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RESUMO 

 

 

As nanofibras (NF) podem ser sintetizadas por meio de eletrofiação, um método 

simples que permite incorporação de fármacos em biopolímeros que apresentam 

a vantagem de serem liberados de forma gradual. Policaprolactona (PCL) 

apresenta a vantagem de poder ser eletrofiada permitindo a incorporação de 

fármacos. Os ácidos retinoicos são fármacos empregados no tratamento de 

osteossarcoma, mas, apresentam efeitos colaterais. O ATRA (all-trans-retinoic-

acid) é o mais comum entre os retinoides. Os objetivos deste estudo foram: 

sintetizar e caracterizar NF, incorporar o fármaco a elas e verificar a liberação ao 

meio de cultura; realizar testes de citoxicidade e genotoxicidade tais como: 

crescimento, integridade, viabilidade e micronúcleo de células MG63 tratadas 

com NF incorporada com ATRA e analisar a secreção das citocinas pró 

inflamatórias: IL-1β, IL-6 e TNF-α por meio do teste ELISA. As NF sintetizadas 

por meio da eletrofiação foram caracterizadas morfologicamente e 

bioquimicamente por meio de microscopia eletrônica de varredura (MEV) e 

estudo do espectro de infravermelho da transformada de Fourrier (FTIR): Os 

testes in vitro foram realizados utilizando uma linhagem de células imortalizadas 

de osteossarcoma,  MG63. Os ensaios incluídos nesse estudo foram divididos em 

grupos compostos por: [C (controle puro), ATRA (controle positivo), NF 

(controle negativo) e NF + ATRA (grupo experimental).] Em todos os grupos 

foram realizados testes de viabilidade celular (MTT), micronúcleo e ELISA sob 

os tempos de 3, 7 e 14 dias. A liberação do fármaco através do sistema de 

NF+ATRA foi comprovada pelo FTIR. Os demais resultados encontrados foram 

avaliados através do teste ANOVA one-way, no qual o método apresentou-se 

eficiente, mostrando diferença estatística de p=0,00, sendo signficante para todos 

os períodos de tempo nos testes de MTT e MN, além de ser verificada a secreção 

de citocinas proinflamatórias IL-1β e IL-6, comprovando os efeitos citotóxicos e 

genotoxicos sob células MG63 mostrando a efetividade da técnica. Podendo ser 

uma alternativa para o tratamento. 

 

 

Palavras-chave: Ácido all-trans-retinoico. Eletrofiação. Nanofibras. 

Policaprolactona. Cultura de células. Osteossarcoma. 
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and Technology; 2018. 

 

 
ABSTRACT 

 

 

Nanofibers (NF) can be synthesized by electro-spinning, a simple method that 

allows incorporation of drugs into biopolymers that have the advantage of being 

released gradually. Polycaprolactone (PCL) has the advantage that it can be 

electrophied allowing the incorporation of drugs. Retinoic acids are drugs used 

in the treatment of osteosarcoma, but have side effects. ATRA (all-trans-retinoic-

acid) is the most common retinoid. The objectives of this study were: to synthesize 

and characterize NF, to incorporate the drug to them and to verify the release to 

the culture medium; perform cytotoxicity and genotoxicity tests such as: growth, 

integrity, viability and micronucleus of N63-treated NF-treated cells with ATRA 

and to analyze the secretion of pro-inflammatory cytokines: IL-1β, IL-6 and TNF-

α by the ELISA . The NF synthesized by electrophilation were characterized 

morphologically and biochemically by scanning electron microscopy (SEM) and 

Fourrier Transform Infrared Spectrum (FTIR) study: In vitro tests were 

performed using an immortalized osteosarcoma cell line, MG63. The trials 

included in this study were divided into groups composed of: C (pure control), 

ATRA (positive control), NF (negative control) and NF + ATRA (experimental 

group). All groups were tested for cell viability (MTT), micronucleus and ELISA 

under the times of 3, 7 and 14 days. Release of the drug through the NF + ATRA 

system was confirmed by FTIR. The other results were evaluated using the one-

way ANOVA test, in which the method was efficient, showing a statistical 

difference of p = 0.00, being significant for all time periods in the MTT and MN 

tests, besides the secretion of proinflammatory cytokines IL-1β and IL-6, proving 

the cytotoxic and genotoxic effects under MG63 cells, showing the effectiveness 

of the technique. It may be an alternative to treatment. 

 

 

 

 

 

Keywords: All-trans-retinoic acid. Electrospray. Nanofibres. Polycaprolactone. 

Culture of cells. Osteosarcoma.
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Nas últimas décadas, a nanotecnologia apresenta-se emergente e as 

técnicas de fabricação de nanomateriais têm sido aprimoradas por grupos de 

pesquisa em todo o mundo (Haider et al., 2015; Fonseca et al., 2018; Ding et al., 

2018). Dentre suas aplicações estão a incorporação de substâncias que as fazem 

servir de arcabouço para a administração, permitindo a liberação controlada de 

substâncias, tais como fármacos (Loquercio et al., 2015). 

Os sistemas de incorporação oferecem benefícios relevantes, pois 

protegem o princípio ativo das interpéries ambientais, assim como reações de 

deterioração, além de promoverem a camuflagem do sabor, cheiro e a liberação 

controlada da substância (Gosh, 2006). A síntese de sistemas de nanocarregadores 

com fármacos apresenta limitações fisicoquímicas e fisiológicas porque os 

sistemas devem ser biocompativeis e biodegradáveis a metabólitos inerentes ao 

organismo (Tan et al., 2005). 

A eletrofiação desperta interesse pois possibilita fabricar nanoestruturas 

com propriedades distintas, como grande superfície de contato e porosidade 

fibrosa. As propriedades mecânicas das fibras aumentam quando o diâmetro 

interno da fibra for diminuído (Tan et al., 2005). A eletrofiação forma mantas 

poliméricas formadas a partir da propriedade de arraste na solução, onde sob 

forças eletrostáticas formam fibras interconectadas, que são captadas sob um 

anteparo (Santos, 2017). 

A eletrofiação é um dos métodos mais simples para a preparação de 

nanofibras e oferece uma nova perspectiva para os biopolímeros, pois permite 

reduzir o diâmetro das estruturas para a ordem de grandeza de nanômetros, 

aumentando assim, a relação entre superfície, volume e massa, além de 

possibilitar alterações nas propriedades mecânicas do polímero em questão (Hiep, 

Lee, 2010). 
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A Policaprolactona (PCL) é um poliéster alifático, hidrofóbico, cristalino, 

que degrada lentamente e não libera resíduos ácidos ou tóxicos ao meio 

(Woodruff, Hutmacher, 2010; Dash, Konkimalla, 2012; Tiwari et al., 2016; Yao 

et al., 2017). Apresenta propriedades mecânicas adequadas, amplamente 

utilizadas em bioengenharia, principalmente em engenharia de tecidos onde serve 

como arcabouço ou dispositivos para estruturação de vasos sanguineos, pele e 

tendões pois é biocompatível e biodegradável. (Baker et al., 2016). É um polímero 

versátil que possibilita diversas formas de sintetização, inclusive a formação de 

nanofibras (NF) (Orive et al., 2003; Sinha et al., 2004). Além disso, fármacos 

podem ser dissolvidos junto ao polímero dando origem a uma mistura capaz de 

passar pelo processo de eletrofiação, permitindo sistemas de entrega de drogas 

(Raijzer et al., 2013; Sultanova et al., 2016) de liberação lenta, aumentando a 

meia-vida do fármaco e, consequentemente reduz a frequência de administração, 

motivando a adesão do paciente à terapia medicamentosa (Orive et al., 2003; 

Sinha et al., 2004). Um dos exemplos, é o tratamento para osteossarcoma, embora 

ácidos retinoicos (derivados da vitamina A) sejam eficazes e bem tolerados, 

podem desenvolver alguns problemas clínicos resultantes das altas doses que 

podem ser tóxicas levando a efeitos colaterais como a síndrome da 

“hipervitaminose A” (Kong et al., 2005) e a síndrome do ácido retinoico 

caracterizada por febre, aumento de peso, dificuldade respiratória, infiltrado 

pulmonar intersticial e pleural e pericárdico, hipotensão episódica e insuficiência 

renal aguda (Tariq et al., 2014), levando o indivíduo à resistência ao uso do 

medicamento (Dozza et al., 2012). 

Os derivados da vitamina A desempenham um papel importante no 

desenvolvimento embrionário e manutenção de funções de órgãos vitais em 

adultos (Yang et al, 2012). Estes regulam a diferenciação e metabolismo ósseo, 

ativando o receptor de ácido retinoico (RAR) que se liga no receptor retinoide X 

(RXR) como um heterodímero (Yang et al., 2012). O sinal retinoico é identificado 

por marcadores celulares específicos através de receptores nucleares: o receptor 
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de ácido retinoico (RAR) e o receptor X retinoico (RXR). Os retinoides que 

possuem ligantes RXR denominam-se Rexinoides (Altucci et al., 2006; Kong et 

al., 2005) e são efetivos na redução do crescimento, diferenciação e apoptose 

tumoral que possuem ligantes de RAR. Os Retinoides se aliam aos fatores de 

transcrição e complexo ligante-receptor promovendo a regulação de sua 

expressão, induzindo ou suprimindo a transcrição genica (Brito et al., 2010). 

O ATRA (all-trans-retinoic-acid) é mais comum entre os retinoides e tem 

demonstrado resultados satisfatórios no tratamento de vários tipos de tumores 

(Germain et al., 2006) pois, inibe a proliferação e induz a apoptose em células de 

osteossarcoma. Para melhorar o prognóstico de pacientes com esta enfermidade, 

é necessário explorar novas estratégias de tratamento (Yang et al., 2012) 

reduzindo os seus efeitos colaterais e, consequentemente melhorando a qualidade 

de vida dos pacientes acometidos. 

Estabeleceu-se assim, com dados da literatura, a hipótese de que ATRA associada 

as NF será capaz de se biodegradar em meio de cultura e promover liberação do 

fármaco em quantidade suficiente para induzir apoptose in vitro. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Caracterizar NF, verificar se ATRA foi impregnado às NF, e se o sistema 

de entrega (NF+ATRA) é capaz de induzir apoptose em células de osteossarcoma 

da linhagem MG63. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

Os objetivos específicos foram:  

 

• Sintetizar, caracterizar e comparar NF e NF impregnadas com ATRA; 

• Avaliar se ATRA foi incorporado em NF e liberado no meio de cultura;  

• Realizar testes de citoxicidade e genotoxicidade tais como: crescimento, 

integridade, viabilidade e micronúcleo das células MG63 tratadas com NF 

impregnada com ATRA; 

• Analisar a secreção das citocinas pró inflamatórias: IL-1β, IL-6 e TNF-α 

por meio do teste ELISA. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Síntese das Nanofibras (NF) 

 

 

Para a síntese das nanofibras foi utilizado o polímero policaprolactona 

(PCL) (Sigma Aldrich, Saint Louis, EUA/ lote: MKBX1062V) que se apresenta 

comercialmente sob forma de flocos ou pedaços de coloração branca ou 

esbranquiçada, dissolvido em acetona (Sigma Aldrich, Saint Louis, EUA), sob 

variação de temperatura de 26,2 à 27,7 °C, umidade de 27 à 31% e pressão 

atmosférica de 1 atm. Para cada 5 mL de acetona foram acrescidos 0,6 g de PCL, 

para que a solução alcançasse a concentração de 12%. A solução permaneceu sob 

agitação magnética por 48 horas para que fosse homogeneizada e em seguida 

eletrofiada. 

 

 

Figura 1- Fórmula linear da Policaprolactona 

 

 

Fonte: Sigma Aldrich. 
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3.2 Técnica de Eletrofiação 

 

 

A solução previamente homogeneizada foi eletrofiada por meio do 

equipamento constituído por uma fonte de alta tensão (Spellman High voltage 

eletronics co, Hawppauge, NY, EUA), uma seringa plástica (BD, Juiz de Fora, 

MG, Brasil) com agulha de ponta reta e diâmetro de 0,7 mm2 (Injex, São Paulo, 

SP) e uma bomba de fluxo contínuo (Kd Scientific, Holliston, MA, EUA) (Figura 

2). As nanofibras obtidas foram coletadas sob um anteparo com revestimento 

metálico de folha de alumínio. Previamente, foram testadas algumas variáveis a 

fim de se otimizar a eletrofiação, tais como: tensão, distância da ponta da seringa 

ao anteparo e fluxo da solução (Tabela 1). E só então selecionaram-se os 

parâmetros mais eficazes para a síntese. 

 

Figura 2- Fotografia do processo de eletrofiação 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Subsequentemente, foi realizada nova diluição de PCL em acetona para a 

incorporação do ATRA. Foram acrescidos à solução de 0,3 mg de PCL e 2,5 mL 

de acetona e mais 0,4mg de ATRA para encontrar a proporção de 7800 µM. E, 

para que essa proporção fosse mantida por todas as NF do grupo, foi eletrofiada a 

quantidade total da solução, tendo sido feita ainda, pesagem da manta eletrofiada 

para garantir que não houve variação ou perda na proporção. Propiciando assim a 

síntese do grupo NF + ATRA. 

 

 

3.3 Caracterização Morfológica das NF 

 

 

3.3.1 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

 

Foi retirado um fragmento de tamanho aleatório das NF sintetizadas sob 

cada variação do processo de eletrofiação, em seguida as amostras foram fixadas 

em suporte metálico e recobertas com uma camada fina de ouro para metalização 

(SC7620 'Mini' Sputter Coater/Glow Discharge System, Emitech, East Sussex, 

RU), em seguida, as amostras foram observadas por meio do MEV (Inspect S 50, 

FEI Company, Brno, República Tcheca) operando sob alto vácuo, 15-25 kV, e 

spot de 5,0.  

A análise realizada permitiu avaliar a morfologia e a medição dos 

diâmetros das NF. Os diâmetros foram medidos através do software de análise de 

imagens ImageJ, e foram utilizadas 100 medições para cada amostra. Dessa 

forma, foi possível obter média e desvio padrão dos diâmetros de cada amostra, 

assim optou-se por escolher as fibras que apresentaram menor diâmetro médio e 

mais homogêneas. 

 

3. 4 Caracterização química das NF 
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3.4.1 Estudo do espectro de infravermelho da transformada de Fourrier 

(FTIR) 

 

 

As NF previamente produzidas e avaliadas morfologicamente foram 

caracterizadas quanto ao FTIR utilizando-se o equipamento Thermo Scientific 

Modelo Nicolet 6700. As amostras foram depositadas sobre o porta-amostra para 

proceder a leitura (Figura 3), e pressionadas com o auxílio de célula de carga plana 

de aço inoxidável (100 g/F), para se obter o máximo contato da amostra com 

cristal de diamante e o ATRA. 

Os espectros de Infravermelho foram registrados, através do uso do 

software Spectrum (versão 10.4.3, PerkinElmer Waltham, Masachusetts, EUA). 

Os espectros foram adquiridos no modo de absorbância, com faixa de transmissão 

entre 4000 e 650 cm-1, 32 varreduras, a uma resolução de 4cm-1.  

 

Figura 3- Realização do FTIR 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

3.5 Teste de molhabilidade através da técnica de ângulo de contato da 

superfície do material 
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O ângulo de contato das superfícies foi analisado por meio de um 

Goniômetro óptico (TL 1000 – Invoiced freight, Theta Lite, Attension, Lichfield, 

Staffordshire, RU), em que uma seringa deposita uma gota de água destilada sobre 

as superfícies das amostras. Durante 15 segundos, 30 imagens/s foram captadas 

pelo equipamento. Posteriormente, analisadas pelo software OneAttension (Biolin 

Scientific, Lichfield, Staffordshire, RU) que calculou os valores médios para cada 

amostra a partir das imagens obtidas. 

A interpretação dos dados foi dada a partir do ângulo de contato formado 

entre a superfície do material e a gota de água depositada pelo Goniômetro óptico, 

foi considerada hidrofílica a superfície que apresentasse ângulo de contato menor 

que 90°, ou hidrofóbica, para os ângulos de contato que se apresentassem maiores 

que 90°.  

 

 

 3.6 Taxa de degradação  

 

 

Fragmentos das NF e de NF+ATRA de 0,5 cm x 0,5 cm foram imersas em 

meio de cultura celular DMEM estéril, dentro de poços de placas de cultura 

celular de 24 poços, à 37°C pelo período de 3, 7 e 14 dias. Ao final de cada 

período, foi realizada espectrometria por FTIR do meio aquoso para determinar a 

liberação do fármaco durante esses períodos de tempo. 

As amostras foram divididas em 4 grupos e avaliadas em três períodos 

diferentes de tempo conforme descrito no fluxograma. 
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Figura 4 – Divisão dos grupos e períodos avaliados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

3.7 Cultivo e manutenção celular 

 

 

Foram cultivadas células de osteossarcoma humano da linhagem MG63, 

obtidas do banco de células da Associação Técnico Científica Paul Ehrlich 

(APABCAM, Rio de Janeiro, RJ). As células foram cultivadas em frascos de 

cultivo celular utilizando meio de cultura DMEM (Eagle modificado por 

Dulbeccos - Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) suplementado a 10% de soro 

fetal bovino, acrescido de penicilina e estreptomicina a 1% (Gibco® - Carlsbad, 

CA, USA) e incubadas em estufa à temperatura de 37ºC, com umidade 

atmosférica contendo 5% de CO2, até obtenção do número necessário de células 

para os experimentos in vitro. 

As células foram plaqueadas em uma placa de 24 poços sob concentração 

de 1,5 x 104 células/poço e o número de células foi calculado com auxílio da 

câmara de Neubauer. As placas foram deixadas em estufa à temperatura de 37ºC, 

com umidade atmosférica contendo 5% de CO2 por 24 horas. Após esse período, 

as células foram lavadas com PBS (Phosfate Buffer Saline) estéril e apirogênico 

Grupo 1:  C 

r  

Grupo 2: ATRA Grupo 3: NF

 

Grupo 4: NF +ATRA 

3 dias 

7 Dias 

14 dias 

 



21 

e, então, submetidas aos testes de produção de citocinas após exposição ao ATRA, 

sob a liberação por NF, como mostra a figura 5. 

Após o período de 24 horas, as células foram novamente incubadas nos 

diferentes grupos que continham: somente células (C), somente ATRA, NF e NF 

+ ATRA. Os grupos experimentais foram incubadas sob a concentração de 7800 

µM de ATRA e analizados nos períodos de 3, 7 e 14 dias. 

 

Figura 5- Cultivo celular na placa de 24 poços 

 

Legenda: placa de 24 poços mostrando os 4 grupos estudados 

Elaborada pela autora 

 

3.8 Ensaios de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) 

 

 

O teste imunoenzimático ELISA foi realizado para quantificar as 

citocinas, interleucina IL- 1β, IL-6 e o fator de necrose tumoral (TNF)-α. Para 

tanto, placas de microtitulação de 96 poços (Nunc, Dinamarca) foram 

sensibilizadas com anticorpos de captura, específicos para cada citocina (R&D 

Systems, NE), sendo acrescidos 100 L/poço na concentração estabelecida pelo 

fabricante. Os testes foram realizados em duplicata. As placas permaneceram 
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overnight em temperatura ambiente. Transcorrido o período, as placas foram 

lavadas com 300 μL de tampão de lavagem (PBS acrescido de 0,05% de Tween 

20) por 3 vezes seguidas. Em seguida, 300 μL/poço de tampão de bloqueio (PBS 

acrescido de 0,1% de Soro de Albumina Bovino - BSA) foram adicionados à placa 

que foi deixada por 1 h em temperatura ambiente. Após a lavagem, a curva padrão 

de citocinas foi adicionada (100 μL/poço) respeitando a concentração estabelecida 

pelo fabricante ou 100 μL de cada amostra (sobrenadantes da cultura celular) 

referente a cada um dos grupos (C, NF, ATRA, NF+ATRA) para cada período de 

tempo 3, 7 e 14 dias. As placas foram acondicionadas em temperatura ambiente 

por um período de 2 horas. Após procedimentos de lavagem, foram acrescentados 

100 μL em cada poço das placas de anticorpo de detecção marcado com biotina e 

por mais 2 horas as placas foram reservadas em temperatura ambiente. Novas 

lavagens foram realizadas e logo após foram adicionados 100 μL/poço de 

estreptavidina conjugada com peroxidase. Em seguida, por 20 minutos, à 

temperatura ambiente e protegidas da luz, as placas permaneceram por 20 

minutos. Após lavagem, foram adicionadas 100 μL/poço da solução de substrato 

cromogênico, composta por partes iguais de reagente A e B (peróxido de 

hidrogênio e tetrametilbenzidina). E, por mais 20 minutos as placas foram 

mantidas ao abrigo da luz e à temperatura ambiente. Logo em seguida, acresceu-

se 50 μL/poço de ácido sulfúrico 2N (solução de parada). A leitura das placas foi 

feita através do leitor de microplacas (Cambrex Elx808cse - Lonza), sob 

densidade óptica de 450 nm. Os dados obtidos foram convertidos em 

concentração (pg/mL), usando o software GraphPad prism 5.0. 

 

 

3.9 Teste de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de 

tetrazolina) 
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Foi utilizado o teste de MTT para avaliação da viabilidade celular da 

linhagem utilizada neste estudo. Após terem sido incubadas até atingirem a 

concentração de 15 x 10³ foram submetidas ao teste. 

Neste teste, enzimas redutases presentes em células viáveis degradam o 

MTT e dão origem ao formazan, quantificado por espectrofotômetro. Para tanto, 

a solução de MTT [brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-yl)2,5-difeniltetrazólio] 

(Sigma Aldrich) foi preparada a 0,5 mg/mL PBS (phosphate buffered saline – 

LGS Biotecnology, Cotia, Brasil). Foi adicionado 100 µL/poço da solução de 

MTT e a placa de 96 poços foi deixada em estufa a 37ºC por 1 hora, ao abrigo de 

luz. O sobrenadante foi descartado e todos os poços lavados com 200 µL de PBS. 

Em seguida, 100 µL/poço de dimetilsulfóxido (DMSO – Sigma Aldrich) foram 

acrescentados e a placa foi incubada por 10 min em estufa à 37ºC, seguido de 10 

min de agitação em mesa orbital para homogeneização do conteúdo de cada poço. 

A leitura da absorbância das amostras foi executada em leitor de microplaca 

(Solab, Piracicaba, Brasil) sob o comprimento de onda de 570 nm. Os resultados 

obtidos em densidade ótica foram convertidos à porcentagem de viabilidade 

celular, estabelecendo o grupo C como 100% de viabilidade. 

Foi realizado teste de Kolgomorov-smirnof para cada grupo, o que 

demonstrou normalidade dos dados. Com isso, foi aplicado teste de análise de 

variância de 1 fator com teste de Dunnett para comparação entre grupos, 

considerando p<0,05. 

 

 

3.10 Teste de Micronúcleos (MN) 

 

 

A verificação da frequência de micronúcleos (MN) foi utilizada para 

avaliar a genotoxicidade do ATRA à uma concentração de 7800 µM sobre a 

cultura celular a partir dos grupos experimentais e grupo controle. Para tanto, 15 
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x 103 células/mL de DMEM foram cultivadas em placas de 24 poços por 24 horas. 

Em seguida, o sobrenadante descartado e o meio de cultura DMEM foram 

substitudos por meio novo, mantendo somente células (C), contendo ATRA, ou 

contendo NF, ou por NF + ATRA.  Sendo n=3/grupo experimental. Após 

incubação de 24 horas, o sobrenadante foi descartado e foram feitas lavagens com 

PBS para descarte de células não viáveis. Posteriormente, as células foram fixadas 

por 10 minutos com formaldeído 10%. Após nova lavagem, foram adicionados 

200 µL de PBS e uma gota de fluoroshield with DAPI, como mostra a figura 6.  

A placa foi mantida sob agitação em mesa orbital (Solab) por 5 minutos 

sob proteção da luz. Em seguida, com auxílio de microscópio de fluorescência 

(Axiovert 200, Zeiss, Jena, Alemanha) foi verificada a frequência de MN em 1000 

células contadas, corados em azul. 

As médias obtidas foram calculadas com o auxílio do software MATLAB, 

versão R2017a, em que foi aplicado o teste one-way ANOVA que considera 

p<0,05. 

 

Figura 6 – Fotomicrografia exibindo o teste de micronúcleos, Fluorocromo 

DAPI 

 

 

Fonte: elaborada pela autora 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Síntese das NF  

 

 

Para selecionar os parâmetros empregados na síntese de NF sem ATRA, 

realizaram-se variações conforme descrito na Tabela 1. 

 

Tabela 1- Variação de parâmetros para a eletrofiação das NF de PCL demonstrado 

em negrito o parâmetro de escolha 

 
Kv cm °C UR (%) min 

Amostra 1 12 18 26,7 28 15 

Amostra 2 12 15 26,3 28 15 

Amostra 3 12 12 26,2 28 15 

Amostra 4 12 10 26,3 28 15 

Amostra 5 12 8 26,7 27 15 

Legenda: Kv representa Kilovoltagem, cm a distância em centímetros, °C a temperatura em graus Celsius, UR 

(%) a porcentagem da umidade relativa do ar e min o tempo em minutos. Em Negrito o parâmetro selecionado, 

NF mais finas e mais homogêneas.  

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

As amostras de NF sintetizadas com ATRA foram variadas conforme a 

tabela 2. 

 

 

 

 

 

 

 



26 

Tabela 2- Variação de parâmetros para a eletrofiação das NF de PCL com ATRA, 

tendo sido selecionada a amostra 2, em negrito 

 
 

Kv cm °C UR (%) min 

Amostra 1 12 18 27 30 15 

Amostra 2 12 15 27,5 31 15 

Amostra 3 12 12 27,3 30 15 

Amostra 4 12 10 27,3 30 15 

Amostra 5 12 8 26,7 30 15 

Legenda: Kv representa Kilovoltagem, cm a distância em centímetros, °C a temperatura em graus Celsius, UR 

(%) a porcentagem da umidade relativa do ar e min o tempo em minutos. Em Negrito o parâmetro selecionado, 

NF +ATRA mais finas e mais homogêneas.  

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

4.2 Caracterização morfológica 

 

 

4.2.1 Aspecto macroscópico 

 

 

As amostras coletadas sob o papel metálico por meio do processo de 

eletrofiação apresentaram aparência contínua e densa, o volume das NF formadas 

nos diferentes parâmetros foi distinto, assim como as NF com ATRA se 

apresentaram menos volumosas. Ainda assim, as amostras se apresentaram 

similares a um tecido fino. Além disso, as mesmas possuíam flexibilidade e 

capacidade de manipulação, portanto, foram facilmente cortadas (Figura 7). 
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Figura 7- Aspecto macroscópico das NF 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

4.2.2 MEV 

 

 

A caracterização morfológica das amostras foi realizada por MEV, 

possibilitando a observação de aspectos como: a formação de NF, a variação de 

diâmetros de fios, porosidade, e possíveis defeitos na estrutura. 

A morfologia de cada amostra mostrou diferenças no diâmetro das NF e 

verificou-se um emaranhado de fios dispostos aleatoriamente uns sobre os outros. 

As amostras de NF + ATRA mostraram diferenças no diâmetro e volume 

de produção das fibras quando comparadas entre si e quando comparadas as NF, 

verificou-se ainda, um emaranhado de fios dispostos aleatoriamente uns sobre os 

outros, ora apresentando fibras mais espessas ora menos (Figura 8). 
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Figura 8 - Fotomicrografia em MEV das NF sem e com ATRA 

Legenda: MEV de NF e NF + ATRA A) NF 1. B) NF 2. C) NF 3. D) NF 4. E) NF 5. F) NF+ATRA 1. 

G) NF+ATRA 2. H) NF+ATRA 3. I) NF+ATRA 4. J) NF+ATRA 5.  Fotomicrografias capturadas com 

aumento de 3000X, impregnadas por ouro.   

Fonte: Elaborada pela autora. 
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4.2.3 Análise do diâmetro médio das NF 

 

 

Os diâmetros medidos por meio do software de análise de imagens 

ImageJ, em que se aferiu 100 medições por amostra, foram computados para que 

se estimasse a média e desvio padrão dos diâmetros. Foram escolhidas as amostras 

que se apresentaram mais homogêneas e com menor diâmetro (Sato et al., 2015). 

Primeiramente, foram conseguidas as medidas referentes às NF e seus valores 

variaram conforme a tabela 3. 

 

 

Tabela 3- Média e desvio padrão dos diâmetros das NF 

 
 

MÉDIA (µm) DP 

NF 1 0.7395* 0.007778 

NF 2 0.994 0.174655 

NF 3 0.91397 0.474126 

NF 4 6.3945 7.100059 

NF 5 1.43755 0.573231 

*NF selecionada.  

 Fonte: Elaborada pela autora.  

 

 

Em seguida, foram mensurados os diâmetros das NF com ATRA, e então 

calculadas as médias e desvio padrão das medidas desse grupo, como demonstra 

a tabela 4. 

 

 



30 

Tabela 4 - Média e desvio padrão dos diâmetros das NF com ATRA.  

 

 
MÉDIA (µm) DP 

NF/ATRA 1 1,00000 0,517724 

NF/ATRA 2 0,28622* 0,111454 

NF/ATRA 3 0,37204 0,291615 

NF/ATRA 4 0,28852 0,131338 

NF/ATRA 5 0,27904 0,114743 

*NF com ATRA selecionada.  

Fonte: Elaborada pela autora.  

 

 

4.3 Estudo do espectro de infravermelho da transformada de Fourrier 

(FTIR) 

 

 

A caracterização dos picos de absorbância referentes ao estudo foi 

realizada sob o espectro FTIR respeitando a faixa entre 4000 e 600 cm-1. 

Inicialmente, realizou-se FTIR de ATRA puro, em pó, fazendo o uso de 

uma lamínula de microscópio para que houvesse o bloqueio do oxigênio do ar, 

impedindo qualquer tipo de interferência (Figura 9).  
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Figura 9 - Análise de FTIR realizada para caracterizar os picos referentes ao 

ATRA 

 

 

Legenda: Análise de FTIR caracterizando os picos referentes ao ATRA.  

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Tendo padronizados os picos de absorbância comuns no ATRA, realizou-

se então novas leituras de picos de absorbância em diferentes períodos de tempo, 

para que se pudesse observar a liberação de ATRA no meio de cultura DMEM, 

através da degradação do polímero no grupo experimental composto por 

NF+ATRA. Na figura 10, se pode comparar todos os picos avaliados e 

sobrepostos mostrando que houve liberação de ATRA no meio de cultura quando 

comparados, isso porque existe aumento nos picos da região entre 3100 e 2800 

cm-1 e também entre 1700 cm-1, além de vários picos intercalados entre 1500 e 

1000 cm-1. 
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Figura 10- Picos de absorbância formados pela avaliação dos grupos 

experimentais observados por meio da análise por FTIR 

 

 

Legenda: Picos de absorbância formados pelos grupos experimentais e interpretados por FTIR.  

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

4.4 Ensaios de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) 

 

 

4.4.1 Interleucina 1β (IL-1β) 

 

 

Houve maior produção de IL-1β no período de sete dias, com maior 

produção no grupo experimental de NF+ATRA (Figura 11). 
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Figura 11 - Quantificação de IL-1β (pg/mL) nos grupos: C, ATRA, NF e 

NF+ATRA nos períodos de 3,7,14 dias. Destacando os valores de p = 0,00 
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Legenda: Média ± Desvio padrão da quantificação de IL-1β (pg/mL) entre os grupos experimentais durante os 

diferentes intervalos de tempo. Destacados os picos que apresentaram diferença estatisticamente significante. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
 

 

4.4.2 Interleucina (IL-6) 

 

 

Para os níveis de IL-6 (pg/mL) temos maior secreção durante o período de 

7 dias, e queda abrupta de secreção no período de 14 dias no grupo NF+ATRA. 
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Figura 12 - Média ± Desvio padrão da quantificação de IL-6 (pg/mL) nos grupos: 

C, ATRA, NF e NF+ATRA nos períodos de 3,7,14 dias. Destacando os valores 

encontrados para p=0,00 
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Legenda: Média ± Desvio Padrão da quantificação de IL-6 (pg/mL) entre os grupos experimentais durante os 

diferentes espaços de tempo. Destacado o pico que apresentou a diferença estatisticamente significante. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

4.4.3 Fator de necrose tumoral - α (TNF- α) 

 

 

A Tabela 5 mostra os valores encontrados para Média ± Desvio padrão na 

secreção de TNF-α. Em que se apresentam valores estatisticamente semelhantes 

(p≥0,05) indicando baixa produção dessa citocina, sendo essas muito pequenas ou 

indetectáveis em todos os grupos estudados.  
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Tabela 5 - Média±Desvio padrão da produção de TNF-α (pg/mL) de acordo com 

os diferentes espaços de tempo 

 

Legenda: Média±Desvio padrão encontrados para a produção de TNF-α nos períodos de 3,7,14 dias em 

nm.  

Fonte: Elaborada pela autora. 
 

 

4.5 Teste de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de 

tetrazolina) 

 

 

As médias dos resultados obtidos nos ensaios de citotoxidade foram 

obtidos após os períodos de 3, 7 e 14 dias, aplicado a todos os grupos: C, ATRA, 

NF e NF + ATRA. Os resultados foram normalizados pelo grupo C (n=100%), 

nas figuras 12, 13 e 14 podem ser observadas as médias dos grupos nos períodos 

de 3, 7 e 14 dias respectivamente. 

 

 

 

 

 

TNF-α C NF ATRA NF+ATRA 

     3 Dias 1064±0,8104 1063±0,9439 1065±2,256 1064±1,601 

7 Dias 1063±0,5680 1063±0,5527 1063±0,7406 886,3±413,9 

14 Dias 886,1±413,8 1063±0,6826 532,2±554,8 886,8±413,8 
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Figura 12- médias dos resultados do teste de MTT entre os grupos no período de 

3 dias 

 

 

Legenda: Médias MTT no período de 3 dias. Os valores encontrados para p=0,0. Em que controle é 

equivalente a NF (A) e ATRA equivalente a NF+ATRA (B). 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

Figura 13 - médias dos resultados do teste de MTT entre os grupos no período de 

7 dias 

 

Legenda: Médias MTT no período de 7 dias. Os valores encontrados para p=0,0. Em que controle é 

equivalente a NF (A) e ATRA equivalente a NF+ATRA (B). 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

A A 
B B 

B B 
A A 



37 

Figura 14- Médias dos resultados do teste de MTT entre os grupos no período de 

14 dias 

 

 

Legenda: Médias MTT no período de 14 dias. Os valores encontrados para p=0,0. Em que controle é 

equivalente a NF (A) e ATRA equivalente a NF+ATRA (B). 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

Os resultados apresentados nas tabelas 6, 7, 8 mostram, respectivamente 

cada um dos períodos: 3, 7, 14 dias, indicando que, os grupos C e NF se 

assemelharam entre si, o mesmo acontece ao comparar os grupos ATRA e 

NF+ATRA. Todavia, quando se comparam C e NF a ATRA e NF+ATRA, 

mostram diferença entre as médias. Sendo então semelhantes entre si e diferentes 

dos grupos C. Resultados demonstrados através da significância estatística, onde 

p=0,00. 

 

 

 

 

 

A A 
B B 
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Tabela 6- ANOVA – Tukey 

 sob o período de 3 dias a todos os grupos 

Grupos N Média Diferença 

Controle 18 0,05772 A 

NF 18 0,05717 A 

ATRA 18 0,04356  

NF+ATRA 18 0,04000  

Legenda: ANOVA aplicado aos grupos no período de 3 dias. A letra A demonstra a semelhança com o 

grupo controle. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Tabela 7 - ANOVA sob o período de 7 dias a todos os grupos. 

Grupos N Média Diferença 

Controle 18 0,73349 A 

NF 18 0,7540 A 

ATRA 18 0,4876  

NF+ATRA 18 0,4677  

 Legenda: Teste ANOVA período de 7 dias. A letra A demonstra a semelhança com o grupo controle. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Tabela 8- Teste ANOVA, sob o período de 14 dias a todos os grupos 

Grupos N Média Diferença 

Controle 18 0,05772 A 

NF 18 0,05717 A 

ATRA 18 0,04356  

NF+ATRA 18 0,4000  

Legenda: teste ANOVA para o período de 14 dias. A letra A demonstra a semelhança com o grupo 

controle. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

4.6 Micronúcleos 

 

 

A genotoxicidade celular foi estimada dentre os grupos através da média de MN 

formados para cada período: 7 e 14 dias (Figura 15 e 16), os valores  submetidos 

a ANOVA one-way estão representados nas figuras 17 e 18. A figura 17, 

representa o período de 7 dias, na qual apresenta que C e NF são semelhantes 

entre si e ATRA e NF+ATRA também são semelhantes entre si. Porém, são 

dispares quando comparados entre eles, apresentando p=0,00. Na figura 18, que 

representa o período de 14 dias, pode-se notar resultados parecidos, em que C e 

NF se assemelham quando comparados entre si, assim como ATRA e NF+ATRA, 

no entanto, mostram significância estatística (p=0,00) quando comparados no 

conjunto.  
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Figura 15 - Média encontrada para MN no período de 7 dias  

 

 

Legenda: Média dos valores obtidos em MN para 7 dias. Os valores encontrados para p=0,0. Em que 

controle é equivalente a NF (A) e ATRA equivalente a NF+ATRA (B). 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Figura 16- Média de MN encontrada no período de 14 dias 

 

Legenda: Média obtida sob os valores de MN para 14 dias. Os valores encontrados para p=0,0. Em 

que controle é equivalente a NF (A) e ATRA equivalente a NF+ATRA (B). 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Figura 17- Teste ANOVA sob MN, para os grupos no período de 7 dias 

 

Legenda: ANOVA sob MN no período de 7 dias. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Figura 18- ANOVA para MN no período de 14 dias 

 

Legenda: ANOVA sob MN no período de 14 dias.  

Fonte: Elaborada pela autora.  
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5 DISCUSSÃO 

 

 

O ATRA é um dos retinoides mais comuns e tem demonstrado resultados 

satisfatórios no tratamento de vários tipos de tumores (Germain et al., 2006). Em 

células de osteossarcoma inibe a proliferação e induzem a apoptose (Yang et al., 

2012). Entretanto, produz efeitos colaterais tais como: Síndrome ATRA que 

consiste de febre, insuficiência respiratória e infiltrado pulmonar (Prevedelo, 

Sagrillo, 2016). Para melhorar a qualidade de vida de pacientes que fazem uso 

deste fármaco, é necessário desenvolver técnicas capazes de reduzir os seus 

efeitos colaterais. 

Viabilizando a liberação gradual e controlada de fármacos, polímeros 

biodegradáveis a metabólitos inerentes ao organismo estão sendo usados (Tan et 

al., 2005; Loquercio et al., 2015). O fármaco é liberado pelo polímero por livre 

difusão ou sobre auto degradação e, com a diminuição da frequência de 

administração da droga, há consequentemente diminuição dos efeitos colaterais 

(Sill, Recum, 2008).  

Desta forma se propôs o uso do polímero PCL  que é amplamente utilizado 

em bioengenharia, principalmente em engenharia de tecidos, por ser 

biocompatível e biodegradável. (Baker et al., 2016). Além disso, é bastante 

versátil e possibilita sintetização, inclusive para formação de NF (Orive et al., 

2003; Sinha et al., 2004) valendo-se da técnica de eletrofiação, tornando-se viavél 

preconizar uma solução contendo solvente, fármaco e polímero, sendo essa capaz 

de passar pelo processo (Raijzer et al., 2013; Sultanova et al., 2016) sem alterar o 

mecanismo de ação do fármaco como observado neste estudo. 

O método de eletrofiação é dependente de algumas variáveis, tais como: 

diferença de potencial do campo eletromagnético, vazão da solução, distância da 

ponta da agulha ao coletor e o diâmetro da agulha (Costa et al., 2012; 57 Huang 
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et al., 2003), além da umidade e temperatura. Tendo isso em vista, variou-se a 

distância da ponta da agulha ao anteparo em 8, 10, 12, 15 e 18 cm, a diferença de 

potencial em 12 Kv, o diâmetro da agulha em 0,7 mm e o fluxo da solução em 

0,05 mL/h como no estudo de Quintino (2017). 

Neste presente estudo, selecionou-se a manta que continha as NF de menor 

diâmetro e mais uniformes (Sato, 2015). Para tanto os parâmetros de 12 Kv a uma 

distância de 18 cm, 26,7°C e umidade relativa do ar em 28% durante 15 minutos 

foram utilizados. 

A adição do ATRA foi empregada à uma concentração de 7800 µ/mol 

(Dozza et al., 2012). 

A diferença de potencial de 12Kv a uma distância de 15 cm, 31°C e 

umidade relativa do ar de 1% foi utilizada para eletrofiação da solução que 

continha PCL, acetona e ATRA até que se finalizassem os 5 ml de solução, 

podendo assim, não interferir na concentração da solução. Para que fosse 

respeitada a concentração exata a solução foi submetida a pesagem antes de ser 

eletrofiada e logo após o processo, podendo assim ser presumida a perda durante 

a produção das NF+ATRA, evitando variações na concentração final do fármaco 

nas amostras do grupo experimental. 

Após a síntese das fibras, foi realizada a espectroscopia por FTIR, que 

viabiliza a investigação da estrutura polimérica e dos componentes moleculares. 

Dentre os espectros conseguidos por FTIR entre as faixas de 4000 e 600 cm-1 , 

pois essa é a faixa comum para PCL (Gomes et al., 2017) para que se pudesse 

avaliar a liberação do ATRA no meio de cultura DMEM, foi realizado FTIR de 

ATRA puro, em pó, para assim caracterizar o padrão dos picos de absorbância 

que seriam observados nos grupos experimentais de NF e NF+ATRA, só então 

realizou-se novas aquisições de imagens dos picos de absorbância em diferentes 

períodos de tempo, 3, 7 e 14 dias, para avaliar o grau de liberação de ATRA no 

meio de cultura através da degradação do polímero no grupo experimental 

composto por NF+ATRA. Ao se comparar os picos sobrepondo-os, pôde-se notar 
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liberação de ATRA no meio de cultura. Isso pode ser observado pois existe 

aumento nos picos da região entre 3100 e 2800cm-1 e também entre 1700 cm-1 

além de vários picos intercalados entre 1500 e 1000 cm-1. Sugerindo, que o PCL 

é um polímero que tem a característica de se biodegradar de forma lenta e 

uniforme; consequentemente, liberar o fármaco de forma mais lenta, como mostra 

o FTIR com maior aumento gradual entre 3, 7 e 14 dias.   

Outro parâmetro avaliado foi o de molhabilidade, mostrando a fase de 

ângulo, em que se analisa o ângulo formado entre a fase líquida e sólida 

observando a interface entre o líquido e o ar (Wulf et al., 1999), que forma um 

ângulo de contato entre as superfícies. As imagens captadas pelo goniômetro 

óptico foram analisadas. Os valores encontrados para o teste de hidrofilicidade da 

manta de PCL apresentaram em média o valor de 97,09° sugerindo que PCL é um 

polímero hidrofóbico. Os valores encontrados para o teste de molhabilidade da 

manta de PCL com ATRA tiveram em média 112,9° sugerindo que as NF com 

ATRA são mais hidrofóbicas que as NF sem ATRA, porque o ATRA é uma 

molécula apolar.  

Após a caracterização físico química das NF experimentais, deu-se início 

os experimentos in vitro, sob a cultura de células imortalizadas MG63. 

 Cultura de células apresenta dificuldades, dentre elas, a de reproduzir os 

eventos biológicos pois é feita in vitro e, embora seja possível uma vasta 

investigação, limita o estudo pois as características do microambiente tumoral não 

podem ser avaliadas conjuntamente, mas cada evento de forma independente. 

(Cruz et al., 2009).  Estudos anteriores como os de Zitnik et al. (1994) e Dozza et 

al. (2012), sugerem que ATRA regula a função de uma grande variedade de 

células inflamatórias. 

A produção de IL-1β, IL-6, TNF-α está diretamente relacionada com o 

papel regulatório em células osteoblásticas como a MG63 e é responsável por 

promover a apoptose dessas células. (Sun et al., 2016). 
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IL-1 é um potente agente que contribui para a reabsorção óssea (Rodan et 

al., 1990). A IL-1β é uma citocina pró-inflamatória importante em resposta a 

injúrias (Dinarello, 1996), produzida e secretada por células do sistema imune 

inato (Takeuchi, Akira, 2010; He et al., 2014). Está diretamente envolvida no 

processo de carcinogênese do osteossarcoma (He et al., 2014). Foi observada a 

produção desta citocina em cultura de células MG63, células imortalizadas 

semelhantes a osteoblastos. A maior produção de IL-1β ocorreu no período de 7 

dias por todos os grupos avaliados, sendo maior no grupo NF+ATRA.  Isso sugere 

que, devido a liberação lenta do fármaco o pico de liberação ocorre próximo do 

sétimo dia, período onde provavelmente há ativação da primeira via da cascata da 

inflamação que tende a durar 48 horas; com o passar dos dias houve queda na sua 

produção, fato verificado aos 14 dias (Kumar et al., 2013).  

A estimulação de receptores de IL1-β e TNF-α, induzem elevação de IL-

6. (Kraus et al., 2012). A IL-6 é uma citocina multifuncional que desempenha um 

papel importante na homeostase ou sob alguma injúria (Ishihara, Hirano, 2002). 

Está presente ainda, no processo de carcinogênese e é responsável pela 

sobrevivência, diferenciação, migração e invasão, além de inflamação e 

metabolismo celular (Duan et al., 2002). No grupo NF+ATRA, a produção de IL6 

foi menor do que os demais grupos no período de 14 dias, sugerindo que o fármaco 

incorporado à NF pode ser eficaz no tratamento das células MG63, podendo ser 

útil no tratamento de osteossarcoma, além de dificultar o processo de metástase. 

TNF-α é uma importante citocina contra muitos tipos de câncer. No 

entanto, pode ser tóxico em altas concentrações. (Robl et al., 2016). Barbosa 

(2018) relataram que TNF-α é necessário para a carcinogênese, e que mantém as 

células em estado indiferenciado in vitro.  Neste estudo, a produção de TNF-α foi 

em quantidade muito pequena em todos os grupos testados, resultado similar ao 

de Robl et al. (2016) que relata que a TNF-α mesmo em concentrações baixas 

pode juntamente com IL-1 e outras citocinas induzir e estimular o processo 

inflamatório, além de remover patógenos e seus produtos.  
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No presente estudo, realizou-se o ensaio de MTT para investigar a 

citotoxicidade dos materiais testados, notou-se diferença entre as médias de cada 

grupo quando comparadas durante os períodos de 3, 7 e 14 dias sugerindo que 

houve alteração na atividade metabólica das células, apresentado maior 

citotoxicidade os grupos ATRA e NF+ATRA em todos os períodos. Os resultados 

mostram ainda que a atividade celular foi diminuída progressivamente ao longo 

dos dias, e o período de 14 dias apresentou maior citotoxicidade. O grupo NF foi 

similar ao grupo C nos três períodos avaliados, indicando que NF, ao se degradar, 

não produz metabólitos citotóxicos às células MG63. E o grupo experimental 

NF+ATRA foi semelhante ao grupo ATRA, sugerindo que o sistema NF+ATRA 

apresentou eficácia equivalente ao grupo ATRA. No estudo de Krzyzankova 

(2014) foi utilizada diferentes células de linhagens osteoblásticas para esse 

mesmo teste e apresentou que a citotoxicidade para ATRA é dose dependente, 

além de mostrar seus efeitos antineoplásicos, ou seja, a inibição da atividade de 

proliferação celular. No presente estudo, e com base nos resultados encontrados, 

indica-se que NF+ATRA induziu citotoxicidade celular, e sua liberação lenta no 

meio seria capaz de causar inibição na atividade de proliferação nas células MG63 

por mais tempo que com o emprego do fármaco isoladamente. 

O ensaio de MN é utilizado para a detecção de dano genético in vitro, 

(Miller et al., 1998; Ribeiro et al., 2006). Para esse teste, foram encontradas 

diferenças entre as médias dos grupos para os dois períodos de 7 e 14 dias. Os 

grupos C e NF apresentaram similaridade quando avaliados nos dois períodos, 

indicando que NF, ao se degradar, não produz metabólitos genotoxicos às células 

MG63. O grupo experimental NF+ATRA foi semelhante ao grupo ATRA, 

indicando que o sistema NF+ATRA apresenta eficácia análoga ao grupo ATRA, 

sugerindo que houve alteração induzida pelo sistema NF+ATRA na atividade 

celular. Dozza et al. 2012 demonstraram haver formação de micronúcleos em 

células MG63 utilizando ATRA na mesma concentração. Sugerindo que o 
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fármaco foi adequadamente impregnado às NF e liberado ao longo dos dias, e os 

resultados aqui encontrados representam a diminuição na atividade celular. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

A síntese de NF através da técnica de eletrofiação foi simples, rápida e de 

baixo custo. Através da caracterização físico-química, observou-se que houve 

incorporação de ATRA às NF, e sua liberação ao meio de cultura foi citotóxico e 

genotóxico em células MG63. Além de diminuir a produção e liberação de IL-1 e 

IL-6. Estes resultados são promissores, visto que o emprego da NF associado ao 

ATRA foi eficiente.  

Além disso, esta técnica pode ser uma alternativa de tratamento, 

especialmente em outras doenças além do osteossarcoma.   Estudos futuros com 

lesão potencialmente maligna serão conduzidos para se investigar a eficácia desta 

técnica para esta doença e para a qual não há tratamento eficaz. 
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