UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE QUIMICA DE SAO CARLOS

LARISSA DANIELA DIAS RAFAEL

Nanoparticulas Biomiméticas Carregadas com Doxorrubicina para Tratamento do Cancer de
Pancreas e Pulmao

Séo Carlos

2025



LARISSA DANIELA DIAS RAFAEL

Nanoparticulas Biomiméticas Carregadas com Doxorrubicina para Tratamento do Cancer de
Pancreas e Pulmao

Dissertacédo apresentada ao Instituto de Quimica de Sao Carlos
da Universidade de Sdo Paulo como parte dos requisitos para
obtencdo do Trabalho de Concluséo der Curso

Area de Concentracéo: Fisica da Matéria Condensada

Orientador: Prof. Dr. Valtencir Zucolotto

Séo Carlos

2025



Dedicatoria

Dedico este trabalho, com todo o meu carinho, as pessoas que caminharam comigo e
tornaram essa jornada possivel e mais leve.

Aos meus pais, Claudete e Laércio, por serem meu alicerce, por cada palavra de incentivo,
cada gesto de amor e por acreditarem em mim até nos momentos em que eu duvidei. Vocés séo
meu exemplo e minha forca. Obrigada por apoiarem meus sonhos, e embarcarem comigo em
todas as decisdes que eu tomo.

Ao meu irmé&o Leandro, pela parceria de vida, pelas conversas que acalmam e pela presenca
constante, mesmo nos siléncios das rotinas agitadas.

A minha familia, que sempre torceu por mim, em especial a0 meu primo Renan, cuja
auséncia e sentida todos os dias. Que essa conquista tambeém seja sua, onde quer que esteja. Sua
memoOria me inspira a seguir com coragem e amor.

As minhas amigas, Isabela, Beatriz, Mariana, Alini, Marilia, Livia e Bruna por tornarem os
dias mais leves com risadas, apoio, cafés e abracos, vocés foram luz nos momentos mais
desafiadores.

E ao grupo de pesquisa GNANO, por me acolher, me inspirar e me mostrar que ciéncia
também se faz com paixdo, amizade e trabalho em equipe.

A todos vocés, meu amor e minha eterna gratidao.



RESUMO

O cancer, uma das principais causas de morte em todo o mundo, é caracterizado pelo
crescimento descontrolado de células anormais e pela sua capacidade de invadir tecidos e
formar metéstases. Apesar dos avancos terapéuticos, muitos tipos de cancer ainda apresentam
alta taxa de mortalidade, principalmente devido a resisténcia aos tratamentos convencionais.
Nesse cenario, estratégias baseadas em nanotecnologia tém ganhado destaque por oferecerem
maior especificidade e eficacia. Neste estudo, investigamos a citotoxicidade de nanoparticulas
de hidroxiapatita carregadas com doxorrubicina (HA-DOX) desenvolvidas pelo grupo
GNANO, um sistema ainda ndo testado in vitro. O primeiro modelo experimental adotado foi
0 cancer de pancreas, utilizando a linhagem tumoral PANC-1. No entanto, os ensaios de
viabilidade celular (MTT) indicaram baixa eficacia citotoxica nas células tumorais
pancreaticas, alem de efeitos adversos em células saudaveis, o que limitou o potencial da
formulagéo nesse contexto. Diante desses resultados e levando em consideracdo a experiéncia
prévia do grupo de pesquisa com cancer de pulmao, o estudo foi redirecionado para essa
neoplasia, adotando a linhagem A549 como modelo. O cancer de pulméo é uma das formas
mais letais de céncer, com elevada incidéncia, diagndstico tardio e baixa resposta aos
tratamentos atuais. Nesse novo modelo, a avaliacdo da citotoxicidade das nanoparticulas HA-
DOX mostrou-se promissora, configurando-se como uma das principais contribuicfes deste
estudo. Com base nesses resultados, buscamos aprimorar o0 sistema por meio do
desenvolvimento de nanoparticulas biomiméticas, revestidas com membranas celulares
especificas. [Essa estratégia visou aumentar a seletividade tumoral, melhorar a
biocompatibilidade, prolongar o tempo de circulacdo no organismo e reduzir a ativacdo do
sistema imune. A eficacia dessas nanoparticulas foi avaliada em ensaios in vitro com células
tumorais pulmonares, observando parametros como viabilidade celular, inducdo de apoptose e
internalizacdo das particulas. A seguranca desse sistema também foi validada por meio de testes

com células pulmonares saudaveis.



ABSTRACT

Cancer, one of the leading causes of death worldwide, is characterized by the uncontrolled
growth of abnormal cells and their ability to invade tissues and form metastases. Despite
therapeutic advances, many types of cancer still present high mortality rates, mainly due to
resistance to conventional treatments. In this context, nanotechnology-based strategies have
gained prominence for offering greater specificity and efficacy. In this study, we investigated
the cytotoxicity of hydroxyapatite nanoparticles loaded with doxorubicin (HA-DOX),
developed by the GNANO group—a system not yet tested in vitro. The first experimental model
adopted was pancreatic cancer, using the PANC-1 tumor cell line. However, cell viability
assays (MTT) indicated low cytotoxic efficacy in pancreatic tumor cells, in addition to adverse
effects in healthy cells, which limited the potential of the formulation in this context. Given
these results and considering the research group's previous experience with lung cancer, the
study was redirected to this neoplasm, adopting the A549 cell line as a model. Lung cancer is
one of the most lethal forms of cancer, with high incidence, late diagnosis, and poor response
to current treatments. In this new model, the cytotoxicity evaluation of HA-DOX nanoparticles
proved promising, representing one of the main contributions of this study. Based on these
results, we aimed to improve the system through the development of biomimetic nanoparticles
coated with specific cell membranes. This strategy aimed to increase tumor selectivity, improve
biocompatibility, prolong circulation time in the body, and reduce immune system activation.
The efficacy of these nanoparticles was evaluated in in vitro assays using lung tumor cells,
assessing parameters such as cell viability, apoptosis induction, and particle internalization. The

safety of this system was also validated through tests with healthy lung cells.
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1. INTRODUCAO
1.1.Céancer de Pancreas

O céncer de pancreas, particularmente o adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC), é uma
das neoplasias mais letais da atualidade. Embora represente aproximadamente 3% de todos 0s
casos de céancer, ele é responsavel por cerca de 7% das mortes relacionadas a doenca,
destacando sua elevada taxa de mortalidade (WENZEL et al., 2025). A taxa de sobrevida em
cinco anos permanece inferior a 15%, principalmente devido ao diagnostico tardio, progressao
agressiva e resisténcia aos tratamentos disponiveis (SHERPALLY; MANNE, 2025).

O diagndstico precoce € raro, uma vez que 0s sintomas geralmente surgem em estagios
avancados. Consequentemente, mais de 80% dos casos sdo detectados quando ja hé
envolvimento metastatico ou localmente avancado, limitando as opgdes terapéuticas curativas
(WENZEL et al., 2025). Os principais fatores de risco incluem idade avangada, sexo masculino,
tabagismo, consumo excessivo de alcool, obesidade, diabetes mellitus, pancreatite cronica e
historico familiar da doenca (MUKUND et al., 2024). Essa baixa taxa de sobrevida esta
diretamente relacionada a fatores como diagnostico tardio, resisténcia intrinseca aos
tratamentos convencionais, alta capacidade de metastatizacdo e uma microestrutura tumoral
complexa, caracterizada por um estroma denso e uma vascularizacdo deficiente.(BOIX-
MONTESINOS et al., 2021; RAHIB et al., 2014)

Do ponto de vista molecular, mutacdes nos genes KRAS, TP53, CDKN2A e SMAD4 séo
frequentemente observadas e desempenham um papel crucial na carcinogénese pancreatica
(YING et al., 2016). Em resposta a complexidade bioldgica do PDAC, pesquisas recentes tém
focado no desenvolvimento de terapias direcionadas, como os inibidores da mutacdo KRAS-
G12C, bem como imunoterapias personalizadas, incluindo vacinas baseadas em neoantigenos
e células CAR-T (SARFRAZ; ANWAR, 2024; TIRPE et al., 2024). Além disso, ferramentas
de inteligéncia artificial vém sendo exploradas para melhorar o diagndstico precoce e a
estratificacdo prognostica dos pacientes (MUKUND et al., 2024).

Apesar desses avangos promissores, 0 cancer de pancreas ainda representa um dos maiores
desafios da oncologia moderna, exigindo continuos investimentos em pesquisa para a
descoberta de biomarcadores precoces, estratégias terapéuticas mais eficazes e melhores

desfechos clinicos

1.2.Céncer de Pulmédo



O cancer de pulm&o é uma das principais causas de mortalidade relacionada ao cancer em
todo o mundo, representando cerca de 18% de todas as mortes por neoplasias malignas, segundo
dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2020). Em 2022, foram registrados
aproximadamente 2,48 milhGes de novos casos e 1,8 milhdo de 6bitos relacionados a doenga,
consolidando-a como o céncer mais diagnosticado e a principal causa de morte por cancer
(GUO et al.,, 2024). O cancer de pulmdo é uma neoplasia maligna caracterizada pelo
crescimento desordenado e autdnomo de células epiteliais no tecido pulmonar, frequentemente
associado a capacidade de invasao local e formacgdo de metastases a distancia. Ele € amplamente
reconhecido por sua heterogeneidade clinica, molecular e histopatoldgica, o que impacta
diretamente na abordagem diagnostica e terapéutica (HERBST et al., 2018). Suas
caracteristicas clinicas e moleculares variam de acordo com o tipo histologico, o que influencia
diretamente no comportamento bioldgico do tumor, na resposta ao tratamento e no progndstico
(DUMA; SANTANA-DAVILA; MOLINA, 2019).

Apresenta-se, na maioria das vezes, de forma assintomatica em seus estagios iniciais. Quando
0s sintomas surgem, sdo geralmente inespecificos, como tosse persistente, dor toracica, dispneia
e perda de peso, o que dificulta o diagnostico precoce (HIRSCH et al., 2017). A deteccao
geralmente ocorre em estagios avancados da doenca, o que contribui para o seu alto indice de
mortalidade. Do ponto de vista molecular, diversas alteragdes genéticas séo observadas, como
mutacbes em KRAS, EGFR, ALK, entre outras, que tém se tornado alvos terapéuticos
importantes na abordagem personalizada da doenca (LADANY; PETERSON, 2020).

Do ponto de vista histoldgico, o cancer de pulmdo é geralmente classificado em dois grandes
grupos: o carcinoma de células ndo pequenas (NSCLC — non-small cell lung cancer) e o
carcinoma de pequenas células (SCLC — small cell lung cancer). O NSCLC representa
aproximadamente 85% dos casos e inclui subtipos como o adenocarcinoma, o carcinoma de
células escamosas e o0 carcinoma de grandes células. Ja o0 SCLC, responsavel por cerca de 15%
dos casos, apresenta crescimento mais agressivo e maior potencial metastatico (TRAVIS et al.,
2015). O NSCLC compreende subtipos como o adenocarcinoma, frequentemente localizado
nas regides periféricas dos pulmdes e associado a mutacdes em genes como EGFR e ALK; o
carcinoma de células escamosas, geralmente central e relacionado ao tabagismo; e o carcinoma
de grandes células, menos comum e mais indiferenciado (HERBST et al., 2018).

A agressividade bioldgica, a heterogeneidade tumoral e a propensdo a metastase precoce
conferem ao cancer de pulméo um dos piores progndsticos entre 0s canceres solidos, com taxa
de sobrevida em 5 anos inferior a 20% em estagios avangados (AMERICAN CANCER



SOCIETY, 2023). Fatores de risco bem estabelecidos para o cancer de pulméo incluem o
tabagismo, que esta presente em cerca de 85% dos casos, exposicdo a poluentes ambientais e
ocupacionais, além de predisposicdo genética (SIEGEL et al., 2023). O diagnéstico precoce
ainda representa um desafio, uma vez que 0s sintomas costumam surgir apenas em estagios

avancados da doenca.

1.3. Tratamentos Convencionais

O cancer de pancreas e o cancer de pulmao estdo entre as principais causas de mortalidade
por neoplasias malignas no mundo, caracterizados por alta letalidade e baixa taxa de sobrevida
a longo prazo, especialmente quando diagnosticados em estagios avangados (GUO et al., 2024).
Os tratamentos convencionais continuam sendo os pilares principais do manejo oncolégico,
com variacOes dependendo do estdgio da doenca, tipo histologico e condicdo clinica do
paciente.

O adenocarcinoma ductal pancreatico representa mais de 90% dos casos de cancer
pancreatico. Em pacientes com doenca localizada e ressecavel, a cirurgia que geralmente € o
procedimento de whipple, é o tratamento de escolha, frequentemente seguida de quimioterapia
adjuvante com agentes como gemcitabina ou FOLFIRINOX (CONROY et al.,, 2011;
ETTINGER et al., 2021). Para tumores localmente avangados ou metastaticos, a quimioterapia
paliativa com FOLFIRINOX ou gemcitabina combinada com nab-paclitaxel tem demonstrado
aumento da sobrevida mediana em comparacao a gemcitabina isolada (CONROQY et al., 2011;
VON HOFF et al., 2013).

A radioterapia tambeém ¢é utilizada em contextos especificos, especialmente para controle
local da doenca em casos ndo ressecaveis. A radioterapia estereotaxica (SBRT) tem sido
avaliada por sua capacidade de reduzir o volume tumoral com menor toxicidade, embora sua
eficdcia definitiva ainda seja debatida (GILLEN et al., 2010).

O cancer de pulmdo que representa um dos principais desafios terapéuticos da oncologia
moderna, devido a sua elevada incidéncia, agressividade e frequéncia de diagndstico em
estagios avancados. O manejo terapéutico dessa neoplasia depende principalmente do tipo de
tumor, podendo ser carcinoma de ndo pequenas células (NSCLC) ou carcinoma de pequenas
células (SCLC), além disso o do estadgio da doenca também é um fator determinante. Os
tratamentos convencionais incluem cirurgia, quimioterapia e radioterapia, sendo utilizados
isoladamente ou em combinagdo, conforme a extensdo do tumor e as condicGes clinicas do
paciente (HERBST et al., 2018; DUMA et al., 2019). A cirurgia é a abordagem preferencial



para pacientes com NSCLC em estéagios iniciais (I e Il), sendo a lobectomia pulmonar o
procedimento mais indicado, com maior taxa de cura quando combinada com linfadenectomia
(HOWINGTON et al., 2013). Em estagios mais avancados, a cirurgia pode ser utilizada em
associagdo com quimioterapia adjuvante ou neoadjuvante (PETERS et al., 2012).

A quimioterapia sisttmica € um dos pilares no tratamento do céncer de pulmao,
especialmente em estagios localmente avancados ou metastaticos. Nos casos de NSCLC, os
esquemas quimioterapicos mais comuns envolvem combinacgdes de derivados da platina, como
cisplatina ou carboplatina, com agentes como paclitaxel, docetaxel, pemetrexede ou
gemcitabina, a depender do subtipo histol6gico (NCCN, 2024; SCAGLIOTTI et al., 2008). Para
0 SCLC, que possui alta taxa de crescimento e resposta inicial a quimioterapia, o regime padrao
consiste na combinacéo de cisplatina ou carboplatina com etoposideo (GTERLIND, 2001).

A radioterapia é frequentemente empregada como tratamento para pacientes inoperaveis ou
como complemento a quimioterapia, principalmente em SCLC limitado, onde a combinagéo
quimiorradioterapica demonstrou aumento na sobrevida (GOMEZ et al., 2019). Em estagios
avancados, a radioterapia também exerce papel paliativo, aliviando sintomas como dor dssea,
obstrucdo bronquica e metastases cerebrais.

Apesar do surgimento de terapias-alvo e imunoterapias nos Gltimos anos, os tratamentos
convencionais continuam sendo amplamente utilizados, sobretudo em pacientes que nao
apresentam mutacdes acionaveis ou ndo sdo elegiveis para novas abordagens terapéuticas. A
compreensdo detalhada dos esquemas tradicionais é, portanto, essencial para um planejamento

terapéutico eficaz e individualizado.
1.4. Tratamentos Alternativos

O cancer de pancreas e o cancer de pulmdo figuram entre os tipos mais agressivos e letais
de neoplasias malignas, representando um grande desafio clinico devido a deteccdo tardia,
rapida progressdo tumoral e resposta limitada aos tratamentos convencionais. Segundo dados
do American Cancer Society, a taxa de sobrevida em cinco anos permanece abaixo de 11% para
o0 cancer de pancreas e cerca de 23% para o cancer de pulmao, refletindo a necessidade urgente
por novas abordagens terapéuticas (SIEGEL et al., 2023).

Nesse contexto, terapias alternativas e complementares vém sendo cada vez mais
investigadas como estratégias adjuvantes. Fitoterapicos, compostos naturais e praticas da
medicina tradicional chinesa, como a acupuntura, tém demonstrado efeitos promissores tanto

na atividade antitumoral quanto no alivio de sintomas associados ao tratamento oncoldgico,
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incluindo dor, nduseas e fadiga (ANDREWS, 2009; KAY GARCIA et al., 2013; REN et al.,
2019).

Além disso, 0 manejo da dor é uma prioridade no cuidado paliativo de pacientes com cancer
avancado. Abordagens integrativas como acupuntura, estimulagdo nervosa elétrica transcutanea
(TENS), e técnicas mente-corpo (como meditacdo e relaxamento guiado) tém sido empregadas
como coadjuvantes aos analgésicos convencionais, com resultados positivos na reducao da dor
crénica e na melhora da qualidade de vida (FACTS, 2013; MAINDET et al., 2019) .

Outra frente de inovacao terapéutica é o uso de nanotecnologia na medicina oncoldgica. As
nanoparticulas oferecem vantagens Gnicas, como a entrega seletiva de farmacos diretamente ao
microambiente tumoral, aumento da eficicia terapéutica e reducdo dos efeitos colaterais
sistémicos. No cancer de pancreas, nanoparticulas carregadas com curcumina, gemcitabina ou
acido betulinico tém mostrado potencial para melhorar a absorcdo e a biodisponibilidade desses
compostos (BISHAYEE; KAMAL, 2019; MATUO et al.,, 2010). No céncer de pulmado,
lipossomas, dendrimeros e nanoparticulas poliméricas vém sendo investigadas como veiculos
para farmacos quimioterapicos, imunoterapias e agentes fotodindmicos (PEER et al., 2007).

Essas abordagens emergentes, quando integradas ao tratamento convencional, apontam para
um modelo mais holistico e personalizado de cuidado oncoldgico, que busca ndo apenas

combater o tumor, mas também mitigar o sofrimento fisico e emocional do paciente.

1.5. Nanoparticulas para Terapia do Cancer

Apesar dos avancos na deteccdo precoce e nas terapias convencionais, muitas dessas
abordagens ainda enfrentam limitacGes significativas, incluindo baixa seletividade, efeitos
colaterais sistémicos e resisténcia tumoral, principalmente quando hd metastase. Nesse cenario,
a nanotecnologia tem emergido como uma estratégia promissora para superar essas barreiras,
oferecendo solucdes inovadoras para o diagndstico e tratamento do cancer.

As nanoparticulas (NPs) séo estruturas com dimensdes entre 1 e 100 nandmetros, capazes
de transportar agentes terapéuticos de forma controlada e direcionada. Sua aplicacdo na
oncologia tem se destacado especialmente na entrega seletiva de farmacos, melhoria da
biodisponibilidade, reducdo da toxicidade sistémica e potencial para liberacdo controlada de
medicamentos (BOBO et al., 2016; PELAZ et al., 2017). Entre os tipos mais estudados estao
os lipossomas, nanoparticulas poliméricas, nanocapsulas, dendrimeros e nanoparticulas

metéalicas, como as de ouro e prata.
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Um dos principais mecanismos que favorecem o uso de nanoparticulas no tratamento do
cancer € o chamado efeito de permeabilidade e retencdo aumentada (EPR), que permite o
acumulo preferencial dessas particulas em tecidos tumorais devido a vascularizagdo anormal e
a drenagem linfética deficiente caracteristica dos tumores sélidos (MAEDA; NAKAMURA,;
FANG, 2013). Além disso, o desenvolvimento de nanoparticulas funcionalizadas com
anticorpos, peptideos ou ligantes especificos tem permitido o direcionamento ativo aos
receptores superexpressos em células tumorais, ampliando a eficacia terapéutica (PEER et al.,
2007).

Diversos sistemas baseados em nanoparticulas ja foram aprovados para uso clinico, como o
Doxil® (doxorrubicina lipossomal) e o Abraxane® (paclitaxel ligado a albumina),
demonstrando beneficios significativos no tratamento de cancer de mama, ovario, pulméo e
pancreas (KASIMIR-BAUER et al., 2020). Além disso, novas abordagens vém sendo
desenvolvidas, como nanoparticulas para entrega de RNA mensageiro (mMRNA), sistemas para
terapia fotodinamica, e nanoplataformas multifuncionais que combinam diagnostico e terapia
(nanotheranostics).

Portanto, 0 uso de nanoparticulas no cancer representa uma fronteira promissora na
oncologia moderna, com potencial para transformar paradigmas de tratamento e oferecer

terapias mais eficazes, seguras e personalizadas para 0s pacientes.

1.6. Nanosistemas Biomiméticos

A nanotecnologia tem se destacado como uma ferramenta revolucionaria na oncologia,
permitindo o desenvolvimento de sistemas de entrega de farmacos altamente direcionados,
capazes de melhorar a eficicia terapéutica e minimizar efeitos colaterais. Um dos avangos mais
promissores nesse campo é o uso de nanoparticulas biomiméticas, isso é, nanoparticulas
recobertas com membranas celulares naturais, como de glébulos vermelhos, plaquetas, células
cancerigenas ou imunolégicas (FANG et al., 2018). Essas membranas oferecem uma
camuflagem bioldgica, conferindo as nanoparticulas propriedades Unicas de
biocompatibilidade, evasdo do sistema imunoldgico e direcionamento especifico,
caracteristicas altamente desejaveis no tratamento do cancer.

Os sistemas biomiméticos sao inspirados nos mecanismos naturais de interacao celular e
permitem que as nanoparticulas herdem proteinas, receptores e outras moléculas de superficie
da célula original. Por exemplo, nanoparticulas revestidas com membranas de glébulos

vermelhos demonstraram prolongada circulagdo sanguinea e menor reconhecimento por
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macrofagos, enquanto aquelas recobertas com membranas de células tumorais sdo capazes de
realizar homing tumoral, ou seja, reconhecer e se acumular preferencialmente em tecidos
cancerigenos por meio da homotipia celular (GAO et al., 2016; LIU et al., 2019). As
nanoparticulas de membrana hibrida, construidas a partir da fusdo de diferentes tipos celulares,
permitem a combinagdo de maltiplas funcionalidades, como o direcionamento especifico e a
modulacdo do sistema imunoldgico, ampliando significativamente o potencial terapéutico
(WANG et al., 2022). Esses sistemas podem ser carregados com quimioterapicos, agentes
fotodindmicos, RNA de interferéncia (SiRNA) ou até mesmo anticorpos, configurando
plataformas versateis para terapias combinadas.

Combinando as vantagens da nanotecnologia com a sofisticacdo bioldgica das membranas
naturais, as nanoparticulas biomimeticas representam uma fronteira promissora para 0
tratamento de diversos tipos de cancer, oferecendo melhor desempenho terapéutico, alta
especificidade e baixa toxicidade sistémica.

1.7. Justificativa

O cancer de pancreas e o cancer de pulméo estdo entre as neoplasias malignas mais
agressivas, apresentando altas taxas de mortalidade e baixa sobrevida global, especialmente
quando diagnosticados em estagios avancados (SUNG et al., 2021). As terapias convencionais,
como a quimioterapia sistémica, seguem sendo amplamente empregadas, mas sdo limitadas por
sua baixa seletividade, efeitos colaterais significativos e desenvolvimento frequente de
resisténcia por parte das células tumorais (VASAN; BASELGA; HYMAN, 2019). Nesse
cendrio, a nanotecnologia tem emergido como uma abordagem inovadora, permitindo a
liberacdo controlada e direcionada de farmacos antineoplasicos, com o objetivo de aumentar a
eficdcia terapéutica e minimizar a toxicidade sistémica (PEER et al., 2007; SHI et al., 2017).
Estudos demonstram que nanoparticulas funcionalizadas podem melhorar a internalizacdo
celular, promover acimulo em tecidos tumorais e superar mecanismos de resisténcia, tornando-
se uma alternativa promissora no tratamento de canceres de dificil manejo (WILHELM, et al.,
2016).

Este estudo utilizou nanoparticulas de hidroxiapatita (HA) ja sintetizadas e caracterizadas
pelo grupo de pesquisa, funcionalizadas com o farmaco doxorrubicina (DOX), um dos agentes
quimioterapicos mais potentes e amplamente empregados contra diversos tipos de cancer. A
doxorrubicina atua inibindo a topoisomerase Il e gerando espécies reativas de oxigénio, levando

a morte celular por apoptose. No entanto, seu uso clinico € severamente limitado por efeitos
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colaterais, principalmente cardiotoxicidade cumulativa (MINOTTI et al., 2004; TACAR,;
SRIAMORNSAK; DASS, 2013) .

Dentre os diversos tipos de nanoparticulas, as baseadas HA tém ganhado destaque devido a
sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e capacidade de carregar e liberar farmacos de
forma controlada (BEH et al., 2021). A HA, Cai(P04)s(OH)2, € um biomaterial cerdmico
amplamente explorado na nanomedicina devido a sua notdvel semelhanca estrutural com a
matriz do tecido 6sseo (SADAT-SHOJAI et al., 2013; SHI et al., 2021). Sua elevada capacidade
de adsorver e liberar moléculas terapéuticas de forma controlada, aliada a baixa toxicidade,
torna a HA uma excelente candidata para a construcdo de nanocarreadores. Além disso,
nanoparticulas de HA apresentam comportamento pH-responsivo, sendo degradadas em ions
calcio e fosfato sob condicGes fracamente &cidas. Essa caracteristica favorece o escape das
nanoparticulas de compartimentos endolisossdmicos apds a endocitose, contribuindo para uma
maior biodisponibilidade intracelular dos farmacos transportados (KHALIFEHZADEH,;
ARAMI, 2020).

Para potencializar ainda mais a seletividade e a evasdo da resposta imune, o sistema
nanoparticulado sera recoberto com membranas biomiméticas, como as de células tumorais,
que é uma estratégia emergente na nanotecnologia conhecida como nanoparticulas
biomiméticas. Esse tipo de recobrimento permite que as nanoparticulas herdem propriedades
da célula original, como a expressao de proteinas de superficie, promovendo longa circulacéo
no sangue, menor reconhecimento por macrofagos e, no caso de membranas tumorais,
direcionamento homdélogo ao tecido canceroso por meio da homotipia celular (FANG et al.,
2018; LIU et al., 2019).

Portanto, a proposta de utilizacdo de nanoparticulas de HA carregadas com DOX e
recobertas com membranas biomiméticas se justifica pela possibilidade de reunir, em um tnico
sistema, liberacao controlada do farmaco, direcionamento ativo ao tumor e reducéo dos efeitos
colaterais sistémicos. Esta estratégia representa uma abordagem inovadora e potencialmente
mais eficaz para o tratamento de canceres agressivos como 0s de pulmédo e pancreas,

contribuindo para o avan¢o da nanomedicina personalizada.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos Gerais

Avaliar o potencial terapéutico das nanoparticulas a base de HA carregadas com DOX para

o tratamento do cancer de pancreas e de pulmdo, por meio de ensaios in vitro. Além disso,
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busca-se investigar como essas nanoparticulas se comportam ap0s o revestimento com
membranas celulares derivadas de células de cancer de pancreas e pulméo, analisando possiveis

ganhos em eficécia e seletividade tumoral.

2.2. Objetivos Especificos

e Cultivo de células tumoral de cancer de pancreas (linhagem celular PANC-1);

e Cultivo de células tumoral de cancer de pulmao (linhagem celular A549);

e Isolamento e caracterizacdo de membrana plasmatica;

e Revestimento das nanoparticulas com membranas celulares;

e Caracterizagdo das nanoparticulas revestidas com membrana celular;

e Avaliacdo da viabilidade celular dos nanosistemas em células tumorais (PANC-1) e
células ndo tumorais (HEPA-RG);

e Auvaliacdo da viabilidade celular dos nanosistemas em células tumorais (A549) e células
ndo tumorais (MRC-5).

3. METODOLOGIA

3.1.Linhagens Celulares
Para a realizacdo deste estudo, foram usadas as seguintes linhagens celulares:

e Linhagem de carcinoma pancreético de origem ductal: PANC-1, Figura 1;
e Linhagem hepatica humana: HepaRG, Figura 1;
e Linhagem de carcinoma pulmonar epitelial: A549, Figura 2;

e Linhagem celular diploide de fibroblastos, obtidas do tecido pulmonar: MRC-5, Figura

Figura 1. Linhagem PANC-1 e HepaRG, respetivamente, em diferentes aumentos. Fonte: Acervo

pessoal da autora.
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Figura 2. Linhagem A549 e MRC-5, respetivamente. Fonte: Acervo pessoal da autora.

3.1.1. Cultivo de linhagem celular

As linhagens celulares foram mantidas em meio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM 1 x, Vitrocel) com antibidticos, para evitar contaminacdes, suplementado com 10%
de soro fetal bovino (Gibco, Invitrogen) e 1% de glutamina, mantidas a 37 °C e 5% de COx.

Para a realizacdo do repique celular, as células foram cultivadas em frascos de cultura de
tamanho médio. O protocolo consistiu inicialmente na remocao do meio de cultura, seguida por
uma lavagem com 5 mL de PBS (Phosphate Buffered Saline). Em seguida, foram adicionados
3 mL de solucdo de tripsina-EDTA (250 mg, Vitrocel), e os frascos foram incubados por 3
minutos a 37 °C para promover o desprendimento das células aderidas. Apds esse periodo, a
tripsina foi inativada pela adicdo de 3 mL de meio DMEM 1x. O procedimento de repique foi
realizado duas vezes por semana. Quando as células permaneciam em cultivo por 3 dias,
adicionavam-se 2 mL da suspensdo celular em um novo frasco contendo 10 mL de DMEM.
Para cultivos de 4 dias, utilizavam-se 1 mL da suspensédo celular em 11 mL de DMEM. Esse
protocolo foi adotado com o objetivo de manter uma confluéncia adequada das células,

garantindo condi¢des ideais para sua manutencao e posterior utilizacdo nos ensaios.
3.2.Sintese das Nanoparticulas da HA

As nanoparticulas de HA foram sintetizadas seguindo protocolos de sintese bem definidos e
ja utilizados no grupo (MACHADO et al., 2022; MACHADO et al.; 2024). Foram empregadas
como fontes precursoras de fons Ca?* e fosfato, respectivamente, solucbes aquosas de
Ca(NO3)2.4H,0 (solucdo 1) e (NH4)2HPO, (solucdo 2) com valores de pH préximos de 10
ajustados pela adicdo de NH4sOH. A solucéo 2 foi vertida rapidamente na solugdo 1 e a mistura
resultante foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por 24 horas para permitir a
completa cristalizagdo da fase hexagonal da HA. A fim de se remover espécies residuais
provenientes dos reagentes de partida, as suspensdes de nanoparticulas foram lavadas 6 vezes

16



com H20 e 1 vez com etanol por centrifugagédo a 8000 rpm por 3 minutos sendo, posteriormente,
secas em estufa a 80 °C/12 h ou liofilizadas, e moidas em almofariz de agata. Em seguida, as
amostras foram submetidas a tratamentos térmicos a 400-450 °C por 4 horas em forno
convencional e em atmosfera ambiente. Por fim, as nanoparticulas foram funcionalizadas com
fons citrato com o objetivo de estabilizar as nanoparticulas em forma de suspensdes, e a DOX
foi finalmente imobilizada nas nanoparticulas de HA ao suspendé-las em solucbes aquosas
contendo concentracfes pré-estabelecidas do farmaco, e permanecendo sob agitacdo por 24 h.
Posteriormente, 0os materiais carregados foram lavados por centrifugacdo para remover o
excesso do farmaco ndo carregados sendo, entdo, os pellets ressuspendidos nos meios de

interesse para conduzir as caracterizaces fisico-quimicas.

3.3.Extragdo de Membranas Celulares (MBs)

As MBs provenientes de linhagens de PANC-1 e A549 foram isoladas e purificadas por
meio de ultracentrifugacdo. Em resumo, o meio de cultura, DMEM 1x, foi descartado e a
garrafa de cultura foi lavada com 5 mL de PBS, em seguida para que as células soltassem da
garrafa, foi realizada uma raspagem com um rodo de cultura, garantindo que o PBS estivesse
no local da raspagem. Para confirmar que as células estavam soltas, observou-se no
microscopio. O contetdo da raspagem foi colocado em um falcon de 15 mL em gelo. O mesmo
procedimento foi realizado para 3 garrafas grandes de extracao.

Em seguida, os tubos falcon foram lavados trés vezes com PBS por centrifugacdo, e
subsequentemente lisadas por incubacdo em tampao hipoténico durante 20 minutos a 4 °C. As
suspensdes celulares lisadas foram entdo o centrifugadas, ressuspendidas em novo tampéo e
homogeneizadas. Apds homogeneizagdo, uma centrifugagdo a 10.000 g por 10 minutos a 4 °C
foi realizada para remocdo de detritos celulares. O sobrenadante obtido foi submetido a
ultracentrifugacdo a 100.000 g por 2 horas, a 4 °C, utilizando uma ultracentrifuga Optima
MAX-XP (Beckman Coulter, EUA). O pellet contendo as membranas foi ressuspendido em
I mL de PBS contendo inibidor de protease completo (Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemanha) e armazenado a —80 °C até o uso. Tal protocolo foi otimizado para que a extragdo

fosse eficiente, e que o pellet obtido fosse majoritariamente de membranas.

3.3.1. Recobrimento das nanoparticulas HA-DOX com as MBs

Apos a extracdo, para o procedimento de recobrimento das nanoparticulas de HA-DOX

com as MBs das respectivas linhagens, PANC-1 e A549, foi utilizado o método de ultrassom.
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Para a MBs da linhagem PANC-1, 20 uL das MBs, ressuspensas em &gua, e 20 uL das NPs-
HA-DOX de concentracdo 1 ug/mL, foram sonicadas separadamente em um banho ultrassonico
por 10 min a 4 °C e 37 Hz com 80% de poténcia (Elmasonic P). Em seguida, foram colocados
no mesmo eppendorf, totalizando 40 pL da solucdo. Ja para as MBs da linhagem A549, o
procedimento foi realizado utilizando 250 uL de NPs na concentragdo de 200 ug/mL, com 25
uL das MBs diluidas em 225 pL de 4gua. As amostras foram sonicadas separadamente e depois
misturadas em um banho ultrassonico por 10 min a 4 °C e 37 Hz com 80% de poténcia
(Elmasonic P), totalizando 500 uL de volume final. No final desta etapa, originaram-se as
amostras HA-DOX-MB.

3.4.Caracterizacdo das nanoparticulas HA-DOX revestidas com membrana

3.4.1. Espalhamento dindmico de luz (DLS) e potencial Zeta (ZP)

As medidas de tamanho, e ZP das nanoparticulas foram conduzidas em equipamento
Malvern Spectrometer Nano-ZS (Malvern Instruments, UK). As medidas foram realizadas
antes e apos o recobrimento com as MBs. Como parametros, o0 meio dispersante foi a &gua e 0
material foi proteina. O didmetro foi entendido como uma média do diametro hidrodinamico,
isso foi determinado pela relacdo de Stokes-Einstein. Os ZP foram determinados por meio de
medidas de mobilidade eletroforética. O procedimento foi 0 mesmo para as linhagens celulares
PANC- e A549.

3.4.2. Anélise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

A caracterizacao das NPs-HA com as membranas, foram realizadas por meio da técnica de
Analise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA, do inglés Nanoparticle Tracking Analysis),
utilizando um equipamento NS300 NANOSIGHT, que combina dispersdao de luz com
rastreamento por video. Essa técnica permite a determinacdo do tamanho hidrodindmico,
distribuicdo de tamanhos e concentracdo de particulas em suspensdo, com base no principio do
movimento Browniano das particulas.

Inicialmente, foram utilizadas apenas MBs para caracterizacdo. Para isso, foram usados 10
uL de membranas e 990 uL de agua para realizar a leitura no equipamento. As NPs-HA-DOX-
MB foram analisadas na mesma concentracdo em que foi realizado o recobrimento. Mediram-
se também as NPs-HA-DOX sem as MBs, para fins de comparacdo. Ao realizar a analise no
equipamento, um dos principais aspectos a serem considerados é a concentragdo de particulas
no equipamento. Caso a populacdo seja muito elevada, serd necessario realizar uma dilui¢do

(1/10, 1/100, 1/1000). Outros parametros importantes sdo o Screen Gain e Camara Level para
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realizar o ajuste fino, o primeiro ajusta a luminosidade, enquanto o segundo interfere na altura
da camera.

Durante a analise, um feixe de laser foi direcionado a amostra, promovendo a dispersdo da
luz pelas particulas presentes na suspensdo. A movimentacdo dessas particulas foi registrada
por uma camera sensivel acoplada ao sistema. O software do equipamento rastreou o
deslocamento das particulas ao longo do tempo e calculou o coeficiente de difusdo de cada uma
com base na andlise do deslocamento médio quadratico. O célculo do tamanho hidrodindmico
das particulas foi realizado utilizando por meio da equacdo de Stokes-Einstein, considerando a
temperatura e viscosidade do meio. A partir desses dados, foi possivel gerar uma distribuicdo
de tamanho por nimero e volume, bem como a concentracdo total de particulas (em

particulas/mL).

3.4.3. Quantificacao de proteina das vesiculas de MBs

As proteinas de MBs presentes foram quantificadas por ensaios colorimétricos utilizando o
kit QuantiPro BCA (Sigma-Aldrich), com o objetivo de determinar a concentragéo proteica das
amostras. O ensaio baseia-se na construcdo de uma curva de calibragdo da proteina (BCA). O
método empregado segue o principio da reacdo de Bradford (Sigma n° catalogo B6916),
utilizando como padréo albumina (2 mg/mL) diluida em PBS. A curva de calibracdo, Tabela
1, foi montada em uma placa de 96 pocos, mantidas em temperatura ambiente. Com 0S pocos
da curva de calibracdo ja preparados, as amostras de MBs foram descongeladas, e adicionou-se
um eppendorf de inibidor de protease (IP). Tanto para a linhagem PANC-1, quanto para A549,
foram preparadas cinco amostras de MB extraidas. Cada poco teve 25 uL. de amostra e 200 uL
da solucdo reveladora, sendo todos realizados em duplicata. A placa foi incubada por 30
minutos a temperatura ambiente, protegida da luz. A leitura foi realizada em fluorimetro,

medindo-se a absorbancia em 562 nm.

p/ 100pL (volume
Padré&o (ng/mL) final) PBS (pL)
1 0 0 100
2 25 1,25 98,75
3 125 6,25 93,75
4 250 12,5 87,5
5 500 25 75
6 750 37,5 62,5
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7 1000 50 50

8 1500 75 25

9 2000 100 0
Tabela 1. Curva de calibragdo da proteina (BCA).

3.5.Andlise da atividade antitumoral das nanoparticulas
3.5.1. Viabilidade Celular pelo método MTT

A atividade tumoral das nanoparticulas biomiméticas foi avaliada por adi¢éo das particulas
a cultura de células tumoral PANC-1 e A549, e ndo tumoral Hepa-RG e MRC-5. As células
foram removidas da superficie das garrafas com uso de tripsina 0,05 % e lavadas em meio
completo, seguindo-se o preparo de uma suspensdo 2x10° cel/mL. Para os ensaios de
citotoxicidade, as células foram distribuidas em uma placa de cultura de poliestireno de fundo
chato. Apds 48 h de incubacéo, as particulas em suspensdo, bem como restos celulares, foram
removidas por lavagem delicada dos alvéolos com meio de cultura a 37 °C. As celulas vivas
aderidas a placa foram entdo incubadas com uma solucdo de MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolio), por 2 ha 37 °C sob tensdo de 5% de CO,. Em seguida,
0 sobrenadante foi removido e os cristais de formazan, formados no interior das células em
atividade, foram solubilizados com dimetilsulfoxido (DMSOQO), para leitura em
espectrofotbmetro a 570 nm.

Cada ensaio de viabilidade celular foi realizado em triplicata e em trés ocasifes
independentes para cada linhagem celular. Essa abordagem visou garantir a reprodutibilidade
dos resultados e permitir uma analise mais robusta e comparativa entre os dados obtidos,

aumentando a confiabilidade estatistica do experimento.

3.5.2. Citometria de fluxo

A internalizacdo das DOX livre, das NPs de HA-DOX e HA-DOX-MB com recobrimento
de MB da A549 foi avaliada por citometria de fluxo, com base na fluorescéncia da DOX. As
andlises foram realizadas com foco exclusivo na proporc¢do 1:1 (nanoparticulas: membranas), a
fim de padronizar as comparacdes e reduzir variacbes. No dia anterior ao experimento, foram
plaqueadas 100.000 células por pogo (1 x 10° células/mL) em placas de 12 pocos, adicionando-
se 1 mL por poco. Para o tratamento celular, foram misturados 315 pL da suspensao
nanoparticula-membrana com 2185 pL de meio de cultura, de modo a atingir a concentracdo
final de 25,2 pg/mL de HA e 5 pg/mL de DOX. As células foram tratadas com 1 mL de cada

condicdo experimental por poco, em triplicata, e incubadas por 4 horas a 37 °C e 5% de COa.
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Apds a incubacéo, as células foram lavadas duas vezes com PBS, tripsinizadas com 500 pL
de tripsina por poco, e a reacdo foi inativada com 500 puL de meio de cultura. O contetdo de
cada poco foi coletado, centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos a 4 °C, ¢ o pellet celular foi
ressuspenso em 400 pL de tampdo de corrida. As amostras foram mantidas em gelo até o
momento da andlise leitura. A andlise foi realizada em citdmetro de fluxo, monitorando a
fluorescéncia da doxorrubicina por excitagdo em 488 nm e deteccéo no canal FL2, permitindo
a avaliacdo quantitativa da internalizacdo das nanoparticulas pelas células.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1.Extracdo da Membrana Celular da linhagem PANC-1

4.1.1. Espalhamento dinamico de luz (DLS) e potencial Zeta (ZP)

Os raios hidrodindmicos das amostras foram determinados por meio da técnica de DLS. Os
resultados indicaram que as MBs extraidas apresentaram tamanhos na faixa de 140 a 220 nm,
conforme ilustrado na Figura 3. Além disso, o ZP das MBs foi avaliado com o objetivo de
caracterizar a carga superficial das particulas. Conforme ilustrado na Figura 4, todas as MBs
extraidas apresentaram valores negativos de ZP, variando entre -35 mV e -40 mV. Esses valores
indicam a predominancia de cargas negativas na superficie das vesiculas, o que esta diretamente
relacionado a presenca de grupos funcionais aniénicos, como fosfatos e carboxilas,
provenientes dos fosfolipidios e proteinas da membrana celular. Tal caracteristica é tipica de
sistemas lipidicos e contribui para a estabilidade coloidal das nanoparticulas, além de
influenciar suas interacdes eletrostaticas com a superficie celular e 0 microambiente tumoral
(HONARY; ZAHIR, 2013).
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Figura 3. Raio Hidrodindmico das MBs da linhagem PANC-1.
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Figura 4. ZP das MBs da linhagem PANC-1.
4.1.2. Curva de Calibracéo da proteina BCA

A quantificacdo de proteinas totais das membranas extraidas foi realizada utilizando o
método BCA (Bicinchoninic Acid), que se baseia na formacdo de um complexo colorido entre
as proteinas e o reagente BCA, cuja absorbancia é proporcional a concentragdo de proteinas.
Para a construcdo da curva de calibragdo, Figura 5, foram utilizadas concentragdes conhecidas

de albumina sérica bovina (BSA) como padréo. A equacdo da reta obtida a partir da curva de
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calibragéo foi y = 0,0011x + 0,0604, onde y representa a absorbancia e x a concentragéo de
proteinas em pg/mL. O coeficiente de determinagdo (R? = 0,995) indica uma excelente
correlacdo linear entre os dados, confirmando a precisdo do método.

: = y =0,0011x + 0,0604
Curva de calibragéo R? = 0,995
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Figura 5: Calibragdo de Proteinas por concentracdo de BCA.

A partir da curva de calibragdo, foi determinada a concentracdo de proteinas nas amostras
analisadas. A Figura 6, mostra a concentracdo de proteinas em cada amostra analisada, se
referindo a cada uma das extracOes realizadas, levando em consideracdo que sdo extracoes

independentes, tendo como meédia a concentracdo de 116 + 53 pg/mL pg/mL.
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Figura 6: Concentracdo de proteinas em cada amostra de MB da linhagem PANC-1.

4.2 Extragdo da membrana celular da linhagem A549

4.2.1. Espalhamento dinamico de luz (DLS) e potencial Zeta (ZP)
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Apds cinco extragdes de MBs, os raios hidrodindmicos das amostras foram determinados
por meio da técnica de DLS. Assim, os resultados indicaram que as MBs extraidas apresentaram
tamanhos na faixa de 120 a 200 nm, conforme ilustrado na Figura 7. O ZP das membranas foi
medido para avaliar a carga superficial das particulas. Conforme apresentado na Figura 8, todas

as membranas extraidas exibiram um ZP negativo, com valores variando entre -30 e -45 mV.
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Figura 7. Raio Hidrodindmico das MBs da linhagem A549.
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Figura 8. ZP das MBs da linhagem A549.

4.2.2. Curva de Calibracao da Proteina BCA
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A quantificacdo das proteinas totais presentes nas MBs extraidas foi realizada utilizando o
método do &cido bicinconinico (BCA), que se baseia na formacao de um complexo cromoforico
entre 0s grupos peptidicos das proteinas e o reagente BCA, cuja absorbéancia é proporcional a
concentragéo proteica. Para construgéo da curva padrdo (Figura 9), foram empregadas solugcoes
com concentragfes conhecidas de albumina sérica bovina (BSA). A equacdo da reta obtida foi
y = 0,001x + 0,016, em que y corresponde a absorbancia e x a concentracao de proteinas em
pg/mL. O coeficiente de determinacdo (Rz = 0,997) demonstrou alta correlacdo linear,
evidenciando a confiabilidade do método.

A partir dessa curva, determinou-se que a concentracdo de proteinas nas amostras, Figura
10, com uma média de 111,30 + 34,225 pg/mL.

H X y =0,001x + 0,016
y Curva de calibragdo RS = 0,0676
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Figura 9: Calibragdo de Proteinas por concentracdo de BCA.
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Figura 10: Concentracdo de proteinas em cada amostra de MB da linhagem A549.
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4.3.Recobrimento das nanoparticulas HA-DOX com as membranas celulares da
PANC-1 e A549

As nanoparticulas de HA foram sintetizadas com base em protocolos previamente
padronizados pelo grupo de pesquisa, utilizando solugdes aquosas de Ca(NOs)2-4H20 e
(NHa4)2HPOa4, com o pH ajustado para 10 por meio da adigdo de NH4OH. A adi¢do rapida da
solucdo fosfatada a solugdo contendo célcio, seguida de agitacdo continua por 24 horas a
temperatura ambiente, favoreceu a formacao e cristalizacdo da fase hexagonal da hidroxiapatita,
que é a forma estrutural desejada por sua alta biocompatibilidade e semelhanca com a matriz
6ssea mineral. Apds a etapa de sintese, as nanoparticulas foram submetidas a um processo
rigoroso de purificacdo, com seis lavagens em agua e uma em etanol, realizadas por
centrifugacao a 8000 rpm por 3 minutos. A secagem foi conduzida a 80 °C por 12 horas ou por
liofilizac&o, garantindo a remogéo completa de solventes.

Para melhorar a estabilidade coloidal e preparar as particulas para a adsorc¢ao do farmaco, as
nanoparticulas foram funcionalizadas com ions citrato, o que também contribui para a disperséo
em meio aquoso. A imobilizacdo da DOX foi realizada por incubagdo das nanoparticulas em
solucéo aquosa do farmaco, sob agitacdo por até 24 horas, permitindo a adsor¢ao da molécula
anticancerigena na superficie da HA funcionalizada. Em seguida, as particulas foram lavadas
por centrifugacao para remover o excesso de farmaco nédo ligado, e os pellets resultantes foram
ressuspensos em meio apropriado para as analises fisico-quimicas subsequentes. A estratégia
de funcionalizacdo com citrato e posterior adsor¢do de DOX mostrou-se eficiente na producgéo
de nanoparticulas estaveis e com potencial para liberacdo controlada do farmaco, conforme
relatado em estudos prévios que destacam a afinidade de grupos carboxilato por superficies de
HA e sua capacidade de modular a interacdo com farmacos cationicos. As membranas extraidas
foram utilizadas para recobrimento as NPs de HA-DOX. A técnica empregada foi a de
ultrassom, conforme descrito na Figura 11. Os tubos eppendorf contendo as amostras separadas
foram submetidos ao ultrassom por 10 minutos. Em seguida, as amostras foram reunidas e
submetidas a um novo ciclo de banho ultrassénico por mais 10 minutos. ApAds esse processo,
as nanoparticulas recobertas foram caracterizadas. O mesmo procedimento foi aplicado as duas
linhagens celulares, PANC-1 e A549.
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Figura 11 : Recobrimento das NPs com MB por ultrasson. Fonte: Realizado pela autora no BioRender.

NPs-DOX-ME

4.4.Caracterizagdo das nanoparticulas de HA-DOX revestidas com membrana da
linhagem PANC-1
4.4.1. Espalhamento dindmico de luz (DLS) e potencial zeta (ZP)

A caracterizacdo das MBs, das nanoparticulas de HA-DOX e HA-DOX-MB, foram
realizadas por meio de DLS e ZP. As nanoparticulas de HA-DOX apresentaram um raio
hidrodinamico medio de 225 nm. Apos o revestimento com MBs observou-se um aumento
significativo no raio hidrodinamico, que passou para a faixa de 250 a 300 nm, Figura 12,

indicando a formacéo de uma camada superficial adicional ao redor das nanoparticulas.
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Figura 12: Raio Hidrodinamico das NPs de HA-DOX e HA-DOX-MB da linhagem PANC-1.
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Em relacdo ao ZP, as nanoparticulas de HA-DOX sem revestimento apresentaram valores
positivos. Apods o revestimento com membranas, 0 ZP tornou-se mais negativo, na faixa de -15
mV, Figura 13. A mudanga no ZP observada ap0s o revestimento das NPs- HA funcionalizadas
com citrato e carregadas DOX, pode ser explicada pelas alteragdes na composicdo quimica da
superficie das particulas. Inicialmente, as NPs-HA-DOX apresentaram um ZP positivo, o0 que
pode estar relacionado a presenca de grupos catiénicos residuais na superficie da hidroxiapatita,
como fons calcio (Ca?"), e aos grupos amina protonaveis da doxorrubicina, que conferem carga
positiva em pH fisioldgico. Entretanto, apds o revestimento com MB, a superficie exposta das
nanoparticulas passou a refletir predominantemente os componentes da membrana. As
membranas celulares sdo ricas em fosfolipidios anidnicos, proteinas com grupos carboxilicos e
sulfatados, que conferem uma carga superficial negativa as vesiculas. Como o ZP mede a carga
elétrica da camada mais externa da nanoparticula, o revestimento biomimético resulta em uma
inversdo do sinal do ZP, que passa a ser negativo (HONARY; ZAHIR, 2013). Essa alteracéo
confirma a eficiéncia do processo de recobrimento e é consistente com 0 comportamento

esperado de sistemas biomiméticos baseados em membranas celulares.
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Figura 13: ZP das NPs de HA-DOX e HA-DOX-MB da linhagem PANC-1.

4.4.2. Analise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

28



A caracterizacdo das amostras foi realizada por meio da técnica de NTA, com o objetivo de
avaliar o didmetro hidrodindmico médio e a concentragdo das vesiculas derivadas de MB, bem
como das nanoparticulas funcionalizadas e revestidas com MB. Na Tabela 2, é apresentada a
analise das vesiculas derivadas das MB da linhagem PANC-1. Observa-se uma distribuicao de
tamanho homogénea, com didmetro médio caracteristico de vesiculas extracelulares, e
concentracdo adequada para posterior aplicacao no revestimento de nanoparticulas. Esses dados
indicam que o protocolo de extracdo e homogeneizacao das membranas foi eficiente, resultando
em vesiculas com perfil adequado de disperséo coloidal.

Extracéo 1 Extracédo 2 Extracéo 3 Extracdo 4  Extracdo 5

Tamanho (nm)  215,6 + 18,5 229,0+8,5 226,7+11,7 220,2+123 2174117

Concentragéo 5,6x108 + 2,8x10" + 2,3x10™ + 2,1x10" +  5,6x10°%+
(particulas/mL) 2,8x107 1,3x10% 1,3x10% 1,5x10% 1,8x10’
Tabela 2. Concentracdo e tamanho das MB de PANC-1.

Na Tabela 3, € mostrada a analise das membranas extraidas da linhagem A549. De modo
semelhante ao observado para PANC-1, as vesiculas apresentaram distribuicdo unimodal de
tamanhos e concentragdo compativel com a obtencdo de um revestimento biomimético
eficiente. A comparacéo entre as duas linhagens revela variag@es sutis no perfil de tamanho,
possivelmente atribuidas a composicao lipidica e proteica especifica de cada tipo celular.

Extracdo 1 Extracgéo 2 Extracédo 3 Extracéo 4
Tamanho (nm) 198,8 +2,9 221,7+7,1 211,3+4,0 1935+14

Concentrag&o 1,4x10" + 1,6x10" + 1,2x10'" + 1,1x10" +
(particulas/mL) 4,6x10° 6,8x10° 3,3x10° 3,9x10°
Tabela 3. Concentracdo e tamanho das MB de A549.

4.5.Caracterizacdo das nanoparticulas de HA-DOX revestidas com membrana da
linhagem A549
4.5.1. Espalhamento dinamico de luz (DLS) e potencial zeta (ZP)

A técnica de DLS foi empregada para determinar o raio hidrodindmico das NPs-HA-DOX,
antes e apds o revestimento com MB da linhagem A549, NPs-HA-DOX-MB. Essa analise é
fundamental para confirmar a formacdo da camada de membrana sobre as nanoparticulas e
avaliar sua estabilidade coloidal. As NPs-HA-DOX apresentaram um raio hidrodinamico
médio de 220,4 + 15,34 nm. ApOs 0 processo de revestimento com membranas celulares,

observou-se um aumento significativo no tamanho médio, com as NPs-HA-DOX-MB atingindo
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291,8 + 8,98 nm. Esse aumento de aproximadamente 70 nm é consistente com a presenca de
uma camada adicional de material biol6gico envolvendo a superficie da nanoparticula, Figura
14. Areducdo no desvio padrdo ap6s o revestimento também sugere uma maior uniformidade

na distribuicdo de tamanhos das particulas revestidas.
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Figura 14: Raio Hidrodindmico das NPs de HA-DOX e HA-DOX-MB da linhagem A549.

Para a realizacdo do ZP, as medicGes foram realizadas tanto para as NPs-HA-DOX quanto
para as mesmas particulas apds o revestimento com MBs da linhagem A549 (NPs-HA-DOX-
MB). As NPs-HA-DOX apresentaram um ZP positivo de +8,21 + 0,44 mV, valor coerente com
a presenca de ions calcio na superficie da hidroxiapatita e com 0s grupos amina protonaveis da
DOX. Esse resultado sugere uma superficie com predominancia de cargas positivas, tipica de
sistemas ndo revestidos e potencialmente mais suscetiveis a agregacdo em meio fisioldgico.
Ap0s o revestimento com MBs, 0 ZP das NPs-HA-DOX-MB foi de —0,60 £ 1,23 mV, indicando
uma reducdo significativa da carga superficial positiva, Figura 15. No entanto, o valor obtido
ndo atingiu os niveis negativos observados em outros sistemas biomiméticos, o que pode ser
atribuido a utilizacdo de uma quantidade dez vezes menor de MBs durante o processo de

revestimento, o que justificaria um valor de ZP préximo da neutralidade.
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Figura 15: ZP das NPs de HA-DOX e HA-DOX-MB da linhagem A549.

4.5.2. Analise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

Inicialmente, os dados de DLS mostraram um aumento no didmetro hidrodinamico medio
das nanoparticulas ap0s o revestimento, o que sugere a formacdo de uma camada externa na
superficie das particulas. Esse aumento de tamanho foi confirmado pela analise de NTA, que,
por rastrear particulas individualmente, apresentou um perfil de distribuicdo mais refinado e
menos influenciado por particulas maiores, validando a homogeneidade do revestimento. A
Tabela 4 apresenta o perfil obtido para as nanoparticulas de HA-DOX e posteriormente
revestidas com membranas da linhagem A549. A anélise por NTA revela um aumento esperado
no didametro médio das particulas em relacdo as HA-DOX ndo revestidas, o que confirma a
formacdo do revestimento membranoso na superficie. Esses resultados demonstram o sucesso
na extracdo das membranas celulares e na incorporacdo eficiente do revestimento as
nanoparticulas, confirmando os dados das outras caracteriza¢@es. Portanto, o conjunto de dados
obtidos pelas trés técnicas (DLS, ZP, NTA) demonstra de forma complementar que o
revestimento com membranas foi eficaz, promovendo um aumento controlado no tamanho das
nanoparticulas e alterando suas propriedades de superficie de maneira compativel com a

presenca da membrana bioldgica.
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HA-DOX HA-DOX-MB
Tamanho (nm) 227,746 265,3+ 2,6

Concentrag&o 1,1x10°+ 1,6x10° +
(particulas/mL) 7,1x107 1,1x108
Tabela 4. Concentracdo e tamanho de HA-DOX e HA-DOX-MB.

4.6.Andlise da atividade antitumoral das nanoparticulas na linhagem PANC-1

4.6.1. Viabilidade Celular pelo método MTT

O teste de MTT foi realizado para avaliar a viabilidade celular apds exposicao a diferentes
concentracdes de nanoparticulas puras (HA) e nanoparticulas carregadas com o farmaco (HA-
DOX). Esse ensaio é amplamente utilizado para medir a atividade metabdlica das células,
refletindo sua viabilidade e capacidade proliferativa. Ao se variar as concentracdes das
nanoparticulas, tanto na forma pura quanto associadas ao farmaco, observou-se uma leve
reducdo na viabilidade da linhagem celular tumoral PANC-1, conforme demonstrado na Figura
16. No entanto, essa diminuicdo ndo foi estatisticamente significativa, indicando que, nas
condicdes testadas, o tratamento ndo exerceu um efeito citotoxico eficaz sobre as células

tumorais, que mantiveram niveis elevados de viabilidade.
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Figura 16. Teste de MTT da linhagem PANC-1 variando concentracéo.
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Entretanto, na linhagem celular saudavel HepaRG, foi possivel observar uma variagcdo na
concentracgdo celular conforme aumentava a concentragdo do farmaco, sugerindo que houve

uma reducéo clara na viabilidade, Figura 17.
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Figura 17. Teste de MTT da linhagem HepaRG variando concentracao.

Os resultados obtidos demonstram que, na linhagem celular saudavel HepaRG, houve uma
diminuicdo perceptivel na densidade celular com o aumento da concentracdo de DOX,
sugerindo uma reducéo significativa na viabilidade celular. Esse comportamento indica que o
tratamento influenciou negativamente a populacdo de células hepéticas, possivelmente por
mecanismos de toxicidade direta ou modulacdo da proliferacdo. A DOX € um agente
quimioterapico amplamente conhecido por sua acao citotoxica mediada por intercalamento de
DNA, inibicdo da topoisomerase Il e geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que
afetam ndo apenas células tumorais, mas também células normais com alta atividade metabdlica
(CARVALHO et al., 2009; MINOTTI et al., 2004). Por outro lado, nas células tumorais PANC-
1, os mesmos tratamentos com DOX, seja na forma livre ou associada as nanoparticulas, ndo
promoveram uma reducéo expressiva na viabilidade celular. Esse resultado sugere que, para as
concentracdes e tempos de exposicdo avaliados, as células PANC-1 demonstraram uma
resposta resistente ao farmaco, o que é coerente com diversos estudos que apontam o cancer de
pancreas como um dos tipos tumorais mais refratarios a quimioterapia convencional
(AMRUTKAR; GLADHAUG, 2017; NEUZILLET et al., 2015).
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A diferenca de resposta entre as duas linhagens pode ser atribuida a varios fatores, incluindo
diferencas no metabolismo celular, na expresséo de transportadores de efluxo como a P-
glicoproteina (MDRL1), e na ativagdo de vias de reparo de DNA ou de resisténcia ao estresse
oxidativo (GOTTESMAN; FOJO; BATES, 2002). Células HepaRG, por exemplo, embora
sejam diferenciadas e metabolicamente ativas, ainda retém caracteristicas sensiveis a agentes
toxicos, o que explica sua resposta dose-dependente a DOX. J& as células PANC-1 sdo
conhecidas por apresentar fendtipos altamente resistentes, mesmo frente a agentes como
gemcitabina ou doxorrubicina, o que limita a eficacia de abordagens terapéuticas tradicionais
(SPRINGFELD et al., 2019). Tudo isso reforca a necessidade de desenvolver estratégias de
liberacdo direcionada e sistemas de entrega mais seletivos, capazes de superar 0S mecanismos
de resisténcia presentes em tumores pancreaticos. Além disso, a avaliacdo de citotoxicidade em
linhagens saudaveis, como a HepaRG, ¢é fundamental para compreender os possiveis efeitos

colaterais da formulacéo, mesmo em concentracdes consideradas terapéuticas.

4.7.Analise da atividade antitumoral das nanoparticulas na linhagem A549.
4.7.1. Viabilidade Celular pelo método MTT

A viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio de MTT, para a linhagem A549, apds
72 horas de incubacdo com diferentes concentracdes de DOX livre, HA e nanoparticulas de
HA-DOX). Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 18, expressos como
porcentagem em relacdo ao controle negativo (células ndo tratadas). As amostras tratadas com
HA apresentaram viabilidades préximas ou superiores a 90% em todas as concentracdes
testadas, o que indica baixa citotoxicidade do nanocarreador em sua forma ndo carregada. Esse
resultado confirma a biocompatibilidade da matriz de hidroxiapatita funcionalizada com citrato,
tornando-a adequada como plataforma de liberacdo. Em contraste, a DOX induziu uma reducéo
significativa da viabilidade celular de maneira dose-dependente. A partir da concentracdo de
0,375 pg/mL, ja se observa uma queda acentuada da viabilidade celular, o que evidencia a
potente atividade citotoxica do farmaco.

As nanoparticulas HA-DOX também promoveram reducéo da viabilidade celular, com perfil
semelhante ao da DOX livre, porém de forma ligeiramente mais gradual. Em todas as
concentracdes, as NPs-HA- DOX apresentaram maior citotoxicidade do que HA isolada e
viabilidade comparavel a da DOX livre, o que indica que o farmaco manteve sua atividade
mesmo ap0s o0 processo de adsorcdo na superficie das nanoparticulas. Em algumas

concentragdes intermediarias (como 0,375 e 0,75 pg/mL de DOX), nota-se que a citotoxicidade
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do sistema nanoestruturado e discretamente inferior & da DOX livre, 0 que pode estar

relacionado a liberagdo controlada do farmaco ou a uma taxa de internalizacéo ligeiramente

mais lenta.
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Figura 18. Teste de MTT na linhagem A549 variando concentragao.
A Figura 19, mostra o resultado de MTT da linhagem MRC-5, percebe-se que as

nanoparticulas de HA funcionalizadas com citrato (HA-Cit) ndo afetaram significativamente a
viabilidade celular, mantendo valores proximos a 100% em todas as concentracdes testadas.
Por outro lado, a DOX livre e as nanoparticulas HA -DOX apresentaram efeitos citotdxicos
leves e semelhantes, com viabilidades variando entre 50% e 70% ao longo das concentracdes.
Isso indica que, mesmo em células saudaveis, o farmaco mantém sua toxicidade caracteristica,

enquanto a incorporacdo em nanoparticulas ndo atenua significativamente esse efeito neste

modelo.
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Figura 19. Teste de MTT na linhagem MRC-5 variando concentragao.

4.7.2. Citometria de fluxo

Antes de iniciar os ensaios de viabilidade celular, optou-se por investigar preliminarmente
se 0 revestimento com membranas celulares influenciaria significativamente o processo de
internalizagé@o das nanoparticulas, em comparacao a formulacéo nao revestida (NPs-HA-DOX).
Além disso, buscou-se confirmar a capacidade de internalizacdo das nanoparticulas, com e sem
membrana, por células da linhagem A549. A Figura 20(a—d) apresenta os dot plots obtidos
por citometria de fluxo, ilustrando a estratégia de gating adotada e a detec¢do da fluorescéncia
da doxorrubicina no canal FL2-H. Em Figura 20(e) sdo mostrados os histogramas de
fluorescéncia correspondentes, e Figura 20(f) apresenta as médias geométricas extraidas dessas
distribuicdes. Em todas as amostras tratadas com doxorrubicina, observou-se um aumento
expressivo na intensidade de fluorescéncia em relacdo ao controle negativo, indicando
internalizacdo eficiente do farmaco pelas células A549.

As formulagbes NPs-HA-DOX e NPs-HA-DOX-MB apresentaram intensidades de
fluorescéncia superiores a doxorrubicina livre, sugerindo que a associacdo do farmaco a
superficie das nanoparticulas favorece sua internalizacdo, possivelmente por mecanismos de
endocitose ou devido ao aumento no tempo de retencdo intracelular. No entanto, ndo foi
observada uma diferenca estatisticamente significativa entre as formulagdes com e sem
revestimento de membrana. Embora se esperasse que o recobrimento com membranas tumorais
promovesse maior internalizacdo em células do mesmo tipo (efeito homotipico), esse
comportamento pode ter sido atenuado por diversos fatores. Uma possivel explicacdo é a
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necessidade de otimizagdo do processo de revestimento, visando aumentar a densidade e
funcionalidade das membranas na superficie das nanoparticulas. Além disso, a alta capacidade
de internalizacdo intrinseca das NPs-HA-DOX pode ter mascarado eventuais beneficios
adicionais conferidos pelo revestimento.

Para elucidar esse ponto, experimentos futuros estdo planejados com células normais da
linhagem MRC-5, com o objetivo de avaliar se o recobrimento com membranas tumorais pode
reduzir a internalizacdo em células saudaveis — o que indicaria seletividade mediada por
reconhecimento homotipico. No entanto, contratempos técnicos relacionados a manutengao da
linhagem MRC-5 exigiram a aquisi¢éo de um novo lote e o reestabelecimento do banco celular,
inviabilizando a execuc¢do desses ensaios no periodo atual. Essas analises estdo previstas para
etapas futuras, em conjunto com testes de internalizacdo em tempos variados de incubacéo e
analises complementares por microscopia confocal. Com base nos dados obtidos nesta etapa,
que confirmam a internalizacdo efetiva das formulacGes, é possivel dar continuidade aos
ensaios de viabilidade celular para avaliar o desempenho citotéxico das nanoparticulas

desenvolvidas.
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Figura 20. Anélise por citometria de fluxo das células A549. Para cada amostra, sdo apresentados dois dot plots:
dispersao lateral (SSC-H) versus dispersdo frontal (FSC-H), mostrando a estratégia de gating para sele¢do da
populacdo celular, e SSC-H versus fluorescéncia no canal FL2-H, com o gating aplicado, para avaliacdo da
internalizacdo da DOX com base na emissdo de fluorescéncia. (a) Controle (somente células). (b) Células
incubadas com DOX livre (5 pg/mL). (c) Células incubadas com HA-DOX (25,2 pg/mL de NPs contendo 5 pg/mL
de DOX). (d) Células incubadas com HA-DOX-MB (25,2 pg/mL de NPs contendo 5 pg/mL de DOX). Tempo de
incubacado: 4 horas.
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Figura 21. (a) Histogramas obtidos por citometria de fluxo de células A549 incubadas com DOX livre (5 pg/mL),
HA-DOX e HA-DOX-MB (25,2 pg/mL de NPs contendo 5 pg/mL de DOX) por 4 horas, monitorando a emissao

da DOX no canal FL2-H. (b) Quantificacdo das intensidades médias de fluorescéncia (média geométrica).

5. CONCLUSAO

Neste estudo, membranas celulares derivadas das linhagens tumorais PANC-1 e A549 foram
extraidas com sucesso e reconstituidas na forma de vesiculas. As vesiculas foram devidamente
caracterizadas, confirmando a eficacia do procedimento de obtencdo. Nanoparticulas de HA
carregadas com DOX foram entdo recobertas com essas membranas, e suas caracterizagdes
também foram realizadas.

Inicialmente, verificou-se que as nanoparticulas HA-DOX néo apresentaram toxicidade
satisfatoria frente a linhagem PANC-1, segundo o ensaio de MTT. Além disso, observou-se
uma toxicidade maior em células HepaRG (modelo saudavel), sugerindo que a linhagem
tumoral pancreéatica possui mecanismos de resisténcia que limitam a acdo das nanoparticulas.
Diante disso, decidiu-se redirecionar o foco para o cancer de pulmédo, utilizando a linhagem
A549.

Os ensaios de MTT e de citotoxicidade revelaram um desempenho promissor das HA-DOX
na linhagem A549, evidenciando seu potencial para aplicacdo no tratamento do cancer de
pulmdo. Adicionalmente, ensaios de internalizacdo por citometria de fluxo demonstraram que
a DOX conjugada a superficie das nanoparticulas apresentou maior internalizagdo celular em
comparagdo com o farmaco livre. No entanto, ndo foram observadas variagoes significativas na
internalizac&o celular ap6s o recobrimento com membranas tumorais.
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Devido a contratempos experimentais e a troca de linhagem celular ao longo do projeto,
ensaios adicionais s80 necessarios para uma compreensdo mais abrangente do sistema e sua
otimizagdo. Em especial, sugere-se a realizacdo de experimentos de internalizagéo utilizando
células normais (MRC-5) para verificar se, mesmo sem aumento da internalizagéo nas células
tumorais, o recobrimento é capaz de reduzir a captacdo pelas células normais, o que indicaria
um efeito de reconhecimento homotipico conferido pelo sistema biomimético.

Uma vez confirmada essa seletividade, os proximos passos incluem a realizagdo de ensaios
de viabilidade celular pelo MTT e microscopia confocal, além de -caracterizacdes
complementares como microscopia eletronica e espectroscopias vibracionais, a fim de elucidar
de forma mais completa a estrutura, funcionalidade e desempenho terapéutico das

nanoparticulas desenvolvidas.
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