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RESUMO

PASSOS, Priscila de Q. S. Modelo tridimensional in vitro de adenocarcinoma
prostatico humano produzido por levitagdo magnética. 2020. 93 p. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) — Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEN-
CNEN/SP. Séo Paulo.

Culturas celulares tradicionais em monocamada nem sempre s&o suficientes quando
aplicadas a ensaios toxicoldgicos pré-clinicos in vitro, pois podem frequentemente
perder as caracteristicas e funcdes quando nao integradas em um tecido ou 6rgéo. A
utilizacdo de PIONs funcionalizadas para a construcao de esferoides por levitacéo
magnética € uma ferramenta de baixo custo, de facil manipulacdo e biocompativel,
permitindo sua associacao a linhagens celulares. Neste trabalho, as propriedades
biofuncionais de esferoides celulares construidos a partir de células tumorais e
nanoparticulas magnéticas de oOxido de ferro (PIONs) biofuncionalizadas foram
estudadas, cujas nanoparticulas de oOxido de ferro foram sintetizadas por co-
precipitacdo, funcionalizadas com os aminoacidos glicina e poli-L-lisina e entdo
submetidas a caracterizacao fisico-quimica por MET, DRX, DLS, potencial zeta e
FTIR. A partir dessas analises foi possivel identificar nanoparticulas de magnetita com
tamanho ideal e carga eletrostatica positiva estavel para adsorcéo as células. Essas
nanoparticulas também foram submetidas a uma avaliacdo biologica quanto a
adsorcdo a membrana de células tumorais de préstata (LNCaP), citotoxicidade e
formacdo de esferoides. Foi observada boa adsorcdo dos PIONs, sem
desprendimento das células durante o cultivo celular, ndo foi observada citotoxicidade
das nanoparticulas e houve resposta magnética suficiente a fim de permitir a formacgéo
dos esferoides quando na presenca de um campo magnético. Os esferoides tumorais
obtidos a partir da adsorcdo das nanoparticulas foram avaliados estruturalmente por
microscopia de fluorescéncia e analise histolégica com resultados satisfatérios para
uma estrutura tumoral. Foram também utilizados como sistema-teste na avaliacao do
potencial toxico de substancias farmacolégicas e nédo-farmacologicas de acao
conhecida com resultados reprodutiveis. Portanto, o produto final deste trabalho pode
ser utilizado em testes posteriores de eficacia de farmacos que visem tratar os tumores

prostaticos humanos.

Palavras-chave: Cultura tridimensional de células; Levitagcdo magnética; Esferoides
tumorais; Nanoparticulas de 6xido de ferro; Ensaios pré-clinicos;



ABSTRACT

PASSOS, Priscila de Q. S. In vitro three-dimensional model of human prostatic
adenocarcinoma produced by magnetic levitation. 2020. 93 p. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias) — Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEN-
CNEN/SP. Séo Paulo.

Traditional monolayer cell cultures are not always sufficient when applied to pre-clinical
toxicological tests in vitro, as they can often lose their characteristics and functions
when not integrated into a tissue or organ. The use of functionalized PIONs for the
construction of spheroids by magnetic levitation is a low-cost tool, easy to handle and
biocompatible, allowing its association with cell lines. In this work, the biofunctional
properties of cellular spheroids constructed from tumor cells and biofunctionalized iron
oxide nanoparticles (PIONs) were studied, whose iron oxide nanoparticles were
synthesized by co-precipitation, functionalized with the amino acids glycine and poly-
L-lysine and then subjected to physical-chemical characterization by MET, DRX, DLS,
zeta potential and FTIR. From these analyzes it was possible to identify nanoparticles
of magnetite with ideal size and stable positive electrostatic charge for adsorption to
cells. These nanoparticles were also subjected to a biological evaluation regarding the
adsorption to the membrane of prostate tumor cells (LNCaP), cytotoxicity and spheroid
formation. Good adsorption of the PIONs was observed, without detaching the cells
during cell culture, no cytotoxicity of the nanoparticles was observed and there was
sufficient magnetic response to allow the formation of the spheroids when in the
presence of a magnetic field. The tumor spheroids obtained from the adsorption of the
nanoparticles were structurally evaluated by fluorescence microscopy and histological
analysis with satisfactory results for a tumor structure. They were also used as a test
system in the evaluation of the toxic potential of pharmacological and non-
pharmacological substances of known action with reproducible results. Therefore, the
final product of this work can be used in further tests of efficacy of drugs aimed at

treating human prostate tumors.

Keywords: Three-dimensional cell culture; Magnetic levitation; Tumor spheroids; Iron
oxide nanoparticles; Pre-clinical trials;
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1 INTRODUCAO

As inovacOes cientificas e tecnoldgicas contribuem intimamente para a
pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos, envolvendo um processo longo e
complexo e que inclui testes laboratoriais das potenciais formulagdes, testes em
animais e testes clinicos, até a inser¢do do produto no mercado (GUIDO et al., 2010).
No processo de desenvolvimento de farmacos com atividade antitumoral existem
muitas dificuldades como por exemplo formulacdes improprias, toxicidade excessiva,
fatores de resisténcia, dentre outras que prejudicam sua aprovacao. Desta forma,
apos a descoberta de um novo farmaco é obrigatéria a realizacdo de ensaios
toxicolbgicos pré-clinicos para garantir sua seguranca e proteger os consumidores de
efeitos secundarios indesejados ou mesmo de danos graves para a saude (SILVA et
al., 2018).

Os ensaios toxicolégicos pré-clinicos séo conduzidos por meio de testes in vitro
e in vivo. Com a adocéo de sistemas in vitro, como a cultura de células, é possivel
reduzir o nimero de animais necessarios por ensaio, refinar os procedimentos a fim
de proporcionar menor sofrimento animal ou substituir o uso dos animais, conforme o
principio dos 3R’s estabelecidos por Russel e Burch, em 1953 (MCTI, 2019).

Contudo, em se tratando de testes de farmacos, sistemas-teste baseados em
culturas celulares tradicionais nem sempre sédo suficientes. As linhagens celulares
podem frequentemente perder suas caracteristicas e fun¢gdes quando nao integradas
em um tecido ou 6rgdo. Desta forma, os modelos in vitro de tecidos com estrutura
tridimensional proporcionam aglomerados celulares com caracteristicas mais
proximas as condicbes naturais in vivo, permitindo niveis qualitativa e
guantitativamente diferentes de interacdo entre as células, com a matriz extracelular
(MEC) e com seu microambiente (GODUGU et al, 2013; EDMONDSON et al, 2014).

Com relacdo ao processo de desenvolvimento de novos farmacos com
atividade antitumoral, € observado um baixo percentual de sucesso de muitas
moléculas, que embora apresentem significativa atividade antitumoral em ensaios pré-
clinicos in vitro, quando os ensaios clinicos séo realizados, estes resultados nao se
reproduzem (HUTCHINSON & KIRK, 2011). Um dos principais obstaculos para
compreensao dos eventos bioldgicos envolvidos no cancer e em medicamentos

antitumorais é a falta de modelos adequados e relevantes para o estudo in vitro, em
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especial para o cancer. Isso ocorre devido aos ensaios in vitro bidimensionais néo
serem capazes de mimetizar adequadamente a fisiologia tumoral, como hipdxia e
penetracdo de medicamentos (HICKMAN et al, 2014; ZANONI et al, 2016).

Enquanto as culturas bidimensionais tradicionais permitem o crescimento
celular em monocamada, as culturas tridimensionais permitem o crescimento celular
em agregados ou esferoides. Essa disposi¢cdo de crescimento das células permite
controlar a modelagem espacial do agregado celular ou criar estruturas em varias
camadas, isso ocorre devido a interacdo das células umas com as outras pelos
desmossomos ou juncgdes dérmicas localizadas na membrana celular e pela
adequada producao de matriz (EDMONDSON et al, 2014; ZANONI et al, 2016; DU et
al, 2017).

Os esferoides apresentam uma estrutura mais organizada por apresentarem
uma heterogeneidade celular semelhante aos tecidos in vivo. Essas estruturas,
conforme as carateristicas da linhagem celular utilizada, possuem células em varios
estagios do ciclo celular. As camadas mais externas de um esferoide sao expostas ao
meio, desta forma sao principalmente constituidas por células viaveis e proliferantes.
J& as células centrais recebem menos oxigénio e nutrientes do meio e tendem a estar
em estado quiescente ou hipoxico no caso de modelos tumorais (GODUGU et al,
2013; EDMONDSON et al, 2014; ZANONI et al, 2016; MOSAAD et al, 2018).

Nos modelos bidimensionais tradicionais, a maioria das linhagens tendem a
aderir a superficie do plastico dos materiais de cultura, devido a moléculas de adesao
presentes na membrana das células e as interacfes eletrostaticas com os materiais
utilizados no cultivo. Com relacéo as células tumorais um dos fatores que afetam seu
desenvolvimento é o estresse celular proporcionado pela superficie rigida do plastico
utilizado para cultivo das células em monocamada. Esse estresse afeta a proliferacéo
celular e consequentemente a sensibilidade das células a resposta a medicamentos
antitumorais, cuja acao € sobre células em proliferacdo (EDMONDSON et al, 2014;
MOSAAD et al, 2018).

Ao criar uma estrutura celular em 3D € necessario obter uma organizacao
espacial adequada das células para producdo da matriz extracelular e manutencao da
estrutura, com essa finalidade também séo utilizados métodos que auxiliam na
formacdo desse modelo. Esses métodos tém sido favorecidos pela utilizacdo da
nanotecnologia (HO et al, 2013; EDMONDSON et al, 2014; CESARZ & TAMAMA,
2016; DU et al, 2017; MOSAAD et al, 2018).
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A nanotecnologia é um campo cientifico multidisciplinar de grande importancia
na sociedade atual por sua aplicabilidade em diversos setores tecnoldgicos e de
pesquisa, desenvolvimento e inovacdo. E uma area que vém se desenvolvendo rapido
nas ultimas décadas pelo uso de nanoparticulas que proporcionam um menor uso de
matéria prima, e 0s recentes avan¢cos da area tém também proporcionado
desenvolvimento significativo na area da engenharia de tecidos (OLIVEIRA et al,
2015; GOMES, 2008).

Os trabalhos na &rea de materiais nanoestruturados para aplicagbes na
engenharia de tecidos se baseiam no principio de que essas nanoestruturas podem
ser sintetizadas e utilizadas em dimensdes semelhantes as dos constituintes dos
préoprios tecidos (GOMES, 2008). A utilizacdo de forcas magnéticas € um meio para
obtencao de uma estrutura celular tridimensional mais organizada livre de suporte e
ocorre pela internalizacdo de nanoparticulas magnéticas ou adsor¢cdo das
nanoparticulas a superficie celular (SENSENIG et al, 2012; JEONG et al, 2016; DU et
al, 2017).

As nanoparticulas paramagnéticas de oOxido de ferro (PIONs, do inglés
Paramagnetic Iron Oxid Nanoparticles) possuem propriedades magnéticas unicas e
tamanho da ordem de dezenas de nandmetros, portanto menores ou comparaveis ao
tamanho de uma célula, de um virus, de uma proteina ou de um gene. Apresentam
baixa toxicidade e aplicacdo generalizada, principalmente na area biomédica
(diagndstico e terapia clinica, hipertermia fluido magnética, bioseparacdo magnética e
deteccdo de componentes biologicos) e farmacéutica (liberagcdo controlada de
farmacos) (WU et al, 2008; SARGENTELLI & FERREIRA, 2010; SOARES et al, 2015;
ALZAIDE et al, 2016).

Essas nanoparticulas necessitam ser associadas com outros materiais, como
biopolimeros, moléculas organicas ou inorganicas, silica, metais, carboidratos ou até
mesmo lipideos. Tais materiais proporcionam as particulas propriedades funcionais,
como adsorcdo as membranas celulares e retencdo de outras moléculas para
carreamento, uma vez que sozinhas apresentam poucas propriedades de superficie
(WU et al, 2008). Devido a essas caracteristicas 0s nanomateriais paramagnéticos,
guando funcionalizados adequadamente, podem ser utilizados para construcao de
esferoides celulares com aplicabilidade na area da Toxicologia in vitro. Além disso, o
investimento nesses estudos pode resultar em melhoria da eficiéncia dos cultivos

celulares, com possibilidade de reducéo de custos devido a utilizagcdo de reagentes
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de baixo custo e equipamentos acessiveis (HUTCHINSON & KIRK, 2011; GODUGU
et al, 2013).

Com o cultivo celular tridimensional é possivel mimetizar a fisiopatologia de
tumores utilizando linhagens celulares especificas. De maneira geral os tumores se
formam espontaneamente, multiplicam-se de forma descontrolada e as células
cancerosas sdo menos especializadas nas suas fungées do que as normais (INCA,
2020a). O cancer de prostata, por exemplo, € 0 segundo mais comum no Brasil em
homens, de acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA) (INCA, 2020b). Dentre
as linhagens celulares de céncer de préstata estd a LNCaP, uma linhagem
estabelecida e de facil manipulacdo, muito utilizada como modelo representativo de
tumor prostatico humano para ensaios pré-clinicos (SPANS et al, 2014).

Nesse cenario, verifica-se a importancia da utilizacdo de um modelo bioldgico
tridimensional in vitro construido a partir de células de cancer de prostata, para testes
de farmacos com atividade antitumoral, incluindo a utilizagdo de um produto de menor
complexidade e de baixo custo, com potencial para geracéo de inovacao tecnoldgica.
O estudo das nanoparticulas e da viabilidade biofuncional do modelo tridimensional,
nao soO contribui para a necessidade de modelos celulares reprodutiveis in vitro para
testes de farmacos, como também com o desenvolvimento cientifico e tecnolégico no

Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo estudar as propriedades biofuncionais de
esferoides celulares construidos a partir de células tumorais com nanoparticulas
magnéticas de 6xido de ferro biofuncionalizadas, para aplicacdo em tecnologias in

vitro alternativas e avaliacdo da eficacia e seguranca de candidatos a farmacos.

2.2 Objetivos especificos

e Padronizacao do protocolo de sintese de nanoparticulas magnéticas de 6xido de
ferro em suspenséo.

e Caracterizacédo das nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro.

e Construcao dos esferoides a partir das nanoparticulas de 6xido de ferro.

e Estudo da estrutura celular do esferoide.

e Avaliacao histologica dos modelos tridimensionais.

e Teste de citotoxicidade, avaliando potencial toxico de substancias farmacoldgicas

de acao conhecida.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Métodos Alternativos ao uso de animais

Ha muito tempo os modelos animais séo utilizados na avaliagao toxicoldgica de
farmacos e substancias e a preocupacdo com o bem-estar dos animais utilizados
nesses testes tornou-se cada vez mais proeminente. Em 08 de outubro de 2008, em
homenagem ao médico sanitarista e politico brasileiro Anténio Sérgio da Silva Arouca,
foi promulgada a Lei 11.794/08, conhecida como Lei Arouca (MORETTO &
STEPHANO, 2019).

Na area regulamentadora essa lei foi um marco no trabalho com animais em
pesquisa. Apos a promulgacao dessa lei, foi criado no Brasil o Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), ligado ao Ministério da Ciéncia
Tecnologia e Inovacdes (MCTI), responsavel por estabelecer regras para 0 uso
humanitario de animais com finalidade de ensino e pesquisa cientifica, assim como o
credenciamento de instituicdes que desenvolvem atividades nessa area. A partir deste
marco o Brasil acompanha o0 progresso mundial da area de
bioterismo/experimentacdo animal, a legislacéo brasileira equiparou-se a de outras
nacdes que ja haviam desenvolvido normativas a respeito, a exemplo do ECVAM
(Centro Europeu de Validacdo de Métodos Alternativos, do inglés European Centre
for the Validation of Alternative Methods) criado em 1991 em virtude da protecédo dos
animais utilizados para fins experimentais e outros fins cientificos, com o objetivo de
apoiar o desenvolvimento, a validagéo e a aceitacao de métodos que possam reduzir,
aperfeicoar ou substituir a utilizacdo de animais de laboratério (MARAFANTE &
BALLS, 1994; MCTI, 2016; MORETTO & STEPHANO, 2019). No Brasil a validagao
de métodos alternativos € baseada nos guias da OECD (Organizacdo para a
Cooperacdo e Desenvolvimento Econdémico, do inglés Organization for Economic
Cooperation and Development), onde o Brasil esta envolvido pelo desenvolvimento e
utilizacdo de métodos alternativos in vitro para produtos quimicos (OECD, 2018).

Atualmente, o interesse no desenvolvimento de métodos alternativos ao uso de
animais vem crescendo. Tais aprimoramentos vém sendo amplamente discutidos por
diversas esferas cientificas e governamentais. Nesse contexto, com a demanda cada

vez mais urgente da sociedade em relacdo ao uso de animais em pesquisa e em
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funcdo da variabilidade genética apresentada pelas espécies de animais
experimentais em relacdo a espécie humana, varios métodos de ensaio in vivo estdo
sendo substituidos por metodologias alternativas in vitro (MORETTO & STEPHANO,
2019). Dentre as metodologias alternativas in vitro a cultura de células é o principal
modelo. Essa técnica, comparada a experimentacdo animal, € de menor custo.
Estima-se que, em média, o custo dos métodos alternativos seja cerca de 30% do
valor da pesquisa em animais, além da economia de espaco, uma vez que para testes
em animais € necesséaria toda uma estrutura de biotério, como estantes, caixas,
alimentacao, controle de ambiente etc. O cultivo de células também permite maior
controle do microambiente, como pH, temperatura, osmolaridade e concentragéo de
nutrientes, sdo faceis de preservar congelados em temperaturas ultrabaixas e de
reproducao relativamente facil, possibilitando que o numero de replicatas possa ser
aumentado substancialmente e o tempo de conducdo dos testes reduzido

(CERQUEIRA, 2008).

3.2 Cultura de Células em monocamada (2D)

Cultivos celulares extracorporeos sao utilizados ha décadas com o intuito de se
criar um microambiente que de alguma forma mimetize funcdes celulares vitais. Os
primeiros estudos voltados para o desenvolvimento de monocamadas para o cultivo
de tecidos tém inicio em 1800 e tem como foco o estudo da morfologia celular. Alguns
anos mais tarde, em 1878, Claude Bernard estudou a regulacdo das atividades
teciduais, dando mais importancia ao ambiente interno dos tecidos vivos. Em 1885, foi
conduzido por Wilhelm Roux o primeiro experimento com cultivo de tecidos, em que
foi transferida a placa neural de um embrido de galinha para uma solucéo salina
aquecida. Esse experimento provou que o fechamento do tubo neural € uma funcao
primaria de seu constituinte celular e ndo um efeito mecéanico direto por pressao
exercida pelas estruturas adjacentes, como se supunha anteriormente. Desde entéo,
diversos pesquisadores estudaram o comportamento celular in vitro. Em 1907, Ross
G. Harrison, demonstrou a origem da fibra de tecido nervoso, ao transplantar os
fragmentos de medula espinhal de girino para outros locais do corpo do embrido,
mostrando que na parede da fibra sempre se desenvolvia tecido vivo e organizado.

Com este trabalho, Harrison foi reconhecido como o pioneiro na cultura de células.
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Em continuidade a essas pesquisas iniciou-se 0s estudos por técnicas assépticas de
cultivo onde foi possivel manter células em cultura por mais tempo (ASSIS, 2002;
FRESHNEY, 2010). Desde entdo diversos pesquisadores aprimoraram as técnicas de
cultivo de células.

Atualmente, células em cultura sdo uma importante ferramenta no processo de
descoberta de novas drogas, pesquisas com células tronco e engenharia de tecidos.
Em ensaios pré-clinicos sédo utilizadas principalmente na triagem de compostos
candidatos a farmacos e na avaliacdo de eficacia e seguranca de drogas antes de
entrarem no mercado (SOUZA, 2010; PHUNG, 2011; BRESLIN et al, 2013). Ensaios
baseados em cultura de células estdo em constante desenvolvimento, e podem ser
utilizados em uma diversidade de ensaios devido a variedade de células de tecidos
animais que se encontram criopreservados e disponiveis para uso (ASSIS, 2002;
FRESHNEY, 2010).

O cultivo de células mais tradicional utilizado em muitos testes padronizados e
validados pela OECD, Food and Drug Administration (FDA) e pela Farmacopeia € o
cultivo de células em monocamada. A cultura de células em monocamada ou em 2D
€ conduzida pelo crescimento celular em uma superficie plana, geralmente de
poliestireno, que promovem sustentacdo mecanica na qual as células crescem
aderidas a superficie. Desta forma, as células crescem lado a lado e ficam expostas
de maneira uniforme aos nutrientes e fatores de crescimento presentes no meio de
cultivo a qual sdo submetidas. Isso permite que as células apresentem crescimento e
proliferacdo homogéneos o que torna o sistema simples e eficiente (DUVAL, 2017;
BRESLIN et al, 2013).

No contexto toxicolégico, a triagem da toxicidade de drogas desempenha um
papel importante no processo de desenvolvimento de medicamentos, pois é etapa
anterior as etapas que envolvem experimentos em animais (GALLO, 2001;
MCELVANY, 2009). Essa triagem atualmente € conduzida por meio de testes de
citotoxicidade, onde se avalia a toxicidade de compostos para as células, permitindo
uma avaliacdo das substancias antes dos testes em animais, ou nos testes de
genotoxicidade, onde se avalia a toxicidade de substancias ao material genético
celular, ou seja, danos ao DNA, dentre outras metodologias, padronizadas em guias
e normas de 6rgaos regulamentadores. No entanto, por razes que comecgaram a ser
avaliadas na primeira década do Século XXI, sua conducgéo néo é perfeita, e cerca de

80% dos compostos que comprovam certa agao in vitro falham em reproduzir os
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mesmos efeitos em testes clinicos. No caso de drogas antitumorais, esta proporcao é
aumentada para 95% (HUTCHINSON & KIRK, 2011).

Desta forma, o uso do modelo 2D de cultivo de células se torna menos viavel e
muitos pesquisadores tem se dedicado a cultivar células sob diferentes condi¢des e

técnicas a fim de se aproximar ainda mais das condi¢des in vivo.

3.3 Culturatridimensional de células (3D)

O cultivo de células em monocamada (2D) foi usada por mais de um século
como modelo in vitro para estudar respostas celulares a diversos estimulos positivos
ou deletérios. Contudo, por mais que essas abordagens sejam bem aceitas e tenham
avancado significativamente quanto ao entendimento do comportamento celular,
evidéncias crescentes mostram que, em algumas circunstancias, os sistemas 2D
podem resultar em bioatividades celulares que divergem sensivelmente da resposta
in vivo (DUVAL, 2017). Um dos primeiros pontos a ser avaliado quanto a cultura
bidimensional de células e que afeta diretamente suas respostas aos estimulos é sua
forma e geometria, que séo alteradas quando as células crescem em substratos
planos. O crescimento celular nessas condi¢des resulta no crescimento das células
lado a lado e em uma adaptacdo das células ao ambiente a que estdo submetidas.
Desta forma, ocorre um remodelamento e um achatamento do citoesqueleto celular
(KNIGHT & PRZYBORSKI, 2015). Apesar das células terem a capacidade de se
adaptar as condicfes a que sdo submetidas quando expostas a ambientes favoraveis,
esse achatamento proporcionado pelo cultivo em superficies planas afeta,
consequentemente, a forma nuclear da célula e proporciona alteracdes na expressao
génica. Essas alteracdes, além da tensao do plastico sobre a membrana das células,
promovem aumento das taxas de proliferacédo, diminuicdo das taxas de diferenciacéo
celular e alteragBes na producdo de matriz extracelular (KNIGHT & PRZYBORSKI,
2015; MOSAAD et al, 2018).

Quando se trata do cultivo de células tumorais, fatores importantes nas
alteracoes celulares podem ser considerados. Caracteristicas importantes das células
cancerigenas nao podem ser modeladas adequadamente em culturas 2D - respostas
celulares a determinados estimulos ndo mimetizam o ambiente in vivo, e resultados

de estudos indicam que as células quando cultivadas em 2D tendem a ser mais
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sensiveis a determinadas drogas devido a uma maior exposicdo a substancia
(MOSAAD et al, 2018). Para superar essa limitacédo, novas plataformas de cultura de
células 3D estdo sendo criadas para mimetizar as condi¢des in vivo, permitindo um
ambiente de crescimento celular mais adequado para melhorar a acuracia na
avaliacdo da segurancga no processo de descoberta de drogas e no entendimento na
morfogénese de tecidos (KNIGHT & PRZYBORSKI, 2015).

O cultivo de células em 3D vem se desenvolvendo ao longo dos anos. Consiste
em fornecer um microambiente adequado para o crescimento, diferenciacéo e funcao
celular ideais e a capacidade de criar construcdes semelhantes aos tecidos. Na
Tabela 1 estdo apresentadas as vantagens e desvantagens de cada sistema, sendo
o cultivo em 3D o que proporciona mais beneficios, permitindo que as células cresgcam
com outros tipos de interferéncia do substrato, e mantenham sua forma, estrutura e
funcdo 3D normais com suporte e interferéncia exdgena minimos (Figura 1), além de
promover a formacao de interagdes mais complexas entre as células, melhorando a
inter-relacéo entre elas (KNIGHT & PRZYBORSKI, 2015).

Outros trabalhos também demonstram a importancia da matriz extracelular na
organizacdo das células e seus nudcleos, portanto atuando na expressao génica
(LELIEVRE et al, 2017). O aumento da dimensionalidade da matriz extracelular em
torno das células de 2D para 3D também impacta significativamente na proliferacao,
diferenciacao, respostas mecanicas e na sobrevivéncia celular, fatores relevantes no
cultivo das células em 3D e essenciais quando o assunto é o estudo de tumores e

agentes carcinogénicos (DUVAL, 2017).
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Tabela 1 - Vantagens (+) e desvantagens (-) entre os sistemas de cultura 2D e 3D

Culturaem 2D Cultura em 3D

*  Protocolos mais simples

Protocolos mais complexos

+  Alta reprodutibilidade

Risco de baixa reprodutibilidade

Requer uso basico de
microscopia

Técnicas de imagem otimizadas

- Menor interacao célula-célula

Maior interacdo célula-célula

- Baixa densidade celular

Densidade celular semelhante ao
in vivo

- Limitag&o no crescimento

Possibilidade de crescimento

- Requer contato com o plastico

Contato minimo com o plastico

- Meio estatico

Possibilidade de meio fluido

Constante suprimento de
oxigénio e outros nutrientes

Gradiente de oxigénio e outros
nutrientes

Menor funcionalidade
comparado ao in vivo

Maior funcionalidade semelhante
ao in vivo

Oportunidade limitada de co-
cultura

Sistemas de co-cultura mais
viaveis

Fonte: Adaptado de ESKES et al, 2017

Figura 1 - Representacé@o esquematica do crescimento em 2D e em 3D de células. A largura e o
comprimento sao indicados por X e Y, respectivamente, e a altura representada por Z. O
achatamento celular (*) pode ser observado, assim como as interag8es celulares restritas a periferia
no cultivo em 2D (linha pontilhada).
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Fonte: Adaptado de KNIGHT & PRZYBORSKI, 2015
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Algumas drogas antitumorais usadas no tratamento do cancer atuam no
processo de divisdo celular, diminuindo a proliferacdo das células e reorganizando
importantes funcdes para diferenciagcdo celular. Desta forma, quanto mais sua
fisiologia e organizagéo celular se aproxima da verificada in vivo, mais sensiveis seréo
em tese as respostas celulares. Os testes clinicos feitos com agentes quimioterapicos
tém como principal objetivo a avaliacao do limiar de toxicidade dessas drogas, desta
forma é de extrema importancia a obtencdo de dados fidedignos dos testes pré-
clinicos in vitro (SILVA et al, 2018). Estudos demonstraram que testes in vitro com
drogas antitumorais quando conduzidos em células cultivadas em 2D e 3D
apresentaram resultados diferentes. Nestes estudos, concentracbes menores de
drogas foram necessarias para diminuir a viabilidade de células cultivadas em 2D
guando comparadas as concentragcdes necessarias para células cultivadas em 3D nos
mesmos niveis de viabilidade celular (MOSAAD et al, 2018).

Os esferoides tumorais estdo em um patamar intermediario entre a cultura de
células em monocamada e estruturas tumorais in vivo por proporcionar caracteristicas
semelhantes ao tumor (PHUNG et al, 2011). O microambiente tumoral possui diversas
caracteristicas especificas, como hipoxia, interacdo célula-célula, estrutura e
composi¢cdo da matriz extracelular dentre outras caracteristicas que limitam a
internalizacdo de drogas antitumorais ao centro do tumor, mais distante dos vasos
sanguineos. Conforme demonstrado por Phung et al, 2011 (Figura 2), os esferoides
apresentam um centro necrotico devido a diminuicdo da concentracao de oxigénio e
nutrientes no centro da estrutura, mais distante da superficie em contato com o0 meio
de cultura. Desta forma a resposta a drogas também é semelhante aos tumores in

Vvivo, pois a concentracdo da droga no interior da estrutura diminui.
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Figura 2 - Representagdo esquematica dos componentes basicos de um tumor e de um esferoide
tumoral.

Tumor in vivo .
Esferoide tumoral em 3D
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Fonte: Adaptado de PHUNG et al, 2011.

Diversas sdo as técnicas usadas atualmente para o cultivo de células em 3D.
Basicamente essas técnicas sdo mediadas por scaffolds, que servem de sustentacao
para as células, ou estruturas livres de scaffolds, em que as células crescem livres no
meio de cultivo a que sdo submetidas. As técnicas baseadas em scaffolds sao
conduzidas por meio do cultivo das células em superficies que simulem a matriz
extracelular que da suporte as células. As substancias comumente utilizadas sao os
hidrogéis, substancias naturais ou sintéticas, insolGveis em agua, com microporos em
sua estrutura que permitem o transporte de gases, nutrientes e fatores de
crescimento, além do colageno, fibrina e alginato. Essas substancias séo
biocompativeis e biodegradaveis. Contudo essa ultima caracteristica pode ser uma
dificuldade para o cultivo celular por ser uma variavel dificil de controlar, além do
sistema ndo proporcionar o microambiente ideal da matriz extracelular (KNIGHT &
PRZYBORSKI, 2015; NATH & DEVI, 2017; TURKER, 2018).
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As técnicas livres de scaffolds sdo as mais estudadas atualmente. Elas
permitem a formacéo de esferoides celulares, estruturas em que as células crescem
sustentadas pela propria matriz extracelular e sofrem menos interferéncias do meio
externo (KNIGHT & PRZYBORSKI, 2015; ZANONI, 2016; TURKER, 2018). As
técnicas livres de scaffolds estudadas para construcédo dos esferoides incluem gota
suspensa, bioimpressdo, reatores com agitacdo constante, levitacdo magnética,
dentre outras (FERREIRA, 2018). A levitacdo magnética é uma das técnicas mais
empregadas, por ser pratica, mais simples de obter e permitir facil manipulagédo dos
esferoides. Ela consiste na utilizagcdo de nanoparticulas magnéticas adsorvidas a
membrana celular ou internalizadas pelas células, que permitem agregacao das
células na presenca de um campo magnético, uma vez que as células ndo estado
aderidas a superficies das placas de cultura. As células sdo mantidas na presenca do
campo magnético até a adequada producdo de matriz extracelular (Figura 3),
condicao variavel para cada tipo celular. O campo magnético, produzido por um ima,
permite que os esferoides sejam carregados pelo ima, facilitando a manipulacao
dessas microestruturas, incluindo troca de meio de cultivo e exposicao a substancias
(HAISLER et al, 2013).

Figura 3 - Imagem ilustrativa da construgc&o do esferoide por levitacdo magnética.
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Fonte: Adaptado de SOUZA, 2010.

As células cultivadas podem ser levitadas para a interface ar-liquido, nessa
condicdo, as células interagem e se agregam em estruturas maiores enguanto
sintetizam proteinas da matriz extracelular, como colageno, fibronectina e laminina.

No geral, essa técnica pode ser usada para criar culturas de células 3D com matriz
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extracelular fisiologicamente relevante. Além disso, 0os componentes especificos
deste método ndo apresentam toxicidade, ndo afetam a proliferagdo e ndo induzem
uma resposta inflamatoria pelas células cultivadas (HAISLER et al, 2013).

Em comparacdo com outros métodos, a aplicacdo biologica de forcas
magnéticas apresenta baixo custo, uma vez que nao exige a fabricacao de suportes
complexos, é possivel obter os esferoides em baixo tempo de cultivo e 0 meio de
cultura utilizado € o mesmo requerido no cultivo em 2D (SOUZA, 2010; HAISLER et
al, 2013). As nanoparticulas utilizadas no processo ndo séo dificeis de obter, sédo
compostas por materiais que conferem caracteristica magnética, geralmente ferro
associados ou ndo com outros componentes, como O ouro e a prata, e com
aminoacidos ou polimeros que auxiliam na funcionalidade da nanoparticula em
carrear as células por adsorcdo das nanoparticulas por forcas eletrostaticas (SOUZA,
2015; TSENG, 2018; BONFIM et al, 2019).

3.4 Nanoparticulas paramagnéticas de 6xido de ferro (PIONS)

Atualmente, a nanotecnologia é umas das mais promissoras tecnologias por
contribuir de forma muito positiva em diversas éareas da ciéncia, tais como
farmacéutica, biomédica e biotecnolégica, por meio da aplicacdo de nanoparticulas.
As nanoparticulas séo idealmente estruturas com menos de 100 nm (1 nm = 10-° m)
e podem ser produzidas a partir de diferentes materiais em diferentes formas, como
esferas, hastes, fios e tubos (LIU, 2006; BAYDA, 2019). Podem ser classificadas, com
base no tipo de material em nanoparticulas metalicas, semicondutoras e poliméricas
(LIU, 2006).

As nanoparticulas magnéticas estdo inseridas na classificacdo das
nanoparticulas metalicas e apresentam muito potencial em varias aplicacdes devido
as propriedades unicas do material (LIU, 2006; SRINIVASAN, 2018). As propriedades
fisico-quimicas, como a alta area de superficie em relacdo ao volume e a viabilidade
da funcionalizacdo da superficie, tornaram as nanoparticulas magnéticas uma
ferramenta atraente em aplicacdes biomédicas. E possivel controlar com precisdo o
comportamento do material com a aplicacdo de um campo magnético externo,
caracteristica que permite a producdo de biossensores, distribuicdo direcionada de

farmacos, hipertermia ou engenharia de tecidos (SRINIVASAN, 2018).
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Os o6xidos ferroso e férrico (compostos por ferro divalente e trivalente,
respectivamente) sdo 0s principais constituintes das nanoparticulas magnéticas,
embora também sejam empregados metais como ouro, cobalto, niquel e manganés
(BERRY, 2009; SARGENTELLI & FERREIRA, 2010). Na sua forma mais bésica, as
nanoparticulas magnéticas aplicaveis na area biomédica, compreendem um nucleo
inorganico e um revestimento de superficie biocompativel que fornece estabilidade
em condic¢@es fisiologicas. Uma grande variedade de substancias pode ser usada
como material de revestimento, elas incluem polimeros sintéticos ou naturais (por
exemplo, dextran, proteinas ou aminoacidos) e moléculas anfifilicas, como acidos
graxos ou fosfolipidios (BERRY, 2009). Entre os diferentes nanomateriais magnéticos,
a magnetita (FesOs) e a maguemita (Fe>O3) sdo amplamente estudadas por
apresentar baixissima toxicidade e por serem biocompativeis, sendo inclusive, umtipo
de nanoparticulas magnéticas utilizadas para aplicacdo em exames de imagem e
aprovadas para uso clinico pelo FDA (LAURENT et al, 2011; ARAMI et al, 2015;
BONFIM et al, 2019). As nanoparticulas de 6xido de ferro pertencem a classe de
materiais paramagnéticos, por possuirem ions cujos momentos magnéticos se
alinham na presenca de um campo magnético, mas ndo ha uma interacao forte entre
esses momentos (Figura 4). Desta forma, nanoparticulas paramagnéticas de oxido de
ferro respondem a um campo magnético, mas nao apresentam magnetismo proprio
(ZHANG, 2007; CALISTER et al, 2007; DADFAR et al, 2019).

Figura 4 - Representacdo do comportamento magnético de um material paramagnético na auséncia e
na presenca de um campo magnético externo (H).
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Fonte: Adaptado de CALISTER, 2007

Os PIONs podem ser sintetizados por varias técnicas, sendo a escolha do

método uma maneira de garantir controle sobre a forma, tamanho, distribuicdo de
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tamanhos e cristalinidade das particulas. Abordagens quimicas sdo empregadas na
maioria dos casos. Dentre elas esté a co-precipitacdo, uma sintese simples e eficiente,
baseada na precipitacdo simultanea de solucdes salinas aquosas de Fe?* e Fe3* por
meio da adicdo de uma base fraca ou forte em temperatura ambiente ou elevada. A
maioria dos PIONs disponiveis comercialmente sdo sintetizados por esse metodo
(FRANCISQUINI et al, 2014; DADFAR et al, 2019). O tamanho, a forma e a
composicdo das nanoparticulas dependem do tipo de sais utilizados (como, cloretos,
sulfatos, nitratos), da temperatura, do valor do pH e da forca ibnica dos meios
(FRANCISQUINI et al, 2014). A exemplo da reac¢do quimica de formacdo da FezO4
pode ser escrita como na equacao abaixo:

Fe2* + 2Fe®* + 80H —» FesOu+ 4H,0

3.5 Funcionalizagéo das nanoparticulas com aminoéacidos

A adsorcédo de moléculas organicas e biomoléculas na interface sdlido / liquido
de superficies inorganicas é um fenébmeno comum na natureza. As nanoparticulas de
oxido de ferro séo inertes e apresentam superficie de contato favoravel para a ligacéo
de outras moléculas. A ligacdo de moléculas organicas a superficie de nanoparticulas
nao afeta o estado quimico e as propriedades fisicas do adsorvente, sendo esse um
bom recurso para aplicacdes industriais, e esse processo pode ser aplicado no
tratamento de aguas residuais, mineracao, producdo de alimentos e purificacdo de
produtos farmacéuticos (SCHWAMINGER, 2013).

Embora o tamanho dos cristais de 6xido de ferro determine as propriedades
magnéticas das nanoparticulas, as moléculas adicionais em sua superficie atuam
como a principal interface entre os PIONs e o meio de interacdo (ARAMI et al, 2015).
Grupos funcionais como amino, metil, carboxi, citrato e guanidina sdo usados para
funcionalizar nanoparticulas a fim de conferir propriedades funcionais especiais. Os
aminodacidos por si s6 oferecem um grupamento amino e um terminal carboxi para a
conjugacdo de biomoléculas importantes. Eles também fornecem maior
biocompatibilidade e séo projetados para superar alguns dos desafios associados ao
tamanho, biodistribuicdo e interagcdo com células (CHAKRABORTY, 2017).

A Glicina é um dos aminoacidos utilizados de diferentes formas na

funcionalizacdo de nanoparticulas, principalmente associada a outras moléculas.
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Consiste em uma molécula curta com um grupo carboxila (COOH), facilmente
adsorvida na superficie do éxido de ferro, e grupos amina (NH.) na superficie que
poderiam interagir com o meio a que estdo inseridos (Figura 5). O potencial das
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com amina ja € evidenciado,
principalmente na remoc¢ao magnética de contaminantes organicos (ARRIORTUA et
al, 2018; CHAKRABORTY, 2019).

Na éarea farmacéutica a glicina pode ser usada como excipiente em
medicamentos, € vantajosa em termos de custo, disponibilidade, baixa
higroscopicidade, apresenta excelente estabilidade fisica e solubilidade em &agua.
Devido a essas caracteristicas a glicina quando aplicada a funcionalizacdo de
nanoparticulas atua como quelante, mantendo a sintese das nanoestruturas mais

estavel (ARRIORTUA et al, 2018; CHAKRABORTY, 2019).

Figura 5 - Estrutura molecular da Glicina.
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Fonte: Sigma-Aldrich®, 2020a

Outro grupo de moléculas utilizadas na funcionalizacdo de nanoparticulas de
oxido de ferro é a Poli-L-lisina. O grupo de poli aminoacidos, ao qual a Poli-L-lisina
esta inserida, tem como uma das funcdes facilitar a ligacdo de células e proteinas a
superficies solidas em aplicacdes bioldgicas. Isso ocorre devido a melhora na
interacdo eletrostatica entre os ions com carga negativa da membrana celular e os
ions de superficie com carga positiva dos fatores de fixacdo. Quando adsorvidos na
superficie de estruturas, aumentam o numero de locais carregados positivamente
disponiveis para a ligacéo celular (SIGMA-ALDRICH®, 2020b).

A Poli-L-lisina é um polimero de aminoacidos composta pela liga¢do de varias
outras moléculas de lisina (Figura 6) e apresenta carga positiva devido a presenca de
aminas na superficie. Para cada residuo de lisina da molécula existe
aproximadamente um residuo HBr, que permite que a poli-L-lisina seja um sdlido
cristalino e soltvel em agua (SIGMA-ALDRICH®, 2020b; SIGMA-ALDRICH®, 2020c).
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Figura 6 - Estrutura molecular da Poli-L-Lisina.
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Fonte: Sigma-Aldrich®, 2020b

Devido a molécula ser longa, ela apresenta uma grande quantidade de aminas
livres nas extremidades, o que confere uma grande quantidade de cargas positivas
disponiveis em pH fisiologico. Essa caracteristica é bastante favoravel quando se trata
da funcionalizacdo de nanoparticulas para aplicacdo em cultivos celulares em 3D,
uma vez que as hanoparticulas adsorvem na membrana das células devido a
diferenca de carga (TSENG, 2018).

3.6 Caracterizacao fisico-quimica de nanoparticulas magnéticas

Os métodos fisico-quimicos sdo amplamente utilizados na industria
farmacéutica para caracterizacdo de substancias solidas. Algumas propriedades
fisico-quimicas influenciam no comportamento de biomoléculas em seu estado sélido.
Dentre essas propriedades estédo, tipo e tamanho de cristalito, area de superficie e
propriedades térmicas, muito importantes na pesquisa e desenvolvimento (TRIVEDI
et al, 2017).

3.6.1 Microscopia Eletrénica de Transmisséao (MET)

A microscopia eletrbnica € uma das mais versateis técnicas disponiveis para a
observacéo e andlise de propriedades morfoldgicas de materiais em escalas micro e
nanométricas (FRANCISQUINI et al, 2014). A microscopia eletrbnica de transmissao

€ uma das ferramentas mais efetivas no estudo das superficies de estruturas e pode
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definir o tamanho das nanoparticulas de forma precisa. Essa técnica usa feixes de
elétrons para obtengéo das imagens, fornecendo maior resolucdo e mais detalhes,
como informacdes sobre a estrutura cristalina e a granularidade de uma particula. As
imagens sao formadas por elétrons transmitidos através da amostra e focados por
uma lente objetiva, que é detectada por uma camera e exibida em uma tela (GALLETI,
2003; MANAIA ET AL, 2017; JOSEPH & SINGHVI, 2019). Essas técnicas oferecem
poder de alta resolucédo permitindo o alcance de valores da ordem de dois a cinco
nandmetros. Outra caracteristica importante é a aparéncia tridimensional da imagem
das amostras, resultado direto da grande profundidade de campo (FRANCISQUINI et
al, 2014).

3.6.2 Difracédo de Raios-X (DRX)

Por outro lado, a principal técnica de caracterizacdo estrutural de materiais
cristalinos é a Difracao de Raios-X, que € uma técnica de caracterizacao de materiais
a partir do arranjo e distribuicAo dos atomos nas estruturas cristalinas. Foi
desenvolvida em 1912 pelo fisico Max von Laue e sua principal funcdo é na
identificacdo e refinamento de estruturas cristalograficas dos materiais em estudo,
sejam eles organicos ou inorganicos (FONSECA FILHO & LOPES, 2013;
FRANCISQUINI et al, 2014; NARDINO, 2018).

A técnica consiste na emissdo de um feixe de raio-x monocromatico a um
determinado angulo sobre a superficie de uma substancia cristalina. Uma parte da
onda da radiacdo emitida, apés atingir a amostra, é refletida e uma parte da energia
transportada pela onda € absorvida. A onda é entdo reemitida em varias direcbes
como uma radiacdo secundaria. Esse espalhamento da onda proporcionado pela
interacdo eletrostatica entre o feixe de raio-x e a superficie cristalina € denominado
difracdo (FONSECA FILHO & LOPES, 2013; NARDINO, 2018).

Cada substancia cristalina apresenta uma distribuicdo de planos de atomos
caracteristico, orientados de forma distinta sob distancias interplanares diferentes, na
presenca de um feixe de raio-x essa distribuicdo atdmica que apresenta um padréao
de obstaculos gera um padrdo de interferéncias e intensidades entre o material
cristalino e as ondas emitidas sobre ele. Esse padrao de interferéncias caracteristico
€ detectado por uma chapa fotografica e entédo é possivel deduzir a estrutura cristalina
através do padréo de difragdo (FONSECA FILHO & LOPES, 2013; ANVISA, 2019).
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A andlise de difratogramas obtidos a partir da técnica de DRX permite distinguir
os diferentes arranjos dos atomos nas substancias sdélidas. E possivel determinar a
estrutura de moléculas dentro da rede cristalina, fornecendo informacdes essenciais
sobre a modificacéo cristalina (MARTINS, 2010). O tamanho do nanocristal pode ser
determinado pela equagéo de Scherrer, uma relagéo entre o comprimento de onda da
radiacdo emitida, o angulo de reflexdo de Bragg, largura e uma constante “K”, que

depende de varios fatores como a geometria do cristalito (JOSEPH & SINGHVI, 2019).

3.6.3 Potencial zeta

Além das caracteristicas intrinsecas da estrutura cristalina, as nanoparticulas
funcionalizadas apresentam uma carga eletrostatica de superficie. A carga da
superficie e o potencial zeta das nanoparticulas dependem da estrutura molecular do
material de recobrimento. Por exemplo, espera-se uma carga positiva para PIONs
com um numero maior de grupos amina, enquanto os grupos hidroxil, sulfato e carboxil
geralmente contribuem para uma carga negativa (ARAMI et al, 2015). O potencial zeta
€ uma técnica de caracterizacdo significante usada como parametro para estimar a
carga superficial das nanoparticulas e a estabilidade fisica da suspenséo. No entanto,
€ importante observar que esse parametro é calculado a partir da velocidade das
nanoparticulas em um campo elétrico e ndo € um representante preciso da carga
superficial das nanoparticulas. As diferentes densidades de carga na superficie dos
PIONs podem alterar suas interacdes eletrostaticas com as proteinas circundantes e
membranas celulares (ARAMI et al, 2015; JOSEPH & SINGHVI, 2019).

O parametro para avaliacdo do potencial zeta é -30 mV a +30 mV.
Nanoparticulas com medicdes dentro desse limite apresentam maior instabilidade em
solucdes aquosas e resultam em agregacéao devido as forcas de van der Waals que
agem sobre elas. Valores abaixo de -30 mV ou acima de +30mV indicam boa
estabilidade fisica devido a repulsdo eletrostatica das particulas (JOSEPH &
SINGHVI, 2019).

3.6.4 Dispersao dinamica daluz

7

Em conjunto com a avaliagdo do potencial zeta € possivel determinar o

tamanho hidrodindmico das particulas. Tais analises quase sempre podem ser
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conduzidas juntas, pois o tamanho hidrodinamico da particula € dependente das
moléculas adicionadas na funcionalizagéo, as quais sdo responséaveis pela carga de
superficie atribuida as nanoestruturas. O tamanho hidrodindmico € um dos
parametros basais para a caracterizacdo de nanoparticulas de éxido de ferro e a
determinacao do diametro das particulas. Consiste na soma do tamanho do cristal e
do tamanho das moléculas adicionadas para recobrimento, ele é determinado pela
dispersédo dindmica da luz, do inglés Dynamic Light Scattering (DLS) que pode ser
afetada pela concentragéo da suspenséo ou do solvente utilizado (YANG, 2014).

3.6.5 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

Com a funcionalizac&o das nanoparticulas é possivel avaliar a composicéo das
estruturas usadas para recobrimento. A Espectroscopia de Infravermelho por
Transformada de Fourier do inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) &
uma ferramenta de grande utilidade para a identificacdo das moléculas presentes na
estrutura. As técnicas espectrofotométricas sdo fundamentadas na absorcdo da
energia eletromagnética por moléculas, o que depende tanto da concentracdo quanto
de suas estruturas quimicas, possibilitam a identificacdo e a quantificacdo das
substancias em analise em um nivel aceitavel de certeza (AMORIM et al, 2013;
ANVISA, 2019).

Os espectrofotdmetros de infravermelho mais avancados utilizam um
procedimento baseado na interferometria para produzir o espectro, técnica conhecida
com Espectroscopia de Infravermelho com Transformacdes de Fourier. Nestes
instrumentos, a radiacado proveniente de uma fonte de infravermelho € dividida, de
forma que o feixe reflita simultaneamente a partir de um espelho em movimento e de
um espelho fixo, levando a interferéncia. Depois que os feixes se recombinam, eles
passam através da amostra para o detector e sdo gravados na forma de um gréfico
de tempo pela intensidade do sinal, chamado de interferograma. A superposi¢cao de
comprimentos de onda e as intensidades de suas respectivas absorcdes sao
convertidas para um espectro aplicando-se uma operacao matematica chamada de
transformada de Fourier (AMORIM et al, 2013). As técnicas espectroscopicas de
absorcéo no infravermelho exploram os modos vibracionais das moléculas. Bandas

de absor¢do ou espalhamento da radiacdo na regiao do infravermelho podem ser
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atribuidas a grupos funcionais e & conformacdo molecular, sendo, portanto, Uteis na

caracterizacao estrutural de formas cristalinas (MARTINS, 2010).

3.7 Adenocarcinoma Prostatico Humano

No Brasil, o cancer de préstata € o segundo tipo mais comum de cancer entre
os homens. Em valores absolutos e considerando ambos 0s sexos, é o segundo tipo
mais comum. A taxa de incidéncia é maior nos paises desenvolvidos em compara¢ao
aos paises em desenvolvimento (INCA, 2020b). Apresenta crescimento lento e é
considerado um cancer da terceira idade, por ser raro antes dos 50 anos de idade e
por 75% dos casos no mundo ocorrerem a partir dos 65 anos. O aumento observado
nas taxas de incidéncia no Brasil pode ser parcialmente justificado pela evolu¢do dos
métodos diagndsticos, pela melhoria na qualidade dos sistemas de informacéo do pais
e pelo aumento na expectativa de vida (AMORIM et al, 2013; INCA, 2020b).

De acordo com os dados mais recentes do INCA, em 2017 o numero de mortes
foi de 15.391 e a estimativa de novos casos para cada ano do triénio 2020/2022 sejam
de 65.840 novos casos de cancer de prostata no Brasil. Esse valor corresponde a um
risco estimado de 62,95 casos novos a cada 100 mil homens (INCA, 2020b).

Verificou-se que existia um padréo de proteina expressa, o PSMA (do inglés
Prostate Specific Membrane Antigen), que foi detectada pela primeira vez na linhagem
celular de carcinoma de préstata humana LNCaP. O PSMA é uma glicoproteina de
membrana integral do tipo Il que é expressa ndo somente em células LNCaP, mas
também em quase todas as formacOes neoplasicas da préstata (LUTJE, 2015;
CARVALHO & VIEIRA, 2020). Nos ultimos anos foram desenvolvidos varios agentes
utilizados em imagem nuclear direcionados ao PSMA, dentre eles o PSMA-11
adequado para a coordenacédo do Galio-68, um radioligante utilizado com sucesso em
clinicas para imagens PET (Tomografia por emissdo de pdsitrons, do inglés Positron
Emission Tomography) do cancer de prostata e o PSMA-617, um ligante
estruturalmente modificado que permite a coordenacdo de radionuclideos
diagnosticos e terapéuticos (Figura 7). Os estudos clinicos realizados até o momento
demonstraram o potencial promissor do PSMA-617 marcado com Galio-68 e Lutécio-
177 para ser usado no tratamento do cancer de prostata (UMBRICHT et al, 2017,
CARVALHO & VIEIRA, 2020).
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Figura 7 - Estrutura quimica das moléculas de PSMA-617 (a) e PSMA-11 (b)
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Fonte: Adaptado de Umbricht et al, 2017

Essas substancias foram desenvolvidas com aplicacéo direta a diagnostico e
terapia, desta forma podem apresentar toxicidade intrinseca. Como ja mencionado,
essas caracteristicas exigem que essas substancias sejam testadas antes do uso em
pacientes a fim de garantir sua seguranca, assim como substancias carcinogénicas.

Dentre as substancias que sao utilizadas como agentes anticancer esta a
Ciclofosfamida, um dos agentes anticancer de maior sucesso ja sintetizados, €
amplamente utilizada como quimioterapico e nos esquemas de mobilizacdo e
condicionamento para transplante de sangue e medula 6ssea. Os ensaios clinicos
iniciais da ciclofosfamida para o tratamento do cancer foram realizados em 1958 e,
em 1959, tornou-se o oitavo agente anticancer citotoxico aprovado pelo FDA (EMADI
et al, 2009). E uma substancia utilizada no tratamento do cancer que atua impedindo
a multiplicacéo de células malignas no organismo e é um candidato a quimioterapico

no tratamento do cancer de prostata.

3.8 Avaliacédo da citotoxicidade

Partindo do pressuposto que toda substancia pode apresentar caracteristicas
toxicas as células, € necessario entender os efeitos que uma substancia pode causar.
A citotoxicidade corresponde aos efeitos adversos provenientes da proliferagéo e

funcao celular. Esses efeitos podem estar relacionados a integridade da membrana e
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do citoesqueleto; alteracbes no metabolismo, na sintese e na degradacdo de
constituintes celulares ou produtos, regulacdo de ions e na diviséo celular (OECD/GD
129, 2010).

A avaliacdo da citotoxicidade estd diretamente relacionada a alteraces
causadas a exposi¢cao a substancias agressivas. O potencial regenerador das células
€ avaliado pelo crescimento celular e medido por meio de ensaios que avaliem a
atividade metabdlica e viabilidade celular. A sobrevivéncia celular apds exposicdo a
substancias nocivas pode ser determinada pelo uso de corantes estabelecidos como
o0 MTT, em que o resultado é obtido por meio da conversao enzimatica do corante vital
Tetrazolio MTT em sal azul de formazan (FRESHNEY, 2010).

Dentre outros corantes tetrazolicos esta o MTS, um corante utilizado em
conjunto com um acoplador de elétrons (PMS) que quando na presenca de células
viaveis é reduzido em um composto soluvel (formazan). Esta reacao ocorre gragas as
enzimas que a mitocondria produz durante seu processo de respiracao. O corante é
incorporado pelas células viaveis e convertido a formazan pela enzima desidrogenase.
O formazan produzido pode ser mensurado por espectrofotometro pela medicéo da
absorbancia a 490 nm (PROMEGA, 2012). O corante MTS é reduzido da mesma
forma que o MTT, pela enzima desidrogenase presente na mitocondria, que resulta
na formacao de cristais de formazan. A diferenca e a vantagem da utilizacdo do MTS
€ gue os cristais formados a partir dele sdo soluveis em agua e, portanto, o uso de
solventes orgéanicos ndo € necessario. Os solventes organicos sao necessarios
guando o MTT é utilizado devido os cristais de formazan formados a partir dele serem
insoluveis, 0 que exige a utlizacdo de solventes organicos, como o DMSO
(BARLTRORP et al, 1991; CORY et al, 1991; BUNGER, 2002).

Diversos testes de citotoxicidade ja sdo conduzidos atualmente com o corante
MTS, para testes de farmacos, biomateriais e dispositivos médicos, matérias-primas
ou produto final, dentre outras substancias aplicaveis, sendo esses testes conduzidos
em cultura de células em monocamada (OCAMPO et al, 2016; ESTEVES-PEDRO et
al, 2018). Normas regulamentadoras preconizam o uso de sais tetrazolicos, como a
ISO 10993-5, parte de um conjunto de normas que padronizam a avaliacdo da
biocompatibilidade de biomateriais e dispositivos médicos para gerenciar riscos
biolégicos (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2009).
Esses documentos fazem parte da harmonizagéo internacional da avaliacdo de uso

seguro de dispositivos médicos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Sintese das nanoparticulas

As nanoparticulas foram sintetizadas utilizando a técnica de co-precipitacao
assistida por microondas, utilizando 3,25 mM de sulfato de ferro Il heptahidratado
(Fe2S04.7H20, Sigma-Aldrich) como fonte de ferro divalente e 6,5 uM de Glicina
(C2HsNO2, Sigma-Aldrich) como quelante. Ambos foram dissolvidos em 90 mL de
agua ultrapura desoxigenada pela adi¢do de nitrogénio gasoso (N2) por 15 minutos
anteriormente a adicdo dos reagentes. Sob agitacao, foi adicionada vagarosamente
uma solucédo de NaOH 2M (Alphatec) até a obtencéo de pH 12. Em uma proveta o
volume da solucgéo foi ajustado para 100 mL, a mesma transferida para um frasco de
vidro e mantida em micro-ondas (poténcia maxima: 930 W) por 2 minutos e 30
segundos. Nesse processo ocorreu a oxidacéo de parte do Fe?* disponivel em solucdo
para Fe®", sob acdo da energia do micro-ondas, e posterior co-precipitacdo dos dois
hidroxidos de ferro (divalente e trivalente) formados em pH alcalino, cristalizando-os
em nanoparticulas magnéticas (PARSONS et al, 2009).

Apoés aquecimento as nanoparticulas foram lavadas com agua ultrapura com o
auxilio de um ima até obtencédo de pH proximo a 7 (aproximadamente 4 lavagens) e
para retirada de possiveis cristais de sulfato de so6dio formados na reacdo. Apés
lavagens foram adicionados aproximadamente 15 mL de acido acético (Merck) e a
solucdo mantida em banho ultrassénico por 5 minutos para dispersao e protonacéo
das aminas livres da glicina.

Apbs esse periodo a solucéo foi separada das nanoparticulas com o auxilio de
um ima e uma solucéo de bromidrato de poli-L-lisina a 0,02 ug/mL em agua ultrapura
a pH 7,0 foi adicionada vagarosamente as nanoparticulas sob agitacdo em banho
ultrassénico. Apos esse processo, em fluxo laminar, a solucdo foi retirada com o
auxilio de um ima e 2 mL de agua ultrapura estéril adicionada para armazenagem em

geladeira.

Para determinar a quantidade média de nanoparticulas sintetizadas, foram
realizadas trés sinteses e cada uma mantida em estufa de secagem a

aproximadamente 45°C em tubos de massa conhecida por aproximadamente 48
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horas. ApOs secagem os tubos foram pesados e a massa de material por sintese foi

obtida pela diferenca de massa entre o tubo com as nanoparticulas e o tubo vazio.

4.2 Caracterizagdo das nanoparticulas

4.2.1 Difracao de Raio-X

Uma aliquota da suspensao de nanoparticulas foi transferida para um frasco
de vidro, a 4gua retirada com o auxilio de um ima e 500 pL de &lcool etilico (Alphatec)
adicionado. Em seguida o &lcool foi retirado e o frasco com as nanoparticulas mantido
aberto em estufa de secagem overnight a aproximadamente 45°C. Apds secagem as
nanoparticulas de oxido de ferro funcionalizadas com glicina e poli-L-lisina foram
avaliadas no Difratbmetro Orion, modelo RKS-400SV-R (Capacidade de 0,40 / 0,49
kw, Corrente de 10,0/ 10,5 A) no Centro Multiusuario do Centro de Quimica e Meio
Ambiente (CQMA) do IPEN / CNEN-SP. Os graficos foram obtidos pelo software
GraphPad Prism®. Os espectros foram analisados usando o software Qualx2
(ALTOMARE et al, 2015).

As amostras de nanoparticulas de 6xido de ferro ndo funcionalizadas também
foram analisadas por DRX a fim de avaliar o efeito da funcionaliza¢éo sobre o tamanho
da nanoparticula. Essa analise foi realizada no Difratdmetro D8 avancado de 3 kW
(tubo de radiacéo Cu, gonidmetro de 250 mm, 40 kV, 30 mA) do Centro Multiusuéarios
do Centro de Combustivel Nuclear (CCN) do IPEN / CNEN-SP.

Os padrées de pico obtidos foram comparados ao banco de dados COD
(Crystallography Open Database) usando o software QualX2.0. O tamanho do
cristalito foi calculado usando a equacdo de Debye-Scherrer, D = 0,9\ / fcosB, onde
D é o tamanho do cristal em nm e A € o comprimento de onda do raio X, B é a meia
largura do pico em rad e 8 é o angulo de difracdo correspondente (DOWNS & HALL-
WALLACE, 2003; GRAZULIS et al, 2009; GRAZULIS et al, 2012; GRAZULIS et al,
2015, MERKYS et al, 2016; QUIROS et al, 2018).
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4.2.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR)

Uma aliquota da suspenséo de nanoparticulas foi transferida para uma lamina
de microscépio e mantida em estufa de secagem overnight a aproximadamente 45°C.
Apos secagem o filme formado na Iamina foi raspado e o material foi processado em
pastilha de KBr e analisado por transmisséo no equipamento Shimadzu Prestige-21
(Shimadzu Corp., Kyoto, JP), com uma resolugdo de 2 cm na faixa de 4000 cm a 400
cm?, no Centro de Instrumentacdo para Pesquisa e Ensino da Universidade Federal
de S&o Paulo (UNIFESP-Campus Diadema).

4.2.3 Potencial Zeta e Dynamic Light Scattering (DLS)

As amostras foram analisadas em solucéo, diluindo 15 pL da suspensao de
nanoparticulas em 1 mL de agua ultrapura. Os resultados foram obtidos pelo
Analisador de Particulas Litesizer 500 da Anton Paar, equipamento multiusuario do
Centro de Tecnologia das Radiacdes do IPEN / CNEN-SP.

4.2.4 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Para MET as amostras foram analisadas também em solucéo, diluindo 15 pL
da suspensao de nanoparticulas preparada em 1 mL de alcool isopropilico (Ecibra).
Em seguida as amostras foram transferidas para uma grade de cobre revestida de
carbono e analisadas pelo equipamento JEM 2100 (JEOL) no Laboratério de
Microscopia a Microandlises do Centro de Ciéncia e Tecnologia dos Materiais, IPEN /
CNEN-SP.

4.3 Cultivo das células

A linhagem celular utilizada nesse trabalho foi a LNCaP clone FGC (ATCC®
CRL-1740™), células de adenocarcinoma de préstata humana, mantida
rotineiramente no laboratério de Radiobiologia do Centro de Biotecnologia (CEBIO)

do IPEN. Para cultivo dessa linhagem foi utilizado meio de cultura RPMI-1640


https://www.google.com/search?q=Dynamic+Light+Scattering&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwj46oLUwOvnAhWeHrkGHbuiCcAQkeECKAB6BAgRECk
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suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Gibco) e 1% de penicilina (10000
u) e estreptomicina (10 mg) em 0,9% de NaCl (Sigma-Aldrich).

As células foram cultivadas em condicdes assépticas, incubadas a 37°C e 5%
de CO; sob atmosfera imida e em garrafas de cultura (25 e 75 cm?) até as células
atingirem a subconfluéncia de 80%. Para manutencéo do cultivo celular e conducao
dos experimentos, as células foram descoladas do plastico pela acdo da solucdo de
tripsina-EDTA 0,25% (Sigma-Aldrich) por 5 minutos. Todos os experimentos foram
conduzidos com células até a passagem 30 em meio RPMI-1640 (OCAMPO et al,
2016; BONFIM et al, 2019).

4.4 Quantificacao do ferro nas nanoparticulas em células LNCaP

Para determinar a quantidade de ferro presente nas nanoparticulas utilizadas
para construir os esferoides, foi realizado um ensaio colorimétrico quantitativo com
2,2-bipyridil (C10HsN2, Sigma-Aldrich), um ligante de ions metéalicos, como ligante
cromogénico (DEDA et al, 2017). A quantificacdo de ferro foi obtida a partir da
construcdo de uma curva padrdo (Figura 8) em que foram transferidas 2 x 10° células
LNCaP para microtubos. As células foram submetidas a um processo de lise com
Triton X-100 0,01% (Sigma-Aldrich) e digestdo com acido citrico 1M (Baker Analyzed).
As amostras foram mantidas em banho-seco (Greiner bio-One) a 70°C overnight para
completa digestdo. Em seguida, foram adicionados acido ascérbico 0,6 M (Merck),
para reducao do ferro, e NaOH 10M, para ajuste do pH. Foram transferidos 180 pL
por poco dessa solucdo para uma placa de 96 pocos e 10 pL por poco de sulfato
ferroso (Il) heptahidratado nas seguintes diluicées: 10 x 1072 M, 6 x 103 M, 4 x 1073
M, 1,6 x 102 M, 0,64 x 10 M e 0,26 x 10~ M. Amostras de células sem sulfato
ferroso foram utilizadas como controle. O ensaio foi conduzido em sextuplicata para
cada condicdo. Apds essa etapa foi adicionado em cada poc¢o 10 pL da solucéo de
2,2-bipyridil, foi preparada uma solucdo estoque 1M em etanol e a solucdo de uso
0,06 M preparada em agua ultrapura. Passados 20 minutos de incubacdo a
temperatura ambiente foi feita leitura da placa a 520 nm por espectrofotometria no

equipamento Multiskan (Thermo) do Centro de Biotecnologia (CEBIO) do IPEN.
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Figura 8 - Esquema representativo de obtencdo da curva padrdo para quantificacdo de ferro nas
nanoparticulas
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Fonte: Adaptado de DEDA et al, 2017

Para analise da quantidade de ferro utilizada para construcdo dos esferoides
foram semeadas células LNCaP em 2D com diferentes volumes de nanoparticulas:
10, 5 e 2,5 pyL. Cada um desses volumes foi adicionado a 1 x 10° células e dessas
células 2 x10° foram semeadas em uma placa de 24 pocos em triplicata, ou seja, 3
pocos para cada condicdo de nanoparticulas com as células. A placa com as células
foi incubada a 37°C e 5% de CO: por aproximadamente 24 horas. Apos incubacéao os
pocos foram lavados com PBS sem EDTA e as células com as nanoparticulas foram
submetidas ao mesmo protocolo utilizado para a curva padréo, com a diferenca de
gue as amostras foram mantidas por mais tempo em banho-seco para digestédo
completa das nanoparticulas, para isso o contetdo de cada poco da placa de 24 pocos
foi transferido para um microtubo. Para leitura da placa foi adicionado 190 pL por poco,
sendo que cada microtubo gerou dois poc¢os na placa de 96 pocos. Em seguida 10 pL
da solugao de uso de 2,2’-bipyridil foi adicionada em cada poco e apés 20 minutos de

incubacéo foi realizada a leitura da placa por espectrofotometria (Figura 9).
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Figura 9 - Esquema representativo da quantificacéo de ferro nas nanoparticulas
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Fonte: Adaptado de DEDA et al, 2017

4.5 Ensaio de Citotoxicidade das nanoparticulas em cultivo em monocamada

As células foram tripsinizadas e semeadas em placas de 96 pocos
convencionais de cultura de células. Foram cultivadas 10° células/mL em 100 pL por
poco. A placa com as células foi incubada por aproximadamente 24 horas a 37°C e
5% de CO2, ApOs incubacgéo foram adicionadas as amostras de nanoparticulas nas
seguintes quantidades: 16, 8, 4, 2 e 1 L da suspensao final de nanoparticula diluidos
em quantidade suficiente para (q.s.p) 1mL de meio de cultura. Quantidades essas
escolhidas a partir de testes preliminares. Uma amostra controle, composta apenas
por nanoparticulas, sem células, também foi adicionado para retirar qualquer
interferéncia das nanoparticulas na leitura da placa.

Como substancia de referéncia foram utilizadas solucdo de cloreto de sédio
(NaCl 0,9%) filtrada em membrana de 0,22 um 1:5 em meio de cultura como controle
negativo e extrato de Latex natural (obtidas de luvas de latex e esterilizadas em luz
ultravioleta) a 0,2 g/mL como controle positivo. A concentracdo foi determinada
conforme estabelecido pela 1SO 10993-12:2012 - Biological evaluation of medical
devices — Part 12: Sample preparation and reference materials. O controle positivo
foi preparado pela incubacdo do latex natural em meio RPMI 1640 por
aproximadamente 24 horas. Apés incubacao o extrato de latex foi filtrado em filtro de
seringa 0,22 um. Para controle do ensaio foi utilizado um controle de células. Foi
adicionado a cada poco 100 pL de cada amostra, assim como das substancias de
referéncia. Em seguida a placa foi incubada por aproximadamente 24 horas a 37°C e
5% de CO..
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Ap6s incubacdo o meio de cultura foi removido das placas, os poc¢os lavados
com PBS sem EDTA e foi adicionado 20 pyL de solucdo com MTS (CellTiter 96®
AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay, Promega) a 2 mg/mL em DPBS e
PMS (phenazine methosulfate, Sigma-Aldrich) a 0,92 mg/mL em DPBS, na proporgao
20:1 em RPMI-1640, conforme protocolo do fabricante (PROMEGA, 2012).

Ap6s 2 horas de incubacdo, a leitura da absorvancia foi realizada por
espectrofotometria no equipamento Multiskan (Thermo) no comprimento de onda de
490 nm. Para andlise dos dados para determinacdo da viabilidade celular foi
considerada a viabilidade relativa (porcentagem do controle), calculada pela média da
absorbancia de cada amostra dividida pela média da absorbéancia do controle de
células e multiplicado por 100. O grafico com as informagdes da viabilidade celular foi
obtido por meio do programa estatistico GraphPad Prism® assim como a andlise
estatistica, realizada por 2way-ANOVA seguida pelo teste de comparac¢des multiplas
de Bonferroni.

As amostras foram consideradas com potencial citotdéxico se a reducdo da
viabilidade celular for maior que 30%, de acordo com a ISO 10993-5:2009 - Biological

evaluation of medical devices — Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity.

4.6 Avaliacao da adsorcao das nanoparticulas as células

Para avaliar a adsorcdo das nanoparticulas, as células foram mantidas
overnight em cultura com as nanoparticulas a 37°C e 5% de CO.. Foi incubada a
proporcédo de 15 pL da suspensdo de nanoparticulas em aproximadamente 2 x 108
células. Paraisso as células foram mantidas em cultura até atingirem a subconfluéncia
de 80% da garrafa, em seguida foram tripsinizadas e as nanoparticulas adicionadas a
suspensao celular. A suspensao com nanoparticulas foi homogeneizada para garantir
uma melhor adsorcdo das nanoparticulas a membrana das células e em seguida
transferida para uma garrafa de cultura de 25 cm?. Apés incubacéo as células foram
fotografadas em microscépio 6ptico Nikon Eclipse Ts100 localizado no Centro de
Biotecnologia (CEBIO) no IPEN.

As células com nanoparticulas também foram submetidas a uma solucdo de
Tri-hidrato de hexacianoferrato de potassio (Il) 2% (KsFe(CN)e.3H20; Sigma-Aldrich)
e HCl 6% (Alphatec), na proporcédo 1:1. Essa solucdo na presenca de Fe3" forma

ferrocianeto férrico, que apresenta coloracéo azul, conhecida como Azul da Prassia.
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Para isso as células foram fixadas com metanol (Aphatec) puro por aproximadamente
20 minutos e, em seguida, a solu¢cédo de hexacianoferrato de potassio 2% e cloreto de
sédio (HCI) 6% adicionada e incubada a temperatura ambiente por aproximadamente
30 min (BOUTRY et al, 2009). Apés incubacdo as células foram fotografadas em
microscopio optico Nikon Eclipse Ts100.

4.7 Determinacdo da quantidade de células e tempo para coesdo dos
esferoides

Apos incubacdo, as células com as nanoparticulas foram tripsinizadas e
semeadas em placas de 96 pocos com repeléncia (Greiner Bio-One, Alemanha).
Durante o plagueamento das células, uma placa com 96 imas foi mantida sob a placa
de cultivo de 96 pocos. Foram semeadas diferentes densidades celulares (1000, 5000,
10000, 20000 e 30000 células) a fim de determinar a quantidade inicial ideal de células
por esferoide. Foi avaliado também o tempo necessario para que o esferoide
permanecesse coeso ha auséncia do ima.

Desta forma as células cultivadas foram avaliadas diariamente por trés dias
consecutivos. O ima foi mantido em contato com os esferoides entre o primeiro e o
segundo dia e retirado entre o segundo e o terceiro dia com o objetivo de visualizar a
coesdo do esferoide pela formacédo de matriz extracelular. Durante os trés dias, os
esferoides foram fotografados em campo claro com aumento de 10X por microscopio

optico Nikon Eclipse Ts100.

4.7.1 Avaliacdo das areas dos esferoides

A partir da obtencdo das imagens dos esferoides por microscopia oOptica foi
avaliada a area dos esferoides nos trés dias consecutivos, para isso, as imagens
foram analisadas com o software de edi¢cao ImageJ verséo 1.53e. Para calibracdo das
distancias das imagens, foi utilizado o parametro de 0,483 pm/pixel, fornecido pela
Nikon e especifico para a combinacédo objetiva/camera utilizada. Para correcdo da
luminosidade, cada imagem foi submetida ao comando “Background Correction”, com
raio de amostragem (“rolling ball radius”) de 50 pixels, sem suavizagéo (“smoothing”)
e especificando que o fundo é mais claro que a area de teste (“light background’).

Apés correcdo, as imagens foram convertidas para o formato 8-bit em escala de cinza
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e limiarizadas (“Threshold”) para destacar apenas a area em que as células se
encontravam, descartando-se as éreas de fundo. As imagens foram entéo binarizadas

e submetidas a analise das &reas delimitadas (“analyze particles’).

4.8 Construcédo dos esferoides

Foram semeadas 5 x 10° células em 100 pL de meio de cultura por pogo em
placas de 96 pogos com repeléncia (Greiner Bio-One, Alemanha). Durante o
plagueamento das células, uma placa com 96 imds foi mantida sob a placa de cultivo
de 96 pocos. A placa foi incubada a 37°C e 5% de CO..

Para avaliacdo do crescimento das estruturas, os esferoides foram corados com
iodeto de propidio (IP) (Sigma-Aldrich) e Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) (50 e 5
pg/mL, respectivamente) diluidos em PBS, com incubacdo de 20 minutos a 37°C e
5% de CO2. Os esferoides foram fotografados diariamente por até 10 dias para
avaliacdo do seu crescimento. Para obtencéo das imagens dos esferoides foi utilizado

microscopio optico de fluorescéncia Nikon Eclipse Ts100.

4.9 Avaliacado daviabilidade dos esferoides

Apoés 8 dias de cultivo os esferoides foram corados com laranja de acridina
(Sigma-Aldrich) ou corante Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) (50 e 5 pg/mL,
respectivamente) e brometo de etidio (Sigma-Aldrich) ou iodeto de propidio (Sigma-
Aldrich) (50 pg/mL) diluidos em PBS, com incubacéo de 20 minutos a 37°C e 5% de
CO.. Apos incubacgéo, os esferoides foram lavados com PBS e com o auxilio de uma
micropipeta, transferidos para uma microplaca de 96 pocos com superficie repelente
as células e com laterais escuras (Greiner Bio-One, Alemanha). As imagens foram
obtidas por microscopia de fluorescéncia widefield num equipamento ImageXpress
Micro Confocal High-Content Screening (HCS) Imaging System (Molecular Devices)
localizado no CENTD - Centre Of Excellence In New Target Discovery — Instituto
Butantan, por microscopia de fluorescéncia widefield (High Content Imaging InCell
Analyzer 2200, GE Lifesciences) do Centro de Facilidades para a Pesquisa (CEFAP)
do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB/USP) e por microscopia Optica de

fluorescéncia Nikon Eclipse Ts100.
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4.10 Teste com PSMA em esferoides

Foi considerado como base para o calculo das concentracbes do PSMA 617 a
quantidade padrdo de administracéo, que é 100 ug por pessoa (HOFMAN et al, 2018).
Considerando o volume de sangue de um individuo adulto ser de aproximadamente
5,2 L conclui-se que a quantidade de PSMA 617 é de 18,44 pmol. Para o PSMA 11 foi
utilizada como referéncia a quantidade utilizada pelo Centro de Radiofarméacia do
IPEN/USP nos testes de marcacao, que é de 20 ug, que por sua vez € muito proxima
do utilizada em testes clinicos. Considerando este valor por pessoa, é obtida a
molaridade de 4,07 pmol (KURASH et al, 2020). A partir desses valores, as
guantidades de PSMA 11 e PSMA 617 foram extrapolados para mais e para menos,
a fim de avaliar o efeito da molécula sobre os microtecidos. Na tabela 2 é possivel
observar todas as concentracdes testadas. Os esferoides utilizados foram obtidos
apos 4 dias de cultivo, construidos conforme item 4.8 e a avaliacdo da viabilidade
celular por MTS/PMS foi conduzida conforme item 4.5 assim como a analise estatistica

dos resultados. O ensaio foi conduzido em quadruplicata.

Tabela 2 - Molaridades testadas de PSMA 617 e PSMA 11

PSMA 617 (pmol) PSMA 11 (pmol)

100X 1843,81 406,15
50X 921,91 203,07
20X 368,77 81,22
10X 184,38 40,61
5X 92,19 20,31

2X 36,87 8,12

1X 18,44 4,07
0,5X 9,22 2,03
0,2X 3,69 0,81
0,1X 1,84 0,40

4.11 Teste de Controles Positivos em esferoides

Com o objetivo de avaliar substancias candidatas a controle positivo nos

esferoides foram testados Dodecil Sulfato de Sédio (SDS do inglés Sodium Dodecyl
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Sulfate) e Dimetilsulféxido (DMSO) em diferentes quantidades. As quantidades

testadas foram baseadas em testes preliminares.

Molaridades de SDS (uM) — 10000; 5000; 2500; 1250; 625 e 312,5
Porcentagens de DMSO (%) — 40; 20; 10; 5; 2,5; 1,25 e 0,625

Foi conduzido um ensaio de viabilidade com esferoides a partir de 4 dias de
cultivo. No quarto dia de cultivo o meio de cultura foi removido e foram adicionadas as
solucdes de SDS e DMSO preparadas em meio de cultura. O ensaio foi conduzido em
triplicata e a placa incubada sem o imé a 37°C e 5% de CO: por aproximadamente 24
horas. ApoOs incubagdo foi adicionado MTS/PMS e a leitura feita por
espectrofotometria conforme exposto no item 4.5 assim como a analise estatistica dos

resultados.

4.12 Teste com ciclofosfamida

O ensaio em 2D foi conduzido conforme preconizado no item 4.5. As amostras
de ciclofosfamida (Cyclophosphamide monohydrate, C;H15CI2N20O2P.H20, Sigma-
Aldrich) para o ensaio foram preparadas a partir da quantidade maxima solavel de
153,2 uM em meio de cultura (SIGMA-ALDRICH, 2020d). Para dissolu¢cdo completa
foi necessario manter a solucdo em banho ultrassbnico por aproximadamente 5
minutos. Em ensaios anteriores foi verificada citotoxicidade préxima a zero da
ciclofosfamida na concentracdo de 38,3 uM, desta forma foi conduzido o ensaio de
citotoxicidade com as seguintes molaridades: 38,3; 34,5; 30,6; 26,8; 23,0; 19,2 e 15,3
MM. Foram conduzidos dois ensaios independentes em quadruplicata. O potencial
citotoxico da ciclofosfamida foi determinado pela reducdo da viabilidade celular em
10% (OCAMPO et al, 2016).

O ensaio em esferoides (3D) foi conduzido a partir do quarto dia de cultivo. As
mesmas concentracdes de ciclofosfamida do ensaio em 2D foram testadas em 3D.
Em esferoides foi avaliada a viabilidade celular com MTS/PMS e com o0 reagente
CellTiter-Glo® 3D (Promega), um reagente com capacidade litica que permite
determinar, por luminescéncia, a viabilidade celular pela quantificagdo de ATP. Nesse

processo, apoés incubacado da placa com ciclofosfamida e remocao da substancia, foi
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adicionado 100 pL do reagente CellTiter-Glo® 3D em cada poco da placa de 96 pocos
com os esferoides. A solucao foi homogeneizada no pogco por aproximadamente 5
minutos para induzir a lise celular. ApGs esse processo a placa foi mantida coberta
por aproximadamente 25 minutos a temperatura ambiente para estabilizar o sinal
luminescente e a medicdo da luminescéncia realizada. Os valores de ICso

apresentados foram obtidos por meio do software GraphPad Prism®.

4.13 Analise histolégica

Os esferoides foram cultivados conforme preconizado no item 4.8 e no quarto
dia de cultivo foram expostos ao NaCl 5%, DMSO 40% e a Ciclofosfamida na
molaridade relativa a ICso (concentracao inibitéria de 50% das células em cultura).
Apbs 24 horas de exposicao na auséncia do ima as amostras foram retiradas dos
pocos e formaldeido 4% adicionado sobre os esferoides. O formaldeido 4% foi
mantido na placa de esferoides overnight em geladeira. Ap6s esse periodo 0s
esferoides foram adicionados a gotas de 50 puL de agarose de baixo ponto de fuséo
(1% em PBS) e mantidos em geladeira por aproximadamente 30 minutos para
polimerizacdo (Figura 10). Em seguida os esferoides em agarose foram transferidos
para cassetes apropriados e submergidos em etanol 70% até processamento e

microtomia.

Figura 10 - Imagens da preparagéo dos esferoides de LNCaP em gotas de agarose 1% em PBS para
realizagdo dos cortes histologicos

Fonte: autor da dissertacao
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Os cortes dos esferoides foram submetidos a coloragdo em Hematoxilina-
eosina conforme protocolo conduzido pelo Setor de Técnicas Histologicas do
Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da USP. O material foi avaliado e fotografado em microscépio Optico
Nikon Eclipse Ts100.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As nanoparticulas de oOxido de ferro foram sintetizadas pela técnica de co-
precipitagdo assistida por micro-ondas. A utilizacdo de micro-ondas permitiu a
obtencédo de nanoparticulas de tamanho pequeno, em curto espaco de tempo, sendo
o tamanho das nanoparticulas mais homogéneo na suspensdo e com alto grau de
pureza. Essa vantagem pode ser atribuida a rapida nucleacao permitida pelas micro-
ondas (PARSONS et al, 2009; LIAO et al, 2001).

As nanoparticulas de oxido de ferro foram funcionalizadas com os aminoacidos
glicina e poli-L-lisina (Figura 11), um fator inespecifico para as células, util na
promocao da adsorcéo celular a substratos solidos. A poli-L-lisina foi adicionada para
proporcionar carga global positiva na superficie das particulas, consequente adsorc¢éo
a membrana celular (que apresenta carga negativa) e melhorar a estabilidade e a

biocompatibilidade das nanoparticulas (BONFIM et al, 2019).

Figura 11 - Representacdo esquematica de uma nanoparticula de 6xido de ferro funcionalizada com
uma molécula de glicina (azul) e um residuo de lisina presente na Poli-L-lisina (rosa)
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Apés a sintese, as nanoparticulas foram submetidas a secagem e pesagem,
apos esse processo foi obtida a massa média de 63 mg + 1 mg entre as trés amostras
de nanoparticulas sintetizadas. A massa média obtida de nanoparticulas por sintese

foi considerada satisfatéria, uma vez que permitiu a conducédo de varios testes a partir
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de uma Unica sintese. Considerando que cada sintese € armazenada em uma
suspensdo de 2 mL de &gua ultrapura, estabeleceu-se o rendimento médio de 31,5
mg/mL de nanoparticulas de oxido de ferro, facilmente atraidas por campo magnético,
comprovando suas propriedades paramagnéticas (Figura 12).

Figura 12 - Imagem das nanoparticulas em agua ultrapura atraidas por ima

As imagens obtidas por MET das nanoparticulas sintetizadas mostraram
nanoparticulas quasi- cubicas, com dimensdes médias aproximadas de até 50 nm,
com relativa diversidade de tamanhos. N&o foram observadas diferencas nas formas
entre as nanoparticulas obtidas apenas com 6xido de ferro e as nanoparticulas
funcionalizadas com glicina e poli-L-lisina. Contudo, pode-se observar nas imagens
de MET que as nanoparticulas funcionalizadas com glicina e poli-L-lisina
apresentaram menor agregacado comparada as outras nanoparticulas testadas (Figura
13).

Figura 13 - Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de transmissédo das nanoparticulas de
oxido de ferro. (A) Nanoparticulas ndo funcionalizadas, barra: 50 nm. (B e C) Nanoparticulas
funcionalizadas com glicina e poli-L-Lisina, barras: 100 e 50 nm, respectivamente.
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ApOs a busca por compostos na andlise por DRX, principalmente de Fe e O, o
software atribuiu picos distintos, que podem ser encontrados como caracteristicas de
uma estrutura compativel com magnetita (FesO.). As andlises foram realizadas em
amostras sintetizadas sem glicina e em amostras sintetizadas com glicina e poli-L-
lisina, cada uma em difratbmetros diferentes e foi possivel obter o espectro de difracédo
relativa a magnetita para as amostras analisadas nos dois equipamentos,
demonstrando a reprodutibilidade da sintese. Os picos e planos de difracdo dos
espectros encontrados sao mostrados nas Figuras 14.

Tanto as particulas sintetizadas sem glicina (COD 00-210-7249) ou com glicina
e poli-L-lisina (COD 00-151-3301) formaram cristais de magnetita. De acordo com a
equacao de Scherrer os cristalitos produzidos sem glicina apresentaram a média de
47,2 + 12,97 nm, enquanto as nanoparticulas com glicina apresentaram a média de
41,7 £ 13,53 nm. A presenca de glicina na sintese reduziu significativamente
(p=0,0047) o tamanho meédio dos cristalitos produzidos (Figura 15).

Moléculas que exibem grupos carboxilicos livres sdo utilizadas como
surfactantes na producdo de nanoparticulas metalicas (BABIC et al., 2008;
CHERAGHIPOUR et al., 2012; SHRESTHA et al., 2015; SOARES et al., 2015) pela
sua capacidade de ligacao dos carboxilatos com ions metalicos (SAHOO et al., 2005).
Esta interacdo reduz o crescimento das nanoparticulas inibindo sua nucleacédo (BEE
et al., 1995), reduzindo o tamanho final das particulas obtidas, em efeito observado

neste trabalho e em outro de nosso grupo (BONFIM et al., 2019).

Figura 14 - Espectro de Difracdo de Raio-X das nanoparticulas de 6xido de ferro sintetizadas com
(Gly(+)) e sem (Gly(-)) glicina como surfactante.
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Figura 15 - Tamanho médio dos cristalitos produzidos na auséncia (Gly (-)) ou presenca de glicina

(Gly (+)).
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As nanoparticulas sintetizadas se apresentaram estaveis apos funcionalizagéo
apesar da tendéncia a formacdo de aglomerados caracteristico de estruturas com
tamanho reduzido. As nanoparticulas tendem a se agregar espontaneamente até a
formacdo de particulas maiores, conhecidas como bulk. E possivel estabilizar a
particula e evitar aglomeracao pela adicdo de moléculas na superficie que promovem
estabilidade eletrostatica pela presenca de ions adsorvidos na superficie da particula
gue levam a repulsdo Coulombiana (MATOS, 2016). Para este fim, foi adicionada a
Glicina na superficie das nanoparticulas, que possui aminas na sua extremidade, e
guando protonadas pelo acido acético permitiram a ligacédo da poli-L-lisina. A poli-L-
lisina apresenta em sua molécula uma maior quantidade de aminas livres e
consequentemente ha um aumento da carga eletrostatica na superficie da particula.
Isso pode ser observado na Figura 16, na analise do Potencial Zeta, em que houve
um aumento consideravel das medicdes das nanoparticulas funcionalizadas com
glicina e poli-L-lisina em relacdo as nanoparticulas funcionalizadas apenas com

glicina.
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Figura 16 - Espectros da medi¢éo do potencial zeta das nanoparticulas de oxido de ferro ndo
funcionalizadas (PION), funcionalizadas apenas com glicina (Gly(+)) e funcionalizadas com glicina e
poli-L-Lisina (poli-L-Lisina) e suspensas em agua ultrapura.
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As medicdes do potencial zeta obtidas para nanoparticulas de 6xido de ferro
nao funcionalizadas (PION) foi de — 15,9 + 0,98 mV, para nanoparticulas
funcionalizadas apenas com glicina (Gly(+)) foi de + 21,84 + 0,84 mV e para
nanoparticulas funcionalizadas com glicina e poli-L-lisina (Poli-L-Lisina) os valores
obtidos foramde + 42,93 + 1,90 mV. A estabilidade fisica de nanoestruturas é indicada
por um alto valor positivo ou negativo do potencial zeta, que representa repulséo
eletrostatica entre as particulas. Valores de potencial zeta menores que -30 mV e
maiores que +30 mV sao consideradas estruturas com forca repulsiva suficiente para
atingir uma boa estabilidade fisica. Valores diferentes resultam em instabilidade fisica
(JOSEPH & SINGHVI, 2019). Desta forma, de acordo com os espectros apresentados
na Figura 16, entende-se que a suspensao de nanoparticulas ndo funcionalizadas
(PION), assim como as funcionalizadas apenas com glicina (Gly(+)) sdo instaveis e
tendem a formar agregados de particulas, enquanto que a suspensdo de
nanoparticulas funcionalizadas com glicina e poli-L-lisina apresentou maior
estabilidade com tendéncia a menor agregacdo. Essa caracteristica pode ser
observada nas fotomicrografias obtidas por MET, na imagem das nanoparticulas
funcionalizadas com glicina e poli-L-lisina (Figura 13C) é possivel visualizar melhora

na dispersdo das particulas, comparada as outras sinteses (Figuras 13A e 13B),
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devido a adicdo dos amino&cidos, atestando os resultados obtidos na analise do
potencial zeta.

Na Figura 17 pode-se observar os resultados de potencial zeta (mV) e tamanho
hidrodindmico (nm), obtidos a partir da andlise da agua e do meio de cultura RPMI
suplementado com SFB 10% e penicilina e estreptomicina 1%, utilizado no cultivo das
células, com e sem as nanoparticulas. Essa andlise foi realizada em amostras filtradas
em filtro de seringa a 0,22 um e n&o filtradas e foi considerada para avaliar a
estabilidade das nanoparticulas nos diferentes veiculos em que sdo mantidas, uma
vez que as nanoparticulas sdo armazenadas em agua e adsorvidas pelas células em

meio de cultura.

Figura 17 - Espectros da medic¢éo do potencial zeta e tamanho hidrodindmico das nanoparticulas de
oxido de ferro funcionalizadas em agua e em meio RPMI e os espectros dos veiculos sem
nanoparticulas, ambas com e sem filtragem. (A) Espectros do potencial zeta. (B) Espetros do
tamanho hidrodindmico das nanoparticulas.
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Tabela 3 - Valores obtidos para o potencial zeta e tamanho hidrodinAmico das nanoparticulas em
agua e em meio de cultura

H>0 H-20 - filtrado Meio Meio - filtrado
Pme?:]'\";‘; 2818 1911+110  -0,07+0,05 .5,82+0,15 -0,66 + 0,08
Raio
. e A 1127,70 £ 1684,20 +
hldroglr:l]z;)lmlco 203.35 96,87 + 3,51 144.92 49,37 £ 7,15

A suspensdo de nanoparticulas em agua sem filtracdo (H2O) apresentou
potencial zeta positivo e raio hidrodindmico préximo a 1000 nm, o que indica que em
agua as nanoparticulas tendem a aglomerar-se e que variacdes nos valores de
potencial zeta podem estar relacionados ao tempo de armazenamento da suspensao
de nanoparticulas. Pode-se observar que a filtragdo a 0,22 um (H.O - filtrado)
favoreceu alguns tamanhos, mas as nanoparticulas permaneceram aglomeradas. As
analises para a suspenséo de nanoparticulas em meio de cultura demonstraram que
também ha aglomeracéao das nanoparticulas, evidenciado pelo diametro apresentado
na Figura 17B e na Tabela 3, que deve ocorrer interacdo das proteinas do meio de
cultura com algumas nanoparticulas, o chamado Efeito Corona. Esse efeito ocorre
guando as nanoparticulas sao dispersas em meio contendo proteinas, presentes no
soro do meio de cultura, podendo ocorrer o processo de adsorcao das mesmas pela
superficie metalica, e a consequente alteracao no diametro (BATISTA-GALLEP et al,
2018). Essa aglomeracdo pode interferir nos valores de potencial zeta, as
nanoparticulas maiores podem deslocar o potencial zeta para valores negativos.
Quando a suspensdo em meio de cultura é filtrada, possivelmente algumas particulas
maiores sdo eliminadas, privilegiando tamanhos distintos, que ficam evidentes na
Figura 17B (linha vermelha pontilhada). Sendo assim, entende-se que ocorra
aglomeracao das nanoparticulas umas com as outras ou com as proteinas do meio
de cultura, porém uma distribuicdo de tamanhos adequada a aplicacdo em células é
mantida. O processo de filtracdo elimina particulas maiores, e desta forma elimina
também parte da interferéncia no potencial zeta proporcionada por elas.

Considerando esses resultados entende-se que apesar da aglomeracao ou das
interferéncias nos valores de potencial zeta o objetivo das nanoparticulas em adsorver

as membranas das células é alcangado.
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Os espectros de FT-IR foram analisados para nanoparticulas de 6xido de ferro
funcionalizadas com glicina e poli-L-lisina. Na Figura 18, pode-se observar as
principais ligagdes quimicas encontradas nas amostras de nanoparticulas de oxido de
ferro. As andlises por FT-IR indicaram a presenca do grupo funcional NH: livre nos
PIONs sintetizados, pela presenca das moléculas de glicina e poli-L-lisina. Quanto as
ligacbes Fe-O é possivel identificar que existe interagdo entre o ferro presente na
nanoparticula e o oxigénio do grupo funcional carboxila (COO) da glicina. Assim
como, as ligagdes C-H que indicam interagdo entre a poli-L-lisina e a glicina. Esses
fatores indicam a funcionalizacéo adequada da nanoparticula, conforme proposto.

Figura 18 - Andlise de FT-IR das nanoparticulas de éxido de ferro funcionalizadas.
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Conforme o0s resultados apresentados, o processo de sintese das
nanoparticulas por micro-ondas assim como a sua funcionalizacdo, foram adequadas
para a obtencéo de nanoparticulas magnéticas de magnetita com tamanho e formato

adequados para a construcdo dos esferoides.

A fim de mesurar a quantidade de ferro presente na suspensao de
nanoparticulas foi conduzido um teste para quantificacdo. Na Figura 19 verifica-se a
curva padrao, utilizada nessa quantificacdo, obtida para o sulfato ferroso utilizado na

sintese de nanoparticulas.
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Figura 19 - Curva padrdo da quantidade de ferro presente no sulfato ferroso nas concentracdes
testadas
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A partir da curva padréo, foi possivel calcular a massa molar de ferro presente
nas nanoparticulas que adsorveram as células de acordo com cada volume de

solucéo de nanoparticulas testado (Tabela 4).

Tabela 4 - Quantidade de ferro (M) adsorvido as células apds adicdo das nanoparticulas.

Volume de nanoparticulas adicionado Total de ferro adsorvido em 2x10°céls

(kL) (M)
10 0,017
5 0,010
2,5 0,004

Na avaliacdo da citotoxicidade (2D) conduzida com as nanoparticulas em
células LNCaP, os resultados obtidos demonstraram que as nanoparticulas néo
apresentaram citotoxicidade apreciavel, com viabilidade celular acima de 70% (Figura
20) em todas as quantidades avaliadas, o que favorece o uso das nanopatrticulas para
a construcdo dos esferoides em diversas concentragcdes. A quantidade de
nanoparticulas testada foi baseada na quantidade de células, a partir de testes
preliminares que demonstraram uma quantidade relativa de nanoparticulas que
poderiam ser adicionadas as células sem que interferissem na aderéncia das células

ao plastico.
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Figura 20 - Ensaio de citotoxicidade em células LNCaP cultivadas em 2D das nanoparticulas
sintetizadas. CC: Controle de Células; CP: Controle Positivo; VC: Viabilidade Celular. (*): P < 0,0001.
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As nanoparticulas foram incubadas com as células e foi possivel observar que
apos incubacdo houve adsorcdo das nanoparticulas as células sem alteracdo da
morfologia celular e mesmo apds tripsinizacdo as nanoparticulas permaneceram
adsorvidas. Na Figura 21B pode-se observar aglomerados de nanoparticulas apés
incubacéao overnight. O mesmo € apresentado na Figura 21C, onde pode-se observar

em azul a coloracéo do Azul da Prussia marcando o ferro presente nas nanoparticulas.

Figura 21 - Células LNCaP cultivadas em alta confluéncia (A), com aglomerados de nanoparticulas de
oxido de ferro (B) e com aglomerados de nanoparticulas de 6xido de ferro coradas com azul da
Prissia. Aumento: 20x
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Para facilitar a visualizagdo, as células com as nanoparticulas foram
fotografadas em maior aumento (100X). Na Figura 22 pode-se observar internalizagao
de algumas nanoparticulas e aglomerados na superficie celular. Essa aglomeracdo
facilita a levitacdo magnética, devido ao aumento das forcas magnéticas, que se

somam.

Figura 22 - Células LNCaP exibindo micro aglomerados de nanoparticulas de 6xido de ferro na
superficie. A: 20X; B:100X. Setas indicando os aglomerados de nanoparticula na superficie celular.
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A carga positiva apresentada pelas nanoparticulas funcionalizadas,
evidenciada pelos resultados obtidos nas analises de potencial zeta, permitiram
também a adsorcao das nanoestruturas a membrana das células (qQue possui carga
negativa) como bem observado nas imagens obtidas por microscopia 6ptica (Figuras
21 e 22). Adicionalmente, os resultados obtidos por FT-IR, indicam a presenca das
ligacBes quimicas entre os grupos funcionais e evidenciam a interacdo entre as
estruturas. Essa interacdo das nanoparticulas com as células apresentou forca
suficiente para manter as nanoparticulas adsorvidas na membrana, mesmo apos o

processo de tripsinizacao das células.

Conforme proposto, para iniciar a construcdo dos esferoides foi avaliada a
guantidade de células inicial ideal para o cultivo. Na Figura 23 € possivel visualizar a
formacdo dos esferoides por meio da resposta das nanoparticulas ao campo
magnético. Devido a presenc¢a das nanoparticulas aderidas & membrana das células,

guando submetidas a um campo magnético as células sdo coordenadas a crescer
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mais proximas até a formacgao da matriz extracelular que mantem a estrutura coesa
mesmo na auséncia do ima. O tempo necessario para producdo adequada de matriz
extracelular varia para cada linhagem celular.

Desta forma foi avaliado também quantos dias seriam necessarios para que a
estrutura permanece coesa na auséncia do ima. Conforme observado na Figura 23 as
células no primeiro dia de cultivo apenas apresentam um aglomerado devido
interferéncia do ima, para todas as densidades analisadas. No segundo dia de cultivo
as células se concentram mais ao centro, mas ainda aparentam afrouxamento da
estrutura. Em virtude de testar o comportamento do esferoide, entre o segundo e o
terceiro dia o ima foi retirado e pode-se observar que devido a baixa quantidade de
matriz extracelular a estrutura ndo permanece coesa ha auséncia do ima. Desta forma
os esferoides foram mantidos em cultura pelo menos trés dias antes da retirada do
ima e para conducao dos ensaios.

Quanto a quantidade de células testada, conforme apresentado nas imagens
da Figura 23, todas as densidades celulares permitiram a formacéo de esferoides.
Contudo, ap0s a obtencéo desse resultado, foi estabelecido que a quantidade de
células inicial ideal € de 5000 células por poco, devido ao tamanho relativo dos pocos
das placas de 96 pocos e do consequente crescimento do esferoide. Considerando
gue cada esferoide € inicialmente constituido de 5 mil células, baseado no ensaio de
guantificacdo de ferro (Tabela 4) pode-se mensurar que cada esferoide € construido

com aproximadamente 6 x 10*M de Fe.
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Figura 23 - Fotomicrografias dos esferoides cultivados em diferentes densidades celulares por 3 dias.
Imagens obtidas por microscopia éptica em objetiva de 10x.
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As areas em micrometros quadrados (um?) dos esferoides também foram
analisadas (Figura 24) com base nas imagens apresentadas na Figura 23. Para o0s
esferoides construidos inicialmente com 1000, 5000 e 10000 células houve um
aumento da area dos esferoides entre o primeiro e o segundo dia de cultivo, relativo
a organizacao inicial das células. J&a para o esferoide construido com 30000 células
houve uma diminuigdo da éarea, indicando alta contragdo da estrutura, porém com
possivel perda inicial de células, uma vez que a quantidade de células inicial é alta.
Entre o segundo e o terceiro dia de cultivo pode-se observar variacdes nas areas,
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essas variagcdes podem ser consideradas devido a retirada do im&, com isso, as
células, que ainda ndo estdo sob uma estrutura coesa devido a matriz extracelular
insuficiente tentem a dispersar, proporcionando aumento da area do esferoide e/ou a
estrutura perde a conformacdo pelo desprendimento de células, proporcionando
diminuic@o da area do esferoide.

Para o cultivo com 20000 células ndo houve alteracdes consideraveis na area
do esferoide, porém na Figura 23 é possivel observar alteracées na conformacéo do
esferoide apds retirada do ima.

Figura 24 - Area dos esferoides (um?) cultivados por 3 dias para cada densidade celular
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Na figura 25 sdo apresentados esferoides de aproximadamente 500 um no 8°
dia de cultivo, apresentando células viaveis em verde, devido coloracdo com laranja
de acridina ou nacleos em azul (Hoechst 33342), e células necroticas em vermelho,
devido coloracdo com brometo de etidio (Figuras 25A e 25B) ou iodeto de propidio
(Figuras 25C e 25D).
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Figura 25 - Fotomicrografia obtida por microscopia de fluorescéncia widefield (Nikon Ts100, A e C; In
Cell Analyzer, 2000, GE Lifesciences, B); ImageXpressMicro Confocal High-Content Screening,
Molecular Devices, D de esferoides corados com laranja de acridina (verde) ou Hoechst 33342 (azul)
indicando células viaveis ou DNA nuclear e com brometo de etidio (C) ou iodeto de propidio (D)
(vermelho) indicando células necréticas Barra: 200 um

Pela coloracdo dos esferoides com laranja de acridina, Hoechst, brometo de
etidio ou iodeto de propidio foi possivel determinar a localiza¢do das células viaveis e
das células em necrose ou apoptose tardia no esferoide. O uso desses reagentes
permitiu essa distincdo devido a permeabilidade dos corantes. O Hoechst quando
associado ao DNA do nucleo das células emite fluorescéncia azul. O laranja de
acridina, quando intercalado ao DNA, resulta na emissédo da fluorescéncia verde e
vermelho-alaranjado quando intercalado ao RNA de células vivas e mortas, enquanto

o brometo de etidio e o iodeto de propidio penetram em células cuja membrana foi
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comprometida, emitindo fluorescéncia vermelho alaranjada ao intercalar ao DNA.
Sendo assim, células vivas apresentam coloracdo verde, enquanto que células em
apoptose tardia ou necréticas apresentam coloracado vermelho alaranjada devido a
perda da integridade da membrana. Apesar do laranja de acridina resultar na
coloracdo vermelho alaranjada quando intercalado ao RNA de todas as células,
guando na presenca de células em processo tardio de morte a coloragdo do brometo
de etidio se sobrepde (KOSMIDER et al, 2004; TAKAHASHI et al, 2004). Desta forma
€ possivel observar no esferoide células necréticas ao centro e células viaveis na
superficie, conforme esperado para uma estrutura tumoral, em que o gradiente de
gases e nutrientes é comprometida no centro da estrutura. Este estudo pode mostrar
gue a observacéo dos esferoides por microscopia de fluorescéncia convencional é
adequada para a analise da viabilidade de suas camadas celulares, ndo sendo
necessaria a utilizacao de sistemas de alta demanda para a aquisi¢cdo das imagens.
Na Figura 26 sédo apresentadas fotomicrografias dos esferoides a partir do
segundo dia até o décimo dia de cultivo. Comparando as imagens obtidas nas figuras
23 e 26 é possivel observar uma contracdo da estrutura do esferoide conforme a

proliferacao celular e o desenvolvimento do microtecido.

Figura 26 - Fotomicrografias obtidas por microscopia de fluorescéncia do desenvolvimento diario dos
esferoides entre os dias 2 e 10 de cultivo. Os esferoides foram corados com IP (em vermelho)
corando células necréticas e Hoechst 33342 (em azul) corando células viaveis e nao viaveis. Barra:
200um.
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O PSMA 11 e 0 PSMA 617 séo substancias sintetizadas geralmente associadas

com outros elementos para testes de diagnostico e terapia, os testes de viabilidade



73

celular dessas substancias (Figura 27) demonstraram que em diferentes molaridades
testadas ndo sdo téxicas, uma vez que apenas o controle positivo (CP) apresentou
diferenca estatistica significativa com relacdo ao controle de células (CC). Outro
estudo (CARVALHO & VIEIRA, 2020) realizado pelo grupo n&do encontrou
citotoxicidade apreciavel, mas certo grau de genotoxicidade em algumas
concentracfes ndo-praticaveis. Os resultados corroboram a no¢do de baixa/nenhuma
toxicidade in vitro dos peptideos testados, mesmo em molaridades excessivas.

Figura 27 - Graficos do ensaio de viabilidade celular de esferoides de LNCaP expostos a diferentes
guantidades de PSMA 11 e PSMA 617. Controle de Células (CC); Controle Negativo (CN); Controle
Positivo (CP). (****) p < 0,0001
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Com o objetivo de utilizar os esferoides para testes de seguranca de drogas,
foram testados como candidatos a controle positivo o0 SDS, um detergente carregado

negativamente que causa morte celular pela desnaturacdo das proteinas, e o DMSO,
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um solvente organico de alta penetrabilidade com afinidade por hidrogénio e que em
concentragfes mais altas causam desidratacao celular (PICOLI et al, 2015; ALBERTS
et al, 2010). Os gréficos obtidos da avaliacao da viabilidade celular com SDS e DMSO
(Figura 28) mostraram a quantidade / volume ideal de cada solucéo para sua utilizacao
como controle positivo em um ensaio de toxicidade. Todos as diluicbes testadas
apresentaram diferenca estatistica com relacdo ao controle de células, sendo que o
SDS apresentou maior resposta citotoxica nos esferoides quando comparado ao
DMSO. Devido a facilidade de manipulagéo e a possibilidade da obtencdo de uma
curva para a viabilidade celular, entende-se que o DMSO é mais adequado para

utilizacdo como controle positivo em relagcéo ao SDS, para células cultivadas em 3D.

Figura 28 - Gréficos obtidos da avaliacdo do SDS e do DMSO como possiveis candidatos a controle
positivo de toxicidade em esferoides de LNCaP. (*): p< 0,05; (**): p< 0,01; (***) p< 0,001; (****) p <

0,0001.
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A ciclofosfamida foi testada quanto aos efeitos citotdxicos sobre células
cultivadas em monocamada e sobre esferoides. No teste de viabilidade conduzido em
esferoides com MTS/PMS o grafico com as molaridades testadas de ciclofosfamida
(Figura 29) mostrou que para molaridades acima de 26,8 uM hé diferenca estatistica

significativa na porcentagem de viabilidade celular em relacdo ao controle de células.
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Figura 29 - Gréfico obtido da avaliag&o do efeito citotoxico da ciclofosfamida nos esferoides de
LNCaP. VC: Viabilidade Celular. (***) p< 0,001; (****) p < 0,0001.
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Em testes em animais € usual a utilizacdo da DLso (dose letal para 50% da
populacdo) para determinar o nivel de toxicidade de um composto. Em testes de
citotoxicidade ja conduzidos com diversas substancias € possivel correlacionar os
resultados preexistentes com a ICso (concentragao inibitéria que afeta 50% das
células), o que torna o teste de citotoxicidade valido para avaliagcdo in vitro da
toxicidade de compostos (NATIONAL INSTITUTE OF ENVIRONMENTAL HEALTH
SCIENCES, 2001).

Na Figura 30 é apresentada a ICso para Ciclofosfamida conduzida com o
reagente MTS/PMS em esferoides. Foi determinada que a molaridade relativa a
concentracdo inibitéria de 50% € de 30,48 = 1,02 uM para este farmaco.
Comparativamente a esse teste, o teste de viabilidade celular conduzido com o
reagente CellTiter Glo 3D nas mesmas condi¢cdes e molaridades testadas para
determinacdo da ICso mostrou que o resultado € reprodutivel independente do
reagente utilizado, com valor de ICsg calculado em 29,81 + 0,56 uM, ndo sendo
estatisticamente diferentes (p = 0,2818). Portanto, baseado na sensibilidade e na
capacidade de aferir a citotoxicidade de uma droga padrao, foi possivel concluir que
ambos os reagentes apresentam eficiéncias similares, sendo adequados aos estudos

de citotoxicidade em esferoides (Figura 31).
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Figura 30 - Grafico apresentando curva de toxicidade da Ciclofosfamida em cultivo tridimensional de
LNCaP com reagente MTS/PMS (Valor de ICso indicado).
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Figura 31 - Grafico apresentando curva de toxicidade da Ciclofosfamida em esferoides de LNCaP,
aferida por CellTiter Glo 3D (verde) ou MTS (laranja).
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Em virtude de comparar os resultados da viabilidade celular da ciclofosfamida

testada em células cultivadas em 2D e 3D. O teste foi conduzido nas duas condi¢des
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com o reagente MTS/PMS. Nas duas configuracbes, os valores de ICso foram
estatisticamente semelhantes (p = 0,1482): 29,15 + 1,42 uM para cultivos 2D e 30,46
+ 1,24 pM para 3D (Figura 32).

Figura 32 - Gréfico apresentando ICso do teste de viabilidade com Ciclofosfamida conduzido com
MTS/PMS em células cultivadas em 2D e em 3D.
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Além das andlises de toxicidade in vitro os esferoides foram submetidos a
avaliacbes estruturais, ap0s exposicdo a substancias de toxicidade conhecida. Os
cortes histologicos dos esferoides apresentados na Figura 33 mostraram para o
controle de células (CC) e para o controle negativo (NaCl) uma morfologia com
densidade celular e matricial razoaveis, com esparsos pontos vazios e que podem ser
atribuidos a fragilidade do material, que é muito mais friavel e instavel comparado ao
tecido in vivo. Nestas amostras, as células apresentam um formato homogéneo,
fusiforme, com citoplasma levemente alargado na regido dos nucleos, 0s quais se
localizam na por¢ao central. A coloracdo por hematoxilina-eosina mostra um tecido
levemente basdfilo, com adensamento nos nicleos. Algumas regides apresentaram-
se relativamente espessas devido a dificuldade de corte do material, descrito acima
como fragil. Ha dispersédo de nanoparticulas ao longo dos campos observados, mais

evidente nas amostras de controles expostos ao NaCl.



78

A exposicao ao DMSO e a ciclofosfamida claramente reduziu a densidade do
tecido, levando ao aumento de espagos vazios aparentes a ao afrouxamento do tecido
no plano de corte. Ainda fusiformes, as células nestas amostras apresentaram-se
menos alargadas, com extremidades finas, e citoplasma com coloragdo levemente
acidificada. O DMSO induziu tal afrouxamento de maneira homogénea nos cortes
observados. Sendo um solvente organico, € esperada sua difusédo por todo (ou quase
todo) o tecido, do exterior ao interior, e € possivel supor sua distribuicdo homogénea
pelo esferoide apds aproximadamente 24 horas de incubacéo, levando a producao
deste efeito em todo o corte.

A ciclofosfamida € um agente cujo metabdlito principal (fosforamida mostarda)
produz crosslinks entre guaninas de fitas adjacentes, tornando o DNA ilegivel (EMADI
et al, 2009). Sua distribuicdo através das camadas celulares ocorre por difusao
simples dada a sua hidrofilicidade, e sua degradacéo intracelular decorre na presenca
e atividade da enzima aldeido desidrogenase (KANAKRY, 2013). Tais fatores
contribuem para que a droga e consequentemente seus efeitos estejam distribuidos
de forma a serem mais evidentes na periferia do esferoide. A figura correspondente
mostra certo adensamento celular na area central do corte, 0 que sugere este efeito.
No mais, as caracteristicas de rarefacéo tecidual encontradas também na amostra

tratada com DMSO sao observadas nas bordas do corte.
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Figura 33 - Fotomicrografias dos cortes histologicos dos esferoides sem tratamento (CC) e tratados
com NaCl, DMSO e ciclofosfamida. A = 10x, B = 20x e C = 40x.
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6 CONCLUSAO

A partir do trabalho realizado foi possivel padronizar a sintese de
nanoparticulas de 6xido de ferro de forma eficaz e a baixo custo. A sintese utiliza
reagentes de facil acesso e de baixo custo, além do processo de obtencdo das
nanoparticulas por co-precipitacdo ser rapido, eficaz, reprodutivel, com alto
rendimento, permitindo a construcdo de esferoides com minima quantidade de
nanoparticulas e com a funcionalidade maior ou equivalente ao material ja disponivel
no mercado. Com os resultados obtidos conclui-se que as nanoparticulas de éxido
de ferro sintetizadas permitem a constru¢do de uma microestrutura tumoral como
proposto. Pode-se considerar para etapas futuras, realizar novos testes mais
aprofundados visando a correlacdo das nanoparticulas sintetizadas com as
nanoparticulas disponiveis no mercado, a fim de validar a técnica e o produto
apresentados.

Os esferoides produzidos durante o estudo mostraram-se estaveis, o que
significa que apresentam coesdo suficiente e camadas externas de células viaveis,
por pelo menos 10 dias apods o inicio das culturas, possibilitando testes a partir do
guarto dia apds o inicio. A existéncia de volumes centrais marcados por brometo de
etidio ou iodeto de propidio, denotando morte celular, pode ser aproveitada em
estudos futuros como emulacgéo de internalidades hipdéxicas e necroticas, proprias de
tumores solidos (CUI, 2006; BREDHOLT et al, 2015).

Os modelos de microtumores obtidos por esta técnica mostraram-se de facil
manipulacéo, e permitiram sua utilizacdo em testes de toxicidade por luminescéncia
ou por colorimetria (absorvancia), ndo tendo sido detectada diferenca significativa de
performance entre quantificacdo das viabilidades pelas duas técnicas. Os presentes
dados permitem sugerir as duas técnicas como igualmente eficientes.

Os esferoides também puderam ser submetidos a analises morfoldgicas de
camadas de células viaveis por microscopia Optica de fluorescéncia, e andlise
histol6gica de cortes do material fixado. Para microscopia de fluorescéncia, nao foi
verificada a necessidade do uso de equipamentos HCS/HCA/HT (High Content
Screening / High Content Analysis / High Throughput), e a visualizacdo por
microscopia de fluorescéncia invertida convencional mostrou-se totalmente suficiente
para as andlises. A microscopia Optica dos cortes corados por HE também foi

satisfatoria, tendo fornecido uma boa quantidade de informacdes sobre a morfologia
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do tecido. Assim, mostraram-se adequados para estudos de fisiologia tumoral, os
quais podem incluir também experimentos de imunofluorescéncia. Foi possivel
encontrar em todos os experimentos as diferencas morfologicas e fisiolégicas de
toxicidade causadas pelos candidatos a controles positivos, atestando sua adequacgéao
ao uso com tal propdsito.

O produto final deste trabalho a partir dos dados apresentados pode, portanto,
ser utilizado em testes posteriores de eficacia de farmacos que visem tratar os tumores
prostaticos humanos. Ademais, o modelo de esferoides proposto construido a partir
das nanoparticulas de 6xido de ferro sintetizadas é estavel e permite a obtencéo de
resultados reprodutiveis, essa caracteristica faz do modelo uma boa ferramenta para
construcao de microtecidos com outras linhagens celulares, sendo um bom candidato
a sistema teste para testes de seguranca de farmacos ou outros produtos que

requeiram essa avaliacao.
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