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“Tudo tem o seu tempo determinado, e há tempo para todo o propósito debaixo do céu.” 

 

Eclesiastes 3:1 
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RESUMO 

Sistemas nanoestruturados funcionalizados podem ser utilizados para imageamento e 

administração de fármacos no tratamento de tumores, incluindo o câncer da mama. Estes 

sistemas permitem abordagens alternativas mais eficientes apresentando redução de efeitos 

colaterais sistêmicos, e baixo custo frente aos métodos de diagnóstico e terapias convencionais. 

Nanopartículas multimodais são potenciais ferramentas no diagnóstico e localização de células 

tumorais in vivo atuando de forma menos invasiva. As nanopartículas baseadas em fosfato de 

cálcio são eficientes no carreamento de muitos tipos de marcadores fluorescentes e drogas 

antimitóticas. Neste trabalho, foi sintetizado e caracterizado físico- quimicamente compósitos 

nanoestruturados fosfatados (CNF) funcionalizados com substâncias orgânicas (PEG, ácido 

hialurônico e rodamina 6G (R6G)), visando a caracterização físico-química de seus efeitos 

biológicos em células de tumor mamário humano que super expressam o gene para o receptor 

de ácido hialurônico, CD44 (MCF-7 e MDA-MB-231). Não houve redução da viabilidade 

celular em células MCF-7 e MDA-MB- 231 tratadas com CNF, e CNF funcionalizadas com 

PEG, HA e R6G. A internalização de CNF funcionalizada em células MDA-MB-231 foi 

quantificada por observação em tempo real in vitro, e confirmada por técnicas de microscopia 

optica e eletrônica. A distribuição intracelular de CNF em células MCF-7 foi detectada no 

citoplasma e no núcleo por imagens fluorescentes obtidas em microscópio confocal. A 

associação de CNF com doxorubicina produziu um “load” de aproximadamente 18% e células 

MDA-MB 231 e MCF-7 tratadas com as nanopartículas resultantes dessa associação tiveram 

significativa redução percentual na viabilidade celular. Estes dados reforçam a utilização 

potencial de CNF como uma nanopartícula não tóxica e de baixo custo para marcação de células 

tumorais CD44 positivas e carreamento de doxirubicina como antimitótico. A associação de 

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

 

 

Palavras-chave: nanopartículas, funcionalização, 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 



12 
 

 

 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1 - Representação espacial das taxas brutas de incidência de neoplasia maligna da 

mama feminina por 100 mil mulheres, estimadas para o ano de 2016 no Brasil ............... .....19 

Figura 2 - Visão geral do papel das enzimas HASes e do AH em células tumorais e em uma 

célula estromal normal ................................................................................................ ...........23 

Figura 3- Aplicações e áreas de interesse na pesquisa em nanomedicina ....................... ......25 

Figura 4 – Esquema representando o Efeito de Permeabilidade e Retenção Aumentada (EPR) 

observado em tumores ................................................................................................. ...........26 

Figura 5 - Representação da fórmula estrutural da doxorubicina .................................. ........30 

Figura 6 - Fotomicrografias de CNF e CNFF obtidas por microscopia eletrônica de varredura 

.................................................................................................................................. ...............45 

Figura 7 - Distribuição de diâmetro de CNF em nanômetros (nm) ................................ ........46 

Figura 8 - Espectros obtidos por microanálise de raio-x para CNF e CNFF mostrando sua 

composição elementar ................................................................................................ ............46 

Figura 9 - Difração de raio-x para a hidroxiapatita cristalina, o porta-amostra do equipamento 

e para CNF .................................................................................................................. ............47 

Figura 10 - Espectros de absorbância da água pura e CNF, poli-etilenoglicol, ácido hialurônico 

e CNFF ....................................................................................................................................48 

Figura 11 - Absorbância de CNFF complexado com fluorocromo rhodamina 6G (0,1 mM), 

sobrenadantes obtidos após lavagens sucessivas ............................................................ ........49 

Figura 12 - Imunohistoquímica para CD44 realizada em células MCF7 e MDA-MB-231 

................................................................................................................................. ...............50 

Figura 13 - Viabilidade celular de células MDA-MB-231 e MCF-7 tratadas com CNF, CNFF, 

CNFFF e rodamina 6G .................................................................................................. ..........52 

Figura 14 - Células MDA MB 231 expostas a rodamina 6G livre e a CNFFF e monitoradas 

em tempo real ............................................................................................................ .............53 

Figura 15 - Quantificação de fluorescência de células MDA MB 231 expostas a rodamina 

livre 6G e CNFFF e monitoradas em tempo real .......................................................... .........54 

Figura 16 - Imagens obtidas por microscopia confocal mostrando células MCF-7 tratadas com 

CNFFF por 10 minutos ............................................................................................... ............55 

Figura 17 - Imagens obtidas por microscopia confocal mostrando células MCF-7 tratadas com 

CNFFF por 20 minutos ............................................................................................... ............56 



13 
 

Figura 18 - Imagens obtidas por microscopia confocal mostrando células MCF-7 tratadas com 

CNFFF por 20 minutos, mostrando detalhes do compartimento nuclear........................57 

Figura 19 - Imagens de microscopia eletrônica de varredura de células MDA-MB-231 e MCF-

7 após 30 minutos de exposição à CNFFF.....................................................................58 

Figura 20 - Espectros de microanálise de raio-x obtidos a partir de um cristais de cloreto de 

sódio e CNFFF presentes na amostra contendo células MDA-MB-231 e MCF-7 expostas a 

CNFFF......................................................................................................................................59 

Figura 21 - Espectros de absorbância para os sobrenadantes obtidos após lavagem de CNFF- 

DOX em quatro concentrações de nanopartícula.....................................................................60 

Figura 22 - Espectros de absorbância obtidos para CNFF-DOX após lavagem nas quatro 

concentrações de nanopartículas..............................................................................................61 

Figura 23 - Morfologia de células de tumor mamário humano após 24 horas de exposição ao 

tratamento com Doxorubicina e CNFF-DOX..........................................................................62 

Figura 24 - Viabilidade de células de tumor mamário humano tratadas com diferentes 

concentrações de CNFF-DOX e doxorubicina livre................................................................63 



14 
 

 

LISTA DE TABELAS 

 
TABELA 1 - Caracterização de CNF, CNFF e das moléculas orgânicas usadas no processo 

de funcionalização, em relação ao potencial zeta e condutividade ................................... ..44 

TABELA 2 - Load de Doxorubicina em CNFF-DOX de acordo com a concentração de 

nanopartícula adicionada ao sistema ........................................................................... ........61 



15 
 

 

 

LISTA DE ABREVIAÇÕES 

 
INCA 

 
OMS 

Instituto Nacional do Câncer 

 
Organização Mundial de Saúde 

BCA1 Gene Breast Cancer 1. 

BCA 2 Gene Breast Cancer 2. 

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry 

NPs nanopartículas 

EPR Enhanced Permeability and Retention 

EGFR receptor do fator de crescimento epidérmico 

A431 linhagem celular de carcinoma epidermóide humano 

MRI Magnetic Resonance Imaging 

PET Positron Emission Tomography 

NMRI Nuclear Magnetic Resonance Imaging 

CDDP cisplatina 

DOX doxorubicina 

MCF-7 linhagem celular de tumor mamário humano 

MDA-MB-231 linhagem celular de tumor mamário humano 

PEG poli-etilenoglicol 

AH ácido hialurônico 

EGa1 anticorpo anti-EGFR VHH 

TRC105 anticorpo monoclonal anti-endoglina 

DI17E6 anticorpo monoclonal anti- integrina alpha v 

C(RGDyK) peptídeo arginina-glicina-ácido aspártico-D-tirosina-lisina 



16 
 

 

 

PLA ácido lático 

 
AS1411 aptâmero ligante de nucleolina 

 
PLGA ácido láctico-co-glicólico 

 
CD44 proteína receptora transmembrana 

 
R6G rodamina 6G 

 
CNF compósito nanoestruturado fosfatado 

 
CNFF compósito nanoestruturado fosfatado funcionalizado 

 
CNFFF compósito nanoestruturado fosfatado funcionalizado fluorescente 

 
CNFF-DOX compósito nanoestruturado fosfatado funcionalizado associado à 

doxorubicina 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

 
SFB soro fetal bovino 

 
Log logarítimo 

 
mg miligrama 

 
mL mililitro 

 
µg/mL micrograma por mililitro 

 
µM micromolar 

 
mM milimolar 

 
M molar 

 
Rpm rotações por minuto 

 
nm namômetros 

 
MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-diphenil tetrazólio brometo 

 
µL microlitro 



17 
 

 

 

SDS dodecil sulfato de sódio 

 
PBS tampão fosfato salino 

 
BSA albumina do soro bovino 

 
PPD p-fenilenediamina; 1,4-fenilenediamina 

 
KGy kilogray 

 
mBar milibar 

 
mS cm-1 miliSiemens por centímetro 

 
mV milivolt 

 
ºC graus Celsius 

 
MEV microscopia eletrônica de varredura 

 
kV quilovolts 

 
UAF unidades arbitrárias de fluorescência 

 
PEI poli-etilenoimina 

 
Cy3 cianina 3 

 
Dy550 DyLight Fluor 550 

 
CTT células tronco tumorais 

 
AgNPs nanopartículas de prata 

 
HMMs macrófagos derivados de monócitos humanos 

 
DRG linhagem de células do gânglio da raiz dorsal de ratos 

 
U37311 linhagem de células de neuroblastoma humano 

 
C612 linhagem de células de tumor glial de ratos 

 
HepG2 linhagem de células de fígado humano 

 
HeLa linhagem de células de tumor cervical uterino humano 



18 
 

 

 

TATp peptídeo TAT 

FITC Isotiocianato de fluoresceína 

BT20 adenocarcinoma mamário humano 

C26 linhagem de células de câncer de cólon murino 

CD44 McAb anticorpo monoclonal para CD4 

ROS espécies reativas de oxigênio 

MEC matriz extra-celular 

HMWHA ácido hialurônico de alto peso molecular 

LMWHA ácido hialurônico de baixo peso molecular 

HASes hialuronan sintases 

HYALs endoglicosidades 



19 
 

 

 

SUMÀRIO 

I.INTRODUÇÃO .......................................................................................................... 18 

1. Câncer de Mama ......................................................................................................... 19 

2. O papel do ácido hialurônico (AH) e do seu receptor (CD44) no câncer ................... 22 

3. Panorama Geral da Nanotecnologia ............................................................................. 24 

4. Uso de NPs no tratamento e diagnóstico de câncer .................................................... 25 

5. Aspectos gerais da doxorubicina (DOX) .................................................................... 29 

II. JUSTIFICATIVA .................................................................................................................. 32 

III. OBJETIVOS ........................................................................................................................ 33 

IV. METODOLOGIA ................................................................................................................ 35 

1. Síntese de Compostos Nanoestruturados Fosfatados (CNF) .................................................... 35 

2. Obtenção de compostos nanoestruturados fosfatados funcionalizados (CNFF) ....................... 35 

3. Obtenção de compostos nanoestruturados fosfatados funcionalizados fluorescentes (CNFFF)36 

4.Caracterização de CNF, CNFF e CNFFF ................................................................................. 36 

5. Ensaios Biológicos ................................................................................................................... 38 

6. Avaliação da potencial utilização de CNFF como carreador de doxorubicina no tratamento de 

células de tumor mamário humano .............................................................................................. 41 

7. Análises Estatísticas ................................................................................................................. 43 

V. RESULTADOS ...................................................................................................................... 44 

1. Caracterização de CNF, CNFF e CNFFF ................................................................................ 44 

2. Ensaios Biológicos ................................................................................................................... 50 

3. Avaliação da potencial utilização de CNFF como carreador de doxorubicina no tratamento de 

células de tumor mamário humano .............................................................................................. 59 

VI. DISCUSSÃO ......................................................................................................................... 63 

VII. CONCLUSÃO .................................................................................................................... 72 

VIII. REFERÊNCIAS ............................................................................................................... 73 



20 
 

 
INTRODUÇÃO 

 

1. Câncer de Mama 

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

câncer. Entre os homens são esperadas 295.200 ocorrências e entre as mulheres, 300.800. O 

número de novos casos de câncer de mama estimado para o Brasil em 2016 foi de 57.960, e 

exceto pelos tumores de pele não melanoma, esse tipo de câncer é o mais frequente nas 

mulheres das regiões Sudeste, Sul, Centro-Oeste e Nordeste. (Ministério da Saúde/INCA, 

2016) (Ilustração 1). Dentre os principais tipos de tumores ocorrentes em mulheres, o câncer 

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

 

 
Figura 1: Representação espacial das taxas brutas de incidência de neoplasia maligna da mama feminina 

por 100 mil mulheres, estimadas para o ano de 2016 no Brasil, por unidade de federação. Fonte: 

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

 

 

 
Levando em consideração a natureza anatômica da mama feminina. o câncer de mama é 

categorizado como uma doença heterogênea com relação a aspectos clínicos e morfológicos. 

Em 2012, a Organização Mundial De Saúde (OMS) publicou a 4ª edição da “Classificação para 

Tumores de Mama”, que categoriza a doença 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 mamários origina-se no epitélio dos ductos 

glandulares, sendo denominados: “carcinoma ductal invasivo”. Os demais subtipos de 

carcinomas que podem ser diagnosticados são: o lobular, o tubular, o mucinoso, o medular, o 

micropapilar e o papilar (Ministério da Saúde/INCA, 2017). Com relação aos fatores de risco 

que podem levar à ocorrência de tumores de mama o avanço da idade pode ser citado como o 

principal (Altekruse et al., 2016). O histórico de saúde familiar (Colditz et al., 1996) a 

hereditariedade (Colditz et al., 2012; Malone et al., 2011; Cybulski e Jakubowska, 2011), o 

consumo de álcool (Hamajima et al., 2002), a densidade do tecido mamário (Boyd et al., 2009; 

McCormack e Dos Santos, 2006), a ação de hormônios estrogênicos (Kaaks et al., 2005 A e 

B), o histórico do uso de terapias hormonais (Collaborative Group on Hormonal Factors in 

Breast Cancer, 1997), obesidade (Wolin et al., 2010; Morimoto et al., 2002), o histórico pessoal 

de ocorrência de tumores mamários benignos (Goldacre et al., 2010), a raça (Razzaghi et al., 

2012), e a exposição das mamas à radiação (Andrieu et al., 2006) são outros fatores de risco do 

câncer de mama em mulheres. 

Cerca de 85% dos tumores mamários ocorrentes em mulheres são causados por 

mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 (Blackwood e Weber, 1998). Para mulheres portadoras 

de mutação nos genes BRCA1 e BRCA2 o risco estimado de desenvolver câncer de mama é de 

40 a 85% (Frank et al., 1998). Entretanto, a prática de atividade física e a alimentação saudável 

com a manutenção do peso corporal estão associadas a uma diminuição de aproximadamente 

30% do risco de desenvolver câncer de mama. A mamografia bienal para mulheres entre 50 a 

69 anos é a estratégia recomendada pelo Ministério da Saúde no Brasil para o diagnóstico 

precoce do câncer de mama, e para as mulheres consideradas grupo de risco elevado para 

desenvolvimento de câncer de mama, recomenda-se o acompanhamento clínico 

individualizado (Ministério da Saúde/INCA, 2017). 

Sendo o diagnóstico precoce o responsável por uma boa chance de cura do câncer de 

mama, a clínica médica dispõe atualmente de múltiplas estratégias para a detecção de tumores. 

A mamografia, nome dado ao exame de raio-x das mamas, detecta anormalidades no tecido 

mamário e é amplamente usada como exame de rotina em pacientes assintomáticas. O exame 

de ultrassom é indicado quando algum sinal de ocorrência de tumores foi observado 

previamente, e consegue detectar massas sólidas no tecido mamário. O imageamento por 

ressonância magnética é recomendado para a complementação de diagnósticos inconclusivos 

ou para acessar a extensão das lesões. Essa técnica submete o tecido mamário a um campo 

magnético que gera imagens detalhadas, diferenciando tecidos tumorais dos normais. Em 
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alguns casos, para a confirmação da ocorrência de um tumor mamário, é necessária a remoção 

de uma quantidade de tecido das mamas para análise em laboratório (biópsia). A biópsia pode 

ser feita por aspiração auxiliada por seringas ou por meio de cirurgia. A escolha dessa técnica 

para diagnóstico de tumores de mama leva em conta aspectos individuais de cada lesão. 

(National Breast Cancer Foundation INC, 2017). 

Os tratamentos convencionais para o câncer de mama envolvem cirurgia, 

quimioterapia, radioterapia ou hormonioterapia, a depender das condições clínicas e 

psicológicas das pacientes, bem como do avanço do tumor (Bergmann et al., 2000). Radio, 

quimioterapia e cirurgia apresentam desvantagens como: ineficácia no combate a metástases e 

dano às células saudáveis dos tecidos adjacentes (Boyle & Levin, 2008). 

A quimioterapia é um tratamento à base de medicamentos injetáveis com o objetivo de 

matar células tumorais in locu ou em outras partes do corpo. O grande inconveniente da 

quimioterapia é que a aplicação intravenosa de medicamentos tóxicos causa efeitos colaterais 

diversos. A quimioterapia pode envolver a aplicação de mais de um fármaco combinados, serve 

pra tratar tumores em estágios iniciais ou avançados e pode ser indicada antes ou depois da 

remoção cirúrgica do tumor (Breastcancer.org, 2017). As principais substâncias químicas 

usadas na elaboração de quimioterápicos comerciais, com marca registrada, utilizados no 

tratamento do câncer de mama incluem paclitaxel, carboplatina, ciclofosfosfamida, 

gencitabina, eribulina, ixapebilona, mutamicina, novantrona, vinorelbina, docetaxel, 

capecitabina, e também, a doxorubicina. Essas medicações causam efeitos colaterais sistêmicos 

conhecidos, e no caso de quimioterápicos à base de doxorubicina os principais efeitos deletérios 

em pacientes são: baixa contagem de glóbulos brancos no sangue, baixa contagem plaquetária 

com alto risco de sangramento, perda de apetite, perda de cabelo, eritrodisestesia palmar-

plantar, mudanças no aspecto e consistência das unhas, náusea, vômitos, feridas bucais, 

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

A administração de agentes terapêuticos a sítios tumorais encontra uma série de 

problemas, tais como: resistência tumoral às drogas causada por barreiras fisiológicas em nível 

celular e não celular e a biotransformação e eliminação dos fármacos do organismo, geralmente 

causada pelo baixo peso molecular desses compostos (Brigger et al., 2002). Por conta disso, as 

doses administradas, em via sistêmica, ao paciente durante o tratamento são muito altas o que 

aumenta a ocorrência dos efeitos colaterais já citados. 
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Devido à relevância do câncer de mama na saúde pública mundial, à importância de um 

diagnóstico precoce, acurado e não invasivo, e à necessidade cada vez mais crescente de se 

encontrar terapias que minimizem os efeitos colaterais e aumente a qualidade de vida da 

paciente, o câncer de mama é um ponto importantíssimo de interesse em muitas pesquisas 

médicas atuais em todo o mundo. 

 

2. O papel do ácido hialurônico (AH) e do seu receptor (CD44) no câncer 

 Estrutura e Metabolismo do AH 

 
O AH é uma das moléculas mais abundantes na matriz extracelular (MEC) e pertence à 

família das glicosaminoglicanas. As unidades monoméricas do AH são os dissacarídeos N- 

acetil-D-glicosamina e o ácido D-glucorônico, que se ligam por ligações do tipo β formando 

oligômeros ou polímeros que podem alcançar 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 à membrana celular, onde se liga 

não covalentemente a glicoproteínas. O AH é amplamente distribuído nos tecidos conjuntivos 

de mamíferos na forma de um gel altamente hidratado (Rugheimer et al., 2009), tendo o papel 

de promover a migração e a proliferação celulares, especialmente durante a embriogênese (3). 

Existe relação direta entre o AH e o processo de desenvolvimento e progressão de tumores, 

sendo essa molécula importante na proliferação celular e na ocorrência de metástase. Nesse 

âmbito, o tamanho da molécula de AH influencia a resposta gerada em tumores. O AH de alto 

peso molecular (HMWHA) se relaciona com a proliferação celular, enquanto a molécula de 

baixo peso (LMWHA) modula a angiogênese e eventos pró- inflamatórios (6,7). O tamanho da 

molécula de AH depende diretamente das enzimas que se relacionam com o seu metabolismo. 

Enzimas que sintetizam o AH são chamadas hialuronan sintases (HASes), que em mamíferos, 

ocorrem nas isoformas HAS1, 2 e 3, enquanto a degradação do AH é realizada por 6 tipos de 

endoglicosidades (HYALs). A atividade dessas enzimas depende do pH do meio e da possível 

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

2.2 O Papel do AH no câncer 

 
Devido às suas funções relacionadas à migração, interação, adesão, comunicação, e ao 

crescimento celular o AH está diretamente associado a processos patológicos como o câncer. 

Vários tipos tumorais produzem quantidades maiores de AH que os tecidos normais ou 
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induzem sua produção através da liberação de fatores de crescimento e citocinas (Misra et al., 

2015). O metabolismo do AH pelas enzimas de síntese e degradação desencadeia uma série de 

eventos relacionados ou independentes que culminam em migração, invasão, proliferação em 

células tumorais (Figura 2). 

 

 
Figura 2: Visão geral do regulamento das HASes e interações parácrinas entre células tumorais e células 

do estroma. 

 

2.3. Aspectos gerais da proteína receptora CD44 

 
As proteínas CD44 participam do reconhecimento de uma variedade de sinais no 

microambiente celular, o que as torna reguladoras da adesão entre células e entre células e a 

MEC, com forte papel no controle da proliferação, diferenciação, migração e sobrevivência 

celular, tendo a capacidade de se ligar a domínios na MEC, a fatores de crescimento, citocinas, 

metaloproteínas, e ao AH. Essas características, associadas à ocorrência de múltiplos domínios 

intracelulares em CD44 justifica a sua contribuição na gênese de tumores (Karousou et al., 

2016). 

O CD44 é uma glicoproteína transmembrana que atua como receptor endocítico de AH 

em queratinócitos, condrócitos e células de tumor mamário humano (Culty et al., 1994; Tammi 

et al., 2001). A internalização do AH via endocitose mediada por CD44 requer a 
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acilação da porção citoplasmática do receptor (Thankamony e Knudson, 2006). A 

internalização do AH se dá por meio de associação do CD44 com balsas lipídicas na membrana 

celular, num processo em que o receptor interage com proteínas de endocitose, podendo ser 

incorporado de volta à 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 quimioterápicos (incorporados a nanopartículas) a 

células tumorais, principalmente aquelas que expressam CD44 em níveis aumentados. Assim 

sendo, a funcionalização de nanopartículas (NPs) usando glicosaminoglicanos, especialmente 

ácido hialurônico (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 superfície celular para uma variedade de células cancerosas, incluindo as 

linhagens de tumor de mama humano MDA-MB-231 e MCF-7 , a interação CD44 e AH pode 

ser usada como um alvo potencial para a terapia e diagnóstico de câncer. 

 

3. Panorama Geral da Nanotecnologia 

A “nanotecnologia”, embora não seja um conceito recente, tem ganhado novo destaque 

na última década. O prefixo “nano” significa “um bilionésimo de metro”, portanto, nos padrões 

da ciência de materiais, o termo nanotecnologia é usado pra se referir à fabricação 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 ciência que permite a possibilidade de se trabalhar em nível molecular, átomo a átomo 

numa combinação de materiais biológicos e leis da física, química e genética para o 

desenvolvimento de estruturas sintéticas de proporções métricas muito reduzidas (McNeil, 

2005; Fortina et al, 2005). 

As pesquisas atuais envolvendo a nanotecnologia têm permitido o desenvolvimento  de 

sistemas altamente funcionais cuja aplicação no tratamento de doenças é denominada 

“Nanomedicina” pelo National Institutes of Health, dos Estados Unidos (Yiyao et al., 2007). 

Os principais esforços das pesquisas em nanomedicina concentram-se no desenvolvimento de 

sistemas de administração de agentes terapêuticos e diagnósticos (“drug-delivery” e 

imageamento) (Moghimi et al., 2005). Os avanços nessa área tem sido promissores, uma vez 

que sistemas nanoestruturados possuem características biológicas únicas que permitem superar 

os inconvenientes dos métodos de diagnóstico e administração de fármacos no 
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tratamento de diversas doenças (Koo et al., 2005). Nanopartículas de natureza diversa como, 

quantum dots, NPs de sílica, dendrímeros, micelas, conjugados moleculares, lipossomas, 

microbolhas de ultrassom e nanotubos de carbono tem sido amplamente utilizadas como 

potenciais agentes de entrega de fármacos e imageamento em diversas doenças (Yiyao et al., 

2007). Esses nanomateriais apresentam vantagens como: estabilidade biológica, 

biocompatibilidade, podem ser administradas por rotas variadas e são capazes de incorporar 

um número considerável de moléculas diferentes (Del Burgo, et al., 2013). Um resumo das 

aplicações da nanomedicina é mostrado na Figura 3. 

 

 
Figura 3: Aplicações e áreas de interesse da pesquisa em nanomedicina. Adaptado de Yiyao et al., 2007. 

 
4. Uso de NPs no tratamento e diagnóstico de câncer 

 
Uma estratégia proposta a fim contornar problemas decorrentes da administração e 

entrega de fármacos a sítios tumorais é a associação de drogas antimitóticas a nanopartículas. 

O objetivo dessa associação é superar as barreiras celulares e não celulares causadoras da 

resistência tumoral à medicação 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 fármaco permanece encapsulado em uma matriz 

aquosa ou oleosa, cercada por uma membrana polimérica (Brigger et al., 2002). A associação 

de drogas anti-tumorais ou marcadores tumorais a nanopartículas também é vantajosa porque 

promove o aumento do acumulo dessas substâncias na vasculatura tumoral e posteriormente 

no tumor, um fenômeno conhecido como Efeito de Permeabilidade e Retenção Aumentada (do 

inglês, EPR) (Matsmura e Maeda, 1986) (Figura 4). 
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Figura 4: Esquema representando o Efeito de Permeabilidade e Retenção Aumentada (EPR) observado em 

tumores. O endotélio tumoral possui células morfologicamente alteradas o que produz espaços inter- 

celulares maiores, em comparação com o endotélio normal. Esse efeito, associado ao tamanho reduzido de 

nanopartículas, e á ausência de vasos linfáticos tumorais, permite que elas atravessem esses capilares 

tumorais, se acumulem e permaneçam retidas no ambiente tumoral, posteriormente alcançem as células 

cancerosas. Adaptado de Brigger et al., 2012. 

Um grande desafio na pesquisa oncológica é a detecção precoce de tumores, o que 

motiva o uso de agentes de contraste, tais como marcadores de imagem que podem ser 

específicos para tipos de células (Bornhop, et al., 2001), como as de tumor mamário. 

(Morawski, et al., 2005; Lin, et al., 2005). As plataformas de monitoramento ou diagnóstico 

devem envolver um fluoróforo que: retenha seu estado de dispersão em soluções ou ambientes 

fisiológicos, tenha intensidade de sinal prolongada, seja capaz de se acumular em regiões de 

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

O uso de nanopartículas como ferramenta de marcação e detecção de tumores constitui 

uma alternativa promissora em relação aos métodos usados atualmente, uma vez que esses 

materiais, quando associados com marcadores fluorescentes, protegem essas moléculas da 

degradação e as tornam mais estáveis, em comparação com sua forma livre, aumentando a 

precisão das análises de interesse (Brigger, et al., 2002). 

Nanopartículas no imageamento de tumores 

 
Nesse cenário, a nanotecnologia trouxe ao imageamento de tumores a possibilidade de 

melhora no rendimento das moléculas marcadoras in vivo (Rao, et al., 2007) Além disso, 

nanopartículas marcadoras podem ser usados para a detecção quantitativa e qualitativa de 

células tumorais in vitro, com mais eficiência (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® (fluorescência verde) e 

TransFluospheres® (fluorescência vermelha) em citometria de fluxo para detectar o receptor 

do fator de crescimento epidérmico (EGFR) em células de carcinoma epidermóide humano 

(A431), in vitro, onde a encapsulação do marcador fluorescente produziu nanopartículas 

hibridas mais fluorescentes do que conjugados simples de corantes únicos. Podemos encontrar 

ainda uma vasta gama de nanopartículas usadas no imageamento do câncer in vitro e in vivo 

(Dhruba et al., 2010). O quantun dot, um nanocristal de semicondutores, funciona como uma 

sonda de luminescência com potencial em aplicações biológicas. A principal  tarefa associada 

aos quantun dots é a obtenção de uma formulação não tóxica, biodegradável e estável, uma vez 

que a fluorescência começa a ser perdida em soluções aquosas, e pela ocorrência de um grande 

potencial tóxico associado a quantun dots devido à sua associação com metais pesados (Dhruba 

et al., 2010). Nanopartículas também têm sido utilizados para melhorar o imageamento e o 

diagnóstico de tumores também por Ressonância Magnética (MRI) (Sun et al., 2008; Shubayev 

et al., 2009; Veiseh et al., 2010). Nanopartículas de óxido 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, nanopartículas de óxido de 

ferro têm baixa eficiência em alcançar grandes profundidades teciduais, o que limita seu uso 

(Dhruba et al., 2010). Outra abordagem possível é o uso de nanopartículas incorporadas ao 

gadolínio (Gd), onde, por exemplo, a incorporação de Gd em nanopartículas de quitosana 

aumenta seu tempo de retenção no tecido tumoral in vivo (Tokumitsu, et al., 1999). A 

Tomografia por Emissão de Positrons (PET) é uma das ferramentas de imageamento médico 

mais utilizadas, especialmente devido à sua natureza não invasiva (Dhruba et al., 2010). Desta 

forma, as nanopartículas marcadas podem aumentar a sensibilidade da PET, utilizando 

(Ghanem et al., 1993) fluoróforos e isótopos radioativos, (Nahrendorf et al., 2010) por exemplo. 

Devido a essas múltiplas possibilidades, as nanopartículas tem sido associadas ao 

conceito de “transporte multimodal”. Imageamento por diferentes ferramentas tais como a 

microscopia de fluorescência, o PETSCAN, a NMRI (Nuclear Magnetic Resonance Imaging) 

entre outras, com o uso de nanopartículas, tem agregado informações na pesquisa do câncer, 

devido a melhora proporcionada no diagnóstico e localização de células cancerosas em 

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

 
Nanopartículas usadas como sistemas de “drug-delivery” para agentes terapêuticos no 

tratamento do câncer de mama têm 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 nanopartícula de fosfato de cálcio e avaliou seu efeito em células de 

tumor ovariano humano. A associação de nanopartículas a drogas antimitóticas é uma 

alternativa promissora no que diz respeito à diminuição dos efeitos colaterais sistêmicos da 

quimioterapia e ao aumento da eficácia dos tratamentos (Bae et al, 2011). A doxorubicina 

(DOX) em baixas concentrações (0,25 a 2µg/mL) carreada por nanopartículas funcionalizadas 

com ácido hialurônico foi mais eficiente na redução da viabilidade celular em MCF7 e MDA-

MB-231 que a droga livre, nas mesmas concentrações (Wang et al., 2015). Seguindo essa linha, 

nanopartículas lipídicas sólidas, funcionalizadas com ácido hialurônico, 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 característica desejável atribuída a nanopartículas é a ampla possibilidade de 

modificação de suas superfícies, num processo conhecido funcionalização (Dhruba e Shaker, 

2010). Isso é extremamente vantajoso na terapia tumoral já que para ser usada como agente 

terapêutico ou de detecção de tumores, uma nanopartícula precisa conter, associado à sua 

matriz, um ligante com afinidade para um ou mais receptores característicos ou com expressão 

aumentada em células cancerosas. Nanopartículas também necessitam de estabilidade coloidal 

in vitro e uma camada estabilizadora pode ser formada pela incorporação de uma camada 

polimérica hidrofílica. O poli-etileno-glicol (PEG) é o material mais comum usado para este 

propósito (Wang et al., 2010). O PEG é uma boa escolha para funcionalização devido à sua 

hidrofílicidade e flexibilidade (Bergstrom et al., 1994). Para abordagens in vivo o PEG aumenta 

a circulação de nanopartículas na circulação sanguínea evitando a sua interação com proteínas 

plasmáticas e células mononucleares do sistema fagocitário (Allen et al., 2002). 

Funcionalização de nanopartículas para tratamento de câncer (targeting) 

 
Ao interagir com as células, nanopartículas tendem realizar interações não-específicas 

com a superfície celular. Deste modo, a adição de um ligante de direcionamento é necessária 

para aumentar a afinidade celular e a internalização de NPs através da endocitose mediada. É 

importante, também, diferenciar as células e os tecidos saudáveis das células cancerosas, 
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assim os ligantes de direcionamento devem ter especificidade para os receptores com expressão 

aumentada em células cancerosas, e minimamente ou normalmente expressos em células 

saudáveis. 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 funcionalização de nanopartículas com o objetivo de aumentar sua afinidade por 

células tumorais envolve alguns tipos de moléculas biológicas. Podemos destacar anticorpos 

como EGa1, TRC105, DI17E6 ligados a micelas poliméricas, micelas e nanopartículas de 

albumina de soro humano, respectivamente, para administração de doxorubicina. A utilização 

de peptídeos ou proteínas é comum. O peptídeo cíclico de arginina-glicina-ácido aspártico-D- 

tirosina-lisina (C (RGDyK)), é associado nanopartículas de poli (ácido láctico) (PLA) para 

entrega de paclitaxel e doxorubicina. Os lipídios, assim como os antagonistas do receptor da 

integrina, participam do direcionamento de nanopartículas à vasculatura tumoral (Hood, 2002) 

e aptâmeros como AS1411, que se liga à nucleolina e foi usado para funcionalizar 

nanopartículas de ácido poli (ácido láctico-co-glicólico) (PLGA) para administração de 

paclitaxel a células tumorais (Guo, 2011). 

 

5. Aspectos gerais da doxorubicina (DOX) 

A doxorubicina (C27H30ClNO11, de peso molecular 579,99 g/mol), é uma base fraca 

anfipática altamente hidrofílica (solubilidade em água 10 mg por 1 mL) derivada de bactérias 

do gênero 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 antibiótico 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 cardiotóxicos fatais. Modificações genéticas em Streptomyces spp. levaram à 

produção de um novo composto, a adriamicina, posteriormente chamada doxorubicina. A 

manipulação desses compostos abriu o caminho para inúmeras pesquisas subsequentes e 

atualmente, existem cerca de 2000 análogos à doxorubicina conhecidos. (Rivankar, 2010). Os 

antibióticos do tipo antraciclina têm uma estrutura anelar tetra cíclica associada a um açúcar 

incomum, o daunosamina. Agentes citotóxicos desta classe contendo quinona e hidroquinona 

em anéis adjacentes possuem capacidade de ganho e perda de elétrons. 
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Apesar de apresentarem diferenças acentuadas no uso clínico, os análogos à 

doxorrubicina diferem em suas estruturas químicas em um único grupo hidroxil no carbono 14 

(Figura 5). 

 

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

 

O uso terapêutico da doxorubicina deve considerar aspectos do fármaco, como por 

exemplo, o fato de que a droga não é absorvida no trato gastrointestinal e por ser extremamente 

irritante aos tecidos deve ser administrada via intravenosa. A meia vida da doxorubicina no 

sangue é de 12 a 18 horas e a distribuição em compartimentos extra vasculares é ampla e rápida. 

Sua taxa de ligação a proteínas plasmáticas é de 75%, embora a doxorubicina não seja capaz 

de transpor a barreira hematoencefálica. O metabolismo da doxorubicina acontece no fígado 

produzindo como metabólito principal o 13-OH- doxorubicinol, que também possui certo nível 

de atividade antitumoral, produzido pela enzima aldo-keto redutase. A depuração da DOX no 

plasma é de 324 a 809 ml/min e sua excreção ocorre pelas vias biliar e fecal. (Kumar et al., 

2014). 

Em nível celular, a doxorubicina interage com o DNA por intercalação bloqueando a 

síntese de macromoléculas. Sequencialmente, inibe a ação da topoisomerase II 

(comprometendo o processo de transcrição) e causa uma quebra na dupla-fita impedindo a 

duplicação do material genético. Adicionalmente, a doxorubicina tem a habilidade promover a 

geração de radicais livres que causam danos ao DNA e às membranas celulares (Rivankar, 

2010). A capacidade de promover eventos citotóxicos e consequente morte celular tem sido a 

razão do uso da doxorubicina como agente terapêutico no tratamento de patologias 

hematológicas, sarcomas e carcinomas (Mosafer et al., 2017). A doxorubicina é comumente 

usada no tratamento de tumores de bexiga, mama, estômago, pulmão, ovários, tireóide, 

mieloma múltiplo 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 análogos, geralmente usada na quimioterapia de 

pacientes com câncer de mama é de 90mg/m2 de superfície corporal (Lankelma et al., 1999) e 

os efeitos colaterais decorrentes da toxicidade sistêmica desses compostos são bem conhecidos 

e limitam seu uso. São relatados casos de cardio, mielo, e nefrotoxicidade e de geração de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) (Teymouri et al., 2015). Uma alternativa que vem sendo 

amplamente explorada para minimizar os efeitos colaterais da doxorubicina é a sua associação 

com carreadores nanométricos que promovem uma mudança na distribuição farmacológica da 

droga reduzindo os níveis de acumulação no coração, e por consequência, a cardiotoxicidade. 

A associação de doxorubicina com nanopartículas envolve materiais de natureza 

lipídica sólida (Oliveira et al., 2016), lipossomas (Rivankar, 2010), nanopartículas inorgânicas 

de sílica, (Jing et al., 2016; Wang et al., 2015), hidroxiapatita (Victor et al., 2014) e fosfato de 

cálcio (Liang et al., 2012) Os resultados obtidos mostram ampla acumulação em sítios tumorais 

com acentuada eficiência terapêutica. Sendo a doxorubicina um composto de toxicidade 

elevada, é de grande interesse médico e farmacológico o desenvolvimento de métodos que 

possibilitem a criação de sistemas menos agressivos às células saudáveis e ao mesmo tempo 

eficazes no tratamento de tumores. 



33 
 

 

 

II. JUSTIFICATIVA 

Ensaios preliminares conduzidos em nosso laboratório (LIQBRA) permitiram a síntese 

de compósitos nanoestruturados fosfatados (CNF) de baixo custo e fácil manuseio. A 

caracterização físico-química do material sugeriu a possibilidade de sua funcionalização, via 

auto-arranjo (“self-assembly”) com substâncias orgânicas de interesse, como o ácido 

hialurônico (AH), o PEG e o fluorocromo Rodamina 6G (R6G). Dessa forma, os compósitos 

usados no presente trabalho, constituem potenciais plataformas multimodais para a detecção e 

marcação de células tumorais in vitro. A associação do referido material com a doxorubicina 

(DOX), um quimioterápico de atividade conhecida, pode apresentar-se como proposta eficiente 

para o desenvolvimento de um protocolo terapêutico com vantagens sobre os métodos 

atualmente aplicados. 
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III. OBJETIVOS 

1.Objetivo Geral 

 

Avaliar o uso e o efeito biológico de compósitos nanoestruturados fosfatados (CNFs) 

como matriz multifuncional para diagnóstico e tratamento de células de tumores mamários 

humanos in vitro. 

2.Objetivos Específicos 

 
Caracterizar físico-química e morfologicamente CNFs, através da determinação do 

potencial zeta e do uso de técnicas de difração de raio-x, microanálise de raio-x, e microscopia 

eletrônica de varredura. 

Funcionalizar CNFs com ácido hialurônico (AH) e poli-etilenoglicol (PEG) obtendo de 

um compósito nanoestruturado fosfatado funcionalizado (CNFF). 

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

absorbância desses compósitos nos comprimentos de onda de 200 a 1000nm. 

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

nanoestruturado fosfatado funcionalizado e fluorescente (CNFFF). 

Caracterizar opticamente CNFFF obtendo-se o espectro de absorbância desse 

compósito nos comprimentos de onda de 200 a 1000nm. 

Verificar a expressão do receptor para ácido hialurônico (CD44) em células de tumor 

mamário humano (MCF-7 e MDA-MB231) através da técnica de imunohistoquímica. 

Avaliar o efeito citotóxico de CNF, CNFF e CNFFF em células de tumor mamário 

humano CD44+ (MCF-7 e MDA-MB-231). 

Verificar a internalização de CNFFF em células MCF-7 e MDA-MB-231, através do 

uso de microscopia confocal, microscopia ótica com observação em tempo real, microscopia 

eletrônica de varredura e microanálise de raio-x. 

Associar de CNF com o antimitótico doxorubicina e obtenção de um nanocompósito 

nanoestruturado fosfatado associado à doxorubicina (CNFF-DOX). 
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Quantificar a porcentagem de ligação da doxorubicina a CNFF através de elaboração 

de curva padrão e obtenção de equação fornecendo valores de concentração em função da 

absorbância. 

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

mamário humano CD44+. 
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IV. METODOLOGIA 
 

1. Síntese de Compostos Nanoestruturados Fosfatados (CNF) 

Os compósitos nanoestruturados fosfatados (CNF) foram sintetizados no Laboratório 

do Estudo da Interação Físico-Química e Reprodução Animal, no Departamento de 

Morfologia, ICB-UFMG, em meio líquido com pH controlado, utilizando-se soluções contendo 

sais fosfatados e ânions de reconhecida atividade biológica associados a modificadores do 

estado cristalino (Na4P2O710H2O - Cromoline; CaCl22H2O - Cromoline; KSb(OH)6 – Sigma; 

MgCl26H2O - Synth), em um sistema de membranas semipermeáveis (Spectrum Medical 

Industries, Inc). As condições experimentais e metodológicas constam em pedido de patente e 

encontram-se protegidas nos depósitos registrados sob os números BR 10 2012032493-8, BR 

10 2013032731-0 e BR 13 2015031111-6. 

Posteriormente à síntese, os CNFs foram isolados por centrifugação a 3500 rpm por 10 

minutos, descartando-se o sobrenadante. Os precipitados resultantes foram lavados três vezes 

com etanol absoluto (Merck) e após nova série de centrifugação, secos em estufa a 60º C por 

48 horas. Alíquotas de 1 mg de CNF foram inseridas em microtubos cônicos de polipropileno 

(Eppendorf) e esterilizadas por irradiação gama, na dose de 25 kGy, no Laboratório de 

Irradiação Gama - LIG, CDTN-UFMG. 

Para as análises subsequentes, soluções estoque de 1 mg de CNF foram eluídas em água 

milli-Q ou meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) suplementado com 

10% de soro fetal bovino (SFB), imediatamente antes da utilização. 

2. Obtenção de compostos nanoestruturados fosfatados funcionalizados (CNFF) 

Suspensões aquosas de CNF (1mg/mL) homogeneizadas em vórtex por 5 minutos 

receberam 3µL de Ácido Hialurônico (9,71mg/mL) (Galena Química e Farmacêutica LDTA). 

Após nova homogeneização a solução resultante recebeu 3µL de polietileno-glicol (PEG 400 

- Synth), em temperatura ambiente. Todas as análises envolvendo CNFFs foram realizadas 

após o tempo mínimo de 15 minutos e em, no máximo, 24 horas após a funcionalização. 
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3. Obtenção de compostos nanoestruturados fosfatados funcionalizados fluorescentes 

(CNFFF) 

A uma suspensão de CNFF (1mg/mL) foram adicionados 20µL de rodamina 6G 

(Sigma- Aldrich) (1mM) com posterior agitação em vórtex por 5 minutos. As amostras obtidas 

foram lavadas quatro vezes para remoção do excesso de fluorocromo antes de cada 

procedimento realizado, e utilizadas após o mínimo de 15 minutos e em no máximo 24 horas 

após a sua obtenção. 

4. Caracterização de CNF, CNFF e CNFFF 

 

 Obtenção do Potencial Zeta de CNF e CNFF 

 
Para obtenção do potencial zeta de CNF e CNFF foi utilizado o equipamento  Zetasizer 

Nano Series (Malvern), do Laboratório de Biofísica Molecular, ICB-UFMG. Um volume de 

200µL de solução estoque de CNF e CNFF (1mg/mL em água mili-Q) foi adicionado a 2mL 

de água destilada. As suspensões resultantes foram inseridas nas cubetas do equipamento e as 

leituras efetuadas e registradas após a homogeneização e estabilização das amostras. 

 Distribuição de diâmetro, morfologia e composição elementar de CNF e CNFF 

 
Alíquotas de 10µL de solução estoque de CNF e CNFF (1mg/mL em água mili-Q) 

foram depositadas sobre lamínula de carbono (Termanox®), secas ao ar, metalizadas no vácuo 

a 10-5 mBar, com carbono no evaporador Hitachi modelo HUS4G. As amostras processadas 

foram então analisadas nos microscópios de varredura FEG Quanta 200 (FEI) e JEOL JSEM 

6340 no Centro de Microscopia Eletrônica da UFMG, onde foram adquiridas as imagens por 

elétrons secundários, utilizando-se aumentos variando entre 5.000 e 50.000x. Os diâmetros de 

CNF foram obtidos através da técnica de morfometria realizada no programa ImagePro Plus 

4.0. As distribuições de diâmetro foram geradas no programa GraphPad Prism 5.0. 

Espectros de energia de raio-X dispersiva foram obtidos no microscópio eletrônico FEG 

Quanta 200 (FEI) operando a 15KeV, sendo os elementos químicos ocorrentes nas amostras 

identificados através de seus picos característicos. 
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 Obtenção do padrão de cristalinidade de CNF 

 
Alíquotas de 3mg de CNF foram previamente secas e então depositadas sobre suportes 

de silício do Difratrômetro de Policristais (Geigerflex-RIGAKU), composto por bomba de Cu, 

com ângulo de leitura de 2θ a aproximadamente 70 graus, com passo de 0,1º e tempo de 

acumulação médio de 1 hora. As contagens e análises foram realizadas no Laboratório de 

Cristalografia, do Departamento de Física da UFMG. Foram obtidos os difratogramas contendo 

a distribuição de intensidade do feixe difratado pelos diferentes planos cristalinos ou o padrão 

amorfo de CNF, da hidroxiapatita (essencialmente cristalina) e do porta amostras do 

equipamento, de natureza amorfa. 

 Obtenção do espectro de absorbância de CNF 

 
Alíquotas de CNF (5µg/mL e 250µg/mL em água mili-Q) foram adicionadas a poços 

de uma placa de 96 poços, e o volume final elevado a 100µL. As amostras foram lidas em 

aparelho Varioskan Flash Multireader (Thermo) para medição de absorbância entre os 

comprimentos de onda de 200 a 1000nm. 

 Obtenção do espectro de absorbância de CNFF 

 
Alíquotas (150µL) de CNFF (750µg/mL em água mili-Q) receberam 25µL de ácido 

hialurônico (9,71mg/mL) e 3µL de PEG 400. A mistura resultante foi adicionada a uma placa 

de 96 poços com volumes elevados a 200µL, com agua milli-Q. Amostras controle foram 

preparadas com de água mili-Q, ácido hialurônico (0,24mg/mL), PEG 400 (15,03µL/mL), CNF 

(1mg/mL) e CNF associada somente a PEG 400. Todas as alíquotas tiveram seus valores de 

absorbância lidos entre os comprimentos de onda de 200 a 1000nm no aparelho Varioskan 

Multi Reader (Thermo). 

 Avaliação das propriedades ópticas de CNFFF 

 
Alíquotas de 200µL de CNF (1mg/mL em água mili-Q) receberam 20µL de rodamina 

6G (1,0mM). Ao sistema resultante, foram adicionados, sequencialmente, 25µL de ácido 

hialurônico (9,71mg/mL) e 3µL de PEG 400. Após cinco minutos de agitação em vórtex, as 

amostras foram centrifugadas por um minuto a 5000 rpm, foi retirado o sobrenadante (S1), e 

os precipitados resultantes eluídos em 200µL de água milli-Q. Esse processo foi repetido quatro 

vezes sendo os precipitados eluídos no mesmo volume de água mili-Q após a ultima 

centrifugação. Cada um dos sobrenadantes obtidos após as quatro lavagens (S1, S2, S3 e S4), 
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bem como o precipitado obtido, ou amostra final, tiveram os seus espectros de absorbância 

adquiridos entre os comprimentos de onda de 200 a 1000nm com a utilização do aparelho 

Varioskan Multi Reader (Thermo), em placa de 96 poços. Os dados foram plotados utilizando-

se o valor de absorbância obtido para todas as amostras em 540 nm, valor máximo de 

absorbância do fluorocromo, utilizando o programa Origin Pro 8®. 

5. Ensaios Biológicos 

  

 Culturas Celulares 

 
Células de tumor mamário 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 sódio a 5mM (Cinética Química LTDA), penicilina (100 U/mL), estreptomicina 

(0,1mg/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 período de expansão das células. 

Detecção da expressão de CD44 em células de tumor mamário humano MDA-MB 231 e  

MC7 via imunofluorescência 

Células de tumor mamário humano das linhagens MDA-MB 231 e MCF-7 foram 

plaqueadas em placas de 48 poços, na densidade de 2.104 e 4.104, baseadas na capacidade de 

crescimento de cada linhagem, respectivamente. Após período de expansão de 48 horas, as 

células foram lavadas duas vezes em PBS (0,15M), fixadas em paraformaldeído (3,7%) por 20 

minutos, novamente lavadas em PBS por duas vezes, e permeabilizadas com Triton X100 

(0,2%) por 10 minutos. Após serem lavadas com PBS por 3 vezes, as células foram colocadas 

em solução de bloqueio (PBS + BSA 1%) por 30 minutos e incubadas com o anticorpo primário 

anti CD44 ab41478 rabbit policlonal (na concentração de 1:250), também em solução de 

bloqueio por 24 horas. 

A incubação com anticorpo secundário anti rabbit marcado com Alexa555 (na 

concentração de 1:500), em solução de bloqueio, durou 1 hora e ao final desse período as 

células foram lavadas três vezes com PBS por 5 minutos. A marcação nuclear foi feita com 

Dapi Blue (1µg/mL, diluído em solução de bloqueio) por 1 hora a temperatura ambiente. 

Ao final dos procedimentos de marcação, as preparações foram observadas em 

microscópio de fluorescência invertido OLYMPUS IX70 utilizando-se a objetiva de 20X. 
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Avaliação da viabilidade de células de tumor mamário humano expostas a CNF, CNFF e 

CNFFF 

A viabilidade das linhagens MCF7 e MDA-MB 231 não tratadas, desafiadas com CNF, 

CNFF, CNFFF e com rodamina 6G foram avaliadas após 24 horas de exposição aos 

tratamentos, por meio do ensaio que utiliza o 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-diphenil tetrazólio 

brometo, ou MTT. (Cat. M-6494; Invitrogen). A reação induzida se baseia na redução do sal 

tretrazólio em cristais de formazan pela enzima desidrogenase, que é ativa apenas em 

mitocôndrias de células viáveis. 

Para isso 1.105 células foram semeadas em placas de 48 poços, com um volume final 

de 400µL de meio DMEM (suplementado com 10% de SFB) por poço. Os tratamentos, 

realizados em triplicata foram: CNF, CNFF, CNFFF a 1,0; 5,0 e 25,0µg/mL e rodamina 6G a 

1,0; 5,0; e 25,0µM. As amostras controle não receberam nenhum tratamento. Todos os 

tratamentos foram realizados em triplicata. Após 24 horas de exposição, a viabilidade celular 

foi avaliada através do ensaio que utiliza o 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-diphenil tetrazólio 

brometo, ou MTT (Cat. M-6494; Invitrogen), e que se baseia na a redução do sal tretrazólio em 

cristais de formazan pela enzima desidrogenase, ativa apenas em mitocôndrias de células 

viáveis. Após o período de tratamento, o meio de cultura foi removido e foram adicionados 130 

µL de meio novo e 100µL de MTT em cada poço. As amostras foram mantidas em estufa de 

CO2 por mais duas horas. Ao término desse intervalo, adicionou-se 130µL de SDS 10% HCl 

e após 18 horas de incubação as absorbâncias 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. Após descontar o valor de absorbância obtido para a amostra do branco de cada valor 

experimental obtido, os gráficos de porcentagem de viabilidade celular foram plotados no 

programa GraphPadPrism®. 

Verificação da internalização de CNFFF em células de tumor mamário humano através 

de observação em tempo real “time-lapse”. 

Células das linhagens MDA-MB 231 mantidas em cultivo sob as condições já descritas 

foram plaqueadas em dishs plásticos estéreis de 25mm de diâmetro, com lamínula de vidro no 

fundo, a densidade de 1. 105 células em 1mL de DMEM (10% de soro fetal bovino). Após o 

período de incubação de 24 horas as células foram tratadas com 25µg/mL de CNFFF (preparada 

segundo protocolo já descrito) e 50µM de rodamina 6G livre. Amostras controle não receberam 

tratamentos. 
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Para a aquisição das imagens em tempo real foi utilizado aparelho BioStation IMq 

(NIKON, Tóquio, Japão) que inclui um microscópio invertido motorizado e uma câmera CCD 

resfriada de alta sensibilidade em um sistema integrado. As células permaneceram mantidas na 

câmara incubadora do aparelho com atmosfera (5% de CO2) e temperatura (37°C) controladas. 

Após a aplicação 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 gráficos (unidades arbitrárias de fluorescência 

em função do tempo) plotados no GraphPad Prism® . 

Verificação da internalização e localização intracelular de CNFFF em células de tumor 

mamário humano através de microscopia confocal 

Células da linhagem MCF7 foram plaqueadas à densidade de 2,5x104 em lamínulas de 

vidro estéreis depositadas no fundo de poços de uma placa de 48 poços. Ao fim de 24 horas de 

incubação as células foram tratadas com 60µg/mL de CNFF associada ao fluorocromo 

rodamina 6G (CNFFF) durante períodos de 10 e 20 minutos. Ao final dos tempos de interação, 

o meio de cultura foi removido e as células fixadas em paraformaldeído (4%) por cinco 

minutos. Após a remoção do fixador, lavagens em tampão fosfato salino (10X) e 

permeabilização com Triton X-100 (0,2%) por 5 minutos, as células foram incubadas com 

30µL de Faloidina 488 (Sigma Aldrich) (PBS-BSA 1:40) por 1 hora. Após nova lavagem, 

foram incubadas com 30µL de Dapi Blue (Sigma Aldrich) (PBS-BSA 1:1000) por 1 minuto. 

Todo o procedimento foi realizadona ausência de luz. 

As lamínulas foram aderidas em lâmina de vidro com meio de montagem adequado 

para a preservação da fluorescência (Fluoroshield® com PPD (p-fenilenediamina; 1,4- 

fenilenediamina), (Sigma-Aldrich) e observadas em microscópio confocal (Nikon Eclipse Ti) 

para aquisição de imagens com aumentos de 40X. As imagens foram processadas no programa 

Image J. 

Verificação da internalização de CNFFF em células de tumor mamário humano através 

de análises de ultra-estrutura por microscopia eletrônica de varredura e de composição 

elementar por microanálise de raio-x 

Para a determinação da possível internalização de CNFFF, células MCF-7 e MDA- MB-

232 foram cultivadas sobre lamínulas de vidro na densidade de 1x105 células por 1 mL em 

DMEM suplementado com 10% de SFB. Após um período de 24 horas para aderência e 
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expansão em estufa com atmosfera (5% de CO2) e temperatura (37ºC) controladas, as células 

foram desafiadas com CNFFF (25µg/mL) durante 24 horas. Após o tratamento, as amostras 

foram lavadas 3 vezes em PBS para remoção do meio de cultura. As lamínulas de vidro 

foram então secas ao ar, montadas com fita dupla de carbono sobre "stubs" de alumínio e 

metalizadas no vácuo a 10-5mBar, com carbono no evaporador Hitachi (HUS4G). As 

amostras processadas foram analisadas no Microscópio Eletrônico de Varredura FEG com 

Sistema de Nano-fabricação (FIB - Quanta FEG 3D FEI), constituído de: um sistema dual 

com feixe iônico e eletrônico, e um canhão de elétrons de emissão por efeito de campo. A 

resoluções do aparelho foram de 0,8nm para o feixe eletrônico e a distância focal foi de 3 a 

99 mm em alto e baixo vácuo. Para aquisição de imagens e análise das amostras foram 

utilizados os detectores de elétrons secundários, de elétrons retroespalhados e detector para 

obtenção de espectros de energia de raios-x dispersiva. 

As imagens adquiridas por elétrons secundários foram utilizadas para a descrição 

morfológica da superfície das células e confirmação 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 aceleração de eletrônica entre 5 e 15kV. 

 
Os pontos eletro-densos selecionados em cada amostra foram analisados utilizando-se 

feixe de elétrons pontual com tempo de acumulação mínima de 90 segundos utilizando 

voltagem de aceleração de eletrônica de 30kV . A análise descrita gerou espectros de raio -X 

cujos picos correspondentes a elementos químicos foram identificados, possibilitando a 

determinação da composição elementar de cada ponto analisado. 

6. Avaliação da potencial utilização de CNFF como carreador de doxorubicina no 

tratamento de células de tumor mamário humano 

 Elaboração de curva-padrão para doxorubicina 

 
Soluções aquosas de doxorubicina (100, 10 e 1µg/mL) e a solução estoque (1mg/mL) 

foram lidas, num volume final de 200µL, em aparelho VARIOSKAN (Multi Reader Device – 

Thermo) nos comprimentos de onda de 200 a 1000nm. Os valores de absorbância obtidos para 

as soluções no comprimento de onda de 480nm foram usados para elaboração da curva- padrão 

(absorbância x concentração) para doxorubicina, usando-se o programa Origin Pro 8®. 
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Preparação de compostos fosfatados nanoestruturados funcionalizados e associados à 

doxorubicina (CFNF-DOX) 

A preparação de CNFF-DOX foi obtida a partir de alíquotas de 20µL de doxorubicina 

(1mg/mL). Cada alíquota recebeu concentrações crescentes de CNFF (0,1; 0,2; 0,3 e 

0,4mg/mL), e foi eluída ao volume final de 200µL utilizando-se água milli-Q. Após 

centrifugação a 5000rpm por 1 minuto, os sobrenadantes foram separados e os e os precipitados 

resultantes novamente resuspendidos a 200µL de água milli-Q. 

 Cálculo da porcentagem de associação entre CNFF e doxorubicina 

 
A associação entre doxorubicina (0,1mg/mL) e diferentes concentrações de CNFF (0,1; 

0,2; 0,3 e 0,4mg/mL), foi calculada com o uso da curva padrão obtida para o soluções aquosas 

do fármaco. A equação de regressão e a linearidade (r2) obtida foram y=0,0039+0,0429x e 

0,9998 respectivamente. Sendo y=absorbância e x=concentração de doxorubicina, foi possível 

calcular a concentração da droga presente em amostras de CNFF- DOX lavadas e nos seus 

respectivos sobrenadantes. O cálculo do carregamento, ou “load”, da droga à matriz 

nanoestruturada foi feita segundo a equação: 

[DOX] incorporada = ([DOX] adicionada ao sistema) – ([DOX] detectada nos 

sobrenadantes). 

A porcentagem de ligação de doxorubicina a CNF foi calculada com base na equação: 

 
%DOX incorporada = [DOX] incorporada X 100/ [DOX] adicionada ao sistema. 

 
 Culturas Celulares 

 
Linhagens de células de tumor mamário 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 sódio a 5mM (Cinética Química LTDA), penicilina (100 U/mL), estreptomicina 

(0,1mg/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 período de expansão das células. 
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Avaliação da viabilidade de células de tumor mamário humano expostas a CNFF- DOX 

Células das linhagens MCF7 e MDA-MB 231 foram semeadas em placas de 48 poços 

a densidade de 2.104 e 1.104 células/mL, respectivamente em um volume final de 400µL de 

meio DMEM (suplementado com 10% de SFB) por poço. O tratamento com CNFF-DOX foi 

realizado utilizando-se uma solução 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 concentrações tratamento de 

0,01; 0,1; 1 e 10µM. Tratamentos utilizando doxorubicina livre nas concentrações de 0,001; 

0,01; 0,1 e 1 µM e o controle positivo (sem nenhum tratamento) também foram realizados. 

Todos os tratamentos foram realizados em triplicata. Após 24 horas de exposição, a viabilidade 

celular foi avaliada através do ensaio que utiliza o 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- diphenil 

tetrazólio brometo, ou MTT (Cat. M-6494; Invitrogen), e que se baseia na a redução do sal 

tretrazólio em cristais de formazan pela enzima desidrogenase, ativa apenas em mitocôndrias 

de células viáveis. Após o período de tratamento, o meio de cultura foi removido e foram 

adicionados 130 µL de meio novo e 100µL de MTT em cada poço. As amostras foram mantidas 

em estufa de CO2 por mais duas horas. Ao término desse intervalo, adicionou-se 130µL de SDS 

10% HCl e após 18 horas de incubação as absorbâncias 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. Após descontar o valor de absorbância obtido para a amostra do branco de cada 

valor experimental obtido, os gráficos de porcentagem de viabilidade celular foram plotados 

no programa GraphPadPrism®. 

7. Análises Estatísticas 

As análises estatísticas 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 análises de variância (one-way ANOVA) seguidas de pós teste de 

Bonferroni. Os resultados foram expressos como média seguida de erro padrão, com intervalo 

de confiança de 95%. Resultados onde p<0,05, foram considerados estatisticamente 

significativos. 
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V. RESULTADOS 
 

1. Caracterização de CNF, CNFF e CNFFF 

 Potencial Zeta e Condutividade 

 
O potencial zeta e a condutividade de CNF, CNFF, PEG, AH e AH+PEG são 

apresentados na Tabela 1. Os valores de potencial zeta das nanopartículas permaneceram 

negativos, variando de -23,0 mV (CNF) e -14,0 (CNFF). A condutividade variou de 0,0082 e 

0,1780 mS.cm-1 respectivamente. O processo de funcionalização diminuiu a carga negativa  de 

nanopartículas. 

 
 

Tabela 1: Caracterização de CNF, CNFF e das moléculas orgânicas usadas no processo de funcionalização, em 

relação ao potencial zeta e condutividade. 

 

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

AH 

PEG 

AH+PEG 

CNF 

CNFF 

-24,7 

-23,4 

-27,9 

-23,0 

-14,2 

0,227 

0,244 

0,395 

0,0082 

0,1780 

 

 
 Morfologia e distribuição de diâmetro 

 
Os CNFs sintetizados apresentaram forma esférica e superfície rugosa, como mostrado 

por microscopia eletrônica de varredura (MEV) (Figura 6). As imagens obtidas com feixe de 

elétrons secundários, adquiridas com voltagem de aceleração de 15kV, permitiram determinar 

que os CNFFs mantiveram a forma esférica e são encontrados imersos nas frações orgânicas 

adicionadas ao sistema (PEG e AH). O diâmetro médio dos CNFs foi de 149nm com um 

intervalo de confiança 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 eletrônica de varredura 

(MEV). 

 

 
Figura 7: Distribuição de diâmetro de compostos nanoestruturados fosfatados (CNF) em nanômetros (nm) 

obtida por morfometria. 

 

 Composição elementar por microanálise de raio-x 

 
Os espectros obtidos por microscopia eletrônica analítica (Figura 8) mostram para CNF 

e CNFF picos característicos de carbono (C), sódio (Na), alumínio (Al) e silício (Si). A 

ocorrência desses elementos é derivada: do processo de metalização (C), do suporte metálico 

do microscópio (Al) e lamínula de vidro usada no processamento das amostras (Si). Os 

elementos: magnésio (Mg), cálcio (Ca) e fósforo (P) são característicos da matriz inorgânica 
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do CNF. O processo de funcionalização não mudou o padrão de ocorrência dos elementos 

mencionados. 

 
 

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

e compostos nanoestruturados fosfatados funcionalizados (CNFF) caracterizando sua composição 

elementar de modo não quantitativo. 

 

 
 

 Padrões estruturais por difração de raio-x (XRD) 

 
Os espectros obtidos por XRD para a hidroxiapatita sintética (composta principalmente 

por fosfato de cálcio cristalino), do porta amostras do equipamento (essencialmente amorfo) e 

para CNF são mostrados na Figura 9. CNF tem comportamento similar ao observado no padrão 

amorfo com um único pico largo a 2θ = 28,3 ° o que indica a sua natureza amorfa. 
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Figura 9: Difração de raio-x para a hidroxiapatita cristalina, o porta-amostra do equipamento e para 

compostos nanoestruturados fosfatados (CNF). O porta amostras e CNF possuem padrões essencialmente 

amorfos. 

 

 
 

 Espectros de absorbância de CNF e CNFF 

 
Ensaios ópticos determinaram os espectros de absorbância de CNF, PEG, AH e CNFF 

entre 200 e 1000 nm. O espectro obtido para CNF (5 e 250 μg/mL) é mostrado na Figura 10. 

Nenhum pico de absorção foi observado para ambas as concentrações no intervalo analisado, 

especialmente entre 400 e 700nm. A 250 μg/mL, CNF mostrou um aumento nos valores de 

absorbância detectados. CNFF (750μg/mL) e as moléculas orgânicas ligadas a ele também não 

são 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 adsorção de um corante 

fluorescente uma vez que não possuem autofluorescência, não sendo, portanto, capazes de 

causar interferência na detecção de um marcador em técnicas de interesse. 
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Figura 10: Espectros de absorbância da água pura e compostos nanoestruturados fosfatados (CNF) (5 

μg/ml e 250 μg/ml), PEG 400, ácido hialurônico (AH) e compostos nanoestruturados fosfatados 

funcionalizados (CNFF) (750 μg/ml). Comprimentos de onda variando de 200 a 1000 nm. 
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 Ligação de CNFF ao fluorocromo rodamina 6G (CNFFF) 

 
CNFFF (750 μg/ml) apresentou picos de absorção consistentes com os obtidos para a 

rodamina 6G livre (530 nm). O pico de absorção dos sobrenadantes obtidos após 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 após os processos de 

lavagem, o pico de absorção da amostra lavada final foi satisfatório. Essa ocorrência sugere a 

adsorção da rodamina 6G à matriz nanoestruturada funcionalizada (Figura 11). O valor de pico 

de absorbância obtido para CNFFF também sugere que a quantidade de rodamina 6G adsorvida 

é detectável em ensaios de fluorescência e biológicos de internalização. 

 

 
 

Figura 11: Absorbância de compostos nanoestruturados fosfatados funcionalizados (CNFF) complexado 

com fluorocromo rhodamina 6G (0,1 mM), sobrenadantes obtidos após lavagens sucessivas (S1, S2, S3 e 

S4) e a amostra final contendo as nanopartículas lavadas. Comprimento de onda: 540nm 
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2. Ensaios Biológicos 

 
 Expressão de CD44 em células de tumor mamário humano MCF-7 e MDA-MB-231 

 
Para confirmar se as linhagens celulares utilizadas neste estudo expressam o gene para 

CD44 e são, portanto, potencialmente capazes de interagir com nanopartículas funcionalizadas 

com ácido hialurônico, foi realizada imunohistoquímica para CD44 nas células MCF7 e MDA-

MB-231. Imagens obtidas em microscópio de fluorescência invertido mostraram que ambas os 

tipos celulares são positivos quanto à expressão de CD44 (Figura 12). 

 

 

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

microscópio de fluorescência mostraram que ambas as linhagens são positivas para CD44 (verde). Núcleo 

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 concentrações 

crescentes, durante 24 não apresentaram redução de viabilidade celular, em comparação ao 

grupo não tratado (Figura 13). As células expostas à rodamina 6G livre, em concentrações 

equivalentes a presente em CNFFF, durante 24 horas mostraram uma redução significativa da 

viabilidade mesmo na concentração mais baixa. A redução da viabilidade celular causada pela 

maior concentração de rodamina 6G livre foi de 74,97% em células MCF7 e 55,26% em MDA 

MB 231. 

Estes resultados sugerem que os três tipos de nanopartículas propostas nesse estudo não 

apresentam atividade citotóxica significativa em células MCF7 e MDA MB 231. A 

funcionalização com AH e PEG (CNFF) e a conexão posterior com células de rodamina 6G 

(CNFFF) não induzem efeito citotóxico. Estes resultados são consistentes com o facto de CNF 

e CNFF não estarem associados a qualquer composto antimitótico e serem, por si só, 

inofensivos para as células tumorais em questão. A associação de rodamina 6G, provada 

citotóxica, com CNFF (CNFFF) parece reduzir o efeito citotóxico do fluorocromo. 
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Figura 13: Viabilidade celular de células MDA-MB-231 e MCF-7 tratadas com 1, 5 e 25 μg/mL de CNF, 

CNFF, CNFFF e 1, 5 e 25 μM de rodamina 6G durante 24 horas. Os valores foram plotados como 

média/desvio padrão. Letras diferentes indicam diferença significativa entre os tratamentos. 
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Verificação da internalização de CNFFF em células de tumor mamário humano através 

de observação “time-lapse” 

Células MDA MB 231 expostas a CNFF durante 30 minutos e monitoradas em tempo 

real, foram também expostas a concentrações equivalentes de rodamina 6G livre. A adição de 

rodamina livre 6G torna as células e o meio de cultura fluorescentes. Visualmente e 

quantitativamente, a intensidade de fluorescência nas amostras que receberam rodamina livre 

6G foi constante durante todo o período experimental (Figura 14 e Figura 15). As células 

expostas a CNFFF não se tornam instantaneamente fluorescentes e foi possível observar a 

progressão temporal da intensidade de fluorescência no citoplasma das células. Isso sugere a 

internalização de CNFFF em células MDA-MB-231 (Figura 14). 

 

 

Figura 14: Células MDA MB 231 expostas a rodamina 6G livre e a CNFFF durante 30 minutos e 

monitoradas em tempo real. 
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Quantitativamente, a fluorescência aumenta acentuadamente após 10 minutos de 

exposição a CNFFF, sendo superior à detectada para a rodamina 6G após 15 minutos (Figura 

15). As células tratadas com CNFFF não apresentam sinais aparentes de morte celular no final 

do procedimento, ao contrário das que foram tratadas com rodamina 6G que mostraram 

alterações morfológicas consistentes com sinais de apoptose. 

 

 

 

 

 
 

Figura 15: Quantificação de fluorescência de células MDA MB 231 expostas a rodamina livre 6G e 

CNFFF durante 30 minutos e monitoradas em tempo real. 

 

 
 

Verificação da internalização de CNFFF em células de tumor mamário humano através 

da microscopia confocal 

Imagens obtidas por microscopia confocal de células MCF-7 tratadas com CNFFF (60,0 

μg/ml) durante 10 e 20 minutos mostram marcação azul na cromatina nuclear (Dapi Blue), 

verde no citoesqueleto (Faloidina 488) e CNFFF em vermelho (Figuras 16 e 17). A distribuição 

da marcação ao longo do eixo Z também permitiu a visualização de domínios nucleares 

definidos pelo corante azul, o citoplasma em verde e CNFFF em vermelho. Não se observou 

sobreposição de canais, demonstrando a ausência de co-localização entre as nanopartículas, o 

citoesqueleto e a heterocromatina. É possível observar, para os dois tempos de exposição, 

agregação robusta das nanopartículas (CNFFF) principalmente na região 
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periférica da célula, e também nos domínios citoplasmático e nuclear. A presença de CNFFF 

no citoplasma apresentou distribuição homogênea, independentemente da distância da célula 

ao seu ponto de aderência. 

 
 

 
Figura 16: Células de tumor mamário humano (MCF7) coradas com DAPI Blue (núcleo) Faloidina 488 

(citoplasma) e tratadas com CNFFF durante 10 minutos. Cada ponto equivale a 0,25μm na série-Z. 

Aumento: 60x. Microscópio confocal. 
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Figura 17: Células de tumor mamário humano (MCF7) coradas com DAPI Blue (núcleo) Faloidina 488 

(citoplasma) e tratadas com CNFFF durante 20 minutos. Cada ponto equivale a 0,25μm na série-Z. 

Aumento: 60x. Microscópio confocal. 
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Observou-se, após a verredura confocal no eixo Z, a presença de CNFFF na porção nuclear, 

principalmente em regiões de eucromatina (Figura 18). Nossos dados sugerem que o CNFFF 

é capaz de se aderir com sucesso às membranas e ser internalizada por células MCF-7 positivas 

para CD44 e serem transcoladas a porções nuclear. 

 

 
Figura 13: Detalhe de células de tumor mamário humano (MCF7) coradas com DAPI Blue (núcleo) e 

tratadas com CNFFF durante 20 minutos. Notar distribuição intranuclear, citoplásmica e membranar. 

Imagens obtidas por microscopia confocal. 
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2.4. Verificação da internalização de CNFFF em células de tumor mamário humano 

através de análises de ultra-estrutura por microscopia eletrônica de varredura e de 

composição elementar por microanálise de raio-x 

Imagens de microscopia eletrônica de varredura, obtidas com elétrons secundários, 

mostram células MDA-MB-231 e MCF-7, após 30 minutos de interação com CNFFF  (Figura 

19). As células apresentaram aspecto rugoso e retraído em função do processamento. Foi 

possível detectar a ocorrência dos CNFFF com forma esférica em vários pontos do campo, 

eventualmente aderidos à superfície da membrana celular ou internalizados. As imagens 

obtidas por feixes de elétrons retroespalhados confirmaram a ocorrência de CNFFF, 

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

 

 
Figura 19: Imagens de microscopia eletrônica de varredura de células MDA-MB-231 e MCF-7 após 30 

minutos de exposição à CNFFF (25 μg/mL). Nas imagens obtidas por elétrons secundários (direita) é 

possível notar os detalhes das superfícies celulares. As imagens obtidas por elétrons retroespalhados 

(esquerda) trazem domínios eletrondensos (porções mais claras da imagem) correspondendo aos locais 

analisados pela técnica de microanálise de raio-X (pontos A, B e C e D). 

 

Os pontos eletro-densos evidenciados podem ser reconhecidos como agregados 

esféricos e porções poliédricas em forma cristalina (Figura 19). Os espectros obtidos por 

microanálise de raio-x confirmaram a natureza elementar dessas estruturas, identificadas como 

cristais de cloreto de sódio (derivados do PBS utilizado para lavagem), onde 
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predominam os íons sódio (Na) e cloro (Cl) e CNFFF, onde se observa uma ocorrência 

distinta de fósforo (P) e cálcio (Ca) (Figura 20). 

 

 

 

 
Figura 20: Espectros de microanálise de raio-x obtidos utilizando aceleração 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. Avaliação da potencial utilização de CNFF como carreador de doxorubicina no 

tratamento de células de tumor mamário humano 

 Percentual de ligação de doxorubicina a CNFF 

 
Os espectros de absorbância 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 absorbância altos com pico a 480nm. O espectro obtido para CNFF 

não associado à droga apresentou perfil espectral similar ao da água, com ausência de pico no 

intervalo avaliado. Os valores e o pico de absorbância obtidos para as amostras de CNFF- DOX 

decresceram discretamente com o aumento da concentração de CNFF na amostra, sendo menor 

na amostra contento CNFF a 0,4mg/mL (Figura 21). Esse comportamento pode ocorrer pela 

grande densidade de partículas sólidas presentes nos sistemas mais concentrados em CNFF, 

como forma de absorção inespecífica, mais evidente no espectro de CNFF puro, visto que a 

concentração de DOX nas demais amostras é constante. 
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Figura 21: Espectros de absorbância para os sobrenadantes obtidos após lavagem de CNFF-DOX nas 

quatro concentrações de nanopartícula (0,1, 02, 03 e 0,4 mg/mL), doxorubicina (0,1mg/mL), CNFF 

(1,0mg/mL) e água milli -Q. Comprimento de onda λ entre 200 e 1000nm. 

 

 

As amostras contendo os precipitados lavados registraram valores de absorbância 

notadamente inferiores aos obtidos para os seus sobrenadantes e para a doxorubicina livre, mas 

mantiveram evidente pico de absorbância a 480nm. Isso indica que após a lavagem e 

centrifugação uma alíquota de doxorubicina permaneceu associada à CNFF, indicando a 

ligação entre as nanopartículas e a droga (Figura 22). 
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Figura 22: Espectros de absorbância obtidos para CNFF-DOX após lavagem nas quatro concentrações de 

nanopartículas (0,1, 02, 03 e 0,4 mg/mL), doxorubicina (0,1mg/mL), CNFF (1,0mg/mL) e água milli-Q. 

Comprimento de onda λ entre 200 e 1000nm. 

O carregamento, ou “load” da droga obtidos nas amostras de CNFF-DOX contendo 

concentrações crescentes de CNFF são apresentados na Tabela 2. A complexação mais 

eficiente foi na amostra CNFF (0,4mg/mL) que registrou 17% da doxorubicina adicionada ao 

sistema aderida a CNFF após a lavagem. 

Tabela 2: Load de doxorubicina em CNFF-DOX de acordo com a concentração de nanopartícula adicionada ao 

sistema. 

 

[CNFF] em CNFF-DOX (mg/mL) Associação (%) 

0,1 5,95 

0,2 10,15 

0,3 13,08 

0,4 17,72 

 

 
Toxicidade de CNFF-DOX em células de tumor mamário humano MDA-MB-231 e 

MCF-7. 

A morfologia de ambos os tipos celulares após exposição aos tratamentos com 

doxorubicina e CNF-DOX é mostrada na Figura 23. É possível notar o aspecto pré- confluente 

das células não tratadas, ao passo que o tratamento com CNFF-DOX e com doxorubicina livre 

provocam alterações morfológicas visíveis em células MCF-7. Observa-se a redução da 

aderência celular, o que torna seu aspecto mais arredondado acompanhado da 
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aparente diminuição na densidade celular. Nas. Células MDA-MB-231 essas alterações são 

mais evidentes nos tratamentos com CNFF-DOX e doxorubicina livre quando comparadas as 

MCF-7. 

 

 
Figura 23: Morfologia de células de tumor mamário humano após 24 horas de exposição ao tratamento 

com doxorubicina e CNFF-DOX nas concentrações de 1,0 e 1,7µM. Imagens obtidas em microscópio de luz 

invertido. Aumento: 10X. 

 

 

As células da linhagem MCF-7 sofreram redução significativa em sua viabilidade a 

partir da concentração de 1,0µM de droga em CNFF-DOX. A queda foi dose dependente 

observando-se uma redução na viabilidade celular de 43% e 48 % para os tratamentos com 

doxorubicina a 10µM e CNFF-DOX a 1,7 µM respectivamente (Figura 24). Células da 

linhagem MDA-MB 231 tratadas CNFF-DOX contendo 0,001µM de doxorubicina não 

apresentaram redução de viabilidade significativa em relação ao controle. Os demais 

tratamentos registraram redução significativa na viabilidade celular, chegando a 53% nas 

células tratadas com CNFF-DOX contendo 1,7µM de doxorubicina (Figura 24). 
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Figura 24: Viabilidade de células de tumor mamário humano tratadas com diferentes concentrações de 

CNFF-DOX e doxorubicina livre (µM) após 24 horas de interação. Os valores foram plotados como 

média/desvio padrão. Letras diferentes indicam diferença significativa entre os tratamentos. 

 

 

VI. DISCUSSÃO 

1. Caracterização físico-química, morfologia e diâmetro de CNF 
 

As análises realizadas em CNF e CNFF indicaram redução da carga negativa das 

nanopartículas após o processo de funcionalização. Resultados similares foram obtidos após 

adição de PEG a nanopartículas de ouro causando queda expressiva no potencial zeta (Zhang 

et al., 2011), após a funcionalização de nanopartículas lipídicas sólidas carreadas com o 

antimitótico Paclitaxel (Shen et al., 2015) e em nanopartículas de poli-etilenoimina (PEI) - poli 

(D,L-láctico-co-glicólido) (PLGA) funcionalizadas com ácido hialurônico (Wang, et al., 2015). 

A carga de nanomateriais altera o seu tempo de circulação sanguínea e também as respostas 

tumorais desencadeadas. A presença de carga de superfície pode alterar o padrão de 

opsonização do material, seu reconhecimento por células do sistema mononuclear fagocitário 
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e o seu perfil geral de circulação no plasma (Alexis et al., 2008; Betrand e Leroux, 2012). 

Dentro desse contexto portanto, existem várias vantagens relacionadas à funcionalização de 

nanomateriais de natureza diversa com PEG e AH. Principalmente, a utilização de PEG 

minimiza a internalização de nanopartículas pelas células do sistema mononuclear fagocitário, 

aumentando a meia vida dos materiais na corrente sanguínea, 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 vários tipos de células 

neoplásicas (Shen et al, 2015; Wang et al, 2015; Zhong et al, 2015), o que permite maior 

afinidade de nanopartículas funcionalizadas à membrana das células-alvo. 

Os diâmetros obtidos para CNF podem ser considerados adequados ao uso em ensaios 

biológicos e são similares aos diâmetros de nanopartículas fosfatadas (de 19 a 258nm) 

utilizadas para o tratamento e imageamento do câncer de mama, aproximando-se também dos 

diâmetros obtidos em nanopartículas multi-modais funcionalizadas com PEG e AH (de 155 a 

278nm), considerados satisfatórios para a internalização celular dos nanomateriais (Altinoglu 

et al, 2008; Meena et al, 2011; Lee et al, 2014; Tang et al, 2015). 

Uma nanopartícula multifuncional contendo uma camada externa à base de fosfato de 

cálcio sensível ao pH, e uma matriz gelatinosa anfifílica, mostrou-se eficaz na liberação 

controlada e sequencial de doxorubicina e corcumina. O tamanho médio (150nm) dessas 

nanopartículas aumenta (170 a 200nm) após a funcionalização com concentrações crescentes 

de amifostina. A despeito dessa ocorrência, o nanomaterial em questão se mostrou eficaz em 

reduzir o volume tumoral in vivo (Li et al., 2015). Nanopartículas de fosfato de cálcio foram 

sintetizadas em versões contendo uma, duas ou três camadas, apresentando um diâmetro médio 

de 73,109, e 127nm, respectivamente. As nanopartículas com camada tripla foram associadas 

à doxorubicina (que se localizou na camada secundária das NPs) a um corante fluorescente 

(Dy550) (associado à camada terciária e mais interna) e ao PEG (adsorvido na camada 

primária), apresentando então, diâmetros maiores (de 127 a 156 nm) (Tobim et al., 2013). As 

CNF propostas nesse estudo apresentaram diâmetro médio (149nm) consistente com o 

encontrado em outros nanocarreadores eficientes (Li et al., 2015; Tobim et al., 2013). 

2. Funcionalização de CNF com PEG e AH 

 
Sabe-se que o processo de funcionalização é responsável pela promoção de mudanças 

na carga superficial das nanopartículas. A funcionalização com o PEG é uma das alternativas 

usadas para a estabilização das cargas de nanopartículas de fosfato de cálcio, muitas vezes 
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aumentando sua eletronegatividade (Altinoglu et al., 2008; Kester et al., 2008; Mogan et al., 

2011). Em CNF o processo de funcionalização provoca uma diminuição em suas cargas 

negativas, provavelmente devido às interações da matriz nanoestruturada com o ácido 

hialurônico. 

O uso do PEG para a modificação de superfície de nanopartículas tem sido amplamente 

utilizado para melhorar a eficiência de nanocarreadores, especialmente aumentando o seu 

tempo de circulação na corrente sanguínea e impedindo a fagocitose por células do sistema 

reticular (Wang et al., 2010). Nos lipossomas, a adição de PEG pode ser feita através de 

métodos de pré e pós-conjugação (Kostarelos et al., 2005; Hoarau 2003). Em CNF, foi 

realizado o método de pós-conjugação, onde PEG400 foi adicionado a uma solução aquosa de 

CNF sem a participação de ligantes, à temperatura ambiente. O volume de PEG inserido na 

solução de CNF (3µL) durante o processo de funcionalização foi considerado satisfatório para 

a realização dos ensaios subsequentes. Assim, a ligação PEG pode ser extremamente vantajosa 

para CNF já que é sabido que a incorporação de uma camada de PEG aumenta a estabilidade 

coloidal dos sistemas nanoestruturados, embora a literatura não traga de forma mais ampla 

informações realcionadas ao papel do PEG na cinética de nanopartículas inorgânicas (Wang et 

al., 2010). 

Adicionalmente, o uso de um ligante com afinidade por receptores super-expressos nas 

células-alvo pode aumentar a eficácia de nanopartículas à base de fosfato de cálcio, como 

sistemas de imageamento, diagnóstico e tratamento do câncer. Um bom número 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 redução da viabilidade celular ou do volume 

de tumores em muitos tipos de câncer (Barth et al., 2010; Li et al., 2010). Dadas às múltiplas 

funções biológicas do CD44 e do AH, essas moléculas também estão ligadas a propriedades 

associadas a células-tronco. Assim, CD44 é um marcador de Células-Tronco Tumorais (CTT) 

para um grande número de tipos de tumores, incluindo os de mama (Greve et al., 2012). Vários 

estudos elucidaram os mecanismos pelos quais CD44 modula as propriedades funcionais das 

CTT. Desta forma, CD44 tem um papel relevante a ser explorado no diagnóstico de tumores e 

em terapias antitumorais, onde seria possível, inclusive, a erradicação de uma população de 

células tumorais em particular (Karousou et al., 2016). 
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O amplo uso de AH para melhorar o direcionamento de nanopartículas à células CD44+ 

se deve ao fato de que o AH se liga seletivamente a CD44, concentrando as nanopartículas 

funcionalizadas na superfície celular e internalizando-as, via endocitose mediada. A toxicidade 

de materiais associados a nanopartículas funcionalizadas com AH, é muitas vezes menor do 

que a de compostos livres como drogas ou corantes orgânicos (Toole, 2004). Uma massa 

molecular de 500 kDa de AH poderia se ligar a até 200 receptores CD44 (Harris et al., 2007). 

Essas evidências sugerem que o CD44 é considerado como uma das melhores escolhas para a 

funcionalização de nanopartículas para diagnóstico e tratamento do câncer. A funcionalização 

de CNF com AH (e PEG), pode aumentar a sua afinidade com, e permitir a sua internalização 

em células MDA-MB-231 e MCF-7, comprovadamente CD44+. 

É muito importante enfatizar que o sistema molecular AH-CD44 fornece nanopartículas 

com grande afinidade por tumores específicos, (Skandalis et al., 2014) e, portanto, constitui 

uma ferramenta potencial para o diagnóstico e tratamento do câncer. 

3. Associação de CNFF com fluorocromo rodamina 6G e imageamento 

 
O uso de nanopartículas híbridas, fabricadas pela incorporação de moléculas de corante 

orgânico em uma nanopartícula sólida, constitui uma alternativa promissora, gerando o que 

chamamos de “marcadores adaptados”. Sabe-se que a encapsulação de corantes orgânicos 

fluorescentes pode aumentar o seu sinal de fluorescência, protegendo-os contra a foto-

degradação e aumentar a precisão das análises (Tabacovick et al., 2012). Nanopartículas que 

encapsulam a rodamina WT, fluoresceínas e o corante Cy3 foram utilizadas para detectar 

melanoma e células musculares lisas, com administração simultânea de fármaco (Kester et al., 

2008; Morgan et al., 2008). As nanopartículas baseadas em fosfato de cálcio e Cy3 também 

foram usadas para determinar a eficiência quântica das moléculas de corante encapsuladas em 

comparação 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 nanopartículas de fosfato de 

cálcio como potenciais marcadores de pouca ou nenhuma citotoxicidade in vitro, e abriram 

caminho para pesquisas relacionadas com a associação de CNF e rodamina 6G, com os mesmos 

propósitos. 

A rodamina 6G (C28H30N2O3HCl) é um corante altamente foto estável com rendimento 

quântico muito elevado (cerca de 0,95). Alguns trabalhos têm mostrado a sua associação com 

matrizes nanoestruturadas (Lasio et al., 2013; Sarkar et al., 2015) com o 
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objetivo de reduzir a sua taxa de degradação e melhorar a sua eficiência quântica. Muitas 

questões devem ser consideradas ao associar a rodamina 6G a nanomateriais, especialmente a 

matrizes sólidas, onde a agregação entre o corante e o material pode produzir dímeros que 

modificam os espectros de absorção e diminuem o rendimento quântico de fluorescência e o 

tempo de decaimento (Van der Auweraer etl al., 1998). Em soluções aquosas, tal como as 

utilizadas na preparação de CNFFF, numa gama de concentrações (até 10-5M), os dímeros de 

rodamina formados são responsáveis pela extinção da fluorescência e quando esses atingem 

uma concentração específica (10-4M) a solução deixa de responder normalmente a lasers 

(Penzkofer e Lenpacher, 1987; Penzkofer e Lu, 1986). Em relação a esses achados, não 

observamos alterações na característica de rodamina 6G após associação com CNFF. CNFFF 

mostrou espectros de absorção semelhantes aos encontrados para a rodamina 6G livre, e mesmo 

após quatro processos de lavagem sucessivos, o sinal encontrado em CNFFF foi 

satisfatoriamente detectado nos ensaios biológicos subsequentes. O uso de metanol ou etanol 

como solvente diminui a formação de dímeros de rodamina 6G, porém, a preparação de CNFFF 

deve ser feita em meio aquoso. Isso acontece porque as soluções alcoólicas alteram o estado de 

estabilidade coloidal de CNF, especialmente na presença de AH. O aumento de fluorescência 

e modificações de propriedades não lineares de corantes com nanopartículas de prata (AgNPs) 

também foram demonstrados recentemente (Sarkar et al., 2015). 

4. Toxicicidade de CNF, CNFF e CNFFF 

 
O cálcio e o fosfato são íons presentes na circulação sanguínea e nas células em 

concentrações milimolares, entretanto, o aumento rápido das concentrações de cálcio atingindo 

valores acima do fisiológico, pode levar à apoptose (Oyane et al., 2003). Por isso, a 

citotoxicidade das nanopartículas à base de fosfato de cálcio tem sido investigada em ensaios 

in vitro em várias linhagens celulares. 

Nanopartículas contendo fosfatos de cálcio cristalino sob forma de hidroxiapatita 

(Ca10(PO4)6(OH)2) (19nm de diâmetro médio) induziram stress oxidativo em células de tumor 

mamário humano (MCF-7) levando-as a um estado “apoptose-like” (Meena et al, 2012), e em 

macrófagos derivados de monócitos humanos (HMMs), nanopartículas de hidroxiapatita 

mostraram toxicidade em concentrações superiores a 250μg/mL, sugerindo que a interferência 

com a homeostase do cálcio seria a principal causa de morte celular (Motskin et al., 2009). Em 

contraste, outro estudo demonstrou que as nanopartículas de fosfato de cálcio dopadas com 

fluoresceína não produziram qualquer citotoxicidade ou alteração no 
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metabolismo em neurónios de gânglios estrelados de ratos (Kester et al., 2008). Similarmente, 

nanopartículas de fosfato de cálcio, de natureza amorfa, muito similares a CNF foram utilizadas 

com sucesso para transfecção de cardiomiócitos de ratos neonatos, células  do gânglio da raiz 

dorsal de ratos (DRG), células de neuroblastoma humano (U37311), células de tumor glial de 

ratos (C612) e espermatogônias de peixe sem produzir qualquer efeito citotóxico (Tonelli et 

al., 2015 a e b). Essas nanopartículas se mostraram atóxicas também em macrófagos murinos, 

o que possibilitou sua associação com o antimônio 5 (SbV) para tratamento eficiente de 

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

CNF e CNFF não causaram efeitos citotóxicos em células de câncer de mama humano 

CD44+ (MDA-MB-231 e MCF-7), provavelmente pela ausência das fases cristalinas em sua 

matriz, e por sua natureza essencialmente amorfa comprovada por difração de raio-x. 

Considerando a internalização de CNFF e a ausência de qualquer agente citotóxico ou fármaco 

antimitótico na sua composição, esse compósito não provocou redução da viabilidade celular, 

como esperado. CNFFF que contém rodamina 6G, um agente citotóxico, potencialmente 

causaria reduziria a viabilidade das células tratadas. No entanto, tal como as outras formulações 

de CNF, CNFFF não se mostrou citotóxico. Resultados similares foram obtidos com a 

incorporação de NPs de fosfato de cálcio a antimônio V (Sb5) (Alvarenga et al.,2015). A 

rodamina 6G livre causou a redução da viabilidade celular mesmo na menor concentração 

aplicada, causando um efeito dose dependente. 

Com estas descobertas, podemos sugerir que para além de não alterar as principais 

propriedades ópticas de rodamina 6G, a sua associação com CNF reduz os efeitos citotóxicos 

do corante, o que torna CNFFF uma potencial alternativa menos invasiva e danosa de 

diagnóstico. 

5. Internalização de CNFFF 

 
Sabe-se que as nanopartículas são internalizadas pelas células por endocitose. Porém, 

os mecanismos de translocação através da membrana ainda não estão completamente 

elucidados e os métodos existentes para a caracterização físico-química de nanopartículas não 

são adequados para pesquisas com células vivas (Hemmerick 2013). Após a translocação 

através da membrana celular, as nanopartículas atingem o citoplasma, que por sua vez, contém 

complexos de proteínas, vesículas e organelas, com as quais as nanopartículas interagem de 

forma transitória ou estável. Graças ao uso de técnicas como microscopia 
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confocal e de fluorescência, variáveis interações biológicas entre nanopartículas e células 

foram identificadas. É importante enfatizar que essas interações estão amplamente 

correlacionadas com as características específicas de cada nanopartícula (Hemmerick 2013). 

As nanopartículas de polietilenoimina são internalizadas no citoplasma e escapam das vesículas 

endossomais, sendo transportadas de uma forma dependente de microtúbulos para a região 

perinuclear dentro de 10 minutos. Por outro lado, os quantum-dots permanecem associados aos 

lisossomos e aos compartimentos endossômicos durante dias (Cambi et al., 2007), enquanto as 

nanopartículas de poliestireno catiônico causam ruptura lisossômica, dano mitocondrial e 

estresse oxidativo, menos de 1 hora após a adição doe nanomaterial (Xia et al., 2009; Xia et al., 

2008). Nanopartículas de sílica foram capazes de penetrar no núcleo celular  e induzir a 

formação de inclusões de proteínas. Eles também causaram a inibição da expressão gênica 

levando à proliferação celular reduzida e à senescência celular (Chen et al., 2008; Chen et al., 

2005). Considerando estas descobertas, poderíamos prever que as nanopartículas podem 

exercer efeitos intracelulares dependendo da sua localização subcelular e da sua interação com 

os compartimentos celulares (Hemmerick et al., 2013). A confirmação dessa ideia é mostrada 

em células HepG2 incubadas com três tipos de nanopartículas, uma delas de sílica, marcada 

com FITC por 1 hora e que apresentaram forte acúmulo desses materiais no citoplasma e no 

núcleo, seguindo um padrão difuso. A medição de fluorescência através de secções confocais 

do núcleo confirmou que uma quantidade substancial de nanopartículas acumulou-se neste 

compartimento. Esses eventos ocorreram após uma hora de interação célula-nanopartícula, e é 

possível notar que a acumulação no citoplasma é mais intensa que no compartimento nuclear. 

Adicionalmente, uma nanopartícula de óxido de ferro ligada por ligação cruzada a uma proteína 

ativadora de transcrição (tat-CLIO) associada aos fluorocroos FITC e Cy3 (tat-(FITC)-Cy3-

CLIO), também foi internalizada por células HeLa, atingindo 100% de marcação dentro de 45 

minutos. A concentração de marcador por célula aumentou linear e temporalmente até 3 horas 

após a administração das nanopartículas. Células tratadas durante 1 hora retiveram de 40 a 60% 

dos marcadores FITC e Cy3. O uso de microscopia confocal mostrou que ambos os corantes 

atingiram domínios nucleares e perinucleares após a adição de tat-(FITC)-Cy3-CLIO ao meio 

de cultura (Koch et al., 2003). Após 3 horas de internalização em células HeLa, nanopartículas 

fluorescentes catiónicas e aniónicas de fosfato de cálcio começam a dissolver-se sob condições 

ácidas nos lisossomos. De forma semelhante, os lipossomas TATp, apresentaram uma 

translocação rápida 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 

mamário humano (BT20) (Torchilin et al., 2003). 

O comportamento do CNFFF vai de acordo com essas observações, uma vez que 

observamos sua internalização em células tumorais (MCF-7 e MDA-MB-231). O aspecto 

diferencial de CNFFF a ser destacado é o fato de que podemos encontrar uma marcação 

considerável dentro de poucos (10 a 20) minutos, confirmado pelas imagens adquiridas pela 

observação em tempo real. É possível supor que CNFFF integra o grupo de nanopartículas que 

atinge o núcleo em um curto espaço de tempo. A ligação de rodamina 6G à matriz CNFFF 

resistiu à lavagem, fixação e ao processo de coloração anterior à aquisição de imagens por 

microscopia confocal, que removeu o fluorocromo não aderido (excesso) à superfície das 

nanopartículas. 

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

 
Nas últimas décadas, novos e potentes agentes terapêuticos foram desenvolvidos a partir 

de moléculas como proteínas, DNA e peptídeos. Embora promissores no tratamento de doenças 

como o câncer, os métodos de administração usual, incluindo as vias oral e intravenosa, 

mostraram-se ineficazes ou geraram toxicidade (Davis e Illum, 1998). Estudos pioneiros 

relatam que a associação desses agentes terapêuticos a nanopartículas representa uma 

alternativa eficaz para superar os inconvenientes dos métodos de administração convencionais. 

Isso porque nanopartículas possuem um tamanho reduzido que permite sua penetração através 

dos capilares teciduais, com eficiente acumulação da droga em locais-alvo no corpo (Unezaki 

et al., 1996; Hobbs et al., 1998). Dessa forma, a toxicidade sistêmica dos fármacos é reduzida 

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

Em nanopartículas paramagnéticas de óxido de ferro associadas à Doxorubicina, ao 

PLGA e a um aptâmero com afinidade por células de câncer de cólon murino (C26), o 

carregamento médio de Doxorubicina à matriz nanoestruturada foi de 3% da droga adicionada 

ao sistema (a concentração de 10mg/mL) (Mosafer et al., 2017). Já em nanopartículas de sílica 

mesoporosa funcionalizadas com PEG e ácido imino-diacético, o carregamento da mesma 

droga foi de 9,3% da concentração usada na síntese (0,1mg/mL) (Zhang et al., 2017). Em um 

nanomaterial polimérico estável, obtido por “flash” nanopreciptação, o carregamento de 

Doxorubicina à nanopartícula foi de 14%, partindo de uma concentração de síntese 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 

concentração inicial de 0,1mg/mL. Comparado a alguns nanomateriais descritos recentemente, 

CNFF-DOX uma maior taxa de associação a partir de uma concentração  menor de fármaco. 

Desse modo, o uso de CNFF como plataforma para associação de Doxorubicina constitui um 

método potencialmente eficiente e econômico. 

A associação de doxorubicina com nanopartículas 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). Nanopartículas de sílica mesoporosa funcionalizadas 

com o anticorpo monoclonal para CD44 (CD44 McAb) foram associadas à doxorubicina e 

testadas em células MCF-7/MRD1 (consideradas multi-resistentes). Concentrações superiores 

a 1,83µg/mL causaram queda na viabilidade celular de aproximadamente 20%, e a 

concentração de 18,3 µg/mL levou a aproximadamente 50% de morte celular. Esses valores, 

no entanto não diferem significativamente dos obtidos para a doxorubicina livre (Wang et al., 

2015). Outro tipo de nanopartícula de sílica mesoporosa, modificada com carboxil e projetada 

para o “delivery” de Doxorubicina causou queda da viabilidade de células MCF-7 após 24 

horas de tratamento, de modo dose-dependente. A concentração de 2µg/mL de doxorubicina 

na partícula causou 40% de morte, tendo sido ligeiramente mais eficiente que a droga livre 

(Jing et al., 2016). 

Nanopartículas lipídicas sólidas associadas com α-tocoferil succinato e com 

doxorubicina, foram comparadas com a doxorubicina livre em relação ao potencial citotóxico 

em células MDA-MB-231. A droga associada ao nanomaterial se mostrou mais eficiente que a 

versão livre, porém o aumento da concentração do fármaco na nanopartícula (de 2 a 16µM) 

não provocou mudanças significativas no efeito citotóxico (Oliveira et al., 2016). 

CNFF-DOX teve um maior efeito citotóxico em células MDA-MB-231 quando em 

comparação ao efeito causado em células MCF-7. Isso vai de acordo com a resistência relatada 

para células MCF-7. Assim como a maioria das nanopartículas empregadas para o 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 concentração de 0,17µM e 53% 

a 1,7µM. Em MCF-7, as mesmas concentrações causaram aproximadamente 23 e 47% de 

morte. CNFF-DOX, nesse caso, é tão eficiente quanto outras nanopartículas recentemente 

associadas à doxorubicina para o tratamento de células tumorais. 
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VII. CONCLUSÃO 

Os compósitos nanoestruturados fosfatados (CNF) possuem boa reprodutibilidade de 

diâmetro e seu tamanho, carga superficial e natureza amorfa são desejáveis para possibilitar 

sua interação com a superfície de células CD44+. CNF é uma boa plataforma para 

funcionalização com AH e PEG, e o produto deste processo (CNFF) pode ser ligado a um 

corante orgânico fluorescente vermelho, mantendo as suas características ópticas e reduzindo 

o seu efeito citotóxico (CNFFF). Como CNFFF é rapidamente (de 10 a 20 minutos) 

internalizado em células de câncer de mama humano CD44+, podemos considerá-lo como um 

marcador nanoestruturado eficiente, não tóxico, 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 padrão de citotoxicidade compatível para a sua 

utilização no direcionamento a células tumorais CD44+, evidenciadas neste trabalho com as 

linhagens MCF-7 e MDA-MB-231. 
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