s a adicdo doe nanomaterial (Xia et al., 2009; Xia et al.,
2008). Nanoparticulas de silica foram capazes de penetrar no nucleo celular e induzir a
formacdo de inclusdes de proteinas. Eles também causaram a inibicdo da expressdo génica
levando a proliferacdo celular reduzida e a senescéncia celular (Chen et al., 2008; Chen et al.,
2005). Considerando estas descobertas, poderiamos prever que as nanoparticulas podem
exercer efeitos intracelulares dependendo da sua localizacdo subcelular e da sua interacdo com
os compartimentos celulares (Hemmerick et al., 2013). A confirmacdo dessa ideia € mostrada
em células HepG2 incubadas com trés tipos de nanoparticulas, uma delas de silica, marcada
com FITC por 1 hora e que apresentaram forte acimulo desses materiais no citoplasma e no
nucleo, seguindo um padréo difuso. A medicao de fluorescéncia através de seccbes confocais
do ndcleo confirmou que uma quantidade substancial de nanoparticulas acumulou-se neste
compartimento. Esses eventos ocorreram apds uma hora de interacdo célula-nanoparticula, e €
possivel notar que a acumulagdo no citoplasma é mais intensa que no compartimento nuclear.
Adicionalmente, uma nanoparticula de 6xido de ferro ligada por ligacdo cruzada a uma proteina
ativadora de transcricdo (tat-CL10) associada aos fluorocroos FITC e Cy3 (tat-(FITC)-Cy3-
CLIO), também foi internalizada por células HelLa, atingindo 100% de marcacao dentro de 45
minutos. A concentragdo de marcador por célula aumentou linear e temporalmente até 3 horas
apos a administracdo das nanoparticulas. Células tratadas durante 1 hora retiveram de 40 a 60%
dos marcadores FITC e Cy3. O uso de microscopia confocal mostrou que ambos 0s corantes
atingiram dominios nucleares e perinucleares ap6s a adi¢do de tat-(FITC)-Cy3-CLIO ao meio
de cultura (Koch et al., 2003). Apds 3 horas de internalizacdo em células HeLa, nanoparticulas
fluorescentes cationicas e anionicas de fosfato de calcio comecam a dissolver-se sob condi¢des
acidas nos lisossomos. De forma semelhante, os lipossomas TATp, apresentaram uma
translocacdo rapida e eficiente, migrando para a zona perinuclear. Os lipossomas TATp

marcados com rodamina e
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FITC-dextram, translocaram-se rapidamente para o interior de células de adenocarcinoma
mamario humano (BT20) (Torchilin et al., 2003).

O comportamento do CNFFF vai de acordo com essas observacdes, uma vez que
observamos sua internalizacdo em ceélulas tumorais (MCF-7 e MDA-MB-231). O aspecto
diferencial de CNFFF a ser destacado é o fato de que podemos encontrar uma marcagdo
consideravel dentro de poucos (10 a 20) minutos, confirmado pelas imagens adquiridas pela
observacao em tempo real. E possivel supor que CNFFF integra o grupo de nanoparticulas que
atinge o nacleo em um curto espago de tempo. A ligacdo de rodamina 6G a matriz CNFFF
resistiu a lavagem, fixacdo e ao processo de coloracdo anterior a aquisicdo de imagens por
microscopia confocal, que removeu o fluorocromo ndo aderido (excesso) a superficie das

nanoparticulas.
6. Potencial uso de CNFF-DOX como carreador de doxorubicina

Nas ultimas décadas, novos e potentes agentes terapéuticos foram desenvolvidos a partir
de moléculas como proteinas, DNA e peptideos. Embora promissores no tratamento de doengas
como o cancer, 0s métodos de administracdo usual, incluindo as vias oral e intravenosa,
mostraram-se ineficazes ou geraram toxicidade (Davis e Illum, 1998). Estudos pioneiros
relatam que a associacdo desses agentes terapéuticos a nanoparticulas representa uma
alternativa eficaz para superar os inconvenientes dos métodos de administracdo convencionais.
Isso porque nanoparticulas possuem um tamanho reduzido que permite sua penetracéo através
dos capilares teciduais, com eficiente acumulacéo da droga em locais-alvo no corpo (Unezaki
et al., 1996; Hobbs et al., 1998). Dessa forma, a toxicidade sistémica dos farmacos é reduzida

e a eficiéncia do tratamento é aumentada (Yih e Al-Fandi, 2006).

Em nanoparticulas paramagnéticas de 6xido de ferro associadas & Doxorubicina, ao
PLGA e a um aptamero com afinidade por células de cancer de colon murino (C26), o
carregamento médio de Doxorubicina a matriz nanoestruturada foi de 3% da droga adicionada
ao sistema (a concentracdo de 10mg/mL) (Mosafer et al., 2017). J& em nanoparticulas de silica
mesoporosa funcionalizadas com PEG e acido imino-diacético, o carregamento da mesma
droga foi de 9,3% da concentragdo usada na sintese (0,1mg/mL) (Zhang et al., 2017). Em um
nanomaterial polimérico estavel, obtido por “flash” nanopreciptagdo, o carregamento de
Doxorubicina a nanoparticula foi de 14%, partindo de uma concentracgdo de sintese de 2mg/mL
(Yu Thong et al., 2016).
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Em CNFF-DOX, o carregamento de doxorubicina foi de aproximadamente 18% de uma
concentragdo inicial de 0,1mg/mL. Comparado a alguns nanomateriais descritos recentemente,
CNFF-DOX uma maior taxa de associacdo a partir de uma concentracdo menor de farmaco.
Desse modo, 0 uso de CNFF como plataforma para associacdo de Doxorubicina constitui um

método potencialmente eficiente e econémico.

A associacdo de doxorubicina com nanoparticulas de naturezas diversas tem se
mostrado uma alternativa eficaz no tratamento de tumores in vivo e in vitro (Liang et al., 2012;
Wang et al., 2013; Victor et al., 2014). Nanoparticulas de silica mesoporosa funcionalizadas
com o anticorpo monoclonal para CD44 (CD44 McAb) foram associadas a doxorubicina e
testadas em células MCF-7/MRD1 (consideradas multi-resistentes). Concentracdes superiores
a 1,83ug/mL causaram queda na viabilidade celular de aproximadamente 20%, e a
concentracdo de 18,3 pg/mL levou a aproximadamente 50% de morte celular. Esses valores,
no entanto ndo diferem significativamente dos obtidos para a doxorubicina livre (Wang et al.,
2015). Outro tipo de nanoparticula de silica mesoporosa, modificada com carboxil e projetada
para o “delivery” de Doxorubicina causou queda da viabilidade de células MCF-7 ap0s 24
horas de tratamento, de modo dose-dependente. A concentracdo de 2ug/mL de doxorubicina
na particula causou 40% de morte, tendo sido ligeiramente mais eficiente que a droga livre
(Jing et al., 2016).

Nanoparticulas lipidicas solidas associadas com a-tocoferil succinato e com
doxorubicina, foram comparadas com a doxorubicina livre em relacdo ao potencial citotoxico
em células MDA-MB-231. A droga associada ao nanomaterial se mostrou mais eficiente que a
versdo livre, porém o aumento da concentracdo do farmaco na nanoparticula (de 2 a 16puM)

ndo provocou mudancas significativas no efeito citotoxico (Oliveira et al., 2016).

CNFF-DOX teve um maior efeito citotoxico em células MDA-MB-231 quando em
comparacao ao efeito causado em células MCF-7. Isso vai de acordo com a resisténcia relatada
para células MCF-7. Assim como a maioria das nanoparticulas empregadas para 0 mesmo fim,
CNFF-DOX apresentou um efeito dose dependente em ambos os tipos celulares testados,
causando cerca de 40% de morte em células MDA-MB-231 na concentracdo de 0,17uM e 53%
a 1,7uM. Em MCEF-7, as mesmas concentracOes causaram aproximadamente 23 e 47% de
morte. CNFF-DOX, nesse caso, é tdo eficiente quanto outras nanoparticulas recentemente

associadas a doxorubicina para o tratamento de células tumorais.
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VIl. CONCLUSAO
Os compositos nanoestruturados fosfatados (CNF) possuem boa reprodutibilidade de

diametro e seu tamanho, carga superficial e natureza amorfa sdo desejaveis para possibilitar
sua interacdo com a superficie de células CD44*. CNF é uma boa plataforma para
funcionalizagdo com AH e PEG, e o produto deste processo (CNFF) pode ser ligado a um
corante organico fluorescente vermelho, mantendo as suas caracteristicas opticas e reduzindo
o seu efeito citotéxico (CNFFF). Como CNFFF é rapidamente (de 10 a 20 minutos)
internalizado em células de cancer de mama humano CD44", podemos considera-lo como um
marcador nanoestruturado eficiente, ndo tdxico, de baixo custo e menos invasivo. Além disso,
pode-se sugerir que CNFFF apresenta capacidade de auto-arranjo com doxorubicina formando
composto CNFFF-DOX que apresenta padrdo de citotoxicidade compativel para a sua
utilizagdo no direcionamento a células tumorais CD44", evidenciadas neste trabalho com as
linhagens MCF-7 e MDA-MB-231.
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