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RESUMO 

 
A utilização de moléculas de siRNA para o silenciamento gênico tem 

adquirido importância para o tratamento do câncer, sendo que o primeiro 
fármaco baseado neste princípio foi aprovado nos EUA em 2018. A 
abordagem consiste em impedir a expressão de proteínas essenciais para 

o desenvolvimento da doença, dependendo do gene alvo. Neste trabalho, 
o gene Vegf foi selecionado, por ser um fator mediador da angiogênese 
no câncer e pode ser uma estratégia interessante para prevenir o 

crescimento e proliferação de células tumorais. Porém, há barreiras que 
precisam ser ultrapassadas para o siRNA alcançar as células alvo e 

promover o silenciamento gênico, após entrega sistêmica. As principais 
barreiras consistem na fragilidade da molécula de siRNA na circulação, 
no reconhecimento pelo sistema imune, na captação intracelular 

deficiente e no ambiente ácido do endossoma. Assim, o objetivo desse 
trabalho é verificar a eficiência de um nanocarreador em proteger e 
promover a entrega sistêmica de siRNA para o gene Vegf para terapia 

anti-câncer com alvo específico, em um modelo de câncer de mama 
murino. Nanopartículas híbridas contendo íons cálcio na fase inorgânica 

e copolímero em bloco PEG-ácido glutâmico na fase orgânica foram 
preparadas e purificadas utilizando sistema Amicon® Pro Purification. 
As nanopartículas formam-se por um processo próprio de organização 

(auto-associação) em condições estequiométricas. Para determinação do 
tamanho e morfologia, técnicas incluindo o Espalhamento Dinâmico de 
Luz (do Inglês Dynamic Light. Scattering, DLS) e Microscopia Eletrônica 

de Transmissão (MET) foram utilizadas. A fim de verificar a quantidade 
de íons cálcio e fósforo removidos durante o processo de purificação, 
ensaios colorimétricos foram realizados. Para os estudos in vivo, células 

de câncer de mama murino 4T1 foram inoculadas por via subcutânea na 
glândula mamária abdominal em camundongos Balb/c fêmeas. Para o 

ensaio antitumoral, nanopartículas carreando siVEGF foram injetadas na 
veia caudal e o tamanho do tumor e massa corporal foram monitorados 
por 14 dias. Após administração das nanopartículas foi realizada 

avaliação histopatológica dos órgãos e dos tumores, analisados os 
parâmetros hematológicos e bioquímicos e avaliado o silenciamento 
gênico por RT-qPCR e Western Blot. Para avaliar a biodistribuição e 

acúmulo no tumor, nanopartículas híbridas contendo siRNA marcado 
com cianina 5 foram injetadas pela via intravenosa utilizando a veia 

caudal. A intensidade de fluorescência no fígado, baço, pulmão, coração, 
rins e tumor foi determinada usando o equipamento In-Vivo Xtreme, 
normalizada pela massa. Os nanocarreadoes apresentaram tamanho e 



 

 

índice de polidispersão similares antes e após processo de purificação, 

com remoção eficiente de cálcio e fósforo livres. As imagens obtidas por 
MET revelaram que as nanopartículas purificadas apresentaram tamanho 

relativamente esférico e homogêneo. Foi observada a diminuição do 
tamanho dos tumores tratados com as nanopartículas contendo siVEGF. 
A redução no crescimento tumoral foi relacionada ao silenciamento in 

vivo do gene Vegf no grupo tratado. A intensidade de fluorescência em 
níveis significativos foi detectada nos rins e nos tumores tratados, 
indicando acúmulo de siRNA no tumor pela entrega efetiva dos 

nanocarreadores. Os resultados indicam os sistemas híbridos aqui 
desenvolvidos como carreadores efetivos de moléculas de siRNA para a 

terapia antitumoral, com o silenciamento do gene Vegf no câncer de 
mama. 
 

Palavras-chave: siVEGF. PEG(ácido glutâmico). Nanopartículas. 
Câncer de Mama. 
 

 
  

  



 

 

ABSTRACT 

 

HYBRID NANOPARTICLES AS DELIVERY SYSTEM OF 

siRNA: IN VIVO Vegf GENE SILENCING IN BREAST CANCER 
 
The use of siRNA molecules for gene silencing has acquired importance 

for the cancer treatment, wherein the first drug based on this principle was 
approved in the US in 2018. The approach is to prevent the expression of 
proteins essential for the disease development, depending on the target 

gene. In this work, the Vegf gene was selected, since it is a mediating 
factor of angiogenesis in cancer and may be an interesting strategy to 

prevent the growth and proliferation of tumoral cells. However, is 
necessary to overcome barriers to systemically deliver siRNA to target 
cells and promote gene silencing. The main barriers are the fragility of 

siRNA in the circulation, recognition by the immune system, the 
inefficient cellular uptake, and the acid environment of the endosome. 
Thus, the aim of the present study is to verify the efficiency of a carrier 

system to protect and deliver siRNA to Vegf gene for a target-specific 
anti-cancer therapy in a murine breast cancer model. Hybrid nanoparticles 

composed of calcium ions as inorganic phase and a PEG-glutamic acid 
copolymer as the organic phase was prepared and purified using 
Amicon® Pro Purification System. The nanoparticles were formed by 

self-assembling of the components in stoichiometric conditions. For the 
determination of the size distribution and morphology of the nanocarriers, 
dynamic light scattering (DLS) technique and transmission electron 

microscopy (TEM) were carried out. To quantify the amount of calcium 
and phosphorus ions removed by the purification process, colorimetric 
assays were performed. For in vivo studies, female BALB/c mice were 

subcutaneously inoculated into the abdominal mammary gland with 4T1 
breast carcinoma cells. For the antitumor activity, hybrid nanoparticles 

loading siVEGF were injected into the tail vein and tumor size and body 
weight were monitored for 14 days. After administration of the 
nanoparticles, histopathological evaluation of organs and tumors was 

performed, hematological and biochemical parameters were analyzed and 
gene silencing using RT-qPCR and Western Blot was evaluated.  To 
evaluate biodistribution and tumor accumulation, hybrid nanoparticles 

containing Cy5-labeled siRNA were intravenously injected into the tail 
vein. The fluorescence intensity of the liver, spleen, lung, heart, kidneys, 

and tumor was determined using the In-Vivo Xtreme system and 
normalized to the weight. Nanocarriers were confirmed to have similar 
size and polydispersity index before and after the purification process 



 

 

with efficient removal of free calcium and phosphorus. The TEM images 

revealed nanoparticles with a relatively homogenous rounded shape. The 
decrease in the size of the tumors treated with the nanoparticles 

containing siVEGF was observed. The reduction in tumor growth was 
related to in vivo Vegf gene silencing in the treated group. Significantly 
fluorescence intensity was detected in kidney and tumors treated, 

indicating enhanced tumor accumulation of siRNA by hybrid 
nanoparticles delivery. The results indicate the hybrid systems developed 
here as effective carriers of siRNA molecules for anticancer therapy with 

the Vegf gene silencing in breast cancer. 
 

Keywords: siVEGF. PEG(glutamic acid). Nanoparticles. Breast Cancer. 
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1 INTRODUÇÃO  

 
O câncer é definido como o crescimento e proliferação celular de 

maneira descontrolada. Segundo a Organização Mundial da Saúde 
(OMS), em 2018, 9,6 milhões de mortes em todo mundo tiveram como 
causa esta doença. O câncer de mama é o segundo mais comum e o mais 

frequente no sexo feminino, entre todos os tipos de câncer (WHO, 2019; 
INCA, 2019a). 

Uma estratégia terapêutica interessante para o câncer é a utilização 

de terapias-alvo, valendo-se de moléculas alvo-específicas com o intuito 
de evitar a ativação de mecanismos de resistência aos fármacos ou de 

causar efeitos adversos que são comuns nas terapias convencionais 
(ABOU-JAWDE et al., 2003; HIGGINS; BASELGA, 2011). Entre essas 
moléculas, o siRNA (short interfering RNA) pelo efeito de RNA de 

interferência (RNAi) é capaz de inibir a expressão de genes envolvidos 
com as doenças, por silenciamento gênico pós-transcricional 
(ELBASHIR et al., 2001).  

O silenciamento gênico promove a redução da produção de 
proteínas mutadas ou com a expressão inadequada (FIRE et al, 1998; KIM 

et al., 2008; JAIN; PATHAK; VAIDYA, 2018), sendo uma alternativa de 
potencial para o tratamento de doenças como o câncer. Além disso, 
cânceres como o de mama triplo negativo não possuem terapia alvo, pois 

não apresentam receptores de estrógeno, progesterona e HER2 (receptor 
do fator de crescimento epidermal humano 2). Nesse tipo de câncer, a 
quimioterapia é o tratamento de escolha e apresenta resultados limitados 

com baixos índices de sobrevida (INCA, 2019b; ONITILO et al., 2009). 
Entre os genes com expressão anormal no câncer, encontra-se o 

VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), que é o principal 

mediador da angiogênese (formação de novos vasos sanguíneos), 
fenômeno diretamente envolvido com o crescimento do tumor, 

progressão e desenvolvimento de metástases. O VEGF, estando 
superexpresso em células tumorais, pode ser um alvo de escolha para 
silenciamento gênico. Estratégias anti-VEGF para tratar o câncer são 

projetadas para atingir a função pró-angiogênica do VEGF e deste modo 
inibir a neovascularização, impedindo o fornecimento de suprimentos 
necessários para a proliferação celular tumoral (LIN; ZHANG; LUO, 

2016; RIBATTI et al., 2016). 
Entretanto, como as moléculas de siRNA possuem alta massa 

molecular e carga negativa, a aplicação in vivo não é efetiva. Além disso, 
quando aplicadas em um organismo para terapia por RNAi, são 
degradadas por enzimas endógenas, sendo necessário o uso de 
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nanocarreadores, o que tem mostrado eficiência para promover a proteção 

do ácido nucleico e garantir a respectiva entrada no citoplasma das 
células, onde ocorre a ação do siRNA (PECOT et al., 2010). 

Entre as possibilidades de nanocarreadores, as nanopartículas 
baseadas em fosfato de cálcio (CaP), por serem constituídas de um 
componente biocompatível e por adsorverem moléculas polianiônicas, 

são promissoras para entrega efetiva de siRNA (ZHANG; KATAOKA, 
2009). Ainda, a complexação de fosfato de cálcio com poli(etilenoglicol) 
(PEG), na preparação das nanopartículas, permite o controle do 

crescimento de cristais do sal de cálcio, além de promover benefícios 
quanto a aplicação sistêmica, pois minimiza as interações não específicas 

e aumenta a acumulação do carreador no tumor (ELSABAHY et al, 2008; 
KAKIZAWA et al, 2004; KAKIZAWA; KATAOKA, 2002).  

A acumulação efetiva dos nanocarreadores no tumor ocorre através 

do efeito de permeabilidade e retenção aumentada (EPR) como 
consequência das diferenças intrínsecas do microambiente tumoral. Um 
exemplo, são os espaços presentes apenas no endotélio vascular no tumor, 

que permitem o extravasamento de nanopartículas a partir dos vasos 
sanguíneos para o tecido tumoral. (MAEDA, 2010; MATSUMURA; 

MAEDA, 1986). 
Sabe-se que existem inúmeros nanocarreadores de ácidos 

nucleicos constituídos por materiais diversos, porém, a maioria necessita 

de numerosas etapas de preparação e alta energia para a formação. Além 
disso, alguns apresentam baixa estabilidade e toxicidade e não conseguem 
atingir os tumores sólidos nos testes in vivo (ZHANG et al., 2018).  

Diante desse cenário, neste trabalho, nanopartículas híbridas de 
fosfato de cálcio (CaP) e blocos do copolímero PEG-ácido glutâmico 
(PEG-PGLU) foram produzidas e purificadas para entrega in vivo de 

siRNA, para o silenciamento do gene Vegf em modelo de câncer de mama 
murino e consequentemente, a realização da terapia antitumoral pelo 

efeito de RNAi. 
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1.1 OBJETIVOS 
 

1.1.1 Objetivo Geral 
 
Preparar e avaliar a atividade antitumoral in vivo de um sistema 

nanocarreador híbrido contendo siRNA para o gene Vegf, usando 
modelo de câncer de mama murino. 
 

1.1.2 Objetivos Específicos 

 

a) Preparar, purificar e caracterizar nanopartículas híbridas NP PEG-

PGLU/siRNA/CaP; 

b) Analisar o efeito antitumoral das nanopartículas híbridas in vivo, após 

indução do tumor; 

c) Analisar o silenciamento do gene Vegf, por meio da técnica de RT-

qPCR, após indução do tumor e tratamento dos animais com as 

nanopartículas híbridas; 

d) Analisar o conteúdo da proteína VEGF após indução do tumor e 

tratamento dos animais com as NP PEG-PGLU/siRNA/CaP; 

e) Realizar análise histopatológica dos tumores e órgãos após tratamento 

dos animais com as NP PEG-PGLU/siRNA/CaP; 

f) Analisar a biodistribuição e o acúmulo das NP PEG-

PGLU/siRNA/CaP in vivo; 

g) Verificar parâmetros bioquímicos, hematológicos e antropométricos, 

após administração das NP PEG-PGLU/siRNA/CaP in vivo. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
2.1 ASPECTOS RELEVANTES SOBRE O CÂNCER DE MAMA 

 
O câncer é considerado um importante problema de saúde pública. 

Em 2018, um número significativo de mortes em todo o mundo, estimado 

em 9,6 milhões, teve como causa diferentes tipos de câncer. Além disso, 
estimativas apontam que, em 2010, o câncer gerou um custo econômico 
anual de 1,16 trilhões de dólares a nível mundial (WHO, 2019).  

No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional de Câncer José 
Alencar Gomes da Silva (INCA), são esperados 600 mil novos casos para 

cada ano do biênio 2018-2019. Entre os tipos de câncer, os mais 
incidentes no Brasil são: próstata, pulmão, mama feminina, cólon e reto. 
Ainda, os mais frequentes desta relação são o de próstata para homens 

(aproximadamente 68 mil casos) e o de mama para mulheres 
(aproximadamente 60 mil casos) (Figura 1). Aproximadamente 70% dos 
novos casos encontram-se nas regiões Sul e Sudeste, principalmente nesta 

última, que representa quase a metade da incidência. Em todas as regiões 
do Brasil, sem considerar os tumores de pele não melanoma, o câncer de 

mama feminino tem uma incidência preeminente, exceto na região Norte, 
na qual representa o segundo tumor mais incidente. Além disso, o câncer 
de mama é a principal causa de morte por câncer nas mulheres, tendo 

como estimativa 522 mil mortes em 2012 (INCA, 2019a). 
O câncer caracteriza-se pelo crescimento e proliferação anormal 

das células de maneira incontrolável, podendo levar a alterações 

funcionais, além de possuir a habilidade de invadir outros órgãos e tecidos 
(MITRA et al., 2015; INCA,2017). Um tumor pode ser classificado como 
benigno ou maligno. Um tumor benigno representa uma massa localizada 

de células que possuem proliferação lenta e semelhança ao tecido de 
origem, apresentando risco de vida baixo. Já o tumor maligno é 

caracterizado pela divisão agressiva e descontrolada das células, com 
formação de um aglomerado de células tumorais. (FENG et al., 2018, 
INCA, 2017). 
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Figura 1 - Estimativa para 2018 dos dez tipos de câncer mais incidentes no 

Brasil, por sexo, exceto pele não melanoma*. 

 

 
Fonte: INCA (2019a). 

 

Os tipos de câncer de mama mais comuns são carcinoma ductal in 
situ, carcinoma ductal invasivo e carcinoma lobular invasivo. Quando as 

células epiteliais que revestem órgãos e tecidos são afetadas inicialmente 
pelos tumores, têm-se o carcinoma. Se células epiteliais fazem parte do 
tecido glandular, denomina-se adenocarcinoma, podendo ter início nos 

ductos ou nos lóbulos. Outros tipos de câncer de mama que não são 
comuns incluem: câncer de mama inflamatório (tipo incomum invasivo), 
phyllodes (o desenvolvimento ocorre no tecido conjuntivo, no estroma da 

mama), doença de Paget (começa nos ductos mamários e espalha-se para 
a pele do mamilo e posteriormente para a aréola) e angiossarcomas (têm 

início nas células que revestem os vasos sanguíneos ou vasos linfáticos, 
podendo atingir o tecido mamário ou a pele da mama). Ainda, o câncer 
de mama pode espalhar-se para os tecidos adjacentes. Quando não se 

espalham são denominados de câncer de mama in situ, tendo como 
representantes o carcinoma ductal in situ e o carcinoma lobular in situ. Já, 
quando invadem o tecido mamário adjacente, são cânceres invasivos ou 

infiltrantes, com possiblidade de metástase em locais distantes 
(TAVASSOLI; DEVILEE, 2003, SIBBERING; COURTNEY, 2019; 

AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). 
O carcinoma ductal in situ ou carcinoma intraductal possui um 

diagnóstico relativamente comum entre mulheres que se submeteram a 

mamografia. Trata-se de um câncer não invasivo com alto poder de cura. 
No entanto, com o passar do tempo, podem ocorrer metástases para os 
tecidos adjacentes. No carcinoma lobular in situ ou neoplasia lobular, 

células parecidas com células cancerígenas crescem nos lóbulos das 
glândulas que produzem o leite, mas esse crescimento não extravasa a 
parede dos mesmos. Portanto, não é considerado câncer. Entretanto, é um 

diagnóstico importante, pois pode indicar o desenvolvimento de um 
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câncer de mama invasivo futuro (WEN; BROGI, 2018; WARD et al., 

2015; LEE et al., 2012; KERLIKOWSKE, 2010; MALUF; KOERNER, 
2001). 

O carcinoma ductal invasivo é o câncer de mama mais comumente 
diagnosticado. No carcinoma, há a proliferação das células que revestem 
o ducto de leite e também crescem nos tecidos mamários próximos pelo 

rompimento do ducto e, a partir do sistema linfático ou da corrente 
sanguínea, pode levar a metástases por todo o corpo. Já o carcinoma 
lobular invasivo tem início nos lóbulos, e pode também espalhar-se por 

todo o corpo. No entanto, há outros tipos de câncer de mama invasivos 
que são denominados especiais, pois são incomuns e correspondem a 

menos de 5% do total (BANDYOPADHYAY; BLUTH; ALI-FEHMI, 
2018; TAVASSOLI; DEVILEE, 2003; AMERICAN CANCER 
SOCIETY, 2019).  

Os tipos de câncer de mama também podem ser identificados de 
acordo com a presença ou não de receptores. Hormônios como estrogênio 
e progesterona, por exemplo, são importantes pois, quando se ligam aos 

respectivos receptores, estimulam o crescimento das células do câncer, 
podendo-se definir a linha de tratamento com a utilização de fármacos 

que reduzam ou impeçam que esses hormônios se liguem aos respectivos 
receptores. Células de câncer de mama positivas para receptores 
hormonais têm receptores para estrogênio (ER) ou progesterona (PR). 

Possuem um crescimento lento quando comparados aos que são negativos 
para receptores hormonais. No caso do câncer de mama negativo para 
receptores de hormônios, as células não possuem receptores de estrogênio 

e de progesterona. Portanto, a terapia hormonal é ineficaz. O câncer de 
mama triplo positivo é referente a positividade aos receptores ER, PR e 
HER2 (receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano) e 

possui como opções o tratamento hormonal, bem como medicamentos 
baseados em HER2 (LOIBL; GIANNI, 2017; TURNER et al., 2017; VICI 

et al., 2015; TAVASSOLI; DEVILEE, 2003). 
O subtipo de câncer de mama triplo-negativo não possui receptores 

de estrogênio, progesterona e HER2. São mais comuns em mulheres mais 

jovens e em afro-americanas. São complexos e agressivos, possuem um 
crescimento rápido e poder de metástase maior que os outros tipos de 
câncer de mama.  A terapia hormonal também é ineficaz, bem como a 

terapia envolvendo HER2. Em alguns casos, a quimioterapia pode ser útil 
(CAREY et al., 2010; A STEAD et al., 2009).  

Os tratamentos do câncer de mama triplo negativo podem 
apresentar restrição quanto à eficácia, devido a heterogeneidade desse 
tipo de câncer. Portanto, o desenvolvimento de terapias direcionadas 
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eficazes é um desafio na pesquisa por novos fármacos para o câncer de 

mama triplo negativo (LEE; DJAMGOZ, 2018). 
 

2.1.1 Fatores de Risco e Prevenção do Câncer de Mama 
 
Identificado como uma doença multifatorial, o câncer de mama 

possui inúmeros fatores que contribuem para o seu aparecimento. 
Primeiramente, ser do sexo feminino é um fator de risco inerente ao 
câncer de mama, sendo 100 vezes maior a chance de desenvolvimento da 

doença aparecer em mulheres do que em homens. A idade também é 
importante, em que mulheres com 55 anos ou mais têm maior 

probabilidade de receber o diagnóstico da doença. Além disso, o fator 
familiar pode estar associado a doença, bem como a falta de atividade 
física da pós-menopausa, obesidade, excesso de álcool e uma alimentação 

inadequada contendo gordura saturada e baixa ingestão de frutas, legumes 
e verduras (FENG et al., 2018). 

O câncer de mama apresenta características complexas no que diz 

respeito aos fatores genéticos, epigenéticos e ambientais. Mutações 
genéticas, principalmente nos genes BRCA1 e BRCA2 levam ao aumento 

da susceptibilidade do desenvolvimento do câncer de mama. Entretanto, 
mesmo em mulheres que apresentam mutação em BRCA1 e 2 sem 
histórico familiar de primeiro grau com câncer de mama, a doença poderá 

se desenvolver. Outros eventos envolvidos com a causa da doença são: 
primeira menstruação com menos de 12 anos, menopausa após 55 anos, 
mulheres que nunca engravidaram, primeira gravidez após os 30 anos, 

uso prolongado de anticoncepcionais, terapia de reposição hormonal pós 
menopausa e exposição à radiação ionizante (FENG et al., 2018; 
METCALFE et al., 2018; DROOGER et al., 2015; STEWART; WILD, 

2014; KAAKS et al., 2005; CIBULA et al., 2010). 
Para mulheres com alta probabilidade de desenvolver o câncer de 

mama, é possível auxiliar na redução do risco de desenvolver a doença, 
evitando os fatores de risco e adquirindo hábitos saudáveis. Quando há a 
necessidade de tratamento, tamoxifeno e raloxifeno são fármacos que 

atuam por bloquear a ação do estrogênio na mama e podem ser uma 
opção, bem como inibidores da aromatase. Porém, esses medicamentos 
podem causar efeitos adversos e o risco/benefício deve ser analisado. 

Além disso, o risco aumentado de desenvolver o câncer de mama pode 
ser determinado pelo modelo de Gail, que mostra uma estimativa do risco 

de uma mulher desenvolver câncer de mama durante o intervalo de tempo 
especificado (GAIL et al, 1989). Os fatores de risco considerados no 
modelo são: idade em que a mulher teve o primeiro filho, idade da 
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menarca, histórico de câncer de mama em parentes de primeiro grau e 

número de biopsias mamárias prévias. A retirada cirúrgica da mama 
também pode ser uma escolha. Exames médicos para detecção precoce 

são importantes, principalmente para um tratamento menos deletério 
(YANG et al., 2016). 

 

2.1.2 Diagnóstico e Tratamento do Câncer de Mama 
 
Primeiramente, detectar sintomas de câncer preditivos é 

importante. Nódulo no seio, assimetria, retração da pele, retração recente 
do mamilo, secreção mamilar com cor de sangue e alterações eczematosas 

na aréola são alguns deles. A redução da mortalidade por câncer de mama 
pode ocorrer em mais de 50% em mulheres com menos de 65 anos de 
idade devido ao diagnóstico precoce e tratamento efetivo menos 

agressivo. O diagnóstico do câncer de mama é realizado a partir de uma 
combinação de histórico clínico, exames físicos e visualização direta da 
área atingida por mamografia. Biópsia de tecidos alterados é utilizada 

para confirmação de diagnóstico por exame histopatológico 
(SIBBERING; COURTNEY, 2019; MEDEIROS; THULER; 

BERGMANN, 2019; WHO, 2017; STOCKTON et al., 1997). 
O tratamento do câncer de mama é baseado na extensão 

(estadiamento) e características biológicas da doença, bem como nas 

características do próprio indivíduo, como idade, menopausa, 
comorbidades, entre outras. Pode ser divido em local ou sistêmico. O 
local inclui cirurgia e radioterapia. O sistêmico tem como representantes 

a quimioterapia, hormônio terapia e terapia biológica. 
Nos estádios inicias da doença (I e II), em que os tumores são 

relativamente pequenos e não se espalharam para os nódulos linfáticos ou 

espalharam-se para nódulos linfáticos próximos, a cirurgia é 
predominantemente realizada, podendo ser conservadora, ou seja, é 

retirado somente o tumor, ou ainda radical, chamada de mastectomia, com 
retirada total da mama seguida ou não de reconstrução. Para melhorar o 
prognóstico; deve-se, ainda, realizar a avaliação dos linfonodos axilares. 

Em alguns casos, após esses procedimentos, a radioterapia e o tratamento 
sistêmico são indicados. Em pacientes que apresentam tumores maiores e 
localizados (estádio III), a abordagem sistêmica, com quimioterapia, na 

maioria dos casos, é a escolha inicial, seguido de cirurgia e radioterapia. 
No último estádio (IV), há presença de metástases e a modalidade 

sistêmica é preconizada, buscando o prolongamento da vida do paciente. 
Para o câncer de mama do tipo inflamatório, é indicado quimioterapia. 
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(SIBBERING; COURTNEY, 2019; INCA, 2019c; MORAN et al., 2014; 

GIULIANO, 2011) 
A quimioterapia pode ser administrada por via intravenosa ou oral; 

ou ainda, mais raro, no líquido espinhal que envolve o cérebro e a medula 
espinhal. Em combinação de 2 ou 3 fármacos, este tipo de tratamento 
mostra-se mais eficaz, na maioria dos casos. Os fármacos utilizados são: 

antraciclinas, como doxorrubicina, doxorrubicina lisossômica peguilada, 
epirrubicina, taxanos, como paclitaxel e docetaxel, 5-fluorouracil, 
ciclofosfamida, agentes de platina (cisplatina, carboplatina), vinorelbina, 

capecitabina, gemcitabina. Em estágios avançados do câncer de mama, a 
terapia única é mais frequente (CARDOSO et al., 2019; HASSAN, 2010).  

Apesar dos benefícios do tratamento, a quimioterapia ainda está 
relacionada a muitos efeitos adversos, de simples a severos. Os mais 
comuns são: perda de cabelo, perda de apetite ou alterações de peso, 

náusea, vômito e diarreia, fadiga, dor, insônia, maior chance de infecções 
e fadiga. Além disso, a doxorrubicina e a epirrubicina podem causar 
danos permanentes ao coração (cardiomiopatia), com um aumento no 

risco se utilizado por muito tempo ou em altas doses. Ainda, as mulheres 
podem apresentar problemas de concentração e memória, por muito 

tempo (WANG; YIN; JIA, 2019; BLOK et al., 2018; LI et al., 2017; 
VOROBIOF, 2016; CHATTERJEE et al., 2010; MEINARDI, 2002). 

No caso dos cânceres de mama positivos para receptor de 

estrógeno e progesterona, a terapia hormonal é recomendada. Pode ser 
utilizada como terapia adjuvante após a cirurgia, para evitar recidivas; em 
alguns casos também pode ser utilizada antes do procedimento cirúrgico, 

além do uso paliativo na presença de metástases. O tempo de utilização é 
de pelo menos 5 anos. A terapia hormonal inclui fármacos que bloqueiam 
os receptores de estrógeno das células de câncer de mama, como 

tamoxifeno; fármacos que impedem a síntese de estrogênio, como 
inibidores da aromatase; fármacos que atuam na supressão do ovário 

como triptorelina; andrógenos e altas doses de estrogênio. Alguns efeitos 
adversos com o uso desta terapia são: ondas de calor, fadiga, artralgia, 
doença cardiovascular (BÉCOURT; ESPIÉ, 2019; BLOK et al., 2018; 

BENNINK et al., 2017). 
Os cânceres de mama triplo-negativos não têm receptores 

hormonais, e, portanto, não contam com a utilização de terapia hormonal 

como possibilidade de tratamento. Além disso, medicamentos que têm 
como alvo o HER2 também não são capazes de auxiliar no tratamento. A 

quimioterapia é geralmente o tratamento padrão. Assim, muitos ensaios 
clínicos estão sendo desenvolvidos tendo como alvo as vias de 



33 

 

sinalizações envolvidas com esse tipo de câncer de mama (LEE; 

DJAMGOZ, 2018). 
Entre os alvos para terapia do câncer de mama triplo negativo 

encontra-se o gene VEGF, que se apresenta superexpresso nesta doença e 
está relacionado com mau prognóstico (RIBATTI et al., 2016; 
LINDERHOLM et al., 2009). 

 
2.2 ANGIOGÊNESE E O CÂNCER  

 

Angiogênese é o processo de formação de novos vasos sanguíneos 
a partir de uma vasculatura prévia, que possui proteínas reguladoras, as 

quais se ligam a receptores presentes na superfície das células endoteliais 
(HANAHAN; FOLKMAN, 1996; HOEBEN, 2004). Dois reguladores 
que estimulam e inibem esse processo são, respectivamente, o VEGF 

(Figura 2) e a trombospondina-1 (TSP-1) (HANAHAN; WEINBERG, 
2011). 

 
Figura 2 - Interação do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) no 
microambiente tumoral, mediando a angiogênese. 

 

 
O VEGF interage com receptores expressos (VEGFR) nas células. Pode atuar 

como quimioatrativo para células T reguladoras (Treg), inibindo a resposta imune 
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antitumoral. A secreção de VEGF pode se dar através de fibroblastos, macrófagos 

e células endoteliais. O VEGF também altera a permeabilidade vascular, o que 

gera o depósito de matriz de fibrina, formando o estroma. O fator é secretado por 
células tumorais e leva a um fenótipo de transição epitelial-mesenquimal, com 

aumento da invasividade e sobrevida do tumor. As setas indicam a fonte e os 

alvos do VEGF nos tumores. Fonte: Goel e Mercurio (2013). 
 

O VEGF é uma glicoproteína homodimérica que apresenta massa 
molar de aproximadamente 45 kDa. É o principal regulador da formação 

de novos vasos sanguíneos durante o período embrionário, pós-natal e 
posteriormente na homeostase das células endoteliais fisiológicas 
(CARMELIET, 2005). Os membros da família VEGF incluem VEGFA, 

VEGFB, VEGFC, VEGFD e fator de crescimento placentário (PLGF). 
Estes membros possuem diferenças quanto a especificidade de receptores, 
padrão de expressão e funções biológicas.  Os receptores para VEGF são 

receptores tirosina cinase, VEGFR1, VEGFR2, e VEGFR3, que estão 
expressos nas células endoteliais vasculares e são relacionados com a 

sinalização de VEGF (Figura 3). VEGF é mais conhecido como VEGFA 
e possui maior potencial angiogênico. O gene está localizado no 
cromossomo 6p21.3 (VINCENTI et al., 1996) e é altamente conservado 

entre as espécies (HOLMES; ZACHARY, 2005). VEGFA apresenta 
como variantes VEGF121, VEGF145, VEGF148, VEGF165, VEGF183, 
VEGF189 e VEGF206 (FERRARA; GERBER; LECOUTER, 2003; 

WEDDELL; IMOUKHUEDE, 2018).  
 

Figura 3 - Interação da família VEGF com seus receptores 

 

 
A família VEGF inclui VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e fator de 

crescimento placentário (PLGF). Seus receptores tirosina cinase são: VEGFR-
1, VEGFR-2 e VEGFR-3 tendo como co-receptores a neuropilina-1 (NRP-1) 

e neuropilina-2 (NRP-2). O efeito da ligação ao receptor na vasculatura e no 
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Sistema Nervoso Central (SNC) são: angiogênese, hematopoiese, 

recrutamento de células inflamatórias e sobrevivência neuronal, para ligação 

ao VEGFR-1; sobrevivência e migração das células endoteliais, 
vasculogênese, angiogênese, função de barreira hematoencefálica, 

sobrevivência e migração das células neuronais e células de Schwann, 

orientação axonal e proliferação de células-tronco neurais, para VEGFR-2; 
vasgulogênese e linfangiogênese, para VEGFR-3. A ação biológica de VEGF-

A, VEGF-B e PLGF pode ser reduzida a partir da captação pelo VEGRF-1 
solúvel (sVEGFR1). (Adaptado de LANGE et al., 2016). 

 
No câncer, o VEGF é o principal mediador da angiogênese, sendo 

regulado por múltiplos fatores de crescimento, pela hipóxia e sinalização 
oncogênica (GABHANN; POPEL, 2008; CARMELIET, 2005). O 

aumento da expressão e a ativação do fator de transcrição hipóxia-
indutível-fator-1 (HIF-1) ou vias independentes do HIF-1 induz a 
expressão de genes que levam ao processo angiogênico (PUGH et al., 

2003). A formação de uma nova vasculatura dentro e ao redor do tumor é 
requerida para o crescimento do câncer devido ao aporte de nutrientes e 
oxigênio (FERRARA, 2009; CARMELIET, 2005). Os vasos sanguíneos 

que compõem o microambiente tumoral, devido a rapidez com que a 
angiogênese ocorre para suprir as células, encontram-se distorcidos, 

aumentados, ramificados e com vazamentos hemorrágicos (NAGY et al., 
2009; BALUK; HASHIZUME; MCDONALD, 2005; HASHIZUME et 
al., 2000). 

Os tumores mais vascularizados estão relacionados ao mau 
prognóstico e desenvolvimento de metástases no câncer de mama 
(HORAK et al., 1992). Além disso, a falta de resposta aos tratamentos 

sistêmicos, como quimioterapia, pode ter relação com o aumento na 
expressão de VEGF em alguns pacientes, e assim, o conhecimento na 
expressão de VEGF no tumor pode auxiliar no tratamento personalizado, 

com agente antiangiogênico, combinado à terapia convencional 
(FOEKENS et al., 2001). Além disso, já foi encontrado uma maior 

expressão de VEGF em pacientes com câncer de mama triplo-negativo 
(LINDERHOLM et al., 2009). Receptores de VEGF nas células tumorais 
também estão envolvidos com o desenvolvimento dos tumores, levando 

a efeitos pró-tumorigênicos por sinalização autócrina na proliferação, 
sobrevivência, supressão da apoptose, adesão, migração celular e invasão 
(PERROT-APPLANAT; BENEDETTO, 2012).  

Assim, devido ao papel essencial do VEGF na angiogênese 
tumoral, o respectivo gene torna-se um bom alvo para terapia antitumoral. 

Em 2004, o anticorpo monoclonal anti-VEGF humanizado 
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Bevacizumabe foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) 

nos EUA como o primeiro inibidor da angiogênese para o tratamento do 
câncer colorretal metastático. A partir desse evento, muitos estudos foram 

desenvolvidos e estão em ensaios clínicos (WILLETT et al., 2004; 
HURWITZ et al., 2004).  

Em um estudo clínico de fase III, a terapia combinada de 

bevacizumabe e paclitaxel melhorou a sobrevida livre de progressão, mas 
não a sobrevida global dos pacientes. Este mesmo efeito foi observado 
em outros estudos clínicos combinando bevacizumabe e quimioterapia 

(MILLER et al., 2007; BRUFSKY et al., 2011; MILES et al., 2010; 
ROBERT et al., 2011a. ROBERT et al., 2011b). Já com a capecitabina, 

houve uma melhora na taxa de resposta, porém não alterou a sobrevida 
dos pacientes (MILLER et al., 2005).  

Fármacos que bloqueiam a ligação do VEGF aos receptores (como 

o bevacizumabe); anticorpos que bloqueiam a sinalização através de 
VEGFRs (por exemplo, ramucirumabe) e inibidores de tirosina cinase 
(TKIs) que bloqueiam a atividade cinase de VEGFR1, VEGFR2 e 

VEGFR3 (como o sorafenibe) são algumas abordagens aprovadas pelo 
FDA para o tratamento de diferentes tipos de câncer (ZIRLIK; 

DUYSTER, 2018). Porém, como ainda há limitações dos inibidores da 
angiogênese na clínica, incluindo o desenvolvimento de resistência, 
aumento da hipóxia tumoral e redução da entrega do quimioterápico, a 

aprovação desta estratégia para o tratamento do câncer ainda é limitada 
(LIN; ZHANG; LUO, 2016). 

 

2.3 TERAPIA POR RNA DE INTERFERÊNCIA  
 
A utilização da terapia por RNA de interferência tem se mostrado 

como uma terapia alvo com grande potencial para o tratamento do câncer. 
Essa terapia prevê a utilização de moléculas de siRNA para a diminuição 

da expressão de genes envolvidos com a doença. Desde 1998, quando o 
fenômeno de RNAi foi elucidado, e em 2006, com o Prêmio Nobel 
concedido para Andrew Z. Fire e Craig C. Mello pela descoberta da 

terapia por RNA de interferência (The Nobel Prize in Physiology or 
Medicine, 2006), muitos estudos vêm sendo realizados, com o intuito de 
reduzir a produção de proteínas de maneira específica, uma vez que as 

células de câncer apresentam genes superexpressos, incluindo oncogenes. 
Além disso, após a aprovação de Trastuzumab (Herceptin®) para 

tratamento de câncer de mama HER2 positivo, a aplicação de terapia alvo 
para o câncer de mama chamou a atenção para o desenvolvimento de 
estudos nessa área. (ZHANG; LI; HUANG, 2014; SCHMIDT, 2010; 
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ELBASHIR et al., 2001; DAVIDSON; MCCRAY, 2011; FIRE et al., 

1998). 
O silenciamento gênico por moléculas de siRNA ocorre 

fisiologicamente no citoplasma das células, onde um RNA longo de dupla 
fita (dsRNA) é clivado pela enzima Dicer, uma RNAse tipo III, em 
pequenos RNAs, os siRNAs (molécula com 21-23 pares de base) (Figura 

4). Essas moléculas apresentam uma fita sense e uma antisense 
complementar ao RNAm alvo. Após ligarem-se ao complexo de indução 
de silenciamento de RNA (RISC), contendo a proteína argonauta 2, a fita 

sense é clivada, e a antisense liga-se ao RNAm complementar. O 
complexo RISC degrada o RNAm alvo, impedindo a tradução (PECOT 

et al., 2010; HANNON; ROSSI, 2004; MEISTER; TUSCHL, 2004; 
MARTINEZ et al., 2002). Moléculas de siRNA podem ser produzidas 
sinteticamente por um preço relativamente baixo, que aliado a alta 

especificidade, proporciona um grande potencial terapêutico. 
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Figura 4 - Mecanismo de ação do siRNA. 

 
O silenciamento gênico ocorre no citoplasma das células. dsRNA: double-

stranded RNA. siRNA: short interfering RNA. RNAm: RNA mensageiro. Fonte: 
CAVALLARO et al. (2017). 

 

Para a terapia do câncer, principalmente câncer metastático, a 
entrega sistêmica de siRNA é essencial para ser efetiva. No entanto, os 
siRNAs são instáveis na circulação sanguínea, devido às propriedades das 

moléculas, como tamanho e carga negativa, sendo degradados por 
RNases séricas e eliminados rapidamente pelos rins, resultando em meia 
vida curta. Desta forma, ocorre um prejuízo na chegada e na penetração 

através das membranas celulares, além da indução de imunogenicidade 
quando aplicados na forma livre. Assim, para enfrentar essas barreiras, o 
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uso de nanocarreadores de entrega seguros e eficientes surge como uma 

alternativa (ZHANG et al., 2018; WITTRUP; LIEBERMAN, 2015).  
Entretanto, desenvolver nanocarreadores que funcionem tanto in 

vitro quanto in vivo, também requer um design racional, devido às 
diversas barreiras biológicas, como o sistema imunológico, degradação 
nos vasos sanguíneos, penetração no tecido, entrada na célula e 

endossomas/lisossomas ácidos (Figura 5). (MA, 2014; PECOT et al., 
2010; WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON, 2009; KIM; ROSSI, 
2007). 

É comumente aceito que nanopartículas, por definição, apresentam 
pelo menos uma dimensão entre 1 e 100 nm (FOOD AND DRUG 

ADMINISTRATION, 2014; MASKOS; STAUBER, 2017; 
JEEVANANDAM et al., 2018). Uma vez nos vasos sanguíneos, as 
nanopartículas podem ser captadas por células do sistema imune, como 

monócitos, leucócitos, plaquetas e células dendrídicas, processo que pode 
ocorrer por opsoninas e precisa ser evitado. Além disso, as propriedades 
físico-químicas das nanopartículas são importantes, pois dependendo do 

tamanho e carga superficial, efeitos como hemólise, trombogenicidade e 
ativação do sistema complemento podem ocorrer, causando toxicidade 

(PECOT et al., 2010; DOBROVOLSKAIA et al., 2008). Cargas positivas 
ou negativas podem induzir à fagocitose de nanopartículas por 
macrófagos e células de Kupffer no fígado e células dendríticas nos 

linfonodos. O tamanho também é importante para impedir o 
aprisionamento do siRNA nos sistemas reticuloendoteliais (SRE) do 
fígado, baço, pulmão e medula óssea. Um tamanho maior que 100 nm 

favorece o reconhecimento pelo SRE. Já dentro das células, as 
nanopartículas endocitadas podem alocar-se nos lisossomos, que 
possuem pH ácido e nucleases que degradam RNAs. Portanto, o escape 

do endossomo é importante para garantir o efeito de RNAi (DOMINSKA; 
DYKXHOORN, 2010; PECOT et al., 2010). 

Como os tumores sólidos possuem espaços na vasculatura que os 
constitui e um sistema linfático insuficiente quando comparado aos 
tecidos saudáveis, as nanopartículas são capazes de acumularem-se no 

tumor, fenômeno conhecido como efeito do aumento da permeabilidade 
e retenção (The Enhanced Permeability and Retention (EPR) Effect) 
(MATSUMURA; MAEDA, 1986).  

Essa diferença entre a vasculatura no tecido sadio e a tumoral pode 
ser explorada para alcançar a seletividade da terapia em tumores sólidos. 

Enquanto os vasos sanguíneos normais apresentam junções endoteliais 
extremamente justas, impedindo a penetração de moléculas nessa região, 
a alta permeabilidade, irregularidade, ausência de membrana basal e a 



40 

 

presença de vasos com espaços anormais no sistema vascular no tecido 

tumoral favorece o aumento da concentração de partículas no plasma e, 
consequentemente, acumulação passiva no tumor (GREISH, 2010). 

Diversas terapias aprovadas para o câncer empregam o efeito EPR. 
Uma delas, o Onivyde® (Irinotecan), é um sal de sucrosofato irinotecano 
incorporado em lipossomas, indicado para o tratamento de 

adenocarcinoma metastático do pâncreas, combinado com 5-
fluorouracilo e leucovorina. Um complexo de doxorrubicina-citrato 
encapsulado em lipossomas, Myocet® (cloridrato de doxorrubicina), 

igualmente utiliza esse efeito, em associação com ciclofosfamida, para o 
tratamento do câncer de mama metastático. Genexol® PM (paclitaxel) 

também é outro exemplo de agentes direcionados através do efeito EPR 
o qual consiste em uma formulação de paclitaxel em micelas poliméricas 
que possui como composição o monometoxi-poli (etileno glicol)-bloco-

poli(D,L-láctico) (mPEG-PDLLA), com indicação para alguns tipos de 
câncer, inclusive o de mama (KALYANE et al., 2019). 
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Figura 5 - Barreiras biológicas para entrega de siRNA ou RNAi. 

 
Caminho percorrido pela nanopartícula após administração sistêmica até 

incorporação ao RISC (Complexo de indução de silenciamento de RNA). 
Inicialmente, opsoninas nos vasos são capazes de provocar o englobamento das 

nanopartículas por macrófagos e as nucleases podem degradar o RNA. Uma vez 

fora dos vasos, a degradação pode ocorrer por células do sistema imune na matriz 
extracelular (ECM). Em seguida, as nanopartículas acumulam no tumor pelo 

efeito EPR ou por endocitose mediada por receptores. As partículas precisam 
evitar a depuração hepática e renal. No citoplasma da célula, o escape endossomal 

é essencial para que o mecanismo de ação por RNAi ocorra e proporcione o 

silenciamento gênico efetivo. PEG, poli(etilenoglicol). RNAm, RNA 
mensageiro. Fonte: PECOT et al. (2010). 

 
Além dos aspectos relacionados às barreiras biológicas, o 

entendimento da biodistribuição do siRNA também é importante para 
avaliar o potencial desta estratégia farmacológica. Inicialmente, o siRNA 
distribui-se pelo sistema circulatório, nos primeiros minutos após a 

administração por via endovenosa. Em seguida, ocorre rápida depuração 
do sangue por acumulação hepática e filtração renal. A eliminação é 
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realizada pela urina em 5 minutos. A utilização de nanopartículas com 

tamanho acima de 10 nm pode evitar a rápida filtração glomerular pelos 
rins (WANG et al., 2017; WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON, 

2009; WATER, 2006). 
Apesar das inúmeras barreiras existentes, a terapia por RNAi 

aliada a alvos como o VEGF consiste em uma estratégia alternativa para 

terapia contra o câncer. No entanto, ainda faltam evidências científicas 
quanto aos resultados desta tecnologia no organismo humano (LU; XIE; 
WOODLE, 2005). 

Em 2004, um ensaio clínico utilizando siRNA livre para o gene 
VEGF (bevasiranib) em pacientes com Degeneração Macular 

Relacionada à Idade e Edema Macular Diabético, com o objetivo de inibir 
a neovascularização da retina, demonstrou atividade biológica nas fases I 
e II, porém, foi descontinuado em 2009 na fase III, devido a interação 

inespecífica com receptores TLR4, que medeiam a inflamação 
(BURNETT; ROSSI, 2012; ClinicalTrials.gov, 2008).  

Todavia, com o auxílio da nanotecnologia, é possível expandir os 

ensaios para entrega sistêmica (OZCAN et al., 2015). Outro ensaio clínico 
utilizando siRNA para VEGF verificou partículas lipídicas para entrega 

sistêmica em tumor sólido avançado com envolvimento hepático. Neste 
ensaio, dois siRNAs distintos, um para silenciamento dos genes de 
proteína do fuso de cinesina (KSP), e outro o VEGF, carreados pelas 

partículas, mostrou efeito antiangiogênico e boa tolerabilidade na fase I. 
No momento, um estudo de segurança em longo prazo está sendo 
realizado (TABERNERO et al., 2013; ClinicalTrials.gov, 2011; 

ClinicalTrials.gov, 2012). 
Muitos estudos de fase clínica atuais utilizando nanopartículas 

estão em fase I, para avaliação da segurança e utilidade nos respectivos 

tratamentos. É importante que estudos futuros envolvam a análise do 
perfil de segurança de sistemas para entrega in vivo de siRNA, que 

promovam segurança e biocompatibilidade (JAIN; PATHAK; VAIDYA, 
2018). 

Em agosto de 2018, a Alnylam Pharmaceuticals, Inc. anunciou que 

o FDA aprovou a injeção do complexo lipídico ONPATTRO™ 
(patisiran), o primeiro produto baseado em RNA de interferência (RNAi), 
para o tratamento da polineuropatia da amiloidose hereditária mediada 

por transtirretina em adultos. É uma doença rara, com rápida progressão 
e fatal que tem como causa a mutação no gene TTR (transtirretina). O 

medicamento utiliza um siRNA contra TTR no fígado, diminuindo a 
produção da proteína em 84%. É administrado por infusão endovenosa 
uma vez a cada 3 semanas, na dosagem de 0.3 mg/kg. (ADAMS et al., 
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2018; PHARMACEUTICALS, 2018). A aprovação desse medicamento 

demostra que a utilização de RNAi para tratamento de outras doenças 
crônicas e ainda sem perspectiva de cura, como vários tipos de câncer, 

tem um futuro próximo e promissor, e que estudos nesta área consolidam 
a comprovação dos benefícios da terapia.  

 

2.4 ENTREGA IN VIVO DE siRNA UTILIZANDO 
NANOCARREADORES  

 

Como já mencionado em sessões anteriores, um dos maiores 
desafios para aplicação do siRNA na clínica é a instabilidade da molécula 

de siRNA, além das barreiras a transpor in vivo. Neste sentido, a 
nanotecnologia torna-se opção expressiva para uma terapia efetiva, para 
a qual deve-se considerar a biocompatibilidade e segurança, a entrega no 

alvo específico, além da viabilidade econômica, fatores primordiais no 
desenho e planejamento de nanocarreadores (ACHARYA et al., 2017; 
CHOUNG et al., 2006). A nanotecnologia aliada ao tratamento do câncer 

é uma área de desenvolvimento em constante crescimento nos últimos 
anos. O uso de nanopartículas tem como vantagem possibilidades de 

alteração e manipulação de propriedades de materiais para o desempenho 
de determinadas funções. Apesar das inúmeras vantagens no uso de 
nanocarreadores, estudos nessa área são importantes para um maior 

entendimento do uso racional da nanotecnologia, com seletividade, 
eficácia e segurança (MISRA; ACHARYA; SAHOO, 2010). A 
complexidade dos nanomateriais, toxicidade em pacientes e no meio-

ambiente, alto custo de produção e liberação precoce do fármaco são 
alguns dos problemas atuais relacionados a utilização de sistemas 
nanoestruturados na clínica e que precisam ser contornados para 

assegurar a confiança nos produtos à base de nanotecnologia (PILLAI, 
2019). 

Vetores virais, como retrovírus e adenovírus, podem ser utilizados 
com eficiência para entrega de siRNA, porém problemas com segurança, 
como patogenicidade do material viral utilizado e reconhecimento pelo 

sistema imune limitam a aplicação. Nesse contexto, os vetores não virais 
adquirem importância como alternativas de sistemas de entrega. Diversos 
materiais vêm sendo utilizados para construção de nanocarreadores, 

incluindo inorgânicos e orgânicos. Estes materiais interagem com o 
siRNA, formando uma estrutura de proteção para impedir a degradação e 

aumentar o tempo do ácido nucleico na circulação sanguínea (ZHANG; 
LI; HUANG, 2014). 
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Entre os materiais utilizados para a produção de nanopartículas, 

destaca-se o fosfato de cálcio (CaP). Como é um mineral encontrado em 
dentes e ossos, pode ser definido como um material inorgânico 

biocompatível. Além disso, precipitados de CaP são potenciais para 
encapsulamento de siRNA, pois podem ligar-se por interações 
eletrostáticas aos ácidos nucleicos e poliânions. Porém, um dos problemas 

está na formação de aglomerados, uma vez que, após a preparação, podem 
formar cristais que crescem de forma rápida e descontrolada. Este 
problema pode ser contornado com a utilização de polímeros como o 

PEG, o qual proporciona a formação de nanopartículas com tamanho 
controlado e estáveis (KIM et al., 2016; PITTELLA et al., 2011; 

PITTELLA et al., 2012). 
Os polímeros são versáteis e possuem a capacidade de melhorar a 

farmacocinética e a biodistribuição do siRNA. A pegilação é uma 

estratégia importante para evitar efeitos tóxicos sistêmicos. A carga 
neutra do polietilenoglicol, bem como a hidratação, proporcionam a 
formação de uma camada hidratada de cadeias longas e flexíveis, tendo 

como consequência a estabilização estérica.  Polímeros sintéticos, como 
PEG, bem como blocos de copolímeros, têm sido utilizados com sucesso 

para produção de nanopartículas poliméricas eficientes na entrega, com 
liberação controlada e estáveis na circulação sanguínea (LEE et al., 2016; 
CAVALLARO et al., 2017; LEE; LEE; ANDRADE, 1995). 

De acordo com nossos trabalhos anteriores prévios, as 
nanopartículas carreadoras de siRNA constituídas de CaP e blocos de 
copolímeros PEG-P-ácido glutâmico foram desenvolvidas com sucesso e 

testes demonstraram que o sistema é eficiente para realizar a transfecção 
de siRNA em células de câncer de mama in vitro (SOUZA, 2016). Além 
disso, nosso grupo utilizou nanopartículas similares, também contendo 

CaP, para entrega de siRNA para os genes BCL-2 e BCL-Xl no câncer de 
mama, as quais demonstraram eficiência in vitro e in vivo (MELLO et al., 

2017; MELLO et al., 2018). 
Neste trabalho, daremos continuidade aos testes in vitro, 

verificando a eficiência do nanocarreador em entregar o siRNA in vivo e 

promover o silenciamento gênico para Vegf em tumor de mama murino.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 
3.1 MATERIAIS 

 
Primers e siRNA foram adquiridos da Sigma-Aldrich® Brasil. 

Álcool etílico foi adquirido da Lafan Química Fina (Várzea, SP, Brasil). 
Fosfato de sódio tribásico (Na3PO4) e cloreto de cálcio (CaCl2) foram 

adquiridos da Nuclear. Cloreto de Sódio (NaCl) e os tampões TRIS (2-
Amino-2-hydroximethil-propano-1,3-diol) e HEPES [ácido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazin etanol sulfônico] foram adquiridos da Synth 

(Diadema, SP, Brasil). Os ultrafiltros Amicon® foram adquiridos da 
Millipore (Massachusetts, EUA). Rneasy mini kit foi adquirido da Qiagen 

(Valencia, CA). O kit high capacity-cDNA Reverse Transcription foi 
adquirido da Applyed Biosystems (Califórnia, EUA). O kit Power SYBR-
Green PCR Master Mix foi adquirido da Thermo Scientific (CA, EUA). 

O polímero PEG-Poliânion metoxi-poli (etileno glicol) - (L-ácido 
glutâmico) [PEG-b-poli(GLU)] (Figura 6)  foi adquirido da Alamanda 
Polymers (Huntsville, AL, EUA).  

 
Figura 6 - Estrutura do bloco de copolímero PEG-P-ácido glutâmico (PEG-

PGLU). 

 
O copolímero PEG-PGLU foi utilizado para a preparação das nanopartículas 

híbridas. n=113. x=50. 
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3.2 DESENHO DA SEQUÊNCIA DE siRNA 

 
A ferramenta Whitehead siRNA Selection Server, seguida de 

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), foi utilizada para desenhar 
a molécula de siRNA complementar ao gene Vegf, observando critérios 
para obter-se uma sequência efetiva.  Os critérios para seleção da 

sequência foram: localização em 50 a 100 nucleotídeos do códon inicial 
(ATG); sequência padrão AA (N19) TT ou NA (N21), ou NAR 
(N17)YNN, (em que N é qualquer nucleotídeo, R representa purina (A, 

G) e Y é pirimidina (C, U)); teor de guanina e citosina entre 30-52%; 
trechos de quatro ou mais repetições de nucleotídeos, sequências que 

partilham certo grau de homologia com outros genes e diferença de 
energia de ligação (fita sense e antisense) positiva foram evitados 
(REYNOLDS et al., 2004; YUAN et al., 2004; KHVOROVA; 

REYNOLDS; JAYASENA, 2003; SCHWARZ et al, 2003). A sequência 
de siRNA para o gene Vegf (Vegfa) escolhida foi 5' 
GAUAUUCCGUAGUACAUAU dTdT- 3' sense e 5' 

AUAUGUACUACGGAAUAUC dTdT - 3' antisense. 

 

3.3 PREPARAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS HÍBRIDAS NP PEG-
PGLU/siRNA/CaP 

 

Para a preparação das nanopartículas, um método simples, 
envolvendo apenas mistura de componentes, foi utilizado, para que os 
íons presentes em solução se auto-associem (self-assembly) por 

interações eletrostáticas, e assim ocorra a complexação do siRNA.  
Portanto, as seguintes soluções foram preparadas: 2,5M de CaCl2, 

10mM de TRIS pH 10 e TRIS pH 7,4, 10mM de HEPES, pH 7,4 e 50mM 

de HEPES-fosfato pH 7,4, contendo 1,5mM de Na3PO4 e 140mM de 
NaCl. Inicialmente, diluiu-se o polímero PEG-Poliânion metoxi-poli 

(etileno glicol) – bloco-poli (L- sal de sódio de ácido glutâmico) [PEG-b-
poli(GLU)] (5K-50DP) (PEG-PGLU) em TRIS pH 7,4 em uma 
concentração de 1000 μg/mL e o siRNA em HEPES pH 7,4, em uma 

concentração de 15 µM. Então, misturou-se as soluções de CaCl2,, TRIS 
pH 10 e siRNA com outra de HEPES-fosfato e PEG-PGLU, em uma 
concentração final de siRNA de 2,25 µM, de acordo com SOUZA, 2016 

(Figura 7). Após 20 segundos, as nanopartículas preparadas foram 
imediatamente submetidas ao processo de purificação, caracterizadas e 

utilizadas para os experimentos. 
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Figura 7 - Esquema da estrutura das nanopartículas híbridas contendo CaP e 

bloco de copolímero PEG-P-ácido glutâmico. 

 
As nanopartículas se formam por auto-associação devido as cargas dos 

componentes cálcio, siRNA, PEG-P-ácido glutâmico e fosfato. Fonte: (SOUZA, 

2016). 

 

3.4 PURIFICAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS HÍBRIDAS NP PEG-
PGLU/siRNA/CaP 

 
Foi utilizado um sistema de ultrafiltração com um dispositivo 

Amicon (peso molecular de cut-off (MWCO): 10 kDa) para purificar as 

nanopartículas contendo siRNA e PEG-PGLU, imediatamente após a 
preparação, removendo o excesso de íons cálcio livre. O filtro foi 
previamente lavado 1 × com água deionizada para reduzir as interações 

não específicas com a membrana. A centrifugação foi realizada a 3,000 × 
g, 4° C durante 30 min. Com esta operação de purificação, a remoção do 

excesso de íons ocorre pela passagem através do filtro e as nanopartículas 
acima do cut-off são coletadas e utilizadas para os experimentos futuros. 
 

3.5 CARACTERIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS HÍBRIDAS NP 
PEG-PGLU/siRNA/CaP PURIFICADAS 

 

Após a purificação das nanopartículas, foi realizada a 
determinação do diâmetro hidrodinâmico e índice de polidispersão (PdI), 

a partir de medidas de DLS no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern 
Instruments, UK), a 25°C, ângulo de detecção de 173° com um laser He- 
Ne (633 nm). Os resultados foram analisados a partir da velocidade de 

decaimento da função de correlação de fótons.  Já a carga superficial foi 
verificada por medidas de potencial zeta das nanopartículas purificadas, 
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posteriormente restituídas ao volume inicial em água, na qual a migração 

é analisada devido a um campo elétrico presente que as orienta ao 
moverem-se em direção a um eletrodo de carga oposta. Também foi 

utilizado o equipamento Zetasizer Nano ZS. Para análise dos resultados, 
foi utilizado o software Zetasizer 7.12. 

 

3.6 AVALIAÇÃO MORFOLÓGICA DAS NANOPARTÍCULAS NP 
PEG-PGLU/siRNA/CaP PURIFICADAS POR MICROSCÓPIO 
ELETRÔNICO DE TRANSMISSÃO 

 
O Microscópio Eletrônico de Transmissão (MET) foi utilizado 

para avaliar a morfologia das nanopartículas após o processo de 
purificação. Para isso, foi utilizado o equipamento JEM-1011 TEM (Jeol 
Ltd., Tokyo, Japan) no Laboratório Central de Microscopia Eletrônica da 

UFSC. As amostras foram aplicadas em grids de níquel de malha 200 
revestidos com Parlodion® e carbono amorfo e deixadas por 24h a 
temperatura ambiente para posterior análise.  

 
3.7 ESTABILIDADE DO SISTEMA 

 
A estabilidade coloidal das nanopartículas PEG-

PGLU/siRNA/CaP purificadas (puras e diluídas em salina) foi verificada 

por meio do aspecto macroscópico e da medida de tamanho por DLS, 
depois de armazenadas a 4°C, conforme descrito no item 3.5, em 
diferentes tempos.  

 
3.8 QUANTIFICAÇÃO DE CÁLCIO E FÓSFORO NA 
FORMULAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS HÍBRIDAS 

 
Como as nanopartículas foram purificadas para remoção de íons 

cálcio livre, a quantidade de cálcio foi determinada na solução de 
nanopartículas purificadas e não purificadas pelo laboratório CITOVET, 
utilizando kit comercial (Biotécnica, Minas Gerais), pelo método de 

Arsenazo. Os valores obtidos foram utilizados para calcular a eficiência 
de remoção dos íons cálcio em solução. 

A quantificação de fósforo, que é um componente na estrutura de 

CaP, antes e depois da purificação também foi realizada, pelo laboratório 
CITOVET, pelo método de fosfomolibdato. 
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3.9 ESTUDOS IN VIVO 

 
Para os estudos in vivo, foram utilizados camundongos Balb/c 

fêmeas com aproximadamente 4-8 semanas de idade. Os animais foram 
mantidos em gaiolas próprias, de plástico, cobertas com serragem, que 
foram substituídas a cada três dias, em ambiente interno adequado com 

livre acesso à água e comida e temperatura controlada de 23±1°C e ciclo 
claro/escuro de 12h. Durante todo o período experimental, foram 
realizadas observações para avaliar dor, estresse e desconforto que 

pudessem aparecer nos animais, para determinar o ponto final 
humanitário. Os seguintes aspectos foram verificados: alterações de 

massa corporal, mudanças no consumo de água e comida, aparência 
física, sinais clínicos (como defecação e mudanças no batimento cardíaco 
e no ritmo respiratório), mudanças comportamentais não induzidas e 

respostas a estímulos externos relacionadas ao comportamento. Os 
experimentos seguiram de acordo com os preceitos éticos para 
experimentação animal e foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa Animal da Universidade Federal de Santa Catarina, sob parecer 
número PP00892 (anexo A) e da Universidade Federal de Juiz de Fora, 

(protocolo 013/2017), anexo B. 
Os animais foram anestesiados com solução de quetamina  e 

xilazina antes da eutanásia (ponto final experimental), para posterior 

retirada dos órgãos. 
 

3.9.1 Aplicação do modelo de câncer de mama murino 

 
Neste modelo de câncer de mama murino, 5×104 células de 

adenocarcinoma de mama murino (4T1) foram inoculadas no tecido 

subcutâneo da mama inferior abdominal direita dos camundongos 
BALB/c fêmeas, de acordo com Pulaski e Ostrand-Rosenberg (2001), 

com modificações. Os tumores foram monitorados durante 20 dias, até 
crescimento, quando os animais foram separados randomicamente em 
grupos com tamanho similar de tumor. 

 

3.9.2 Avaliação da atividade antitumoral  
 

Após o crescimento dos tumores, os animais receberam injeção 
intravenosa, por veia lateral da cauda, com NP PEG-PGLU/siRNA/CaP 

(25µg de siRNA para Vegf em 200 µL de injeção, n=4). No grupo controle 
foi injetado solução de salina estéril (200 µL por injeção). As injeções 
foram realizadas de maneira lenta e cuidadosa, nos dias 1, 4, 7 e 12. Os 
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parâmetros avaliados foram o tamanho do tumor e a massa de cada 

animal, verificados a cada dois dias, até o 14° dia, quando os animais 
foram eutanasiados. Um paquímetro foi empregado para dimensionar os 

tumores e a seguinte fórmula adaptada (EUHUS et al., 1986) foi utilizada 
para calcular o volume do tumor: 

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 =
1

2
(𝑐𝑜𝑚𝑝𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑥 𝑙𝑎𝑟𝑔𝑢𝑟𝑎²) 

 

3.9.3 Avaliação do silenciamento do gene Vegf in vivo, por meio da 

técnica de RT-qPCR, após tratamento com as nanopartículas 

híbridas 

 
A avaliação do silenciamento do gene Vegf in vivo foi realizada a 

partir do processamento de uma amostra do tecido tumoral, após 24 h da 
administração de NP PEG-PGLU/siRNA/CaP (25µg de siRNA para Vegf 
em 200 µL de injeção), utilizando o kit RNeasy® Mini kit (Qiagen, 

Valencia, CA), de acordo com as instruções do fabricante. O RNA 
extraído foi quantificado em espectrofotômetro Nanodrop light 
spectophotometer (Thermo Scientific Inc., CA, USA) e o cDNA foi 

sintetizado, utilizando o kit high capacity-cDNA Reverse Transcription 
(Applyed Biosystems, Califórnia, EUA). A avaliação foi realizada por 
RT-qPCR no equipamento StepOne Plus Real-time PCR (Applied 

Biosystems) (Quadro 1). Para a reação, utilizou-se SYBR Green. A 
expressão gênica foi normalizada pela beta-actina murina (gene 

constitutivo). As sequências murinas (5’-3’) dos primers usados foram: 
GCACTGGACCCTGGCTTTAC (Vegf forward) e 
GGACTTCTGCTCTCCTTCTGTC (Vegf reverse) e 

TCAGCAAGCAGGAGTACGATG (β-actina forward) e 
AACGCAGCTCAGTAACAGTCC (β-actina reverse). A eficiência dos 
primers também foi verificada utilizando o StepOne software 2.3. 
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Quadro 1 - Método utilizado para a qPCR. 

 
Holding Stage 

Cycling Stage 
(40 ciclos) 

Melt Curve Stage 

Temperatura (°C) 50 95 95 60 72 95 60 95 4 

Tempo 2 min 2 min 15 s 30s 38s 15 s 1min 15s ∞ 

 

3.9.4 Western blotting 
 
Para verificar a quantidade de proteína VEGF no tumor, após 24 h 

da aplicação das NP PEG-PGLU/siRNA/CaP (25µg de siRNA para 
VEGF em 200 µL de injeção), análise por Western blotting do tumor 

processado foi realizada. Para isso, 100 mg do tumor foi homogeneizado 
com 500 µL de tampão RIPA contendo inibidores de protease (pepstatina 
1 µL/mL, leupeptina 1 µL/mL, aprotinina 2.5 µL/mL e PMSF 5 µL/mL), 

usando o equipamento 10 Basic Ultra Turrax (IKA®). As amostras foram 
colocadas em gelo e homogeneizadas em vórtex 4 vezes por 30 min. 
Então, foram centrifugadas a 3000 × g, 10 min, 4 °C. A concentração de 

proteínas no sobrenadante foi determinada pelo método de Lowry 
(LOWRY et al., 1951).  

Para a eletroforese, 35 µg de proteínas totais foram utilizadas e um 
gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sódio a 15% foi preparado. Após 
a separação das proteínas, foi realizada a eletrotransferência em 

membranas de nitrocelulose. O bloqueio das membranas foi realizado 
com BSA (5% em TBS- solução salina Tris-tamponada) por 1h sob 
agitação e posteriormente realizou-se 3 lavagens com TBS-T (TBS com 

Tween 20). A incubação das membranas com os anticorpos primários 
específicos para VEGF (1:100 in TBS-T e 2% de BSA) e β-actina (1:2000 

em TBS-T e 2% de BSA) (Santa Cruz Biotechnology Inc, CA, USA) foi 
realizada overnight a 4 °C sob agitação suave. As membranas foram 
lavadas 4 vezes com TBS-T e incubadas por 2 horas com o anticorpo 

secundário (1:10.000 em TBS-T e 1% de BSA) (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO). A detecção das bandas foi realizada por 
quimioluminescência, utilizando Amersham ECL™ e visualizadas no 

equipamento ChemiDoc MP (Bio-Rad). A quantificação das proteínas foi 
normalizada com a β-actina, através do software da Bio-Rad (Image Lab). 
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3.9.5 Avaliação Histopatológica após administração das 

nanopartículas híbridas NP PEG-PGLU/siRNA/CaP contendo 

siVEGF 

 
Os órgãos (fígado, baço, pulmão, coração, rins) e o tumor foram 

fixados em paraformaldeído 4% por 24 h e desidratados em álcool para 

análise histopatológica. As amostras foram embebidas em blocos de 
parafina, seccionadas com diâmetro de 5 μm e coradas com 
Hematoxilina-Eosina (HE). As lâminas histológicas foram analisadas e as 

imagens foram obtidas em Digitalizador de Lâminas AXIO SCAN (Zeiss, 
Alemanha) e software ZEN versão 8.1. 

 

3.9.6 Avaliação da biodistribuição e acumulação no tumor das 

nanopartículas híbridas NP PEG-PGLU/siRNA/CaP in vivo 

 
Nanopartículas encapsulando siRNA com marcador Cianina 5 

ligado na fita sense 5’ (25µg em 200 µL de injeção, n=4) foram injetadas 

na veia caudal. Transcorrido o período de três horas após a aplicação 
sistêmica das nanopartículas, os animais anestesiados foram eutanasiados 

e os órgãos (fígado, baço, pulmão, coração, rins) e os tumores, extraídos. 
A verificação da biodistribuição do siRNA marcado com cianina 5 
ocorreu através da análise da fluorescência por contagem de fótons, no 

equipamento In-Vivo Xtreme®. Os resultados foram expressos como 
contagem total da fluorescência normalizado pela massa de cada órgão e 
tumor. 

 

3.9.7 Avaliação dos parâmetros hematológicos e bioquímicos após 

administração das nanopartículas híbridas NP PEG-

PGLU/siRNA/CaP contendo siVEGF 
 

Após 24 horas da administração das nanopartículas NP PEG-
PGLU/siRNA/CaP (25µg de siRNA para Vegf em 200 µL de injeção, 
n=10) e de salina, foi realizada a coleta por punção cardíaca, nos animais 

previamente anestesiados pela via intraperitoneal, com quetamina e 
xilazina, em tubos BD Vacutainer® blood collection tubes (Becton 
Dickenson,UK) contendo EDTA (Ácido Etilenodiaminotetracético). O 

perfil hematológico dos animais foi determinado a partir de amostras de 
sangue total, processadas em equipamento SDH-3 (Labtest, Lagoa Santa, 

Minas Gerais). Foram realizadas as contagens de leucócitos totais e 
diferencial, plaquetas, hemácias, além da determinação da concentração 
de hemoglobina e da porcentagem de hematócrito dos animais, VCM 
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(Volume Corpuscular Médio) e CHCM (Concentração da Hemoglobina 

Corpuscular Média). 
Para avaliação do perfil bioquímico dos animais, foram utilizados 

kits comerciais veterinários (Labtest, Lagoa Santa, Minas Gerais) e 
equipamento automatizado Labmax Plenno (Labtest, Lagoa Santa, Minas 
Gerais) para determinação de AST (Aspartato Aminotransferase), ALT 

(Alanina Aminotransferase), ureia e creatinina e proteína plasmática. 

 
3.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
A menos que indicado, os resultados foram expressos como média 

± erro padrão da média (EPM) e analisados utilizando o software 
GraphPad Prism®. Primeiramente, para definir se a amostra possui 
distribuição normal (Gaussiana), foi realizado o teste de normalidade de 

Shapiro-Wilk. Assim, teste t de student e Mann-Whitney t test foram 
utilizados. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente 
significativo. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
4.1 PREPARAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DAS 

NANOPARTÍCULAS HÍBRIDAS 

 
As nanopartículas híbridas NP PEG-PGLU/siRNA/CaP foram 

preparadas por simples mistura dos componentes incluindo cálcio, 
fosfato, siVEGF e PEG-PGLU, que se autoassociam por interações 
eletrostáticas. O processo de purificação utilizando o dispositivo filtrante 

Amicon® foi realizado a fim de remover íons cálcio livres em excesso das 
soluções.  

As NP PEG-PGLU/siRNA/CaP apresentaram um tamanho médio 
de 53 ± 4 nm em diâmetro e PdI de 0,09 ± 0,02 (média ± desvio padrão) 
antes da purificação (SOUZA, 2016) e de 48 ± 9,6 nm em diâmetro e PdI 

de 0,13 ± 0,02 após o processo de purificação. Com os histogramas 
apresentados na figura 8 é possível observar que a purificação não alterou 
as propriedades de tamanho e índice de polidispersão das partículas. Esses 

resultados são semelhantes aos encontrados por Pittella et al. 2012, que, 
a partir do processo de purificação, obtiveram nanopartículas com 

distribuição de tamanho estreita, comparável àquelas não purificadas. 
Este dispositivo de ultrafiltração já foi utilizado também em outros 
trabalhos envolvendo nanopartículas contendo cálcio, para purificação e 

aplicação in vivo (LOC et al., 2017; TOBIN et al., 2013). Além disso, o 
tamanho obtido das estruturas parece adequado para aplicação in vivo, 
uma vez que foi possível controlar o crescimento dos cristais de CaP. O 

controle do tamanho é importante já que quanto maior o tamanho das 
partículas, maior a probabilidade de reconhecimento e eliminação pelas 
células hepáticas e fagocíticas do RES, reduzindo a eficácia de um 

tratamento. Além disso, a rápida depuração pode ser evitada pela 
estratégia de revestimento das partículas com polímeros como o 

polietileno glicol (PEG). Ainda, nanopartículas com tamanho menor que 
10 nm podem ser eliminadas de maneira rápida pelos rins, enquanto as 
maiores de 200 nm podem ser removidas pela ativação do sistema 

complemento (HOSHYAR et al., 2016; PILLAI, 2019; KULKARNI; 
FENG, 2013; ZUCKERMAN et al., 2012).  

O potencial zeta das NP PEG-PGLU/siRNA/CaP permaneceu 

próximo da neutralidade (-1,6 mV) devido à presença de PEG na 
superfície. Partículas que apresentam carga neutra possuem uma menor 

taxa de opsonização quando comparadas às partículas carregadas e 
aumento no tempo de circulação, devido ao revestimento hidrofílico e ao 
impedimento estérico proporcionado pelo PEG (AGGARWAL et al., 
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2009; OWENSIII; PEPPAS, 2006; ROSER; FISCHER; KISSEL, 1998). 

Sabe-se que a fagocitose das nanopartículas pode ocorrer pela adsorção 
de certos componentes do sangue na superfície das partículas, como as 

opsoninas. Outro obstáculo que pode ser evitado quando da administração 
de nanopartículas revestidas com PEG é a interação com o RES. Assim, 
o fármaco pode atingir o local desejado e ser liberado, uma vez que o 

aumento no tempo de circulação sanguínea pode ser alcançado (GREF et 
al., 2012).  

 
Figura 8 - Caracterização das nanopartículas híbridas NP PEG-
PGLU/siRNA/CaP por DLS. 

 
Histograma de distribuição de tamanho por intensidade em (A) antes da 
purificação e (B) após a purificação, e por número em (C) antes da purificação e 

(D) após a purificação. 
 

Uma vez que as nanopartículas foram administradas com salina, 
também foram observados o tamanho e PdI após exposição a esta 

condição. Como verificado na figura 9, não houve mudança significativa 
quanto a estes parâmetros imediatamente após adição de salina, o que é 
desejável para assegurar a eficácia da administração sistêmica. 
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Figura 9 - Caracterização das nanopartículas NP PEG-PGLU/siRNA/CaP 

imediatamente após adição de salina. 

 

 
Curva de frequência de tamanho por intensidade (%) em cinza (antes da adição 

de salina) e em verde (após adição de salina), medida por DLS. 

 

A microscopia eletrônica de transmissão das nanopartículas 
purificadas revelou uma forma relativamente esférica (Figura 10), 
também muito semelhante às não purificadas (SOUZA, 2016). 

Nanopartículas esféricas apresentam facilidade de internalização, devido 
a simetria, e ainda, são capazes de deslocarem-se em direção às paredes 

dos vasos e extravasar a partir do vaso para o tumor, pelos espaços 
presentes entre as células endoteliais, visto que a neovascularização nos 
tumores apresenta espaços intercelulares maiores do que em vasos de 

tecidos sadios (TOY et al., 2014; GREISH, 2010). 
 

Figura 10 - Determinação da morfologia das nanopartículas híbridas purificadas 

NP PEG-PGLU/siRNA/CaP por Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET)  

 
As partículas apresentaram forma relativamente esférica, na revelação por TEM. 

A: escala em 100nm. B: escala em 200nm.  

100 nm 200 nm 
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4.2 ESTABILIDADE DAS NANOPARTÍCULAS 

 
As NP PEG-PGLU/siRNA/CaP purificadas foram armazenadas a 

4°C para a verificação da estabilidade do sistema em relação a estocagem. 
Como observado na figura 11, tanto as nanopartículas não purificadas, 
quanto as purificadas após adição de salina, permaneceram estáveis após 

4 horas de armazenamento.  
 

Figura 11 - Estabilidade das nanopartículas NP PEG-PGLU/siRNA/CaP 

purificadas e em salina 

 
A estabilidade da nanopartícula purificada (A) e purificada com adição de salina 
(B) armazenadas a 4°C foi determinada por DLS. Eixo Y: tamanho relativo. Eixo 

X: tempo em horas. Desvio padrão da média no tempo 0 de 0,002 para 
purificada e de 0,02 para purificada com adição de salina: 

 
Após uma semana de armazenamento (figura 12), houve um 

aumento no tamanho e índice de polidispersão, com as nanopartículas 

apresentando 72 ± 4 nm e PdI 0,29 ± 0,07 (média ± desvio padrão). O 
processo de purificação pode alterar a estabilidade do sistema, uma vez 

que as nanopartículas não purificadas apresentaram uma estabilidade de 
até 28 dias em geladeira (SOUZA, 2016). Pittella et al (2012) verificou 
que, após 96h, nanopartículas híbridas purificadas utilizando PEG-CCP 

(charge-conversional polymer) apresentaram aumento de tamanho 
devido a formação de agregados e comprometimento da estabilidade 
coloidal por dissolução do polímero. Neste caso, a técnica de liofilização 

pode ser uma ferramenta para aumentar a estabilidade dessa formulação 
após purificação, processo no qual a água é removida após ser congelada 
e colocada sob vácuo, condição em que o gelo muda do estado sólido para 

vapor de maneira direta (ABDELWAHED et al., 2006). 
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Figura 12 - Avaliação da estabilidade das nanopartículas híbridas NP PEG-

PGLU/siRNA/CaP purificadas por ultrafiltração, após 1 semana. 

 
Mudança na distribuição de tamanho por intensidade após uma semana de 

armazenamento a 4°C.  Análise por DLS. Em preto, histograma da nanopartícula 
purificada. Em cinza, histograma da nanopartícula purificada após 

armazenamento. Eixo Y: Intensidade (%). Eixo X tamanho em d.nm em escala 

logarítmica. 
 

4.3 QUANTIFICAÇÃO DE CÁLCIO E FÓSFORO NAS 
NANOPARTÍCULAS HÍBRIDAS NP PEG-PGLU/siRNA/CaP 

PURIFICADAS 
 
O processo de purificação realizado permite o processamento 

rápido da formulação das nanopartículas, com recuperação da amostra, 
através de filtros de ultrafiltração. O método colorimétrico arsenazo foi 

utilizado para quantificação de cálcio antes e após a purificação. O 
método de purificação demonstrou-se eficiente, com remoção de 88% da 
quantidade de cálcio original, sendo que, o restante está contido na 

estrutura das nanopartículas híbridas. Resultado similar foi encontrado 
por Pittella et al. (2012), com uma eficiência de 84%. A purificação 
também foi capaz de remover 56% do fósforo presente na formulação de 

nanopartículas. Na tabela 1, é possível verificar a quantidade de cálcio em 
mmol antes e após o processo de purificação. 
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Tabela 1 - Quantidade de cálcio e fósforo antes e após processo de purificação. 

 
 

4.4 RESULTADOS IN VIVO 
 

4.4.1 Atividade antitumoral das nanopartículas híbridas contendo 

siVEGF 

 

Foi identificado inibição no crescimento do tumor nos animais 
tratados com as NP PEG-PGLU/siRNA/CaP, em relação àqueles tratados 
apenas com salina, verificado pela redução na variação do volume do 

tumor a partir da primeira injeção da formulação (figura 13). Destacam-
se os dias 4, 6, 8, 10, 12 e 14, em que foram encontradas diferenças 

significativas. Esse resultado sugere que as nanopartículas foram 
eficientes em entregar o siRNA ao tumor. Vale destacar que o modelo de 
câncer de mama 4T1 utilizado é altamente tumorigênico e invasivo e 

mimetiza as condições desenvolvidas em humanos (PULASKI; 
OSTRAND-ROSENBERG, 2001). 

Ainda, como observado na figura 14, não foi observada perda de 

massa durante os 14 dias de tratamento, quando comparados os animais 
dos grupos controle e tratado. Durante o estudo, os animais alimentaram-

se normalmente e não apresentaram mudanças comportamentais 
relacionadas ao estresse, indicando ausência de toxicidade aguda ou grave 
resultante do tratamento. Esses resultados sugerem que as NP PEG-

PGLU/siRNA/CaP purificadas não apresentaram toxicidade sistêmica 
quando administradas endovenosamente. Vale mencionar que o fosfato 
de cálcio é um componente que pode fazer parte da constituição de 

organismos eucariotos. Além disso, está presente em diversas formas 
como hidroxiapatita, fosfato tricálcico, fosfato octacálcico, fosfato 
dicálcico e fosfato de cálcio amorfo, os quais têm sido utilizados na 

clínica para diferentes aplicações terapêuticas (EPPLE, 2018; LU; YU; 
CHEN, 2018; HABRAKEN et al., 2016). A utilização do PEG na 

composição das nanopartículas para controlar os cristais de fosfato de 
cálcio é essencial, uma vez que este polímero é o mais encontrado em 
sistemas para liberação de fármacos utilizados na clínica, por ser um 

componente hidrofílico, não interagir ou interagir fracamente com os 
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elementos do sangue e apresentar biocompatibilidade (KNOP et al., 

2010). 
 

Figura 13 - Atividade antitumoral in vivo.  

 
Administração intravenosa de NP PEG-PGLU/siRNA/CaP em camundongos 

Balb/c. Tempo de monitoramento de 14 dias. Círculo fechado e aberto indicam 

grupos tratados com salina e NP PEG-PGLU/siRNA/CaP para Vegf, 
respectivamente. As setas no eixo x indicam os dias de injeção. O volume do 

tumor de cada animal foi normalizado pelo volume do primeiro dia. Os resultados 

são expressos como média e erro padrão da média (EPM), n=4. Teste t de Student 
por dia de tratamento. *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001. 
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Figura 14 - Monitoramento temporal da massa corporal dos animais em 

tratamento. 

 
Tempo de monitoramento de 14 dias. Círculo fechado e aberto indicam grupos 

tratados com salina e NP PEG-PGLU/siRNA/CaP, respectivamente. NP PEG-

PGLU/siRNA/CaP: animais tratados com nanopartícula híbrida carreando 

siVEGF; Controle: animais tratados com salina. A massa de cada animal foi 

normalizada pela massa do primeiro dia.  Os resultados são expressos como 

média e erro padrão da média (EPM), n=4. Teste t de Student por dia de 

tratamento; *p < 0,05. 
 

4.4.2 Expressão do gene Vegf in vivo 
 

Para verificar se a redução do volume do tumor estava relacionada 
a um possível efeito de RNAi, a avaliação da expressão do gene Vegf foi 
realizada 24 horas após tratamento de um grupo de animais com as NP 

PEG-PGLU/siRNA/CaP. Foi possível observar redução em ~38%, na 
expressão do gene Vegf in vivo nos animais tratados quando comparado 

ao grupo controle (Figura 15). Na figura 16, estão demonstradas as curvas 
de eficiência dos primers utilizados. 
  



63 

 

Figura 15 - Expressão do gene Vegf em tumor de mama após administração de 

NP PEG-PGLU/siRNA/CaP. 

 
Medidas nos tumores removidos dos animais. A análise quantitativa do 
silenciamento gênico foi realizada por qPCR e a β-actina foi usada como o gene 

house-keeper. NP PEG-PGLU/siRNA/CaP: animais tratados com nanopartícula 

híbrida carreando siVEGF; Controle: animais tratados com salina. Os resultados 
são expressos como média e erro padrão da média (EPM); Teste t de Student, 

(n=6), **p < 0,01. 

 

Este resultado de silenciamento gênico confirma o efeito 
antitumoral obtido in vivo com a injeção das nanopartículas carreando 

siRNA para o gene Vegf e demonstra a capacidade do carreador em 
entregar o siRNA e alterar o crescimento de novos vasos para nutrir o 
tumor a partir do efeito de RNA de interferência. Os resultados obtidos 

nos testes in vivo vão ao encontro dos testes in vitro que mostraram a 
habilidade deste sistema em entregar siRNA para as células tumorais e 
promover o silenciamento gênico (SOUZA, 2016). O silenciamento está 

atrelado a diversos fatores que influenciam na efetividade do processo, 
como barreiras biológicas, tempo de meia vida da proteína e o efeito 

transitório que é exercido por RNAi. O efeito biológico (antitumoral) tem 
sido observado inclusive em casos em que não ocorre o silenciamento 
total dos genes. Pittella et al. (2012), em um estudo in vivo com modelo 

de tumor de pâncreas em camundongos imunodeprimidos, verificou 
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silenciamento cumulativo do gene VEGF em aproximadamente 68%, 

após 24 h da última injeção, bem como atividade antitumoral. Kanazawa 
et al. (2012) observaram redução de aproximadamente 40% na secreção 

de VEGF no tumor após 24 horas da última injeção de 25 μg de siRNA 
para VEGF em nanomicelas. Este efeito parcial de silenciamento é 
explicado pela natureza do efeito de RNA de interferência, uma vez que 

a síntese do RNAm não é afetada. 
 

Figura 16 - Curva de eficiência dos primers. 

 
Curvas de eficiência dos iniciadores em A para o primer β-actina e B para o 

primer Vegf. Eixo X: Quantidade de cDNA. Eixo Y: Cts (cycles threshold). Eff 
%: eficiência do primer.  

 

4.4.3 Determinação da quantidade de proteína VEGF 
 

A detecção da proteína VEGF foi realizada pela técnica de  western 
blotting, tendo como amostras os tumores obtidos após 24h da 

administração das NP PEG-PGLU/siRNA/CaP (Figura 17). A expressão 
de VEGF foi significativamente menor no grupo tratado em comparação 
ao grupo controle. Esses resultados são consistentes com o resultado de 

qPCR que demonstrou diminuição em nível transcricional. Neste sentido, 
fica evidenciado que as nanopartículas foram capazes de entregar o 
siRNA para interferência na expressão de VEGF e que a diminuição no 

conteúdo de VEGF foi importante para a diminuição no crescimento do 
tumor em 4T1. 
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Figura 17 - Análise por  Western blot  da proteína VEGF nos tumores 
tratados com  NP PEG-PGLU/siRNA/CaP. 

 
Análise nos tumores removidos dos animais. A: bandas representativas das 

proteínas VEGF e β-actina. B: Quantificação normalizada da proteína VEGF. A 

análise quantitativa da proteína VEGF foi analisada por western blot e a β-actina 
foi usada como normalizador. NP PEG-PGLU/siRNA/CaP: animais tratados com 

nanopartícula híbrida carreando siVEGF; Controle: animais tratados com salina. 

Os resultados foram expressos como média e erro padrão da média (EPM); Teste 
t de Student, (n = 6), * p <0,05. 

 

4.4.4 Avaliação histopatológica 

 
Após a injeção endovenosa das NP PEG-PGLU/siRNA/CaP, os 

órgãos como o pulmão, rim, coração, fígado e baço, e os tumores foram 

removidos dos animais e analisados sob o ponto de vista histopatológico, 
a fim de verificar alterações microscópicas referentes ao tratamento 
(Figura 18). 

No pulmão, foi observada infiltração de células neoplásicas 
epiteliais em três dos quatro animais do grupo controle (3/4) e do grupo 

tratado (3/4), que pode ser explicada em função das metástases geradas, 
considerando o modelo tumoral utilizado. O modelo de tumor 4T1 é capaz 
de causar metástases espontâneas a partir do tumor primário na glândula 

mamária para múltiplos locais distantes, incluindo linfonodos, sangue, 
fígado, pulmão, cérebro e osso (PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG, 
2001). 

Ainda no pulmão, também foi encontrado infiltrado 
polimorfonuclear em dois animais do grupo controle (2/4) e em um 
animal do grupo tratado (1/4), caracterizando a presença de inflamação. 

Ainda, um animal do grupo tratado apresentou infiltrado inflamatório 
mononuclear moderado (1/4). Já no fígado, os infiltrados neoplásicos 

foram observados em todas as amostras e infiltrado polimorfonuclear em 
todas as amostras controle. 
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No baço, um animal do grupo controle (1/4) teve a presença de 

células epiteliais neoplásicas com infiltrado polimorfonuclear, o que não 
foi observado no grupo tratado. Ainda no baço, observou-se a presença 

de hematopoese extra medular em 2 animais do grupo controle (2/4) e em 
3 do grupo tratado (3/4).  

No coração, um animal do grupo controle apresentou infiltrado 

polimorfonuclear leve (1/4). Nenhuma alteração foi observada nos 
tecidos cardíacos dos animais tratados.  

Nos rins, nenhuma alteração foi observada no grupo controle, 

sendo que no grupo tratado um animal apresentou tumefação das células 
renais moderada e hemorragia leve (1/4) e outro animal apresentou 

infiltrado mononuclear subcapsular leve (1/4). 
No tumor, três animais do grupo controle apresentaram células 

epiteliais neoplásicas com atividade mitótica moderada, delimitada, não 

encapsulada (3/4), e essa alteração foi observada em dois animais do 
grupo tratado (2/4). A maioria das alterações encontradas provavelmente 
está relacionada à presença do tumor e metástases.  

Portanto, não foi identificada uma possível toxicidade causada 
pelo tratamento com NP PEG-PGLU/siRNA/CaP. Como já mencionado, 

CaP é um mineral comum encontrado nos ossos, considerado 
biocompatível. O crescimento descontrolado de cristais de CaP é evitado 
pela complexação com PEG-poliânion e siRNA (KAKIZAWA et al., 

2006). Estudos de toxicidade com nanopartículas de fosfato de cálcio e 
polímero vêm mostrando ausência de toxicidade aguda após 
administração endovenosa (PITTELLA et al., 2012; MELLO et al., 

2018).    
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Figura 18 - Imagens representativas das análises histopatológicas dos órgãos e 

do tumor após tratamento com as nanopartículas híbridas NP PEG-

PGLU/siRNA/CaP. 

 
Imagens obtidas por microscopia de luz, coloração por hematoxilina-eosina. 
Pulmão: infiltrado de células epiteliais neoplásicas (seta) e infiltrado 

polimorfonuclear (asterisco). Fígado controle: infiltrado polimorfonuclear (seta). 

Baço: hematopoise extramedular (seta). n=4. Escala = 20µm. 
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4.4.5 Biodistribuição das nanopartículas híbridas NP PEG-

PGLU/siRNA/CaP. 

 

O monitoramento da fluorescência nos órgãos (fígado, baço, 
pulmão, coração, rim) e no tumor foi realizado após 3h da administração 
das NP PEG-PGLU/siRNA/CaP, no entanto, contendo siRNA marcado 

com cianina 5 (Figura 19). A fluorescência total foi normalizada pela 
massa de cada órgão em gramas.  

Foi verificado presença de intensidades de fluorescência 

significativas nos tumores e nos rins. A alta intensidade detectada nos rins 
ocorreu, pois, uma grande parte de siRNA é excretado pelo glomérulo, 

seguido de reabsorção pelo túbulo proximal. Adicionalmente, já foi 
observado que a acumulação de siRNA livre no rim é 40 vezes maior do 
que em qualquer outro órgão, após 1 hora da administração (WATER, 

2006). Estudos têm relatado maior captação de siRNA pelo rim, pois este 
órgão desempenha um papel chave na eliminação do ácido nucleico 
(HOWARD, 2013). Além disso, geralmente as nanopartículas tendem a 

acumular-se no fígado e baço rapidamente, o que não foi observado aqui 
(HOSHYAR et al., 2016). 

A alta intensidade de fluorescência encontrada nos tumores 
tratados com as nanopartículas híbridas contendo siRNA marcado com 
cianina 5 demonstra que as nanopartículas entregararam o siRNA de 

maneira eficiente no tumor, que permaneceu retido nessa região. 
Yi et al. (2016) também encontraram acumulação no tumor em 2, 

4 e 6 horas após administração de nanopartículas contendo siRNA 

marcado, em camundongos com modelo de tumor subcutâneo com 
células Hela, no entanto, tratava-se de nanopartículas de ouro com blocos 
de copolímero.  
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Figura 19 - Biodistribuição de siRNA marcado com cy-5 incorporado nas 

nanopartículas híbridas. 

 
Resultados são expressos como média ± EPM. NP: nanopartícula híbrida NP 
PEG-PGLU/siRNA/CaP carreando siRNA marcado com cianina 5. Controle: 

salina. Teste t de Student. (* p <0,05) e (*** p <0,001). 

 
A acumulação majoritária no tumor, depois do rim, deve-se 

provavelmente ao efeito EPR no câncer e pela capacidade das 

nanopartículas de escapar da degradação na circulação sanguínea por não 
serem reconhecidas pelo sistema imune.  Os tumores sólidos apresentam 
sistema vascular defeituoso, drenagem linfática insuficiente e redução da 

captação de líquido intersticial. Com estas características, juntamente 
com o aumento do tempo de circulação sanguínea devido a presença do 

polímero, as nanopartículas acumulam-se nos tumores (QUADER; 
KATAOKA, 2017).  
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4.4.6 Análise dos parâmetros hematológicos e bioquímicos 

 
Nas tabelas 2 e 3 encontram-se os resultados dos parâmetros 

hematológicos e bioquímicos, respectivamente, dos animais tratados com 
as NP PEG-PGLU/siRNA/CaP contendo siRNA para VEGF, em 
comparação ao controle, após 24 horas. É possível verificar que, referente 

aos parâmetros hematológicos, houve um pequeno aumento nos valores 
de VCM (~3,1%) e CHCM (~5,4%) nos animais que receberam o 
tratamento. De acordo com valores de referência para camundongos 

Balb/c fêmeas, os valores de VCM podem variar de 50,8 a 64,1 fl, já o 
CHCM de 23,9 a 33,1% (CHARLES RIVER LABORATORIES, 2019; 

BARBOSA et al., 2017). Portanto, como a diferença encontrada é muito 
pequena entre o grupo controle e o tratado, e muito próximos dos valores 
de referência, aparentemente não reflete em alterações clínicas causadas 

pelo tratamento (BARBOSA et al., 2017). Importante destacar que não 
foram verificadas alterações em hemácias nos animais que receberam o 
tratamento, quando comparado ao grupo controle.  

Verificou-se uma diminuição do número de monócitos no grupo 
que recebeu o tratamento. Os monócitos do sangue periférico são 

precursores de macrófagos teciduais, portanto, a concentração reduzida 
pode indicar aumento no recrutamento de fagócitos nos órgãos 
imunológicos periféricos (MAłACZEWSKA, 2014). Um aumento no 

número de plaquetas foi observado, mas o valor encontra-se dentro dos 
limites de referência encontrados na literatura (CHARLES RIVER 
LABORATORIES, 2019; BARBOSA et al., 2017). No entanto, é 

necessário verificar se as alterações observadas mantêm-se com o passar 
do tempo, após sucessivas administrações das NP PEG-
PGLU/siRNA/CaP. 
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Tabela 2 - Parâmetros hematológicos dos animais tratados com as 

nanopartículas híbridas NP CaP-PEG-GLU-siVEGF 
Parâmetros Controle NP 

CaP-PEG-GLU-siVEGF 

Hemácias (x106/μL) 5,99 ± 0,14 5,67 ± 0,18 

Hematócrito (%) 37,5 ± 0,98 36,5 ± 0,93 

Hemoglobina (g/dL) 12,16 ± 0,31 12,48 ± 0,32 

VCM (fL) 62,57 ± 0,31 64,51 ± 0,60* 

CHCM (%) 32,45 ± 0,28 34,19 ± 0,25*** 

Leucócitos (/μL) 23210 ± 7125,78 11270 ± 1682,40 

Basófilo (%) - - 

Eosinófilo (%) 0,6 ± 0,27 - 

Neutrófilo (%) - - 

Mielócito (%) - - 

Metamielócito (%) - - 

Bastão (%) 0,6 ± 0,16 0,1 ± 0,10 

Segmentado (%) 72,7 ± 3,56 66,6 ± 2,69 

Linfócito (%) 22,6 ± 3,51 31,6 ± 2,72 

Monócito (%) 3,5 ± 0,45 1,7 ± 0,42** 

Plaquetas (x103/μL) 503 ± 50,87 680 ± 44,59* 

Resultados expressos como média ± EPM. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.  
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Tabela 3 - Parâmetros bioquímicos dos animais tratados com as nanopartículas 

híbridas NP CaP-PEG-GLU-siVEGF 
Parâmetros Controle NP  

CaP-PEG-GLU-siVEGF 

Uréia (mg/dL) 52,7 ± 1,87 67,7 ± 3,98** 

Creatinina (mg/dL) 0,44 ± 0,02 0,56 ± 0,03** 

AST (UI/l) 374,1 ± 132,39 302,7 ± 40,96 

ALT (UI/l) 49,3 ± 17,30 49,1 ± 8,24 

Proteína Plasmática (g/dL) 5,24 ± 0,11 5,3 ± 0,10 

Resultados expressos como média ± EPM. **p < 0.01.  

 
Já para os parâmetros bioquímicos, observou-se aumento na 

concentração de ureia e creatinina nos animais que receberam o 
tratamento, quando comparado com o grupo controle. A concentração 
sanguínea de ureia e creatinina é um importante indicador da função renal 

(CHOUDHURY; AHMED, 2006).  O aumento da função renal pode estar 
relacionado à rota de excreção do siRNA, como discutido anteriormente. 
Como verificado no ensaio de biodistribuição, houve acúmulo de siRNA 

nos rins.  Para estudos futuros, é importante o monitoramento, uma vez 
que tais dados podem indicar uma possível evolução para toxicidade renal 

ou uma toxicidade já instalada. É também necessário verificar a possível 
reversão da toxicidade, uma vez que, após 14 dias de tratamento, não 
houve toxicidade significativa observada no resultado histopatológico 

para os rins. Já em relação ao fígado, a concentração de ALT e AST não 
se apresentou alterada em função do tratamento, sugerindo ausência de 
toxicidade hepática aguda relacionada a administração das NP PEG-

PGLU/siRNA/CaP. Este resultado é importante, uma vez que o fígado é 
o local de metabolismo de primeira passagem, sendo comumente 
susceptível à toxicidade induzida por nanopartículas (YILDIRIMER et 

al., 2011). 
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5 CONCLUSÃO 

 
Os resultados apresentados mostraram que a formulação purificada 

foi desenvolvida com sucesso e os testes realizados in vivo evidenciaram 
que, quando comparado com o controle, as nanopartículas híbridas NP 
PEG-PGLU/siRNA/CaP reduziram o crescimento tumoral durante o 

tratamento, sem alteração da massa corporal, acompanhado do 
silenciamento gênico. As NP PEG-PGLU/siRNA/CaP também foram 
capazes de entregar o siRNA de maneira significativa no tumor, 

evidenciado quando da utilização do ácido nucleico marcado com cianina 
5. Não foi verificada toxicidade aguda relacionada ao tratamento com as 

nanopartículas NP PEG-PGLU/siRNA/CaP, evidenciado pelos resultados 
obtidos nas avaliações histopatológica e antropométrica. Entretanto, 
alterações nos parâmetros bioquímicos e hematológicos precisam ser 

verificadas em estudos adicionais, após administrações sucessivas das 
nanopartículas em um longo período de tempo. 

Assim, como a aplicação do efeito de RNAi na clínica necessita de 

proteção ou estabilização da molécula efetora (siRNA), torna-se evidente 
o estímulo para o desenvolvimento de sistemas baseados em 

nanotecnologia. Desta forma, a terapia por RNAi aliada a nanotecnologia 
representa atualmente o ápice da pesquisa nesse tema e tem sido predita 
como uma alternativa inovadora para o tratamento do câncer.  

Os resultados obtidos até o momento demonstram que o sistema 
desenvolvido pode ser um candidato promissor para a entrega de siRNA 
para o câncer de mama triplo negativo. No entanto, estudos adicionais 

estão planejados, incluindo a co-entrega de siRNAs buscando uma 
sinergia entre importantes alvos relacionados a doença e diminuição de 
toxicidade.  
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6 PERSPECTIVAS 

 
Como perspectivas para futuros trabalhos, espera-se: 
 

a) Avaliar, por imuno-histoquímica, as células endoteliais 

vasculares e VEGF no tumor; 
b) Verificar a farmacocinética do siRNA, em diferentes tempos de 

administração de siRNA marcado com cianina 5, com a 

quantificação sanguínea de cálcio, fósforo e verificação do 
tempo de meia vida; 

c) Avaliar a toxicidade das nanopartículas utilizadas em longo 

prazo; 
d) Co-entregar diferentes siRNAs em um único sistema para 

verificar o efeito anticâncer sinérgico in vivo. 
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