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“Dans les champs de l'observation le hasard ne favorise que les 

esprits préparés” (PASTEUR, 1854) 



RESUMO 

Câncer é o termo utilizado para referir-se a um grande grupo de doenças multifatoriais que 

apresentam descontrole do crescimento e da proliferação celular. Considerando todas as formas 

de câncer, exceto pele não-melanoma, o câncer de mama é, em nível mundial, o mais incidente 

no gênero feminino, e o subtipo triplo-negativo, apesar de ser diagnosticado com menor 

frequência, é de significante relevância médica devido ao prognóstico frequentemente 

desfavorável e escassez de alternativas terapêuticas eficazes. A utilização de siRNA é uma 

estratégia que vem apresentando destaque recentemente, sendo baseada na inibição da 

expressão de proteínas essenciais para desenvolvimento e progressão da doença. Dessa forma, 

os genes AKT3 e PD-L1 genes foram selecionados com base em revisão da literatura, análise 

da expressão gênica no subtipo triplo-negativo e sinergismo entre os alvos. AKT3 está 

relacionado com o crescimento celular e a expressão desta proteína tem sido associada a 

fenótipos tumorais de maior agressividade. PD-L1, por sua vez, é uma proteína responsável por 

inibir a resposta imunológica no microambiente tumoral. Entretanto, uma vez que a entrega 

sistêmica de ácidos nucleicos apresenta diversas barreiras, como o reconhecimento pelo sistema 

imunológico, baixa estabilidade em ambiente biológico e dificuldade de captação celular, torna-

se evidente a necessidade de carreadores que promovam a respectiva entrega efetiva. Neste 

contexto, o objetivo do presente estudo foi o preparo e a caracterização de duas formulações de 

nanopartículas híbridas de CaP-PEG-b-poli(GLU)-poliânion, com diferentes concentrações 

poliméricas, para posterior avaliação da eficácia de entrega de material in vitro. Para tanto, 

nanopartículas contendo fosfato de cálcio e copolímero foram preparadas a partir da técnica de 

self-assembly através de mistura estequiométrica simples de soluções aquosas, dando origem a 

partículas híbridas contendo componentes orgânicos (copolímero e siRNA) e inorgânicos 

(fosfato de cálcio). Através de medidas de espalhamento dinâmico de luz (DLS), foi possível 

observar uma distribuição de tamanho estreita para ambas as formulações, sendo que o diâmetro 

médio foi de 58,3 ± 1,7 e 48,6 ± 0,07, e o índice de polidispersão (PdI), foi de 0,09 ± 0,01 e 

0,11 ± 0,01, para os sistemas contendo copolímero nas concentrações de 1000 µg/mL e 750 

µg/mL, respectivamente. Os ensaios de estabilidade indicaram que a mudança na concentração 

de polímero ocasionou redução do período de estabilidade da formulação, em que 

nanopartículas contendo maior concentração de copolímero mantiveram-se estáveis durante 65 

dias em a temperatura controlada de 4ºC, enquanto o sistema contendo menor concentração 

polimérica apresentou estabilidade de 35 dias em condições semelhantes. Ambas as 

formulações permaneceram estáveis em temperatura ambiente por um período inferior a 3 dias. 

Assim, foi possível obter nanocarreadores adequados para aplicações biomédicas a partir de 

uma técnica simples e de baixo custo, sendo a nanopartícula constituída por polímero na 

concentração de 1000 ug/ml selecionada para posterior avaliação in vitro. 

 

Palavras-chave: siRNA. Nanopartículas. Câncer de mama triplo-negativo. AKT3. PD-L1. 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

The term cancer refers to a large group of diseases characterized by abnormal growth and 

uncontrolled proliferation. Breast cancer (BC) is the most common malignancy worldwide, 

except for non-melanoma skin cancer. While triple-negative breast cancer (TNBC) is 

responsible for a minority of BC phenotypes, there is a urgent clinical need for new therapies 

development, since this subtype shows an aggressive nature and poorer prognosis, with a lack 

of available treatments. Thus, siRNA application has been considered a promising therapeutic 

strategy based on specific gene silencing of essential proteins for disease development and 

progression.  With this in mind, AKT3 and PD-L1 genes were selected based on literature 

review, gene expression analysis in the triple-negative subtype, and synergism between the 

targets. AKT3 is related to cell growth, and the expression of this protein has been associated 

with aggressive tumor phenotypes. PD-L1, in turn, is a protein responsible for inhibiting the 

tumor microenvironment immune response. However, since these nucleic acids need to 

overcome several barriers for systemic delivery, such as recognition by the immune system, 

low stability in the biological environment, and difficulty of cellular uptake, the need for 

carriers that promote their effective delivery becomes evident. In this context, the aim of the 

present study was to prepare and characterize two CaP-PEG-b-poly(GLU)-polyanion hybrid 

nanoparticle formulations with different polymer concentrations, aiming further evaluation of 

the in vitro siRNA delivery efficacy. To this end, nanoparticles containing calcium phosphate 

and copolymer were prepared using the self-assembly technique through simple stoichiometric 

mixing of the aqueous solutions, resulting in hybrid particles containing organic (copolymer 

and siRNA) and inorganic (calcium phosphate) components. Through dynamic light scattering 

(DLS) measurements, it was possible to observe a narrow size distribution for both 

formulations, with the average diameter being 58.3 ± 1.7 and 48.6 ± 0.07, and the polydispersity 

index (PdI), was 0.09 ± 0.01 and 0.11 ± 0.01 for the systems containing copolymer at 

concentrations of 1000 µg/mL and 750 µg/mL, respectively. The colloidal stability evaluation 

indicated that polymer concentration change caused a reduction in the stable time of the 

formulation, where nanoparticles containing a higher concentration of copolymer were stable 

for 65 days at a controlled temperature of 4°C, while the system containing a lower polymer 

concentration was stable for only 35 days under similar conditions. Both formulations remained 

stable at room temperature for a period inferior to 3 days. Thus, it was possible to obtain 

nanocarriers suitable for biomedical applications from a simple and low-cost technique, and 

nanoparticles containing polymer at 1000 ug/ml concentration were selected for further in vitro 

evaluation. 

Keywords: siRNA. Nanoparticles. Triple Negative Breast Cancer. AKT3. PD-L1. 
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1 INTRODUÇÃO 

Câncer é o termo genérico utilizado para referência a um grande grupo de doenças, 

podendo afetar diversos tecidos e órgãos, e que se caracteriza pelo crescimento e proliferação 

celular de maneira descontrolada (INCA, 2020a). A invasão de tecidos adjacentes e de outros 

órgãos por células tumorais caracteriza o processo de metástase, o qual está associado ao mau 

prognóstico dos pacientes e é uma das principais causas de morte por câncer (WHO, 2018).  

Segundo estudos epidemiológicos, apenas no ano de 2020 foram estimados 19,3 

milhões de novos casos de câncer em todo o mundo, com cerca de 10 milhões de mortes 

causadas por esta doença (SUNG, 2021). Entre todos os tipos de câncer, com exceção do câncer 

de pele não-melanoma, o câncer de mama é o mais incidente em mulheres em todo o mundo, 

com aproximadamente 2,3 milhões de novos casos no ano de 2020, sendo atualmente a quinta 

causa de mortalidade por neoplasias considerando ambos os sexos, e a causa mais frequente de 

óbito por câncer do sexo feminino (INCA, 2021; SUNG, 2021). Entre os subtipos de câncer de 

mama, o triplo-negativo, responsável por aproximadamente 15% dos casos, é considerado o 

mais agressivo, apresentando maiores taxas de recidiva e menor sobrevida geral no cenário 

metastático em comparação com outras variantes (FOULKES, WILLIAM; SMITH, IAN; 

REIS-FILHO, 2010; ABRAMSON et al., 2015). 

Os tratamentos convencionais para o câncer de mama incluem cirurgia, radioterapia, 

quimioterapia, hormonioterapia e terapia biológica ou imunoterapia. Entretanto, a maior parte 

dos tratamentos existentes atingem tanto células tumorais, como tecidos saudáveis, acarretando 

inúmeros efeitos adversos que podem levar a intoxicações graves (WAKS; WINER, 2019). 

Neste contexto, é evidente a necessidade de desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas 

mais específicas e, portanto, menos agressivas. 

A terapia por RNA de interferência (RNAi), que atua através de silenciamento gênico 

pós-transcricional, tem sido considerada como uma alternativa promissora para o tratamento do 

câncer mama e de diversas outras doenças. Esse tipo de terapia possibilita o controle da 

produção de proteínas através da interceptação de RNAs mensageiros (RNAm), de modo 

sequência específico, através de pequenas sequências de RNA regulatório, conhecidas como 

microRNAs (miRNAs) e small interfering RNAs (siRNAs) (HANNON, 2002; FIRE et al., 

1998; LARES; ROSSI; OUELLET, 2010). Para o câncer de mama triplo-negativo, o 

silenciamento de genes como AKT3 e PD-L1 através de siRNA poderia ser uma forma 
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interessante de terapia, uma vez que o primeiro gene está essencialmente relacionado à 

regulação de crescimento celular e a superexpressão dessa proteína tem sido relacionada a 

redução de sobrevida livre de doença (CHIN et al., 2014; O’HURLEY et al., 2014). Já o ligante 

de morte celular programada 1 (PD-L1) está associado a via do checkpoint imunológico e 

inibição de atuação do sistema de defesa no microambiente tumoral (SANMAMED; CHEN, 

2014). Entretanto, uma vez que a entrega segura de ácidos nucleicos no tecido alvo é limitada 

devido a diversas barreiras extra e intracelulares que inviabilizam o uso clínico, torna-se 

necessário a adoção de estratégias de proteção dessas moléculas para entrega eficaz no 

organismo (WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON, 2009; HU et al., 2020). 

A utilização de nanocarreadores para transpor as limitações do uso da terapia por 

RNAi na clínica tem sido alvo de inúmeros estudos (PITTELLA et al., 2011; XIN et al., 2017; 

DE MELLO et al., 2018). Neste contexto, destacam-se as nanopartículas cerâmicas de fosfato 

de cálcio (CaP), que além de biocompatíveis, são capazes de adsorver moléculas polianiônicas, 

como siRNAs e miRNAs, sendo, desta maneira, promissoras para a entrega eficiente de ácidos 

nucleicos. A complexação com um bloco de copolímero poliânionico contendo 

polietilenoglicol (PEG) ao CaP permite controlar o tamanho dos cristais de fosfato de cálcio 

formados durante o processo de síntese, contendo o crescimento. Assim, é favorecida a 

obtenção de partículas em escala de tamanho nanométrica, adequadas para aplicação clínica. 

Ainda, a utilização de PEG promove maior estabilidade coloidal, além de evitar a captação pelo 

sistema monofagocitário, contribuindo para diminuir a imunogenicidade das partículas 

(KAKIZAWA; FURUKAWA; KATAOKA, 2004; ZHANG; KATAOKA, 2009; ZHANG; LI; 

HUANG, 2014). 

Desta forma, este trabalho tem como objetivo a preparação e caracterização de 

nanopartículas híbridas de fosfato de cálcio e copolímero para entrega efetiva de siRNA, com 

posterior avaliação da aplicabilidade do sistema in vitro em linhagem celular de câncer de mama 

triplo-negativo. 

 

 

 

 

 



19 

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 CÂNCER DE MAMA 

Câncer é o termo genérico utilizado para referir-se ao conjunto de doenças que 

apresentam crescimento e proliferação celular descontrolados (INCA, 2020a). Segundo a 

Agência Internacional de Pesquisa em Câncer (IARC), 19,3 milhões de novos casos dessa 

doença foram estimados para o ano de 2020, sendo que a estimativa de incidência para o ano 

de 2040 é de 28,4 milhões, o que caracteriza um aumento de 47% de acometimento da 

população (IARC, 2020). 

O câncer de mama feminino é atualmente a malignidade mais comum em nível 

mundial, sendo responsável por aproximadamente dois milhões de novos casos de câncer 

diagnosticados a cada ano, qualificando-se desta forma como um problema público de saúde 

global (IARC, 2020; SUNG, 2021). No Brasil, é estimado que ocorra em torno de 66 mil casos 

de câncer de mama para cada ano do triênio 2020-2022, sendo esse o tipo mais incidente de 

câncer em mulheres, com exceção do câncer de pele não-melanoma, além de ser também a 

principal causa de mortalidade por neoplasias no sexo feminino (INCAb, 2020, 2021). O 

desenvolvimento de câncer de mama apresenta diversos fatores de risco, incluindo não somente 

predisposições genéticas, como também fatores não genéticos. Os fatores de risco não 

relacionados à hereditariedade incluem idade, índice de massa corporal (IMC) elevado, uso de 

terapia hormonal pós menopausa, uso de contraceptivos hormonais, consumo de álcool, 

sedentarismo, menarca precoce, menopausa tardia, nuliparidade, redução do período de 

aleitamento materno, entre outros (FENG et al., 2018; BRITT; CUZICK; PHILLIPS, 2020). 

O câncer de mama é um grupo de doenças altamente heterogêneo composto por 

diversos subgrupos associados a características histológicas e biológicas distintas que afetam 

diretamente a agressividade e responsividade dos tumores aos tratamentos. Deste modo, a 

classificação desses tumores nos respectivos subgrupos é essencial para uma abordagem 

terapêutica adequada (PEROU et al., 2000; HARBECK et al., 2019). 

A classificação histológica dos tumores da mama é determinada com base na origem 

da célula afetada, denominando-se carcinoma quando o processo de carcinogênese é iniciado 

em células epiteliais. É importante ressaltar que a maior parte dos carcinomas formados na 

mama tratam-se de adenocarcinomas, ou seja, iniciados em tecido glandular, em células dos 

ductos ou lóbulos mamários. Os adenocarcinomas podem ser classificados ainda como in situ, 

quando não há invasão de tecidos adjacentes, ou invasivos, quando o tumor difunde-se a tecidos 
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vizinhos (ACS, 2019). Entretanto, a classificação histológica do câncer de mama apresenta 

inconveniências, uma vez que promove o agrupamento de tumores com características clínicas 

e biológicas distintas, não representando com fidelidade a diversidade das doenças e, portanto, 

possuindo pouca finalidade clínica preditiva (VIALE, 2012). 

 Neste contexto, a classificação molecular do câncer de mama tem destacado-se pelo 

valor prognóstico, dividindo os tumores de mama conforme a expressão de receptores 

hormonais de estrogênio e progesterona (ER e PR), bem como de receptores tipo HER2 (do 

inglês, Human Epidermal Growth Factor Receptor 2), conforme demonstrado no quadro 1. 

Quadro 1 - Classificação molecular do câncer de mama 

Subtipo Tumoral 
Receptores 

ER PR HER2 

Luminal A + + - 

Luminal B  + a + +/- 

HER2 Positivo - - + 

Basal Like - - - 

Normal-Like Expressão dos componentes normais da mama (baixa 

celularidade tumoral) 

ER, Receptor de estrogênio; PR, receptor de progesterona; HER2, do inglês, Human Epidermal Growth Factor 

Receptor 2. a Subtipo luminal B apresenta ER positivo em menores níveis de expressão do que luminal A. Fonte: 

PEROU et al. (2000); SORLIE et al. (2001) e HARBECK et al. (2019). 

As abordagens terapêuticas convencionais utilizadas para o tratamento do câncer de 

mama incluem cirurgia, radioterapia e tratamentos sistêmicos, como a quimioterapia, 

hormonioterapia e imunoterapia. Os procedimentos cirúrgicos geralmente são a primeira 

escolha de tratamento nos estágios iniciais da doença, entretanto, a escolha do tratamento 

sistêmico deve ser personalizada considerando as características do paciente e do tumor 

(AYALA DE LA PEÑA et al., 2019; WAKS; WINER, 2019). 

O câncer de mama triplo-negativo (do inglês triple negative breast cancer, TNBC), 

que é incluído na classificação basal like em cerca de 50-75% dos casos (PEROU, 2010), é 

responsável por cerca de 15% dos diagnósticos dos tumores da mama. Esse subtipo, que não 

expressa ER, PR ou HER2, apesar de ser diagnosticado com menor frequência e acometer uma 

população mais jovem (< 50 anos), é altamente agressivo e apresenta taxas de recidiva mais 
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elevadas, além de possuir caráter fortemente invasivo e menor sobrevida geral após ocorrência 

de metástases. Esse conjunto de características confere um prognóstico frequentemente 

desfavorável aos pacientes com TNBC (FOULKES, WILLIAM; SMITH, IAN; REIS-FILHO, 

2010; BADVE et al., 2011; ABRAMSON et al., 2015). Devido à ausência da expressão dos 

três marcadores moleculares principais, as opções de tratamento sistêmico para TNBC são 

mínimas, limitando-se principalmente à quimioterapia. Neste cenário, o TNBC é o tipo de 

câncer de mama que apresenta resposta mais completa a esta modalidade de tratamento 

(LIEDTKE et al., 2008; COLLEONI et al., 2010). Em contrapartida, os índices de recidiva e 

metástase são mais elevados do que o observado em outros subtipos, sendo as porcentagens de 

sobrevida em geral reduzidas (DENT et al., 2007; LIN et al., 2012).  

2.2 AKT3 (V-AKT MURINE THYMOMA VIRAL ONCOGENE HOMOLOG 3) 

AKT (do inglês, V-akt murine thymoma viral oncogene homolog), também conhecida 

como proteína cinase B, é uma cinase serina-treonina pertencente à família AGC que faz parte 

da via de sinalização PI3K/Akt/mTOR, possuindo atividade essencial na regulação do 

crescimento, proliferação, sobrevivência, metabolismo, entre outros processos celulares 

(HANADA; FENG; HEMMINGS, 2004; BELLACOSA et al., 2005). A ativação de AKT 

(Figura 1) envolve múltiplas etapas e é desencadeada por diversos fatores de crescimento, 

hipóxia, insulina, citocinas, entre outros. Resumidamente, a translocação e ancoramento de 

AKT para a membrana plasmática ocorre através de um fosfolipídio originado por PI3K, o 

fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), que se liga ao domínio homólogo a pleclestrina (do 

inglês, pleckstrin homology, PH) de AKT, promovendo seu recrutamento. Ainda, a ligação de 

PIP3 a esse domínio ocasiona mudança conformacional da quinase, que permite a fosforilação 

de AKT nos resíduos Thr-308 e Ser-473 através das enzimas 3-fosfoinositoldependente 

proteína quinase 1 (do inglês, phosphoinositide-dependent kinases, PDK1) e proteína alvo da 

rapamicina em mamíferos (do inglês, mammalian target of rapamycin, mTOR), 

respectivamente (BELLACOSA et al., 1998; DATTA; BRUNET; GREENBERG, 1999; 

SARBASSOV et al., 2005; SONG et al., 2019). 
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Figura 1 - Mecanismo de ativação da via PI3K/AKTmTOR no câncer 

 

Diagrama sistemático da via de sinalização PI3K/AKT. Estímulos promovem a ativação de PI3K, que, por sua 

vez, converte PIP2 em PIP3, responsável por ligar-se ao domínio PH de AKT e promover a fosforilação de seus 

resíduos Thr-308 e Ser-473 através das cinases PDK1 e mTOR. A AKT ativada promove a fosforilação de seus 

substratos a jusante, estimulando a sobrevivência celular, alterações no ciclo celular, biogênese ribossomal e 

síntese proteica. RTK, receptor tirosina-quinase; PI3K, fosfoinositídeo 3-cinase; PIP2, fosfatidilinositol 

difosfato; PIP3, fosfatidilinositol trifosfato; PTEN, fosfatase homóloga e tensina; PDK1, 3-

fosfoinositoldependente proteína cinase 1; AKT, V-akt oncogene viral timoma murino homólogo; IKK, proteína 

cinase de IKB; IκBα, Inibidor alfa de NF-κB; NF-κB, fator nuclear kappa B; FOXO1, proteína forkhead box O1; 

BIM, proteína tipo Bcl-2 11; Bcl-2, do inglês, B-cell lymphoma 2; Bax, Proteína X associada a BCL-2; GSK3β, 

Glicogênio sintase cinase 3β; S6K, proteína ribossômica S6 cinase. Adaptado de: Song et al., 2019. 

AKT apresenta três isoformas chamadas de AKT1, 2 e 3, que possuem elevada 

homologia entre si e são codificadas por genes diferentes, possuindo funções distintas e, por 

vezes, até mesmo opostas, nos diferentes tipos de câncer. Neste contexto, é importante ressaltar 

que apesar das diferenças, os respectivos sítios de fosforilação por PDK1 e mTOR são 

semelhantes: Thr-308 e Ser473, Thr-309 e Ser-474, Thr-305 e Ser-472 para AKT1, AKT2 e 

AKT3, respectivamente (BELLACOSA et al., 2005; HINZ; JÜCKER, 2019). 
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O aumento de expressão ou de ativação de AKT já foi relatado em diversos tipos de 

câncer, como de mama, ovário, pâncreas, pulmão, próstata, entre outros (FRANKE et al., 2003; 

FRESNO VARA et al., 2004). A ativação de AKT estimula processos chave no câncer, como 

sobrevivência, proliferação e invasão celular (BELLACOSA et al., 2005), além de estar 

associada ao desenvolvimento de resistência a radioterapia (LANG et al., 2020) e quimioterapia 

(GAO et al., 2019; ABEDINI et al., 2010). Neste cenário, a inibição de AKT pode ser 

considerada um alvo terapêutico importante, e diversas pesquisas sobre o tema vem sendo 

realizadas (SASAKI et al., 2010; BLAKE et al., 2012; SAURA et al., 2018; FATEMIAN; 

MOGHIMI; CHOWDHURY, 2019). 

O aumento da AKT3 parece estar relacionado a tumores negativos para receptores de 

estrogênio ou resistentes a andrógenos, conforme demonstrado em pesquisas de câncer de 

mama e próstata, respectivamente. Sendo assim, a expressão dessa isoforma tem sido associada 

a fenótipos tumorais de maior agressividade (NAKATANI et al., 1999). De acordo com um 

estudo realizado pelo projeto The Cancer Genome Atlas Project (TCGA), a isoforma AKT3 

apresenta aumento substancial de expressão em tumores do tipo basal like (KOBOLDT et al., 

2012). Ainda, outros autores revelam que esta superexpressão pode estar relacionada à maior 

promoção de crescimento celular, assim como à redução do tempo de sobrevida livre de doença 

em casos de câncer de mama triplo-negativo (CHIN et al., 2014; O’HURLEY et al., 2014). 

Neste contexto, a inibição específica de AKT3 pode ser uma alternativa interessante para o 

tratamento do TNBC, conforme demonstrado em estudo já realizado por nosso grupo de 

pesquisa (SOUZA, 2016). 

2.3 PD-L1 (LIGANTE DE MORTE CELULAR PROGRAMADA 1) 

O ligante de morte celular programada 1, PD-L1 (do inglês, Programmed Cell Death 

Ligand 1), é expresso tanto em células tumorais, quanto imunes, e faz parte da via imunológica 

de checkpoint, sendo responsável por mediar sinais inibitórios em células T que resultam em 

escape à vigilância imunológica (SANMAMED; CHEN, 2014). A inibição da expressão dessas 

proteínas produz um aumento da resposta imunológica antitumoral, e é denominada 

imunoterapia. Apesar de o câncer de mama não ser inicialmente considerado um câncer 

imunogênico, ou seja, que apresenta possibilidade de destruição pelo próprio sistema 

imunológico, estudos têm demonstrado a importância e o valor prognóstico dos linfócitos 

infiltrados em tumores (TIL), principalmente quando relacionado ao TNBC, subtipo conhecido 

por apresentar maior imunogenicidade do que os outros e estar associado a presença de TILs. 

Entretanto, a ocorrência desses infiltrados linfocitários no câncer de mama triplo-negativo é 



24 

 

frequentemente acompanhada pela expressão elevada de PD-L1, responsável por reduzir a 

resposta imunológica no tumor. Dessa forma, a inibição ou bloqueio dessa proteína tem sido 

considerada uma alternativa terapêutica promissora para o tratamento dos tumores triplo-

negativos, e diversas pesquisas sobre o tema já foram realizadas recentemente envolvendo o 

uso de anticorpos (LOI et al., 2014; STANTON; DISIS, 2016).  

Ensaios clínicos utilizando Atezolizumab, um anticorpo monoclonal humanizado que 

visa inibir PD-L1 no microambiente tumoral e reativar a resposta imune através do 

impedimento da ligação dessa molécula com o respectivo receptor (PD-1), mostraram 

resultados promissores. Entre os promissores resultados, foi observado um aumento na 

sobrevida livre de progressão da doença nos pacientes com TNBC metastático tratados com 

imunoterapia associada a quimioterapia (SCHMID et al., 2018). A terapia com Atezolizumab 

em associação com paclitaxel nanoparticulado ligado a albumina humana (nab-paclitaxel) foi 

aprovada pelo FDA para uso em pacientes com TNBC metastático ou localmente avançado em 

2019 (NIH, 2019). Ainda, no final de 2020 foi aprovado também o uso de Pembrolizumab, um 

anticorpo bloqueador de PD-1, associado a quimioterapia para o tratamento de TNBC 

localmente recorrente, não cirurgicamente tratável ou metastático (FDA, 2020). Devido ao 

elevado custo dessas medicações, podendo alcançar até mesmo $US 8,762.00 por dose (valor 

atualmente equivalente à aproximadamente R$46.000,00) (HUANG et al., 2017), o acesso a 

essas terapias é limitado, e alguns estudos já evidenciam uma relação custo-efetividade 

desfavorável (PHUA et al., 2020; WU; MA, 2020). Ainda, uma vez que a aplicação terapêutica 

dos anticorpos monoclonais aqui mencionados vêm sendo relacionada a uma ampla gama de 

efeitos adversos como prurido, náuseas, diarreia, distúrbios da tireoide, miocardites, 

pericardites, pneumonias, hepatites e até mesmo óbito (BOUTROS et al., 2016; WANG et al., 

2018; BARAIBAR et al., 2019), novas abordagens terapêuticas são justificáveis. Assim, 

abordagem de RNAi visando inibir PD-L1 pode vir a ser uma alternativa atraente para o 

tratamento do câncer de mama triplo-negativo. 

2.4 TERAPIA POR RNA DE INTERFERÊNCIA 

A busca por novas estratégias para o tratamento do câncer envolve o uso de terapia 

alvo, que consiste na aplicação de moléculas alvo-específicas que interferem na progressão do 

câncer, bloqueando o crescimento do tumor e metástases. Essa abordagem terapêutica busca 

atingir maior eficácia do que as terapias convencionais através de atuação em vias moleculares 

específicas, objetivando, assim, reduzir a ocorrência de efeitos adversos e  toxicidade quando 

comparado à tratamentos convencionais (ABOU-JAWDE et al., 2003; DE PALMA; 
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HANAHAN, 2012). Um dos tipos de terapia-alvo refere-se a aplicação de RNA de interferência 

(RNAi), a qual tem sido foco de diversas pesquisas visando o tratamento do câncer através da 

inibição da expressão de genes relacionados com o desenvolvimento e progressão do câncer 

(NISHIMURA et al., 2013; XUE et al., 2016; DE MELLO et al., 2017). Neste contexto, esta 

estratégia terapêutica é particularmente interessante para o tratamento  do TNBC, uma vez que, 

diferente dos outros subtipos de tumores de mama, não possui alternativa de tratamento 

específico, como hormonioterapia ou terapia alvo aos receptores de HER-2 (LIEDTKE et al., 

2008; PARVANI; JACKSON, 2017). 

O uso de RNAi foi descrito pela primeira vez por Andrew Fire e Craig Mello em 1998, 

quando pesquisas envolvendo o nematódeo Caenorhabditis elegans revelaram que a introdução 

de dupla fita de RNA exógeno possuía capacidade de interferir na expressão gênica via inibição 

da expressão de determinadas proteínas de modo sequência-específico (FIRE et al., 1998). Essa 

descoberta, que concedeu para tais pesquisadores o Prêmio Nobel de Medicina de 2006 (THE 

NOBEL PRIZE IN PHYSIOLOGY OR MEDICINE, 2006), deu sequência a numerosos 

estudos sobre o tema. Em 2001, foi publicado um artigo por Elbashir e colaboradores que 

demonstrou o silenciamento gênico in vitro em linhagens celulares de mamíferos utilizando 

pequenas sequências sintéticas de RNAi contendo 21 nucleotídeos, chamadas small interfering 

RNA (siRNA). Este estudo demonstrou que a utilização de sequências sintéticas de siRNA 

possibilitariam a modulação da expressão gênica em células de mamíferos, sugerindo o 

potencial terapêutico desta estratégia molecular (ELBASHIR et al., 2001). 

O mecanismo de silenciamento gênico por meio de RNAi normalmente é 

desencadeado a partir da presença de RNA longo de fita dupla (dsRNA), que é clivado através 

da enzima Dicer em siRNA, uma estrutura menor com aproximadamente 22 pares de bases 

(FIRE et al., 1998; BERNSTEIN et al., 2001). As sequências curtas de siRNA apresentam uma 

fita sense e uma antisense, as quais são incorporadas ao complexo proteico RISC (Complexo 

de Indução de Silenciamento de RNA), sofrendo posterior ação catalítica através da nuclease 

argonauta (AGO2), que cliva a fita sense. A fita antisense (sequência complementar ao RNA 

mensageiro alvo - RNAm) permanece associada ao RISC e serve como guia, permitindo a  

ligação, clivagem e degradação do RNAm complementar, o que resulta no silenciamento gênico 

específico (LIU et al., 2004; MATRANGA et al., 2005; AMERES; MARTINEZ; 

SCHROEDER, 2007; KOBAYASHI; TOMARI, 2016) O complexo RISC ativado, ou seja, 

associado à fita antisense, possui uma alta capacidade de turn-over, o que permite que continue 
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a busca e degradação de RNAm através da complementariedade de bases por um certo período 

(HALEY; ZAMORE, 2004).  

O uso de interferência pós-transcricional específica tem atraído interesse de 

pesquisadores há mais de duas décadas e revolucionou o entendimento de regulação gênica. 

Nesse sentido, tem sido considerada uma alternativa terapêutica promissora para o tratamento 

de múltiplas doenças que apresentam genes superexpressos (HANNON, 2002; HU et al., 2020). 

Essa modalidade de tratamento torna-se muito atraente devido às vantagens quando comparada 

a outras formas de terapia, principalmente no que se refere aos chamados alvos undruggable, 

ou seja, inalcançáveis por meio de estratégias terapêuticas comuns (WU et al., 2014; LAZO; 

SHARLOW, 2016). Além disso, siRNAs apresentam uma boa segurança de uso, visto que 

atuam de forma pós-transcricional, evitando mutações em nível de DNA, bem como riscos 

teratogênicos ainda comuns à terapia gênica. A terapia com siRNA é capaz de silenciar genes 

com elevada especificidade devido ao mecanismo de pareamento Watson-Crick, de forma que, 

teoricamente, qualquer gene poderia ser silenciado através do conhecimento da sequência do 

respectivo RNAm, o que resultaria em um menor período de pesquisa e desenvolvimento 

quando comparado a outras terapias, como fármacos convencionais ou anticorpos monoclonais 

(XU; WANG, 2015; HU et al., 2020). 

Atualmente, dois medicamentos utilizando RNAi são acessíveis para uso no Brasil, 

ambos já aprovados no ano de 2020 pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa); 

um deles trata-se do ONPATTRO (patisirana sódica), indicado para o tratamento da amiloidose 

hereditária mediada por transtirretina; o segundo é o fármaco GIVLAARI (givosirana sódica),  

indicado para o tratamento da porfiria hepática aguda (PHA), que é considerada uma doença 

rara (HOY, 2018; BRASIL, 2020a, 2020b). 

Apesar do potencial terapêutico que a terapia por RNAi apresenta, há algumas 

barreiras que devem ser superadas para permitir sua aplicação clínica. Moléculas de siRNA 

apresentam elevado peso molecular, caráter aniônico e hidrofilicidade, o que impede que 

atravessem a bicamada lipídica que constitui as membranas celulares. Ainda, alguns problemas 

associados a exposição de siRNAs à circulação sanguínea podem ser citados, incluindo 

agregação com proteínas plasmáticas e instabilidade frente a nucleases, podendo resultar na 

degradação destas moléculas (ALEXIS et al., 2008). Outros pontos importantes incluem rápido 

clearance renal e a captura pelo sistema fagocitário mononuclear, o que acarreta em um período 

de meia-vida plasmática que pode variar de alguns minutos a até uma hora. Neste contexto, é 

possível compreender que a administração direta da molécula de siRNA não é adequada, e, 
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portanto, há necessidade de desenvolvimento de alternativas para entrega efetiva e segura de 

ácidos nucleicos (WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON, 2009; XU; WANG, 2015). 

2.5 SISTEMAS DE ENTREGA DE SIRNA 

Uma vez que a administração de siRNA livre e sem modificações não é adequada por 

apresentar adversidades relacionadas ao caráter intrínseco da molécula, como instabilidade 

plasmática, rápido clearance renal e captura pelo sistema fagocitário mononuclear, torna-se 

evidente a necessidade de desenvolvimento de estratégias para entrega segura e eficaz para 

aplicação clínica de RNAi. Nesse sentido, uma abordagem frequentemente adotada consiste no 

uso de sistemas de entrega nanoparticulados, que podem ser divididos em dois grandes grupos: 

virais e não virais (WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON, 2009; XU; WANG, 2015). 

Apesar de vetores virais disporem da habilidade natural de entrega de material genético e serem 

utilizados para transfecção de ácidos nucleicos há mais de 30 anos, a aplicação desses sistemas 

é limitada devido a problemas de segurança e imunogenicidade, sendo, portanto, as abordagens 

não virais mais seguras (THOMAS; EHRHARDT; KAY, 2003; BARQUINERO; EIXARCH; 

PÉREZ-MELGOSA, 2004). 

Partículas sintéticas estruturadas na escala nano apresentam maior facilidade de 

síntese, capacidade de carga superior e são mais seguras do que vetores virais, e, portanto, têm 

sido alvo de diversas pesquisas. Tais vetores são frequentemente classificados conforme o 

material de constituição das nanopartículas, podendo ser orgânicos (lipossomas, dendrímeros e 

micelas poliméricas), inorgânicos (óxido de ferro, ouro, sílica, carbono) ou híbridos, que 

constituem uma mistura de componentes orgânicos e inorgânicos (YIN et al., 2014; YOUNG; 

STENZEL; JIA-LIN, 2016). 

Todavia, mesmo com uso de nanocarreadores, há diversas barreiras que devem ser 

superadas para que ocorra a entrega efetiva aos tecidos desejados após administração sistêmica 

de ácidos nucleicos. Dessa forma, para superar tais barreiras fisiológicas, nanocarreadores 

devem ser projetados para promover maior estabilidade plasmática e manter a integridade 

estrutural e funcional, apresentar baixa toxicidade e imunogenicidade, além de resistir ao rápido 

clearance renal e entregar moléculas de siRNA especificamente para células alvo, poupando 

tecidos saudáveis. Por fim, nanocarreadores devem aumentar captação celular e o escape 

endossomal, garantindo a liberação rápida e eficaz do siRNA no citoplasma celular, permitindo 

que ocorra o silenciamento gênico (CHEN et al., 2018; SUBHAN; TORCHILIN, 2019). 

 



28 

 

2.6 NANOPARTÍCULAS HÍBRIDAS DE CAP-PEG-B-POLI(GLU)-POLIÂNION 

Nanocarreadores cerâmicos de fosfato de cálcio (CaP) são sistemas inorgânicos de 

síntese fácil, baixo custo, e que apresentam excelente biocompatibilidade e baixa toxicidade, 

uma vez que o fosfato de cálcio é presente naturalmente no corpo humano e faz parte da 

constituição de ossos e dentes (KAKIZAWA; KATAOKA, 2002; MAITRA, 2005; ZHANG; 

KATAOKA, 2009). Estudos utilizando a transfecção de ácidos nucleicos através de 

precipitados de CaP vem sendo realizados desde a década de 70 (GRAHAM; VAN DER EB, 

1973), e essas partículas já demonstraram eficiência na terapia com RNAi tanto in vitro, como 

in vivo em trabalhos realizados previamente por nosso grupo de pesquisa, evidenciando um 

caráter promissor (PITTELLA et al., 2011; SOUZA, 2016; DE MELLO et al., 2018). 

A capacidade de adsorção de ácidos nucleicos por precipitados de CaP foi observada 

pela primeira vez há mais de 40 anos, e forma hoje a base para a síntese de diversos 

nanocarreadores envolvendo esses compostos (GRAHAM; VAN DER EB, 1973; LI et al., 

2010; LEVINGSTONE et al., 2020). Um dos grandes pontos positivos de sistemas baseados 

em CaP é a sensibilidade ao pH, o que permite o escape endossomal e liberação do material 

genético no citoplasma através do efeito “esponja protônica”, no qual a dissolução do CaP no 

interior do endossomo leva a ruptura da membrana endossomal (BISHT et al., 2005; MA, 

2014). Entretanto, um problema que impede o uso desses carreadores é a continua formação e 

crescimento de cristais de fosfato de cálcio após a síntese, resultando na formação de grandes 

agregados e consequente redução da eficiência de transfecção. Uma possível solução para esse 

problema é a adição de um bloco de copolímero polianiônico PEG-b-poli(GLU), no qual a 

porção PEG é responsável por melhorar a estabilidade coloidal e reduzir imunogenicidade das 

nanopartículas, enquanto a porção poli(Glu) é capaz de aumentar o escape endossomal, uma 

vez que eleva carga iônica e consequentemente induz um aumento da pressão osmótica e 

subsequente ruptura da membrana endossomal (KAKIZAWA; KATAOKA, 2002; OWENS; 

PEPPAS, 2006; PITTELLA et al., 2011). O controle do tamanho de partícula proporcionado 

pelo uso de copolímeros é essencial, uma vez que partículas menores possuem uma maior 

eficácia de transfecção (JORDAN; SCHALLHORN; WURM, 1996; KAKIZAWA; 

KATAOKA, 2002), além da capacidade de targeting passivo através do chamado efeito de 

permeabilidade e retenção aumentada (do inglês enhanced permeability and retention effect, 

EPR).  

O efeito EPR é um fenômeno causado pelo próprio processo de tumorigênese, no qual 

a rápida proliferação de células endoteliais, visando promover o crescimento do tumor, resulta 
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na formação de vasos sanguíneos com arquitetura anormal. A angiogênese acelerada, 

juntamente com o número reduzido de perícitos, origina uma vasculatura rica em fenestrações 

de elevado diâmetro, promovendo uma maior permeabilidade a moléculas que podem variar de 

algumas dezenas, até centenas de nanômetros. Ainda, com o crescimento do tumor, ocorre 

compressão e colabamento de vasos linfáticos, o que ocasiona no aumento do tempo de retenção 

de moléculas, resultando em concentrações maiores do que em outros tecidos. Dessa forma, 

esse efeito pode ser considerado no desenvolvimento de alternativas terapêuticas para o 

tratamento de tumores, objetivando acúmulo seletivo de moléculas nos tecidos alvo através da 

aplicação de estruturas nanométricas (MATSUMURA; MAEDA, 1986; JAIN; 

STYLIANOPOULOS, 2010; WANG; LANGER; FAROKHZAD, 2012). 

Desta forma, este trabalho propõe a utilização de um sistema nanocarreador híbrido, 

constituído por uma porção orgânica (copolímero) e uma inorgânica (CaP), para a incorporação 

e entrega de siRNA que possui como alvo os RNAm que codificam os genes AKT3 e PD-L1. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Preparo e avaliação de sistema nanocarreador híbrido em diferentes formulações para 

incorporação de siRNA (siPD-L1 ou siAKT3) e avaliação de viabilidade de aplicação em 

ensaios in vitro utilizando linhagem celular humana de câncer de mama triplo negativo. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

a) Avaliar a expressão de AKT3 e PD-L1 nos diferentes subtipos de câncer de mama 

através do uso de base de dados; 

b) Preparar e caracterizar nanopartículas híbridas de CaP-PEG-b-poli(GLU) 

c) Construir sequências efetivas e específicas de siRNA complementar a PD-L1; 

d) Construir sequências efetivas e específicas de siRNA complementar a AKT3; 

e) Realizar estudos de estabilidade e eficiência de incorporação das nanopartículas; 

f) Selecionar linhagem celular humana de câncer mama triplo-negativo a partir de 

pesquisa em base de dados. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 MATERIAIS 

Cloreto de cálcio (CaCl2) e fosfato de sódio tribásico (Na3PO4) foram adquiridos da 

Nuclear. TRIS (Tris(hidroximetil)aminometano) e cloreto de sódio foram obtidos da Synth 

(Diadema, SP). HEPES (ácido 4-(2- hidroxietil)-1-piperazin etanol sulfônico) foi adquirido da 

Ludwig Biotec (Alvorada, RS). O polímero PEG-b-poli(GLU) foi obtido da Alamanda 

Polymers, Inc.® (Huntsville, AL, EUA). O kit Quanti-iT miRNA assays foi adquirido da 

Thermo Scientific®. Sequências de siRNA foram adquiridas da SigmaAldrich®. 

4.2 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DE AKT3 E PD-L1 ENTRE SUBTIPOS DE 

CÂNCER DE MAMA 

Os genes PD-L1 e AKT3 foram selecionados com base em revisão da literatura e 

avaliação da expressão gênica entre os diferentes subtipos de câncer de mama através de dados 

extraídos do The Cancer Genome Atlas (TCGA) mediante uso da plataforma Xena Functional 

Genomics Explorer (https://https://xena.ucsc.edu/). 

Resumidamente, para demonstração da expressão de AKT3 e PD-L1 entre os 

diferentes subtipos de câncer de mama, a plataforma Xena foi acessada (GOLDMAN et al., 

2020), e listas de amostras de casos de câncer de mama foram extraídas e analisadas. Para tanto, 

o estudo selecionado foi o TCGA, um programa de referência em genômica do câncer que 

caracterizou molecularmente mais de 20.000 cânceres primários (NIH, 2021). Assim, o termo 

‘TCGA Breast Cancer (BRCA)’ foi utilizado para seleção de estudos deste projeto objetivando 

a visualização somente de amostras de câncer de mama (BRCA, Breast Invasive Carcinoma). 

Para separação fenotípica dos tumores em luminal A, luminal B, HER2 positivo, basal-like ou 

normal-like, a classificação PAM50, descrita por Koboldt e colaboradores (2012) em um 

projeto relacionado ao TCGA, foi aplicada através do filtro (‘PAM50_mRNA_nature2012’), e 

os resultados que não foram enquadrados em nenhum dos subtipos citados (demonstrados pelo 

sistema como campos nulos), foram excluídos. Por fim, as variáveis genômicas foram incluídas, 

sendo selecionadas para representar os níveis de expressão dos genes de interesse, ou seja, 

AKT3 e PD-L1 na unidade log2(norm_count+1). 

4.3 SELEÇÃO DE LINHAGENS CELULARES 

A linhagem celular MDA-MB-231 foi selecionada através de pesquisas realizadas na 

base de dados Expression Atlas (http://www.ebi.ac.uk/gxa), do Instituto Europeu de 

https://https/xena.ucsc.edu/
http://www.ebi.ac.uk/gxa
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Bioinformática. Resumidamente, os genes de escolha foram pesquisados considerando somente 

a espécie Homo sapiens e a condição biológica breast cancer (câncer de mama). Neste trabalho, 

foram considerados somente os estudos provindos do projeto Cancer Cell Line Encyclopedia 

(CCLE), que estão separados conforme a classificação histológica do câncer de mama em: 

Adenocarcinoma, adenocarcinoma ductal, carcinoma, carcinoma ductal invasivo e variante 

acantolítica de carcinoma de células escamosas.  

4.4 DESENHO DA SEQUÊNCIA DE SIRNA 

As sequências de siRNA foram desenhadas tendo como referência os genes PD-L1 e 

AKT3 humanos. Dessa forma, as sequências completas dos transcritos primários foram obtidas 

do site https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene, e a ferramenta de design Whitehead siRNA 

Selection Server disponível no site http://sirna.wi.mit.edu/home.php foi utilizada com 

finalidade de obter a estrutura dos siRNAs. As estruturas oligonucleotídicas resultantes foram 

avaliadas em relação a diferentes propriedades estruturais, assim como no que se refere a 

homologia das sequências obtidas para cada gene, através da ferramenta Basic Local Alignment 

Search Tool (BLAST). Ainda, propriedades termodinâmicas, que podem favorecer a formação 

de estruturas secundárias, foram avaliadas através da ferramenta Oligoanalyzer ®. 

4.5 PREPARO DAS NANOPARTÍCULAS HÍBRIDAS CAP-PEG-b-POLI(GLU) 

As nanopartículas híbridas CaP-PEG-b-poli(GLU), contendo siRNA e mock 

(nanopartículas sem adição de siRNA), foram preparadas em capela de fluxo laminar através 

da técnica de self-assembly, na qual ocorre a auto-associação dos componentes através de 

interações eletrostáticas, conforme descrito por Kakizawa, Furukawa e Kataoka (2004). 

Resumidamente, as seguintes soluções foram preparadas: 2,5M de CaCl2, 10mM de 

TRIS pH 10 e TRIS-HCl pH 7,4, 50mM de HEPES-fosfato pH 7,4 (contendo 1,5mM de Na3PO4 

e 140mM de NaCl) e 10mM de HEPES pH 7,4. Após preparo, essas soluções foram 

esterilizadas através de filtração em membrana PVDF 0,22 µ e separadas em alíquotas para uso 

posterior. O copolímero PEG-b-poli(Glu) (5K-50DP) foi diluído em solução tampão TRIS nas 

concentrações de 750 e 1000 µg/mL, enquanto o siRNA foi diluído em tampão HEPES 10mM 

pH 7,4 para concentração de 15 µM. 

Para síntese das nanopartículas híbridas, duas soluções foram preparadas, conforme 

descrito por Souza (2016). A solução 1 consiste de uma mistura de solução de cloreto de cálcio 

e tampão TRIS pH 10 e siRNA. A solução 2 é obtida através da mistura de PEG-b-poli(Glu) e 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
http://sirna.wi.mit.edu/home.php
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tampão HEPES-fosfato. Para obtenção final das nanopartículas, a solução 2 é incorporada a 

solução 1 com auxílio de micropipeta, e misturadas vigorosamente por 30 segundos. Para 

síntese das nanopartículas mock o mesmo procedimento foi aplicado, porém sem adição de 

siRNA. 

Neste trabalho, duas diluições diferentes de polímero PEG-b-poli(Glu) foram testadas 

(750 e 1000 µg/mL) para síntese das nanopartículas, entretanto, o restante do procedimento de 

preparo não foi alterado. 

4.6 CARACTERIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS HÍBRIDAS 

Para caracterização das nanopartículas híbridas foi determinado o diâmetro 

hidrodinâmico e índice de polidispersão (PdI) através de medidas de espalhamento dinâmico 

de luz, DLS (Dynamic Light Scattering) no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern 

Instruments, UK) em cubeta de quartzo (ZEN2112), a 25°C, ângulo de detecção de 173° com 

um laser HeNe (633 nm). 

4.7 ESTABILIDADE DO SISTEMA 

A estabilidade coloidal das nanopartículas híbridas contendo diferentes concentrações 

de polímero foi avaliada em temperatura ambiente e de geladeira (4ºC) através de medidas de 

DLS no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK), conforme descrito no 

item 4.6 nos dias 0, 2, 4, 7, 14, 21, 28, 35 e 65 após o preparo. 

4.8 ESTUDO DE EFICIÊNCIA DE INCORPORAÇÃO DE SIRNA 

Para conhecimento da eficiência de incorporação de siRNA, nanopartículas híbridas 

foram preparadas conforme descrito no item 4.5 e submetidas à centrifugação no equipamento 

Thermo Scientific Sorvall ST 16R durante 4 h, 25.800 × g e temperatura controlada a 4°C para 

evitar degradação de ácidos nucleicos. Após esse período, o sobrenadante foi cuidadosamente 

coletado e verificado para determinar a ausência de nanopartículas no meio através do 

equipamento Zetasizer Nano ZS através de medidas de DLS.  

O kit Quanti-iT miRNA assays (Thermo Scientific®), utilizado para detecção de 

pequenos RNAs, foi aplicado para determinação da quantidade de material genético não 

incorporado na nanopartícula conforme instruções do fabricante. Sucintamente, a solução de 

trabalho foi preparada seguindo a proporção 1:200 v/v de reagente:tampão, e uma curva de 

calibração foi estabelecida com padrões nas concentrações de 0; 0,25; 0,5; 1,5; 3,0 e 4,0 µM. 

Assim, para leitura da fluorescência em placa, foi adicionado 100 µL da solução de trabalho em 
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cada poço, seguido da adição de 5 µL dos padrões ou amostras dos sobrenadantes previamente 

coletadas. A fluorescência foi analisada em Multileitora Infinite M200 TECAN do Laboratório 

Multiusuário de Estudos em Biologia da Universidade Federal de Santa Catarina 

(LAMEB/UFSC), com comprimentos de onda de excitação/emissão máximas em 500/525 nm. 

Com base nos resultados obtidos das medidas de curva de calibração, foi possível obter a 

equação da reta e quantificar a presença de siRNAs nas amostras, com posterior obtenção da 

eficiência de incorporação da nanopartícula através do seguinte cálculo: 

𝐸. 𝐼.% = 100 − (
𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑜𝑏𝑡𝑖𝑑𝑎 𝑛𝑜 𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒

𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
) × 100 

4.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados obtidos foram expressos como a média ± desvio padrão. Os resultados 

foram analisados utilizando GraphPad Prism 8 e análise de variância de uma via (ANOVA), 

seguido do pós teste de Bonferroni. Um valor de p<0,05 foi considerado como estatisticamente 

significativo. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 SELEÇÃO DOS GENES ALVO 

Os genes AKT3 e PD-L1 foram selecionados com base em revisão da literatura e 

análise na base de dados Xena Browser, descrita posteriormente. Neste contexto, foi 

considerado não somente a importância da ativação de determinadas vias bioquímicas no câncer 

de mama triplo-negativo, como também o sinergismo entre os alvos. 

PI3K/AKT é uma das vias intracelulares mais comumente desreguladas no câncer e, 

portanto, um dos mecanismos mais comuns de oncogênese (LAWRENCE et al., 2014; JANKU; 

YAP; MERIC-BERNSTAM, 2018). Essa via está diretamente associada a regulação de 

diversos processos chave, como crescimento, motilidade, sobrevivência e metabolismo celular 

(ENGELMAN; LUO; CANTLEY, 2006). No câncer de mama, o aumento da expressão de 

AKT3 parece estar relacionado aos tumores que não expressam receptores de estrogênio ou 

HER2, fenótipos que, em geral, são caracterizados por apresentar maior agressividade 

(NAKATANI et al., 1999; KOBOLDT et al., 2012). Neste contexto, alguns estudos visando a 

inibição de AKT3 já foram realizados. Segundo Chin e colaboradores (2014), a inibição 

específica de AKT3 através do uso de short hairpin RNA (shRNA) foi capaz de inibir 

crescimento celular, tanto in vitro, quanto em xenotransplantes de TNBC in vivo. Ainda, em 

estudo publicado por Souza (2016), o silenciamento de AKT3 através da aplicação de siRNA 

promoveu a redução na viabilidade celular em linhagem MDA-MB-231, proveniente de câncer 

de mama triplo-negativo. 

Adicionalmente, a via imunológica do checkpoint tem atraído cada vez mais interesse 

em relação ao tratamento de diferentes tipos de câncer, e diversos tratamentos biológicos 

aprovados recentemente utilizam essa estratégia, como pembrolizumabe, nivolumabe 

(inibidores de PD-1), atezolizumabe, avelumabe, durvalumabe (inibidores de PD-L1) e 

ipilimumabe (inibidor de Proteína T-Linfócito-Associada citotóxico 4 - CTLA-4). Todavia, o 

uso de anticorpos monoclonais está associado a ocorrência de uma ampla gama de efeitos 

adversos que podem variar desde complicações leves como prurido, náuseas, diarreia e 

distúrbios da tireoide, até efeitos mais graves, como miocardites, pericardites, pneumonias, 

hepatites, entre outros, podendo levar ao óbito (BOUTROS et al., 2016; WANG et al., 2018; 

BARAIBAR et al., 2019). Desta forma, considerando a expressão elevada de PD-L1 no câncer 

de mama triplo-negativo, o desenvolvimento de alternativas terapêuticas mais seguras, com o 

menor número de efeitos adversos possível, torna-se necessário. 
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Neste contexto, Lotfinejad e colaboradores (2021) demonstrou que o silenciamento de 

PD-L1 através da aplicação de siRNA foi capaz de diminuir a proliferação, induzir a apoptose 

e a reduzir migração celular em linhagem de câncer de mama triplo-negativo. Ainda, o mesmo 

estudo revelou que a inibição desse ligante foi capaz de induzir a função citotóxica de células 

T através do aumento de expressão de citocinas pró-inflamatórias, como IL-2, IFN-γ e TNF-α, 

e redução de expressão da citocinas anti-inflamatórias, como IL-10 e TGF-β em co-cultura de 

linhagem celular de TNBC, MDA-MB-231 e linfócitos T. 

Neste cenário, considerando a diversidade e complexidade das vias de sinalização 

reguladas pela quinase AKT e a importância da ativação do sistema imune no microambiente 

tumoral, a inibição concomitante das proteínas AKT3 e PD-L1 pode ser uma alternativa 

interessante para atingir tumores do tipo TNBC (WYSOCKI; MACKIEWICZ-WYSOCKA; 

MACKIEWICZ, 2002; HANADA; FENG; HEMMINGS, 2004). De acordo com Liu et al 

(2017), os níveis de expressão de PD-L1 estão diretamente relacionados com a ativação de 

AKT, e o aumento da expressão dessas duas proteínas no microambiente tumoral parece estar 

ligada ao desenvolvimento de resistência a quimioterápicos, como a doxorrubicina, através do 

aumento de expressão de glicoproteína P (P-gp). Considerando que a quimioterapia consiste na 

principal alternativa terapêutica disponível para o tratamento dos tumores da mama do tipo 

triplo-negativo, o desenvolvimento de resistência implica em uma parte crucial na ocorrência 

de metástase, recidivas e progressão da doença (KHAN et al., 2019). 

Segundo Mittendorf et al (2014), a aplicação de MK-2206, um inibidor não seletivo 

de AKT, leva a diminuição da expressão de PD-L1, demonstrando a regulação dessa proteína 

através da via PI3K/AKT. Ainda, AKT3 já foi validada como um regulador a montante do 

ligante de morte celular programada, e a deleção desta cinase em células de câncer de ovário 

diminuiu a expressão de PD-L1 in vitro (DUAN et al., 2020). Assim, é possível concluir que 

agentes terapêuticos que atuam na via PI3K/AKT são capazes de modular as respostas imunes 

adaptativas antitumorais. Considerando ainda que a ativação de PD-L1 pode, também, resultar 

em estímulo de AKT (ALMOZYAN et al., 2017), a inibição de ambas as proteínas possui 

potencial de promover efeitos farmacológicos potencializados quando em comparação com a 

monoterapia. 
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5.2 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DE AKT3 E PD-L1 ENTRE SUBTIPOS DE 

CÂNCER DE MAMA 

A partir da utilização de Xena Browser para triagem específica de dados do TCGA 

abrangendo o câncer de mama e aplicação do PAM50 para classificação molecular dos tumores, 

foi possível avaliar a expressão de AKT3 e PD-L1 entre os diferentes subtipos de cânceres 

mamários. Inicialmente, o sistema retornou 1247 amostras, que foram triadas para 522 

resultados a partir da exclusão de campos nulos, sendo obtida a tela demonstrada na figura 2. 

Organizando os resultados obtidos, é possível visualizar a expressão de ambos os genes em 

diferentes tumores de mama através da escala de cor, que representa expressão gênica na 

unidade log2(norm_count+1) (Figura 3), na qual norm_count refere-se à estimativa de 

expressão de RNA, obtida através da aplicação de contagem normalizada de expectativa-

maximização (do inglês, RNA-Seq expression estimation by expectation–maximization, 

RSEM), aliada a técnica de sequenciamento de RNA (RNA-Seq). 

Figura 2 - Resultado de pesquisa Xena Browser 

 

Tela obtida em resultado de pesquisa Xena Browser. Fonte: Xena Browser, acesso em 16 de agosto de 2021. 
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Figura 3 - Expressão de AKT3 e PD-L1 entre subtipos de câncer de mama através de escala 

de cor 

 

Fonte: Xena Browser, acesso em 16 de agosto de 2021. 

Com base nos resultados obtidos, Xena Browser gerou os gráficos demonstrados nas 

figuras 4 e 5, demonstrando que ambos os genes selecionados possuem expressão elevada no 

subtipo basal-like, e, portanto, são adequados para a aplicação de terapia através de 

silenciamento gênico. Ainda, as tabelas 1 e 2 demonstram os valores das cinco estatísticas 

observadas em diagramas de caixa: valor mínimo, primeiro quartil (Q1), mediana, terceiro 

quartil (Q3) e valor máximo. Considerando que o retângulo formado pelo intervalo entre Q1 e 

Q3 representa 50% do conjunto dos valores de dados, e que os maiores valores máximos de 

expressão gênica foram observados para o fenótipo basal-like, é possível concluir, com base 

em dados da literatura e levando em consideração a heterogeneidade genômica apresentada por 

este subtipo, que a expressão de ambos os genes pode estar aumentada em tumores negativos 

para receptores de ER, PR e HER2. Em uma análise realizada por Koboldt e colaboradores 

(2012), foi relatado aumento de AKT3 em aproximadamente 28% dos tumores basal-like. 

Ainda, a expressão de PD-L1 foi relatada em aproximadamente 20% dos tumores triplo-

negativos em uma análise realizada por Mittendorf e colaboradores (2014). 
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Figura 4 - Expressão de AKT3 entre diferentes subtipos de câncer de mama 
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Diagrama de caixa representando expressão de AKT3 entre os subtipos de câncer de mama  considerando as 

cinco estatísticas apresentadas neste modelo de gráfico: valor mínimo, primeiro quartil (Q1), mediana, 

terceiro quartil (Q3) e valor máximo. Adaptado de: Xena Browser, acesso em 16 de agosto de 2021. 

 

Figura 5 - Expressão de PD-L1 entre diferentes subtipos de câncer de mama 
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Diagrama de caixa representando expressão de PD-L1 entre os subtipos de câncer de mama considerando as 

cinco estatísticas apresentadas neste modelo de gráfico: valor mínimo, primeiro quartil (Q1), mediana, 

terceiro quartil (Q3) e valor máximo. Adaptado de: Xena Browser, acesso em 16 de agosto de 2021. 

Tabela 1 - Expressão de AKT3 entre subtipos de câncer de mama 

Níveis de Expressão AKT3 log2(norm_count+1) 

  Luminal A Luminal B HER2 positivo Basal-like Normal-like 

Mínimo 6,29 5,83 7,08 5,74 7,72 

Q1 8,23 7,49 8,19 7,62 8,04 

Mediana 8,97 8,11 8,67 8,84 9,38 

Q3 9,57 8,68 8,94 10,6 9,97 

Máximo 11,6 10,3 9,69 13,2 10,4 

n 231 127 58 98 8 

Diferenças de expressão do gene AKT3 entre os subtipos de câncer de mama. Q1: primeiro quartil; Q2: segundo 

quartil; n: número amostral. Adaptado de: Xena Browser, acesso em 16 de agosto de 2021. 

Tabela 2 - Expressão de PD-L1 entre subtipos de câncer de mama 

Níveis de Expressão PD-L1 log2(norm_count+1) 

  Luminal A Luminal B HER2 positivo Basal-like Normal-like 

Mínimo 1,74 1,35 1,38 1,85 1,90 

Q1 3,57 3,45 3,95 3,64 3,79 

Mediana 4,34 4,15 5,18 4,89 5,41 

Q3 4,88 5,33 5,87 5,99 6,38 

Máximo 6,69 7,31 7,07 9,45 6,63 

n 231 127 58 98 8 

Diferenças de expressão do gene PD-L1 entre os subtipos de câncer de mama. Q1: primeiro quartil; Q2: segundo 

quartil. Adaptado de: Xena Browser, acesso em 16 de agosto de 2021. 

Considerando que o subtipo triplo-negativo é classificado como basal-like em 

aproximadamente 50-75% dos casos (PEROU, 2010), é possível supor que expressões 

semelhantes de AKT3 e PD-L1 seriam observadas para TNBC, e que os genes selecionados 

tratam-se de bons alvos para o tratamento de tumores triplo-negativos. 

5.3 SELEÇÃO DE LINHAGEM CELULAR 

A seleção de linhagem celular foi elaborada a partir de pesquisas realizadas no banco 

de dados Expression Atlas (http://www.ebi.ac.uk/gxa), do Instituto Europeu de Bioinformática. 

http://www.ebi.ac.uk/gxa
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Para seleção, foi considerada a expressão dos genes de escolha, assim como fenótipo desejado, 

no caso, triplo-negativo, e estabelecimento da linhagem na literatura.  

Neste trabalho, foram considerados somente os estudos originados do projeto Cancer 

Cell Line Encyclopedia (CCLE), que estão divididos conforme a classificação histológica do 

câncer de mama em: Adenocarcinoma, adenocarcinoma ductal, carcinoma, carcinoma ductal 

invasivo e variante acantolítica de carcinoma de células escamosas. Entretanto, uma vez que o 

foco desta pesquisa é voltado para a classificação molecular tumoral, os dados de expressão de 

AKT3 e PD-L1 nas diferentes linhagens celulares foram compilados na tabela 3. 

Tabela 3 - Expressão de AKT3 e PD-L1 entre linhagens celulares de câncer de mama 

  Expressão Gênica (TPM)     Expressão Gênica (TPM) 

Linhagem Celular AKT3 PD-L1   Linhagem Celular AKT3 PD-L1 

AU565 0,1 3,0  CAL-120 106,0 126,0 

CAL-148 0,1 0,1  CAL-85-1 7,0 72,0 

CAMA-1 0,1 0,3  HCC1428 0,2 2,0 

MDA-MB-231 20,0 36,0  MDA-MB-415 0,2 1,0 

MDA-MB-453 0,1 0,1  MDA-MB-468 17,0 2,0 

SK-BR-3 0,1 2,0  EFM-19 0,4 - 

HCC1143 38,0 1,0  HCC1187 0,3 0,4 

HCC1395 10,0 1,0  HCC1419 0,2 0,2 

HCC1500 0,3 0,8  HCC1569 52,0 0,4 

HCC1599 61,0 0,1  HCC1937 16,0 5,0 

HCC1954 0,5 19,0  HCC202 0,1 0,4 

HCC2157 4,0 0,2  HCC2218 0,1 0,1 

HCC38 0,5 8,0  HCC70 0,1 19,0 

CAL-51 1,0 0,3  DU4475 71,0 2,0 

EFM-192A 0,2 0,3  HDQ-P1 15,0 4,0 

HMC-1-8 27,0 0,7  Hs 281.T 39,0 23,0 

Hs 343.T 39,0 6,0  Hs 606.T 35,0 4,0 

Hs 739.T 49,0 11,0  Hs 742.T 27,0 25,0 

JIMT-1 27,0 25,0  MDA-MB-157 53,0 0,5 

BT-20 21,0 8,0  BT-474 0,5 0,1 

BT-483 0,4 1,0  BT-549 26,0 6,0 

Hs 578T 74,0 10,0  KPL-1 0,2 0,1 

MCF-7 0,1 0,2  MDA-MB-175-VII 1,0 0,1 

MDA-MB-436 30,0 3,0  T-47D 0,1 0,2 

UACC-812 6,0 0,4  UACC-893 0,1 0,7 

ZR-75-1 15,0 0,1  ZR-75-30 0,2 0,1 

HCC1806 3,0 1,0    MDA-MB-361 10,0 11,0 
Diferenças de expressão de AKT3 e PD-L1 entre as distintas linhagens celulares de câncer de mama 

demonstradas por unidades de TPM. Dados extraídos de: Papatheodorou et al. (2020) 
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Considerando os maiores níveis de expressão de ambos os genes, as linhagens CAL-

120, MDA-MB-231, Hs 281.T, Hs 742.T e JIMT-1 foram selecionadas para análise. Entretanto, 

a linhagem Hs 742.T foi excluída por apresentar classificação molecular luminal A. JIMT-1 e 

Hs 281.T apresentam amplificação de HER2, e por isso também foram descartadas (TANNER 

et al., 2004; JIANG et al., 2016). Por último, quando comparadas às informações descritas na 

literatura de CAL-120 e MDA-MB-231 que apresentaram fenótipo triplo-negativo (JIANG et 

al., 2016), foi possível concluir que a última se trata de uma linhagem muito bem estabelecida, 

que é amplamente utilizada em pesquisas sobre o câncer de mama, sendo assim selecionada 

para estudos posteriores. Derivada de derrame pleural de paciente do sexo feminino com 

adenocarcinoma mamário metastático, MDA-MB-231 apresenta características como fenótipo 

invasivo e elevado potencial metastático, que favorecem sua utilização para pesquisas in vitro 

(LIU et al., 2019; MINN et al., 2005). 

5.4 DESENHO DAS SEQUÊNCIAS DE SIRNA 

Para obtenção do transcrito primário dos genes AKT3 e PD-L1, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene foi acessado. Os íntrons foram descartados, e os éxons em 

comum entre todas as variantes de transcrição dos genes de interesse foram selecionados, com 

objetivo de atingir a melhor inibição de RNAm possível. Uma vez que nem todos os siRNAs 

que apresentam complementariedade aos RNAm respectivos são eficazes, é necessário 

considerar uma série de requisitos aliados a bioinformática visando aumentar a probabilidade 

de obtenção de uma sequência oligonucleotídica eficaz e específica (REYNOLDS et al., 2004; 

BIRMINGHAM et al., 2007; FAKHR; ZARE; TEIMOORI-TOOLABI, 2016). Dessa forma, 

as sequências desenhadas através da ferramenta Whitehead siRNA Selection Server foram 

avaliadas em relação a diversos critérios, como os apresentados no quadro 2. 

Quadro 2 - Critérios avaliados para design de siRNA 

  continua 

Propriedade Função Referência 

Blast das sequências senso e 

antisenso 

Aumentar especificidade. Avaliar homologia 

da sequência de siRNA com o gene alvo; 

evitar sequências com homologia ≥78% com 

demais genes. 

(KIM, 2010) 

Não estar localizado em 

centro de SNP 

Evitar diferenças no silenciamento gênico em 

diferentes linhagens celulares que apresentem 

SNPs distintos. 

(BIRMINGHAM 

et al., 2007) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
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Teor de guanina e citosina 

entre 30-52% 

Estabilizar dupla fita de siRNA e melhorar 

ligação ao complexo RISC. 

(BIRMINGHAM 

et al., 2007) 

 

  continuação 

Pareamento assimétrico 
Aumentar eficiência da sequência de siRNA, 

permitindo que RISC reconheça a fita-guia. 

(SCHWARZ et 

al., 2003) 

Presença de vale energético 

entre o 9º e 14º nucleotídeo 

Aumentar a funcionalidade do complexo 

RISC; induz a conformação mais desejável 

durante a clivagem do mRNA. 

(KHVOROVA; 

REYNOLDS; 

JAYASENA, 

2003) 

Não formar hairpins ou 

estruturas internas 

A formação dessas estruturas reduz a 

concentração efetiva e potencial de 

silenciamento do siRNA. 

(REYNOLDS et 

al., 2004) 

Presença de adenina/uracila 

na porção 5' da fita antisenso 

Fornece desenrolar adequado do duplex de 

siRNA e entrada no complexo RISC. 

(FAKHR; ZARE; 

TEIMOORI-

TOOLABI, 2016) 

Presença de adenina e uracila 

na terceira e décima base da 

fita senso, respectivamente. 

Aumenta funcionalidade do siRNA 

desenhado 

(REYNOLDS et 

al., 2004) 

Ausência de guanina/citosina 

na 13ª posição da fita senso 

Aumenta funcionalidade do siRNA 

desenhado 

(REYNOLDS et 

al., 2004) 

Ausência de guanina na 19ª 

posição da fita senso 

Aumenta funcionalidade do siRNA 

desenhado 

(REYNOLDS et 

al., 2004) 

Propriedades avaliadas no design de siRNAs. SNP: do inglês, Single-nucleotide polymorphism (Polimorfismo de 

nucleotídeo único); RISC: Complexo de Indução de Silenciamento de RNA. Fonte: Próprio autor (2021). 

Baseando-se nas propriedades citadas, as sequências de siRNA complementares ao 

RNAm de AKT3 e PD-L1 foram desenhadas (quadro 3). 

Quadro 3 - Sequências de siRNA desenhadas 

Gene Sequência Senso (5’– 3’) Sequência Antisenso (5’– 3’) 

AKT3 CAAACCCUAAAGCUGAUAUdCdA AUAUCAGCUUUAGGGUUUGdGdA 

PD-L1 GGAGAUUAGAUCCUGAGGAdTdT UCCUCAGGAUCUAAUCUCCdTdT 

Sequências de siRNA desenhadas para serem incorporadas aos nanocarreadores híbridos. 

Fonte: Próprio autor (2021). 

5.5 SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS HÍBRIDAS CAP-

PEG-b-POLI(GLU) 

A capacidade de transfecção de ácidos nucleicos através de cristais de CaP é uma 

propriedade bem estabelecida e aplicada desde a década de 70 (GRAHAM; VAN DER EB, 

1973), todavia, a co-precipitação de íons cálcio e fosfato é um método sujeito à rápida agregação 

entre estes cristais, resultando em partículas de tamanho heterogêneo com eficácia de 
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transfecção variável. Neste contexto, a aplicação de revestimento de bloco de copolímero PEG-

poliânion é capaz de aumentar a estabilidade dos cristais de CaP, mantendo-os em escala 

nanométrica (KAKIZAWA; KATAOKA, 2002; JORDAN; SCHALLHORN; WURM, 1996). 

Assim, diversos trabalhos têm baseado-se nessa abordagem para sintetizar nanopartículas de 

CaP revestidas com polímeros através da técnica de self-assembly (KAKIZAWA; KATAOKA, 

2002; KAKIZAWA; FURUKAWA; KATAOKA, 2004; PITTELLA et al., 2011; SOUZA, 

2016). Neste trabalho, essa técnica foi abordada a partir da simples mistura estequiométrica de 

soluções aquosas de CaCl2 em tris pH 10 na presença de siRNA e PEG-b-poli(Glu) em tampão 

HEPES-fosfato, que permite a auto-associação dos componentes através de interações 

eletrostáticas, dando origem a um sistema nanocarreador de tamanho controlado e eficaz para 

transfecção de ácidos nucleicos (SOUZA, 2016; HABERBECK, 2019). Ainda, além de 

melhorar a estabilidade coloidal da formulação de nanoparticulas, o copolímero PEG-poliâmion 

também é capaz de fornecer estabilidade biológica, reduzindo a imunogenicidade e aumentando 

o tempo de meia vida dos carreadores (GREF et al., 2000; OWENS; PEPPAS, 2006).  

As nanopartículas híbridas de CaP são constituídas através da associação de 

componentes orgânicos e inorgânicos. Cálcio e fosfato são os componentes que constituem a 

porção inorgânica, enquanto o bloco de copolímero e siRNA constituem a porção orgânica do 

sistema. Duas concentrações distintas de copolímero foram utilizadas durante o preparo das 

nanopartículas, com objetivo de caracterização e comparação das diferentes formulações. O 

primeiro sistema, sintetizado com solução de PEG-b-poli(Glu) a 1000 µg/mL, apresentou 

diâmetro hidrodinâmico médio de 58,3 ± 1,7 d.nm e PdI de 0,09 ± 0,01 através da técnica de 

DLS realizada em equipamento zetasizer (Tabela 4 e Figura 6A). Já o segundo sistema, 

preparado com solução de PEG-b-poli(Glu) diluída a 750 µg/mL, exibiu tamanho de 48,6 ± 

0,07 d.nm e PdI de 0,11 ± 0,01 (Tabela 4 e Figura 6B). 

Tabela 4 - Caracterização das nanopartículas híbridas 

Formulação Tamanho1 (d.nm) PdI1 

Nanopartícula híbrida 1 

(bloco de copolímero 1000 

µg/mL) 

58,3 ± 1,7 0,09 ± 0,01 

Nanopartícula híbrida 2 

(bloco de copolímero 750 

µg/mL) 

48,6 ± 0,07 0,11 ± 0,01 
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(1)n=3; Nanopartícula 1: Sintetizada com copolímero PEG-b-poli(Glu) diluído a 1000 µg/mL; Nanopartícula 2: 

Sintetizada com copolímero PEG-b-poli(Glu) diluído a 750 µg/mL. Todas as medidas foram realizadas a partir 

da técnica de Dynamic Light Scattering; PdI, índice de polidispersão. Fonte: Próprio autor (2021). 

 

 

 

Figura 6 - Caracterização das nanopartículas 

 

(A) Distribuição de tamanho das nanopartículas híbridas sintetizadas com PEG-b-poli(Glu) a 1000 µg/mL; (B) 

Distribuição de tamanho das nanopartículas híbridas sintetizadas com PEG-b-poli(Glu) a 750 µg/mL. Resultados 

obtidos a partir da técnica de Dynamic Light Scattering. PdI, índice de polidispersão. 

Fonte: Próprio autor (2021). 

Os resultados referentes ao diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas são 

compatíveis com aqueles obtidos previamente pelo nosso grupo de pesquisa, em que partículas 

preparadas com a concentração de copolímero de 1000 μg/mL apresentaram tamanho em torno 

de 53 nm (SOUZA, 2016). Dessa forma, as duas concentrações de polímeros testadas foram 

adequadas para assegurar a obtenção de nanopartículas em escala nanométrica. 

Adicionalmente, segundo Kakizawa, Furukawa e Kataoka (2004), o tamanho de partícula é 

diretamente correlacionado às concentrações aplicadas de fosfato e bloco de copolímero, sendo 

que, para cada concentração utilizada de fosfato, uma concentração mínima de copolímero é 

requerida para o controle de tamanho de partícula. Outro estudo realizado por Kakizawa e 

Kataoka (2002) propôs ainda que o efeito do copolímero poli(etilenoglicol)-bloco-poli(ácido 

aspártico) (PEG-PAA) na regulação de tamanho de partículas de CaP é coordenado por dois 

fatores conflitantes. Em uma primeira etapa, ocorre diminuição do tamanho de partícula 

conforme há aumento na concentração de copolímero nas formulações, demonstrando sua 

capacidade em controlar o crescimento e formação contínua de cristais. Entretanto, em dado 

momento, a adição de copolímero passa a aumentar novamente o diâmetro das nanopartículas, 

provavelmente devido ao aumento na concentração da porção PAA, que possui carga negativa. 
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Desta forma a diferença observada para o tamanho de partícula pode ser explicada pelo aumento 

das concentrações de poli(Glu), no sistema preparado com copolímero 1000 µg/mL quando 

comparado ao segundo sistema que possuía menor concentração de copolímero na formulação. 

Ainda, as formulações preparadas apresentaram dispersão homogênea, visto que os 

valores de índice de polidispersão (PdI) foram inferiores a 0,2. O PdI de uma amostra reflete a 

distribuição de tamanho das populações em uma dada dispersão, cujos valores podem variar de 

0.0 até 1.0, sendo o último sugestivo de amostra altamente polidispersa, ou seja, com múltiplos 

tamanhos de partícula. Normalmente, valores inferiores a 0.2 são considerados adequados e 

refletem a homogeneidade das nanopartículas em uma suspensão (DANAEI et al., 2018).  

5.6 ESTUDO DE ESTABILIDADE DO SISTEMA 

A estabilidade coloidal de sistemas em escala nanométrica é uma característica 

essencial, uma vez que determina as propriedades como biodistribuição, farmacocinética e 

toxicidade in vivo (BORM et al., 2006; NEL et al., 2006). Resumidamente, a estabilidade de 

nanopartículas depende das respectivas propriedades de dispersão ou agregação. Caso forças 

de repulsão sejam predominantes no sistema, este permanecerá disperso, ou seja, estável. Por 

outro lado, caso forças atrativas sejam predominantes, ocorrerá a agregação das partículas, 

implicando em perda de estabilidade, podendo afetar a reprodutibilidade experimental, além de 

ocasionar efeitos tóxicos severos, uma vez que se tratam de materiais para aplicação medicinal. 

Uma segunda forma de fornecer a estabilidade necessária para a manutenção do sistema 

nanocoloidal é através do impedimento estérico. Esta estratégia utiliza o revestimento de 

nanopartículas com polímeros ou biopolímeros, previne que forças atrativas sejam formadas, 

evitando a perda da estabilidade (NAPPER, 1977; FRITZ et al., 2002; HOTZE; PHENRAT; 

LOWRY, 2010; MOORE et al., 2015). 

Em estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa, o sistema 

nanoparticulado utilizando polímero PEG-b-poli(Glu) diluído a 1000 µg/mL havia apresentado 

estabilidade de 28 dias em temperatura controlada de 4°C (SOUZA, 2016). Neste trabalho, um 

período mais longo foi avaliado, demonstrando a estabilidade das nanopartículas por 65 dias, a 

4ºC. O tamanho de partícula e PdI (Figura 7A) foram monitorados, e mudanças no aspecto 

macroscópico durante o intervalo em questão não foram observadas. Conforme descrito por 

Souza (2016), esses resultados indicam a funcionalidade do bloco de copolímero PEG-

poliânion não somente como agente regulador de tamanho de partícula, como também 

demonstra a capacidade em fornecer estabilidade coloidal ao sistema. 
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Em temperatura ambiente as nanopartículas híbridas demonstraram estabilidade não 

satisfatória de apenas dois dias (Figura 7B), corroborando os dados já relatados anteriormente 

(SOUZA, 2016). 

Figura 7 - Avaliação de estabilidade das nanopartículas híbridas preparadas utilizando PEG-

Glu diluído a 1000 µg/mL 

 

Medidas de DLS. (A) Estabilidade do sistema em temperatura controlada de 4°C. (B) Estabilidade do sistema em 

temperatura ambiente; **p < 0,01; ****p < 0,0001; Estatística: ANOVA seguida do pós teste de Bonferroni. 

Fonte: Próprio autor (2021). 

As nanopartículas híbridas preparadas utilizando polímero diluído a 750 µg/mL 

demonstraram estabilidade de 35 dias em temperatura controlada de geladeira (Figura 8A), 

evidenciando menor estabilidade quando comparadas ao sistema anterior. Em relação a 

temperatura ambiente, mostraram-se instáveis (Figura 8B). 
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Figura 8 - Avaliação de estabilidade das nanopartículas híbridas preparadas utilizando PEG-

Glu diluído a 750 µg/mL 

 

Medidas de DLS. (A) Estabilidade do sistema a temperatura controlada de 4°C. (B) Estabilidade do sistema a 

temperatura ambiente; **p < 0.01 ****p <0,0001; Estatística: ANOVA seguida do pós teste de Bonferroni. 

Fonte: Próprio autor (2021). 

Considerando a função atribuída ao copolímero PEG-poliânion de aumentar a 

estabilidade do sistema nanoparticulado através de impedimento estérico (FRITZ et al., 2002), 

é possível que a diminuição de concentração dessa molécula no segundo sistema estudado tenha 

ocasionado a redução de estabilidade observada. Uma vez que uma diferença significativa de 

estabilidade entre as duas formulações foi constatada, o sistema contendo a maior concentração 

de polímero foi determinado como o mais adequado para os objetivos propostos. Ainda, estudos 

posteriores devem ser realizados durante períodos prolongados e em diferentes circunstâncias, 

objetivando demonstrar a estabilidade das nanopartículas em condições semelhantes ao 

ambiente fisiológico, e também para determinar a estabilidade final da formulação, 

considerando que a mesma foi estável durante todo o período estudado. 

5.7 ESTUDO DE EFICIÊNCIA DE INCORPORAÇÃO DE SIRNA 

Para determinação da eficiência de incorporação das nanopartículas híbridas 

preparadas com copolímero na concentração de 1000 µg/mL, foi utilizado um kit que permite 

a quantificação de pequenos RNAs de aproximadamente 20 nucleotídeos ou pares de bases, 

podendo ser utilizado tanto para detecção de miRNAs, quanto de siRNAs. Dessa forma, o 

sobrenadante foi coletado e analisado quantitativamente através de fluorescência para detecção 

de ácidos nucleicos, utilizando excitação/emissão máxima de 500/525 nm. A partir dessas 

medidas foi possível obter a equação da reta (Figura 9), sendo então calculada a eficiência de 
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incorporação com base na relação da concentração de siRNA dosada no sobrenadante e da 

concentração teórica de siRNA nas nanopartículas. 

Figura 9 - Curva padrão de siRNA 

 

Curva padrão de siRNA realizada através da técnica de espectrofluorimetria com monitorização da molécula 

fluorescente intercalada ao siRNA. λ excitação= 500 nm e λ de emissão= 525nm. Fonte: Próprio autor (2021). 

  

A eficiência de incorporação das nanopartículas híbridas foi de aproximadamente 46% 

do total de ácidos nucleicos adicionado a formulação. Esse resultado é compatível com o obtido 

por Souza (2016), que obteve aproximadamente 45% de siRNA complexado a um sistema 

nanocarreador idêntico. Considerando a capacidade do CaP em adsorver moléculas 

negativamente carregadas, como siRNA e também PEG-poliânion, o resultado de eficiência de 

incorporação obtido era esperado, uma vez que o aumento de concentração polimérica diminui 

a quantidade de ácidos nucleicos incorporada à nanopartícula devido a competição entre essas 

moléculas (KAKIZAWA; FURUKAWA; KATAOKA, 2004). 
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6 CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS 

Conforme os resultados alcançados a seleção de alvos significativos no câncer de 

mama triplo-negativo foi realizada com base em revisão bibliográfica e aplicação de 

bioinformática, com posterior desenho das sequências de siRNA com objetivo de inibir a 

expressão de AKT3 e PD-L1. Neste contexto, um sistema nanocarreador foi preparado e 

caracterizado com sucesso para entrega de material genético, demonstrando reprodutibilidade 

de síntese e eficiência de incorporação adequada. Para testes futuros visando avaliar entrega e 

silenciamento gênico das sequências de siRNA aqui desenhadas, o modelo celular mais 

adequado para utilização em ensaios in vitro foi determinado. Deixa-se assim, uma etapa 

finalizada com sucesso e abre-se uma perspectiva de trabalho futuro já bem concreta e 

planejada. 
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