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Girondi CM. Sintese e caracterizagdo de acido-all-trans-retinoico incorporados a
nanofibras polimeéricas e seus efeitos sobre células de osteossarcoma
[dissertagdo]. S@o José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2018.

RESUMO

As nanofibras (NF) podem ser sintetizadas por meio de eletrofiacdo, um método
simples que permite incorporacdo de farmacos em biopolimeros que apresentam
a vantagem de serem liberados de forma gradual. Policaprolactona (PCL)
apresenta a vantagem de poder ser eletrofiada permitindo a incorporacdo de
farmacos. Os acidos retinoicos sdo farmacos 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 farmaco a elas e verificar a liberacdo ao
meio de cultura; realizar testes de citoxicidade e genotoxicidade tais como:
crescimento, integridade, viabilidade e microndcleo de células MG63 tratadas
com NF incorporada com ATRA e analisar a secrecdo das citocinas pro
inflamatorias: IL-1p, IL-6 e TNF-a por meio do teste ELISA. As NF sintetizadas
por meio da eletrofiacdo foram caracterizadas morfologicamente e
bioquimicamente por meio de microscopia eletrénica 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 incluidos 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), micronucleo e ELISA sob
0s tempos de 3, 7 e 14 dias. A liberacdo do farmaco 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 diferenca estatistica de p=0,00, sendo signficante para todos
0s periodos de tempo nos testes de MTT e MN, além de ser verificada a secrecao
de citocinas proinflamatorias IL-1p e IL-6, comprovando os efeitos citotoxicos e
genotoxicos sob células MG63 mostrando a efetividade da técnica. Podendo ser
uma alternativa para o tratamento.

Palavras-chave: ~ Acido  all-trans-retinoico.  Eletrofiagdo.  Nanofibras.
Policaprolactona. Cultura de células. Osteossarcoma.



Girondi CM. Sintesis and characterization of all-trans-retioic-acid incorporated
to polymers Nanofibers under human osteossarcoma cells [dissertation]. Séao
José dos Campos (SP): Séo Paulo State University (Unesp), Institute of Science
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-1p, IL-6 and TNF-
o 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-1p 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 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a nanotecnologia apresenta-se emergente e as
técnicas de fabricacdo de nanomateriais tém sido aprimoradas por grupos de
pesquisa em todo o mundo (Haider et al., 2015; Fonseca et al., 2018; Ding et al.,
2018). Dentre suas aplicacOes estdo a incorporacdo de substancias que as fazem
servir de arcabouco para a administragdo, permitindo a liberagdo controlada de
substancias, tais como farmacos (Loquercio et al., 2015).

Os sistemas de incorporacdo oferecem beneficios relevantes, pois
protegem o principio ativo das interpéries ambientais, assim como reacdes de
deterioracédo, além de promoverem a camuflagem do sabor, cheiro e a liberacéo
controlada da substancia (Gosh, 2006). A sintese de sistemas de nanocarregadores
com farmacos apresenta limitagdes fisicoquimicas e fisioldgicas porque 0s
sistemas devem ser biocompativeis e biodegradaveis a metabolitos inerentes ao
organismo (Tan et al., 2005).

A eletrofiacdo desperta interesse pois possibilita fabricar nanoestruturas
com propriedades distintas, como grande superficie de contato e porosidade
fibrosa. As propriedades mecénicas das fibras aumentam quando o didmetro
interno da fibra for diminuido (Tan et al., 2005). A eletrofiacdo forma mantas
poliméricas formadas a partir da propriedade de arraste na solucdo, onde sob
forcas eletrostaticas formam fibras interconectadas, que sdo captadas sob um
anteparo (Santos, 2017).

A eletrofiacdo é um dos métodos mais simples para a preparacdo de
nanofibras e oferece uma nova perspectiva para os biopolimeros, pois permite
reduzir o diametro das estruturas para a ordem de grandeza de nandmetros,
aumentando assim, a relacdo entre superficie, volume e massa, além de
possibilitar alteracdes nas propriedades mecanicas do polimero em questéo (Hiep,
Lee, 2010).
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A Policaprolactona (PCL) € um poliéster alifatico, hidrofobico, cristalino,
que degrada lentamente e ndo libera residuos acidos ou toxicos ao meio
(Woodruff, Hutmacher, 2010; Dash, Konkimalla, 2012; Tiwari et al., 2016; Yao
et al., 2017). Apresenta propriedades mecanicas adequadas, amplamente
utilizadas em bioengenharia, principalmente em engenharia de tecidos onde serve
como arcabouco ou dispositivos para estruturacdo de vasos sanguineos, pele e
tend@es pois € biocompativel e biodegradavel. (Baker et al., 2016). E um polimero
versatil que possibilita diversas formas de sintetizacdo, inclusive a formacéo de
nanofibras (NF) (Orive et al., 2003; Sinha et al., 2004). Além disso, farmacos
podem ser dissolvidos junto ao polimero dando origem a uma mistura capaz de
passar pelo processo de eletrofiagdo, permitindo sistemas de entrega de drogas
(Raijzer et al., 2013; Sultanova et al., 2016) de liberacédo lenta, aumentando a
meia-vida do farmaco e, consequentemente reduz a frequéncia de administragéo,
motivando a adesdo do paciente a terapia medicamentosa (Orive et al., 2003;
Sinhaet al., 2004). Um dos exemplos, € o tratamento para osteossarcoma, embora
acidos retinoicos (derivados da vitamina A) sejam eficazes e bem tolerados,
podem desenvolver alguns problemas clinicos resultantes das altas doses que
podem ser toxicas levando a efeitos colaterais como a sindrome da
“hipervitaminose A” (Kong et al., 2005) e a sindrome do &cido retinoico
caracterizada por febre, aumento de peso, dificuldade respiratéria, infiltrado
pulmonar intersticial e pleural e pericardico, hipotensdo episodica e insuficiéncia
renal aguda (Tariq et al., 2014), levando o individuo a resisténcia ao uso do
medicamento (Dozza et al., 2012).

Os derivados da vitamina A desempenham um papel importante no
desenvolvimento embrionério e manutencdo de funcbes de Orgdos vitais em
adultos (Yang et al, 2012). Estes regulam a diferenciacdo e metabolismo 4sseo,
ativando o receptor de acido retinoico (RAR) que se liga no receptor retinoide X
(RXR) como um heterodimero (Yang et al., 2012). O sinal retinoico € identificado

por marcadores celulares especificos através de receptores nucleares: o receptor
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de &cido 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 sdo efetivos na reducdo do crescimento, diferenciacdo e apoptose
tumoral que possuem ligantes de RAR. Os Retinoides se aliam aos fatores de
transcricdo e complexo ligante-receptor promovendo a regulacdo de sua
expressdo, induzindo ou suprimindo a transcri¢do genica (Brito et al., 2010).

O ATRA (all-trans-retinoic-acid) € mais comum entre 0s retinoides e tem
demonstrado resultados satisfatorios no tratamento de varios tipos de tumores
(Germain et al., 2006) pois, inibe a proliferacdo e induz a apoptose em células de
osteossarcoma. Para melhorar o prognaostico de pacientes com esta enfermidade,
€ necessario 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 hipdtese de que ATRA associada
as NF sera capaz de se biodegradar em meio de cultura e promover liberacdo do

farmaco em quantidade suficiente para induzir apoptose in vitro.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

Caracterizar NF, verificar se ATRA foi impregnado as NF, e se o sistema
de entrega (NF+ATRA) é capaz de induzir apoptose em células de osteossarcoma
da linhagem MG63.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram:

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

¢ Avaliar se ATRA foi incorporado em NF e liberado no meio de cultura;
e Realizar testes de citoxicidade e genotoxicidade tais como: crescimento,
integridade, viabilidade e micronucleo das células MG63 tratadas com NF
impregnada com ATRA;

e Analisar a secrecdo das citocinas pro inflamatorias: IL-1p, IL-6 e TNF-a

por meio do teste ELISA.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Sintese das Nanofibras (NF)

Para a sintese das nanofibras foi utilizado o polimero policaprolactona
(PCL) (Sigma Aldrich, Saint Louis, EUA/ lote: MKBX1062V) que se apresenta
comercialmente sob forma de flocos ou pedagos de coloracdo branca ou
esbranquicada, dissolvido em acetona (Sigma Aldrich, Saint Louis, EUA), sob
variacdo de temperatura de 26,2 a 27,7 °C, umidade de 27 a 31% e presséo
atmosférica de 1 atm. Para cada 5 mL de acetona foram acrescidos 0,6 g de PCL,
para gque a solucdo alcancasse a concentracédo de 12%. A solucdo permaneceu sob
agitacdo magnética por 48 horas para que fosse homogeneizada e em seguida

eletrofiada.

Figura 1- Formula linear da Policaprolactona

- -n

Fonte: Sigma Aldrich.
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3.2 Técnica de Eletrofiacdo

A solucdo previamente homogeneizada foi eletrofiada por meio do
equipamento constituido por uma fonte de alta tensdo (Spellman High voltage
eletronics co, Hawppauge, NY, EUA), uma seringa plastica (BD, Juiz de Fora,
MG, Brasil) com agulha de ponta reta e diametro de 0,7 mm? (Injex, Séo Paulo,
SP) e uma bomba de fluxo continuo (Kd Scientific, Holliston, MA, EUA) (Figura
2). As nanofibras obtidas foram coletadas sob um anteparo com revestimento
metélico de folha de aluminio. Previamente, foram testadas algumas variaveis a
fim de se otimizar a eletrofiagéo, tais como: tensao, distancia da ponta da seringa
ao anteparo e fluxo da solucdo (Tabela 1). E sO entdo selecionaram-se 0S

parametros mais eficazes para a sintese.

Figura 2- Fotografia do processo de eletrofiacéo

Fonte: Elaborada pela autora.
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Subsequentemente, foi realizada nova diluigdo de PCL em acetona para a
incorporacdo do ATRA. Foram acrescidos a solucdo de 0,3 mg de PCL e 2,5 mL
de acetona e mais 0,4mg de ATRA para encontrar a propor¢do de 7800 uM. E,
para gque essa proporcao fosse mantida por todas as NF do grupo, foi eletrofiada a
quantidade total da solucéo, tendo sido feita ainda, pesagem da manta eletrofiada
para garantir que nao houve variagao ou perda na propor¢do. Propiciando assim a
sintese do grupo NF + ATRA.

3.3 Caracterizacdo Morfoldgica das NF

3.3.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Foi retirado um fragmento de tamanho aleatorio das NF sintetizadas sob
cada variagédo do processo de eletrofiacdo, em seguida as amostras foram fixadas
em suporte metalico e recobertas com uma camada fina de ouro para metalizacédo
(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, Republica Tcheca) operando sob alto vacuo, 15-25 kV, e
spot de 5,0.

A analise realizada permitiu avaliar a morfologia e a medicdo dos
didmetros das NF. Os diametros foram medidos através do software de analise de
imagens ImageJ, e foram utilizadas 100 medicOes para cada amostra. Dessa
forma, foi possivel obter média e desvio padréo dos didmetros de cada amostra,
assim optou-se por escolher as fibras que apresentaram menor diametro médio e

mais homogéneas.

3. 4 Caracterizacdo quimica 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 0 equipamento Thermo Scientific
Modelo Nicolet 6700. As amostras foram depositadas sobre o porta-amostra para
proceder a leitura (Figura 3), e pressionadas com o auxilio de célula de carga plana
de aco inoxidavel (100 g/F), para se obter 0 maximo contato da amostra com
cristal de diamante e 0 ATRA.

Os espectros de Infravermelho foram registrados, através do uso do
software Spectrum (versdo 10.4.3, PerkinElmer Waltham, Masachusetts, EUA).
Os espectros foram adquiridos no modo de absorbancia, com faixa de transmissédo

entre 4000 e 650 cm, 32 varreduras, a uma resolucdo de 4cm™.

Figura 3- Realizacdo do FTIR

Fonte: Elaborada pela autora.

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

superficie do material
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O angulo de contato das superficies foi analisado por meio de um
Goniémetro optico (TL 1000 — Invoiced freight, Theta Lite, Attension, Lichfield,
Staffordshire, RU), em que uma seringa deposita uma gota de 4gua destilada sobre
as superficies 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 interpretacdo dos dados foi dada a partir do angulo de contato formado
entre a superficie do material e a gota de agua depositada pelo Goniémetro optico,
foi considerada hidrofilica a superficie que apresentasse angulo de contato menor
que 90°, ou hidrofébica, para os angulos de contato que se apresentassem maiores

que 90°.

3.6 Taxa de degradacéo

Fragmentos das NF e de NF+ATRA de 0,5 cm x 0,5 cm foram imersas em
meio de cultura celular DMEM esteéril, dentro de pocos de placas de cultura
celular de 24 pocgos, a 37°C pelo periodo de 3, 7 e 14 dias. Ao final de cada
periodo, foi realizada espectrometria por FTIR do meio aquoso para determinar a
liberacdo do farmaco durante esses periodos de tempo.

As amostras foram divididas em 4 grupos e avaliadas em trés periodos

diferentes de tempo conforme descrito no fluxograma.
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Figura 4 — Divisdo dos grupos e periodos avaliados.

Grupo 1: C Grupo 2: ATRA Grupo 3: NF Grupo 4: NF +ATRA

3 dias

7 Dias

14 dias

Fonte: Elaborada pela autora.

3.7 Cultivo e manutencdao celular

Foram cultivadas células de osteossarcoma humano da linhagem MG63,
obtidas do banco de células da Associacdo Técnico Cientifica 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 a temperatura de 37°C, com umidade
atmosfeérica contendo 5% de CO,, até obtencdo do nimero necessario de células
para 0s experimentos in vitro.

As células foram plagueadas em uma placa de 24 pog¢os sob concentracdo
de 1,5 x 10* células/pogo e o nimero de células foi calculado com auxilio da
camara de Neubauer. As placas foram deixadas em estufa a temperatura de 37°C,
com umidade atmosférica contendo 5% de CO; por 24 horas. Apds esse periodo,

as células foram lavadas com PBS (Phosfate Buffer Saline) estéril e apirogénico
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e, entdo, submetidas aos testes de producdo de citocinas apds exposicdo ao ATRA,
sob a liberacdo por NF, como mostra a figura 5.

Apbs o periodo de 24 horas, as celulas foram novamente incubadas nos
diferentes grupos que continham: somente células (C), somente ATRA, NF e NF
+ ATRA. Os grupos experimentais foram incubadas sob a concentracéo de 7800

UM de ATRA e analizados nos periodos de 3, 7 e 14 dias.

Figura 5- Cultivo celular na placa de 24 pogos

Legenda: placa de 24 pocos mostrando os 4 grupos estudados
Elaborada pela autora

3.8 Ensaios de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

O teste imunoenziméatico ELISA foi realizado para quantificar as
citocinas, interleucina IL- 1B, IL-6 e o fator de necrose tumoral (TNF)-a. Para
tanto, placas de microtitulagdo de 96 pocos (Nunc, Dinamarca) foram
sensibilizadas com anticorpos de captura, especificos para cada citocina (R&D
Systems, NE), sendo acrescidos 100 uL/po¢o na concentragdo estabelecida pelo

fabricante. Os testes foram realizados em duplicata. As placas permaneceram
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overnight em temperatura ambiente. Transcorrido o periodo, as placas foram
lavadas com 300 pL de tampao de lavagem (PBS acrescido de 0,05% de Tween
20) por 3 vezes seguidas. Em seguida, 300 pL/poco de tampao de bloqueio (PBS
acrescido de 0,1% de Soro de Albumina Bovino - BSA) foram adicionados a placa
que foi deixada por 1 h em temperatura ambiente. Apos a lavagem, a curva padrao
de citocinas foi adicionada (100 uL/pogo) respeitando a concentragdo estabelecida
pelo fabricante ou 100 uL de cada amostra (sobrenadantes da cultura celular)
referente a cada um dos grupos (C, NF, ATRA, NF+ATRA) para cada periodo de
tempo 3, 7 e 14 dias. As placas foram acondicionadas em temperatura ambiente
por um periodo de 2 horas. Apos procedimentos de lavagem, foram acrescentados
100 uL em cada poco das placas de anticorpo de deteccdo marcado com biotina e
por mais 2 horas as placas foram reservadas em temperatura ambiente. Novas
lavagens foram realizadas e logo apo6s foram adicionados 100 plL/poco de
estreptavidina conjugada com peroxidase. Em seguida, por 20 minutos, a
temperatura ambiente e protegidas da luz, as placas permaneceram por 20
minutos. Apés lavagem, foram adicionadas 100 ul./pogo da solugdo de substrato
cromogénico, composta por partes iguais de reagente A e B (peroxido de
hidrogénio e tetrametilbenzidina). E, por mais 20 minutos as placas foram
mantidas ao abrigo da luz e a temperatura ambiente. Logo em seguida, acresceu-
se 50 puL/pogo de acido sulfurico 2N (solugdo de parada). A leitura das placas foi
feita através do leitor de microplacas (Cambrex EIx808cse - Lonza), sob
densidade oOptica de 450 nm. Os dados obtidos foram convertidos em

concentracdo (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 avaliagdo da viabilidade celular da
linhagem utilizada neste estudo. Apds terem sido incubadas até atingirem a
concentracgdo de 15 x 103 foram submetidas ao teste.

Neste teste, enzimas redutases presentes em células viaveis degradam o
MTT e d&o origem ao formazan, quantificado por espectrofotdmetro. Para tanto,
a solucdo de MTT [brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-yl)2,5-difeniltetrazélio]
(Sigma Aldrich) foi preparada a 0,5 mg/mL PBS (phosphate buffered saline —
LGS Biotecnology, Cotia, Brasil). Foi adicionado 100 pL/poco da solugao de
MTT e a placa de 96 pogos foi deixada em estufa a 37°C por 1 hora, ao abrigo de
luz. O sobrenadante foi descartado e todos os pocos lavados com 200 uL de PBS.
Em seguida, 100 pL/poco de dimetilsulféxido (DMSO — Sigma Aldrich) foram
acrescentados e a placa foi incubada por 10 min em estufa a 37°C, seqguido de 10
min de agitacdo em mesa orbital para homogeneizacéo do conteudo de cada poco.
A leitura da absorbancia das amostras foi executada em leitor de microplaca
(Solab, Piracicaba, Brasil) sob o comprimento de onda de 570 nm. Os resultados
obtidos em densidade Otica foram convertidos a 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 analise de
variancia de 1 fator com teste de Dunnett para comparacdo entre grupos,

considerando p<0,05.

3.10 Teste de Micronucleos (MN)

A verificacdo da frequéncia de micronucleos (MN) foi utilizada para
avaliar a genotoxicidade do ATRA a uma concentracdo de 7800 uM sobre a

cultura celular a partir dos grupos experimentais e grupo controle. Para tanto, 15
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x 10° células/mL de DMEM foram cultivadas em placas de 24 pogos 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. Apo6s
incubacéo de 24 horas, 0 sobrenadante foi descartado e foram feitas lavagens com
PBS para descarte de células ndo viaveis. Posteriormente, as células foram fixadas
por 10 minutos com formaldeido 10%. Apo6s nova lavagem, foram adicionados
200 pL de PBS e uma gota de fluoroshield with DAPI, como mostra a figura 6.

A placa foi mantida sob agitacdo em mesa orbital (Solab) por 5 minutos
sob protecédo da luz. Em seguida, com auxilio de microscopio de fluorescéncia
(Axiovert 200, Zeiss, Jena, Alemanha) foi verificada a frequéncia de MN em 1000
celulas contadas, corados em azul.

As meédias obtidas foram calculadas com o auxilio do software MATLAB,
versdao R2017a, em que foi aplicado o teste one-way ANOVA que considera
p<0,05.

Figura 6 — Fotomicrografia exibindo o teste de micronudcleos, Fluorocromo
DAPI

Fonte: elaborada pela autora
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4 RESULTADOS

4.1 Sintese das NF

Para selecionar os parametros empregados na sintese de NF sem ATRA,

realizaram-se variag6es conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1- VVariacao de parametros para a eletrofiacdo das NF de PCL demonstrado
em negrito o parametro 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 distancia em centimetros, °C a temperatura em graus Celsius, UR
(%) a porcentagem da umidade relativa do ar e min o tempo em minutos. Em Negrito o pardmetro selecionado,
NF mais finas e mais homogéneas.

Fonte: Elaborada pela autora.

As amostras de NF sintetizadas com ATRA foram variadas conforme a
tabela 2.
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Tabela 2- Variacdo de parametros para a eletrofiagdo 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 distancia em centimetros, °C a temperatura em graus Celsius, UR
(%) a porcentagem da umidade relativa do ar e min o tempo em minutos. Em Negrito o pardmetro selecionado,
NF +ATRA mais finas e mais homogéneas.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2 Caracterizacdo morfoldgica

4.2.1 Aspecto macroscopico

As amostras coletadas sob o papel metélico por meio do processo de
eletrofiacdo apresentaram aparéncia continua e densa, o volume das NF formadas
nos diferentes pardmetros 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 possuiam flexibilidade e

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

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.2 MEV

A caracterizacdo morfolégica das amostras foi realizada por MEV,
possibilitando a observacdo de aspectos como: a formacdo de NF, a variacdo de
diametros de fios, porosidade, e possiveis defeitos na estrutura.

A morfologia de cada amostra mostrou diferencas no diametro das NF e
verificou-se um emaranhado de fios dispostos aleatoriamente uns sobre 0s outros.

As amostras de NF + ATRA mostraram diferencas no diametro e volume
de producéo das fibras quando comparadas entre si e quando comparadas as NF,
verificou-se ainda, um emaranhado de fios dispostos aleatoriamente uns sobre 0s

outros, ora apresentando fibras mais espessas ora menos (Figura 8).
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Figura 8 - Fotomicrografiaem 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. 1) 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 Analise do diametro médio das NF

Os diametros medidos por meio do software de analise de imagens
ImageJ, em que se aferiu 100 medi¢Ges por amostra, foram computados para que
se estimasse a média e desvio padréo dos diametros. Foram escolhidas as amostras
que se apresentaram mais homogéneas e com menor didmetro (Sato et al., 2015).
Primeiramente, foram conseguidas as medidas referentes as NF e seus valores

variaram conforme a tabela 3.

Tabela 3- Média e desvio padréo dos diametros das NF

MEDIA (um) 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 didmetros das NF com ATRA, e entéo
calculadas as médias e desvio padrdo das medidas desse grupo, como demonstra

a tabela 4.
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Tabela 4 - Média e desvio padrdo dos diametros das NF com ATRA.

MEDIA (um) 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 caracterizacdo dos picos de absorbancia referentes ao estudo foi
realizada sob o espectro FTIR respeitando a faixa entre 4000 e 600 cm™™.

Inicialmente, realizou-se FTIR de ATRA puro, em pd, fazendo o uso de
uma laminula de microscopio para que houvesse o bloqueio do oxigénio do ar,

impedindo qualquer tipo de interferéncia (Figura 9).
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Figura 9 - Andlise de FTIR realizada para caracterizar os picos referentes ao
ATRA

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 650
cm-

Nome Descrigio
> ——ATRA Amostra 001 por Administrator data quarta..

Legenda: Analise de FTIR caracterizando os picos referentes ao ATRA.
Fonte: Elaborada pela autora.

Tendo padronizados os picos de absorbancia comuns no ATRA, realizou-
se entdo novas leituras de picos de absorbancia em diferentes periodos de tempo,
para que se pudesse observar a liberacdo de ATRA no meio de cultura DMEM,
através da degradacdo do polimero no grupo experimental composto por
NF+ATRA. Na figura 10, se pode comparar todos os picos avaliados e
sobrepostos mostrando que houve liberagdo de ATRA no meio de cultura quando
comparados, isso porgue existe aumento nos picos da regido entre 3100 e 2800
cm™ e também entre 1700 cm™, além de vérios picos intercalados entre 1500 e
1000 cm'™,
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Figura 10- Picos de absorbancia formados pela avaliagdo dos grupos

experimentais observados por meio da andlise por FTIR

2500 2000 1500 1000 650
cm-

Legenda: Picos de absorbéancia 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 1 (IL-1p)

Houve maior producdo de IL-1p no periodo de sete dias, com maior

producdo no grupo experimental de NF+ATRA (Figura 11).
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Figura 11 - Quantificacao de IL-1p (pg/mL) nos grupos: C, ATRA, NF e
NF+ATRA nos periodos de 3,7,14 dias. Destacando os valores de p = 0,00

20-
3 CONTROLE

— 3 NF

2 + 3 ATRA

=2 3 NF+ATRA

o

~ 10-

=y

A

= 51 +

" 3dias 7 dias 14 dias

Legenda: Média + Desvio padrdo da quantificacdo de IL-1p (pg/mL) entre 0s grupos experimentais durante os
diferentes intervalos de tempo. Destacados 0s picos que apresentaram diferenca estatisticamente significante.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.4.2 Interleucina (I1L-6)

Para os niveis de IL-6 (pg/mL) temos maior secrecao durante o periodo de

7 dias, e queda abrupta de secrecdo no periodo de 14 dias no grupo NF+ATRA.
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Figura 12 - Média + Desvio padrédo da quantificacdo de IL-6 (pg/mL) nos grupos:
C, ATRA, NF e NF+ATRA nos periodos de 3,7,14 dias. Destacando os valores

encontrados para p=0,00

1000-
3 CONTROLE
800+ CJ NF
= = ATRA
=
S 6007 3 NF+ATRA
o
o 400-
-
200
+

3 dias 7 dias 14 dias

Legenda: Média + Desvio Padrdo da quantificacdo de IL-6 (pg/mL) entre 0os grupos experimentais durante os
diferentes espagos de tempo. Destacado o pico que apresentou a diferenca estatisticamente significante.
Fonte: Elaborada pela autora.

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

A Tabela 5 mostra os valores encontrados para Média + Desvio padrdo na
secrecdo de TNF-a. Em que se apresentam valores estatisticamente semelhantes
(p>0,05) indicando baixa producéo dessa citocina, sendo essas muito pequenas ou

indetectaveis em todos 0s grupos estudados.
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Tabela 5 - MédiatDesvio padrdo da produgdo de TNF-a (pg/mL) de acordo com

os diferentes espacos de tempo

TNF-a C NF ATRA NF+ATRA

3Dias 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

Legenda: MédiatDesvio padrdo encontrados para a producao de TNF-a nos periodos de 3,7,14 dias em
nm.
Fonte: Elaborada pela autora.

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

tetrazolina)

As medias dos resultados obtidos nos ensaios de citotoxidade foram
obtidos apds os periodos 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 periodos

de 3, 7 e 14 dias respectivamente.
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Figura 12- médias dos resultados do teste de MTT entre 0s grupos no periodo de
3 dias

MTT 3 Dias

120 A
100 A

80 B B

60

40

20

0
Controle NF ATRA NF +ATRA

Legenda: Médias MTT no periodo 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 0s grupos no periodo de
7 dias

MTT 7 dias

120
100 A A
80 B
60
40
20

0

Controle NF ATRA NF+ATRA

Legenda: Médias MTT no periodo 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.



37

Figura 14- Médias dos resultados do teste de MTT entre 0s grupos no periodo de
14 dias

MTT 14 Dias

120
100 A
80 B
60
10
20

0

Controle NF ATRA NF+ATRA

Legenda: Médias MTT no periodo 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 periodos: 3, 7, 14 dias, indicando que, os grupos C e NF se
assemelharam entre si, 0 mesmo acontece ao comparar 0s grupos ATRA e
NF+ATRA. Todavia, quando se comparam C e NF a ATRA e NF+ATRA,
mostram diferenca entre as médias. Sendo entdo semelhantes entre si e diferentes
dos grupos C. Resultados demonstrados através da significancia estatistica, onde
p=0,00.



Tabela 6- ANOVA — Tukey

sob o periodo de 3 dias a todos 0s grupos
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Grupos N Media Diferenca
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 periodo de 3 dias. A letra A demonstra a semelhanga com o

grupo controle.
Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 7 - ANOVA sob o periodo de 7 dias a todos 0s grupos.

Grupos N Média Diferenca
Controle 18 0,73349 A
NF 18 0,7540 A
ATRA 18 0,4876
NF+ATRA 18 0,4677

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

Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 8- Teste ANOVA, sob o periodo de 14 dias a todos 0s grupos

Grupos N Media Diferenca
Controle 18 0,05772 A
NF 18 0,05717 A
ATRA 18 0,04356
NF+ATRA 18 0,4000

Legenda: teste ANOVA para o periodo de 14 dias. A letra A demonstra a semelhanga com o grupo
controle.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.6 Micronucleos

A genotoxicidade celular foi estimada dentre os grupos através da média de MN
formados para cada periodo: 7 e 14 dias (Figura 15 e 16), os valores submetidos
a ANOVA one-way estdo representados nas figuras 17 e 18. A figura 17,
representa o periodo de 7 dias, na qual apresenta que C e NF sdo semelhantes
entre si e ATRA e NF+ATRA também sdo semelhantes entre si. Porém, sdo
dispares quando comparados entre eles, apresentando p=0,00. Na figura 18, que
representa o periodo 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 significancia estatistica (p=0,00) quando comparados no

conjunto.
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Figura 15 - Média encontrada para MN no periodo de 7 dias
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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 periodo de 14 dias
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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.



Figura 17- Teste ANOVA sob MN, para 0s grupos no periodo de 7 dias
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Legenda: ANOVA sob MN no periodo de 7 dias.
Fonte: Elaborada pela autora.
Figura 18- ANOVA para MN no periodo de 14 dias
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Error 2853.3 32 89.17
Total 17485 35

Legenda: ANOVA sob MN no periodo de 14 dias.
Fonte: Elaborada pela autora.
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5 DISCUSSAO

O ATRA ¢é um dos retinoides mais comuns e tem demonstrado resultados
satisfatorios no tratamento de varios tipos de tumores (Germain et al., 2006). Em
células de osteossarcoma inibe a proliferacdo e induzem a apoptose (Yang et al.,
2012). Entretanto, produz efeitos colaterais tais como: Sindrome ATRA que
consiste de febre, insuficiéncia respiratoria e infiltrado pulmonar (Prevedelo,
Sagrillo, 2016). Para melhorar a qualidade de vida de pacientes que fazem uso
deste farmaco, é necessario desenvolver técnicas capazes de reduzir 0s seus
efeitos colaterais.

Viabilizando a liberacdo gradual e controlada de farmacos, polimeros
biodegradaveis a metabolitos inerentes ao organismo estdo sendo usados (Tan et
al., 2005; Loquercio et al., 2015). O farmaco € liberado pelo polimero por livre
difusdo ou sobre auto degradacdo e, com a diminuicdo da frequéncia de
administracdo da droga, ha consequentemente diminuicdo dos efeitos colaterais
(Sill, Recum, 2008).

Desta forma se prop6s o uso do polimero PCL que é amplamente utilizado
em bioengenharia, principalmente em engenharia de tecidos, por ser
biocompativel e biodegradavel. (Baker et al., 2016). Além disso, é bastante
versatil e possibilita sintetizacdo, inclusive para formacdo de NF (Orive et al.,
2003; Sinha et al., 2004) valendo-se da técnica de eletrofiacéo, tornando-se viavél
preconizar uma solucdo contendo solvente, farmaco e polimero, sendo essa capaz
de passar pelo processo (Raijzer et al., 2013; Sultanova et al., 2016) sem alterar o
mecanismo de acdo do farmaco como observado neste estudo.

O metodo de eletrofiacdo é dependente de algumas variaveis, tais como:
diferenca de potencial do campo eletromagnético, vazao da solucéo, distéancia da

ponta da agulha ao coletor e o didmetro 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
disténcia da ponta da agulha ao anteparo em 8, 10, 12, 15 e 18 cm, a diferenca de
potencial em 12 Kv, o didametro da agulha em 0,7 mm e o fluxo da solucdo em
0,05 mL/h como no estudo de Quintino (2017).

Neste presente estudo, selecionou-se a manta que continha as NF de menor
diametro e mais uniformes (Sato, 2015). Para tanto os parametros de 12 Kv a uma
distancia de 18 cm, 26,7°C e umidade relativa do ar em 28% durante 15 minutos
foram utilizados.

A adicdo do ATRA foi empregada a uma concentracdo de 7800 p/mol
(Dozza et al., 2012).

A diferenca de potencial de 12Kv a uma distancia de 15 cm, 31°C e
umidade relativa do ar de 1% foi utilizada para eletrofiacdo da solucdo que
continha PCL, acetona e ATRA até que se finalizassem os 5 ml de solucéo,
podendo assim, ndo interferir na concentracdo da solucdo. Para que fosse
respeitada a concentracdo exata a solucédo foi submetida a pesagem antes de ser
eletrofiada e logo ap6s o0 processo, podendo assim ser presumida a perda durante
a producdo das NF+ATRA, evitando varia¢des na concentracdo final do farmaco
nas amostras do grupo experimental.

Apbs a sintese das fibras, foi realizada a espectroscopia por FTIR, que
viabiliza a investigacao da estrutura polimérica e dos componentes moleculares.
Dentre os espectros conseguidos por FTIR entre as faixas de 4000 e 600 cm™,
pois essa é a faixa comum para PCL (Gomes et al., 2017) para que se pudesse
avaliar a liberacdo do ATRA no meio de cultura DMEM, foi realizado FTIR de
ATRA puro, em po, para assim caracterizar o padrdo dos picos de absorbancia
que seriam observados nos grupos experimentais de NF e NF+ATRA, s6 entao
realizou-se novas aquisicdes de imagens dos picos de absorbancia em diferentes
periodos de tempo, 3, 7 e 14 dias, para avaliar o grau de liberacdo de ATRA no
meio de cultura através da degradacdo do polimero no grupo experimental

composto por NF+ATRA. Ao se comparar 0s picos sobrepondo-os, pdde-se notar
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liberacdo de ATRA no meio de cultura. Isso pode ser observado pois existe
aumento nos picos da regido entre 3100 e 2800cm™ e também entre 1700 cm*
além de varios picos intercalados entre 1500 e 1000 cm™. Sugerindo, que o PCL
€ um polimero que tem a caracteristica de se biodegradar de forma lenta e
uniforme; consequentemente, liberar o farmaco de forma mais lenta, como mostra
0 FTIR com maior aumento gradual entre 3, 7 e 14 dias.

Outro parametro avaliado foi o de molhabilidade, mostrando a fase de
angulo, em que se analisa 0 angulo formado entre a fase liquida e soélida
observando a interface entre o liquido e o ar (Wulf et al., 1999), que forma um
angulo de contato entre as superficies. As imagens captadas pelo gonidbmetro
Optico 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
polimero hidrofébico. 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 sédo mais hidrofébicas que as NF sem ATRA, porque o ATRA € uma
molécula apolar.

Apbs a caracterizacgéo fisico quimica das NF experimentais, deu-se inicio
0S experimentos in vitro, sob a cultura de células imortalizadas MG63.

Cultura de células apresenta dificuldades, dentre elas, a de reproduzir 0s
eventos biologicos pois é feita in vitro e, embora seja possivel uma vasta
investigag&o, limita o estudo pois as caracteristicas do microambiente tumoral ndo
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 funcdo de uma grande variedade de
celulas inflamatorias.

A producéo de IL-1p, IL-6, TNF-a esta diretamente relacionada com o
papel regulatério em células osteoblasticas como a MG63 e € responsavel por

promover a apoptose dessas células. (Sun et al., 2016).
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IL-1 é um potente agente que contribui para a reabsor¢do 6ssea (Rodan et
al., 1990). A IL-1B é uma citocina pro-inflamatéria importante em resposta a
injurias (Dinarello, 1996), produzida e secretada por células do sistema imune
inato (Takeuchi, Akira, 2010; He et al., 2014). Esta diretamente envolvida no
processo de carcinogénese do osteossarcoma (He et al., 2014). Foi observada a
producdo desta citocina em cultura de celulas MG63, células imortalizadas
semelhantes a osteoblastos. A maior producdo de IL-1p ocorreu no periodo de 7
dias por todos os grupos avaliados, sendo maior no grupo NF+ATRA.. Isso sugere
que, devido a liberacdo lenta do farmaco o pico de liberagdo ocorre proximo do
sétimo dia, periodo onde provavelmente ha ativacao da primeira via da cascata da
inflamacéo que tende a durar 48 horas; com o passar dos dias houve queda na sua
producdo, fato verificado aos 14 dias (Kumar et al., 2013).

A estimulacao de receptores de IL1-B e TNF-q, induzem elevacéo de IL-
6. (Kraus et al., 2012). A IL-6 € uma citocina multifuncional que desempenha um
papel importante na homeostase ou sob alguma injaria (Ishihara, Hirano, 2002).
Esta presente ainda, no processo de carcinogénese e € responsavel pela
sobrevivéncia, diferenciacdo, migracdo e invasdo, além de inflamacdo e
metabolismo celular (Duan et al., 2002). No grupo NF+ATRA, a producdo de IL6
foi menor do que os demais grupos no periodo de 14 dias, sugerindo que o farmaco
incorporado a NF pode ser eficaz no tratamento das células MG63, podendo ser
atil no tratamento de osteossarcoma, além de dificultar o processo de metéastase.

TNF-a ¢ uma importante citocina contra muitos tipos de cancer. No
entanto, pode ser tdxico em altas concentragcdes. (Robl et al., 2016). Barbosa
(2018) relataram que TNF-a ¢ necessario para a carcinogénese, e que mantém as
celulas em estado indiferenciado in vitro. Neste estudo, a produgédo de TNF-a foi
em quantidade muito pequena em todos 0s grupos testados, resultado similar ao
de Robl et al. (2016) que relata que a TNF-a mesmo em concentracdes baixas
pode juntamente com IL-1 e outras citocinas induzir e estimular o processo

inflamatorio, além de remover patégenos 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 diferenca entre as médias de cada
grupo quando comparadas durante os periodos de 3, 7 e 14 dias sugerindo que
houve alteracdo na atividade metabolica das células, apresentado maior
citotoxicidade os grupos ATRA e NF+ATRA em todos os periodos. Os resultados
mostram ainda que a atividade celular foi diminuida progressivamente ao longo
dos dias, e o periodo de 14 dias apresentou maior citotoxicidade. O grupo NF foi
similar ao grupo C nos trés periodos avaliados, indicando que NF, ao se degradar,
ndo produz metabolitos citotoxicos as células MG63. E o grupo experimental
NF+ATRA foi semelhante ao grupo ATRA, sugerindo que o sistema NF+ATRA
apresentou eficacia equivalente ao grupo ATRA. No estudo de Krzyzankova
(2014) foi utilizada diferentes células de linhagens osteoblasticas para esse
mesmo teste e apresentou que a citotoxicidade para ATRA é dose dependente,
além de mostrar seus efeitos antineoplasicos, ou seja, a inibicdo da atividade de
proliferacdo celular. No presente estudo, e com base nos resultados encontrados,
indica-se que NF+ATRA induziu citotoxicidade celular, e sua liberacao lenta no
meio seria capaz de causar inibi¢do na atividade de proliferacdo nas celulas MG63
por mais tempo que com o emprego do farmaco isoladamente.

O ensaio de MN ¢ utilizado para a deteccdo de dano genético in vitro,
(Miller et al., 1998; Ribeiro et al., 2006). Para esse teste, foram encontradas
diferencas entre as médias dos grupos para os dois periodos de 7 e 14 dias. Os
grupos C e NF apresentaram similaridade quando avaliados nos dois periodos,
indicando que NF, ao se degradar, ndo produz metabolitos genotoxicos as células
MG63. O grupo experimental NF+ATRA foi semelhante ao grupo ATRA,
indicando que o sistema NF+ATRA apresenta eficacia analoga ao grupo ATRA,
sugerindo que houve alteracdo induzida pelo sistema NF+ATRA na atividade
celular. Dozza et al. 2012 demonstraram haver formacdo de micronucleos em

células MG63 utilizando ATRA na mesma concentracdo. Sugerindo que o
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farmaco foi adequadamente impregnado as NF e liberado ao longo dos dias, e 0s

resultados aqui encontrados representam a diminuigdo na atividade celular.
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6 CONCLUSAO

A sintese de NF através da técnica de eletrofiacdo foi simples, rapida e de
baixo custo. Através da caracterizacdo fisico-quimica, observou-se que houve
incorporacdo de ATRA as NF, e sua liberagdo ao meio de cultura foi citotoxico e
genotoxico em células MG63. Alem de diminuir a producéo e liberacdo de IL-1 e
IL-6. Estes resultados sdo 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 doencas além do osteossarcoma. Estudos futuros com
lesdo potencialmente maligna serdo conduzidos para se investigar a eficacia desta

técnica para esta doenca e para a qual ndo ha tratamento eficaz.



49

REFERENCIAS"

Altucci L, Leibowitz MD, Olgivie KM, de Lera AR, Groneymeyer H. RAR and
RXR modulation in cancer and metabolic disease. Nat Rev Drug Discov.
2006;6:739-810.

Baker SR, Banerjee S, Bonin K, Guthold M. Determining the mechanical
properties of electrospun poly-g-caprolactone (PCL) nanofibers using AFM and
a novel fiber anchoring technique. Mater Sci Eng C Mater Biol Appl. 2016
Feb;59:203-212. doi: 10.1016/j.msec.2015.09.102.

Barbosa PH, Carneiro F, Martelli A, Trigo EL. Signaling pathway of Tumor
Necrosis Factor Alpha (TNF-a) release and synthesis in exercise. Arch Health
Invest. 2018;7(3):91-5.

Brito MDF, Sant'Anna IP, Galindo JCS, Rosendo LHP, Santos JB. Avaliagéo
dos efeitos adversos clinicos e alteracOes laboratoriais em pacientes com acne
vulgar tratados com isotretinoina oral. An Bras Dermatol. 2010;85(3):331-7.

Costa RGF, Oliveira JE, Paula GF, Picciani PHS, Medeiros ES, Ribeiro C,
Mattoso LHC. Eletrofiacdo de polimeros em solucéo. Parte I1: aplicacdes e
perspectivas. Polimeros. 2012; 22(2):178-85. doi: 10.1590/S0104-
14282012005000026

Cruz M, Enes M, Pereira M, Dourado M, Ribeiro SAB. Modelos experimentais
em oncologia: O contributo da cultura de células para o conhecimento da
biologia do cancer. Rev Port Pneumol.2009;15(4):669-81.

Dash TK, Konkimalla VB. Poly-¢-caprolactone based formulations for drug
delivery and tissue engineering: a review. J Control Release. 2012; 158:15-33.

Dinarello, CA. Biologic basis for interleukin-1 in disease. Blood.1996;87(6):
2095-147.

Ding Y, Cai M, Cui Z, Huang L, Wang L, Lu X, Cai Y. Synthesis of low-
dimensional polyion complex nanomaterials via polymerization-induced
electrostatic self-assembly. Chem Asian J. 2018;130(4):1065-8.

* Baseado em: International Committee of Medical Journal Editors Uniform Requirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical journals: Sample References [Internet]. Bethesda: US NLM; ¢2003 [atualizado 20 ago
2013; acesso em 25 out 2014]. U.S. National Library of Medicine; [about 6 p.]. Disponivel em:
http://www.nIm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Determining+the+mechanical+properties+of+electrospun+poly-%CE%B5-caprolactone+(PCL)+nanofibers+using+AFM+and+a+novel+fiber+anchoring+technique.
http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html

50

Dozza B, Papi A, Lucarelli E, Scotlandi K, Pierini M, Tresca G, et al. Cell
growth Cell growth inhibition and apoptotic effect of the rexinoid 6-OH-11-O-
hydroxyphenantrene on humanosteosarcoma and mesenchymal stem cells. Appl
In Vitro Toxicol. 2012;26(1):142-9.

Duan Z, Lamendola DE, Penson RT, Kronish KM, & Seiden MV.
Overexpression of IL-6 but not IL-8 increases paclitaxel resistance of U-20S
human osteosarcoma cells. Cytokine. 2002;17(5):234-42.

Fonseca AS, Kuijpers E, Kling KI, Levin M, Koivisto A J, Nielsen SH,
Koponen IK. Particle release and control of worker exposure during laboratory-
scale synthesis, handling and simulated spills of manufactured nanomaterials in
fume hoods. J Nanopart Res. 2018;20(2):48.

Germain P, Eichele G, Evans RM, Lazar MA, Leid M, De Lera AR, Lotan R,
Mangelsdorf DJ, Gronemeyer H. International union of pharmacology LVIII.
Retinoid X receptors. Pharmacol. 2006;58(4):760-72.

Gomes, R C, Sintese e caracterizacdo do poli (pcl-tmc) uretana para utilizacéo
como biomaterial.[dissertacdo].S&o Carlos:Univ Federal de S&o Carlos; 2017.

Ghosh SK. Functional coatings: by Polymer microencapsulation. Wiley: John
Wiley & Sons. 2006.

Guedes da Silva IC. Sintese, caracterizacéo e atividade antimicrobiana de
sistemas encapsulados de 6leo de canela e cinamaldeido associados ao polimero
poli (€- caprolactona) PCL,[dissertacdo].Pernanbuco: Universidade Federal de
Pernambuco; 2016.

Haider A, Haider S, Kang IK. A comprehensive review summarizing the effect
of electrospinning parameters and potential applications of nanofibers in
biomedical and biotechnology. ARABJC. 2015;8(6):749-896.

He Y, Liang X, Meng C, Shao Z, Gao Y, Wu Q, Yang S. Genetic
polymorphisms of interleukin-1 beta and osteosarcoma risk Int J Orthop.
2014;38(8):1671-6. doi.org/10.1007/s00264-014-2374-2

Hiep NT, Lee BT. Electro-spinning of PLGA/PCL blends for tissue engineering
and their biocompatibility. J Comput Surg. 2010;21(6):1969-78.

Huang ZM, Zhang YZ, Kotaki M, Ramakrishna S. A Review on Polymers
Nanofibers by Electrospinning and Their Applications in Nanocomposites.
Comp Sci Tech. 2003;(63):2223-53.



o1

Ishihara K, Hirano T. IL-6 in autoimmune disease and chronic inflammatory
proliferative disease. Cytokine & growth factor rev. 2002;13(4-5), 357-6

Kong G, Kim HT, Wu K, DeNardo D, Hilsenbeck SG, Xu XC, Lamph WW, et
al. The retinoid X receptor selective retinoid LGD1069, down regulates
cyclooxygenase-2 expression in human breast cell through transcripition factor
crosstalk, implication for molecular-based chemoprevention. Cancer Res.
2005;65:3462-9.

Kumar V, Abbas AK, Aster JC. Robbins patologia basica. Rio de Janeiro:
Elsevier; 2013.

Kraus D, Deschner J, Jager A, Wenghoefer M, Bayer S, Jepsen S, et al. Human

B-defensins differently affect proliferation, differentiation, and mineralization of
osteoblast-like MG63 cells. Annu Rev Vis Sci. 2012;227(3):994-1003.

Krzyzankova M, Chovanova S, Chlapek P, Radsetoulal M, Neradil J, Zitterbart
K, et al. LOX/COX inhibitors enhance the antineoplastic effects of all-trans
retinoic acid in osteosarcoma cell lines. JCO Precis Oncol. 2014;35(8):7617-27.

Loquercio A, Castell-Perez E, Gomes C, Moreira RG. Preparation of chitosan-
alginate nanoparticles for trans-cinnamaldehyde entrapment. Curr Opin Food
Sci. 2015;80(10):1-11.

Miller B, Potter-Locher F, Seelbach A, Stopper H, Utesch D, Madle S.
Evaluation of the in vitro micronucleus test as an alternative to the in vitro
chromosomal aberration assay: position of the GUM Working Group on the in
vitro micronucleus test. Gesellschaft fur Umwelt-Mutations-forschung. Mutat
Res. 1998;410(1):81-116.

Orive G, Hernandez RM, Rodriguez GA, Dominquez-Gil A, Pedraz JL. Drug
delivery in biotechnology: presente and future. Curr Opin Biotechnol.
2003;14:659-64.

Prevedello CP, Sagrillo MR. Leucemia promielocitica aguda. Disciplinarum
Scientia Saude. 2016;8(1):39-50.

Quintino LF. Desenvolvimento de nanofibras dos polimeros policaprolactona e
permanganato de potassio atraves da técnica de eletrofiacdo. In: Congresso de
Ciéncia e Tecnologia da UTFPR campus Dois Vizinhos. 2017.p.436-8.



52

Rajzer I, Menaszek E, Kwiatkowski R, Planell JA, Castano O. Electrospun
gelatin/poly (e-caprolactone) fibrous scaffold modified with calcium phosphate
for bone tissue engineering. Mater Sci Eng C Mater Biol Appl. 2014,;44:183-90

Ribeiro AR, Kellermann A, Santos LR, Fittél AP, Nascimento VVP. Resisténcia
Antimicrobiana em Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Hadar isoladas
de carcacas de frango. Arq Inst Biol. 2006:73(3):357-60.

Robl B, Botter SM, Boro A, Neri D, Fuchs B. Targeting of metastatic
osteosarcoma with F8-TNF-alpha in an orthotopic mouse model. 2016;589.
d0i:10.1158/1538-7445.AM2016-589.

Rodan SB, Wesolowski G, Chin J, Limjuco GA, Schmidt JA, Rodan G A IL-1
binds to high affinity receptors on human osteosarcoma cells and potentiates
prostaglandin E2 stimulation of cAMP production. J Immunol.
1990:145(4):1231-7.

Santos JD. Sintese, caracterizacao e atividade antimicrobiana de nanofibras de
polietilmetacrilato/nistatina produzidas por eletrofiacdo [disserta¢do]. Sdo José
dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (UNESP), Instituto de Ciéncia
e Tecnologia; 2017.

Sato TP. Obtencéo e caracterizacdo de nanofibras eletrofiadas via solucéo de
quitosana com e sem inclusdo de hidroxiapatita [dissertacdo]. S&o Jose dos
Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (UNESP), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2015.

Sill TJ, Recum HA. Electrospinning: applications in drug delivery and tissue
engineering. Biomaterials. 2008;29(13):1989-2006. doi:
10.1016/j.biomaterials.2008.01.011.

Sinha VR, Bansal K, Kaushik R, Kumria R, Trehan A. Poly-e-caprolactone
microspheres and nanospheres: an overview. Int J Pharm Technol.
2004;278(1):1-2

Sultanova Z, Kaleli G, Kabay G, Mutlu M. Controlled release of a hydrophilic
drug from coaxially electrospun polycaprolactone nanofibers. Int J Pharm
Technol. 2016;505(1-2):133-8.

Sun M, Yang J, Wang J, Hao T, Jiang D, Bao G, et al. TNF-a. is upregulated in
T2DM patients with fracture and promotes the apoptosis of osteoblast cells in
vitro in the presence of high glucose. Cytokine. 2016:80:35-42.



53

Takeuchi O, Akira S. Pattern recognition receptors and inflammation. Cell.
2010:140(6): 805-20.

Tan SH, Inai R, Kotaki M, Ramakrishna S. Systematic parameter study for
ultrafine fiber fabrication via electrospinning process. Polymer.
2005:46(16):6128-34.

Tariq Z, Phinney RC, Mohamed I. A case of life-threatening retinoic acid
syndrome and review of literatur. Circ Genom Precis Med. 2014;21(2):e28-e30.

Tiwari AP, Joshi MK, Kim JI, Unnithan AR, Lee J, Park CH, et al. Bimodal
fibrous structures for tissue engineering: Fabrication, characterization and in
vitro biocompatibility. Curr Opin Colloid Interface Sci. 2016;476:29-34.

Woodruff MA, Hutmacher DW. The return of a forgotten polymer-
polycaprolactone in the 21st century. Prog Colloid Polym Sci. 2010;35(10):
1217-56

Wulf M, Michel S, Grundke K, Del Rio OIl, Kwok DY, Neumann AW.
Simultaneous determination of surface tension and density of polymer melts
using axisymmetric drop shape analysis. Curr Opin Colloid Interface Sci.
1999;210(1):172-81.

Yao Q, Cosme JG, Xu T, Miszuk JM, Picciani PH, Fong H, et al. Three
dimensional electrospun PCL/PLA blend nanofibrous scaffolds with
significantly improved stem cells osteogenic differentiation and cranial bone
formation. Biomaterials. 2017;115:115-27.

Yang QJ, Zhou LY, Mu YQ, Zhou QX, Luo JY, Cheng L, et al. All-trans
retinoic acid inhibits tumor growth of human osteosarcoma by activating Smad
signaling-induced osteogenic differentiation. Int J Cancer Manag.
2012;41(1):153-60.

Zitnik RJ, Kotloff RM, Latifpour J, Zheng T, Whiting NL, Schwalb J, et al.
Retinoic acid inhibition of IL-1-induced IL-6 production by human lung
fibroblasts. J Immunol Regen Med 1994;152(3):1419-27.



