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Sistema de liberagdo de farmaco desenvolvido em matriz de nanocelulose
bacteriana para o tratamento da recidiva de cancer de mama
RESUMO

Esta tese relata o desenvolvimento de um sistema de liberacdo de
farmaco (DDS), a doxorrubicina (Dox), composto de microparticulas
hibridas de carbonato de célcio e carragenina (CaCOs/A-Car), sintetizadas
em matriz de nanocelulose bacteriana (BNC), aqui denominado CarDS. A
caracterizacdo do CarDS revelou uma distribuicdo uniforme das
microparticulas hibridas de CaCOs/A-Car entre as fibras de BNC,
proporcionando alta incorporacdo de Dox (80%) e perfis de liberagcdo
modulados pela concentragdo de Dox incorporada, assim como pela
variacdo do pH local. A razdo entre as microparticulas e as fibras de BNC
permanece a mesma, quando aumentadas as dimensdes do sistema. A
presenca das microparticulas diminuiu a area superficial, a capacidade de
absorcdo de dgua, a taxa de reidratacdo e altera as propriedades
mecanicas. O CarDS ¢é atéxico a células de fibroblastos da linhagem L929.
As células de fibroblastos sdo capazes de aderir, proliferar e interagir com
biomaterial (CarDS). Os indices hemoliticos permanecem dentro da
normalidade, evidenciando a ndo citotoxicidade e hemocompatibilidade
do CarDS. A bioequivaléncia da Dox liberada pelo sistema (DoxDS) em
comparagdo com Dox em solugdo (DoxSol) na toxicidade de células de
cancer de mama evidenciaram a atividade do farmaco pela diminuicdo da
atividade metabdlica e indices proliferativos, causando alteracdes
caracteristicas na morfologia, ciclo celular e morte celular por
apoptose/necrose durante o tratamento com DoxDS quando cultivadas
in vitro. Por fim, os resultados aqui relatados comprovam que o CarDS
desenvolvido poderia ser uma alternativa para auxiliar na terapia
adjuvante da recidiva do cancer de mama e, como consequéncia, na
reducdo dos efeitos colaterais ocasionados pelo farmaco em nivel
sistémico.

Palavras-chave: Sistema de liberagdo de farmacos, nanocelulose
bacteriana, microparticulas de CaCOs, citotoxicidade,
hemocompatibilidade, doxorrubicina, cancer de mama.
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Drug delivery system developed in bacterial nanocelulose matrix for
recurrence treatment of breast cancer
ABSTRACT

This thesis reports the development of a drug (doxorubicin) delivery
system (DDS) with hybrid microparticles of calcium carbonate and
carrageenin (CaCOs/A-Car), synthesized in bacterial nanocellulose matrix
(BNC), here called CarDS. Characterization of CarDS revealed a uniform
distribution of the CaCOs/A-Car hybrid microparticles between the BNC
fibers, providing a high Dox incorporation (80%) and release profiles
modulated by the incorporated Dox concentration, as well as by the
variation of the local pH. The ratio of the microparticles to the BNC fibers
remains the same when the system dimensions are increased. Presence
of the microparticles decreased the surface area, its water absorption
capacity and rehydration rate, that the presence of the microparticles
altered its mechanical properties, making the biomaterial more malleable
and easy to apply. CarDS is non-toxic to fibroblast cells of the L929
lineage. Fibloblast cells are able to adhere, proliferate and interact with
the biomaterial (CarDS). Hemolytic indices remained within the normal
values, showing its non cytotoxicity and hemocompatibility of CarDS. The
bioequivalence of Dox released by the system (DoxDS) compared to Dox
in solution (DoxSol) in the toxicity of breast cancer cells showed the
activity of the drug by the decrease of the metabolic activity and
proliferative indices, causing characteristic alterations in the morphology,
cell cycle, and cell death by apoptosis/necrosis during the treatment with
DoxDS when cultured in vitro. Finally, the results reported suggest that
the developed CarDS could be used as an aid in the adjuvant therapy of
recurrent breast cancer and consequently reduce the side effects caused
by the drug at systemic level, and therefore be suitable for breast cancer
therapies.

Keywords: drug delivery system, biomaterial, bacterial nanocellulose,
CaCOs microparticles, cytotoxicity, hemocompatibility, doxorubicin,
breast cancer.

Karina Cesca Tese de Doutorado






LISTAS DE FIGURAS

FIGURA 1 — MORTES POR CANCER DE MAMA NO MUNDO PARA O ANO DE 2013. ......... 36
FIGURA 2 — NUMERO DE MORTES POR CANCER DE MAMA NO BRASIL. ....cuvvueeeerrrennnnn. 36

FIGURA 3 — DESENVOLVIMENTO DO CANCER A PARTIR DO CRESCIMENTO DESCONTROLADO
DAS CELULAS NORMAIS IN SITU ATE O RECRUTAMENTO DE NOVOS VASOS SANGUINEOS
PARA A MANUTENGAO DOS NUTRIENTES (ANGIOGENESE) E POSTERIOR METASTASE

DAS CELULAS TUMORAIS PARA OUTRAS PARTES DO CORPO. ..eevverevrerrererunennens 46
FIGURA 4 — COMPOSICAO DA MAMA FEMININA. ..eevvveuiereeererrnnneseeeeerrennnnseseessesnnnns 47
FIGURA 5 — PRINCIPAIS PONTOS DE DESENVOLVIMENTO DO CANCER DE MAMA. ........... 47
FIGURA 6 — ESTRUTURA QUIMICA DA DOXORRUBICINA (DOX)....vvveeeeereeeeerreeeeenveeeenns 50

FIGURA 7 — REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DAS DOSES TERAPEUTICAS, FARMACO LIVRE E
LIBERAGAO CONTROLADA. ...vvvveverererereresesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnnnns 52

FIGURA 8 — MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA. MICROGRAFIAS DE AMBOS 0S
LADOS DA BNC (A) LADO POROSO COM APLIAGAO DE 10000 %, (B) LADO DENSO
COM AMPLIACAO DE 10000 x, (C) LADO POOSO COM AMPLIAGAO DE 1000 x E (D)
LADO DENSO COM AMPLIACAO DE 1000 X. ..cuvvvevrreeerereirreeereeeseeeeneresneeeenenens 55

FIGURA 9 — FLUXOGRAMA DESCRITIVO DAS ETAPAS RELACIONADAS AO DESENVOLVIMENTO
E CARACTERIZAGAO DO CARDS. ...ttt et e e e e e e rerane e e eeees 67

FIGURA 10 — ILUSTRACAO DO PROCEDIMENTO DE REATIVAGAO DA BACTERIA G. HANSENII
ARMAZENADA EM GLICEROL A -80 °C EM MEIO DE CULTIVO E PLAQUEAMENTO EM

FIGURA 11 — ILUSTRAGAO DO PROCEDIMENTO DE REATIVAGAO DAS COLONIAS DE G.
HANSENII  EM MEIO DE CULTIVO E PRODUGAO DA MATRIZ DE NANOCELULOSE
BACTERIANA (BNC). woiiiiieeiieciee ettt ettt et et 69

FIGURA 12 — ILUSTRAGAO DO PROCEDIMENTO DE LIMPEZA E PURIFICAGCAO DAS MATRIZES DE
BNC PRODUZIDAS PELA BACTERIA G. HANSENII EM MEIO DE CULTURA MANITOL. .70

FIGURA 13 — ILUSTRACAO DO SISTEMA DE LIBERACAO DE FARMACO CARDS com
AMPLIACAO DAS MICROPARTICULAS DE CARBONATO DE CALCIO SINTETIZADAS ENTRE
AS FIBRAS DA BINC. .. eieiiiiiiieie ettt ee e ee it e e e s e e s e e s s everee e e e e s eennns 76

FIGURA 14 — MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA. MICROGRAFIAS (A) DAS
MICROPARTICULAS DE CACO3/A-CAR; (B) DA MATRIZ DE BNC E (C E D) bo CARDS
EM AMBOS 0S LADOS DA BNC, POROSO (C) E DENSO (D). .veeeveeeereereeeveeennen. 77

Karina Cesca Tese de Doutorado



FIGURA 15 — MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA. MICROGRAFIAS DO CORTE
TRANSVERSAL DO CARDS. (A) AMPLIAGAO DE 250x% E (B) AMPLIAGAO DE 4000x.

FIGURA 16 — MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA. MICROGRAFIAS DO CARDS
CONTENDO Dox (A) AMPLIAGAO DE 1000x E (B) AMPLIACAO DE 5000x. ......... 78

FIGURA 17 — MICROSCOPIA CONFOCAL DE VARREDURA A LASER. AUTOFLUORESCENCIA DA
Dox NAS AMOSTRAS DE (A) BNC, (B) BNC/A-CAR, (C) BNC/CACOs E (D) CARDS.

............................................................................................................ 79
FIGURA 18 — VARREDURA DO COMPRIMENTO DE ONDA POR (MCVL) DA DOX PRESENTE NA
BNC, CACO3/A-CAR, BNC/CACO3 E CARDS.......oeeeveeinreeereeireeereesveeeneens 80
FIGURA 19 — ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DA BNC, CARDS.......coevevevviiiieeeeeeeeen, 81
FIGURA 20 — CURVAS TGA (A) E DTG (B) PARABNCE CARDS. .....oeeeeeviveeeiieeeneee. 82

FIGURA 21 — CINETICA DE INCORPORACAO DE Dox (600 uM) No CARDS A 25°C E
AGITAGAO DE 80 RPM. VALORES REPRESENTAM A MEDIA + ERRO PADRAO DA MEDIA
DE DOIS EXPERIMENTOS EM DUPLICATA. * REPRESENTA DIFERENGA SIGNIFICATIVA (P
< 0,05) DA INCORPORAGAO DE DOX (1M) EM RELAGAO AO TEMPO ANTERIOR.....83

FIGURA 22 — INCORPORACAO DA Dox EM BNC, BNC/A-CAR, BNC/CACOs E CARDS.
PORCENTAGEM DE INCORPORACAO APOS 20 HORAS SUBMERSAS EM UMA SOLUCAO
DE Dox (775,9 uM), 25 °C E AGITACAO DE 80 RPM. VALORES REPRESENTAM A
MEDIA + ERRO PADRAO DA MEDIA DE DOIS EXPERIMENTOS EM QUADRIPLICATA. ...84

FIGURA 23 — INCORPORAGAO DE DOX NO CARDS APOS 20 HORAS DE CONTATO cOM Dox
(258,6, 517,3, 775,9, 1293,1, 2586,3 uM) A 25 °C E SOB AGITAGAO DE 80
RPM. VALORES REPRESENTAM A MEDIA * ERRO PADRAO DA MEDIA DE DOIS
EXPERIMENTOS EM QUADRIPLICATA. ..uiieeertieuieeeeeeeeernaneeeeeeennnnnneeeesesennnnnnns 86

FIGURA 24 — CINETICA DE LIBERACAO DA DOX A PARTIR DOXDS CONTENDO DIFERENTES
CONCENTRACOES EM PBS (PH = 7,4), 37 ° C DURANTE 7 DIAS. VALORES
REPRESENTAM A MEDIA = ERRO PADRAO DA MEDIA DE DOIS EXPERIMENTOS EM
DUPLICATA. 1ttt tttieieteeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeseeeeeeeeseeeeseseen 87

FIGURA 25 — RELACAO ENTRE A DOX INCORPORADA AO CARDS E LIBERACAO DA DOX (%)
A PARTIR DO DoOXDS eEm PBS (PH 7,4), 37 °C DURANTE 7 DIAS DE INCUBAGAO.
VALORES REPRESENTAM A MEDIA £ ERRO PADRAO DA MEDIA DE DOIS EXPERIMENTOS
EM DUPLICATA. ¢ it eeettttuieeeeeeeteteuaaaeeeeeeaassannaeeeeesaessnnnaseeeesensnnnaeeeeeennnnnnnns 88

Tese de Doutorado Karina Cesca



FIGURA 26 — CINETICA DE LIBERACAO DO DOXDS Em PBS Em PHs (A) PH 5,8, (®) PH
6,6 £ (W) PH 7,4. DoXDS (620,72 uM) FOI EXPOSTA DURANTE 28 DIAS A 37 °C.
VALORES REPRESENTAM A MEDIA + ERRO PADRAO DA MEDIA DE TRES EXPERIMENTOS
EM TRIPLICATA. .utteuteesuteesreesureesseesuteesseesaseesseesasaesnseessessnseessesssseessnens 89

FIGURA 27 — FLUXOGRAMA DESCRITIVO DAS ETAPAS RELACIONADAS A PRODUCAO,
CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA E ESTUDOS BIOLOGICOS IN VITRO DO CARDS. 100

FIGURA 28 — ILUSTRACAO ESQUEMATICA DA AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE IN VITRO
ENVOLVENDO MEMBRANAS DE BNC E DO SISTEMA DE LIBERAGAO CARDS EM
FIBROBLASTOS (L929) PARA OS TEMPOS DE CULTURA DE 1, 3, 5 E 7 DIAS. ........ 105

FIGURA 29 — ILUSTRAGAO ESQUEMATICA DA AVALIACAO DA INTERAGAO CELULA-
BIOMATERIAL (BNC E CARDS) IN VITRO PARA OS TEMPOS DE CULTURA DE 1, 3 E 7
DIAS. ¢utteuteenterueesneesseesseeseantesueesseense e teenteenteeaeesaeesreeteenteenteeaeenteenteenrenn 107

FIGURA 30— EFEITO DO DIAMETRO DA MATRIZ DE BNC NA MASSA SECA DA MATRIZ DE BNC
£ DO CARDS. VALORES REPRESENTAM A MEDIA £ ERRO PADRAO DA MEDIA, PARA TRES
EXPERIMENTOS EM QUADRIPLICATA. «.ctttueiettieeeeiieeertieeesanesessseeessnneasnsnnaans 112

FIGURA 31 — MORFOLOGIA DE BNC (A) E DO CARDS (B) HIDRATADAS. .....ccceuvvnnn. 113

FIGURA 32 — CINETICA DE ABSORGAO DE AGUA PARA BNC E PARA O CARDS. Os
RESULTADOS FORAM EXPRESSOS COMO A MEDIA * ERRO PADRAO DA MEDIA DE DOIS
ENSAIOS INDEPENDENTES EM TRIPLICATA. * INDICA A DIFERENGA SIGNIFICATIVA (P <
0,05) DA ABSORGAO DE AGUA DO CARDS EM RELAGAO A BNC. ......ceevvveenneenn. 115

FIGURA 33 — PROPRIEDADES MECANICAS. (A) CURVAS TIPICAS DE TENSAO-DEFORMAGAO;
(B) DEFORMACAO MAXIMA A RUPTURA; (C) TENSAO DE RUPTURA DAS AMOSTRAS
HIDRATADAS DE BNC, BNC/A-CAR, BNC/CACOs E CARDS. CURVAS E VALORES
REPRESENTAM A MEDIA  ERRO PADRAO DA MEDIA EM TRIPLICATA. .....ceeeuvvvnees 116

FIGURA 34 — PROPRIEDADES MECANICAS. (A) CURVAS TIPICAS DE TENSAO-DEFORMACAO;
(B) ALONGAMENTO MAXIMO A RUPTURA; (C) TENSAO MAXIMA A RUPTURA DAS
AMOSTRAS LIOFILIZADAS DE BNC, BNC/CAR, BNC/CACO3 E CARDS. CURVAS E
VALORES REPRESENTAM A MEDIA + ERRO PADRAO DA MEDIA EM TRIPLICATA. ....118

FIGURA 35 — PROPRIEDADES MECANICAS. CURVAS TIiPICAS DE TENSAO-DEFORMAGAO
HIDRATADAS E LIOFILIZADAS PARA (A) BNC, (B) BNC/CAR, (C) BNC/CACOs E (D)
CARDS. CURVAS E VALORES REPRESENTAM A MEDIA £ ERRO PADRAO DA MEDIA EM
TRIPLICATA. cittttttettteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeererereeeeeteeeeeeeteresesesereseseeesesesens 119

FIGURA 36 — ATIVIDADE METABOLICA. INFLUENCIA DO CARDS NA ATIVIDADE METABOLICA
DE FIBROBLASTOS L929 POR CONTATO INDIRETO, ANALISADOS POR MTS APOS 1, 3,

Karina Cesca Tese de Doutorado



5 E 7 DIAS DE INCUBAGCAO A 37 °C. OS DADOS REPRESENTAM A MEDIA + ERRO
PADRAO DA MEDIA, PARA TRES EXPERIMENTOS INDEPENDENTES EM QUADRIPLICATA.
* DIFERENCA SIGNIFICATIVA (P £ 0,05) EM RELACAO AO CONTROLE. .....c.uvueee.. 121

FIGURA 37 — PROLIFERAGAO CELULAR. INFLUENCIA DO CARDS NA PROLIFERAGAO DE
FIBROBLASTOS (L929). OS DADOS REPRESENTAM A MEDIA * ERRO PADRAO DA MEDIA
PARA TRES EXPERIMENTOS INDEPENDENTES, REALIZADOS EM QUADRIPLICATA. *
DIFERENGA SIGNIFICATIVA (P £ 0,05) EM RELACAO AO CONTROLE. ......cccuuee... 122

FIGURA 38 — ATIVIDADE MATEBOLICA. INFLUENCIA DO CARDS NA ATIVIDADE METABOLICA
DE FIBROBLASTOS L929 POR CONTATO DIRETO, ANALISADOS POR MTS APOS 1, 3, 5
E 7 DIAS DE INCUBAGAO A 37 °C. OS DADOS REPRESENTAM A MEDIA * ERRO PADRAO
DA MEDIA DE DOIS EXPERIMENTOS INDEPENDENTES EM QUADRIPLICATA. * DIFERENCA
SIGNIFICATIVA (P £ 0,05) EM RELACAO AO CONTROLE. .vveeeuveerereesnreesareennneenns 123

FIGURA 39 — MORFOLOGIA DE FIBROBLASTOS L929 CULTIVADOS SOBRE BNC E CARDS (A)
BNC (1 pia), (B) BNC (3 pIAs), (C) BNC (7 pias), (D) CARDS (1piA), (E) CARDS
(3 piAs), (E) CARDS (7 DIAS). FORAM OBTIDAS IMAGENS EM TRES CAMPOS
DISTINTOS DE CADA AMPLIAGAO EM DUPLICATA BIOLOGICA. .cuvveeererreeeareeenns 126

FIGURA 40 — MORFOLOGIA DE FIBROBLASTOS L929 CULTIVADOS SOBRE (A) BNC E (B)
CARDS POR 7 DIAS DE CULTURA IN VITRO. IMAGENS OBTIDAS NA OBJETIVA DE 100 x.

FIGURA 41 — MORFOLOGIA DOS FIBROBLASTOS CULTIVADOS SOBRE O CARDS APOS 7 DIAS
DE CULTIVO. IMAGENS OBTIDAS NAS AMPLIAGOES DE 20x (A, B, C) E 100x (D, E, F).

FIGURA 42 — EFEITO DA BNC E DO CARDS NA HEMOLISE (%). FORAM UTILIZADOS COMO
CONTROLE POSITIVO AGUA E NEGATIVO PBS. OS DADOS REPRESENTAM A MEDIA *
ERRO PADRAO DA MEDIA DO ENSAIO EM TRIPLICATA...evvveererrrereeeereeeeeeeeereeeenes 130

FIGURA 43 — EFEITO DA BNC E CARDS NA PORCENTAGEM DE COAGULAGAO DINAMICA DO
SANGUE, CALCULADO EM RELACAO AO CONTROLE POSITIVO (AGUA) E CONTROLE
NEGATIVO, CARDS SEM ADIGAO DE COAGULANTE. OS DADOS REPRESENTAM A MEDIA
+ ERRO PADRAO DA MEDIA DO ENSAIO EM TRIPLICATA. ..uuuuennnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnns 131

FIGURA 44 — FLUXOGRAMA DESCRITIVO DAS ETAPAS RELACIONADAS AO DESENVOLVIMENTO
E A TOXICIDADE DO SISTEMA DOXDS EM DIFERENTES LINHAGENS DE CELULAS DE
CANCER DE MAMA. ... eeeeevttieeeeeeeeeranneeeeesssssanaeseesssssrnnaesessssssnnnneesessssses 142

FIGURA 45 — CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DO SISTEMA DOXDS. A) MICROGRAFIA DAS
MICROPARTICULAS DE CACO3/A-CAR (MEV) E IMAGENS (B, C E D) DE MICROSCOPIA
CONFOCAL A LASER (MICVL) DO DOXDS. ...ovvveirieeeeiereeeieeeesreeeeeeeee e 148

Tese de Doutorado Karina Cesca



FIGURA 46 — ATIVIDADE METABOLICA DAS LINHAGENS CELULARES DE CANCER DE MAMA
471, MCF-7 E MDA-MB-231, APOS TRATAMENTO COM O SISTEMA DOXDS E cOM
DoxSoL (5 uM) POR 24, 48 E 72 HORAS DE CULTIVO. OS DADOS REPRESENTAM A
MEDIA * ERRO PADRAO DA MEDIA DE TRES ENSAIOS INDEPENDENTES REALIZADOS EM
TRIPLICATA. O SIMBOLO * REPRESENTA DIFERENGA SIGNIFICATIVA (P < 0,05) EM
RELACAO A DOXSOL PARA CADA TEMPO ANALISADO PELO TESTE DE TAKEY. ....... 149

FIGURA 47 — EFEITO DA Dox (1,25, 2,5 E 5 uM) LIBERADA PELO SISTEMA DOXDS E
DOXSOL NA ATIVIDADE METABOLICA DAS CELULAS DE CANCER DE MAMA (4T1, MCF-
7 E MDA-MB-231) PARA 8, 16 E 24 HORAS. OS DADOS REPRESENTAM A MEDIA *
ERRO PADRAO DA MEDIA DO ENSAIO EM DUPPLICATA. * = DIFERENGA SIGNIFICATIVA
(P <0,05) EM RELAGAO A DOXSOL PARA CADA CONCENTRAGAO. .....evvveennnenn. 152

FIGURA 48 — EFEITO DA DOX NO CICLO CELULAR DA CELULA DE TUMOR DE MAMA DA
LINHAGEM 4T1 EXPOSTA AO TRATAMENTO comM DoxDS E DoxSoL (5 uM) PELO
PERIODO DE 24 H. OS DADOS REPRESENTAM A MEDIA + ERRO PADRAO DA MEDIA DO
ENSAIO EVI DUPLICATA. 11vtttttuvususeresnsnresesssesssssssssesssssssssssssssssssesessssmmmmmmmme. 155

FIGURA 49 — EFEITO DA DOX NO CICLO CELULAR DA CELULA DE TUMOR DE MAMA DA
LINHAGEM MCF-7 EXPOSTA AO TRATAMENTO COM DoXDS E DoxSoL (5 uM) PELO
PERIODO DE 24 H. OS DADOS REPRESENTAM A MEDIA * ERRO PADRAO DA MEDIA DO
ENSAIO EM DUPLICATA. t1etteeeuerereeeeeeesenrrereeesessssssnnsneesessssssnsssneeessssssssnnnnes 155

FIGURA 50 — EFEITO DA DOX NO CICLO CELULAR DA CELULA DE TUMOR DE MAMA DA
LINHAGEM MDA-MB-231 EXPOSTA AO TRATAMENTO cOM DoxDS E DoxSoL (5
1M ) PELO PERIODO DE 24 H. OS DADOS REPRESENTAM A MEDIA + ERRO PADRAO DA
MEDIA DO ENSAIO EM DUPLICATA. ceeeeeeiitrrrieeeeeeeesintreeeeseeesanssssneesesessnnnnnns 156

FIGURA 51 — IDENTIFICACAO DO MECANISMO DE MORTE DAS CELULAS DE TUMOR DE MAMA
DA LINHAGEM 4T1 TRATADAS COM DOXDS NAS CONCENTRAGCOES DE 1,25,2,5E5
M DURANTE 24 HORAS. ..uevvrereeeeeeesntrereeesessssssnnsneesesssssssssseeessssssssnnnnes 159

FIGURA 52 — IDENTIFICAGAO DO MECANISMO DE MORTE DAS CELULAS DE TUMOR DE MAMA
DA LINHAGEM MCF-7 TRATADAS COM DOXDS NAS CONCENTRACOES DE 1,25, 2,5
E'5 MM DURANTE 24 HORAS. ..vvvvvvvrererererereresssssssessssssssssrsssssssssssssssssssmsnnes 161

FIGURA 53 — IDENTIFICACAO DO MECANISMO DE MORTE DAS CELULAS DE TUMOR DE MAMA
DA LINHAGEM MDA-MB-231 TRATADAS COM DOXDS NAS CONCENTRAGOES DE
1,25, 2,5 E5 M DURANTE 24 HORAS. ..cevvvvuueeereereereriieeeeeeeressnnieeeseessesnnnns 163

FIGURA 54 — MICROGRAFIAS OBTIDAS POR MEV DAS CELULAS DE TUMOR MAMARIO DA
LINHAGEM 4T1. (A) CoONTROLE CARDS, (B) CONTROLE PLACA, TRATADAS COM (C)
DoxDS 1,25 uM, (D) DoxSoL 1,25 uM, (E) DoxDS 5 uM, (F) DoxSoL 5 uM. As

Karina Cesca Tese de Doutorado



IMGENS SAO REPRESENTATIVAS DO ENSAIO REALIZADO EM DUPLICATA COM IMAGENS
OBTIDAS DA AMPLIAGAO DE 300X EM 3 PONTOS DISTINTOS. ...ceevvvvvrnneeereennnnns 166

FIGURA 55 — MICROGRAFIAS OBTIDAS POR MEV DAS CELULAS DE TUMOR MAMARIO DA
LINHAGEM MCF-7. (A) CONTROLE CARDS, (B) CONTROLE PLACA, TRATADAS COM
(C) DoxDS 1,25 uM, (D) DoxSoL 1,25 uM, (E) DoxDS 5 uM, (F) DoxSoL 5 uM.
AS IMAGENS SAO REPRESENTATIVAS DO ENSAIO REALIZADO EM DUPLICATA COM
IMAGENS OBTIDAS DA AMPLIACAO DE 300X EM 3 PONTOS DISTINTOS. ............. 167

FIGURA 56 — MICROGRAFIAS OBTIDAS POR MIEV DAS CELULAS DE TUMOR MAMARIO DA
LINHAGEM MDA-MB-231. (A) CoNTROLE CARDS, (B) CONTROLE PLACA,
TRATADAS coMm (C) DoxDS 1,25 uM, (D) DoxSoL 1,25 uM, (E) DoxDS 5 uM,
(F) DoxSoL 5 uM. As IMAGEM SAO REPRESENTATIVAS DO ENSAIO REALIZADO EM
DUPLICATA COM IMAGENS OBTIDAS DA AMPLIACAO DE 300x EM 3 PONTOS
DISTINTOS  ceeteeeteieieietetereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeseeeeeseeeeeeeeeseesenn 168

Tese de Doutorado Karina Cesca



LISTAS DE TABELAS

TABELA 1 — CLASSIFICAGAO QUANTO AOS ESTAGIOS DE PROGRESSAO DO CANCER DE MAMA
E A DESCRICAO DA SUA LOCALIZACAO SEGUNDO A SOCIEDADE BRASILEIRA DE
YNy ] Xo T RNt 37

TABELA 2 — CLASSIFICACOES DA QUIMIOTERAPIA UTILIZADAS PARA O TRATAMENTO DE
7 YTl = TR 39

TABELA 3 — PORCENTAGEM DE LIBERACAO DE FARMACO A PARTIR DE SISTEMAS DE
LIBERACAO DESENVOLVIDOS COM CARBONATO DE CALCIO COMO UM DOS
COMPONENTES . +1ttuueeeeerererennareeerersnnnseseesssrsnnnesesessssssnneseeeressssnsseseeessssnnnn 53

TABELA 4 — PORCENTAGEM DE LIBERACAO DE FARMACOS A PARTIR DE SISTEMAS DE
LIBERACAO DE FARMACO CONTENDO NANOCELULOSE BACTERIANA COMO UM DE SEUS
COMPONENTES E SEU MODO DE APLICACAO. evvvvuueeeeereeeinnieseeeerennnneneeesereennnns 56

TABELA 5 — POTENCIAL DE APLICACAO DAS MATRIZES DE SISTEMAS DE LIBERACAO DE
FARMACOS COMPOSTOS DE PARTICULAS DE CACOs E MATRIZ DE NANOCELULOSE
BACTERIANA. «..eeeetttuueeeeererernneeeeeeressrnnaaseeeressnnnseseesssssnnnnsesessssssnnneseeerens 57

TABELA 6 — LIBERACAO DE DOX A PARTIR DOS COMPONENTES DO SISTEMA (BNC, BNC/A-
CAR, BNC/CACO;3 E CARDS) EM PBS A 37 °C EM 24 HORAS. * = DIFERENCAS
SIGNIFICATIVAS (P £ 0,05) DAS AMOSTRAS SEM SIMBOLO. .....ccecveeerreerreesineennns 85

TABELA 7 — EFEITO DA VARIACAO DO DIAMETRO (6,4, 15,6, 35, 86 MM) DA MATRIZ DE
BNC NA RAZAO MASSICA DE MICROPARTICULAS DE CACOs/A-CAR:BNC. Os
VALORES REPRESENTAM A MEDIA * ERRO PADRAO DA MEDIA EM QUADRIPLICATA,
PARA TRES ENSAIOS INDEPENDENTES. .....uvvvreereeeeeesiunreeeeeeeeesenrereeeseeesennnnees 111

TABELA 8 — VALORES DE DOXORRUBICINA TEORICA (CALCULADA, EM SOLUGAO),
INCORPORADA APOS 20H, E MEDIDAS APOS LIBERAGAO POR 24 H. .......cc..u.eee.. 151

TABELA 9 — DISTRIBUIGAO DAS CELULAS NO MECANISMO DE MORTE DAS CELULAS DE TUMOR
DE MAMA DA LINHAGEM 4T1 TRATADAS cOM DoxDS E DOXSOL NAS
CONCENTRACOES DE 1,25, 2,5 E 5 uM DURANTE 24 HORAS. ¥ = DIFERENCA
SIGNIFICATIVA (P < 0,05) DO CONTROLE EM RELACAO AOS TRATAMENTOS COM
DoxDs E DOXSOL. * = DIFERENCA SIGNIFICATIVA (P < 0,05) DO TRATAMENTO COM
DOXDS EM RELACAO AO TRATAMENTO COM DOXSOL....uuereierererrrieeeeeeeeeennnn. 158

TABELA 10 — DISTRIBUIGAO DAS CELULAS MECANISMO DE MORTE DAS CELULAS DE TUMOR
DE MAMA DA LINHAGEM MCF-7 TRATADAS cOM DoxDS E DOXSOL NAS

Karina Cesca Tese de Doutorado



CONCENTRACOES DE 1,25, 2,5 E 5 uM DURANTE 24 HORAS. # = DIFERENGA
SIGNIFICATIVA (P < 0,05) DO CONTROLE EM RELAGCAO AOS TRATAMENTOS COM
DoxDs £ DOXSOL. *= DIFERENGA SIGNIFICATIVA (P < 0,05) DO TRATAMENTO COM
DoXDS EM RELACAO AO TRATAMENTO COM DOXSOL. ...uvveeveviiniiieeeeeeeenneenn. 160

TABELA 11 — DISTRIBUICAO DAS CELULAS NO MECANISMO DE MORTE DAS CELULAS DE
TUMOR DE MAMA DA LINHAGEM MDA-MB-231 TRATADAS cCOM DoxDS E DoxSoL
NAS CONCENTRACOES DE 1,25, 2,5 E 5 uM DURANTE 24 HORAS. # = DIFERENCA
SIGNIFICATIVA (P < 0,05) DO CONTROLE EM RELAGAO AOS TRATAMENTOS COM
DoxDs E DoxSoL. * = DIFERENGA SIGNIFICATIVA (P < 0,05) DO TRATAMENTO COM
DOXDS EM RELAGAO AO TRATAMENTO COM DOXSOL. ...uveeereriiiiieeeeeeeevranenn. 162

Tese de Doutorado Karina Cesca



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

4T1
BNC

BNC/CaCOs;

BNC/A-Car
CaCOs/AN-Car

CarDS

DAPI

DDS

DMEM

DO
Dox

DoxDS

DoxSol
DTG
ER
FTIR

HER2

Linhagem de carcinoma mamario murino (ER")

Nanacocelulose bacteriana (Do inglés bacterial
nanocellulose)

Nanocelulose bacteriana contendo carbonato de
calcio
Nanocelulose bacteriana contendo A-carragenina

Microparticulas formadas por carbonato de calcio e A-
carragenina

Sistema de liberagdo de farmaco desenvolvido em
matriz de BNC contendo microparticulas hibridas de
CaCOs/A-Car

4’-6-Diamino-2-fenilindol

Sistemas de liberacdo de farmaco (Do inglés drug
delivery system)

Meio de Eagle modificado por Dulbecco (Do inglés,
Dulbecco’s modified Eagle’s medium)

Densidade éptica
Doxorrubicina

Sistema de liberacdo de farmaco (CarDS) contendo
Dox

Doxorrubicina em solucdo
Termogravimetria derivada
Receptor de estrogénio (Do inglés, estrogen receptor)

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada
de Fourier (Do inglés, Fourier transform infrared
spectroscopy)

Fator de Crescimento Epidérmico 2 (Do inglés, human
epidermal growth factor receptor 2)

Karina Cesca

Tese de Doutorado



SIGLAS E ABREVIATURAS

1Cs0
ICS
INCA
ISO

L929

LAMATE
LAMEB

LCME

MCF-7

MCVL
MDA-MB-231

MEV
MTS

OMS
PBS

PR

SBF
TGA
A-Car ou A-Carr

indice de citotoxicidade para eliminar 50% das células
indice de coagulacdo do sangue
Instituto Nacional de Cancer (Brasil)

Organizacdo Internacional para Normalizagdo (Do
inglés, International Organization for Standartization)

Linhagem de fibroblastos de tecido conectivo de
camundongo

Laboratdrio de Materiais Elétricos (UFSC)

Laboratério Multiusudrio em Estudos Bioldgicos

(UFSC)
Laboartério Central de Microscopia Eletronica (UFSC)
Linhagem de adenocarcinoma mamario (ER")
Microscopia Confocal de Varredura a Laser
adenocarcinoma mamario

Linhagem de (triplo

negativo)
Microscopia Eletronica de Varredura

3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-
(4- sulfofenil)-2H-tetrazdlio

Organiza¢do Mundial da Saude

Tampdo fosfato salino (Do inglés, phosphate buffered
saline)

Receptor de progesterona (Do inglés, progesterone
receptor)

Soro fetal bovino
Analise termogravimétrica

A-Carragenina (polissacarideo sulfatado linear)

Tese de Doutorado Karina Cesca



SUMARIO

AGRADECIMENTOS ..ttt et vii
RESUMO ... Xi
ABSTRACT ettt Xiii
LISTAS DE FIGURAS L.ttt XV
LISTAS DE TABELAS . ..ottt XXi
LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS. ... xxiii
SUMARIO ... XXV
1 INTRODUGAO. ...ttt 31
1.1 ESTRUTURA DO TRABALHO — Diagrama estrutural da tese...... 35
MOTIVAGAO E JUSTIFICATIVA ..o, 36
1.2 HIPOTESE .o 40
1.3 OBJETIVOS oottt 40
1.3.1  Objetivo prinCipal ...ccccoovveioiiic e 40
1.3.2  Objetivos especifiCoS ......cooiiiviiiiiiececieeceece e 41
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..., 45
2.1 O CANCER ..o 45
2.2 O CANCER DE MAMA ..ot 47
2.3 TRATAMENTO DO CANCER DE MAMA ......covvieeeeeeeeeeae. 48
2.4 DOXORRUBICINA COMO MODELO DE FARMACO ANTITUMORAL
UTILIZADO NA TERAPIA DO CANCER .....oiiiiiieciieeeie e 50
2.5 SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS PARA O TRATAMENTO
DE CANCER ...ttt eneas 52
2.5.1  MICROPARTICULAS COMO SISTEMAS DE LIBERACAO DE
FARMAGCO ..ottt ettt bttt sneeneeneas 53
2.5.2  NANOCELULOSE BACTERIANA COMO SISTEMA DE LIBERACAO DE
FARMAGCOS ...ttt ettt sttt eae e s 54

Karina Cesca Tese de Doutorado



SUMARIO

3 DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA DE LIBERACAO DE
DOXORRUBICINA CONTENDO MICROPARTICULAS HIBRIDAS DE CARBONATO
DE CALCIO E CARRAGENINA EM MATRIZ DE NANOCELULOSE BACTERIANA —
CarDS 61

RESUIMO ..ottt ettt 61
31 INTRODUGAO ..ottt 62
3.2 MATERIAIS E METODOS ..., 67
3.2.1 Desenvolvimento do CarDS........cccovvevvviieiieieiie e 68
3.21.1 Producdo das matrizes de nanocelulose bacteriana — BNC 68
3.2.1.2 Purificacdo das matrizes de nanocelulose bacteriana......... 69
3.2.1.3 Sintese de CaCO3/A-CarNa BNC........coooviiieieeeeeeeeeece 70
3.2.2  Caracterizacd80 do CarDS .......ooooiiviiiieiieeecee e 71
3.2.2.1 Morfologia do CarDS por MEV ......cccoceovviiiiiiiiiceiiee, 71
3.2.2.2 Autofluorescéncia da Dox por MCVL.......cccoveevveeicvicenecennen. 71
3.2.2.3 Espectroscopia de infravermelho com Transformada de
FOUREE (FTIR) ot 71
3.2.2.4 Analise termogravimeétrica (TGA) ....cocoovveevveeeieeeieeeeeee 72
3.2.2.5 Quantificacdo da incorporagdo/liberacdo do farmaco........ 72
3.2.26 Avaliacdo da incorporacdo e liberagdo de Dox.................... 73
3.2.2.7 Capacidade de carga de Dox nNo CarDS........ccoveevvveeivieennnenn, 73
3.2.2.8 Efeito do pH na cinética de liberagdo .....ccccccvvevviiiieccnen, 74
3.2.29 Andlise eStatiStiCa...ccuiviiiiiiiiceeie e 74
33 RESULTADOS E DISCUSSAO ..o, 75
3.3.1 Desenvolvimento do CarDS........ccccveevuiieiiieeiiie e 75
3.3.2  Caracterizagdo do CarDS ......cccooveeieiieeiieeeeieee e 76
3.3.2.1 Morfologia do CarDS.........oovveieiiiiiieeeeeeeee e, 76
3.3.2.2 Autofluorescéncia da Dox por (MCVL)......cccceevveevivieeneeennen. 79
3.3.2.3 Espectroscopia do infravermelho com transformada de
FOUIIEE (FTIR) ettt 81
3.3.24 Andlise termogravimeétrica (TGA) .....ccccovveviierieeieeieeie e, 82
3.3.25 Incorporacdo/liberacdo do farmaco .......cccocvvevvicieciecnin 83
3.3.26 Capacidade de carga da DOX......c.ccooveievieiiiiciiiiieciie e 86
3.3.2.7 Efeito do pH na liberagcdo de Dox BNC-Car-CaCOs.............. 88
34 CONCLUSODES ... 91

Tese de Doutorado Karina Cesca



SUMARIO

4 AVALIACAO DAS PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS E BIOLOGICAS

IN VITRO DO CarDS ...ttt e e e 95
RESUMO ..ot 95
4.1 INTRODUGAO ..., 96
4.2 MATERIAIS E METODOS ...t 100
4.2.1  Produgd@o do CarDS......c.ccoiviiiiiiiiiieeiee e 101
42.1.1 Producdo das matrizes de nanocelulose bacteriana — BNC
101
4.2.1.2 Sintese das microparticulas de CaCOs/A-Car..................... 101
4.2.2  Caracterizacdo fisico-quimica do CarDS.......c..ccooevviiievieeennnn. 101
4221 Razdo massica CaCO3/A-Car:BNC .......ooevvieiiiieeeeeeeee 102
4222 Area SUPETTICIal ... 102
4.2.2.3 Morfologia do CarDS........ccovvievieiiieicieecee e 102
4224 Capacidade de absorcdo de 4dgua e taxa de reidratacdo... 103
4225 Propriedades MeCcaANIiCas ........ccovvveeeiveee i 103
4.2.3  EStUAOS INVItIO covviiciiiiii e 103
4231 CItotoXiCIdade ...oeovviieiiecie et 103
4.2.3.2 Interacdo célula-biomaterial........ccccooiiviiiiiiiiiii 106
4233 Hemocompatibilidade.........cccoeviiiiiiiiiiiiie, 109
4.2.4  Andlise estatistiCa ......ccoeeviiiiiiiiice e 110
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO .....oovevieeeieoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 111
4.3.1 Avaliagdo da razdo CaCO3/A-Car:BNC........ccccoovveeiiiiiiiceen, 111
4.3.2  Avaliacdo da Area superfiCial........ccocovoveoeeeceeeceeeeeeee, 114
4.3.3 Avaliagdo da capacidade de absorcdo de adgua e taxa de
T o] el o [o ISP P PP YU PP RPN 114
4.3.4  Avaliacdo das propriedades mecanicas......c.cceevvevivveecveeenneeenn, 116
4.3.,5 Avaliacdo da citotoxicidade ........ccceevvieviiiiiiiicicecc 120
4.3.6 Avaliacdo da interacdo célula-biomaterial ..........ccocoevreenennnn. 123
4.3.6.1 Morfologia celular por MEV.......ccoeovviiiiiiiieiiiecece 125
43.6.2 Morfologia celular por MCVL......cccoovvvvviiiiiiiiiiecieee, 127
4.3.7 Avaliacdo da hemocompatibilidade ......c.cccoevviiiiiiiiiiii, 129
4371 Potencial hemolitiCo .....coioiiiiiiiici e 129
4.3.7.2 Coagulacdo dindmica do SANGUE......cccverevcvieeeiiieeeciieeee, 131
4.4 CONCLUSODES ..o, 133

Karina Cesca Tese de Doutorado



SUMARIO

5 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DO SISTEMA DE LIBERACAO DE

DOXORRUBICINA — DoxDS, EM CELULAS DE CANCER DE MAMA............... 137
RESUMO .. 137
5.1 INTRODUGAO ..ot 139
5.2 MATERIAIS E METODOS ... 142
5.2.1  Produgdo do DOXDS.......cooviiiiiiiiiceiee e 143
5.2.1.1 Producdo do CarDS ......cooviviiiiiie e 143
52.1.2 INCOrPOracao da DOX ......coeuveeeeeuiieeeeiiee e 143
52.1.3 Morfologia do DOXDS ........coeieiuiiiiiiiiiieeiieeee e 143
5.2.2  Avaliacdo da citotoxicidade da Dox em linhagens celulares... 143
5.2.2.1 Linhagens celulares .......c.ccovveioieiiiiiicceceeee e 144
5.2.2.2 Atividade metabolica .....cccoovveviiiiiiie 144
5.2.2.3 Morfologia celular........ccccoviiiiiiiiiiieeee e 145
5224 Ciclo CeIUIAT v 145
5.2.2.5 APOPLOSE/NECTOSE ..ot 146
5.2.3  Andlise estatistiCa .......cccevvviiiiiiiiii e 146
5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO ..., 147
5.3.1 Avaliacdo da citotoxicidade da Dox e DoxDS nas linhagens de
CAIUIAS TUMOIAIS vttt 147
5.3.2  Avaliagdo do ciclo celular de células de cancer de mama apds
tratamento oM DOXDS ..o 154
5.3.3  Avaliacdo do mecanismo de morte celular pelo DoxDS ......... 158
5.3.4 Avaliacdo da morfologia celular apds tratamento com DoxDS
165

5.4 CONCLUSDES ..o 170
6 CONCLUSOES GERAIS ..ot 173

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 177

Tese de Doutorado Karina Cesca



Introducdo

“Eu sou parte de uma equipe.
Entdo, quando vengo, ndo sou
eu apenas quem vence. De certa
forma, termino o trabalho de
um grupo enorme de pessoas.”
(Ayrton Senna)






1 INTRODUCAO

A quimioterapia é um dos tratamentos utilizados como terapia
adjuvante apds retirada do tumor, neste caso utilizando quimioterapicos,
qgue por sua vez sdo normalmente danosos, ndo somente as células
tumorais, mas sim ao organismo como um todo (LIM; WINER, 2011;
HAJJAJI; BOUGNOUX, 2013). A busca por tecnologias inovadoras, no que
diz respeito ao tratamento quimioterdpico de células cancerigenas, faz
com que pesquisadores de diversas areas se unam e busquem
tratamentos alternativos para o engenheiramento de materias para
enfrentar os desafios de direcionamento do quimioterdpico as células
tumorais (FENG; CHIEN, 2003). Estes tratamentos alternativos buscam
aumentar os indices de sobrevida e melhorar os efeitos colaterais em
nivel sistémico, propondo o uso de sistemas de liberagdo de farmacos
(DDS) que auxiliem na entrega in situ do farmaco as células tumorais
(ABEER; MOHD AMIN; MARTIN, 2014; MASOOD, 2015; VOICU et al.,
2015).

Neste contexto o Laboratdrio de Tecnologias Integradas (Intelab),
vinculado ao Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), explora de forma
inovadora o grande potencial da nanocelulose bacteriana (BNC) para o
desenvolvimento de materiais biomédicos para diversas aplicacdes
(BARREIRO et al., 2010; MULLER et al., 2011; RECOUVREUX et al., 2011;
PERTILE et al., 2012; BERTI et al., 2013; COLLA; PORTO, 2014; GODINHO
et al.,, 2016). A rede de nanofibras da BNC apresenta-se como um
biomaterial promissor para o suporte macromolecular adequado a
inclusdo de moléculas ativas e, portanto, o desenvolvimento de DDS
(CHARREAU; FORESTI; VAZQUEZ, 2013; SILVESTRE; FREIRE; NETO, 2014;
CACICEDO et al., 2016). Pesquisadores relatam a potencial utilizacdo de
matrizes de BNC, tanto para a liberacdo de farmaco via oral (MOHD AMIN
et al., 2012; PANDEY et al., 2013) quanto para a libera¢do de farmaco via
transdérmica (STOICA-GUZUN et al., 2007; TROVATTI et al., 2011; SILVA
et al.,, 2014).

O Laboratério de Nanobiomateriais e Instituto Biotecnologia
Aplicada (CINDEFI) da Universidade Nacional de La Plata (La Plata,
Argentina) relata pesquisas voltadas para a utilizagdo de materias
hibridos como, por exemplo, microparticulas hibridas nanoestruturadas
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CAPITULO 1 — INTRODUCAQ

de CaCOs/polimeros/enzimas, aplicadas a biotecnologia biomédica e
microbioldgica (ISLAN; BOSIO; CASTRO, 2013; BOSIO et al., 2014b, 2014c;
L. CACICEDO et al, 2016). As pesquisas realizadas no CINDEFI
demonstram que estas construcdes hibridas sdo consideradas estruturas
altamente estaveis e com alta capacidade de retengao de farmaco (BOSIO
et al., 2014b; ISLAN et al., 2015). O compdsito hibrido de CaCOs/A-Car
apresenta uma estrutura esférica e até 95% de polimorfismo do cristal de
CaCQOs, vaterita e uma alta eficiéncia de encapsulacdo de doxorrubicina
(Dox) (até 83%) (BOSIO et al., 2014a). O encapsulamento de farmacos
oferece vantagens contra a répida degradacdo do farmaco in vivo, assim
como a reducdo de potenciais efeitos secundarios téxicos associados ao
farmaco em circulagdo (KUMARI; YADAV; YADAV, 2010; TROVATTI et al,,
2011; ALMEIDA et al., 2014; LI et al., 2014; SILVESTRE; FREIRE; NETO,
2014).

Em virtude das propriedades da matriz de BNC e das caracteristicas
promissoras das  microparticulas de  CaCOs/A-Car relatadas
anteriormente, este trabalho, propde a utilizacdo destes biomateriais
para o desenvolvimento de um sistema de liberacdo de farmacos,
denominado CarDS, com foco no tratamento adjuvante de células
tumorais remanescentes poés-cirurgia, visando um sistema terapéutico
complementar para terapias oncoldgicas. A etapa de desenvolvimento do
CarDS foi realizada em conjunto com a Universidade Nacional de La Plata
e publicado em um artigo nomeado de “Self-assembly of carrageenin —
CaCOs hybrid microparticles on bacterial cellulose films for doxorubicin
sustained delivery”. Nesta etapa foi avaliado a distribuicdo das
microparticulas de CaCOs/A-Car entre as fibras da BNC, a interacGes entre
os biomateriais e, por fim, a sua capacidade de incorporacdo e liberacdo
de um farmaco modelo, a doxorrubicina. E importante salientar que
todos os ensaios realizados nesta tese tomaram como referéncia o
farmaco doxorrubicina (Dox), um quimioterapico utilizado para o
tratamento de varias neoplasias, bem caracterizado na literatura
(BOUCEK et al., 1987; LANKELMA et al., 1999; BABINCOVA et al., 2002;
LEE; NA; BAE, 2005; KIEVIT et al., 2011), e acredita-se que é um bom
representante para as propostas aqui relatadas.

A concepc¢do de novos materiais € um dos muitos desafios na area
de Engenharia Quimica/Biomédica (ISO/EN10993-6, 2007; OH et al,
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2008; HU; CATCHMARK, 2011; TORRES; COMMEAUX; TRONCOSO, 2012).
Para garantir uma utilizacdo eficaz e segura do CarDS visando a aplicagdo
local, avaliou-se as suas caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas in
vitro, quanto as dimensdes do CarDS, drea superficial, absorcdo de agua,
taxa de reidratacdo, propriedades mecanicas, citotoxicidade, interacdo
célula-biomaterial e hemocompatibilidade.

A liberacdo controlada implica na associagdo quimica ou fisica de
farmacos com materiais biocompativeis em sistemas que, quando
administrados in vivo, tenham a capacidade de (i) controlar de forma pré-
determinada a taxa de liberacdo do farmaco a partir desse mesmo
sistema, e/ou (ii) conduzir o farmaco até o sitio especifico em que este
deve atuar (MASOOD, 2015; VOICU et al., 2015; ULLAH et al., 2016). O
CarDS contendo doxorrubicina (denominado DoxDS) foi testado ainda
quanto a sua capacidade antitumoral em diferentes linhagens celulares
de cancer de mama (471, MCF-7 e MDA-MB-231). A bioequivaléncia da
Dox incorporada ao sistema quando comparada com a Dox em solugao
foi avaliada quanto a atividade metabdlica, ciclo celular, mecanismo de
morte e morfologia das respectivas células.

Em resumo, a sintese de microparticulas hibridas entre as fibras de
BNC permite o desenvolvimento de um material promissor, com as
caracteristicas bioldgicas necessarias para aplicagdo local desejada, com
potencial para reter grandes quantidades de farmacos, poderia assim
permanecer no local de aplicagdo por longos periodos, desta forma
auxiliando como terapia adjuvante relacionada a recidiva do cancer de
mama e/ou diminuicdo dos efeitos colaterais ocasionados pelos
quimioterdpicos em nivel sistémico.
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MOTIVAGAO E JUSTIFICATIVA

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) cita o Brasil como o
terceiro pais em niumeros de mortes por cancer de mama para o ano de
2013, totalizando 14.204 casos de morte (IARC, 2013). A Figura 1 mostra
o gréfico de distribuicdo para os 10 paises com os maiores indices de
mortes por cancer de mama no mundo.

Figura 1 — Mortes por cancer de mama no mundo para o ano de 2013.
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Fonte: Adaptado de IARC (2013).

O numero de mortes por cancer de mama vem aumentando
consideravelmente no Brasil. A Figura 2 mostra a evolugdo dos casos de
cancer de mama do ano de 2000 até 2013.

Figura 2 — NUumero de mortes por cancer de mama no Brasil.
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Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA, Rio de Janeiro) sdo
esperados 57.960 novos casos de cancer de mama para o Brasil no ano
de 2016 (INCA, 2014).

O Ministério da Saude apresentou o Plano de Ac¢des Estratégicas
para o Enfrentamento de Doencgas Crdnicas e ndo transmissiveis (DCNT)
2011-2022. O objetivo do plano para combater as DCNT é o de promover
o desenvolvimento e a implementacdo de politicas publicas efetivas,
integradas e sustentaveis, promovendo a reducdo destes indices. No
entanto, apesar de ser considerado um cancer que relativamente
apresenta um bom progndstico quando diagnosticado e tratado em
estagios iniciais, a taxa de mortalidade por cancer de mama continua
elevada (DAVIES; HISCOX, 2011; INCA, 2014). Na maioria dos casos, a
doenca ainda é tardiamente diagnosticada, o que também ocasionou
relevantes alteragBes na Lei n? 11.664. Esta lei garante que todas as
mulheres a partir dos 40 anos de idade tém o direito de realizar o exame
mamografico (Lei aprovada em 01 de marco de 2015), facilitando a
deteccdo da doenga precocemente, e possibilitando um tratamento
adequado para cada estagio diagnosticado.

Os estagios de desenvolvimento do cancer de mama sdo
classificagdes médicas que dependem do grau de extensdo da doenca e
da localizacdo da mesma (Tabela 1).

Tabela 1 — Classificagcdo quanto aos estagios de progressdo do cancer de mama
e a descri¢do da sua localizagdo segundo a Sociedade Brasileira de Mastologia.

Estagio Localizagdo

0 A doenca estd restrita ao local onde comegou (carcinomas in situ).
A doenca invadiu a regido local e possui no maximo 2 cm de tamanho
1 (carcinomas invasivos).
) A doenga invadiu a regido local, possui entre 2 e 5 cm de tamanho e
linfonodos pouco comprometidos na axila (carcinomas invasivos).
A doenga invadiu a regido local, possui tamanho maior que 5 cm ou
3 linfonodos pouco comprometidos na axila (carcinomas invasivos).
4 A doenca invadiu outras partes do corpo como: 0ssos, pulmdes,

figado, etc.

Fonte: INCA (2014)
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A maior parte dos tumores da mama se desenvolvem nos dutos
lactiferos e progridem até invadirem outras partes do corpo. Quando a
doenca é diagnosticada no inicio, o tratamento tem maior potencial
curativo. Quando hd evidéncia de metdstase, o tratamento tem por
objetivo principal prolongar a sobrevida do paciente e melhorar a sua
qualidade de vida (EROLES et al., 2012; INCA, 2014).

O tipo de tratamento é selecionado de acordo com o risco de
recidiva das células tumorais, idade da paciente, comprometimento
linfonodal, tamanho tumoral, grau de diferenciacdo, assim como do
estagio de progressdo que ird ditar a terapia mais apropriada (INCA, 2014;
SPRANKLIN; NAIR, 2016).

Nos casos em que a cirurgia € a modalidade terapéutica
selecionaDA, ela pode ser classificada como conservadora, com a retirada
apenas do tumor; ou de mastectomia, com a retirada da mama. Apods a
cirurgia, o tratamento complementar com radioterapia e quimioterapia
pode ser indicado em algumas situagGes (NOH et al., 2015; OWADALLY;
STAFFURTH, 2015). J& a reconstrucdo mamdria, deve ser sempre
considerada nos casos de mastectomia para fins estéticos e emocionais
(EMILEE; USSHER; PERZ, 2010; INCA, 2014; CHANG; CHEN; LIU, 2015).

Nos casos onde a quimioterapia é a modalidade terapéutica
complementar ela é utilizada para eliminacdo de possiveis células que,
por ventura, migraram para outros érgdos e evoluiram como metastases
antes do processo de retirada do tumor ou para evitar a recidiva das
células tumorais no local do tumor (TELLI; CARLSON, 2009).

Dentre as opg¢des quimioterdpicas (Tabela 2), a quimioterapia
adjuvante é utilizada no tratamento de cancer de mama, diminuindo a
chance de recidiva e aumentando a sobrevida dos pacientes (LIM; WINER,
2011; FLATLEY; DODWELL, 2016). Uma vez retirado o tumor,
cirurgicamente, a recidiva da doenca pode ocorrer por meio de possiveis
micrometastases ocultas. Portanto, a finalidade do tratamento pela
quimioterapia adjuvante é, justamente, erradicar as micrometdstases,
diminuindo a chance de recidiva e aumentando a sobrevida (BREZDEN et
al., 2000).
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Tabela 2 — ClassificagBes da quimioterapia utilizadas para o tratamento de
cancer.
Classificagdo Descri¢do
Usada com o objetivo de se conseguir o controle completo
do tumor, como nos casos de doenca de Hodgkin, leucemias
Curativa agudas, carcinomas de testiculo, coriocarcinoma
gestacional e outros tumores.

Apds a realizagdo do procedimento cirdrgico, objetivando
eliminar as células residuais locais ou circulantes. O intuito

Adjuvante . . . A
deste tratamento é reduzir o risco de cancer de mama
recorrente ou metdastase (espalhamento).
Neoadjuvante Indicada para redugdo parcial do tumor antes da cirurgia,
ou prévia facilitando a remocgdo cirurgica do tumor.
Ndo tem finalidade curativa. Usada com a finalidade de
. melhorar a qualidade da sobrevida do paciente. E o caso da
Paliativa

quimioterapia indicada para carcinoma indiferenciado de
células pequenas do pulmao.
Fonte: INCA (2014)

Apesar de a quimioterapia adjuvante ser uma étima opg¢do para
eliminar as células remanescentes, esta causa grande desconforto aos
pacientes e é extensivamente cara aos cofres publicos. Nesta etapa, o
paciente necessita de aplicacBes diadrias, semanais ou mensais,
dependendo da gravidade da doenca e os efeitos colaterais sdo diversos
(INCA, 2014).

Importantes avangcos no tratamento do cancer de mama
aconteceram nos Ultimos anos, principalmente no que diz respeito as
cirurgias menos agressivas, assim como a busca da individualizacdo do
tratamento (DHANKHAR et al., 2010; HURVITZ et al., 2013; INCA, 2014,
BERNIER J, 2016). Esta individualizacdo no tratamento estd gerando
novos estudos, entre eles o desenvolvimento de sistemas de liberacdo
especificos de farmaco (DHANKHAR et al., 2010; QIU; PARK, 2012; LAM;
GAMBARI, 2014), isto &, sistemas voltados para a liberacdo do farmaco
ativo em situacGes especificas (locais), minimizando assim os efeitos
colaterais relacionados aos altos niveis sistémicos do farmaco e,
consequentemente, melhorando a qualidade de vida dos pacientes que
necessitam deste tipo de tratamento.
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Os quimioterapicos sdo prescritos com intuito de eliminar as
células tumorais remanescentes e/ou metdasticas, mas causam efeitos
secundarios ndo pretendidos conhecidos como efeitos colaterais a nivel
sistémico. Dessa forma, evidencia-se a importancia e a necessidade de
investir-se no desenvolvimento de estratégias para reduzir os efeitos
colaterais e a recindiva das células tumorais no local do tumor, tornando
o tratamento do cancer de mama mais eficaz e menos danoso ao
paciente. E com propésito de evitar ou minimizar os efeitos secundarios
e/ou colaterais causados por farmacos utilizados atualmente para o
tratamento adjuvante de terapias oncoldgicas que este trabalho estd
inserido. Foi desenvolvido um sistema de liberacdo gradual de farmacos
com intuito de focar em terapias personalizadas proporcionando um
aumento da qualidade de vida do paciente com cdncer. Este sistema tem
foco no tratamento de células de cancer de mama apds mastectomia
e/ou pos retirada do tumor. A utilizagdo de matrizes de BNC como
suporte para o desenvolvimento de um sistema de liberagao de farmaco
contendo microparticulas hibridas de carbonato de célcio e carragenina
€ uma alternativa para diminuir os problemas ocasionados pela
guimioterapia convencional, minimizando seus efeitos colaterais e
minimizando a recidiva do tumor. A utlizacdo do sistema proposto teria
um grande impacto na saude e na qualidade de vida da populagdo, tendo
em vista o grande aumento da incidéncia de neoplasias nos Ultimos anos.

1.2 HIPOTESE

A unido de matriz de nanocelulose bacteriana (BNC) com
microparticulas hibridas de CaCOs/A-Car favorece a incorporacdo da
doxorrubicina, permitindo maior controle sobre a liberagdo do farmaco
as células tumorais.

1.3  OBIJETIVOS
1.3.1  Objetivo principal

Este trabalho tem como objetivo principal desenvolver um novo
sistema de liberacdo de agentes terapéuticos — CarDS, composto por uma
matriz de nanocelulose bacteriana e contendo microparticulas hibridas
de carbonato de calcio e carragenina (CaCOs/A-Car), caracterizar este
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sistema quanto as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas in vitro, e
por fim avaliar o efeito citotdéxico in vitro do CarDS contendo
doxorrubicina (DoxDS) quando comparado com Dox em solucdo (DoxSol)
em células de cancer de mama.

1.3.2  Objetivos especificos

Dentre os objetivos especificos selecionados para cumprir o objetivo
principal estdo:

. Quanto

ao desenvolvimento do sistema de liberacdo de agentes

terapéuticos (CarDS), objetiva-se avaliar:

Vi

Vii

O tamanho e a distribui¢do das microparticulas de CaCOs/A-
Car sintetizadas por cristalizagdo coloidal entre as fibras da
BNC;

A distribuicdo de doxorrubicina nos componentes do CarDS;
A interagdo entre os componentes do CarDS;
A capacidade de incorporacdo de Dox no CarDS;

A influéncia da concentracdo de Dox em solugdo na
capacidade de incorporacdo da Dox no CarDsS;

Ainfluéncia da concentragdo de Dox incorporada no DoxDS
no perfil de liberacdo da Dox;

A influéncia da variagdo do pH do microambiente no perfil
de liberagdo da Dox do DoxDS.

Quanto a andlise das propriedades fisico-quimicas e bioldgicas in
vitro do CarDS, objetiva-se avaliar:

A ampliacdo do didmetro da matriz de BNC na razdo mdssica
de microparticulas/BNC;

A interferéncia das microparticulas CaCOs/A-Car na area
superficial da BNC;

A influéncia das microparticulas de CaCOs/A-Car na
absorcdo de dgua e na taxa de reidratacdo do CarDS;

Karina Cesca
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Vi

vii

A influéncia do estado de hidratacdo nas propriedades
mecanicas do CarDS;

A citotoxicidade do CarDS na atividade metabdlica e
proliferacdo de células de camundongo da linhagem L929,
segundo norma ISO 10993-5;

As alteragdes na interacao célula-biomaterial;

A hemocompatibilidade do biomaterial quando em contato
com o sangue.

Quanto ao efeito citotéxico in vitro do CarDS contendo
doxorrubicina (DoxDS), comparado com Dox em solugdo (DoxSol),
em linhagens 4T1, MCF-7 e MDA-MB-231, de cancer de mama,
objetiva-se avaliar:

A influéncia da Dox liberada pelo DoxDS em comparagao
com DoxSol na atividade metabdlica;

A influéncia da Dox liberada pelo DoxDS em comparacdo
com DoxSol nas alteragdes do ciclo celular;

A influéncia da Dox liberada pelo DoxDS em comparacdo
com DoxSol no mecanismo de morte celular;

As possiveis alteracdes ocasionadas pela Dox liberada pelo
DoxDS em compara¢do com DoxSol na morfologia das
células de cancer de mama, acima citadas.
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“Grandes realizagbes ndo sdo
feitas por impulso, mas por uma
soma de pequenas realizagdes.”
(Vincent Van Gogh)






2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 O CANCER

Segundo a ATSDR (Agency for Toxic Susbstances and Diseases
Registry), o cancer pode ser descrito como um crescimento
descontrolado de células anormais no corpo (ATSDR, 2010). Caracteriza-
se o desenvolvimento do tumor como um processo de multiplos passos,
cuja iniciacdo e promocgdo envolvem etapas no qual o DNA acumula uma
série de lesGes, levando a célula a perder seu controle da proliferacao,
diferenciacdo, apoptose e reparo do DNA (FARBER, 1984). Estas lesdes
podem ocorrer em genes especiais, denominados proto-oncogenes, que
a principio sdo inativos em células normais. Os proto-oncogenes quando
ativados transformam-se em oncogenes, responsaveis pela malignizacdo
(cancerizagdo) das células normais. Essas células diferenciadas sdo
denominadas células cancerosas (INCA, 2014).

As células cancerigenas dividem-se rapidamente e tendem a ser
muito agressivas (invasividade) e incontroldveis (crescimento
descontrolado). O alto indice de proliferacdo celular promove a formacgéo
de tumores malignos que podem espalhar-se para outras regides do
corpo gerando metastases (EVAN et al., 2001).

As causas do cancer sdo variadas, podendo ser ocasionadas por
agentes externos ou internos ao organismo e, ao mesmo tempo, estes
agentes podem estar inter-relacionados (EVAN et al., 2001). As causas
externas referem-se ao meio ambiente e aos hdbitos ou aos costumes
préprios da sociedade como, por exemplo, a poluicdo atmosférica, os
habitos de higiene precdrios, os ferimentos ndo tratados
adequadamente, o uso de drogas, entre outros. As causas internas sao,
na maioria das vezes, geneticamente pré-determinadas, e estdo ligadas a
capacidade do organismo de se defender das agressdes externas. Os
tumores podem surgir nos mais distintos orgdos e tecidos e atingir
diferentes tipos celulares. Quando estes comegam em tecidos epiteliais,
como pele ou mucosas, sdo denominados carcinomas. Se o ponto de
partida sdo os tecidos conjuntivos, como 0sso, musculo ou cartilagem,
sdo chamados de sarcomas (ALISON, 2001).

Outra caracteristica importante de diversos tipos de cancer é a
velocidade de multiplicacdo das células que, ao formarem tumores
maiores que 180 um, recrutam novos vasos sanguineos (angiogénese) em
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funcdo da alta necessidade de oxigenacdo tecidual para manter todas as
células vivas (FOLKMAN, 1971). A presenca de vasos sanguineos facilita a
disseminacdo das células tumorais a tecidos e orgdos vizinhos ou
distantes (metastase) (WEIGELT; PETERSE; VAN'T VEER, 2005), como
apresentado na Figura 3.

Figura 3 — Desenvolvimento do cancer a partir do crescimento descontrolado
das células normais in situ até o recrutamento de novos vasos sanguineos para
a manutencdo dos nutrientes (angiogénese) e posterior metastase das células
tumorais para outras partes do corpo.
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Fonte: Adaptado de Cancer Council, Victori e et al. (2015).

O cancer pode surgir em qualquer parte do corpo, mas alguns
orgdos sdo mais afetados do que outros. Entre os mais afetados estdo o
pulmdo, a mama, o colo do Utero, a prostata, o célon e reto (intestino
grosso), a pele, o estbmago, o es6fago, a medula dssea (leucemias) e a
cavidade oral (boca). Cada 6rgdo, por sua vez, pode ser afetado por tipos
diferenciados de tumor, menos ou mais agressivos (SCHROEDER et al.,
2011).
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2.2 O CANCER DE MAMA

A mama feminina é composta principalmente de Iébulos
(glandulas produtoras de leite), dutos (pequenos tubos que transportam
o leite dos Iébulos ao mamilo) e estroma (tecido adiposo e tecido
conjuntivo que envolve os dutos e ldbulos, vasos sanguineos e linfatico)
(NELSON; BISSELL, 2005) (Figura 4).

Figura 4 — Composi¢do da mama feminina.
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Fonte: Adaptado de American Cancer Society (2015).

O cancer de mama consiste em um crescimento descontrolado de
células da mama que adquiriram caracteristicas anormais (WEIGELT;
PETERSE; VAN'T VEER, 2005). A localizagdo mais comum destas células
pré-cancerosas esta nos |ébulos, produtores do leite ou nos dutos, por
onde é drenado o leite, conforme demonstra a Figura 5.

Figura 5 — Principais pontos de desenvolvimento do cancer de mama.
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Os cadnceres de mama podem ser agrupados em trés grandes
grupos: luminal, HER-2 positivo, e triplo negativo. O tumor luminal,
apesar de ser menos agressivo, apresenta receptores de hormonios
(estrogénio e progesterona); portanto, os blogueadores destes
receptores de hormonios sdo métodos de tratamento contra esse tipo de
tumor (PAN et al.,, 2013). Quanto ao grupo HER-2 positivo, existem
estudos explorando o blogueio da via iniciada por esses receptores (DENT
et al., 2013; HURVITZ et al., 2013). Porém, no caso do triplo negativo, em
que as células ndo expressam nenhum desses receptores e nem a
proteina HER-2, o tratamento mais indicado é a utilizacdo de agentes
quimioterdpicos (CONTE; GUARNERI, 2009; PICHOT et al., 2009;
MONTAGNA et al., 2013).

2.3 TRATAMENTO DO CANCER DE MAMA

O tratamento do cancer é realizado por meio de uma ou vdrias
terapias combinadas. Entre as alternativas estdo a cirurgia, a
radioterapia, as terapias-alvo, a terapia hormonal e a quimioterapia (LIU,
2012).

Segundo o diretor cientifico do Instituto Oncoguia de Sdo Paulo,
avangos nestas quatro classes de tratamento estdo sendo desenvolvidos
com o objetivo de tornar o tratamento de cancer de mama mais eficiente
(ONCOGUIA, 2015). Os principais avangos na cirurgia estdo voltados para
a retirada das partes da mama afetadas pelo tumor, preservando o
mamilo e a pele. Esta técnica é denominada de adenomastectomia, que
consiste na retirada da glandula mamaria com colocacdo de prétese
(INCA, 2014).

Em relagdo ao tratamento radioterdpico, alguns institutos estdo
realizando a radioterapia logo apds a cirurgia de retirada do tumor.
Porém, por se tratar de um procedimento com um custo elevado, nem
toda a populagdo tem acesso a esta terapia, geralmente encontrada em
poucos centros especializados (RUSSO; RUSSO, 2014).

A terapia hormonal e as terapias-alvo agem diretamente sobre
alvos moleculares especificos que tém um papel critico na proliferacdo
do céncer (DAVIES; HISCOX, 2011). Alguns alvos terapéuticos importantes
no tratamento do cancer da mama estdo relacionados as terapias anti-
HER-2 (fator de crescimento epidérmico-2), anti-VEGF (fator de
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crescimento endotelial vascular), anti-ER (receptor de estrogénio) e anti-
PR (receptor de progesterona). Estas terapias direcionadas devem
permitir uma acdo mais eficaz do farmaco e menor toxicidade
(DHANKHAR et al., 2010).

Dentre os métodos terapéuticos disponiveis para o tratamento
dos tumores antes e apds procedimento cirurgico, destaca-se o uso da
quimioterapia, que consiste no emprego de substancias quimicas isoladas
ou em combinagdo com outros farmacos ativos. A maioria dos agentes
guimioterdpicos atua de forma ndo especifica, lesando tanto células
malignas quanto benignas. Os antineopldsicos agem diretamente na
célula de cancer, atuando em diversas fases do ciclo celular, interferindo
nas funcdes bioquimicas vitais para as células (SUTRADHAR; AMIN,
2014).

A quimioterapia ndo tem alcancado os resultados desejados e
esperados pelos médicos para o tratamento do cancer de mama. Muitos
farmacos estdo sendo estudados com o intuito de diminuir a
citotoxicidade; no entanto, na maioria dos tratamentos, as classes mais
utilizadas continuam sendo as antraciclinas e os taxanos (SBOC, 2011).
Um dos mecanismos de acdo destas classes é a interagdo com o DNA das
células proliferativas, mas como as células de tumor ndo sdo as Unicas
células em proliferacdo no corpo, todas as células proliferativas acabam
sendo afetadas (POLJIAKOVA et al., 2008). Exemplos de células altamente
proliferativas no corpo humano sdo: as que revestem o trato digestivo; as
da medula éssea, responsaveis por produzir as células vermelhas do
sangue; as que combatem infeccOes; e as epidérmicas, responsaveis pelo
crescimento capilar. Assim, os pacientes com cancer que recebem
tratamento por quimioterapia geralmente sofrem com a indesejavel
perda de cabelo, com anemia, e estdo mais propensos a infeccdes
(CHRISTIANSEN; AUTSCHBACH, 2006; PECTASIDES; PECTASIDES;
ECONOMOPOULOQS, 2007; MORRIS; KING; KENNEDY, 2009).

Para o desenvolvimento do organismo e manutencdo da
homeostase tecidual, a taxa de proliferacdo celular deve ser compensada
com a taxa de morte celular. Nesse aspecto, a morte celular possui
grande importancia quando o tecido sofre injurias, como nos processos
inflamatdrios e no cancer (ELMORE, 2007). A morte celular pode ser
classificada em apoptose, necrose, autofagia ou catdstrofe mitdtica,
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dentre outras. Estas vias podem estar interagindo ou ndo para a
eliminacdo das células cancerosas do organismo (KAUFMANN;
EARNSHAW, 2000).

Os farmacos antitumorais visam restabelecer o processo de morte
celular. Apesar dos avancgos nas bases deste tipo de tratamento, ainda
ndo existe um método ideal que possa ser adotado com o intuito de
suprimir os efeitos adversos sistémicos, como a depressdo da medula
Ossea e das fungdes renais, hepaticas, pulmonar e gastrointestinal (INCA,
2014). Neste cenério, torna-se imprescindivel a realizacdo de pesquisas
que proporcionem um perfil toxicolégico minimo ou nulo do ponto de
vista clinico.

2.4  DOXORRUBICINA COMO MODELO DE FARMACO ANTITUMORAL
UTILIZADO NA TERAPIA DO CANCER

A doxorrubicina (Dox) € um dos farmacos do grupo das
antraciclinas que esta entre os mais eficazes agentes quimioterapéuticos
utilizados para o tratamento de diferentes neoplasias malignas,
(HAZARDS, 2001; CHRISTIANSEN; AUTSCHBACH, 2006). Essas neoplasias
podem incluir cancer da mama, do ovario, sarcomas, doenca de Hodgkin,
e linfomas ndo-Hodgkin (CHRISTIANSEN; AUTSCHBACH, 2006; AYDINLIK
et al,, 2016). No seu estado puro, a Dox se apresenta como um po
vermelho alaranjado que é sollivel em dgua, alcodis aquosos e varios
solventes (HAZARDS, 2001). A Figura 6 mostra a estrutura quimica da Dox.

Figura 6 — Estrutura quimica da doxorrubicina (Dox).

NH,

Apesar da ampla utilizacdo da Dox para o tratamento de cancer, os
mecanismos de acdo associados ao efeito antitumoral sdo os mais
variados (MIZUTANI et al.,, 2005; AYDINLIK et al., 2016). Dentre os
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principais mecanismos de a¢do da Dox citados na literatura estdo: a perda
da integridade da membrana mitocondrial, a formacdo de radicais livres
e espécies reativas de oxigénio (MIZUTANI et al., 2005) e ligacdes com
DNA. A Dox impede a replicacdo celular por intercalantes de DNA,
inibindo assim a progressdo da enzima topoisomerase |l, e, portanto, a
sintese de DNA e a transcricdo de RNA (FORNARI et al., 1994).

A Dox apresenta um anel de antraciclina em sua estrutura que se
intercala entre os pares de nucleotideos da dupla fita de DNA nas fases
de transcricdo e replicacdo, ela induz a leses no miocdrdio, o que limita
a dose a ser administrada (KEIZER et al., 1990; DE BEER; BOTTONE;
VOEST, 2001). Os contribuintes sugeridos para a cardiomiopatia induzida
por DOX incluem a formagdo de espécies reativas de oxigénio, apoptose,
expressdo inibida de genes especificos de cardiomidcitos e sinalizacdo
molecular alterada (MIZUTANI et al., 2005). Tendo em conta esses varios
contribuintes, uma grande variedade de abordagens destinadas a
prevenir ou minimizar a cardiotoxicidade de Dox foi testada, mas até
agora a capacidade destes tratamentos para proteger o cora¢do de danos
¢ limitada (TAKEMURA; FUJIWARA, 2007). Contudo, pesquisadores
observam que o encapsulamento da Dox pode diminuir o efeito
citotdxico ocasionado em células saudaveis e direcionar o tratamento
para o local do tumor (FANG; NAKAMURA; IYER, 2007; KOJIMA et al,,
2013a; PATRA et al., 2015).

Mizutani e colaboradores (2005) estudaram os mecanismos de
inducdo de apoptose pela doxorrubicina pela geracdo de peréxido de
hidrogénio em células derivadas de leucemia humana. Estes
pesquisadores observaram que a apoptose induzida pela Dox foi iniciada
principalmente por meio de lesdes oxidativas do DNA, ou seja, causando
a clivagem de DNA e, subsequentemente, a apoptose celular (MIZUTANI
et al., 2005).

Patra e colaboradores (2015) estudaram a retencdo de Dox em
nanodiscos hexagonais porosos de oxido de zinco e avaliaram o
mecanismo de acdo pelos ensaios de ciclo celular e expressdo de
determinadas moléculas de sinalizacdo e ambos os niveis de mRNA e
proteina. Verificaram que o tratamento de células de cancer de mama
pelos nanodiscos contendo Dox induziu a ativacdo da proteina supressora
do tumor, a p53, causando a sua regulagao pela diminuicdo da proteina
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antiapoptodtica Bcl-2. Enquanto isso, a expressdo de proteinas proé-
apoptdticas Bax aumentou, juntamente com a ativagdo sinergética da
caspase 9 nas células tratadas. Estes resultados mostraram que os
nanodiscos contendo Dox desencadeiam a proteina p53 e aumentam a
sua atividade de morte por apoptose de células cancerosas (PATRA et al,,
2015).

2.5  SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS PARA O TRATAMENTO DE
CANCER

Entre os métodos alternativos para o tratamento de cancer estdo
os sistemas de liberacdo de farmaco que apresentam uma interessante
abordagem terapéutica, principalmente no que se refere aos beneficios
gue estes sistemas podem proporcionar, ja que sdo destinados a manter
a dose terapéutica entro dos niveis de ineficiéncia e tedrico (QIU; PARK,
2012). Ja os métodos convencionais de administragdo a concentracdo da
droga na corrente sanguinea aumenta até atingir o nivel maximo de
dissolucdo (pico) e entdo declina, sendo requerida a administracdo de
nova dose para manter os niveis de concentragdo. A Figura 7 mostra uma
comparacdo das variagGes de concentracdo de farmacos administrados
pela terapia convencional e por liberagdo controlada.

Figura 7 — Representacdo esquematica das doses terapéuticas, farmaco livre e
liberagdo controlada.

/\ /\ / ——Farmaco livre

Dose terapeutica

\/ \/ —— Liberagdo controlada

Tempo

Concentragdo de farmaco

Fonte: Elaborado pela autora (2016).

O encapsulamento de farmacos em nano/microparticulas tem
possibilitado o desenvolvimento de terapias mais eficientes e com uma
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reducdo dos efeitos colaterais, ocasionados pela quimioterapia em nivel
sistémico e o direcionamento do farmaco as células tumorais (WONG et
al., 2006; KANG et al., 2010; GAUTIER et al., 2012; PRASAD et al., 2013).

2.5.1  MICROPARTICULAS COMO SISTEMAS DE LIBERACAO DE
FARMACO

As microparticulas de carbonato de cdlcio (CaCOs) sdo
consideradas uma alternativa para o desenvolvimento de sistemas de
liberacdo de farmacos. A Tabela 3 mosta uma série de biomateriais
utilizados como sistemas de liberacdo de fdrmacos formados por
microparticulas de CaCOs, a relacdo dos respectivos farmacos utilizados
e a influéncia na porcentagem de liberacgdo.

Tabela 3 — Porcentagem de liberacdo de farmaco a partir de sistemas de
liberacdo desenvolvidos com carbonato de célcio como um dos componentes.

Componente Farmacos Liberago Referéncia
Multicamadas de poliestireno Sulfato de WANG et al.
1 A 909 .16h !
sulfonato de sédio protamina %em ca 2006
Nanoesfera de CaCOs Dosorrubicina 80% em 160 h PENG et al.,
Nanoesfera de CaCOs/alginato 20% em 160 h 2013
Poll(hldrf)cloreto de alilamina) Daunorrubicina ZHAO et al.,
e poliestireno sulfonato de e 402 90% em 14 h
1 . 2006
sédjo doxorrubicina
Poliuretano amina/poliestireno
sulfonato Doxorrubicina 20a 60% em 36 h DU et al., 2013
Nanocristais de carbonato de " 80 % em 30 KAMBA et al.,
P Doxorrubicina ;
célcio minutos 2013
- ! LIANG et al.,
Fosfato de Célcio Heparina 50% em 175 h 2013 eta
Pectina e a-quitina Alendronato 90% em 30 min ;LOJll\gAR etal,
Carboximetilcelulose/ Doxorrubicina 10 a 80% variagdo PENG; ZHAO;
quitosana/alginato do pH GAO, 2010
. ) - N o
PoI[ure.tano amina allfatlco{ . Dosorrubicina Qa 60% em 35 SHI et al, 2014
poliestireno sulfonato de sédio dias
Acido hialurdnico/ A, k, e L . 20a 70% em 25 BOSIO et al.,
) Doxorrubicina )
carragenina dias 2014b

Os estudos citados na Tabela 3 demonstram a ampla utilizacdo de
carbonato de calcio para o desenvolvimento de compdsitos de DDS.
Porém, se tomarmos os valores de Dox liberada, observamos que estes
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sdo liberados em um curto periodo (horas). Porém, Bosio e colaboradores
(20144a,b) e Shi e colaboradores (2014) demonstraram que algumas
formulacGes de microparticulas de CaCOs; mostram-se mais estaveis,
apresentando uma taxa de liberacdo mais lenta e gradual (dias) em
presenca das microparticulas (BOSIO et al., 2014a).

Ishikawa e colaboradores (2002) realizaram um estudo em ratos
comparando o uso de CaCO3 em pd para entrega nasal de farmaco com
formulacdo liquida. Os resultados demonstraram que a formulacdo em
pd insolivel de CaCOs melhora a biodisponibilidade nasal,
predominantemente por retardamento da eliminagdo do medicamento a
partir do sitio de absorcdo (ISHIKAWA et al., 2002).

Haruta e colaboradores (2003) realizaram um estudo em macacos
e humanos voluntérios, com microparticulas de carbonato de calcio
porosas para a liberagdo de insulina intranasal. Estas microparticulas
permitiram um efeito farmacolégico de acdo rdpida e de curta duragdo
contra a hiperglicemia, sendo mais benéfica do que os sistemas de
administracdo de insulina pulmonar para o tratamento de diabetes
(HARUTA et al., 2003).

2.5.2 NANOCELULOSE BACTERIANA COMO SISTEMA DE LIBERACAO DE
FARMACOS

A nanocelulose bacteriana (BNC), uma rede tridimensional de
nanofibras também conhecida como biocelulose (TROVATTI et al., 2011;
TORRES; COMMEAUX; TRONCOSO, 2012; SILVESTRE; FREIRE; NETO,
2014; GODINHO et al, 2016; L.CACICEDO et al., 2016), é um
polissacarideo extracelular produzido por diversas bactérias dos géneros
Gluconacetobacter, Agrobacter, Rhizobium, Sarcina, entre outros, sob
forma de um hidrogel (99 % agua) na interface ar/meio de cultura.
Composta por unidades de glicose unidas por ligacdes B-(1—4) (PERTILE
etal., 2012; LEITAO et al., 2013). A Figura 8 mostra a morfologia de ambos
os lados da matrix de BNC. O lado poroso (Figura 8A e 8C) é caracterizado
por uma menor densidade de fibras e o lado denso (Figura 8B e 8D) é
caracterizado pela ampla densidade de fibras.
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Figura 8 — Microscopia eletronica de varredura. Micrografias de ambos os lados
da BNC (A) Lado poroso com apliagdo de 10000 x, (B) Lado denso com
ampliagdo de 10000 x, (C) Lado pooso com ampliagdo de 1000 x e (D) Lado
denso com ampliacdo de 1000 x.

5 um

Em virtude da sua estrutura, a BNC representa um suporte
macromolecular adequado a inclusdo de farmacos e, consequentemente,
ao desenvolvimento de sistemas de liberacdo especifica (CACICEDO et al.,
2015).

A Tabela 4 descreve os principais sistemas de liberacdo de farmaco
desenvolvidos a partir de nanocelulose, sua forma de ministracdo e
respectiva porcentagem de liberacdo.
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Tabela 4 — Porcentagem de liberacdo de farmacos a partir de sistemas de
liberacdo de farmaco contendo nanocelulose bacteriana como um de seus
componentes e seu modo de aplicagdo.

Componentes Farmaco Liberagdo Aplicagdo Referéncia
Poli(4cido A'::r?;”a 70 2 90% oral MOHAMAD et
acrilico) ) em 14 h al., 2014
bovina
- ) ALMEIDA et
Glicerina Glicose - Transdermal al, 2014
:g:;l(ii(;fjcc;— Teofilina 703 90% Oral MOHD  AMIN
L em 24 h etal, 2013
acrilamida)
Poli(oxido de NUMATA;
; ) . 90%
etileno)-B-poli- Retinol em 90 h Transdermal  MAZZARINO;
caprolactona) BORSALI, 2015
. . N 80% PANDEY;
Acrilamida Teofilina Oral MOHD AMIN,
em 125 h
2014
90% SILVA et al
. o Di )
Glicerol 5% iclofenaco em 30 min Transdermal 5014
. Lidocaina e 90% Topica e TROVATTI et
[»)
Gliceral 1% ibuprofeno em4h transdermal al., 2012
:I(;'('J(;'I')”/" buorofeng | 70390% ] PAVALOIU et
. P em6h al., 2014
quitosana

Os estudos apresentados na Tabela 4 mostram que o foco principal
dos pesquisadores esta relacionado aos modos de administracdo oral e
transdermal, apresentando as mais diferenciadas taxas de liberagdo.

A BNC pode ser usada como um biomaterial comercial pela sua
moldabilidade in situ, bem como a sua producdo relativamente eficiente
em termos de custo. Devido as suas singulares propriedades, a BNC tem
despertado grande interesse tanto comercial quanto cientificamente em
varias areas, principalmente na area biomédica (HONG et al., 2006;
ALMEIDA et al., 2014). A arquitetura nanofibrilar da BNC apresenta certas
semelhangcas com os componentes da matriz extracelular,
principalmente o coldgeno. Tanto a BNC quanto o coldgeno representam
estruturas de suporte mecanico primarias para seus respectivos tecidos
de origem. As fibras de coldgeno e nanocelulose sdo semelhantes em
tamanho (cerca de 100 nm de didmetro) e sdo montadas a partir de
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moléculas precursoras extracelularmente em cadeias poliméricas. Em
aplicacBes biomédicas a BNC estad sendo investigada para uso similar a
matriz de coldgeno; no entanto, esta pode ter vantagem sobre o
coldgeno, no que diz respeito a baixa ou nula reatividade imunoldgica.
Proteinas sdo particularmente reconhecidas pelo sistema imune e
propensas a provocar respostas imunoldgicas, enquanto que a BNC tem
a distinta vantagem de se tratar de um polissacarideo com reduzido
efeito imuno-estimulador (WANG; ZHU; DU, 2011).

A sintese de microparticulas de CaCOs entre as fibras da matriz de
BNC é uma estratégia promissora ao desenvolvimento de novos
biomateriais para a engenharia de tecidos e de sistemas de liberacdo de
farmacos. Porém, existem poucos estudos voltados a esta linha de
pesquisa; como mostrado na Tabela 5, os principais estudos relatam sua
aplicacdo para regeneragao dssea.

Tabela 5 — Potencial de aplicacdo das matrizes de sistemas de liberacdo de
farmacos compostos de particulas de CaCO; e matriz de nanocelulose
bacteriana.

Estratégia Aplicagdo Referéncia

Nucleagdo biomimética e crescimento de
CaCOs em matrizes de BNC

Regeneragdo dssea  VYROUBAL et al., 2013

Irradiagdo ultrassénica para deposigdo de Né&o relata uma STOICA-GUZUN et al.
CaCOs em matrizes de BNC possivel aplicagdo 2012
Irradiagdo de microondas na deposigdo de Regeneracio dssea STOICA-GUZUN et al.,
CaCOs em matrizes de BNC g ¢ 2013
Montagem biomimética de Engenharia de

LIU et al,, 2013
microparticulas de CaCOszem BNC tecidos etal

O desenvolvimento de técnicas alternativas para o tratamento do
cancer de mama, especialmente as que possibilitem uma menor recidiva
das células tumorais e reduzam o efeito colateral ocasionado pelo
farmaco em nivel sistémico é desejavel.
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Desenvolvimento de um Sistema de
Liberacao de Doxorrubicina contendo
Microparticulas Hibridas de Carbonato de
Calcio e Carragenina em Matriz de
Nanocelulose Bacteriana - CarDS

O Capitulo 3 apresenta os topicos: resumo, introducdo, materiais
e métodos, resultados e discussdo e conclusdes da etapa de
desenvolvimento do CarDS, produzido pela sintese de microparticulas
hibridas de carbonato de célcio e carragenina em matriz de nanocelulose
bacteriana. Esta etapa do trabalho foi realizada em colaboragdo com a
Universidade Nacional de La Plata e publicada em um artigo intitulado
“Self-assembly of carrageenin-CaCOs hybrid microparticles on bacterial
cellulose films for doxorubicin sustained delivery”, em 2015, no Journal
of Applied Biomedicine, pelos autores: Maximiliano L. Cacicedo, Karina
Cesca, Valeria E. Bosio, Luismar M. Porto e Guillermo R. Castro.






3 DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA DE LIBERAGAO DE
DOXORRUBICINA CONTENDO MICROPARTICULAS HIBRIDAS DE
CARBONATO DE CALCIO E CARRAGENINA EM MATRIZ DE
NANOCELULOSE BACTERIANA — CarDS

RESUMO

Levando em consideracdo a necessidade de se investir em novas
tecnologias para auxiliar no tratamento adjuvante da recidiva do cancer
de mama, propde-se o desenvolvimento de um novo sistema terapéutico
complemetar para terapias oncoldgicas e de aplicacdo local (CarDS). O
CarDS foi desenvolvido pela sintese de microparticulas hibridas de CaCOs3
e carragenina (CaCOs/A-Car) em matriz de nanocelulose bacteriana
(BNC). O CarDS foi caracterizado quanto, ao tamanho e distribuicdo das
microparticulas entre as fibras de BNC, distribuicdo da Dox entre os
componentes do sistema, interacdo fisicas e termogravimétricas,
incorporacdo de Dox entre os componentes do sistema, modulagdo da
incorporacdo e liberagdo em funcdo da Dox em solugdo, influéncia do pH
do microambiente na liberacdo da Dox. Foi demonstrado uma
distribuicdo uniforme microparticulas hibridas de CaCOs/A-Car entre as
fibras de BNC, a Dox se concentrou mais intensamente junto as
microparticulas hibridas de CaCOs/A-Car sintetizadas na matriz de BNC, a
interagdo entre os componentes e a analise termogravométrica
demonstraram altera¢des na BNC pela presenca das microparticulas e da
Dox, as modificacdes ocasionadas pela presenca das microparticulas na
BNC possibilitou uma incorporagdo de ~80% da Dox em solucdo (DoxDS),
a concentracdo de Dox no DoxDS pode ser modulado pela variagdo da
concentragdo da Dox em solucdo, o DoxDS em diferentes concentracdes
mostrou um liberagdo inversamente proporcial a sua concentragdo
incorporada, a cinética de liberacdo do farmaco a partir do DoxDS pode
ser alterada pela variacdo do pH do microambiente local, observando
uma maior liberacdo em pHs mais baixos. Por fim, o CarDS apresenta-se
vantajoso pela alta retencdo do farmaco e sua liberacdo gradual
ocasionado pelas variagBes da concentracdo incorporada e pH do
microambiente local, possibilitando sua aplicagdo para terapia loca.
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3.1 INTRODUGAO

A nanocelulose bacteriana (BNC) é um polissacarideo hidrofilico
extracelular constituido por cadeias de glicose B-(1—4) e biosintetizadas
na interface meio de cultura/ar pela bactéria Gluconacetobacter hansenii,
entre outros microrganismos (PETERSEN; GATENHOLM, 2011; CACICEDO
et al.,, 2016; ULLAH et al., 2016). A estrutura nanofibrillar original tem
capacidade de reter dgua (ca. 99%) e exibe propriedades especificas tais
como pureza, elevado grau de polimerizagdo (até 8000), cristalinidade
(70-80%), e estabilidade mecanica (BARUD et al., 2011). Particularmente,
a BNC tem sido amplamente estudada para a cicatrizagdo de feridas e
engenharia de tecidos (SVENSSON et al., 2005; HELENIUS et al., 2006;
RECOUVREUX et al., 2011; MULLER et al., 2013; COLLA; PORTO, 2014).

O desenvolvimento de filmes nanocompdsitos baseados em BNC
em associacdo com outros polimeros foi realizado com base em duas
estratégias principais: fibrilas de BNC foram dissolvidas em uma solugdo
aquosa a base de polimero, seguida por remoc¢do do solvente
(FERNANDES et al.,, 2009); alternativamente, filmes nanocompdsitos
foram produzidos por meio da adi¢ao da solucao de polimero durante o
crescimento in situ das fibrilas de BNC em cultura de células microbianas.
Estudos realizados em nanocompdsitos de BNC com gelatina, coldgeno,
acido hialurénico e alginato, além de apresentarem melhoria das
propriedades mecanicas, ndo foram citototoxicos quando testados com
diversas culturas de células animais, assim como apresentarm adesao
celular, crescimento e proliferacdo (CAl; HOU; YANG, 2011,
CHIAOPRAKOBKIJ et al., 2011; LOPES DURAN et al., 2014). Além disso, a
BNC foi proposta como candidata em potencial para o desenvolvimento
de sistemas de liberacdo de farmacos buscando-se a aplicagdo tépica
(ALMEIDA et al., 2014).

O carbonato de calcio (CaCOs) é um dos materiais mais
abundantes na terra e pode ser encontrado em trés diferentes
polimorfismos (vaterita, aragonita e calcita). Entre eles, a vaterita é o mais
estavel e Util para sintetizar materiais hibridos devido ao seu tamanho de
cristal, distribuicdo e geometria (BEUVIER et al., 2011). Vdrias abordagens
foram utilizadas para determinar o polimorfismo e morfologia dos cristais
de CaCOs, incluindo controle do tamanho, da forma, e da agregacdo. Liu
e colaboradores (2013) avaliaram a sintese de particulas lamelares
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hibridas de CaCOs induzidas por clara de ovo em nanocelulose bacteriana.
Os dados experimentais sugerem que o hibrido tem uma superficie
rugosa e uma estrutura tridimensional elaborada, com porosidade
controlavel, com potencial para aplicagdo em engenharia de tecidos (LIU
et al., 2013). STOICA-GUZUN e colaboradores (2013) avaliaram o efeito
dairradiacdo de microondas na deposicdo de carbonato de calcio (CaCOs)
em membranas de nanocelulose bacteriana (BNC) obtendo dois tipos de
polimorfismos de carbonato de calcio, a calcita e vaterita. STOICA-GUZUN
e colaboradores (2012) avaliaram o efeito da irradiacdo ultrassénica na
deposicdo de carbonato de cdlcio em membranas de celulose bacteriana,
obtendo os polimorfismos calcita e vaterita na presenca ou na auséncia
de irradiagdo ultra-sonica. Ma e colaboradores (2013) avaliaram a
producdo de nanocompdsitos  hibridos de BNC/CaCO; e
carboximetilcelulose/CaCO3 pelo método assistido por microondas. Estes
autores observaram que a concentracdo de celulose favoreceu o
crescimento de CaCOs3 e a escolha do tipo de celulose apropriada é muito
importante para a cristalinidade dos compdsitos de celulose/CaCOs
produzidos, assim como o polimorfismo de CaCOs. A morfologia do CaCO3
mudou de calcita para vaterita com o aumento da concentragdo de
celulose. No entanto, estas técnicas fornecem morfologias heterogéneas
e estruturas cristalinas mistas (vaterita-calcita) dos compdsitos
CaCOs/BNC que ndo sdo apropriadas para fins tecnoldgicos, tais como a
liberacdo de farmacos.

Carrageninas (Cars) sdo hidrocoldides lineares compostos
qguimicamente de ésteres de sulfato de galactose e 3,6-anidrogalactose
ligados por ligagdes a-1,3 e B-1,4. As Cars sdao normalmente utilizadas
como agentes de gelificacdo, espessantes, emulsificantes e estabilizantes
em aplica¢des alimenticias e farmacéuticas. Além disso, foram relatadas
atividades  bioldogicas das Cars tais como anticoagulantes,
imunomoduladores, antivirais, anti-trombdticos e anti-tumorais (CAMPO
et al., 2009).

A doxorubicina (Dox) é um dos farmacos extensivamente utilizados
para terapias oncoldgicas, sendo comumente administrada pela via
intravenosa. Infelizmente, a Dox é altamente tdxica, e a biodistribuicdo
em células ndo-alvo pode causar efeitos secundarios indesejaveis em
varios tecidos e érgdos (por exemplo, coracdo, figado, rins, estomago,
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cérebro e linhagens de células sanguineas) e desta forma causando
sintomas indesejdveis durante a quimioterapia, tais como vomitos,
nauseas, problemas gastrointestinais, além de frequentemente induzir
alucinacbes e tonturas. O encapsulamento de farmacos tem
demonstrado muitas vantagens, como: (i) a reducdo de potenciais efeitos
secundarios téxicos associados com a circulagdo sistémica do farmaco
“livre", (ii) a protecdo do fadrmaco contra a degradacgdo in vivo, (iii) o
aumento do conforto do paciente, evitando doses de infusdo repetitivas
e (iv) uma farmacocinética favoravel do farmaco ao paciente. Alguns
exemplos de micro e nanoparticulas contendo Dox, tais como
transportadores poliméricos, lipossomas, nanoparticulas magnéticas e
inorganicos foram recentemente revistos (TACAR; SRIAMORNSAK; DASS,
2012).

O FDA (Food and Drug Administration, EUA) relatou a aprovagao
de quatro medicamentos contra o cancer para pacientes com
caracteristicas genéticas especificas que é reflexo de uma nova tendéncia
para tratamentos terapéuticos: a medicina personalizada. Medicina
personalizada pode ser definida como a personalizacdo dos cuidados de
salde mediante a adaptacdo das terapias com base nas caracteristicas
individuais do paciente, da patologia e necessidades (U.S. FOOD AND
DRUG ADMINISTRATION, 2013). Além disso, a ditribui¢do varidvel e a
eficacia terapéutica das nanoparticulas contendo Dox, particularmente
relacionados ao microambiente tumoral em linhagens celulares de
cancer de mama, foi recentemente relatada. A heterogeneidade
bioldgica dos tumores, constituidos por uma diversidade de células
tumorais e o microambiente circundante, apresentaram sensibilidade
diferente para as quimioterapias com nanoparticulas contendo Dox mas
ndo para doxorrubicina “livre” (SONG et al., 2014).

Entre as limitagGes dos filmes terapéuticos implantaveis pode-se
mencionar os requisitos de equipamentos sofisticados, tais como
scanners e ferramentas de biologia molecular para estabelecer as
caracteristicas do tumor, a fim de determinar a quantidade de farmaco
adequada a ser administrada, e a necessidade de cirurgia para implante
e retirada do filme do paciente em determinado intervalo de tempo. No
entanto, do ponto de vista terapéutico, a utilizacdo de um dispositivo
implantavel carregado com farmaco altamente tdxico, como a
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doxorrubicina, é vantajosa, uma vez que a administracdo do farmaco é
somente local e reduz a distribuicdo sistémica da Dox, aumentando nao
sé a qualidade de vida do paciente oncoldgico, mas também sua
sobrevida. Particularmente, durante a detec¢do dos primeiros estdgios
de tumores sdlidos e/ou apds uma cirurgia que potencialmente permite
a aplicacdo de quimioterapia local, o sistema DDS é mais eficaz na
reducdo da recidiva do cancer e evita efeitos colaterais indesejaveis
ocasionados pelas elevadas concentragdes sistémicas dos farmacos.
Além disso, ha uma liberacdo tépica de farmaco controlada e prolongada
para assegurar uma concentra¢do adequada, e difusdo e absorcdo para
células cancerosas ao longo de muitos ciclos de divisdo das células
tumorais (WOLINSKY; COLSON; GRINSTAFF, 2012).

Em trabalhos anteriores, a Dox foi encapsulada em microparticulas
hibridas nanoestruturadas (N-hMPs) de CaCOs; e A-Car. Esta
nanoestrutura possui formato esférico com até 95% de polimorfismo do
cristal de vaterita, o que resultou em uma alta eficiéncia de encapsulagdo
de Dox (até 83) e falta de toxicidade em culturas de células depois de 24
h (BOSIO et al., 2014a). Além disso, do ponto de vista terapéutico, o
principal desafio da administracdo de Dox ainda estd relacionado com a
reducdo da atividade citotdxica multidireccional em varios tecidos e
orgdos associados aos efeitos secundarios indesejaveis (TACAR;
SRIAMORNSAK; DASS, 2012).

Até onde se tem conhecimento, este é o primeiro estudo de
desevolvimento de matrizes de nanocelulose bacteriana contendo
microparticulas hibridas de carbonato de célcio e carragenina para a
liberagdo modulada local de farmacos, com foco na aplicagdo em terapias
oncoldgicas especificas, em particular para o tratamento de cancer de
mama. Alguns pontos relativos a interacdo destes componentes precisam
ser explorados em maiores detalhes, e suscitam questdes tais como:

i Qual o tamanho e distribuicdo das microparticulas de
CaCOs/A-Car sintetizadas entre as fibras de BNC?

ii. Como a Doxorrubicina esta distribuida entre os
componentes do sistema CarDS?

iil. Como ocorre a interagdo entre os componentes do CarDS e
a Doxorrubicina?
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iv. Qual a influéncia de cada componente do CarDS na
incorporacdo da Doxorrubicina?

V. Qual o comportamento do sistema CarDS quando exposto
a diferentes cargas de Dox?

vi. Como a carga de Dox incorporada ao DoxDS pode modular
o perfil de liberagdo?

vii. Qual o perfil de liberagdo quando submetemos o sistema
DoxDS a diferentes condicGes ambientais pela varia¢do local
do pH?

Para responder os questionamentos acima, os procedimentos
experimentais foram conduzidos de forma a estabelecer a caracterizacao
das microparticulas hibridas de CaCOs/A-Car sintetizadas por cristalizagdo
coloidal na matriz de BNC (CarDS), com técnicas de microscopia
eletrdnica de varredura (MEV), microcopia confocal, FTIR, TGA, cinéticas
de incorporacdo e liberacdo da Dox.
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3.2 MATERIAIS E METODOS

A Figura 9 apresenta o fluxograma descritivo contendo as etapas
relacionadas ao desenvolvimento e caracterizagdo do sistema de
liberacdo de farmacos desenvolvido em matriz de BNC contendo
microparticulas de CaCOs/A-Car (CarDS) e contendo Doxorrubicina
(DoxDS).

Figura 9 — Fluxograma descritivo das etapas relacionadas ao desenvolvimento e
caracterizagdo do CarDS.

Produgdo do CarDS

A 4

Caracterizagdo do
Producgo de CarDS

¥

Sintese de Incorporagdo e
CaC0s/A-Car MEV <+ » | liberagio de
na BNC Dox

Microscopia o] | Capacidade de
confocal carga de Dox

Influéncia do
pHna
liberagdo de
Dox

FTIR < »

A 4

TGA/DTG

A etapa de desenvolvimento do CarDS é composta pela
producdo das matrizes de BNC e sintese das microparticulas hibridas
entre as fibras de BNC, como descrito a seguir. A etapa de produgdo da
BNC foi realizada no Laboratério de Tecnologias Integradas, InteLab/
UFSC (Floriandpolis, Brasil) e a parte de desenvolvimento e
caracterizacdo do sistema CarDS foi desenvolvido no Centro de Pesquisa
e Desenvolvimento em FermentacGes — CINDEFI/UNPL (La Plata,
Argentina).
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3.2.1 Desenvolvimento do CarDS

3.2.1.1  Producdo das matrizes de nanocelulose bacteriana — BNC

3.2.1.1.1 Linhagem bacteriana

A linhagem bacteriana Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769
(recentemente renomeada para Komagataeibacter hansenii) foi
estocada em ultra freezer a -80 °C (Nuaire, EUA), em meio contendo 20%
de glicerol, reativada em meio manitol (25 g-L'* de manitol, 5,0 g-L'! de
extrato de levedura, 3,0 gL de peptona) e mantida em placa agar
manitol contendo agar 15 g-L', a pH 6,5.

3.2.1.1.2 Meio manitol e meio dgar-manitol

3.2.1.1.3 Reativacdo da cultura estogue e producdo da placa de
trabalho

A Figura 10 mostra a ilustracdo do procedimento de reativagdo
da G. hansenii armazenada em glicerol (20%) em ultrafreezer -80 °C.

Figura 10 — Ilustracdo do procedimento de reativacdo da bactéria G. hansenii
armazenada em glicerol a -80 °C em meio de cultivo e plagueamento em &agar.

G. hunse_nu armazenada Plagueamento em agar Placa de reativagdo
em glicerol a-80 °C
Reativadaem 100 pl 5 dias de
4 mL de meio da solugdo . Cultivo 26 °C P o

Uma aliquota da bactéria armazenada a -80 °C em glicerol (20%)
foi reativada em 4 mL de meio manitol. Cem microlitros desta solugdo
foram plagueados em placa &gar-manitol e acondicionado em
incubadora BOD (Nova Etica, Brasil) a 26 °C por 5 dias, até o crescimento
de coldnias isoladas (placa de reativacdo). Para a producdo da placa de
trabalho foram utilizadas cinco col6nias isoladas da bactéria (placa de
reativacdo), previamente ressuspendidas em 1 mL de meio manitol. A
solucdo foi homogeneizada por 60 segundos no vortex (Vision, Coreia),
e deixada decantar por 10 segundos. A densidade éptica (DO) foi lida em
espectrofotometro (Molecular Devices, EUA), a 660 nm (valor de

68 Tese de Doutorado Karina Cesca



CAPITULO 3 — DESENVOLVIMENTO DO CarDS

referéncia DOes0=0,15). Apds leitura, foi realizada uma diluicdo seriada
até 107, sendo entdo plaquedos 100 pL da solucdo diluida 10 em placa
agar-manitol, que foi mantida na BOD (Nova Etica, Brasil) por 7 dias a
26 °C. Apds o crescimento das coldnias isoladas, o procedimento de
producdo das matrizes foi realizado.

3.2.1.1.4  Producdo das matrizes de nanocelulose bacteriana

A Figura 11 ilustra o procedimento de reativagdo das col6nias e
producdo das matrizes de nanocelulose bacteriana.

Figura 11 —llustracdo do procedimento de reativacdo das colénias de G. hansenii
em meio de cultivo e producdo da matriz de nanocelulose bacteriana (BNC).

Placa de trabalho Matrizes de BNC
(2

5 colénias para 200 pL por pogo
1mL

26 °C por 6 dias

Para produzir as matrizes de BNC, as colbnias da placa de
reativacdo foram reativadas em meio de cultivo manito,l seguindo a
relacdo de 5:1 (nUmero de colbnias/volume de meio). Em seguida, foram
homogeneizadas em vértex (Vision, Coreia) por 60 segundos, deixada
decantar por 10 segundos e feita a leitura da densidade dptica em
espectrofotdbmetro (Molecular Devices, EUA), a 660 nm (valor de
referéncia DOgso = 0,15 nm). Foi realizada uma diluicdo de 10 vezes em
meio de cultivo manitol (indculo). O indculo foi distribuido em placas de
plastico estéril no volume e dimensbes caracteristicos de cada matriz,
sendo cultivado na incubadora BOD (Nova Etica, Brasil), a 26 °C, por 6
dias.

3.2.1.2  Purificagdo das matrizes de nanocelulose bacteriana

A Figura 12 ailustra o procedimento de purificacdo das matrizes
de nanocelulose bacteriana. Apds 6 dias de cultivo, as matrizes formadas
na interface liquido/ar foram removidas, lavadas e purificadas para a
remocao de bactérias e/ou residuos do meio de cultura e do metabolismo
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bacteriano que pudessem estar retidos nas redes de nanofibras da BNC.
Para isso, as matrizes foram purificadas pela adicdo de NaOH 0,1 M por
24 h a 50 °C e, em seguida, submetidas a sucessivas lavagens com agua
destilada, até que o pH da solugdo de enxague fosse equivalente ao da
dgua destilada. Em seguida, as matrizes foram esterilizadas em autoclave
(Cristéfoli, Brasil) por 20 mina 121 °C.

Figura 12 —llustracdo do procedimento de limpeza e purificagdo das matrizes de
BNC produzidas pela bactéria G. hansenii em meio de cultura manitol.
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3.2.1.3 Sintese de CaCO3/A-Car na BNC

A sintese das microparticulas de carbonato de caélcio e A-
Carragenina (CaCOs/A-Car) foi realizada por cristalizagdo coloidal em
presenca de CaCl,, glicina (Gly), Na,COs e A-Car, seguindo o protocolo
desenvolvido por Bosio e colaboradores (2014). As matrizes de BNC
foram imersas em um frasco contendo 3,2% (m/v) de Na,COs e 0,1%
(m/v) de A-Car a 25 °C durante 20 min. Posteriormente, uma solucdo
contendo 3,2% (m/v) de CaCl, 1,25 M em tampao de Glicina-NaCl (pH 10)
foi vertida no frasco e agitada a 300 RPM durante outros 20 min. Cada
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membrana foi lavada duas vezes com 2 mL de 4gua destilada, seguidos
de uma solugao fisioldgica (BOSIO et al., 2014a).

3.2.2  Caracterizagdo do CarDS

O sistema foi caracterizado quanto a morfologia (MEV/confocal),
interacdo quimica (FTIR), analise termogravimétrica (TGA), capacidade de
incorporacdo e de liberagdo da Dox, capacidade de carga e influéncia do
pH do microambiente bioldgico na liberacdo da Dox.

3.2.2.1 Morfologia do CarDS por MEV

Microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para
avaliar a morfologia do sistema CarDS. As amostras de BNC,
microparticulas de CaCOs/A-Car, CarDS e DoxDS liofilizadas foram
recobertas por pulverizagdo catddica usando um Metalizer (Balzers SCD
030, EUA) com obtencdo de espessura de camada entre 15 e 20 nm, e
analisadas em microscopio eletronico de varredura Philips, modelo 505
(Rochester, EUA). As imagens foram processadas por um programa de
imagem (Soft Imaging System ADDA ).

3.2.2.2  Autofluorescéncia da Dox por MICVL

Microscopia confocal de varredura a laser (MCVL) foi utilizada para
avaliar a distribuicdo da Dox nos componentes da matriz. As amostras de
BNC, BNC/A-Car, BNC/CaCOs e CarDS contendo Dox foram examinadas
por MCVL (Leica TCS SP5, Alemanha). Imagens de 8 bits usando quatro
detectores de sinais fluorescentes e um detector de transmissdo de
imagens de campo claro foram coletadas em objetiva de 63x (HCX PLAPO
CS 1,40 OIL UV) e uma banda de emissdo de inicio/fim de 415/485 nm,
respectivamente. Software Leica Application Suite (LAS AF) foi utilizado
para controlar a fluorescéncia do microscopio e posterior analise das
imagens.

3.2.2.3 Espectroscopia de infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

As amostras de BNC, CarDS e DoxDS foram examinadas por FTIR
(Nicolet Magna 560, EUA) usando detector BCTA e depois analisadas na
gama espectral de 650-4000 cm™, com uma resolucdo de 4 cm™, e de
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digitalizagdo igual a 64. As imagens foram processadas utilizando-se o
software Origin, versao 8.5.

3.2.2.4  Andlise termogravimétrica (TGA)

Medicdes termogravimétricas dindmicas da matriz de BNC e do
CarDS foram realizadas utilizando um instrumento de modelo TGA-50
(Shimadzu, Japdo), e realizadas para avaliar a variagdo da massa em
funcdo da temperatura. Os testes foram executados a partir de 20°C, indo
até 900 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C-mint e sob uma
atmosfera de Nj. As imagens foram processadas utilizando-se o software
Origin, versao 8.5.

3.2.2.5 Quantifica¢do da incorporacdo/liberagdo do farmaco

3.2.2.5.1 Incorporacéo

A incorporagdo da Dox as amostras foi realizada pela imerséo
destas em 500 pL de solugdo MES-NaOH pH 6,5 e 500 ulL de Dox-HCI pH
3, em tubos plasticos de 2 mL, agitados a 80 RPM por 20 h a 25 °C. Logo
apos, as amostras contendo Dox foram transferidas para um tubo plastico
de 2 mL contendo 1 mL de NaCl 0,145 M (solugdo de lavagem). A Dox foi
quantificada por espectrofluorimetria (Perkin Elmer LS 50B, Japdo)
usando Aexc € Aem de 454 e 588 nm, respectivamente, com curva de
calibracdo. A eficiéncia de carga foi avaliada como descrita na Equacdo 1.

Doxg - Dox;

1
WBNC

Incorporagdo de Dox =

onde Doxo e Dox: sdo, respectivamente, a concentragdo de Dox (UM) na
solugdo notempo zero e no tempo t, e Wenc representa a massa da matriz
de BNC (em gramas).

3.2.2.5.2 Liberacdo do farmaco

Para avaliar a liberacdo da Dox incorporada, as amostras foram
colocadas em 1,5 mL de tampdo PBS 10 mM em frascos de plastico de
2mL a 37°C, sob agitacdo de 80 RPM. Aliquotas de 500 uL foram
retiradas e repostas com igual volume de solu¢cdo tampao fresca a
intervalos definidos. A concentracdo de Dox foi determinada por
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fluorescéncia, como mencionado no item 3.2.2.5.1. A concentragdo
acumulada foi determinada como apresentado na equacgao abaixo.

Liberagdo acumulada, Cy= XN, (C‘-—Ex Ci,l). 2

A porcentagem de Dox liberado a cada tempo é expressa pela
Equacdo abaixo, onde C; é a concentracdo inicial.

3
G

(Ci_zci—l) x100
% Dox liberada Cj= ~————

3.2.2.6  Avaliagdo da incorporacéo e liberagdo de Dox

Para determinar previamente o tempo de incorporacdo foi
realizada uma cinética de incorporacdo de Dox no CarDS. O CarDS foi
imerso em uma solucdo de Dox na concentracdo de 600 uM, mantidos
em agitacdo a 80 RPM, por até 20 h e 25 °C. Os sistemas DoxDS foram
retirados e lavados em NaCl 0,9 % para retirar o excesso de farmaco. A
Dox residual e Dox proveniente da solu¢do de lavagem foram
quantificadas e a concentracdo de Dox incorporada a cada tempo foi
determinada.

Para avalir a incorporacdo da Dox nos componentes do sistema
(BNC, BNC/A-Car, BNC/CaCOs e CarDS) estes foram imersos em uma
solucdo de Dox de 775,9 uM, agitados a 80 RPM, por 20 h, a 25°C. A
quantificacdo da Dox incorporada foi determinada como descrito no item
3.2.2.2.5.1. Foi avaliada a liberagdo da Dox incorporada em cada
componente do sistema pela imersdo destes em 1,5 mL de PBS e avaliada
a porcentagem de liberacdo em 24 horas.

3.2.2.7 Capacidade de carga de Dox no CarDS

A capacidade de carga de Dox no CarDS foi avaliada pela insercédo
do CarDS em diferentes concentracbes de Dox, variando de 512 a
2586 uM. Os sistemas foram mantidos em agitacdo a 80 RPM, por20 h a
25 °C. Apds a incorporacgdo, os sistemas foram lavados em NaCl 0,9 %
para retirar o excesso de farmaco, e imersos em PBS, pH 7,4, para avaliar
a influéncia da carga na cinética de liberacdo. A porcentagem de Dox
incorporada e liberada foi determinada como descrito no item 4.2.3.5.
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3.2.2.8 Efeito do pH na cinética de liberagdo

Com o intuito de avaliar a influéncia do pH do microambiente
bioldgico qunto as doses de liberacdo da Dox a partir do CarDS, este foi
imerso em uma solucdo de Dox de 775,9 uM, agitados a 80 RPM, por 20 h
a 25 °C. Apds incorporacao os sistemas foram lavados em Nacl 0,9 % para
retirar o excesso de farmaco e imersos em PBS variando pH de 5,8 a 7.4.
A exposicdo do sistema DoxDS (775,9 uM) as solugdes de PBS 10 mM
considerando variacGes de pH de 5,8 a 7,4 foi realizada. A porcentagem
de Dox incorporada e liberada foi determinada como descrito no item
3.2.2.5.

3.2.2.9 Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados gerados foi realizada utilizando-se
o software OriginPro 8.0. Os resultados foram expressos como
média + erro padrdo da média e comparados entre si por meio da analise
de variancia one-way (ANOVA) e teste de Fisher. Os valores foram
considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados relacionados ao desenvolvimento do sistema de
liberacdo de farmacos (CarDS), pela unido de uma matriz polimérica
(BNC) e microparticulas de carbonato de célcio para liberagdo de um
composto ativo (Dox), sdo relatados e discutidos nesta sessdo.

3.3.1 Desenvolvimento do CarDS

Em um primeiro momento testou-se a capacidade da matriz de
BNC em incorporar a Dox em solucdo. As matrizes de BNC foram
incubadas na presenca de diferentes concentracdes de Dox. A Dox foi
incorporada a matriz, mas ndo se observou qualquer liberacdo
prolongada. Resultados semelhantes foram relatados por Trovatti e
colaboradores (2011 e 2012) que avaliaram a liberacdo todpica de
lidocaina e ibuprofeno em matrizes de BNC, em tampéo de fosfato (pH
7,4), demonstrando um perfil de liberagdo de mais de 90% do farmaco,
nos primeiros 20 min (TROVATTI et al., 2011, 2012a).

Com o propdsito de desenvolver um DDS capaz de modular a
incorporacdo e a liberagdo do farmaco ao longo do tempo optou-se por
sintetizar microparticulas hibridas de CaCOs/A-Car por cristalizacdo
coloidal na matriz de BNC em presenca de CaCl,. Outros métodos de
preparacdo de materiais hibridos poliméricos contendo CaCOs sdo
relatados na literatura (FIMBEL; SIFFERT, 1986; STOICA-GUZUN et al.,,
2007, 2013; MATAHWA; RAMIAH; SANDERSON, 2008; SHEN et al., 2010;
VILELA et al., 2010; ZHANG; CHAN; LEONG, 2013); no entanto, estes
métodos necessitam de periodos maiores de preparacdo (horas). Bosio e
colaboradores (2014) avaliaram a sintese de microparticulas porosas por
cristalizagdo coloidal em presenca de célcio, o que permite a obtengdo de
diferentes polimorfismos dos cristais de CaCOs (calcita, aragonita e
vaterita), dependendo das propor¢Ges e do tipo de polimero utilizado,
com tempo de sintese relativamente curto (min). Dentre os polimeros
avaliados, a A-carragenina foi selecionada por influenciar no processo de
sintese, proporcionando uma maior porcentagem de vaterita
(microparticulas esféricas com didmetro médio de 2 um). O método
descrito por Bosio e colaboradores (2014) foi utilizado para a sintese das
microparticulas hibridas de carbonato de céalcio e A-carragenina (CaCOs/A-
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Car) na matriz de BNC, e este sistema foi denominado CarDS, como
ilustrado na Figura 13.

Figura 13 —llustracdo do sistema de liberagdo de farmaco CarDS com ampliagao
das microparticulas de carbonato de calcio sintetizadas entre as fibras da BNC.

A morfologia do sistema CarDS é de aparéncia esbranquicada, com
predominancia da distribuicdo das microparticulas no lado poroso da
matriz de BNC. Matrizes de BNC de 6,5 mm de diametro, hidratadas,
foram utilizadas nesta etapa do trabalho; estas matrizes possuem uma
massa seca média de 0,19 mg. Apds sintese das microparticulas de
CaCOs/A-Car entre as fibras da BNC, esta massa se elevou para 1,75 mg,
e a relagdo de microparticulas de CaCOs/A-Car por massa seca de BNC foi
de 9 mg/mg.

3.3.2  Caracterizagdo do CarDS

3.3.2.1  Morfologia do CarDS

A Figura 14 mostra os detalhes da morfologia do CarDS, a
distribuicdo das microparticulas hibridas de CaCOs/A-Car na matriz de
BNC.
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Figura 14 — Microscopia eletrénica de varredura. Micrografias (A) das
microparticulas de CaCOs/A-Car; (B) da matriz de BNC e (C e D) do CarDS em
ambos os lados da BNC, poroso (C) e denso (D).
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A Figura 14A mostra a morfologia das microparticulas esféricas de
CaCOs/\-Car no polimorfismo de vaterita, com didmetro médio de 4 uM.
A Figura 14B mostra a morfologia da matriz de BNC, onde é possivel
visualizar a alta densidade de poros, caracteristicos da BNC. Este
parametro é considerado importante pois regula a difusdo dos
compostos para dentro e para fora da matriz. A porosidade da BNC pode
ser alterada por modificacdes na condi¢des de cultivo in situ (LIU et al,,
2013; STUMPF et al., 2013) ou por modificacdes fisicas (RAMBO et al.,
2008). Devido a facilidade de modular a porosidade, a BNC tornando-se
um biomaterial adequado para a precipitacdo de microparticulas de
carbonato de calcio. As Figuras 14C e 14D mostram a distribuicdo das
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microparticulas de CaCOs/A-Car na interface matriz BNC-solugdo,
sintetizadas pelo método de cristalizacdo coloidal.

A Figura 15 mostra a morfologia do corte transversal do CarDS
obtida por MEV, nas amplia¢8es de 250 e 4000x.

Figura 15 — Microscopia eletronica de varredura. Micrografias do corte
transversal do CarDS. (A) ampliagdo de 250x% e (B) ampliagdo de 4000x.
e — =2
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Asimagens dos cortes transversais do CarDS obtidas por MEV, com
diferentes ampliagBes, mostram a presenca das microparticulas,
particularmente no lado poroso da matriz de BNC (Figuras 15A e 15B).
Este resultado indica a contribuicdo positiva da menor densidade de
fibras oferecida pela matriz produzida por G. hansenii, sendo possivel
modificar a matriz de BNC pela sintese de microparticulas de CaCOs/A-
Car, obtendo exclusivamente o polimorfismo vaterita.

A Figura 16 mostra a morfologia do CarDS apds incorporacdo da
Dox nas ampliacBes de 1000x e 5000x.

Figura 16 — Microscopia eletronica de varredura. Micrografias do CarDS
c_g_ntendo Dox (A) ampliagdo de 1000x E:_gB) ampliagdo de 5000x.
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78 Tese de Doutorado Karina Cesca



CAPITULO 3 — DESENVOLVIMENTO DO CarDS

O processo de incorporacdo da Dox ndo modificou a distribuicdo
das microparticulas de CaCOs/A-Car e/ou a sua morfologia, como pode
ser observado nas Figuras 16A e 16B. Com base na hidrofilicidade da Dox,
e considerado o ambiente altamente polar da solucgdo feita pelos sais e as
caracteristicas da A-Car, a Dox ficou incorporada no interior das
microparticulas de CaCOs/A-Car.

3.3.2.2  Autofluorescéncia da Dox por (MCVL)

A Figura 17 mostra as micrografias, obtidas por microscopia
confocal de varredura a laser (MCVL), evidenciando a autofluorescéncia
da Dox distribuida na BNC, BNC/A-Car, BNC/CaCOs e no CarDS.

Figura 17 — Microscopia confocal de varredura a laser. Autofluorescéncia da Dox
nas amostras de (A) BNC, (B) BNC/A-Car, (C) BNC/CaCOs e (D) CarDS.
A TR g
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A Figura 17A mostra a distribuicdo homogénea da Dox na matriz
de BNC. Quando foi adicionada a A-Car a BNC e incorporado Dox, alguns
pontos com maior fluorescéncia podem ser observados, associados a
presenca de A-Car ligada a matriz de BNC (Figura 17B). Quando em
presenca das microparticulas BNC/CaCOs sem a presenca da Car foram
observados pontos fluorescentes da Dox nas microparticulas (Figura
17C), mas neste caso a quantidade de Dox distribuida na matriz de BNC é
inferior, o que provavelmente se deve a nucleagdo de cristais de sal, tal
como foi relatado previamente (BOSIO et al., 2014a). Por outro lado, a
microscopia eletrénica de varredura e a microscopia confocal revelaram
uma distribuicdo homogénea da Dox situada principalmente nas
microparticulas hibridas CaCOs/A-Car, indicando a vantagem da sintese
destas microparticulas hibridas na superficie da matriz de BNC (Figura
17D).

A Figura 18 mostra a interacdo da Dox com os componentes do
sistema.

Figura 18 — Varredura do comprimento de onda por (MCVL) da Dox presente na
BNC, CaCOs/A-Car, BNC/CaCOs e CarDS.
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Foi avaliada a fluorescéncia da Dox presente na BNC, BNC/A-Car,
BNC/CaCOs e CarDS. O comprimento de onda da radiacdo emitida pela
Dox presente na BNC e BNC/A-Car foi de 595 nm, e alterada para 610-
620 nm, quando em presenca de CaCOs3, sugerindo uma interacdo entre
cristais de sal e a Dox. Estes resultados podem ser correlacionados com
as imagens de microscopia confocal (Figura 16), que mostra a
distribuicdo da Dox para cada componente do sistema.

3.3.2.3 Espectroscopia do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

A Figura 19 mostra os espectros do infravermelho para BNC, CarDS
(BNC/CaCOs/\-Car).

Figura 19 — Espectro de infravermelho da BNC, CarDS.

BNC

CarDS 3345

744

Transmitancia (%)

876
1450

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Nimero de ondas (cm )

A presenca de CaCO3 no CarDS pode ser confirmada pelas bandas
de absorcdo em 744, 876, e 1450 cm? (WANG et al, 2010)
Particularmente, o alongamento de O-H de BNC em 3345 cm™ foi
atenuado por outras moléculas de A-Car e CaCOs.
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3.3.2.4  Andlise termogravimétrica (TGA)

A Figura 20 mostra as curvas de estabilidade térmica (TGA) e
termogravimetria derivada (DTG) de BNC e CarDS.

Figura 20 — Curvas TGA (A) e DTG (B) para BNC e CarDS.
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Apds a producdo do biocompdsito, a estabilidade térmica foi
investigada por TGA. Foram observados dois estagios independentes de
perda de massa que podem ser claramente identificados, para BNC e
CarDS. O primeiro estagio foi atribuido ao teor de dgua livre, observado
no intervalo de temperatura de 65 a 100 °C, apresentando uma perda de
massa igual a 7% para ambas as amostras, BNC e CarDS . O segundo
estagio, de 200 a 400 °C, foi atribuido a decomposicdo térmica do
biomaterial para ambas as amostras (Figura 20A). Além disso, a segunda
derivada da curva de perda de massa (Figura 20B) mostrou uma mudanga
na temperatura de decomposicdo de 315,8 °C para 357,9 °C, para BNC e
para o CarDS, respectivamente. A mudanga de comportamento térmico
da BNC provavelmente estd associada a presenca de alto teor de
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polimorfismo vaterite no cristal de CaCOs (BRITO et al.,, 2008). O
comportamento térmico para a BNC estd em concordancia com os
resultados obtidos por Wong e colaboradores (2009), que observaram
uma maxima degradacdo térmica (DTG) da BNC no intervalo de 300 a
350 °C (WONG; KASAPIS; TAN, 2009). O comportamento de degradacdo
térmica é reconhecidamente afetado por alguns parametros estruturais,
tais como peso molecular, cristalinidade e orientagdo das fibras (BARUD
et al., 2007).

3.3.2.5 Incorporagdo/liberacéo do farmaco
A Figura 21 mostra a cinética de incorporagdo da Dox no CarDS.

Figura 21 — Cinética de incorporacdo de Dox (600 uM) no CarDS a 25°C e
agitacdo de 80 RPM. Valores representam a média + erro padrdo da média de
dois experimentos em duplicata. * Representa diferenca significativa (p < 0,05)
da incorporacdo de Dox (uUM) em relagdo ao tempo anterior.
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Podemos observar uma fase de inducdo de até 4 horas com
incorporacdo final de 32 uM (5,4%), uma fase exponencial de 4 até 8
horas com uma incorporagdo final de 363 uM (60,5%), seguida por um
fase de saturacdo do sistema pelo farmaco, obtendo uma incorporacado
de 460 uM (76,6%) em 14 horas; Um aumento adicional de 4% é
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observado ao final de 20 horas, totalizando uma incorporagdo de 490 uM
(81%) da Dox em solucéo.

A capacidade de incorporacdo da Dox em microparticulas de
carbonato de célcio em outros biopolimeros ja foi relatada (PENG; ZHAO;
GAO, 2010; LIANG et al., 2013; BOSIO et al., 2014b) apresentando uma
variacdo de 66 a 95 % para tempos distintos.

A Figura 22 mostra a porcentagem de incorporacdo de Dox em
cada componente do sistema, ou seja, BNC, BNC/A-Car, BNC/CaCOs e
CarDS.

Figura 22 — Incorporacdo da Dox em BNC, BNC/A-Car, BNC/CaCO; e CarDS.
Porcentagem de incorporacao apds 20 horas submersas em uma solugdo de Dox
(775,9 uM), 25 °C e agitacdo de 80 RPM. Valores representam a média + erro
padrdo da média de dois experimentos em quadriplicata.
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A incorporagdo de Dox na BNC foi de 11 + 1,8%. Este valor é
considerado baixo e ocorreu provavelmente devido a elevada
hidrofilicidade da Dox. A BNC é um biopolimero constituido de ligacdes
B-(1—4) ligando unidades de D-glicose, exibindo seis grupos hidroxila
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livres por unidade de celobiose. Com intuito de aumentar a
hidrofilicidade da BNC foi adicionada uma molécula polar, tal como a A-
Car, que contém trés grupos sulfonados por dimero, resultando em uma
incorporacdo aumentada da Dox para 16,6 * 2,8%. No entanto, a
incorporacdo da Dox ainda é muito baixa para ambos os casos. A fim de
aumentar a incorporacdo da Dox, a sintese das microparticulas de CaCOs3
foi considerada como alternativa levando-se em considera¢do o efeito
positivo de grupos ibnicos. A presenca do CaCOs e das microparticulas
hibridas de CaCOs/A-Car nas matrizes de BNC aumentou para 83,3 + 2% e
87,3 £ 2%, respectivamente (Figura 21). A alta incorporacdo da Dox no
sistema CarDS foi atribuida a presenca das microparticulas de CaCOs, o
que confirma a hipdtese do papel das interagdes polares entre a Dox e 0
CaCOs. Apesar do aumento de 4,3% de Dox em presenca de A-Car, os
sistemas BNC/CaCOs e CarDS ndo apresentarem diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05). A incorporacdo de A-Car na
matriz de BNC aumenta ligeiramente a quantidade de Dox adsorvida, mas
sem o controle da cinética de liberacdo do farmaco. No entanto, a
presenca de A-Car na sintese das microparticulas aumenta a estabilidade
por mais de um ano de forma semelhante como descrito anteriormente
(BOSIO et al., 2014a).

A Tabela 6 mostra a porcentagem de libera¢do da Dox a partir dos
componentes do sistema.

Tabela 6 — Liberagdo de Dox a partir dos componentes do sistema (BNC, BNC/A-
Car, BNC/CaCOs e CarDS) em PBS a 37 °C em 24 horas. * = Diferencas
significativas (p < 0,05) das amostras sem simbolo.

Amostras Liberagdo de Dox (%)
BNC 15,95+ 1,86
BNC/A-Car 12,63 £2,41
BNC/CaCOs 1,32 +£0,10

CarDS 1,72 £0,55

A Dox liberada pode ser classificada em dois grupos principais: de
alta e de baixa liberacdo, e pode ser correlacionada com a auséncia ou a
presenca de CaCO3 na matriz. A presenca de CaCO3 na matriz, com e sem
A-Car diminuiu a liberagdo da Dox em 7,3 e 12,8 vezes, em 24 horas, em
relacdo a BNC, com e sem A-Car, respectivamente.
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3.3.2.6  Capacidade de carga da Dox

A Figura 23 mostra a capacidade de incorporagdo da Dox quando
submetida a diferentes concentragdes. Esta capacidade de carga no
CarDS foi avaliada no intervalo de 258,6 a 2586,3 uM.

Figura 23 — Incorporagdo de Dox no CarDS apds 20 horas de contato com Dox
(258,6, 517,3, 775,9, 1293,1, 2586,3 uM) a 25 °C e sob agitagdo de 80 RPM.
Valores representam a média * erro padrdo da média de dois experimentos em
guadriplicata.
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A quantidade de Dox incorporada ao CarDS aumentou linearmente
para o intervalo de 258,6 a 1293,1 uM, apresentando uma incorporacado
de 81% da Dox em solucdo. J& para a concentracdo de Dox de 2586,3 uM
a porcentagem de incorporacgdo foi de 95% da Dox em solucdo.

A Figura 24 mostra a cinética de liberagdo do DoxDS cotendo
diferentes cargas de Dox.
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Figura 24 — Cinética de liberacdo da Dox a partir DoxDS contendo diferentes
concentracdes em PBS (pH = 7,4), 37 ° C durante 7 dias. Valores representam a
média * erro padrdo da média de dois experimentos em duplicata.
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Curvas hiperbdlicas foram observadas em todos os casos, com
liberagdo linear nas primeiras 24 horas. O aumento da carga de Dox
aprisionada dentro do CarDS pode estar inversamente correlacionado
com a liberagdo da Dox do sistema.

A Figura 25 mostra o efeito do DoxDS contendo diferentes cargas
na liberacdo (UM e %) apds 7 dias de incubacao.
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Figura 25 — Relagdo entre a Dox incorporada ao CarDS e liberagdo da Dox (%) a
partir do DoxDS em PBS (pH 7,4), 37 °C durante 7 dias de incubacdo. Valores
representam a média = erro padrdo da média de dois experimentos em
duplicata.
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As porcentagens de liberacdo de 4,75%, 3,75%, 2,26%, 2,02% e
2,35% foram obtidas para as concentra¢des de 206,88, 413,84, 620,72,
1034,48, e 2469,61 uM, respectivamente. Na maior concentragao
testada de Dox (2586,3 uM), os resultados sugerem outro tipo de
interagdo com o microambiente que pode ser atribuido ao fendmeno de
empilhamento pela interacdo aromatica de anéis de Dox (BOSIO et al,,
2014a).

3.3.2.7 Efeito do pH na liberag¢éo de Dox BNC-Car-CaCOs

A Figura 26 mostra as cinéticas de liberacdo da Dox a partir do
DoxDS pela variacdo do pH do microambiente (5,4, 6,6, 7,4) ao longo de
28 dias.
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Figura 26 — Cinética de liberagdo do DoxDS em PBS em pHs (A) pH 5,8, (®) pH
6,6 e (W) pH 7,4. DoxDS (620,72 uM) foi exposta durante 28 dias a 37 °C. Valores
representam a média + erro padrdo da média de trés experimentos em
triplicata.
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A porcentagem de liberagdo da Dox a partir do sistema DoxDS foi
avaliada quando o DoxDS foi exposto a variacbes do pH do
microambiente. Em 24 horas ja foi possivel observar a influéncia do pH
na liberagdo. Quando DoxDS estd em contato com pH mais 4cidos (5,8 e
6,6), observa-se, com diferenca significativa (p < 0,05) um maior
percentual de liberagdo, quando comparado com pH de 7,4. As
porcentagens de Dox para os pHs de 5,8 (A) e 6,6 (@) foram de 4,67 +
0,22% e 4,52 + 0,96%, respectivamente, enquanto que para pH 7,4 (H)
foi de 2,57% (£ 0,19). Apds 28 dias de liberagdo observa-se o mesmo
perfil, onde as porcentagens de Dox para os pHs de 5,8 (A) e 6,6(@®)
foram de 6,82 + 0,88% e 6,43 + 0,30%, respectivamente, enquanto que
para pH 7,4 (M) foi de 4,7 + 0,4%.

Ogomi e colaboradores (2005) prepararam um hidrogel compésito
de CaCOs e poli(alcool vinilico) (PVA) para liberacdo de farmacos, onde a
velocidade de liberagdo do farmaco e da dissolu¢do do CaCO3 aumentou
com uma diminuicdo do pH do tampao. Além disso, as taxas de liberacdo
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de farmaco aumentaram com uma diminuicdo no peso molecular do
farmaco modelo. Estes resultados mostram que as camadas de CaCO3; em
hidrogéis comportam-se como camadas de cobertura para a liberagdo de
farmaco modelo; neste caso, a taxa de liberacdo de farmacos modelo
pode ser controlada pela taxa de dissolugdo de CaCOs (OGOMI;
SERIZAWA; AKASHI, 2005). As microparticulas de CaCOstornam-se menos
estaveis em pH mais baixos; consequentemente, ocorre um aumento da
solubilidade e liberagdo da Dox. Esta situacdo é benéfica, uma vez que as
células tumorais acidificam o pH do ambiente local (GERWECK;
VIJAYAPPA; KOZIN, 2006). O efeito do pH sobre a cinética de liberagdo da
Dox é um fator muito relevante, e talvez possa ser modulado em futuros
sistemas de liberacdo de farmacos implantaveis, em terapias de cancer.
Além disso, células cancerigenas tém um alto metabolismo anaerdbico
por causa da baixa oxigenac¢do. Em consequéncia, hd um grande acimulo
de acido lactico e o pH extracelular diminui para niveis abaixo de 5,8
(GERWECK; VIJAYAPPA; KOZIN, 2006).
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34 CONCLUSOES

Com

base nos resultados de caracterizagdo do CarDS,

desenvolvido em matriz de nanocelulose bacteriana e microparticulas
hibridas de CaCO3s/A-Car entre as fibras da BNC, pode-se concluir que:

vi.

vii.

A sintese das microparticulas de CaCOs/A-Car por
cristalizacdo coloidal possibilitou modificar a superficie da
matriz de BNC; as microparticulas foram caracterizadas por
uma distribuicdo relativamente uniforme;

A Doxorrubicina se concentrou mais intensamente junto as
microparticulas hibridas de CaCOs/A-Car sintetizadas na
matriz de BNC;

As medidas de interagdo entre os componentes por FTIR, e
a analise termogravométrica confirmaram alteracGes na
BNC pela presenca das microparticulas;

A modificacdo  ocasionada pela presenca das
microparticulas na BNC possibilitou uma incorporacdo de
~80% da Dox em solucdo (DoxDS);

A concentragao de Dox no CarDS pode ser modulada pela
variacdo da concentracdo da Dox em solucdo;

O DoxDS contendo diferentes concentracGes de Dox
demonstrou uma liberagdo inversamente proporcial a sua
concentracgdo incorporada, liberando uma porcentagem de
farmaco menor quanto maior a sua carga;

A cinética de liberacdo do farmaco a partir do DoxDS pode
ser alterada pela variagdo do pH do microambiente local,
observando uma maior liberagcdo em pH mais baixos.

Em resumo, o CarDS apresentou uma distribuicdo uniforme das
microparticulas hibridas de CaCOs/A-Car entre as fibras de BNC,
proporcionando uma alta incorporacdo de Dox (Ca. 80%) e perfis de
liberagdo modulados pela concentracdo de Dox incorporada, assim como
pela variacdo do pH local, desmonstrando possuir as caracteristicas
estruturais necessarias para a aplicacdo local desejada.
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Avaliacao das Propriedades Fisico-Quimicas e
Bioldgicas in vitro do CarDS

O Capitulo 4 apresenta os topicos: resumo, introducdo, materiais
e métodos, resultados e discussdo e conclusdes, referentes a etapa de
avaliacdo das propredades fisico-quimicas e bioldgicas in vitro do CarDS
quanto as propriedades area superficial, absor¢ao de dgua, propriedades
mecanicas e razdo de microparticulas de CaCOs/A-Car em diferentes
formatos de BNC. Avaliou-se ainda o efeito citotéxico do CarDS segundo
norma ISO 10993-5 e a interacdo célula-CarDS. Por fim, avaliou-se a
hemocompatibilidade do CarDS em contato direto com sangue humano
por ensaios de coagulagdo dindmica e potencial hemolitico.
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4 AVALIAGAO DAS PROPRIEDADES FISICO-QUIMICASE ~ BIOLOGICAS
IN VITRO DO CarDS

RESUMO

O CarDS desenvolvido pela sintese de microparticulas hibridas de CaCOs/A-
Car em matriz de BNC pode contribuir como alternativa ao tratamento
adjuvante da recidiva do cancer de mama; todavia, um dos pontos criticos
para a utilizacdo do CarDS para a aplicacdo desejada diz respeito a sua
natureza, a forma, e as suas caracteriticas fisico-quimicas e bioldgicas in vitro.
Desta forma, foram avaliadas a razdo de microparticulas de CaCOs/A-Car nos
diferentes formatos de BNC, a influéncia da presenca das microparticulas de
CaCOs/A-Car entre as fibras da BNC sobre a area superficial, sua capacidade
de absorcdo de dgua, taxa de reidratacdo e suas propriedades mecanicas.
Foram avaliados ainda o efeito citotdxico do CarDS em linhagem padrao de
fibroblastos murinos (L929), seguindo as recomendac¢bes da norma ISO
10993-5, e a interagdo célula-CarDS. Por fim, foi avaliada a
hemocompatibilidade do CarDS em contato direto com sangue humano pela
realizacdo de ensaios de coagulagdo dindmica do sangue e potencial
hemolitico. Pode-se observar que a razdo de CaCOs/A-Car por BNC néo foi
alterada quando se aumenta o didmetro da matriz de BNC, que a presenca
das microparticulas reduz a area superficial da BNC e a capacidade de
absorcdo de agua e taxa de reidratagdo. A presenca das microparticulas de
CaCOs/A-Car influencia nas propriedades mecéanicas tornando o biomaterial
mais maledvel e de mais facil manuseio no momento da aplicagdo. O CarDS
ndo apresentou atividade citotoxica, segundo norma (ISO 10993-5),
mantendo os niveis de atividade metabdlica e proliferagdo celular, quando
comparado com o controle. A partir da analise da interacéo célula-CarDS foi
possivel observar que fibroblastos, quando cultivados sobre o CarDS, sdo
capazes de aderir e proliferar adequadamente. O ensaio de
hemocompatibilidade demonstrou que o material ndo alterou o perfil de
formacgdo de coagulos e que os indices hemoliticos permaneceram dentro
dos valores da normalidade. Pode-se concluir que, os ensaios selecionados
para avaliar a atividade bioldgica in vitro evidenciam que o sistema tem
potencial para ser implantado pois ndo causa efeitos destrutivos quando em
contato direto com o sangue ou culturas celulares.
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41  INTRODUGKO

Devido aos indices crescentes de mortalidade por cancer de
mama, cada vez mais se investe em pesquisas que visam o tratamento
e/ou a cura do cancer (FENG; CHIEN, 2003; GROBMYER et al., 2012; YANG
et al., 2012; ZHANG; CHAN; LEONG, 2013). O desenvolvimento de
tratamentos mais eficazes e menos danosos, ou seja, mais especificos e
de acdo local, levou a estudos de incorporacdo de agentes
quimioterdpicos em sistemas de liberacdo de farmacos (DDS) (LI et al.,
2011;SZ0T et al., 2011). Os DDS utilizam biomateriais como matrizes para
farmacos que terdo sua liberagdo no organismo de forma controlada, ou
melhor, de forma previsivel, e local (MINKO et al., 2005; LAMMERS et al.,
2010).

No capitulo anterior foi relatado o desenvolvimento do CarDS, um
DDS composto de matriz de nanocelulose bacteriana (BNC) contendo
microparticulas hibridas de carbonato de calcio e A-carregenina
(CaCOs/A-Car) para aplicagdo local, como alternativa a terapia oncoldgica
adjuvante, para prevencgdo da recidiva de cancer de mama (CESCA et al,,
2014; CACICEDO et al., 2015). O CarDS apresentou um alto potencial de
retencdo de Dox em solugdo (ca. 80%) e um baixo perfil de liberagdo (<
10%) no tempo estudado. A viabilidade terapéutica do CarDS esta
relacionada a sua capacidade em reter grandes quantidades de
quimioterdpico e manter um perfil de liberacdo adequado, i.e,
sustentado, ao longo do tempo, por alteragdo local do pH.

Um dos pontos criticos para o desenvolvimento de biomateriais
inovadores diz respeito a natureza, forma e caracteristicas dos
biomateriais (CHEN; LIU, 2015). A estrutura das nanofibribras de BNC
serve como um suporte macromolecular adequado para inclusdo de
compostos ativos e, portanto, para o desenvolvimento de DDS. Uma das
maiores vantagens da BNC é a sua capacidade de ser moldada em
diversos tamanhos e formas durante a sua sintese sem causar qualquer
alteracédo significativa em suas propriedades fisicas (RECOUVREUX et al.,
2011); neste sentido, relata-se aqui a avaliacdo da matriz de BNC como
um modulador adicional em um sistema com dimencdes similares a base
de uma prétese mamaria; além disso, avalia-se se essa ampliagdo
influencia na densidade de microparticulas de CaCOs/A-car. Além das
caracteristicas relatadas acima, a BNC apresenta elevada capacidade de
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absorcdo de dagua, assim como propriedades mecéanicas Unicas, boa
permeabilidade e resisténcia a degradacdo (RAMBO et al., 2008; MULLER
etal.,, 2011; BERTl et al,, 2013; MULLER et al., 2013; STUMPF et al., 2013).
A maior parte dessas propriedades surge a partir da sua rede de
nanofibras tridimensional. E importante salientar que quando se adiciona
outro componente a matriz de BNC, essas propriedades podem ser
alteradas; sendo assim, foi avaliada a influéncia da presenca das
microparticulas de CaCOs/A-Car entre as fibras de BNC sobre a area
superficial, a capacidade de absor¢cdo de agua, e sobre a taxa de
reidratacdo, assim como possiveis alteracbes nas propriedades
mecanicas.

O fator mais importante que diferencia um biomaterial de
qualquer outro material é a sua capacidade de co-existir em contato com
tecidos do corpo humano sem causar um grau inaceitavel de dano ao
organismo (WILLIAMS, 2008, 2009). O conhecimento e compreensdo
dessas interagles torna-se necessario quando se visa uma determinada
aplicacdo. Para a avaliacdo de biomateriais, a International Organization
for Standartization — I1SO, juntamente com outras agéncias reguladoras,
desenvolveu um conjunto de normas. Essas normas apresentam técnicas
de avaliacdo bioldgica para dispositivos médicos, desde sua fabricacao,
esterilizacdo, resposta bioldgica local ou sistémica, onde o que se analisa
¢ a aceitacdo do material dentro de um meio bioldgico, assegurando que
a sua capacidade de funcionamento ndo gere disturbios imunoldgicos ou
toxicidade, e também que o mesmo ndo atue negativamente sobre o DDS
de modo a que este venha perder sua fungdo ou apresentar risco ao
paciente. As informagles disponiveis sobre citotoxicidade de
biomateriais baseados em BNC e microparticulas de carbonato de calcio
sdo escassas na literatura. Estudos de citotoxicidade de biomateriais
baseados em BNC/CaCOs3 foram conduzidos com osteoblastos (FU et al.,
2013) e celulose microcristalina/CaCOs; em fibroblastos (JIA; CHEN; YANG,
2012). O conhecimento do nivel ou auséncia de citotoxicidade induzida
pelo sistema proposto nesta tese, o CarDS, é muito importante quando
se projeta a sua aplicacdo local.

Além do estudo da citotoxicidade, outra propriedade que deve ser
estudada em materiais implantaveis é a hemocompatibilidade (ULLAH et
al., 2016). Os biomateriais devem atender aos requisitos de
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funcionalidade bioldgica para o qual foram projetados, e provocar o
minimo de reacdes alérgicas ou inflamatdrias (RIHOVA, 1996). E sabido
gue as superficies que por ventura entrarem em contato com o sangue
podem ativar a cascata de coagulacdo e a consequente formacdo de
trombos, devido a interagdo de tais superficies com proteinas do sangue
e plaquetas (RIHOVA, 1996; ANDRADE et al., 2011; LEITAO et al., 2013).
Fink e colaboradores (2010), avaliaram a hemocompatibilidade de tubos
de enxertos vasculares baseados em BNC, e compararam esses com
enxertos comerciais de poli(tereftalato de etileno) (PET) e
poli(tetrafluoroetileno) expandido (PTFE) (FINK et al., 2010). Eles
relataram que os enxertos baseados em BNC ndo provocam uma rapida
coagulacdo do sangue, mas induzem a cascata de coagulacdo de uma
forma mais lenta. Foi relatado ainda que tanto nanocompdsitos de BNC
com alcool polivinilico (usado em aplicagBes cardiovasculares), quanto
BNC in natura foram hemocompativeis (LEITAO et al., 2013; porém, ndo
foram encontrados na literatura relatos da avaliacdo da
hemocompatibilidade de matrizes de BNC contendo microparticulas de
carbonato de célcio e carragenina, dai a necessidade de avaliacdo da
hemocompatilidade do sistema CarDS aqui desenvolvido.

Devido as propriedades funcionais da BNC e o grande potencial das
microparticulas hibridas de carbonato de célcio e A-Car na incorporacédo
e liberacdo de Dox, relatados no capitulo anterior, alguns
guestionamentos serdo abordados neste capitulo:

i A ampliacdo de escala, ou seja, do diametro da matriz de
BNC, ocasiona alteragdes na razdo madssica entre as
microparticulas (sintetizadas nas fibras de BNC) e a BNC
liofilizada?

ii. A presenga das microparticulas CaCOs/A-Car influencia na

area superficial da matriz de BNC?

iii. As propriedades de absorcdo de dgua e a taxa de
reidratacdo sdo alteradas pela presenca das microparticulas
de CaCOs/A-Car na matriz de BNC?
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vi.

vii.

A presenca das microparticulas e o estado hidratagdo ou
liofilizado do CarDS influenciam suas propriedades
mecanicas?

A unido da BNC com as microparticulas de CaCOs/A-Car
causa efeito citotdxico a células saudaveis quando avaliada
segundo a norma ISO-10993-57

A presenca das microparticulas entre as fibras de BNC
influencia a interagdo célula-CarDS?

O CarDS é hemocompativel quando em contato com sangue
humano?

Buscando responder os questionamentos acima, foram avaliados
a densidade de microparticulas entre as fibras de BNC, a area superficial,
absorcdo de dgua, taxa de reidratacdo, propriedades mecanicas,
citotoxicidade, interacdo células-CarDS e hemocompatibilidade do DDS
desenvolvido (CarDS).
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4.2 MATERIAIS E METODOS

A Figura 27 apresenta o fluxograma descritivo contendo as etapas
relacionadas a avaliacdo das propriedades fisico-quimicas e bioldgicas in
vitro do sistema de liberacdo de fdrmacos desenvolvido em matriz de BNC
contendo microparticulas CaCOs/A-Car (CarDS).

Figura 27 — Fluxograma descritivo das etapas relacionadas a producdo,
caracterizacgdo fisico-quimica e estudos bioldgicos in vitro do CarDS.

Produgdo do CarDS
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As etapas de producdo do CarDS, avaliagdo da citotoxicidade e
ensaios de hemocompatibilidade foram realizados no Laboratério de
Tecnologias Integradas, InteLab/UFSC. A andlise de area superficial foi
realizada no Laboratério de Materiais Elétricos (LAMATE). Os
procedimentos de secagem em ponto critico, metalizacdo e as andlises
de MEV, e em microscopio confocal foram realizadas no Laboratério
Central de Microscopia Eletrénica (LCME) da UFSC. A quantificacdo da
doxorrubicina (Dox) foi realizada no Laboratdrio Multiusuario em Estudos
Bioldgicos (LAMEB), da UFSC.
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4.2.1  Produgdo do CarDS

A producdo do CarDS é realizada em duas etapas: a producdo das
matrizes de BNC e a sintese das microparticulas hibridas de CaCOs/A-Car
entre as fibras de BNC, como descrito no item 3.2.1, com algumas
modificacdes, conforme relatadas abaixo.

4.2.1.1  Produgdo das matrizes de nanocelulose bacteriana — BNC

As matrizes de BNC com diferentes formatos foram produzidas
pela bactéria Gluconacetobacter hansenii (ATCC 23769) cultivada em
meio manitol. A cultura foi distribuida em frascos plasticos estéreis no
volume e dimencdes caracteristicas de cada matriz, sendo cultivada em
incubadora BOD (Nova Etica, Brasil), a 26 °C e durante 6 dias. As matrizes
de BNC foram recolhidas das placas, lavadas com dgua destilada e depois
purificadas pela adicdo de NaOH 0,1 M por 24 h a 50 °C. Em seguida, as
membranas de BNC foram submetidas a sucessivas lavagens com dgua
destilada, até que o pH da dgua de enxague fosse equivalente ao da dgua
destilada. As matrizes foram entdo esterilizadas em autoclave (Cristéfoli,
Brasil) por 20 min a 121 °C.

4.2.1.2  Sintese das microparticulas de CaCOs/A-Car

A sintese das microparticulas de carbonato de calcio e A-
Carragenina (CaCOs/A-Car) na matriz de BNC seguiu o método descrito no
item 3.2.2.2; todavia, para os ensaios aqui realizados, as solucdes
necessarias para a sintese foram esterilizadas e/ou filtradas. Este
procedimento foi realizado, em camera de fluxo laminar em condi¢des
estéreis, com intuito de manter a esterilizadade do CarDS para os
experimentos realizados in vitro.

4.2.2 Caracterizagdo fisico-quimica do CarDS

A caracterizagdo fisico-quimica do CarDS teve como intuito avaliar
a infuéncia da sintese de microparticulas CaCOs/A-Car na matriz de BNC,
quanto a razdo massica CaCOs/A-Car:BNC, area superficial, capacidade de
absorcdo de dgua e taxa de reidratagdo e propriedades mecanicas.
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4.2.2.1 Razdo mdssica CaCOs/A-Car:BNC

A razdo massica de CaCOs/A-Car:BNC foi avaliada para os
diferentes didmetros das matrizes BNC produzidos por G. hansenii.
Matrizes de BNC de diferentes didametros foram produzidas pela variacdo
dovolume de inéculo (0,2; 2; 7; 20 mL) em placas de cultura de diferentes
dimensdes (6,4; 15,6; 35 e 86 milimetros), como descrito no item
3.2.1.1.3. A sintese das microparticulas de CaCOs/A-Car foi realizada
como descrito no item 3.2.1.3. Os CarDS, nos diferentes diametros, as
amotras foram congelados em ultra freezer, a -80 °C (Nuaire, EUA) por
24 h; em seguida, foram liofilizados (em liofilizador Liotop, Brasil) em
temperatura de -50 °C e pressdao menor que 0,3 mmHg, durante 48 horas
e, posteriormente, pesados. A razdo massica microparticulas de CaCOs/A-

Car:BNC foi determinada pela Equacdo 4.

~ . massa seca de CarDS - massa seca de BNC
Razdo massica CaCO5/A-Car:BNC = 4
massa seca de BNC

4.2.2.2  Area superficial

Ainfluéncia das microparticulas de CaCOs/A-Car na area superficial
da BNC foi determinada pela aplicagdo da equagdo de Brunauer-Emmett-
Teller (B.E.T.) nas isotermas de adsorcdo de N, (NOVA 2200E,
Quantachrome, EUA). Antes da analise as amostras foram colocadas em
tubos, aquecidas a 90 °C sob vacuo durante 1,5 horas para remocdo da
umidade da superficie e outros contaminantes. As analises foram
realizadas a pressao relativa entre 0,05 e 0,25.

4.2.2.3  Morfologia do CarDS

A distribuicdo das microparticulas de CaCOs/A-Car na matriz de
BNC foi examinada por microscopia eletronica de varredura (MEV). As
amostras foram congeladas em ultra freezer, a -80 °C (Nuaire, EUA) por
24 h; em seguida, foram liofilizadas (em liofilizador Liotop, Brasil) em
temperatura de -50 °C e pressdo menor que 0,3 mmHg, durante 48 horas
, montadas em stubs, e recobertas com ouro usando um Metalizer (Leica
EM SCD500, Suica). O MEV (JEOL JSM-6390LV, EUA) foi operado a 10 kV
e 80 A (Laboratério Central de Microscopia Eletrénica, LCME/UFSC). As
micrografias das microparticulas foram analisadas pelo software Imagel
V 1.51 (NIH, EUA) para a obtencdo de sua distribuicdo de tamanho.
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4.2.2.4 Capacidade de absor¢do de dgua e taxa de reidratagdo

A capacidade de absorcdo de dgua e a taxa de reidratacdo foram
avaliadas para BNc e para o CarDS. Amostras circulares de 15,6 mm de
didmetro foram primeiramente pesadas, determinando-se assim a sua
massa Umida (Mumida); depois, foram liofilizadas, determinando-se a sua
massa seca (Mseca); posteriormente, foram imersas em 2 mL de agua
destilada, a 37 °C, por 0,5 h, 1 h, 6 h e 24 h. A cada tempo, o excesso de
dgua sobre a superficie de cada membrana foi removido com papel
absorvente, e as amostras foram pesadas determinando-se a massa de
reidratagdo (Mreidrataczo)- A absorgdo de dgua para cada amostra foi entdo
determinada por ((Mreigratacio - Mseca)/Mseca) € @ taxa de reidratagdo por

((Mreidratagéo - Mseca)/(Mum\'da_ Mseca))xloo .
4.2.2.5 Propriedades mecdnicas

As propriedades mecéanicas da BNC, BNC/CaCOs, BNC/A-Car e
CarDS foram determinadas em texturémetro Stable Micro Systems (TA-
HDplus) usando uma célula de carga de 500N em condi¢des de
temperatura e umidade ambiente. Corpos de prova foram elaborados
com 10 mm de largura e 35 mm de comprimento. Os corpos de prova
foram fixados as garras superior e inferior do instrumento, deixando-se
uma distancia de 10 mm entre as duas garras. A velocidade de separacdo
do instrumento foi de 1 mm-s?, e a espessura para cada amostra foi
determinada utilizando um paquimetro pela média de 3 medidas
repetidas aleatoriamente ao longo da extensdo dos materiais. Foram
testadas pelo menos 3 amostras para cada amostra hidratada e liofilizada.

4.2.3  Estudos in vitro

Os estudos in vitro tiveram como intuito avaliar a influéncia das
microparticulas de CaCOs/A-Car presentes na matriz de BNC quanto a
citotoxicidade em células da linhagem L929, interacdo célula-CarDS e, por
fim, quanto a hemocompatibilidade.

4.2.3.1 Citotoxicidade

A avaliagdo da citotoxicidade do sistema de liberacdo CarDS foi
realizada pela técnica de contato direto, conforme a norma ISO 10993-5
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(2009), utilizando-se fibroblastos de tecido conectivo de camundongo,
linhagem L929.

4.2.3.1.1  Manutencdo celular

Os fibroblastos de tecido conectivo de camundongo 1929 foram
mantidos em nitrogénio liquido, posteriormente descongelados e
cultivados em meio de cultura celular Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) (Gibco®, EUA), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SBF) (Gibco®, EUA) e 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco®,
EUA) em atmosfera Umida, a temperatura de 37 °C com 5% de CO,, em
placa de cultura de tecidos (TPP, Suica) para a propagacao celular. Apds
atingir a confluéncia de 80% de preenchimento das placas de cultura, as
células foram lavadas com PBS para a remocao das proteinas do SFB da
superficie das células; em seguida, foi adicionada uma solucédo de tripsina
(Gibco®, EUA) em volume suficiente para cobrir as células. As placas de
cultura de tecidos foram transferidas para a estufa de CO; (Ultrasafe HF
212UV, Brasil) durante 5 min para a ativagdo da tripsina e descolamento
das células aderidas na placa de cultura. A tripsina e as células foram
transferidas para tubos de plastico de 2 mL e centrifugadas por dois
minutos a 24 °C e 5000 RPM. A solucdo sobrenadante (tripsina) foi
removida e o pellet (as células) foi ressuspendido em meio de cultura, e
as células viadveis foram quantificadas em camara de Neubauer (SP Labor,
Brasil).

A avaliagdo da citotoxicidade do CarDS e da BNC em células foi
realizada pela quantificacdo da atividade metabdlica a capacidade
proliferativa, como ilustrada na Figura 28.

104 Tese de Doutorado Karina Cesca



CAPITULO 4 — PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS E BIOLOGICAS DO CarDS

Figura 28 — llustracdo esquematica da avaliagdo da citotoxicidade in vitro
envolvendo membranas de BNC e do sistema de liberagdo CarDS em fibroblastos
(L929) para os tempos de culturade 1, 3, 5 e 7 dias.

. . . Sistema de
Controle Matriz de BNC liberagio CarDS

Células de fibroblastos (L929)

e - Caracterizagio e N
/ \
I

Atividade Proliferaciao celular !
metabdélica por MTS por PicoGreen® i

I

I

As células de fibrobastos L929 foram semeadas em placas de
cultura de tecidos de 24 pocos na densidade inicial de 1,8x10%
células/poco. Apds 24 h, o meio foi substituido, e amostras (BNC e CarDS)
foram adicionadas e cultivadas em estufa (Ultrasafe HF 212UV, Brasil) por
1, 3, 5 e 7 dias. Foram utilizadas células cultivadas em placa e células
cultivadas sobre a BNC como controle. A citotoxicidade do CarDS e da
BNC em células foi avaliado quanto a atividade metabdlica e capacidade
proliferativa.

4.2.3.1.2 Atividade metabdlica

As alterag®es na viabilidade celular apds 1, 3, 5 e 7 dias de cultura
foram determinadas pela inferéncia da atividade mitocondrial medida
utilizando CellTiter 96® Aquous One Solution (MTS) (Promega
Corporation, EUA) por ensaio colorimétrico realizado de acordo com as
instrucdes do fabricante. Resumidamente, o meio de cultura foi
removido, as células foram lavadas suavemente com PBS, e foram
adicionados 300 pL de meio DMEM e 60 L do reagente MTS. As placas
foram mantidas em atmosfera humidificada (5% CO,), incubadas a 37 °C
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durante 2 h, e ao abrigo da luz. Apds a incubacdo cada amostra foi
homogeneizada e 100 uL da solucdo foram transferidos para uma nova
placa de 96 pocos. A absorbéancia do sobrenadante foi medida a 490 nm
utilizando espectrofotdmetro (Molecular Devices, EUA). O grupo controle
foi constituido de células cultivadas em placa de cultura.

A atividade metabdlica das células foi calculada em relagcdo as
células controle, como descrito na Equacgado 7.

Atividade metabdlica (%) = A8 fratamento x 190 5

ABS controle

4.2.3.1.3  Proliferacdo celular

A proliferacdo celular apds 1, 3, 5 e 7 dias de cultura foi avaliada
por quantificagdo de DNA (Quant-iT PicoGreen dsDNA, Invitrogen, EUA)
em ensaio fluorimétrico seguindo o protocolo do fabricante.
Resumidamente, o meio de cultura foi removido, as células foram lavadas
suavemente com PBS e foi adicionado 1 mL de 34gua ultrapura. As
amostras permaneceram durante uma hora em atmosfera iUmida a 37 °C
com 5% de CO, e, em seguida, as amostras foram armazenadas em
congelador a -80 °C até a andlise. Para quantificar a proliferacdo celular
foi utilizado Quant-iT PicoGreen dsDNA® Reagent™, que consiste em
detectar a presenca de cadeia dupla de DNA no sobrenadante celular por
uma sonda fluorescente. Medidos 28,7 uL para cada amostra, estes
foram misturados com 71,3 pL da solugcdo PicoGreen® (0,5 mL reagente
Picogreen® em 100 mL de 1X tampdo TE), 100 plL de tampdo TE 1X e
incubados no escuro durante 10 minutos. A fluorescéncia foi medida a
um comprimento de onda de excita¢cdo de 485 nm e a um comprimento
de onda de emissdo de 528 nm em espectrofotdmetro de fluorescéncia
(Molecular Devices, EUA). Uma curva padréo foi preparada, e os valores
de dsDNA da amostra foram lidos a partir da curva padrao utilizando as
concentracdes de 0, 0,02, 0,05, 1 e 2 pg-mL™.

4.2.3.2  Interag@o célula-biomaterial

A avaliagdo da interagdo célula L929-CarDS foi avaliada quanto a
atividade metabdlica e morfologia como ilustrado na Figura 29.
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Figura 29 — llustracdo esquemadtica da avaliagdo da interagdo célula-biomaterial
(BNC e CarDS) in vitro para os tempos de cultura de 1, 3 e 7 dias.
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SEM/Confocal

Para tanto, as amostras, matrizes de BNC e CarDS, foram
adicionadas nos pogos de uma placas de 96 pocos de cultura de tecidos,
e imersas em meio de cultura sem soro durante 24 horas. Fibroblastos de
tecido conectivo de camundongo, da linhagem L929, foram semeados na
densidade de 1,8 x 10* células por poco e o meio de cultura foi renovado
a cada dois dias. Apds a incubagdo durante 1, 3 e 7 dias, os biomateriais
foram lavados com PBS, e mudancas na viabilidade e morfologia das
células aderentes na BNC e no CarDS foram avaliadas. A viabilidade foi
determinada pela atividade metabdlica (MTS) e a morfologia das células
e dos biomaterias foi visualizada pelas técnicas de microscopia eletronica
de varredura (MEV) e de microscopia eletrénica confocal a laser (MCVL).

4.2.3.2.1 Atividade metabdlica

O numero de células metabolicamente ativas aderidas aos
biomateriais (BNC e CarDS) foi quantificado por MTS. Apds tempo de
cultivo as amostras foram lavadas com PBS, e a estas foram adicionados
200 pL de meio de cultura e 40 plL de solugdo de MTS, sendo entdo
armazenadas em estufa por 2 h. Apds a incubacdo cada amostra foi
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homogeneizada e 100 plL da solucdo foram transferidos para uma nova
placa de 96 pocos e realizada leitura a 490 nm.

4.2.3.2.2 Morfologia por MEV

A fim de verificar a influéncia das microparticulas de CaCOs/A-Car
na morfologia das células aderidas a BNC (BNC e CarDS), estas foram
submetidas a analises por microscopia eletrénica de varredura (MEV).
Primeiramente as amostras foram fixadas com fixador Karnowsky
(glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 4% em tampdo cacodilato de
sédio 0,1M) durante 4 horas a temperatura ambiente, e submetidas a
trés lavagens de 15 minutos com tampdo cacodilato de sédio 0,1M.
Posteriormente, foi realizado o processo de desidratacdo em sequéncia
de dlcool em concentra¢des crescentes (10%, 30%, 50%, 70%, 90% e
100%); as amostras foram incubadas em cada série durante 20 minutos;
a Ultima etapa (alcool 100%) foi repetida trés vezes. Apds a desidratacdo,
as amostras foram submetidas a secagem no equipamento de ponto
critico de CO; (Leica EM CPD 030); neste processo as particulas de alcool
sdo substituidas por CO,. Ao final, as amostras foram montadas em stubs,
metalizadas com uma cobertura de ouro (metalizador Sputter Leica EM
SCD 500) e entdo analisadas sob microscépio eletrénico de varredura por
captura de elétrons secundarios em 10 kV (Jeol JSM-6390LV).

4.2.3.2.3 Morfologia por MCVL

Para analise morfoldgica das células aderidas ao biomaterial por
Microscopia Confocal de Varredura a Laser, as células foram lavadas trés
vezes com uma solucdo de PBS (pH 7,4), e em seguida fixadas com
formaldeido a 3,7% em PBS e permeabilizadas com 0,1% de Triton X-100
em PBS. Para visualizar os filamentos de F-actina, as células foram
coradas com Alexa Fluor 546 conjugado com faloidina (Molecular Probes,
EUA). Os nucleos das células foram coradas com DAPI [(4', 6-diamidino-
2-fenilindole, sal dicloridrato, Molecular Probes, EUA)]. As amostras
foram entdo montadas em l|dminas e analisadas utilizando-se um
microscépio de fluorescéncia (Nikon Eclipse Ci-G, Jap&o).
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4.2.3.3  Hemocompatibilidade

4.2.3.3.1 Preparacdo de amostras de sangue

Sangue foi coletado de doadores voluntarios saudaveis, de acordo com a
aprovac3o do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH)
da Universidade Federal de Santa Catarina (Processo n2
48296915.8.0000.0121), intitulado “Biofuncionalidade e
hemocompatibilidade de membranas poliméricas de nanocelulose
bacteriana (BNC)”. O sangue foi recolhido em tubos de coleta de sangue
em vacuo citrado (3,2%) e utilizado na sequéncia.

4.2.3.3.2  Potencial hemolitico

O potencial hemolitico da BNC e do CarDS foi analisado como
descrito pela Sociedade Americana para Testes e Materiais (ASTM F756-
00, 2000). Para realizacdo do ensaio, sete amostras (0,28 cm?) foram
adicionadas em tubos de ensaio de polipropileno e posteriormente
preenchidos com 7 mL de PBS. Apds 72 h de incubacdo a 37 °C, o PBS foi
removido, e 7 mL de PBS e 1 mL de sangue venoso diluido (8 mL de
sangue/10 mL de PBS) em citrato foi adicionado a cada amostra. Cada
tubo foi suavemente agitado duas vezes a cada 30 minutos, a fim de
favorecer o contato do sangue com o material. Apds incubacdo por 3 h,
cada fluido foi transferido para um tubo apropriado e centrifugado a
2000 RPM durante 15 min. A hemoglobina liberada por hemdlise foi
medida por densidade Optica (DO) dos sobrenadantes a 540 nm
utilizando um espectrofotdmetro UV-VIS (Molecular Devices, EUA). A
porcentagem de hemdlise foi calculada conforme descrito na Equacdo 8.

( DOteste - DOcontrole negativo ) %100 6
DO

controle positivo ~ Docontrole negativo
PBS e agua ultra-pura foram utilizados como controle negativo e
positivo respectivamete como materiais de referéncia.

Hemolise (%) =

4.2.3.3.3  Coagulacdo dindmica do sangue

A cinética de coagulacdo do sangue foi realizada para BNC e CarDS.
As amostras foram previamente preparadas, onde cada Eppendorf
contendo 4 amostras de BNC e de CarDS com 6,4 mm de diametro foram
colocadas em banho termostatizado a 37 °C durante 5 min. A coagulagdo
foi induzida pela adicdo de 250 upL da mistura de sangue/ACD
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(anticoagulant citrate dextrose solution), seguida da adi¢cdo de 20 ulL de
solucdo de CaCl, (0,2 mol/L). Os Eppendorfs contendo as amostras foram
mantidos em um banho termostatizado a 37 °C. Foram retiradas
amostras nos tempos de 10, 20, 30, 40, 50 e 60 mim e diluidas em 50 mL
de 4gua destilada. A concentracdo de hemoglobina liberada foi medida
por transferéncia de 200 uL do sobrenadante para uma placa de 96
pocos, e realizada leitura espectrofotométrica da absorbancia a 540 nm.
A formacgdo do codgulo é seguida por uma reducdo no valor da
absorvancia. Sangue foi utlizado como controle positivo para
normalizacdo das amostras, e CarDS sem adicdo de coagulante foi
utilizado como controle negativo. O indice de coagulacdo dindmica do
sangue (ICS) do biomaterial foi determinado pela Equacdo 9. Todas as
amostras foram analisadas em triplicata.

ICS= ( ABS do sangue em contato com a amostra

)xlOO 7

ABS da solugdo de agua destilada em contato com sangue/ACD

4.2.4  Anidlise estatistica

Os dados foram avaliados estatisticamente utilizando-se o
software estatistico Origin, versdo 8.5. Os resultados experimentais
foram expressos como a média + erro padrdao e comparados através da
analise de variancia one-way (ANOVA) seguida pelo teste Tukey,
considerando-os estatisticamente diferentes quando p < 0,05.
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4.3  RESULTADOS E DISCUSSAO

No capitulo anterior foi apresentado o desenvolvimento de um
sistema de liberacdo de farmacos para aplicacdo local, denominado
CarDS. O CarDS foi concebido com intuito de auxiliar no tratamento
adjuvante da recidiva do cancer de mama, pela aplicacdo do sistema,
contendo uma carga especifica de agente quimioterapico, apods a retirada
do tumor (mastectomia), inibindo assim a recidiva local das células
tumorais. Um dos desafios para o desenvolvimento de biomateriais
inovadores diz respeito a natureza, forma e as caracteristicas fisico-
guimicas e biolégicas dos materiais. Por tanto torna-se necessario o
estudo da interacdo entre os materiais e o sistema bioldgico.

Neste capitulo foi explorado as caracteristicas fisico-quimicas e
bioldgicas in vitro do CarDS visando melhorar o entendimento da
interacdo do CarDS com o sistema bioldgico.

4.3.1 Avaliacdo darazdo CaCOs/A-Car:BNC

Para que um biomaterial atinja a especificidade adequada para
implante, deve-se conhecer as suas propriedades estruturais. Afim de
obter um formato adequado de uma membrana de didmetro similar a da
base de uma prétese mamaria, cerca de 86 mm de didmetro, avaliou-se
a sintese de microparticulas de CaCOs/A-Car em matrizes de BNC com
didmetros variando de 5,4 a 86 mm.

A Tabela 7 e a Figura 30 mostram o efeito da variagdo do diametro
da matriz de BNC na massa seca de BNC, na massa seca do CarDS e na
razdo de microparticulas de CaCOs/A-Car:BNC.

Tabela 7 — Efeito da variagdo do diametro (6,4, 15,6, 35, 86 mm) da matriz de
BNC na razdo massica de microparticulas de CaCOs/A-Car:BNC. Os valores
representam a meédia + erro padrdo da média em quadriplicata, para trés
ensaios independentes.

Didmetro (mm
Amostra (mm)

6,4 15,6 35 86
BNC seca (mg) 0,19+0,04 1,90+0,17  6,35+0,26 @ 18,61+0,42
CarDS seco (mg) 1,98+0,04 19,41+0,52 | 59,83+0,99 180,75 3,39
Razdomg CaCOs/M-Car: o). o 30x 9484073* 856+0,36% 87140,17%
mg BNC)*
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Figura 30 — Efeito do diametro da matriz de BNC na massa seca da matriz de BNC
e do CarDS. Valores representam a média + erro padrdo da média, para trés
experimentos em quadriplicata.
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A vantagem da utilizacdo da matriz de BNC para o
desenvolvimento de um sistema DDS, estd relacionada a sua estrutura
tridimensional (ABEER; MOHD AMIN; MARTIN, 2014). O entrelagamento
da fibras, porosidade, area superficial, e massa seca, é influenciado pelas
condices de cultivo, assim como a linhagem bacteriana e seu respectivo
meio de cultura (CACICEDO et al., 2016). Quando mantemos a maioria
destes parametros constantes e variamos somente o diametro da placa
de cultura, obtemos uma relacdo linear entre a massa de BNC e o
diametro da matriz formada (Tabela 7 e Figura 29), assim como, quando
realizamos a sintese das microparticulas nas matrizes de BNC nos
diferentes formatos, mantemos uma relacdo linear da massa do CarDS
em fungdo do aumento do didmetro da matriz de BNC (Tabela7).

Neste trabalho foi realizada a pré-incubacdo das matrizes de BNC,
produzidas por G. hansenii, em solucdo contendo fons COs?,
possibilitando que os mesmos se difundam para o interior da matriz
polimérica. Quando se adiciona solugdo contendo Ca?*, sob forte
agitacdo, ocorre precipitacdo de microparticulas de CaCOs, dentro e fora
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da matriz de BNC. Neste caso, independentemente do didametro da matriz
de BNC avaliada (6,4, 15,6, 35 e 86 mm), ndo se observou alteragdo
significativa (p < 0,05) na razdo massica entre as microparticulas de
CaCOs/A\-Car e a BNC (Tabela 7). Este fato ocorreu muito provavelmente
devido a saturagdo dos fons CO3? e Ca®* presentes em soluc¢do e na matriz
de BNC, e pelos parametros de producdo mantidos constantes. Ao
aumentarmos o didmetro da matriz de BNC produzida, aumentamos
linearmente a massa seca de BNC (Tabela 7 e Figura 29) e permanecemos
com uma relagdo de microparticulas sintetizadas na matriz de BNC de 9
mg/mg.

A Figura 31 mostra a morfologia das matrizes de BNC e do CarDS
hidratados com didmetro de 5,4 mm.

Figura 31 — Morfologia de BNC (A) e do CarDS (B) hidratadas.

A

A Figura 31A mostra a aparéncia da matriz de BNC e a Figura 31B
mostra a aparéncia do sistema CarDS, ou seja, BNC apds a sintese das
microparticulas de CaCOs/A-Car. Esta se apresenta mais esbranquicada e
menos transparente e com razdo massica de microparticulas de CaCOs/A-
Car por BNC de 9,20 * 0,30 (mg/mg). BNC e CarDS, apresentando este
formato e hidratadas, foram utilizadas para os ensaios experimentais de
incorporacdo e liberacdo da Dox e suas respectivas caracterizacdes,
apresentadas no Capitulo 3.

Neste caso, ao aumentar a escala de producao da matriz de BNC,
de 6,4 mm para 86 mm, conseguimos manter a razdo madssica de
microparticulas hibridas de CaCOs/A-Car:BNC constante, independente
do didmetro da matriz de BNC produzida.

Karina Cesca Tese de Doutorado 113



CAPITULO 4 — PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS E BIOLOGICAS DO CarDS

432  Avaliagdo da Area superficial

A drea superficial é uma caracteristica importante quando se
procura desenvolver um biomaterial, pois esta relacionada a porosidade,
a qual influencia diretamente na difusdo de compostos e/ou moléculas
para dentro/fora do biomaterial. A BNC tem elevada area superficial pois
€ um biomaterial com uma grande quantidade de poros (espacgos vazios).
Neste sentido, avaliou-se a influéncia da presenca de microparticulas na
morfologia e na area superficial da matriz de BNC. A matriz de BNC
produzida pela cepa G. hansenii, apds cultivada durante 6 dias,
apresentou uma area superficial média determinada pela equacdo de
Brunauer-Emmett-Teller (B.E.T.) de 56,82 m?-.g’t. O entrelacamento das
fibras e a porosidade, podem ser influenciado pelo tempo de cultivo.
Islam e colaboradores (2015) avaliaram a area superficial de BNC,
também produzida por G. hansenii apés 14 dias de cultivo, e observaram
uma area superficial de 19,97 m%g™. A sintese das microparticulas de
CaCOs/A-Car entre as fibras de BNC, em ambiente estéril, pelo método de
cristalizacdo coloidal, observou-se que a presenca das microparticulas
ocasiona uma alteracdo da drea superficial de 56,82 m?-g*! para 7,62
m2.g?l,

A sintese in loco das microparticulas entre as fibras da BNC torna
a superficie da BNC com menor porosidade, como observada nas imagens
de MEV, no capitulo anterior e promove reducdo de 87% na area
superficial, conforme determinada pelo método de B.E.T.

433 Avaliagdo da capacidade de absorcdo de agua e taxa de
reidratagdo

A capacidade de absorcdo de dgua e a taxa de reidratacdo sdo
caracteristicas importantes dos biomateriais para aplicagdes biomédicas,
uma vez que a propriedade de difundir dgua permite o transporte do
farmaco para fora da matriz (BHATTARAI; GUNN; ZHANG, 2010;
KOLAKOVIC et al., 2012). Avaliou-se a influéncia da sintese das
microparticulas de CaCOs/A-Car entre as fibras de BNC nas propriedades
de absorgdo de dgua e taxa de reidratacdo da BNC.

A Figura 32 mostra a cinética de absorcdo de dgua da BNC e do
sistema CarDS.
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Figura 32 —Cinética de absor¢do de dgua para BNC e para o CarDS. Os resultados
foram expressos como a média + erro padrdo da média de dois ensaios
independentes em triplicata. * Indica a diferenca significativa (p < 0,05) da
absor¢do de dgua do CarDS em relagdo a BNC.

50
|—m—CarDs —e—BN(]

454
© " *
3 a0 ¥ _ I 8
&) P
& 35 +
£ /

30 | g z =

25 -
I e
£ 20 I/
© 1
p
&5
-
o 10|
oo
=
o 54
w
=

0

T T T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24 28
Tempo (h)

A absorc¢do de dgua pela BNC pode variar em milhares de vezes o
seu préprio peso (HOFFMAN, 2013). A presenca das microparticulas de
CaCOs/A-Car na matriz de BNC ocasionou uma reducdo significativa (p <
0,05) de 27% na capacidade de absorcdo de dagua (Figura 32). A
propriedade de absorcdo de agua relata a capacidade do material em
absorver agua disponivel; no entanto, a reducdo da capacidade de
absorcdo de dgua, aqui relatada, pode estar relacionada a diminuicdo da
area superficial e da porosidade da BNC, devido a presenca das
microparticulas entre as fibras de BNC que ocupam o espaco destinado a
dgua. A reducdo da taxa de reidratacdo do CarDS de 19% quando
comparada com a da BNC, pode ser explicada pela presenca das
microparticulas e também pelo agrupamento das fibras de BNC durante
0 processo de liofilizagcdo, ndo sendo capaz de retornar a sua forma
original.

A presenca das microparticulas de CaCOs/A-Car entre as fibras de
BNC ocasionou uma reduc¢do na capacidade de absorc¢do de dgua de 27%
e uma redugdo de 19% na taxa de reidratacdo.
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4.3.4  Avaliagdo das propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas sdo normalmente utilizadas para
caracterizacdo de novos materiais, fornecendo informacdes importantes
sobre a maleabilidade do biomaterial no momento da aplicacdo (HU;
CATCHMARK, 2011; DE OLIVEIRA BARUD et al., 2016). Para uma aplicacédo
adequada, CarDS deve manter a integridade durante o uso; portanto,
avaliou-se as propriedades mecanicas para BNC, BNC/A-Car, BNC/CaCOs
e CarDS quanto a tensdo aplicada para deformacdo maxima a ruptura
quando em estado hidratado e liofilizado. A Figura 33 mostra as
propriedades mecanicas relacionadas as curvas tipicas de tensdo-
deformacdo e os valores de tensdo de ruptura e deformacgdo de amostras
hidratadas.

Figura 33 — Propriedades mecénicas. (A) Curvas tipicas de tensdo-deformacao;
(B) deformacdo maxima a ruptura; (C) tensdo de ruptura das amostras
hidratadas de BNC, BNC/A-Car, BNC/CaCOs; e CarDS. Curvas e valores
representam a média + erro padrdo da média em triplicata.
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A Figura 33A mostra as curvas caracteristicas de tensdo-
deformacdo para a BNC, BNC/Car, BNC/CaCOs e CarDS. A matriz de BNC
sofreu alteracdo de seu comportamento mecanico a medida que teve
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alterada sua composicdo. Um dos parametros avaliados nos biomateriais
implantaveis é a capacidade de alongamento a ruptura, considerando-se
qgue, quanto maior a maleabilidade do material, mais facil é de se
trabalhar e mais moldavel ele fica no lugar a ser implantado. Esses valores
podem variar em funcdo de diferentes situagbes, como linhagem
bacteriana, tempo de cultivo, ou mesmo suplemento pré ou pods-
tratamento da BNC (CAl; HOU; YANG, 2011). A Figura 33B mostra os
valores em porcentagem de deformagdo para BNC, BNC/Car, BNC/CaCOs
e CarDS. A presenca das microparticulas hibridos de CaCOs/A-Car entre as
fibras de BNC aumentou de forma significativa (p < 0,05) a porcentagem
de deformacdo, de 30% para 39%.

Lin e colaboradores (2013) avaliaram as propriedades mecanicas
de uma membrana de BNC contendo quitosana (BNC-Ch) para aplicacdo
na cicatrizacdo de feridas; os resultados mostram valores de deformacéo
a ruptura de 29 e 32% para as membranas BC e BC-Ch, respectivamente.
A Figura 33C mostra os valores em tensdo aplicada a ruptura para BNC,
BNC/Car, BNC/CaCOs e CarDS. Neste caso foi possivel observar que a
presenca da A-Car tornou o material mais elastico, sendo necessaria uma
maior tensdo a ruptura quando comparada somente som a presenca das
microparticulas de CaCOs, porém ndo apresentando diferenca
significativa em relacdo a BNC.

Almeida e colaboradores (2014) adicionaram glicerina a matriz de
BNC para administracdo topica de farmaco, e observaram que, além de
modificar as propriedades mecanicas, a inclusdo de glicerina resultou em
um efeito hidratante da pele que poderia ser clinicamente relevante para
o tratamento de doencas da pele caracterizadas pela secura, tais como
psoriase e dermatite atdpica. Wang e colaboradores (2008)
desenvolveram um hidrogel hibrido de alginato contendo microparticulas
de CaCOs e observeram que a conjugacdo do alginato com as
microparticulas de CaCOs proporcionou um aumento na resisténcia
mecanica do hidrogel de alginato, provavelmente devido a formacdo de
uma rede reticulada com as microparticulas.

Ao avaliarmos as propriedades mecanicas do sistema CarDS
observamos uma maior maleabilidade, como observado pelo aumento na
correspondente deformacdo a ruptura. Este aumento na maleabilidade,
muito provavelmente é devido a presenca da A-Car que, além de
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influenciar na maleabilidade, influencia no polimorfismo do CaCOs;
produzido. Para a aplicacdo topica desejada neste trabalho, projeta-se o
uso do CarDS como um sistema liberagdo de farmacos local em estado
hidratado, porém foram avaliadas também as caracteristicas do CarDS
liofilizado.

A Figura 34 apresenta as curvas tipicas de tensdo-deformacao e as
médias de tensdo e deformacdo a ruptura das amostras liofilizadas.

Figura 34 — Propriedades mecanicas. (A) Curvas tipicas de tensdo-deformacao;
(B) alongamento maximo a ruptura; (C) tensdo maxima a ruptura das amostras
liofilizadas de BNC, BNC/Car, BNC/CaCOs; e CarDS. Curvas e valores representam
a média t erro padrao da média em triplicata.
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A Figura 34A destaca as curvas de tensao-deformacdo para BNC,
BNC/A-Car, BNC/CaCO3 e CarDS (BNC/CaCOs/A-Car) liofilizadas. Neste
caso também podemos observar a alteracdo do comportamento mecanico
em razdo das alteracBes da matriz de BNC. Entre as curvas observa-se
claramente dois grupos distintos, de acordo com a presenca ou auséncia
de carragenina. A Figura 34B mostra que as amostras que ndo possuem
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A-Car em sua estrutura, ou seja, BNC e BNC/CaCOs, apresentam uma
menor capacidade de deformacdo quando comparadas com as amostras
qgue possuem A-Car em sua estrutura. A Figura 34C mostra que a tensdo
aplicada para romper a matriz de BNC contendo A-Car é maior. Porém,
guando se adicionam as microparticulas este resultado ndo apresenta
diferenca significativa quando comparadas com BNC pura e BNC/CaCOs.
A Figura 35 mostra os perfis das curvas tesdo-deformacdo das
amostras hidratadas e liofilizadas, onde observa-se uma reducdo da
capacidade de deformacdo para todas as amostras liofilizadas.

Figura 35 — Propriedades mecanicas. Curvas tipicas de tensdo-deformacado
hidratadas e liofilizadas para (A) BNC, (B) BNC/Car, (C) BNC/CaCOs e (D) CarDS.
Curvas e valores representam a média * erro padrdo da média em triplicata.
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Em termos de propriedades mecanicas, observou-se que o CarDS
é mais maledvel quando Umido e que ocorre uma diminuicdo nas
propriedades mecanicas quando liofilizado. O estado de hidratacdo é
uma caracteristica importante em termos da aplicagdo clinica do CarDS
uma vez que materiais mais flexiveis sdo mais faceis de ser aplicados
sobre o sitio cirurgico.
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4.3.5 Avaliagdo da citotoxicidade

A realizacdo de ensaios in vitro permite uma maior compreensao
das propriedades bioldgicas dos biomateriais, sendo de fundamental
importancia para entender o seu comportamento junto ao tecido in vivo.
O gue se analisa é a aceitacdo do material dentro de um meio bioldgico,
assegurando que a sua capacidade de funcionamento ndo gere disturbios
imunoldgicos ao ser implantado e também que os tecidos ndo atuem
negativamente sobre o dispositivo, de modo que este venha a perder sua
fungdo. O CarDS, composto por microparticulas de carbonato de calcio e
A-carragenina, é composto de materiais considerados ndo citotoxicos,
quando avaliados separadamente. Porém, alguns biomaterias podem
interagir, e reacdes ocasionadas pelas suas interacdes podem liberar
produtos secundarios (CHEN; LIANG; THOUAS, 2013). Esses produtos
secundarios podem estar relacionados a danos celulares indesejaveis,
inviabilizando a aplicacdo destes biomateriais in vivo. Este trabalho busca
explorar ao maximo as caracteristicas do CarDS, ndo deixando duvidas
sobre a sua citotoxicidade. Seguiu-se as orienta¢des sugeridas pela
International Organization for Standardization, norma 1SO 10993-5, que
descreve testes de citotoxicidade in vitro para avaliagdo biolégica de
dispositivos médicos (ISO/EN10993-5, 2009). Estas orientacbes sugerem
a andlise das altera¢des na atividade metabdlica da linhagem L1929,
cultivada em placa, apds tratamento com o biomaterial objeto de estudo.
Esta andlise pode ser realizada por contato direto do biomaterial sobre as
células e ou/ células sobre biomaterial. Em funcdo destas orientacses,
avaliou-se as possiveis alteracbes que o biomaterial desenvolvido, o
CarDS, poderia ocasionar na atividade metabdlica e indice proliferativo
das células 1L929.

A Figura 36 mostra a capacidade das células em metabolizar os sais
de tetrazélion presente no reagente MTS quando em contato com o
CarDS, ap6s 1, 3, 5 e 7 dias de cultivo.
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Figura 36 — Atividade metabdlica. Influéncia do CarDS na Atividade metabdlica
de Fibroblastos 1929 por contato indireto, analisados por MTS apés 1,3,5e 7
dias de incubacdo a 37 °C. Os dados representam a média + erro padrdo da
média, para trés experimentos independentes em quadriplicata. * Diferenca
significativa (p < 0,05) em relagdo ao controle.
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A atividade metabdlica foi normalizada em funcdo das células
tratadas com controle (BNC). A BNC ja foi relatada como um biomaterial
considerado ndo citotdxico, sendo utilizado para varias terapias, dentre
elas tratamento de feridas e irritabilidade in vivo (ALMEIDA et al., 2014;
SULAEVA et al., 2015). A norma ISO 10993-5 relata que a atividade
metabdlica das células em contato com o biomaterial deve apresentar
um indice superior a 70% para ser considerado ndo-citotdxico. Este
indice esta representado na Figura 36 por uma linha tracejada. Neste
trabalho as taxas de atividade metabdlica foram superiores ao indice de
70% para todos os tempos avaliados; relatado pelo aumento na
atividade metabdlica das células de 88,7 £+ 1,68%, 94,3 + 1,32%, 96,82 +
1,13% e 102,42 + 1,73%, com o tempo de cultivo de 1, 3, 5 e 7 dias,
respectivamente, quando em contato com CarDS. A porcentagem de
células metabolicamente ativas, em contato com CarDS, aumenta com
o passar dos dias de cultivo (1, 3, 5 e 7 dias). Apos sete dias de cultivo, a
atividade metabdlica das células em contato com CarDS foi de 102%, ndo
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apresentando diferenca significativa quando comparada com o controle,
evidenciando a ndo citotoxicidade do CarDS, estando de acordo com o
indice relatado pela ISO 10993-5.

A Figura 37 mostra a concentracdo de dsDNA de fibroblastos da
linhagem L1929, quando em contato com o CarDS ao longo do tempo de
cultivode 1, 3, 5 e 7 dias.

Figura 37 — Proliferacdo celular. Influéncia do CarDS na proliferacdo de
fibroblastos (L929). Os dados representam a média * erro padrdo da média para
trés experimentos independentes, realizados em quadriplicata. * Diferenca
significativa (p < 0,05) em relagdo ao controle.

2,005 [ Controle [EE

1,75 4

1,50 4 *

1,25

1,00 4

0,75 4

dsDNA (ng/mL)

0,50

0,25 4

0,00

Tempo (dias)

A Quantificacdo do dsDNA das células L929 (Figura 37) mostra uma
tendéncia proliferativa ao longo do tempo de cultivo. Foi relatado que a
concentracdo de DNA aumentou 6,4 vezes em 7 dias de cultivo. Ao sétimo
dia de cultivo a concentracdo de DNA se equivale a do controle, ndo
havendo diferenca significativa entre eles (p < 0,05).

Além da atividade metabdlica e indice proliferativo, a interacdo
célula-biomaterial é uma resposta do comportamento das células frente
ao biomaterial estudado. Como jd mencionado, a BNC é considerada um
biomaterial ndo téxico; todavia, microparticulas de carbonato de calcio
em altas concentracBes foram relacionadas a alteragcGes morfolégicas em
placa de cultura.
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4.3.6 Avaliagdo da interacdo célula-biomaterial

A avaliacdo da interacdo célula-biomaterial tem por finalidade
confirmar a utilizagdo segura e eficaz do CarDS junto ao tecido in vivo.
Para tanto, fibroblastos da linhagem L1929 foram plaqueados na
densidade de 1,8 x 10* células sobre a matriz de BNC e CarDS, sendo
posteriormente avaliadas as alteragdes na atividade metabdlica e
morfologia da células em questédo.

A Figura 38 mostra porcentagem de células de fobroblastos
metabolicamente ativas, quando em contato com CarDS, apds 1,3 e 7
dias de cultivo.

Figura 38 — Atividade matebdlica. Influéncia do CarDS na Atividade metabdlica
de Fibroblastos L929 por contato direto, analisados por MTS apés 1, 3, 5 e 7 dias
de incubacdo a 37 °C. Os dados representam a média + erro padrdo da média de
dois experimentos independentes em quadriplicata. * Diferenca significativa (p
<0,05) em relagdo ao controle.
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O ensaio de MTS tem como principio avaliar a capacidade de
células vivas em reduzir o composto MTS em um produto formazan
solivel em meio de cultura, gracas as enzimas desidrogenases
mitocondriais de células metabolicamente ativas. A presenca de 1,54 mg
de microparticulas de CaCOs/A-Car entre as fibras da BNC, proporciou um
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microambiente mais favoravel para a interacdo célula-biomaterial, como
pode ser observado pelos resultados mostrados na Figura 38,
apresentando uma atividade metabdlica 7% superior ao controle, no
primeiro dia e 31% superior ao controle no sétimo dia de cultivo.

N&do existem relatos na literatura da interagao de fibroblastos L929
com estes biomaterias BNC/CaCOs/A-Car em conjunto. No entanto,
matrizes de BNC j& sdo consideradas material biocompativel e ndo
citotéxico (HELENIUS et al., 2006; CHIAOPRAKOBKIJ et al., 2011; PERTILE
etal., 2012; AHMAD et al,, 2014).

Células endoteliais da veia humana exibiram grande proliferacao
em matriz BNC que, por sua vez, exibiu crescimento horizontal e
ocorréncia de migracdo vertical a membrana. Devido a presenca de
diferentes gradientes de disponibilidade de oxigénio em funcdo da
profundidade da matriz BNC, verificou-se que a penetragdo celular no
interior do hidrogel de BNC estava limitada até um determinado nivel de
oxigénio (JEONG et al., 2010; RECOUVREUX et al., 2011).

Mendes e colaboradores (2009) avaliaram a resposta bioldgica da
matriz BNC apds implantacdo subcutdnea em camundongos. As analises
das se¢des histoldgicas da matriz de BNC e do tecido circundante aos 7,
15, 30, 60 e 90 dias apds a cirurgia, ndo mostraram nenhuma evidéncia
de reagdo estranha ao longo do periodo estudado. As células
polimorfonucleares e os linfocitos foram observados aos 7, 15 e 30 dias
apds a cirurgia, sugerindo uma leve resposta inflamatéria. Em contraste,
aos 60 e 90 dias apds a cirurgia, ndo foi observada infiltracdo de células
inflamatdrias (MENDES et al., 2009).

Kim e colaboradores (2010) prepararam compositos de gelatina e
BNC e avaliaram sua biocompatibilidade. As células de fibroblastos
NH3T3 foram semeadas sobre compdsitos de BNC e BNC-gelatina e
incubados durante 48 h. Eles descobriram que as células apresentaram
boa aderéncia e proliferacdo, embora a biocompatibilidade fosse muito
melhor nos compdsitos de BNC-gelatina do que em BNC pura.
Consequentemente, os scaffolds de BNC-gelatina foram bioativos,
indicando que podem ser utilizados para curativos de feridas e como
arcaboucos de engenharia tecidual (KIM; CAl; CHEN, 2010). De modo
semelhante, Wang e colaboradores (2012) relataram a sintese de um
composto BNC-gelatina via reticulagdo por procianidina. Os resultados
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mostraram que a proliferacdo, infiltracdo e adesdo de fibroblastos sdo
melhoradas em relagdo a BNC pura. De fato, a gelatina, um polipeptideo
derivado de uma matriz extracelular e uma forma desnaturada de
coldgeno, apresenta muitas propriedades desejaveis tais como boa
biocompatibilidade, baixa imunogenicidade, adesividade, promogdo da
adesdo celular e crescimento e baixo custo (WANG et al., 2012).

Microparticulas de carbonato de calcio por sua vez foram avaliadas
em osteoblastos (FU et al.,, 2013). Os autores relataram valores de
viabilidade celular reduzidos com o aumento da concentracdo de cristais
de CaCOs; sintetizadas pelo método assistido por microondas, o que
implica que altas concentracdes de cristais de CaCOs; induziram o
aumento da citotoxicidade nas células (FU et al., 2013). Neste caso o
método de sintese influenciou na citotoxicidade das microparticulas. Os
mesmos autores avaliaram a citotoxicidade de cristais de CaCOs pelo
método de agitacdo ultrassdnica e observaram que as mesmas
concentragdes testadas apresentaram valores de atividade metabdlica
superiores a 90%.

Ma e colaboradores (2013) relacionaram a influéncia da
concentracdo de microparticulas de carbonato de calcio quanto a
alteracdo morfoldgica celular, eles observaram que as concentracdes
elevadas deste nanocompdsitos tinha um pequeno efeito sobre a forma
da célula (MA et al., 2013).

O proximo item descreve a morfologia das células aderidas ao
CarDS, composto de microparticulas hibridas de carbonato de calcio e A-
carragnina (CarDS) em comparacdo com as células aderidas somente ao
controle (BNC).

4.3.6.1  Morfologia celular por MEV

Os resultados relatados anteriormente para atividade metabdlica
(Figura 39) das células cultivadas sobre BNC e CarDS podem ser
evidenciados pela andlise morfoldgica das células mostradas na Figura 39.
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Figura 39 — Morfologia de fibroblastos L929 cultivados sobre BNC e CarDS (A)
BNC (1 dia), (B) BNC (3 dias), (C) BNC (7 dias), (D) CarDS (1dia), (E) CarDS (3 dias),
(E) CarDS (7 dias). Foram obtidas imagens em trés campos distintos de cada
ampliagdo em duplicata bioldgica.

Shic

CrDS

1dia

Para ambos os biomateriais (BNC e CarDS) observa-se (Figura 39)
um aumento do numero de células apds 1, 3, e 7 dias de cultivo. No
primeiro dia de cultivo é observada a presenca de células aderidas em
ambos os biomaterias; porém, a maioria das células ainda estava no
formato arredondado. No terceiro dia de cultivo, observa-se a morfologia
das células espraiadas e alguma interacdo das células com as fibras de
BNC; no sétimo dia de cultivo, percebe-se a interacdo célula-célula e
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células completamente espraiadas. Observa-se ainda que as células sdo
capazes de interpretar a informacgdo proveniente da matriz, responder e
reorganizar-se em funcdo da topografia do material.

A Figura 40 mostra a morfologia das células cultivadas sobre os
biomateriais para o sétimo de cultivo , em uma ampliacad de 100x.

Figura 40 — Morfologia de fibroblastos L929 cultivados sobre (A) BNC e (B) CarDS
por 7 dias de cultura in vitro. Imagens obtidas na objetiva de 100 x.
CarDS

A presenca das microparticulas de CaCOs/A-Car n3o influenciou na
interacao célula-célula e célula-biomaterial, evidenciando a distribuicdo
das células entre as microparticulas de carbonato de calcio como
mostrado na Figura 40. Observa-se a presenca de células com
prolongamentos citoplasmaticos, filopddios e lamelipddios e interacdo
células-biomaterial. Também sdo observadas intera¢des intercelulares e
interacdo das células com fibras de BNC e microparticulas.

4.3.6.2  Morfologia celular por MCVL

A morfologia das células quanto a disposicdo do nucleo e os
filamentos de actina foi avaliada por microscopia confocal de varredura a
laser. E possivel visualizar as células em contato com o CarDS,
caracterizadas por microscopia confocal, nas quais o nucleo celular foi
marcado com DAPI e o citoesqueleto (F-actina) com faloidina (Figura 41).

A Figura 41 mostra a morfologia das células cultivadas sobre o
CarDS, em duas ampliagGes. As imagens das Figuras 41A e 41D mostram
a morfologia das células cultivadas sobre o CarDS, nas objetivas de 20 e
100x, respectivamente. As setas vermelhas indicam as microparticulas de
CaCOs/A-Car entre as células.
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Figura 41 — Morfologia dos fibroblastos cultivados sobre o CarDS apds 7 dias de
cultivo. Imagens obtidas nas ampliagcdes de 20x (A, B, C) e 100x (D, E, F).
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As imagens das Figuras 41A e 41D mostram a morfologia das
células cultivadas sobre o CarDS, nas objetivas de 20 e 100x,
respectivamente. As setas indicam as microparticulas de CaCOs/A-Car
entre as células. As imagens das Figuras 41B e 41E mostram a morfologia
do nucleo e filamentos de actina das células cultivadas sobre o CarDS, nas
objetivas de 20 e 100x, respectivamente, por microscopia de
fluorescéncia. E possivel observar que as células cultivadas sobre o CarDS
apresentam o citoesqueleto alongado e organizado, caracteristico da
fisiologia dos fibroblastos, e que a presenga das micropariculas ndo
influenciou nestas caracteristcas. As imagens das Figuras 41C e 41F
mostram a sobreposi¢cdo do campo claro com as marcacgdes do nucleo e
actina. As setas vermelhas apontam para as microparticulas de CaCOs/A-
Car entre as células, em ambiente de cultura 3D. As intera¢des célula-
célula e célula-biomaterial, no que se refere a organizacdo do
citoesqueleto, evidenciam que o CarDS apresenta um microambiente
propicio para a proliferacdo e migracdo celular.

BNC é uma boa matriz para a obtencdo de diferentes
polimorfismos de carbonato de calcio (CaCOs). Stoica-Guzun e
colaboradores (2012) utilizaram cloreto de célcio (CaCl,) e carbonato de
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sddio (NayCOs3) como reagentes de partida para promover a deposicdo de
carbonato de célcio em membranas de BNC, porém ndo ha relatos da
avaliacdo de ensaios celulares nessas membranas.

A selecdo e avaliacdo de materiais ndo citotoxicos destinados ao
uso em seres humanos requer um programa estruturado de avaliacdo
para estabelecer sua seguranca. A Food and Drug Administration (FDA) e
a Organizacdo Internacional de Normalizagdo (ISO) exigem testes de
seguranca adequados para os dispositivos médicos através de fases pré-
clinicas e clinicas como parte do processo de autorizacdo regulamentar.
Regulamentam ainda uma série de ensaios que devem ser realizados
antes mesmo dos ensaios clinicos (KAYE; CROWLEY, 2000; ISO/EN10993-
4, 2002). O teste de hemocompatibilidade é um destes ensaios citados
pela ISO e tem como objetivo demonstrar o comportamento das células
sanguineas frente ao contato direto com os biomateriais (ISO/EN10993-
4,2002; SEYFERT; BIEHL; SCHENK, 2002).

43,7 Avaliagdo da hemocompatibilidade

Os ensaios de potencial hemolitico e coagulacdo dindmica do
sangue foram realizados de acordo com a pratica padrao de avaliagdo da
hemocompatibilidade, seguindo os padrdoes das Propriedades de
Materiais da Sociedade Americana de Testes e Materiais (ASTM F756-00,
2000). Segundo esta norma, o material é classificado como néo-
hemolitico (0-2% de hemodlise), ligeiramente hemolitico (2-5% de
hemolise) e hemolitico (> 5% de hemdlise).

4.3.7.1  Potencial hemolitico

O percentual de hemolise é uma medida direta da hemoglobina
livre presente no plasma, depois da exposicdo a um determinado
material. Para a determinacdo da hemdlise da BNC e do CarDS, uma
solugdo isoténica (PBS) serviu como controle negativo e dgua destilada
como controle positivo, sendo este um indutor de stress osmaético que
rompe as células vermelhas do sangue

A Figura 42 mostra a porcentagem de hemdlise induzida pela
CarDS, BNC, PBS (-) e dgua (+) quando em contato direto com sangue.
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Figura 42 — Efeito da BNC e do CarDS na hemdlise (%). Foram utilizados como
controle positivo dgua e negativo PBS. Os dados representam a média * erro
padrdo da média do ensaio em triplicata.
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A porcentagem de hemdlise para BNC e CarDS foram de 0,52 +
0,014 e 0,026 + 0,002, respectivamente. De acordo com a norma técnica
considerada, a BNC e o CarDS foram considerados como ndo-hemoliticos,
permanecendo no intervalo de 0-2 % de hemdlise.

Para ser adequado para a aplicacdo desejada, o material deve ser
hemocompativel, isto é, ele deve ser capaz de se manter em contato com
sangue sem induzir toxicidade ou ativar as cascatas de coagulagdo.
Embora por definigdo um material compativel com o sangue deva ser
nao-hemolitico, a verdade é que, na pratica, varios dispositivos médicos
podem causar hemdlise. Isto significa que é importante ter a certeza que
os beneficios clinicos ultrapassam os riscos e que os valores de hemolise
estdo dentro dos limites aceitaveis. Para as amostras de BNC e CarDS ndo
foram encontrados valores favoraveis a indugdo de hemdlise.

Outro teste citado pela norma, que relata a influéncia do
biomaterial em contato com o sangue, € o ensaio de coagulacdo dindmica
do sangue.
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4.3.7.2  Coagulacdo dindmica do sangue

A Figura 43 apresenta o resultado do porcentual de coagulagdo
dindmica do sangue quando em contato com BNC e CarDS, utilizando
sangue como controle (100%).

Figura 43 — Efeito da BNC e CarDS na porcentagem de coagulagdo dindmica do
sangue, calculado em relacdo ao controle positivo (agua) e controle negativo,
CarDS sem adicdo de coagulante. Os dados representam a média + erro padrao
da média do ensaio em triplicata.
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Sangue humano foi usado para determinar os tempos de
coagulacdo e fornecer informacdo sobre a atividade pré-coagulante de
cada biomaterial. A medida que ocorre a coagulacdo, mais glébulos
vermelhos sdo retidos no codgulo e, por conseguinte, menos
hemoglobina é liberada por lise por adicdo de dgua destilada. O indice de
coagulagdo dindmica do sangue ndo havia sido estudado para este
biomaterial. A evolucdo no tempo da porcentagem de coagulacdo
dindmica do sangue, apresentada pela Figura 43, demonstra um perfil
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classico, seguindo o mesmo perfil do controle positivo; na presenca de
BNC e CarDS o sangue coagulou em um tempo dentro da normalidade.

Um achado interessante é que, quando mergulhado o CarDS —o
qual possui microparticulas de carbonato de cdlcio— no sangue,
praticamente ndo hd ativacdo da cascata de coagulagdo. O CarDS
funciona, aparentemente, como um hemoprotetor de coagulacdo. Isto
sugere que ndo ha liberagdo dos ions cdlcio associados ao carbonato em
meio hemostatico.

Percebe-se entdo a importancia dos estudos de biomaterias na
drea biomédica, ja que estes proporcionam cada vez mais
biocompatibilidade e integracdo ao meio bioldgico, conforme se
desenvolvem novas tecnologias capazes de mesclar interfaces organicas
e inorganicas.
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44  CONCLUSOES

Com base na sequéncia de experimentos realizados para andlise
das propriedades fisico-quimicos e bioldgicas in vitro do CarDS, pode-se
concluir que:

i A ampliacdo da escala da matriz de BNC, mais
especificamente do didmetro, de 5,6 para 86 mm, nao
influencia na propor¢do de microparticulas sintetizadas no
hidrogel, entre as fibras da BNC, mantendo uma razdo de~9
(mg/mg);

ii. A presenca das microparticulas de CaCOs/A-Car entre as
fibras de BNC tornou a superficie da BNC mais compacta e
com menor porosidade, proporcionando uma reducdo de
87% na area superficial da BNC;

iii. A presenca das microparticulas de CaCOs/A-Car na BNC
ocasionou uma redugdo na capacidade de absor¢do de dgua
de 27% e uma redugdo de 19% na taxa de reidratagdo;

iv. A presencga das microparticulas de CaCOs/A-Car aumentou
a resisténcia a deformagdo em 9% e diminui a resisténcia a
tensdo aplicada para romper a membrana em 56 %;

V. O CarDS foi considerado ndo citotdxicos segundo a norma
ISO 10993-5. Noa influenciando na atividade metabdlica das
células e indice proliferativo.

vi. A interacdo célula-CarDS foi confirmada pela adesdo e
proliferacdo de fibroblastos, quando cultivados no CarDS ;
vii. Quando o CarDS entrou em contato direto com o sangue in

vitro, observou-se que os indices hemoliticos
permaneceram dentro dos valores da normalidade.

Por fim os ensaios selecionados para avaliar as propriedades fisico-
quimicas e bioldgicos in vitro do CarDS evidenciam as caracteristicas
promissoras do mateiral, em particular a auséncia de citotoxicidade e sua
hemocompatibilidade, propicias para aplicagdes biomédicas.
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Avaliacao da Citotoxicidade do Sistema de
Liberacdo de Doxorrubicina — DoxDS, em
Células de Cancer de Mama

O Capitulo 5 apresenta os topicos: resumo, introducdo, materiais
e métodos, resultados e discussdo e concluses da etapa de avaliagdo da
toxicidade do sistema de liberagdo de farmacos, testado com o farmaco
modelo doxorrubicina, desenvolvido pela sintese de microparticulas
hibridas de CaCOs/A-Car em BNC, contendo doxorrubicina, denominado
DoxDS, quando em contato com células de cancer de mama.






5  AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE DO SISTEMA DE LIBERAGAO DE
DOXORRUBICINA — DoxDS, EM CELULAS DE CANCER DE MAMA

RESUMO

A quimioterapia ¢ um dos tratamentos utilizados como terapia adjuvante,
visando a reducdo do tumor ou a eliminagdo das células remanescentes e/ou
metastaticas. A doxorrubicina (Dox) é um dos agentes quimioterdpicos mais
utilizados nos casos em que a quimioterapia adjuvante é prescrita, porém a Dox
causa sérios efeitos colaterais em nivel sistémico quando administrada via
intravenosa. A proposta foi determinar a toxicidade da Dox liberada pelo sistema
DoxDS em comparagdo com a Dox em solugdo (DoxSol), em linhagens celulares
de cancer de mama, com o propdsito de confirmar a bioequivaléncia do farmaco
guando incorporada ao sistema. O DoxDS serviria como disposivo in situ,
possibilitando o combate das células tumorais remanescentes, apos retirada do
tumor por procedimento cirurgico. Neste sentido foram realizados ensaios
experimentais para confirmar a eficiéncia da Dox liberada pelo DoxDS quando
comparada a Dox em solucdo (DoxSol), com base nos parametros relacionados a
viabilidade, ao ciclo celular, a morte celular e a morfologia celular, de trés
linhagens de cancer de mama: 4T1, MCF-7 e MDA-MB-231. Os resultados
demonstraram equivaléncia da citotoxicidade da Dox liberada pelo sistema
DoxDS em comparacdo com DoxSol na diminui¢do da viabilidade celular, sendo
que as linhagens de adenocarcinoma humano (MCF-7 e MDA-MB-231) foram
menos sensiveis a Dox do que a linhagem de camundongo (4T1). O tratamento
com DoxDS e DoxSol se equivalem quanto a alteragdes do ciclo celular, sendo
gue uma maior porcentagens de células de adenocarcinoma humano (MCF-7 e
MDA-MB-231) estavam na fase GO-G1, enquanto que para a linhagem de
camundongo 4T1 a maior porcentagem de células estava na fase S. Quanto ao
mecanismo de morte, alguns tratamentos com DoxDS e DoxSol apresentaram
diferencga significativa, porém o mecanismo de morte celular ocasionado pela
Dox para as linhagens 4T1 e MDA-MB-231 foi relacionado ao processo de
apoptose tardia, e para a linhagem MCF-7 foi relacionado ao processo de
necrose. Apds contato do DoxDS com as células de cancer de mama observa-se
as mesmas alteragdes morfoldgicas caracteristicas das células daquelas tratadas
com DoxSol. A partir dos resultados provenientes dos ensaios experimentais foi
possivel concluir que o farmaco incorporado ao sistema ndo perdeu e/ou
diminuiu sua bioequivaléncia, sendo capaz de realizar a sua fungdo de inibigdo da
progressdo do crescimento de células de cancer de mama quando incorporado
ao sistema de liberacdo de farmacos proposto.
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51 INTRODUGAO

Esforcos tém sido relatados para o encapsulamento de farmacos
visando minimizar os efeitos colaterais e o direcionamento destes para
células tumorais (DHANKHAR et al., 2010; ICHIKAWA et al., 2014). Estes
esforcos estdo voltados para o uso de tecnologias inovadoras como os
sistemas de liberacdo de farmacos (DDS), que tém como intuito
potencializar a entrega do farmaco as células tumorais (PATRA et al.,
2015; SATSANGI et al., 2015) e diminuir os efeitos colaterais em nivel
sistémico.

Nos capitulos anteriores foi relatado o desenvolvimento de um
DDS denominado CarDS, composto de matriz de nanocelulose bacteriana
contendo microparticulas hibridas de carbonato de calcio e A-carragenina
com potencial para tratamentos adjuvantes especificos, auxiliando como
quimioterapia adjuvante local, para minimizar a recidiva do cancer de
mama. Foi relatado ainda que a viabilidade terapéutica do CarDS esta
relacionada a sua capacidade para reter grandes quantidades de Dox e
assim manter um perfil de liberagdo adequado ao longo do tempo. Outro
fator importante estd relacionado as caracteristicas de
citocompatibilidade e hemocompatibilidade, que se enquadram dentro
dos padrdes exigidos pelas respectivas normas (Capitulos 3 e 4).

O CarDS para aplicacdo local deve ser capaz de liberar quantidades
significativas de farmaco, apresentando uma atividade anti-neopldsica
equivalente ao farmaco administrado via intravenosa (LINCE et al., 2011;
GAUTIER et al., 2012), com a vantagem de que, quando o farmaco esta
encapsulado, pode potencializar sua acdo local, minimizando os efeitos
colaterais do farmaco em nivel sistémico (SON et al., 2003; WONG et al.,
2007).

Neste sentido, Gillies e colaboradores (2005) avaliaram a
toxicidade in vitro de micelas contendo Dox em comparag¢do com Dox em
solugdo. A Dox encapsulada em micelas mostrou toxicidade bastante
semelhante & do farmaco livre (GILLIES; FRECHET, 2005). Zhao e
colaboradores (2007) relatam a incorporacdo de Dox em microcapsulas
multicamadas formadas por quitosana/alginato/CMC/CaCOs e a sua
aplicacdo no tratamento do tumor através de cultura de células tumorais
in vitro e in vivo. Os ensaios in vitro mostraram uma melhor eficacia da
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Dox encapsulada em comparacdo com o farmaco livre em termos de
inibicdo do tumor nas quatro semanas deste in vivo. Bosio e
colaboradores (2014) avaliaram a citotoxicidade de Dox liberada por
microparticulas hibridas de CaCOs/carragenina/acido folico em células de
osteosarcoma humano MG-63, obtendo uma reducdo na viabilidade
celular de 86% apds 24 horas de cultura. O’Brien e colaboradores (2004)
avaliaram a Dox e a Dox-lipossomal em 509 pacientes com cancer de
mama metastdtico e observaram cardiotoxicidade reduzida de Dox
lipossomal (O’BRIEN et al., 2004).

Neste estudo, procurou-se avaliar a bioequivaléncia da Dox
liberada pelo DoxDS (composto de BNC/CaCOs/A-Car/Dox) em
comparagdo com Dox em Solu¢do (DoxSol) em trés linhagens de cancer
de mama.

A maioria dos agentes quimioterdpicos contra o cancer, incluindo
a doxorrubicina, pode interagir com o DNA e, por conseguinte, pode
ocasionar alteragdes no ciclo celular, conduzir a apoptose ou mitose
(CHRISTIANSEN; AUTSCHBACH, 2006; SVENSON, 2009), as quais sdo
diferenciadas pela morfologia e vias bioquimicas celulares especificas
(OKADA; MAK, 2004). A exposicdo da fosfatidilserina (PS) é um dos
primeiros eventos que ocorrem na superficie de uma célula em processo
de apoptose. A apoptose é caracterizada por mudangas morfoldgicas
incluindo contracgdo celular, condensagdo da cromatina, fragmentacdo do
nucleo e formacédo de corpos apoptoéticos (FUCHS; STELLER, 2011). Zhao
e colaboradores (2007) relatam que a Dox incorporada em microcapsulas
de quitosana/alginato/CMC/CaCOs pode efetivamente induzir a apoptose
de células tumorais de HepG2 (ZHAO et al., 2007). Kamba e
colaboradores (2014) avaliaram o efeito da Dox em solucdo em
comparacgdo com Dox incorporada em nanocristais de CaCOs, em células
de cdncer de mama MCF-7, e observaram alta toxicidade da Dox
incorporada nos nanocristais de CaCOs, e efetiva morte das células em
comparagdo com a Dox em solucdo. Estes mesmos autores relataram
ainda alteragcBes morfoldgicas, tais como formagdo de corpos
apoptoticos, formacdo de bolhas na membrana, auséncia de
microvilosidades, condensacdo da cromatina, fragmentacdo do DNA
cromossdmico, encolhimento celular, e fragmentacdo nuclear,
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concluindo que as células sofrem apoptose por fragmentagdo
internucleossomal do DNA genémico (KAMBA et al., 2014).

A partir dos relatos mencionados anteriormente surgem alguns
guestionamentos sobre os efeitos ocasionados pela Dox liberada pelo

DoxDS:

Como a Dox liberada pelo sistema influencia na reducdo da
atividade metabdlica das células de cancer de mama
guando comparada com DoxSol?

As alteracBes ocasionadas pela Dox em solugdo no ciclo
celular sdo equivalentes quando comparadas com as
alterac®es da Dox liberada pelo DoxDS?

As caracteristicas morfoldgicas das células tratadas com
DoxSol sdo diferentes das tratadas com DoxDS?

Ha algum outro fendmeno envolvido na morte das células
de céncer de mama apds tratamento com DoxDS em
comparagdao com DoxSol?

Embasado nesses questionamentos, este trabalho objetiva avaliar
a bioequivaléncia da Dox liberada pelo sistema DoxDS, desenvolvido pela
sintese de microparticulas hibridas de CaCOs/A-Car em matriz de
nanocelulose bacteriana incorporado com Dox, quando comparado com
Dox em solucdo (DoxSol) na atividade metabdlica, morfologia, ciclo
celular e morte celular de diferentes linhagens celulares de cdncer de

mama.

Karina Cesca
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5.2 MATERIAIS E METODOS

A Figura 44 apresenta um fluxograma descritivo contendo as
etapas relacionadas ao desenvolvimento do DoxDS e a avaliacdo da
toxicidade da Dox liberada pelo CarDS (DoxDS) e a Dox em solugdo
(DoxSol) em linhagens celulares de cancer de mama.

Figura 44 — Fluxograma descritivo das etapas relacionadas ao desenvolvimento
e a toxicidade do sistema DoxDS em diferentes linhagens de células de cancer
de mama.
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As etapas de producdo do CarDS, incorporacdo e liberacdo do
farmaco, assim como os ensaios in vitro com células cancerigenas foram
realizados no Laboratério de Tecnologias Integradas. IntelLab/UFSC
(Florianopolis). A quantificacdo da Dox e a analise dos resultados
relacionadas aos ensaios de ciclo celular e de apoptose foram realizadas
no Laboratério Multiusuario em Estudos Bioldgicos (LAMEB); as analises
de microscopia eletrénica de varredura e microscopia confocal foram
realizadas no Laboratério Central de Microscopia Eletrénica (LCME),
ambos também da UFSC.
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5.2.1  Produgdo do DoxDS

5.2.1.1  Produgdo do CarDS

O sistema de liberacdo de farmacos (CarDS) foi produzido como
descrito no item 4.2.1. Onde resumidamente as matrizes de BNC no
didmetro de 6,4 mm foram submetidas em condi¢Bes estéreis ao
processo de sintese das microparticulas de CaCOs/A-Car.

5.2.1.2  Incorporacgdo da Dox

A incorporacdo da Dox ao CarDS foi realizada pela imersdo destas
em solucdo de Dox MES-NaOH/HCI concentragBes de 31,25; 62,5; 125
UM, em tubos plasticos de 2 mL, agitados a 80 RPM, por 20 h, a 25 °C.
Apds 20 h, o sistema contendo Dox (DoxDS) foi retirado da solucdo e
lavado em uma solucdo de Nacl 0,9 % para retirar o excesso de farmaco.
A Dox residual e da solucdo de lavagem foram quantificadas por
espectrofluorimetria (Molecular Devices, EUA) como descrito no item
4.2.1.

5.2.1.3  Morfologia do DoxDS

A distribuicdo da Dox nas microparticulas de CaCOs/A-Car
presentes no CarDS foi analisada por microscopia eletrdnica de varredura
a (MEV) e microscopia confocal (MCVL). Para a andlise de MEV as
amostras de CarDS liofilizadas foram recobertas com ouro (Leica EM SCD
500, EUS) e analisadas em microscopio eletrénico de varredura
(Rochester Philips 505, EUA). Para a analise de MCVL as amostras ainda
hidratadas foram examinadas por (MCVL) (Leica TCS SP5, Alemanha)
utilizando ampliacdo de 63x (HCX PL APO CS 1,40 OIL UV). Software Leica
Application Suite (LAS AF) foi utilizado para controlar a fluorescéncia do
microscépio e posterior andlise das imagens.

5.2.2  Avaliagdo da citotoxicidade da Dox em linhagens celulares

A influéncia da Dox liberada pelo sistema DoxDS em comparacdo
com a Dox em solucdo (DoxSol), nas linhagens celulares de cancer de
mama (4T1, MCF-7 e MDA-MB-231) foi avaliada quanto a atividade
metabdlica, morfologia, ciclo celular e morte celular.
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5.2.2.1 Linhagens celulares

As linhagens celulares foram mantidas em nitrogénio liquido,
posteriormente descongeladas e cultivadas em seu respectivo meio de
cultura em atmosfera Umida, a 37 °C com 5% de CO,, em placa de cultura
(TPP, Suica) para a propagacdo celular. As linhagens 4T1 e MCF-7 foram
cultivadas em meio RPMI 1640 (Gibco®, EUA) e a linhagem MDA-MB-231
foi cultivada em meio DMEM (Gibco®, EUA). Os meios foram preparados
conforme descricdo do fabricante e suplementados com 10% de soro
fetal bovino (SBF) (Gibco®, EUA) e 1% de penicilina/ estreptomicina
(Gibco®, EUA). Apds atingir a confluéncia de 80%, as células foram lavadas
trés vezes com uma solucdo de PBS (Gibco®, EUA). Logo apds, foi
adicionado uma solugdo de tripsina EDTA (Gibco®, EUA). A placa de
cultura contendo as células foi transferida para a estufa (Ultrasafe HF
212UV, Brasil) durante cinco minutos para a ativacdo da tripsina e
descolamento das células aderidas na placa de cultura de células. Em
cabine de seguranca bioldgica, a tripsina e as células foram transferidas
para tubos de pldstico de polipropileno de 2 mL e centrifugadas por
dois minutos a 24 °C e 5000 RPM. A solucdo sobrenadante (tripsina) foi
removida e o pellet (as células) foi homogeneizado em meio de cultura.
As células foram quantificadas em camara de Neubauer (SP Labor, Brasil)
e redistribuidas conforme ensaio experimental.

5.2.2.2 Atividade metabdlica

As linhagens celulares de cancer de mama foram plaqueadas na
densidade de 3,0x10* células/poco em placa de 24 pocos. Apds 24 horas,
as células foram incubadas na presenca de DoxDS e DoxSol. Para avaliar
a concentragdo citotoxica da Dox incorporada ao DoxDS e DoxSol, um
estudo prévio foi realizado na concentragdo de 5 UM pelos tempos de 24,
48 e 72 horas. Apds determinar a concentragdo para eliminar 50% das
células cultivadas em placa, avaliou-se a quimiosensibilidade das células
a DoxDS e DoxSol nas concentragles de 1,25, 2,5 e 5 UM pelos tempos
de 8,16 e 24 horas. Apds cada tempo experimental, as amostras e o meio
de cultura foram removidos, as células foram lavadas com PBS e, na
sequéncia, as células foram tratadas com 300 pL de meio e 60 pL de
solucdo de MTS. Depois de um tempo de reacdo de 2 horas, em
atmosfera Umida, a 37 °C com 5% de CO;, a absorbancia da solucdo foi
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medida a 490 nm utilizando espectrofotometro (Molecular Devices,
EUA). Foram utilizados como controle para DoxDS células tratadas com
CarDS sem farmaco, e para DoxSol, células tratadas somente com meio
de cultura contendo o veiculo de dissolucdo da Dox (MES + HCI).

5.2.2.3  Morfologia celular

A influéncia da DoxDS e DoxSol na morfologia das células 4T1,
MCF-7 e MDA-MB-231, cultivadas em placa, foi avaliada por microscopia
eletroénica de varredura (MEV). As células foram plaqueadas na densidade
de 3 x 10* células/poco em cover slip (lAminas tratadas para cultura de
células) armazenadas em placa de 24 pogos. Apds 24 horas, as células
foram incubadas com DoxDS e DoxSol nas concentracdes de 1,25, 2,5 e
5 uM pelos tempos de 8, 16 e 24 horas. Logo apds, DoxDS e o meio de
cultura foram retirados e as células foram lavadas com PBS e, na
sequéncia, as laminas contendo as células foram lavadas com PBS,
fixadas com glutaraldeido 2,5%, durante a noite, e lavadas 3x com
cacodilato de sdédio 0,1 M por 20 mim. Posteriormente, as amostras
foram desidratadas com alcool em doses crescentes (10 a 100%) e, em
seguida, com HMDS (hexametildissilazano), e repousadas sobre papel
absorvente para evaporacdo do solvente. As amostras foram distribuidas
sobre fitas de carbono aderidas aos stubs e entdo recobertas com uma
dupla camada de ouro. Apds o recobrimento, as amostras foram
escaneadas por microscopio eletrénico (JEOL JSM-6390LV, EUA), com
fonte de elétrons de tungsténio, detector de elétrons secundarios e na
tensdo de 10 kV, localizado no Laboratério Central de Microscopia
Eletrénica (LCME/UFSC). As amostras foram analisadas em duplicata, com
aquisicdo de imagens em trés regides distintas nas ampliacGes de 50, 300,
1000 e 3000x.

5.2.2.4  Ciclo celular

A influéncia da DoxDS e da DoxSol nas concentracdes de 1,25,
2,5 e 5 uM na distribuicdo do ciclo celular das linhagens 4T1, MCF-7 e
MDA-MB-231 foi avaliada por citometria de fluxo. Apds tratamento, as
células foram tripsinizadas, centrifugadas (7 min e 1800 RPM), lavadas
com PBS, centrifugadas novamente (7 min e 1800 RPM), ressuspendidas
em 150 uL de PBS e fixadas com EtOH 70%, por 1 hora . As células foram
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armazenadas a 4 °C até o momento da andlise. Antes da andlise as
células foram centrifugadas (5 min e 1800 RPM), ressuspendidas em 200
uL de PSSI (1,4 plL de Triton X-100 1%, 20 uL de RNase, 60 uL de iodeto
de propideo (IP) em 10 mL de PBS). Apds 30 min de incubagdo a 37 °C
sob protecdo da luz, as células foram analisadas por citometria de fluxo
(FACSVanta-GETM, Becton Dickinson Immunocytometry Systems, EUA).
Para cada amostra, 10.000 eventos foram adquiridos. A distribuicdo do
ciclo celular foi calculada, utilizando Flowing software versdo 2.5.1, e
comparada com a da amostra controle sem tratamento.

5.2.2.5 Apoptose/Necrose

A influéncia da DoxDS e da DoxSol (1,25, 2,5 e 5 uM) na morte
celular por apoptose/necrose das células 4T1, MCF-7 e MDA-MB-231,
cultivadas em placa, foi avaliada por citometria de fluxo. Para o ensaio foi
utilizado o kit de detec¢do de dupla marcagdo com Anexina V-FTIC e
iodeto de propidio (Sigma-Aldrich, EUA). As células foram lavadas com
PBS, tripsinizadas, centrifugadas e ressuspendidas com 500 uL de tampéao
de ligacdo, 5 pL de anexina V conjugada com FITC, e 5 plL de iodeto de
propidio (10 ug/mL). A reacdo foi incubada por 5 minutos, a temperatura
ambiente, sob abrigo da luz. A intensidade de fluorescéncia (FITC e iodeto
de propidio) foi avaliada utilizando o equipamento FACSCanto (Becton
Dickinson, EUA), em comprimento de onda de excitagdo de 488 nm (para
o Pl) e 530 nm (para FITC). Para cada ensaio foram incluidos CPA+:
controle positivo apoptose (15 pg/mL de Camptothecin), CNA-: controle
negativo apoptose (células sem tratamento), CPN+: controle positivo
necrose (congelamento a -20 °C por 15 mim), CPN+: controle negativo
necrose (células ndo tratadas). Um total de 10.000 eventos foi coletado
para cada amostra e analisado com auxilio do programa Flowing software
versao 2.5.1 1.

5.2.3  Andlise estatistica

Os dados foram avaliados estatisticamente utilizando-se o
software estatistico Origin versdo 8.5. Os resultados experimentais foram
expressos como a média * erro padrdo e comparados por analise de
variancia one-way (ANOVA) seguida pelo teste Tukey considerando-os
estatisticamente diferentes para p <0,05.
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5.3  RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos capitulos anteriores foi relatado o desenvolvimento do
sistema de liberacdo de farmacos CarDS, sendo este capaz de reter
diferentes concentracdes de Dox, e de estabelecer um perfil de liberacdo
conhecido. Foi relatado ainda, em um segundo momento, ensaios que
comprovam as caracteristicas promissoras deste sistema quanto a
capacidade de hidratacdo, propriedades mecanicas, citotoxicidade,
interacdo célula-DDS e hemocompatibilidade. Neste capitulo, avaliou-se
a bioequivaléncia da Dox liberada pelo sistema (DoxDS) em comparacdo
com o farmaco em solugdo (DoxSol) quanto a sua capacidade de eliminar
células de cancer de mama. Para tanto, foram avaliados a atividade
metabdlica, o ciclo celular, a morfologia e mecanismos de morte celular
das células tumorais sob acdo do DoxDS.

5.3.1 Avaliagdo da citotoxicidade da Dox e DoxDS nas linhagens de
células tumorais

Em virtude da Dox ser um agente quimioterdpico com
citotoxicidade conhecida, foi realizada uma busca na literatura da
concentragdo da Dox necessaria para eliminar 50% da células cultivadas
em placa (ICsp). Diferentes valores foram encontrados para as diferentes
linhagens celulares relatadas neste trabalho (De 0,1 a 28 uM) (LIU; TONG;
YANG, 2005; SMITH, 2006; LIU et al., 2007; PICHOT et al., 2009; YOU et
al., 2012; ABUHAMMAD; ZIHLIF, 2013; DUNNE et al., 2014; SARISOZEN;
ABOUZEID; TORCHILIN, 2014; ZHONG et al., 2016). Esses valores variam
muito, principalmente devido as condig¢8es de cultura, meios de cultura,
passagem celular e nimero inicial de células. Neste sentido, levando em
consideracdo os valores de ICsp relatados pelos autores, optou-se por
realizar uma avaliacdo prévia, com concentracdo de 5 UM de Dox
incorporada ao sistema DoxDS, e comparar com o efeito da DoxSol em
células tumorais.

A Figura 45 mostra a distribuicdo da autofluorescéncia da Dox
incorporada no DoxDS.
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Figura 45 — Caracterizagdo morfoldgica do sistema DoxDS. A) Micrografia das
microparticulas de CaCOs/A-Car (MEV) e imagens (B, C e D) de microscopia
confocal a laser (MCVL) do DoxDS.

A Figura 45A mostra a morfologia das microparticulas CaCOs/A-Car
sem Dox. As imagens obtidas por microscopia confocal mostram uma
distribuicdo uniforme destas microparticulas entre as fibras de BNC
(Figura 45B). As ampliacGes apresentadas nas Figuras 45C e 45D mostram
os detalhes da distribuicdo da autofluorescéncia da Dox (5 pM) nas
microparticulas de CaCOs/A-Car na matriz de BNC. Na Figura 45D pode-
se observar a distribuicdo da Dox tridimensional nas microparticulas.

Zhao e colaboradores (2007) relataram uma distribuicdo
homogénea da Dox dentro das microcdpsulas de quitosana/alginato
/CMC/CaCO3 observada pela forte emissdo fluorescente ao longo das
microcapsulas, por MCVL. Neste trabalho também foi registrado uma
distribuicdo uniforme, tanto das microparticulas na matriz de BNC (Figura
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45B), quanto observando a autofluorescéncia da Dox nas microparticulas
(Figura 45D).

A Figura 46 mostra o efeito citotdxico da Dox (5 uM) liberada pelo
sistema DoxDS em comparacdo a Dox em solucdo (DoxSol) nas linhagens
celulares de cancer de mama. Foi avaliado o efeito da Dox na reducdo da
atividade metabdlica das células 4T1, MCF-7 e MDA-MB-231, apds 0s
tempos de cultura 24, 48 e 72 horas.

Figura 46 — Atividade metabdlica das linhagens celulares de cancer de mama
4T1, MCF-7 e MDA-MB-231, ap0s tratamento com o sistema DoxDS e com
DoxSol (5 uM) por 24, 48 e 72 horas de cultivo. Os dados representam a média
* erro padrdo da média de trés ensaios independentes realizados em triplicata.
O simbolo * representa diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo a DoxSol
para cada tempo analisado pelo teste de Takey.
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Apds 24 horas de contato das células com DoxDS e DoxSol (Figura
46), foi observada uma reducédo estatisticamente significativa (p < 0,05),
de mais de 50% na atividade metabdlica, para as 3 linhagens celulares
(4T1, MCF-7 e MDA-MB-231) quando comparada com controle. Porém,
nao foram observadas diferencas significativas (p < 0,05) na redugdo da
atividade metabdlica em nenhuma das trés linhagens de cancer de mama
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(4T1, MCF-7 e MDA-MB-231) cultivadas em placa, em relacdo ao
tratamento com DoxDS ou DoxSol. A linhagem 4T1 apresentou uma
reducdo da atividade metabdlica de 75,51% (+ 1,01) e 75,07% (+ 0,62)
guando em contato com a Dox liberada pelo sistema DoxDS e DoxSol,
respectivamente. A linhagem MCF-7 apresentou uma reducdo na
atividade metabdlica de 69,75% (+ 3,77) e 63,36% (+ 3,08) para as células
tratadas com DoxDS e DoxSol, respectivamente. E a linhagem MDA-MB-
231 apresentou valores de reducdo na atividade metabdlica de 53,62% (+
2,93) e 50,22% (* 2,27), respectivamente.

Apods 48h de contato das células com a Dox liberada por DoxDS e
DoxSol (Figura 46), observa-se uma diferenca significativa (p £0,05) entre
os tratamentos (DoxDS e DoxSol) para as linhagens MCF-7 e MDA-MB-
231, sendo que DoxDS foi mais citotoxico as células do que DoxSol. Isso
pode ser explicado pela liberacdo continua de Dox pelo sistema DoxDS,
pois o sistema DoxDS segue liberando Dox ao longo do tempo, enquanto
que as células tratadas com DoxSol receberam somente uma dose de Dox
(5 uM). Este efeito ndo foi observado para a linhagem 4T1, muito
provavelmente devido a reducdo de 98% das células ja em 24 horas.
Observa-se ainda que a linhagem MCF-7 foi menos sensivel a Dox ao
longo do tempo de cultivo. Zhong e colaboradores (2016) observaram
que doxorrubicina a 2 UM foi mais efetiva na reducdo da atividade
metabdlica das linhagens ER- (4T1 e MDA-MB-231) do que para a
linhagem ER+ (MCF-7) .

A partir deste ensaio foi possivel demonstrar que a concentracdo
de 5 uM ocasionou uma reducdo de 50% da atividade metabdlica em 24
horas para as trés linhagens estudadas. Tendo em vista esses resultados,
os proximos procedimentos experimentais foram realizados para tempos
e concentrac@es inferiores a 24 horas e 5 UM, respectivamente.

A Tabela 8 mostra a concentracdo e porcentagem de Dox
incorporada ao CarDS e a concentracdo e porcentagem da Dox liberada
apés 24h, em meio de cultura, em pH 7,4, para os ensaios de
citotoxicidade nas células tumorais.
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Tabela 8 — Valores de doxorrubicina tedrica (calculada, em solugdo),
incorporada apds 20h, e medidas apés liberacdo por 24 h.

Teérica Dox em Dox Dox incorporada Dox Dox
Solugdo, uM incorporada, pM (%) liberada, pM Liberada %
125,0 126,3%5,1 101,4£6,0 80,3 4,7 55+0,2 54+0,2
62,5 63,4+2,6 50,7 £3,2 80,0 5,2 2,7+0,1 5410,2
31,25  30,9%2,7 24,7+1,3 80,1 +4,4 1,4+0,1 5,7+0,4

O CarDS foi exposto a concentrag®es de 31,3, 62,5, 125,0 uM, e
apds tempo de incorporacdo de 20 horas observam-se valores de
incorporacdo de 80,0 +4,7%, 80,0 + 5,2%, 80,1 + 4,4%, ndo apresentando
diferenca significativa no percentual de incorporacdo da Dox para as trés
concentragdes avaliadas, resultando em uma concentracdo média de
80%. Apesar de observarmos (Figura 25, Capitulo 3) que a porcentagem
de liberacdo aumenta inversamente com a concentracdo da Dox
incorporada, relatamos aqui que essa relacdo ndo se mantém. Valores
entre 5,4% e 5,7% de liberagdo foram encontrados para as trés
concentracgdes testadas (Tabela 8).

Posteriormente a essa andlise realizou-se ensaios de
bioequivaléncia da Dox liberada pelo sistema DoxDs e Dox em solucdo
(DoxSol) na atividade metabdlica das células tumorais por 8, 16 e 24
horas. A Figura 47 mostra o efeito da Dox (1,25, 2,5 e 5 uM) liberada pelo
sistema DoxDS e Dox em solucdo (DoxSol) na atividade metabdlica das
células de cancer de mama 4T1, MCF-7 e MDA-MB-231 para 8, 16, 24
horas.
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Figura 47 — Efeito da Dox (1,25, 2,5 e 5 uM) liberada pelo sistema DoxDS e DoxSol
na atividade metabdlica das células de cancer de mama (471, MCF-7 e MDA-MB-
231) para 8, 16 e 24 horas. Os dados representam a média + erro padrdo da
média do ensaio em dupplicata. * = Diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo
a DoxSol para cada concentragédo.
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Apds 8 horas de contato das células com a Dox liberada pelo
sistema DoxDS, houve uma reducdo da atividade metabdlica nas células
guando comparada com DoxSol, com diferenca significativa (p < 0,05)
para as linhagens 4T1 e MDA-MB-231 tratadas com as 3 concentracdes
de Dox (Figura 47). O efeito das concentragdes de Dox (1,25, 2,5 e 5 uM)
na atividade metabdlica da linhagem de céncer de mama 4T1 foi
apresentado na Figura 47, apresentando os valores de 71,73 + 1,85%;
58,96 + 0,90%, 52,64 + 1,15% e 85,81 + 2,93%, 67,01 + 2,61%; e 62,46 +
3,22% apods tratamento com Dox liberada pelo sistema DoxDS e DoxSol,
respectivamente. O efeito das concentracbes de Dox (1,25, 2,5 e 5 uM)
na atividade metabdlida da linhagem de cancer de mama MDA-MB-231
foi reportado na Figura 47, apresentando os valores de 87,84 + 1,83%,
71,95+ 2,36%, 71,19 + 1,71% e 96,34 +1,32%, 96,03 + 2,45%, e 89,71 +
1,17%) apds tratamento com Dox liberada pelo sistema DoxDS e DoxSol,
respectivamente. Ja para a linhagem de cancer de mama MCF-7 o efeito
da Dox liberada pelo sistema DoxDS e DoxSol, além de apresentar um
efeito citotdxico menor, ndo apresentou diferenca significativa no tipo de
tratamento realizado.

Ao final de 24 horas as linhagens de cancer de mama MCF-7 e
MDA-MB-231 isoladas de um adenocarcinoma humano se apresentaram
mais resistentes ao farmaco em estudo do que a linhagem de camundogo
4T1. As células de cancer da mama ER™ (Receptor de estrogénio negativo)
e altamente metastaticas também sdo sensiveis a doxorrubicina (Bar-On
et al., 2007), por isso a maioria dos ensaios que avaliam a diminui¢do do
tumor por agentes quimioterapicos é realizada em modelos tumorais in
vivo com a linhagem 4T1 (ER").

Neste tabalho percebemos que a toxicidade da Dox foi mais efetiva
para a linhagem 4T1 (camundongo), apresentando uma reducdo mais
efetiva na atividade metabdlica de 63, 73 e 75 % para as concentragdos
de 1,25, 2,5 e 5 uM, respectivamente, apds 24 h de exposicdo da Dox,
quando comparada com as linhagens tumorais de adenocarcinomas
humanos (MCF-7 e MDA-MB-231). Apds 24 horas de contato com Dox, a
linhagem MCF-7 apresentou valores de reducdo da atividade metabdlica
de 33, 44 e 66% para as concentracbes de de 1,25, 2,5 e 5 uM,
respectivamente. A linhagem MDA-MB-231 apresentou uma reducdo da
atividade metabdlica de 43, 51 e 63%.
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Entre as linhagens avaliadas, as linhagens de adenocarcinomas
humanos (MCF-7 e MDA-MB-231) foram menos sensiveis a Dox do que a
linhagem de camundongo (4T1). Em relacdo a citotoxicidade da Dox pelos
diferentes tratamentos, observamos diferenca significativa do
tratamento com DoxDS em relagdo a DoxSol em um tempo inicial de 8
horas, porém esta diferenca diminuiu ao longo do tempo de cultivo.

5.3.2  Avaliagdo do ciclo celular de células de cancer de mama apds
tratamento com DoxDS

Muitos fdrmacos eficazes contra o cancer exercem sua agao sobre
as células que se encontram em diferentes fases de divisdo celular
(ABUHAMMAD; ZIHLIF, 2013). Durante o processo de divisdo celular,
perturbacdes na organizacdo do citoesqueleto geralmente provocam
alteracBes na progressao do ciclo celular (RIEDER; MAIATO, 2004). Neste
sentido o efeito do tratamento com Dox sobre os parametros do ciclo
celular em linhagens celulares de cancer de mama (4T1, MCF-7 e MDA-
MB-231) foi investigado, comparando-se a influéncia da Dox liberada
pelo DoxDS com a Dox em solucdo (DoxSol) em trés diferentes
concentragdes (1,25, 2,5 e 5 uM) nos tempos de 8, 16 e 24 horas.

Ndo foram observadas diferencas significativas para os
tratamentos DoxDS e DoxSol para os tempos de 8 e 16 horas, assim
como para as concentracdes de 1,25 e 2,5 uM, para as diferentes
linhagens estudadas, ou ndo foram encontradas diferencas entre o
tratamento e o controle.

Os resultados apresentados nas Figuras 48, 49 e 50 sdo para 0s
tratamentos das células apds 24 h na concentracdo de 5 puM. Essas
figuras mostram o efeito da Dox na ciclo celular das linhagens celulares
de cancer de mama 4T1, MCF-7 e MDA-MB-231 quando expostas ao
tratamento com DoxDS e DoxSol na concentra¢do de 5 UM por 24 horas.
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Figura 48 — Efeito da Dox no ciclo celular da célula de tumor de mama da
linhagem 4T1 exposta ao tratamento com DoxDS e DoxSol (5 uM) pelo periodo
de 24 h. Os dados representam a média + erro padrdo da média do ensaio em
duplicata.
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Figura 49 — Efeito da Dox no ciclo celular da célula de tumor de mama da
linhagem MCF-7 exposta ao tratamento com DoxDS e DoxSol (5 uM) pelo
periodo de 24 h. Os dados representam a média * erro padrdo da média do
ensaio em duplicata.
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Figura 50 — Efeito da Dox no ciclo celular da célula de tumor de mama da
linhagem MDA-MB-231 exposta ao tratamento com DoxDS e DoxSol (5 uM) pelo
periodo de 24 h. Os dados representam a média * erro padrdo da média do
ensaio em duplicata.
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Ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos com
DoxDS e DoxSol para as trés linhagens estudadas. Em ambos os
tratamentos a Dox causou uma alteracdo no ciclo celular, sendo esta
diferente para cada linhagem.

Para a linhagem 4T1 (Figura 48), o tratamento das células com Dox
foi relacionado a um aumento significativo (p < 0,05) das células na fase
S, onde foram obtidos os valores de 19,98 + 1,65%, 18,18 + 0,65% para
as células sem tratamento e de 31,74 + 0,26%, 31,61 + 1,06% para as
células tratadas com 5 UM de DoxDS e DoxSol, respectivamente, e a
consequente diminui¢do nas outras fases do ciclo.

Para a linhagem MCF-7 (Figura 49), o tratamento com Dox
ocasionou um aumento significativo (p < 0,05) das células na fase GO-G1,
apresentando os valores de 50,89 + 1,37%, 51,99 + 0,37% para as células
sem tratamento, e de 61,74 + 1,17%, 68,52 + 1,08% para as células
tratadas com 5 uM de DoxDS e DoxSol, respectivamente.

Para a linhagem MDA-MB-231 (Figura 50), o tratamento com Dox
ocasionou um aumento das células na fase GO-G1, onde foram obtidos os
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valores de 44,48 + 1,21, 45,52 + 0,31% para as células sem tratamento e
de 59,92 + 2,30%, 56,05 + 1,90% para as células tratadas com 5 uM de
DoxDS e DoxSol, respectivamente.

A resposta das células tumorais ao tratamento com farmacos pode
ser definida por um vasto nimero de mecanismos moleculares operando
em diferentes estagios, desde a penetracdo das substancias dentro das
células até a morte celular ou o encerramento de algum estagio do ciclo
celular (ELMORE, 2007). Zhong e colaboradores (2016) observaram que
o tratamento com Dox nas diferentes concentragdes (0,5, 1 e 2 uM)
provocou um aumento na fase GO ou S para as células MDA-MB-231
(ZHONG et al., 2016). BAR-ON e colaboradores (2007) examinaram os
efeitos da doxorrubicina na expressdo de Skp2 nas linhagens celulares
MCF-7 e MDA-MB-231, e verificaram que a doxorrubicina tinha efeitos
completamente opostos na regulagdo de Skp2 nas diferentes linhagens
celulares. Eles sugerem que a doxorrubicina induz a paragem do ciclo
celular em diferentes pontos de controle do ciclo celular, dependendo da
sua capacidade para induzir a atividade de p53. Como ambas, Skp2 e p53,
desempenham papéis importantes na progressdo tumoral do cancer de
mama e nos quadros clinicos, essas observacdes sugerem que as fungdes
de ambas as proteinas reguladoras devem ser levadas em conta no
tratamento do cancer da mama por Dox (BAR-ON; SHAPIRA; HERSHKO,
2007).

A doxorrubicina tem mostrado um grande potencial terapéutico,
sendo considerada um dos mais potentes agentes quimioterdpicos ja
aprovados pela Food and Drug Administration (HE et al., 2015). A sua
capacidade para combater células que se dividem rapidamente e a

progressdo lenta da doenca tem sido amplamente reconhecidas ha
varias décadas, limitadas apenas pela sua toxicidade em células ndo
cancerosas no corpo humano (TAKEMURA; FUJIWARA, 2007). De fato, o
dano aos tecidos ndo direcionados complica o tratamento do céncer,
restringindo as dosagens terapéuticas de Dox e diminuindo a qualidade
da vida dos pacientes durante e apds o tratamento.

Neste trabalho, utilizamos a Dox como um farmaco modelo para
demosntrar a sua bioequivaléncia quando liberada pelo sistema DoxDS
em comparacdo a Dox em solucdo. O sistema DoxDS é apresentado
como uma uma alternativa para o tratamento quimioterdpico adjuvante
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que poderia auxiliar na reducdo dos indices relacionados a recidiva do
cancer de mama e minimizar os danos em nivel sistémico. Observamos,
pelos resultados apresentados nas Figuras 48, 49 e 50, que a Dox
incorporada ao sistema DoxDS mantém sua bioequivaléncia no que diz
respeito ao ciclo celular das células de cancer de mama aqui estudadas.

5.3.3  Avaliagdao do mecanismo de morte celular pelo DoxDS

A avaliacdo dos niveis de apoptose por citometria de fluxo é
geralmente realizada por métodos que utilizam anexina V-FITC como
marcador vital, que se associa aos residuos de fosfatidilserina,
externalizados no inicio do processo apoptdtico. A utilizacdo conjunta do
marcador nuclear fluorescente iodeto de propidio (PI), por sua vez, torna
possivel verificar as alteracdes nucleares caracteristicas dos estagios
tardios da apoptose, como resultado do aumento da permeabilidade da
membrana. Com o intuito de avaliar a bioequivaléncia da Dox liberada
pelo sistema DoxDS em comparacdo com a Dox em solugdo (DoxSol),
foram avaliadas trés concentragdes de Dox em trés linhagens celulares
de cancer de mama.

A Tabela 9 mostra a ocorréncia de mortalidade nas células 4T1
tratadas com DoxDS e DoxSol nas concentracGes de 1,25, 2,5 e 5 uM
durante 24 h, e a Figura 51 mostra a distribuicdo das células somente para
o DoxDS nas concentrag8es de 1,25, 2,5e 5 uM.

Tabela 9 — Distribui¢do das células no mecanismo de morte das células de tumor
de mama da linhagem 4T1 tratadas com DoxDS e DoxSol nas concentragdes de
1,25, 2,5 e 5 uM durante 24 horas. # = Diferenca significativa (p < 0,05) do
controle em relagdo aos tratamentos com DoxDs e DoxSol. * = Diferenca
significativa (p < 0,05) do tratamento com DoxDS em relacdo ao tratamento com
DoxSol.

. Avaliagdo da morte celular (%)
Linhagem -
celular Tratamento Viveis (Q1) Apoptose Necrose Apoptose tardia
(Q2) (@3) (Q4)
Controle 93,99+0,12# 0,55+ 0,08# 2,13+0,12# 3,35+ 0,08#
DoxDS1.25 12,79+0,60* 27,76 £5,20%* 5,58+0,60* 53,88 +5,20*
DoxSol1.25 30,83 +1,24 19,79+ 3,83 10,92+ 1,24 38,47+3,83
DoxDS2.5 12,89 +0,74* 26,33 +4,22 7,71+0,74  53,08+4,22
DoxSol2.5  20,50+1,24 18,88+3,78  9,35+1,24 51,28+3,78
DoxDS5 6,29+0,97* 3,51+0,56* 12,31+0,97* 77,90+ 1,56*
DoxSol5 10,13 £1,02 16,47 +3,47 8,19+ 1,02 65,22 £ 3,47
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Figura 51 — Identificacdo do mecanismo de morte das células de tumor de mama
da linhagem 4T1 tratadas com DoxDS nas concentracbes de 1,25, 2,5e 5 uM
durante 24 horas.
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Apds o periodo de tratamento com Dox 1,25 uM ocorreu um
aumento significativo da marcacdo de células em apoptose inicial, de
27,47 £5,20% e 19,79 + 3,83% para DoxDS e DoxSol, respectivamente,
quando comparado ao grupo controle, 0,55 + 0,08%. As células em
necrose correspondem a 5,58 + 0,60% e 10,92 + 1,24% para DoxDS e
DoxSol, respectivamente, quando comparadas ao grupo controle, 2,13 +
0,12%. A ocorréncia de apoptose tardia foi observada para concentracdo
de 1,25 uM, sendo de 53,88 + 5,20% e 38,47 + 3,83% para DoxDS e
DoxSol, respectivamente, comparada ao grupo controle, 3,35 + 0,08%. O
restante da populacdo de células 4T1 incubadas com 1,25 uM de Dox,
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ndo exibiu marcacdo fluorescente, caracterizando-se, portanto, como
células vidveis.

Apds o periodo de tratamento com 2,5 uM de Dox, os indices de
apoptose inicial, necrose e apoptose tardia, apresentaram-se similares
aos indices relatados para a concentragdo de 1,25 uM.

Para os tratamentos com 5 uM, os indices de apoptose inicial
foram de 3,51 = 0,56% 16,47 + 3,47%, para DoxDS e DoxSol,
respectivamente, apresentando diferenca siagnificativa quando
comparado ao grupo controle, 0,55 + 0,08%. As células necrodticas
correspondem a 12,31 + 0,97%, 8,19 + 1,02%, para DoxDs e DoxSol
respectivamente, apresentando ainda diferenca significativa (p < 0,05)
guando comparado ao grupo controle 2,13 + 0,12%. Para a apoptose
tardia, evidenciada pela fluorescéncia de ambos os marcadores os indices
foram de 77,90 = 1,56%; 65,22 + 3,47%.

Como apresentado na Figura 51 e na Tabela 9, para a linhagem
4T1, independente da concentragdo de DoxDS e DoxSol, o maior nimero
de células se apresentam em apoptose tardia/necrose.

A Tabela 10 mostra a ocorréncia de mortalidade nas células da
linhagem MCF-7 tratadas com DoxDS e DoxSol nas concentra¢des de
1,25, 2,5 e 5 uM durante 24 h. A Figura 52 mostra a distribuicdo das
células somente para o DoxDS nas concentrag®es de 1,25, 2,5 e 5 uM.

Tabela 10 — Distribuicdo das células mecanismo de morte das células de tumor
de mama da linhagem MCF-7 tratadas com DoxDS e DoxSol nas concentragdes
de 1,25, 2,5 e 5 uM durante 24 horas. # = Diferenca significativa (p < 0,05) do
controle em relagdo aos tratamentos com DoxDs e DoxSol. *= Diferencga
significativa (p < 0,05) do tratamento com DoxDS em relagdo ao tratamento com
DoxSol.

. Avaliagdo da morte celular (%)
Linhagem -
celular Tratamento Vidveis (Q1) Apoptose Necrose Apoptose tardia
(Q2) (Q3) (Q4)

Controle 85,00 + 2,9%# 0,10 £ 0,06 12,39+ 0,29# 2,52 £ 0,06#
DoxDS1.25  48,72+2,09 0,29+0,03* 39,17+ 2,09 10,82 +£0,03
DoxSol1.25 46,58 +1,87 2,21+0,11 40,44 +1,87 10,78 + 0,11
DoxDS2.5 44,58 +438 0,04+0,01 54,66+ 4,38* 0,74 + 0,01
DoxSol2.5 52,47 +2,63 0,07 £ 0,02 46,66 t 2,63 0,81+0,02
DoxDS5 26,12+2,13 0,05 +0,01 72,91+2,13 0,98 +0,01
DoxSol5 30,28+ 1,07 0,08 £ 0,01 68,69 + 4,07 0,95+0,01
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Figura 52 — Identificacdo do mecanismo de morte das células de tumor de mama
da linhagem MCF-7 tratadas com DoxDS nas concentragbes de 1,25,2,5e 5 uM
durante 24 horas.
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Apds o periodo de tratamento com 1,25 uM de Dox ocorreu um
aumento significativo da marcacao de células em apoptose inicial para
DoxDS e DoxSol, quando comparado ao grupo controle. A maioria das
células eram células necréticas.

A ocorréncia de apoptose tardia foi observada para a
concentracdo de 1,25 pM. O restante da populacdo de células MCF-7,
incubadas com 1,25 uM de Dox liberado apartir do DoxDS e DoxSol, ndo
exibiu marcacao fluorescente, caracterizando-se, portanto, como células
viaveis.
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Ap0ds o periodo de tratamento com 2,5 uM de Dox, a porcentagem
de células em apoptose incial e apoptose tardia é pequena; porém, os
indices de células necroticas foram superiores ao tratamento com 1,25
UM, mostrando valores de 54,66 +4,38% e 56,66 + 2,63%. O restante da
populacdo de células MCF-7 incubadas 2,5 uM de Dox liberado apartir do
DoxDS e DoxSol, 48,72% (* 2,09) e 46,58% (+ 1,87) respectivamente, ndo
exibiu marcacdo fluorescente, caracterizando-se, portanto, como células
vidveis.

Apds tratamento com a concentracdo de 5 uM de Dox as células
em apoptose inicial e apoptose tardia permanceram similares as
apresentadas para a concentracdo de 2,5 uM. Porém as células em
necrose, 72,91 + 2,13% e 68,69 = 4,07%, para DoxDS e DoxSol,
aumentaram significaticamente quando comparadas ao grupo controle
12,39 + 0,29%. Para amostras tratadas por 24 horas na concentragdo de
5 uM de Dox, o restante da populacdo de células MCF-7 foi de 26,12 *
2,13% e 30,28 = 1,07%, respectivamente, nao exibindo marcacdo
fluorescente, caracterizando-se, portanto, como células vidveis.

A Tabela 11 mostra a ocorréncia de mortalidade nas células da
linhagem MDA-MB-231 tratadas com DoxDS e DoxSol nas concentracdes
de 1,25, 2,5 e 5 uM durante 24 h.

A Figura 53 mostra a distribuicdo das células para o DoxDS nas
concentractes de 1,25, 2,5e 5 uM.

Tabela 11 — Distribuicdo das células no mecanismo de morte das células de
tumor de mama da linhagem MDA-MB-231 tratadas com DoxDS e DoxSol nas
concentragbes de 1,25, 2,5 e 5 uM durante 24 horas. # = Diferenca significativa
(p < 0,05) do controle em relagdo aos tratamentos com DoxDs e DoxSol. * =
Diferenca significativa (p < 0,05) do tratamento com DoxDS em relagdo ao
tratamento com DoxSol.

) Avaliagdo da morte celular (%)
Linhagem -
celular Tratamento Vidveis (Q1) Apoptose Necrose Apoptose tardia
(Q2) (Q3) (Q4)

Controle 97,66 + 8,48# 0,64 + 0,084 0,91 +,01# 0,79 +0,01#
DoxDS1.25 34,46 +0,27* 2,11+0,27* 38,13 +1,94* 25,29+1,91
DoxSol1.25 37,98+0,37 6,82+0,37 25,87 +1,44 29,33+1,44
DoxDS2.5 20,35+0,27 7,95+0,27*  29,01+2,03 42,69 + 2,03
DoxSol2.5 20,47 +,37 9,52 +0,37 30,40+ 1,26 39,61+ 1,56
DoxDS5 29,01+£0,53* 5,74+0,53* 21,78+0,28* 43,48 +2,88
DoxSol5 23,79+0,72 17,69+0,72 17,39+0,16 41,13+ 1,66
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Figura 53 — Identificacdo do mecanismo de morte das células de tumor de mama
da linhagem MDA-MB-231 tratadas com DoxDS nas concentra¢des de 1,25, 2,5
e 5 uM durante 24 horas.
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Apds o periodo de tratamento com 1,25 uM de Dox ocorreu um
aumento significativo da marcacdo com anexina V (AV), evidenciando
morte celular apoptdtica inicial quando comparado ao grupo controle. As
células mostrando marcacdo apenas com iodeto de propideo (IP),
relacionadas como células necrdticas, correspondem a 38,13 + 1,94%
25,87 + 1,44%, para DoxDS e DoxSol, respectivamente. A ocorréncia de
apoptose tardia, evidenciada pela fluorescéncia de ambos os marcadores
(AV, IP) foi observada para concentracdo de 1,25 uM, 25,29 + 1,91%,
29,33 + 1,44%, para DoxDS e DoxSol, respectivamente. O restante da
populacdo de células MDA-MB-231 incubadas com 1,25 uM de Dox nédo
exibiu marcacao fluorescente, caracterizando-se, portanto, como células
vidveis.

Apds o periodo de tratamento com 2,5 uM de Dox, os indices da
marcacdo para apoptose incial e apoptose tardia aumentaram para
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7,95% + 0,27%, 9,52 + 0,37% e 42,69 + 2,03%, 39,61 + 1,56%,
respectivamente. Os indices de células necréticas apds o tratamento com
1,25 uM foram de 29,0 + 2,03%, 30,40 + 1,26%. O restante da populacédo
de células MDA-MB-231 incubadas 2,5 uM de Dox ndo exibiu marcacao
fluorescente, caracterizando-se, portanto, como células vidveis.

Apds tratamento com a concentracdo de 5 UM de Dok, os indices
de apoptose inicial e apoptose tardia permanceram similares aos
apresentados para a concentracdo de 2,5 uM. Os indices de células
marcadas somente com IP, representando as células em necrose,
diminuiram para 21,78 + 0,28% e 17,39 + 0,16%, para DoxDS e DoxSol,
respectivamente. Ao final de 24 horas de tratamento com Dox na
concentracdo de 5 uM de Dox, o restante da populacdo de células MDA-
MB-231 teve uma ligeiro aumento em relacdo a concentragdo de 2,5 uM,
nao exibindo marcacdo fluorescente, caracterizando-se, portanto, como
células vidveis.

A distribuicdo celular relacionada as células viadveis, apoptose,
necrose e apoptose tardia foram apresentadas nas Figuras 51, 52 e 53,
para o tratamento com DoxDS nas trés concentragdes de Dox. Os valores
comparativos de células vidveis (Q1), apoptose (Q2), necrose (Q3) e
apoptose tardia (Q4) para DoxSol estdo apresentados nas Tablelas 9, 10
e 11. Os resultados de distribuicdo celular relacionados ao periodo de
tratamento de 24 h com Dox liberada pelo DoxDS e pelo DoxSol, nas
concentracdes estudadas de 1,25, 2,5 e 5 uM (Figuras 51, 52 e 53)
exibiram uma clara evidéncia de apoptose tardia para a linhagem 4T1,
(Tabela 9) e para a linhagem MDA-MB-231 (Tabela 11). Para a linhagem
MCF-7 (Tabela 10) os valores de distribuicdo celular demonstraram
claramente uma maior ocorréncia das células em necrose.

A apoptose é um processo de morte celular que ocorre como
resposta das células sob acdo de uma variedade de farmacos
anticancerigenos. Os grupos tratados com DoxDS quando comparados
com DoxSol apresentaram diferenca siginificativa entre os tratamentos,
porém ambos obtiveram o mesmo perfil quando relacionamos a
distribuicdo celular nos quadrantes. As linhagens 4T1 e MDA-MB-231
foram relacionadas ao processo de apoptose tardia (Caracterizado pelas
marcagdes de Pl+ e AV+) como indicado pelas Figuras 51 e 53; alinhagem

164 Tese de Doutorado Karina Cesca



CAPITULO 5 — AVALIACAQ DA CITOTOXICIDADE DO DoxDS

MCF-7, por sua vez, foi relacionada ao processo de necrose, como
indicado na Figura 52.

O DNA ¢é o principal alvo terapéutico para o tratamento do cancer.
Por meio da inducdo de danos ao DNA, se inicia uma cascata de eventos
que, em Ultima andlise, determina o destino das células cancerosas
(HURLEY, 2002). Danos ao DNA e sua reparacdo, regulacdo do ciclo celular
e inducdo de apoptose sdo trés processos que estdo envolvidos ndo sé na
carcinogénese mas na resposta das células de cancer a agentes
guimioterapéuticos. Apesar da aceitacdo de que o complexo-lI-DNA de
topoisomerase é um alvo molecular importante para a doxorubicina
(HURLEY, 2002), é provavel que outros mecanismos, tais como o dano
oxidativo direto ao DNA (ZHONG et al., 2016), podem contribuir para a
eficacia geral da doxorubicina.

5.3.4  Avaliagdo da morfologia celular apds tratamento com DoxDS

A bioequivaléncia da Dox liberada pelo sistema em comparagdo
com Dox em solucdo foi avaiada em funcdo das alteragdes morfoldgicas
de trés linhagens celulares de cancer de mama cultivadas in vitro, quando
submetidas as concentragles crescentes de Dox liberada por DoxDs e
DoxSol de 1,25, 2,5 e 5 uM.

As trés linhagens de cancer de mama selecionadas para anadlise
comparativa da bioequivaléncia do DoxDS e DoxSol tém caracteristicas
distintas. As linhagens 4T1 e MDA-MB-231 apresentam morfologia
semelhante e sdo consideradas linhagens celulares triplo-negativa, ou
seja, ndo expressam receptores de estrogénio, progesterona e HER2
(receptor do fator de crescimento epidérmico) (REF). Essas células sdo
frequentemente associadas a um tipo de cancer de mama basal, que
contém células cancerosas semelhantes as células que revestem os dutos
da mama. A linhagem MFC7 é amplamente utilizada em estudos de
cancer de mama in vitro, pois mantém conservadas as caracteristicas do
epitélio mamario. Estas caracteristicas incluem a habilidade das células
em formar jungbes aderentes e juncbes oclusivas quando do contato
célula-célula com as células vizinhas, e através destas conexdes,
contribuindo para varios processos fisiolégicos.

As Figuras 54, 55 e 56 mostram a morfologia das linhagens de
cancer de mama estudadas, 4T1, MCF-7 e MDA-MB-231,
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respectivamente, apds 24 horas de tratamento com DoxDs e DoxSol para
as concentragdes de 5 e 1,25 uM.

Figura 54 — Micrografias obtidas por MEV das células de tumor mamario da
linhagem 4T1. (A) Controle CarDS, (B) controle placa, tratadas com (C) DoxDS
1,25 UM, (D) DoxSol 1,25 UM, (E) DoxDS 5 UM, (F) DoxSol 5 M. As imgens s3o
representativas do ensaio realizado em duplicata com imagens obtidas da
ampliacdo de 300x em 3 pontos distintos.

A ~_ Controle CarDS B Controle Placa
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Figura 55 — Micrografias obtidas por MEV das células de tumor mamario da
linhagem MCF-7. (A) Controle CarDS, (B) controle placa, tratadas com (C) DoxDS
1,25 uM, (D) DoxSol 1,25 uM, (E) DoxDS 5 puM, (F) DoxSol 5 uM. As imagens sdo
representativas do ensaio realizado em duplicata com imagens obtidas da
ampliagdo de 300x em 3 pontos distintos.

PA Controle CarDS B Controle Placa

DoxDS 1,25 uM
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Figura 56 — Micrografias obtidas por MEV das células de tumor mamario da
linhagem MDA-MB-231. (A) Controle CarDS, (B) controle placa, tratadas com (C)
DoxDS 1,25 uM, (D) DoxSol 1,25 uM, (E) DoxDS 5 uM, (F) DoxSol 5 uM. As
imagem sdo representativas do ensaio realizado em duplicata com imagens
obtidas da ampliacdo de 300x em 3 pontos distintos.

LA Controle CarDS B Controle Placa

DoxSol 1,25 uM
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A partir de uma andlise das imagens (Figuras 54, 55 e 56),
caracteristicas morfoldgicas das células podem ser identificadas, tais como o
arredondamento celular devido ao encolhimento e a condensagdo do
citoplasma, indicadores de apoptose, caracteristicas estas mais acentuadas
no tratamento com maior concentracdo de Dox de 5 uM. Ambos os
tratamentos, DoxDS e DoxSol, causam efeitos de retracdo das juncGes
aderentes da célula cultivada em placa. Este achado corrobora os dados de
diminuicdo da atividade metabdlica apresentados na Figura 47.

A morfologia da célula MCF-7 sem tratamento (controle) é
apresentada na Figura 55A que mostra a morfologia caracteristica de células
do epitélio mamario. A morfologia das células apds 24 horas de tratamento
com Dox liberado por DoxDS e DoxSol é apresentada nas Figuras 55B e 55E
para a concentracdo de 1,25 uM, nas Figuras 55C e 55F para a concentragao
de 2,5 pM, e nas Figuras 55D e 55G para a concentragdo de 5 uM,
respectivamente.

As células MDA-MB-231 apresentam normalmente morfologia
achatada, em forma de fuso, caracterizada por diversos filopddios, como
pode ser observado pelo controle, Figura 56A. Sob tratamento com Dox em
baixa concentracgdo (1,25 uM), no entanto, as células apresentam morfologia
achatada, como pode ser observado nas Figuras 56B e 56E; a estrutura do
citoesqueleto foi modificada quando a concentracdo de Dox foi aumentada
para 5 uM, cf. Figuras 56D e 56G, e as células formam prolongamentos de
comunicacdo célula-célula.
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5.4

CONCLUSOES

Com base nos resultados relacionados a toxicidade da Dox liberada
pelo DoxDS em comparagdo com a Dox em solucdo (DoxSol), em células
de cancer de mama, é possivel concluir que:

A Dox liberada pelo DoxDS é equivalente ou por vezes
mais eficaz na diminuicdo da atividade metabdlica das
células de cancer de mama, sendo que as linhagens de
adenocarcinomas humanos (MCF-7 e MDA-MB-231)
foram menos sensiveis a Dox do que a linhagem de
camundongo (4T1).

O tratamento das células com DoxDS e DoxSol se
equivalem nas altera¢des do ciclo celular, porém a Dox
causou alteracdes diferenciadas para cada linhagem. Para
as linhagens de adenocarcinoma humano (MCF-7 e MDA-
MB-231), observou-se que a maior porcentagem de
células estava na fase GO-G1, e para a linhagem de
camundongo 4T1 observou-se que a maior porcentagem
de células estava na fase S.

A Dox liberada pelo DoxDS promoveu diferenca em
relagdo ao mecanismo de morte celular em comparacado
com DoxSol, porém o mecanismo de morte celular
ocasionado pela Dox para as linhagens 4T1 e MDA-MB-
231 foi relacionado ao processo de apoptose tardia, e
para a linhagem MCF-7 foi relacionado ao processo de
necrose, independente da concentracdo de Dox avaliada.
Apds contato do DoxDS com as células de cancer de mama
observam-se as mesmas alteracdes morfoldgicas
caracteristicas das células quando em contato com
DoxSol.

Em resumo, a Dox liberada pelo sistema DoxDS manteve sua
eficiéncia, quando comparada com Dox em solu¢do na diminuicdo da
ativiade metabdlica de células de cancer de mama cultivadas em placa;
assim como, manteve as mesmas alteracdes no ciclo celular, mecanismo
de morte e altera¢des mofoldgicas.
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“O cientista ndo é o homem que
fornece as verdadeiras respostas; é
quem faz as verdadeiras perguntas”.
(Claude Lévi-Strauss)






6  CONCLUSOES GERAIS

Levando em consideracdo a necessidade de se investir em novas
tecnologias para o tratamento adjuvante da recidiva do cancer de mama,
este trabalho relata a adequagdo de matrizes de nanocelulose bacteriana
para o desenvolvimento de um sistema de liberacdo de farmacos, a
doxorrubicina, para terapia adjuvante personalizada in situ, onde
podemos concluir que:

A caracterizacdo do CarDS, desenvolvido pela sintese das
microparticulas de CaCOs/A-Car por cristalizagdo coloidal na
matriz de BNC, resultou na comprovacao das caracteristicas
estruturais necessarias para aplicacdo in sito do sistema,
caracteristicas estas relacionadas a uma distribuicdo
uniforme das microparticulas hibridas de CaCOs/A-Car entre
as fibras de BNC, alta incorporacdo de Dox e perfis de
liberagdo modulados pela concentragdo de Dox
incorporada, assim como pela variacdo do pH local.

Os ensaios selecionados para avaliar as propriedades fisico-
quimicas e bioldégicas in vitro, evidenciaram as
caracteristicas promissoras da unido da matriz de BNC com
as microparticulas de CaCOs/A-Car relacionadas a ndo
citotoxicidade e hemocompatibilidade para aplicagdes
biomédicas. A ampliacdo da geometria da matriz de BNC
ndo ocasionou alteracbes na razdo madssica das
microparticulas sintetizadas entre as fibras de BNC. A
diminuicdo da 4drea superficial pela presenca das
microparticulas na BNC, reduz a capacidade de absorcdo de
agua e reidratacdo, tornando-o mais maleavel e de facil
manuseio na hora da aplicacdo de acordo com as analises
de propriedades mecanicas. A unido dos componentes BNC
e CaCOs/A-Car foram considerados ndo citotoxicos quando
avaliadas segundo normas da ISO 10993-5. A interagao
célula-biomaterial possibilitou observar que fibroblastos
guando cultivadas sobre o CarDS, sdo capazes de aderir e
proliferar em contato com o sistema. O CarDS é
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hemocompativel se por ventura entrar em contato com
sangue total.

E por fim a Dox liberada pelo DoxDS foi bioquivalente ou por
vezes mais eficaz nos parametros relacionados a
citotoxicidade, ciclo celular, mecanismo de morte e
morfologia da linhagens de cancer de mama avaliadas. O
DoxDS se apresenta inicialmente mais citotoxico as
linhagens (4T1 e MDA-MB-231) estudadas, porém esta
citotoxicidade se equivale a DoxSol ao longo do tempo de
cultivo. O DoxDS mantém sua bioequivaléncia no que diz
respeito ao ciclo celular das células de cdncer de mama
estudadas, porém a Dox causa aleragdo no ciclo celular,
sendo esta, diferenciada para cada linhagem de cancer de
mama estudada. Os mecanismos de morte foram
associados a necrose e apoptose, sendo que as linhagens
4T1 e MDA-MB-231 foram relacionadas ao processo de
apoptose tardia e a linhagem MCF-7 foi relacionada ao
processo de necrose. E por fim as alteracées morfoldgicas
ocasionadas por DoxDS foram equivalentes quando
comparadas com DoxSol.

Por fim podemos concluir que a hipdtese sugerida pode ser

confirmada, portanto a unido de matrizes de nanocelulose bacteriana
com microparticulas hibridas de CaCOs/A-Car favorece a incorporagdo da
doxorrubicina, permitindo maior controle sobre a libera¢do do farmaco
para células tumorais.
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