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Resumo

O estdgio supervisionado no Laboratorio de Engenharia Celular/Divisdo
Hemocentro - FMB teve por objetivo oportunizar ao aluno o exercicio dos
conhecimentos adquiridos em cultura de células, por meio de atuacdo pratica em
laboratorio, bem como proporcionar o desenvolvimento de habilidades e
competéncias pessoais e profissionais.

A presente monografia descreve o tratamento de nanoparticulas estruturadas de manganés em culturas
de células humanas tumorais prostaticas apds 24 e 48 horas, buscando identificar, de uma forma bem simples,
possiveis propriedades antitumorais destas nanoparticulas, através de andlises de viabilidade celular por coloragio
de Azul de Tripan.
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1. Introducao

Nanomedicina, nanotecnologia e nanotoxicologia sdo ciéncias complementares e
multidisciplinares visando a melhoria da vida humana (Journal of Internal Medicine, 2010).

Nos ultimos anos, a fabricagdo de nanoparticulas e exploracdo de suas propriedades
unicas tém atraido a atengdo de fisicos, quimicos, engenheiros e biologistas em geral. O
interesse em nanoparticulas resulta do fato de que as propriedades mecanicas, quimicas,
elétricas, Opticas, magnéticas, eletro e magneto-Opticas destas particulas sdo diferentes das
suas propriedades do material de origem e dependem do tamanho de particula. (Laurent e
Mahmoudi, 2011).

Cinco areas principais foram identificadas: 1- instrumentos de analise; 2-
imagem/diagndstico; 3- nanomateriais e nanodispositivos; 4- novas terapéuticas, drogas e
sistemas de distribuicdio e 5- clinica, questdes regulamentares e toxicoldgicas
(European Science Foundation, 2004).

Em se tratando de compostos nanoestruturados, uma avaliagdo completa dos efeitos
desejaveis contra os efeitos adversos é necessaria para aplicacdes seguras destes, ¢ ha grandes
desafios pela frente para responder questdes-chaves da nanotoxicologia (Journal of Internal
Medicine, 2010).

Desta forma, o presente trabalho corresponde a ensaios de toxicidade com
nanoparticulas de manganés in vitro fazendo uso de analises por microscopia e por coloracao

de azul de Tripan.

1.1. Nanoparticulas

Nao ha uma defini¢@o internacional consensual do que ¢ uma nanoparticula. Contudo,
um resumo do novo documento PAS71 (Publicy Available Specification 71), menciona:
"Uma nanoparticula ¢ um corpo tendo uma dimensao da ordem de 100 nm ou menor".

Uma observagdo deve ser associada a essa definicdo: “Propriedades tunicas que
diferenciam as nanoparticulas dos materiais de origem, tipicamente desenvolvidos em uma
escala critica de 100 nm”.

Algumas das caracteristicas das particulas tais como o tamanho, superficie da
particula, quimica de superficie e producdo de radicais livres desempenham papéis

importantes na nanotoxicidade (Ai et al, 2011). Outras caracteristicas, tais como



cristalinidade, revestimento, e a longevidade das particulas também tém sido estudadas como

parametros importantes (Schlesinger, 1995).

1.2. Tamanho

Uma reducdo no tamanho das nanoparticulas resulta em um aumento da area
superficial da particula. Portanto, mais moléculas quimicas podem se anexar a superficie do
tecido, o que aumenta a sua reatividade e resulta em um aumento em seus efeitos toxicos
(Linkov, Satterstrom e Corey, 2008).

Estudos mostram que:

-Nanoparticulas menores do que 100 nm sdo absorvidos pelas células do intestino. (Ai
etal., 2011);

-A absor¢ao de nanoparticulas menores (100 nm) no tecido linfatico é maior do que
nas células intestinais. (Ai et al., 2011);

-C¢lulas intestinais ndo podem absorver nanoparticulas maiores do que 400 nm. (Ai et
al., 2011);

-Apenas as nanoparticulas menores do que 500 nm podem entrar no sistema

circulatorio (Ai et al., 2011).

1.3. Superficie da Particula

Estudos in vitro demonstraram que as particulas muito pequenas tém mais poder
patologico e destrutivo sobre os pulmdes, em vez de as mesmas particulas de tamanho maior,
devido a sua maior area de superficie, uma maior tendéncia para conjugar € sua energia

sustentavel (Singh et all, 2007).

1.4. Quimica de Superficie

Os grupos reativos nas nanoparticulas influenciam a sua interacdo com os o materiais
biologicos e em alguns casos, pode ser possivel para prever a reatividade da superficie de
nanoparticulas (Journal of Internal Medicine, 2010). A escassez de dados, no entanto, sugere
que a verificagdo destas previsdes em laboratorio seria sensata. O grau de hidrofobicidade e

hidrofilicidade de uma superficie ¢ a principal caracteristica utilizada para estimar a



toxicidade e, assim como o tamanho, parece que a superficie da particula € critica na sua
absor¢do na mucosa intestinal. A absorcdo de nanoparticulas produzidas por polimeros

hidrofobicos ¢ maior do que a de nanoparticulas produzidas por polimeros hidréfilos
1.5. Componentes Quimicos

Componentes quimicos da superficie da particula t€ém importantes efeitos sobre as
nanoparticulas da forma que eles podem reagir com os metais. Também ¢ notavel que a
combinac¢do de alguns metais com outros causa uma toxicidade complexa, o que ndo ocorre

com os metais individualmente.
1.6. Dosagem

A toxicidade e outras reacdes dependem da dosagem prescrita e das substancias
utilizadas. Pesquisas mostram que uma dose elevada de nanoparticulas em particulas
pequenas ou grandes pode ser prejudicial a satde
1.7. Producao de Radicais Livres

A maioria ou a totalidade das particulas patogénicas produzem radicais livres no
sistema livre da célula e isto causa estresse oxidativo, o qual dd origem a inflamagao,
destruicao das células e genotoxicidade.

A superficie da particula dos radicais livres pode ativar o ciclo redox e pode levar a

uma intoxicagao celular.

1.8. Principais Nanoestruturas Aplicadas na Area Médica

1.8.1 Lipossomas
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Figura 1 - Esquema de uma Lipossoma (http://nanomedicina.webnode.pt/nanotecnologia-e-
medicina/nanoparticulas)

Sao vesiculas esféricas compostas por bicamadas (lamelas) de fosfolipidios que, por
sua vez, sdo moléculas presentes no organismo humano com afinidade tanto por agua quanto
por oleos e gorduras. Os lipossomas foram descobertos no inicio da década de 60 e podem
distinguir-se conforme o seu tamanho e numero de lamelas. Polimeros podem ser
incorporados na sua superficie, para aumentar a estabilidade e o tempo de permanéncia do
organismo. Pode-se ainda ligar a superficie de anticorpos, que atuariam como agentes

transportadores dos lipossomas para determinadas zonas do organismo.

1.8.2. Nanoemulsao

Figura 2 - Esquema de uma Nanoemulsdo (http://nanomedicina.webnode.pt/nanotecnologia-e-
medicina/nanoparticulas)

E uma nanocapsula sem revestimento polimérico. Assim como os lipossomas, podem

apresentar na sua superficie moléculas que alteram as suas propriedades.



1.8.3. Dendrimeros

Figura 3 - Esquema de um Dendrimero (http://nanomedicina.webnode.pt/nanotecnologia-e-
medicina/nanoparticulas)

Conhecidos como moléculas-cascata, sd3o moléculas formadas por um nucleo
ramificado, como ramos de uma arvore, sendo que o nimero de ramificagdes determina o
tamanho do dendrimero. As moléculas do fairmaco sdo fixadas nos espacos vazios entre as

ramificacdes.

1.8.4. Nanoparticulas poliméricas

Figura 4 - Esquema de uma nanoparticula polimérica (http://nanomedicina.webnode.pt/nanotecnologia-e-
medicina/nanoparticulas)

Desenvolvidas na década de 90, podem ser divididas em nano-esferas, compostas por
uma rede de polimeros, e nanocapsulas, que sdo goticulas de 6leo revestidas por uma fina

camada de polimeros.



1.8.5. Nanoparticulas metalicas

Figura 5 - Esquema de uma nanoparticula metalica (http://nanomedicina.webnode.pt/nanotecnologia-e-
medicina/nanoparticulas)

Sdo compostas por metais que tém propriedades diferentes daquelas observadas
macroscopicamente devido ao seu reduzido tamanho. Além de serem usadas como
transportadores de farmacos, as nanoparticulas metalicas magnéticas sdo também usadas na
magneto-hipertermia, processo pelo qual o corpo aquece onde se localizam as nanoparticulas,
tendo aplicagdes, por exemplo, no combate ao cancer. As nanoparticulas magnéticas podem

também ser levadas para qualquer parte do corpo através de um campo magnético exterior.

1.8.6. Nanoparticulas de ouro

Figura 6 - Esquema de uma nanoparticula de ouro (http://nanomedicina.webnode.pt/nanotecnologia-e-
medicina/nanoparticulas)



Estas particulas sdo constituidas por ouro e sdo revestidas por um material
biocompativel e que impeca a sua agregacdo. Estas particulas sdo usadas como método de
diagnostico, pois estas sdo capazes de refletir uma grande quantidade de radiagdo,

identificando, por exemplo, células cancerigenas.

1.8.7. Nanoparticulas de prata

Figura 7 - Nanoparticulas de prata

(http://nanomedicina.webnode.pt/nanotecnologia-e-medicina/nanoparticulas)

A prata possui uma ag¢do antimicrobiana conhecida hd muito tempo, porém na forma
de nanoparticulas tem uma superficie de contato infinitamente maior e suas propriedades sdo
enormemente aumentadas. A medicina tem demonstrado que a prata destr6i mais de 650
organismos patogénicos. Entretanto, particulas de dimensdes micrométricas causam a
obstrucdo das membranas celulares, causando envenenamento por prata, conhecido
como Argyria. Isto ndo acontece com o uso de particulas de prata em dimensdes
nanométricas. Porém, a exposi¢cdo continuada a estas nanoparticulas, mesmo que em pequenas
concentragdes, compromete a fun¢do das mitocondrias de fornecer energia a celula, podendo

levar a sua destrui¢ao.

1.8.8. Micelas poliméricas

Tém uma estrutura simples, composta por uma regiao interna hidrofébica e uma regiao

externa hidrofilica. Sdo usadas como transportadoras de farmacos.



Figura 8 - Esquema de uma Micela polimérica ((http://nanomedicina.webnode.pt/nanotecnologia-e-
medicina/nanoparticulas)

1.8.9. Nanotubos de carbono e fulerenos

Figura 9 - Esquema de um nanotubo de carbono (http://nanomedicina.webnode.pt/nanotecnologia-e-
medicina/nanoparticulas)

Sao compostos por unidades de carbono, tal como a grafite ou o diamante, mas tém
uma arquitetura que lhes confere caracteristicas especiais, como uma elevada resisténcia

mecanica e também uma grande capacidade de transporte de temperatura e eletricidade.

1.9. Aplicacoes Biomédicas

1.9.1. Carreamento de drogas

O carreamento de drogas refere-se aos agentes farmacéuticos de interesse que sdo
ocluidos ou fixados a uma matriz de polimero organico ou particulas inorganicas e, nesse
caso, a seguranca ¢ a eficicia das drogas podem ser grandemente melhoradas e

novas terapias-alvo sdo possiveis (Mahmoudi et al., 2011). A estratégia para a entrega da



droga pode ser abordada por muitos métodos, desde a modificagdo quimica de drogas por
meios (Chau et al., 2006) até por drogas encapsuladas em vesiculas (Adams et al., 2003). As
rotas de entrega também sao uma questao importante para administragdo sistémica de drogas
devido a circulacao sistémica.

Dispositivos de entrega de drogas em nanoescala que sdo estimulo-dependentes podem
responder dinamicamente a alteragcdes no ambiente, tais como mudanca de temperatura (Jeong
et al., 1997), luz (Qiu, 2001), pH (Gupta et al., 2002), ultra-som (Mitragotri, 2005) ou campos
magnéticos (Polyak e Friedman, 2009).

1.9.2. Hipertermia

A hipertermia ¢ uma das abordagens promissoras na terapia do cancer. Varios métodos
sdo empregados na hipertermia, tais como a utilizacdo de &4gua quente, aquecimento
capacitivo e aquecimento por indugdo, entre outros. No entanto, o problema técnico inevitavel
com a hipertermia ¢ a dificuldade do aquecimento uniforme apenas da regido do tumor até a
temperatura desejada sem danificar o tecido normal.

Alguns pesquisadores tém proposto o conceito de hipertermia "intracelular", e
desenvolveram particulas submicrométricas magnéticas para induzir a hipertermia (Wada et
al., 2001). Esta ideia baseia-se no principio de que uma particula magnética pode gerar calor
por perda por histerese sob um campo magnético de alta frequéncia, como por exemplo, a 500
kHz (Stauffer et al., 1984).

As particulas administradas geralmente migram para sistemas reticuloendoteliais,
como os macrofagos e as células de Kupffer do figado, bago e ganglios linfaticos (Weinstosk
e Brain, 1988). Os ganglios linfaticos sdo locais em que tumores metastaticos facilmente
crescem. No entanto, a distribuicdo de particulas magnéticas € passiva e seu controle ¢ muito
dificil.

Em 1979, Gordon et al., propuseram o conceito de hipertermia intracelular utilizando
nanoparticulas de magnetita de dextrano. Eles administraram particulas magnéticas
intravenosamente em carcinomas mamarios de ratos Sprague-Dawley e mostraram que o
aquecimento pelo campo magnético induzido ocorria em seus experimentos in vivo.

Em relagdo as propriedades importantes de particulas magnéticas para indugdo da
hipertermia, pode-se citar: ndo toxicidade, biocompatibilidade, injetabilidade, alto nivel de
acumulagdo no tumor-alvo e absor¢do efetiva da energia do Campo Magnético Alternado

(Hongo, 2002).



Na figura 10, o circulo sombreado no plano xy indica a projecdo do tumor; 4 indica a

direcdo da inje¢do das nanoparticulas e d indica a direcdo da magnetizacao.

d

Direction of
magnetization

=50

Ewdt
[=}

Sensor output [mV]

Area of the tumor (lop view)

Figura 10 - Ilustracdo esquematica do sensor de campo magnético de um tumor subcutdneo num rato e a
distribuicdo do campo magnético no tumor transplantado (Journal of Bioscience and Bioengineering -
v01.94/2002)

1.9.3. Imagem e diagnostico

A ressonancia magnética oferece a vantagem de uma elevada resolugdo espacial das
diferencas de contraste entre tecidos (Hongo, 2002).

Devido a fun¢do tunica desta modalidade de imagem, existe uma necessidade de
desenvolver agentes de contraste efetivas que irdo melhorar e alargar a sua utilidade de
diagnoéstico (Hongo; Matsumoto-cho, 2005). Quelante de ions paramagnéticos e
ferromagnéticos e nanoparticulas superparamagnéticas tém sido investigadas como agentes de
contraste e utilizados no diagnostico clinico (Hongo, 2002).

Shinkai et all. e Uchiyama et al., propuseram um método direto de deteccao de
nanoparticulas magnéticas em diagndstico de cancer. Eles desenvolveram um pequeno sensor
altamente sensivel e magnético, o sensor de impedancia magnético, para a detec¢ao de tecido

tumoral que incopore particulas magnéticas.



Tentou-se detectar estas particulas em um glioma de rato, um tumor cerebral maligno,
transplantado sob a pele da perna da cobaia (Shinkai et al., 1997).
As nanoparticulas magnéticas no tumor foram magnetizadas por um gerador de campo
magnético estatico em 1,8 T. A distribui¢ao do campo destes compostos nanoestruturados foi
detectada utilizando o sensor de imagem, além disso, a sua distribuicdo indicou que as
nanoparticulas foram localizadas apenas no tumor. Quando estes aparelhos estiverem
disponiveis para uso clinico, o diagnostico com alta sensibilidade de cancer metastatico sera

possivel.
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Figura 11 - ilustrag@o esquematica de estratégias terapéuticas usando nanoparticulas magnéticas: diagnostico e
hipertermia (Journal of Bioscience and Bioengineering — vol 100/2005)

1.9.4. Engenharia de Tecidos com o uso de nanoparticulas magnéticas

Ito at al., desenvolveram uma nova metodologia para a constru¢do de um tecido 3D
semelhante aos tecidos in vivo utilizando uma for¢ca magnética e nanoparticulas
funcionalizadas. Esta tecnologia estd atualmente sendo aplicada a varios tipos de células, tais
como células tronco mesenquimais humanas e células do epitélio pigmentar da retina,
sugerindo que estas nanoparticulas funcionalizadas sdo uma abordagem promissora para a

engenharia de tecidos.



Figura 12 - Cultura de célula em 3D crescendo com levitagdo magnética (G. Souza, Nano3D
Biosciences Inc.)

1.9.5. Separacio magnética para purificacdo e imunoensaio

A separagdo ¢ a mais documentada e, atualmente, a aplicacdo mais util de
nanoparticulas magnéticas. Muitas delas tém sido desenvolvidas como transportadores
magnéticos em processos de separagdo, incluindo purificagdo e imunoensaio. Ligantes
especificos sdo ligados a particulas magnéticas do mesmo modo como a outros
transportadores que compreendem uma matriz de polimero.
Por exemplo: na remo¢ao de uma populagdo especifica de células a partir do sangue, outras
células sanguineas dominantes interferem na cromatografia em coluna convencional de
imunoafinidade. Tem sido proposta, na purificagdo de sangue, a eliminag¢do de citocinas
especificas por particulas magnéticas, tais como interleucina-1 ou fator de necrose tumoral -
os mediadores patogénicos principais no choque séptico e na faléncia multipla de 6rgaos.

As nanoparticulas também s3o usadas em imunoensaios, os quais sdo utilizados, por
exemplo, na detec¢do de virus ou na dosagem de hormonios. Logo, podem ser uteis para

encurtar tanto a adsor¢ao tanto os passos de separacao.

1.10. LNCaP

A linhagem de células LNCaP foi estabelecida a partir de uma lesdo metastatica de
adenocarcinoma da prostata de homem. As células LNCaP crescem prontamente in vitro (até

8 x 10° células /cm?, tempo de duplicagio de 60 horas), sdo altamente resistentes ao



interferon do fibroblasto humano e ¢ aneuploide (de 76-91 cromossomos) (Horoszewicz et al.,
1983).

Figura 13 - Células LNCaP - 20x /zoom 1.5 (foto pelo autor)

2. Justificativa

Obtendo-se controle sobre nanoparticulas podemos aumentar a sua utilizacdo,
reduzindo os seus efeitos prejudiciais e permitindo-lhes assim ser utilizadas em praticas
médicas, tais como na cura do cancer de prostata. Apenas com mais pesquisa e utilizacao de
evidéncias cientificas, ferramentas de microscopia e outro métodos de andlises, podemos
descobrir as vantagens ou desvantagens de suas aplicagdes. Avaliar a citotoxidade de
nanoparticulas de manganés em culturas de células tumorais prostaticas ¢ apenas uma forma

bésica de identificar possiveis propriedades antitumorais destes compostos.

3. Objetivo Geral

Avaliar a citotoxidade de nanoparticulas de Manganés sobre a viabilidade de cultura

de células tumorais prostaticas da linhagem LNCaP.

4. Objetivos Especificos



1) Estabelecimento de banco de células da linhagem LNCaP.
2) Cultivo e expansdo de células LNCaP.
3) Tratamento das culturas com as nanoparticulas e analise de viabilidade por azul de

Tripan apds 24 e 48 horas.

5. Material e Métodos

5.1. Obtencao das Nanoparticulas

As Nanoparticulas foram obtidas com o Instituto de Quimica da Universidade Federal

da Grande Dourados, onde foram sintetizadas utilizando-se do método de Pechini.

5.1.1. Técnica de Pechini para a sintese de oOxidos metalicos nano
estruturados

O método dos precursores poliméricos ou método “Pechini” ¢ utilizado na sintese de
diversos 6xidos policatidonicos. O método ¢ baseado na formacdo de quelatos entre os cations
metalicos (dissolvidos como sais em solug¢ao aquosa) com um acido hidroxicarboxilico, como
o0 acido citrico. Apds a sintese da solugdo de citrato (a), ¢ adicionado um polidlcool, como o
etileno glicol para promover a polimerizacdo pela reacdo de poliesterificacdo (b) entre o

citrato metalico e o etileno glicol, conforme ilustra o esquema na Figura.

— OH —C O
HOOC CHI\ / .n HOOC—C Hg\ /
P + M [ C I/\I S
HOOC—CH,” ‘cooH HOOC—CH,” \co0’ (2)
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Figura 14 - Esquema das reagdes quimicas para a sintese de 6xidos metéalicos nanoestrturados (esquema
fornecido pelo Prof. Dr°. Andrelson Rinaldi -UFGD)



Os precursores metalicos sdo combinados quimicamente para formar os compostos na
estequiometria desejada durante a pirdlise. Durante o processo forma-se um polimero viscoso,
e através de tratamentos térmicos ocorre a remoc¢ao do excesso de solvente. Posteriormente,
ocorre um segundo tratamento térmico para que ocorra a remogao total do material carbonico,
obtendo-se a fase ceramica desejada. As temperaturas de processamento do precursor tanto na
retirada de excesso de solvente como na retirada de material carbonico deve ser previamente
avaliada, pois diferentes temperaturas acarretam a formacao de fases distintas e materiais com

tamanho de particulas diferenciadas.

5.2. Descongelamento, Expansdo e Congelamento de Células da Linhagem

LNCaP Para Experimentos e para Estabelecimento de Banco de Células

5.2.1. Descongelamento celular

O descongelamento ocorre de forma rapida. Simplesmente retirou-se a ampola do
freezer -80° C e colocou-se em banho-maria a 37° C imediatamente. Apesar de todo o cuidado
durante o congelamento, o processo de criopreservacao ¢ danoso para as células e, portanto,
apds o seu congelamento as células foram colocadas em meio de cultivo RPMI com uma

concentracao de 10% de soro fetal bovino.

5.2.2. Propagacao da cultura celular

Para manter as células em cultura ¢ necessario utilizar técnicas basicas que evitem a
morte celular dentro da garrafa ou placas de cultivo. As células normalmente possuem
inibicao por contato e, quando em uma garrafa (ou no caso deste experimento, uma placa) de
cultivo, se a quantidade de células exceder um nimero tal que impossibilite o crescimento
normal da monocamada, as células se inibirdo e haverd morte. Pode ocorrer sobreposicao e
consequente formag¢do de uma massa celular, como mostra a foto seguinte de um dos pocos da

cultura.



Figura 15 - Células LNCaP - 20x - zoom 1.5 ( foto pelo autor)

De qualquer forma, ¢ extremamente importante que se retire quantidades de células
periodicamente da garrafa de modo a manter a populagdo sempre com um niimero ideal.
O processo de renovagao de células de uma garrafa para outra ¢ chamado passagem. O

numero de passagens se refere ao numero de vezes que essa cultura foi subcultivada. Muitas

linhagens continuas sdo capazes de manter as caracteristicas iniciais do tecido original com
algumas passagens, enquanto as células transformadas ndo mantém as caracteristicas originais
e sdo capazes de permanecer em cultura por um grande numero passagens (chegando até
virtualmente ao infinito nimero de passagens).

As células aderentes, tais como a linhagem LNCaP, possuem um método especifico

para efetuar a sua passagem, por se encontrarem aderidas ao fundo da garrafa de cultivo. Para

que as células aderentes possam se ligar ao fundo da garrafa € necesséario que o fundo tenha

uma carga negativa. Superficies como vidro e metal, que possuem uma carga liquida negativa,

sdo excelentes superficies para a adesdo celular.

Plasticos sdo muito utilizados em cultivo celular, mas para que o plastico desenvolva
carga negativa € necessario um tratamento prévio com agentes quimicos, como agentes
oxidantes, ou fisicos, como a luz ultravioleta e a radiacdo. A carga negativa € necessaria, pois
a adesdo celular ocorre por meio de forgas eletrostaticas e da interagdo dessas cargas com
glicoproteinas de adesdo e com cations divalentes, como Ca™ e Mg™. Esta interacio, entdo,
desencadeia uma sinalizacdo intracitoplasmatica que acarretard na producdo e liberagdo de
proteinas da matriz extracelular pela propria célula, onde a célula ird aderir, espraiar e iniciar
sua proliferacao.

A matriz extracelular de um tecido ¢ uma mistura complexa de proteinas,

glicoproteinas, lipideos, glicolipideos e mucopolissacarideos. As macromoléculas que



constituem a matriz sdo secretadas por células locais, especialmente fibroblastos. Essa matriz
contém trés importantes proteinas fibrosas: colageno, elastina e fibronectina contidas em um
gel hidratado formado por uma rede de cadeias de glicosaminoglicanos. Todas essas
macromoléculas sdo secretadas localmente por células em contato com a matriz. Linhagens
macrofagicas sdo uma exceg¢do, pois sua adesdo ¢ mediada por proteoglicanos, um processo

diferente do descrito.
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Figura 16- Adesdo Celular medida por proteinas de adesdo (livro: Conceitos e Métodos para a Formagdo de
Profissionais em Laboratérios de Satide/capitulo 5)

As células foram cultivadas em placas de 12 pocos até atingirem uma confluéncia
aproximada de 90%, quando foram feitas desagregacdes enzimaticas — a tripsinizacdo. Foi
utilizado 1 ml de tripsina em cada poco. A tripsina hidrolisa cadeias polipeptidicas nos
radicais lisil-arginil formando terminacdes de clivagem, éster e amida. Essa reagdo
desestrutura a matriz, impossibilitando a liga¢do dos receptores da superficie celular, ligados
ao citoesqueleto e a matriz, obrigando as células a rearranjarem seu citoesqueleto.

Devido a inespecificidade da enzima, ndo se deve deixar a célula muito tempo em sua
presenca, para nao haver lise celular. Neste caso, foram deixadas as culturas de células por 5
minutos, sob efeito da tripsina, em estufa a 95 % de umidade e 5% de concentragdo de CO,.
Em seguida, foi acrescentado o meio de cultura RPMI a 10% de soro fetal bovino (para inibir
o efeito da tripsina) e os tubos colocados para centrifugar por 10 minutos a 1200 RPM. Em
seguida descartou-se o sobrenadante e foi acrescentado 6 ml de meio de cultura para

replaquear as células.



5.2.3. Estabelecimento de banco de células: congelamento celular

Manter células congeladas significa atrasar, em anos, quaisquer alteragdes que
poderiam ocorrer quando em cultura. Tais alteragdes sdo dispensaveis para os laboratorios de
cultura de células e os grandes bancos mundiais fornecedores de linhagens.

As células das culturas foram congeladas em freezer a -80° C. O procedimento mais
utilizado no congelamento celular é o lento. Nesse processo hd diminuicdo da temperatura,
vagarosamente acarretando a solidificagdo da agua que se encontra no meio de cultura. Isso
aumenta a concentragao de soluto fora da célula e faz com que a 4gua saia através do processo
de osmose. A saida da agua da célula faz com que ela murche.

Assim, a medida que a agua sai, ela se congela no exterior, deixando a célula
desidratada. Nesse processo, a dgua do meio externo é congelada formando cristais que
podem se reorganizar no exterior da célula. A formacao de cristais e reorganizagdo dentro da
célula leva ao rompimento da membrana celular, matando as células. Isso ¢ impedido com o
processo lento de congelamento.

Crioprotetores sdo substancias que, sob diferentes mecanismos moleculares, tornam a
membrana das células protegidas dos cristais. Neste experimento, o DMSO foi o crioprotetor
usado, a 10% de soro fetal bovino.

O DMSO ¢ uma molécula sem carga real, mas que possui um momento dipolar. Sua
acdo estd relacionada a interagdo da molécula com as membranas fosfolipidicas e com o
ambiente externo & membrana. Assim, durante o congelamento, a molécula impede fases de
transmissdo dos lipideos de membrana que chegam a promover a fusdo de varias membranas.

O DMSO ¢ toxico para as células e por isso ¢ utilizado somente no momento do

congelamento, sendo indispensavel sua retirada do meio apds o descongelamento da cultura.

5.3. Tratamento das Culturas Celulares com os Compostos

Nanoestruturados

Em cada poco das placas 12 wells foi pipetado 1 ml de uma mistura de RPMI +
nanoparticula correspondente (solu¢do de 6 ml de meio + 240 pL de nanocomposto

estruturado). As nanoparticulas vieram em concentracao de 0,2 mg/mL.
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Figura 17 - Esquema da placa de 12 pocos mostrando como foram feitos os tratamentos em triplicata

Por ndo se ter conhecimento prévio que as nanoparticulas ndo foram preparadas em
ambiente estéril, os tratamentos das células com os respectivos compostos causaram
contaminacdo nos meios de cultura, tendo que descarta-los e iniciar os experimentos
novamente, visto que fungos e bactérias competem pelos nutrientes do meio fazendo com que

as cé¢lulas morram. Além disso, metabolizam o meio de forma rédpida modificando o pH ideal

de cultivo.

Figura 18 - Células LNCaP contaminadas apds o tratamento com as nanoparticulas sem serem filtradas com o
filtro millipore 0.22 micrometros




Nos experimentos posteriores, as solugdes preparadas (de 6 ml de meio + 240 pL de
nanocomposto estruturado) foram filtradas em filtro de 0,22 pum, para reter qualquer tipo de

contaminagao preexistente.

5.4. Analise de Viabilidade por Azul de Tripan em Contador Automatico e

Analise por Microscopia Invertida

Figura 19 - Contador automatico Countess™ e Microscopio de inversdo Zeiss Axiovert 200 (fotos pelo autor)

Para se fazer as andlises com o contador automatico, pipetou-se 1 pL. da amostra
desejada e 1 pL de azul de Tripan na cdmara descartavel de contagem de células, de uso
proprio do aparelho. O volume total de células contadas ¢ a mesma contagem de um
hemocimetro padrao.

As andlises morfoldgicas foram feitas com o Microscopio de inversdo Zeiss Axiovert

200, o qual ¢ usado no Laboratério de Engenharia Celular.

5.4.1 Analises apos 24 horas de tratamento

MnO — MnO — Acido
Amostra Controle MnO
APTMS Folico
A 81% e 5,2x10° | 67% e 5,7x10° | 69% e 6,9x10° | 90% e 7,1x10°
B 78% e 6,6x10° | 78% e 4,7x10° | 74% e 6,4x10° | 92% e 6,6x10°
C 80% € 9,6x10° | 68%e5,4x10° | 68%e 7,5x10° | 89% e 6,2x10°

Tabela 1- Viabilidade celular em porcentagem e nimero de células vivas/ml, respectivamente.




Figura 20 - Controle 24 horas - aumento 5x

Figura 21 - Tratamento com MnO apo6s 24 horas - aumento 5x



Figura 23 - Tratamento com MnO - Acido Félico apds 24 horas - aumento 5x



5.4.2 Analises apos 48 horas de tratamento

MnO — MnO — Acido
Amostra Controle MnO
APTMS Folico
A 81% e 1,1x10° | 57%e6,1x10° | 86% e 7,4x10° | 91% e 4,3x10°
B 84% e 1x10° 72% e 7,1x10° 75% e 8x10° 91% e 8x10°
C 91%e 7,6 x10° | 72%¢€5,5x10° | 93%e5,7x10° | 91%e 5,5x10°

Tabela 2 - Viabilidade celular em porcentagem e nimero de células vivas/ml, respectivamente.

Figura 24 - Controle 48 horas - aumento 10x

Figura 25 - Tratamento com MnO apo6s 48 horas - aumento 10x




Figura 26 - Tratamento com MnO - APTMS apds 48 horas - aumento 10x

Figura 27 - Tratamento com MnO - Acido Félico apds 48 horas - aumento de 10x



6. Resultados e Discussao

Para determinar o grau de citotoxicidade das nanoparticulas, foram feitos um grupo
controle e trés grupos de tratamento com cada nanocomposto correspondente, conforme
descrito na metodologia, com concentracdes de 0,2 mg/mL, sendo usadas placas de 12 pogos,
todos em triplicata.

Apo0s o tratamento de 24h e 48h com as nanoparticulas, foi quantificado o nimero de
células vivas e a viabilidade celular em cada poco. Os resultados sdo expressos em células
vivas/ml e em porcentagem, respectivamente.

No tratamento de 24 horas, ao se fazer uma andlise morfologica, podemos observar
um nitido indice de apoptose com os tratamentos de MnO. Ao avaliar o grau de
citotoxicidade, podemos confirmar que este grupo foi significamente anti-proliferativo (p <
0,001 com um intervalo de confianca de 95%) ao se comparar com o grupo Controle. Ha

diferenca relevante também ao se comparar o grupo controle com o tratamento MnO-APTMS.
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* Resultados significativos, para p< 0,05

No tratamento de 48 horas notam-se também claros sinais de apoptose no grupo MnO
(com grau de citotoxicidade significamente importante, com p < 0,001, intervalo de confiancga
de 95%). Porém, neste caso, apds as 48 horas, o grupo MnO-APTMS ja ndao ¢ mais

antiproliferativo, notando-se que as células voltam a se expandir normalmente.



Tratamento apods 48 horas
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* Resultado significativo, para p< 0,05

O proximo passo seria determinar o mecanismo de morte celular quantificando por
Western Blotting as principais proteinas envolvidas no processo de apoptose, ja que estas
nanoparticulas possuem propriedades magnéticas e, portanto, ndo podem ser usadas em testes
com o Citometro de Fluxo. As células dos experimentos foram congeladas para estas futuras
analises.

Cabe ressaltar que, para uso clinico, ndo ¢ suficiente o fato de nanoparticulas
possuirem um efeito antiproliferativo sobre células tumorais in vitro. Pesquisas para se avaliar
os efeitos fisioldgicos e toxicos ao organismo como um todo sdo necessarios caso se deseje

fazer uso de futuras aplicagdes terapéuticas..
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