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Funcionalidade diagnóstica e terapêutica de nanopartículas 

magnéticas contra o câncer 

 

Resumo: O desenvolvimento de nanopartículas para aplicações clínicas, tanto no 

diagnóstico quanto no tratamento do câncer envolve estudos visando melhorar a 

biocompatibilidade, estabilidade química, capacidade de carregamento de drogas, 

entrega dirigida, sinais de imagem e resposta térmica ou fotodinâmica das 

nanopartículas. Nesta revisão, abordamos as propriedades físico-químicas, 

aplicações e terapêutica com nanopartículas, especialmente as magnéticas de 

óxido de ferro, como um sistema promissor para diagnóstico e tratamento do 

câncer.  

 

I. As nanopartículas multifuncionais como veículos para o diagnóstico e 

o tratamento do câncer 

Nos últimos anos, as nanopartículas foram desenvolvidas para finalidades 

relacionadas à administração de medicamentos, tratamentos de câncer e 

diagnóstico, com estratégias para melhorar a eficácia dos tratamentos em 

nanoescala através da adição de elementos funcionais, melhorias na segmentação 

ativa, e agentes de contraste foram incorporados às nanopartículas para criar 

formulações verdadeiramente multifuncionais (1). Essas partículas foram 

denominadas teranósticas e representam um ponto culminante de múltiplas 

estratégias combinadas em uma nanopartícula. A definição tradicional de 
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theranóstico é que eles combinam o terapêutico (tera) e diagnóstico (nóstico) na 

mesma formulação (2). A fim de alcançar essa multifuncionalidade, tipicamente 

quatro aspectos são incluídos: nanopartículas, técnicas de diagnóstico por imagem, 

direcionamento através de ligante e, abordagem terapêutica.  

Assim, propõe-se o uso de nanopartículas multifuncionais para superar as 

limitações dos tratamentos já existentes contra o câncer. Entre essas limitações, 

destacamos a ação das cargas superficiais indesejadas nas nanopartículas, a 

deposição insuficiente de drogas ou até mesmo sua degradação, a dificuldade para 

encapsular drogas hidrofóbicas (3-10) e ainda, a entrega não específica que 

colabora para a toxicidade às células saudáveis (11, 12).  

Existem duas formas de inserção dessas nanopartículas multifuncionais no 

microambiente tumoral. A primeira, chamada de segmentação passiva, que 

consiste na interação com as nanopartículas através das características do próprio 

microambiente tumoral. A vasculatura tumoral possui arquitetura pobre com uma 

membrana basal anormal e fissuras entre as células endoteliais, dificultando a 

entrega de fármacos convencionais que acabam por retornar ao sistema vascular, 

sendo excretados pelos rins (13). As fissuras entre as células tumorais possuem 

tamanhos que variam de 200–1000 nm, favorecendo a entrada e  acúmulo de 

nanopartículas (14, 15). Desse modo, a retenção dos fármacos encapsulados em 

nanopartículas nos tumores é cerca de dez vezes maior que o dos quimioterápicos 

livres. Esse cenário só é possível devido ao efeito de permeabilidade e retenção 

(EPR) aprimorado  dos tumores (16) e também pelo próprio microambiente 

tumoral (17-19).  
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Embora o EPR seja um excelente meio de difusão dos tratamentos para as 

células cancerígenas, alguns tumores têm distribuições de vasos sanguíneos 

heterogêneos e componentes estromais que funcionam como barreiras para o 

fornecimento de drogas (15, 20). Como alternativa a essas barreiras, os 

tratamentos baseados na utilização de nanopartículas multifuncionais tem como 

segunda opção de inserção no microambiente tumoral, a segmentação ativa. Ela 

consiste na capacidade de direcionar ativamente as nanopartículas através da 

combinação com vários agentes como moléculas sintéticas, ácidos nucleicos, 

proteínas e peptídeos, incluindo a utilização de polímeros biodegradáveis e 

biocompatíveis e núcleos magnéticos para promover a entrega direcionada, 

buscando reduzir a toxicidade às células saudáveis (21-23).  

Alguns dos tratamentos baseados em nanopartículas aprovadas pela Food 

and Drug Administration (FDA) (24-32) (Tabela 1), revelam não só elementos na 

tentativa de entrega direcionada, mas também estruturas capazes de se acumular 

em tumores sólidos por conta do efeito EPR (33, 34), como o Mylotarg®, acoplado 

a anticorpo monoclonal usado para leucemia mielóide aguda mas atualmente não 

utilizado (27) ou ainda, formulações mais simples como a doxorrubicina 

lipossomal Doxil, um dos primeiros medicamentos aprovados pelo FDA (24). O 

Abraxane®, aprovado em 2005, é o resultado da associação do quimioterápico 

paclitaxel com nanopartículas de albumina para tratamento do câncer de mama 

(29), aprovado também em 2013, para câncer de pâncreas (32).  
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Table 1: Nanopartículas aprovadas pela FDA (USA) para 

tratamento de pacientes com câncer  

Nome 

comercial 

Tipo de nanopartícula Aplicação  Ano de 

aprovação  

Ref. 

Doxil® 

 

Formulação de 

doxorrubicina lipossomal 

câncer de 

ovário 

refratário, 

sarcoma de 

Kaposi, câncer 

de mama 

refratário 

1995  (24) 

Feridex® 

nanopartículas de ferro 

superparamagnéticas 

associadas ao dextrano 

Sarcoma de 

Kaposi HIV-

associado 

1996  (26) 

DaunoXome® 

Daunorrubicina 

lipossomal 

Sarcoma de 

Kaposi, câncer 

de ovário 

metastático  

1996  (25) 

Mylotarg® 

 

Moléculas de 

ozogamicina 

gemtuzumab ligadas ao 

anticorpo monoclonal 

Leucemia 

mielóide 

aguda 

2000  (27) 

Zevalin® 

anticorpo monoclonal de 

camundongo IgG1 com 

linfoma   

não-Hodgkin's 

2002  (28) 
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quelante tiuxetano 

associado ao isótopo 

radioativo Ítrio-90 

Abraxane® 

paclitaxel ligado à 

albumina 

Câncer de 

mama 

metastático 

2005  (29) 

Oncospar® 

versão modificada da 

enzima L-asparaginase 

leucemia 2006  (30) 

Ontak® 

proteína de fusão 

denileucina diftitox 

Linfoma 

cutâneo de 

células T 

2008  (31) 

Abraxane® 

paclitaxel ligado à 

albumina 

Câncer de 

pâncreas 

metastático 

2013  (32) 

 

O acúmulo das nanopartículas favorecido pelo próprio estabelecimento do 

microambiente tumoral e também pelo efeito EPR, aliado as propriedades 

multifuncionais das nanopartículas, permite ao mesmo tempo a terapêutica e o 

diagnóstico direcionados as células tumorais (35). Esse cenário, têm sido 

amplamente explorado nas últimas décadas para diferentes tipos de 

nanopartículas, incluindo as lipossomais, poliméricas, micelares e principalmente 

as magnéticas de óxido de ferro (33, 36-44). 
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Nanopartículas lipossomais 

Os lipossomas são de natureza anfifílica, compostos de componentes 

hidrofóbicos e hidrofílicos, geralmente dispostos em bicamada (45). São úteis 

como sistemas de distribuição de drogas com propriedades de superfície que 

podem ser facilmente modificadas (46), permitem o acoplamento de diversos 

ligantes (47), o tamanho das nanopartículas pode ser controlado (48) e também 

podem encapsular elementos solúveis em água ou insolúveis no núcleo (49). 

Apesar dessas vantagens, os lipossomas possuem estabilidade fraca, baixa 

eficiência de carregamento e perfis de libertação deficientes (50). 

 

Nanopartículas poliméricas 

Compreendem as nanoesferas ou nanocápsulas e são compostas a partir de 

monômeros (51). Os polímeros mais usados para fazer nanopartículas poliméricas 

são poli (ácido láctico) /poli (ácido láctico-co-glicólico) PLA/PGLA, copolímeros 

em bloco e o biopolímero quitosana. A quitosana tem sido amplamente utilizada 

como sistemas de nanopartículas multifuncionais, especialmente para entrega de 

ácidos nucleicos (52) devido às suas fortes propriedades policatiônicas. O 

PLA/PLGA é capaz de encapsular drogas hidrofóbicas e hidrofílicas sem 

degradação (53). A capacidade de adaptação dessas nanopartículas pode ser 

alcançada por alterações nas proporções de ácido láctico e glicólico na síntese o 

que confere biocompatibilidade, baixa depuração e a possibilidade de construir 

estruturas personalizadas. Atualmente, sua maior utilização está mais relacionada 

ao suporte para outros tipos de nanopartículas multifuncionais (54).  
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Micelas poliméricas 

As nanopartículas micelares são colóides compostos por moléculas 

anfifílicas com segmentos hidrofóbicos e hidrofílicos (55). Abaixo da 

concentração micelar crítica (CMC), o polímero permanece como monômero em 

solução e, acima dessa concentração, formam-se micelas. Seu tamanho varia de 5 

à 100 nm de diâmetro, sendo vantajosa como veículos de entrega de drogas, pois 

quimioterápicos hidrofóbicos e hidrofílicos, podem ser encapsulados durante a 

automontagem micelar. Dessa forma, o núcleo hidrofóbico pode solubilizar drogas 

e a região externa hidrofílica proteger as partículas da depuração sistêmica. A 

adição de ligantes de direcionamento ou agentes de contraste também é possível, 

já que as micelas interagem e podem ser absorvidas pelas células através do efeito 

de permeabilidade e retenção (16) aprimorado (56) ou ainda, por endocitose 

mediada por receptor (57).  

 

II. Potencial de uso de nanopartículas magnéticas de óxido de ferro na 

terapia multifuncional  

 

Entre as nanopartículas que atualmente são estudadas em ensaios clínicos, as 

nanopartículas magnéticas (MNPs) representam um nicho importante de 

nanomateriais promissores para novas abordagens clínicas contra o câncer (58). 

As propriedades físico-químicas singulares dessas nanopartículas conferem 

capacidades multifuncionais como agentes de contraste para geração de imagens 

de ressonância magnética (diagnóstico), administração de fármacos, 
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direcionamento de ligantes como moléculas sintéticas, anticorpos, peptídeos, entre 

outros, com possibilidade da combinação entre terapia e diagnóstico (Teranóstico) 

(Figura 1) (59). 

 

 

Figura 1: Ilustração representativa de nanopartícula magnética multifuncional e 

suas aplicações. Adaptado de Boubbou, 2018. 

 

 

As MNPs podem ser classificadas como metais, ligas ou óxidos, e 

apresentam elementos magnéticos como ferro, níquel, cobalto e outros 

combinações. Entre elas, as nanopartículas baseadas em ferro são as mais 

estudadas e já possuem aprovação pela FDA para uso clínico contra o câncer, 

devido a sua biocompatibilidade, com uma gama de aplicações devido suas 

propriedades magnéticas (Tabela 2) (60).  
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Tabela 2: Nanopartículas de óxido de ferro aprovadas pela FDA 

para diagnóstico imaginológico e terapia do câncer  

Nome e formulação Aplicação Ref. 

Gastromark® 

Suspensão aquosa de nanopartículas de óxido 

de ferro superparamagnéticas revestidas com 

silicone 

Ressonância 

magnética 

(61, 62) 

Feridex® 

Nanopartículas de ferro 

superparamagnéticas associadas ao dextrano 

Ressonância 

magnética 

(63-65) 

Combidex® 

Óxido de ferro superparamagnético 

ultrasmall coberto com dextrano de baixo 

peso molecular 

Ressonância 

magnética 

(66, 67) 

Resovist® 

Nanopartículas de óxido de ferro 

superparamagnéticas revestidas com carboxil 

dextrano 

Ressonância 

magnética 

(68-70) 

Feraheme® 

Óxido de ferro superparamagnético não 

estequiométrico revestido com éter 

carboximetílico de poliglicose sorbitol 

Terapia de 

reposição de 

ferro; 

Ressonância 

magnética 

 

(71) 

NanoTherm™ 

Dispersão aquosa de nanopartículas de óxido 

de ferro superparamagnéticas 

hipertermia (72) 
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As nanopartículas magnéticas de óxido de ferro mais utilizados em 

aplicações biomédicas são a magnetita (Fe3O4) (73) e a maguemita (γ-Fe2O3) (74), 

por serem materiais facilmente obtidos e compostos unicamente por ferro. 

Entretanto, pode-se otimizar as propriedades magnéticas, substituindo-se parte dos 

íons Fe2+ por  outros metais, tais como Mn e Zn, dando origem às nanopartículas 

magnéticas de ferritas de Mn e Zn (75-77).   

Embora as nanopartículas magnéticas não sejam as únicas que combinam a 

administração de medicamentos e exames de imagem, elas são as mais avançadas 

nos processos de pesquisa e desenvolvimento como agentes terapêuticos, bem 

como contraste de ressonância magnética para humanos (78, 79). Essa capacidade 

permite que elas atuem como nanopartículas multifuncionais em diferentes frentes 

de tratamento, seja para obtenção de imagens, hipertermia magnética ou ainda 

como carreadores de fármacos direcionados às células tumorais (Figura 2).  
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Figura 2: Ilustração sobre a utilização da Terapia Multifuncional através das 

nanopartículas magnéticas de óxido de ferro no diagnóstico e tratamento do câncer.   

Adaptado de Gobbo et.al, 2015. 

 

 

 

Para que essas nanopartículas atuem como agentes de contraste, é necessário 

que uma quantidade suficiente desse agente se acumule na região de interesse, 

através de segmentação ativa pela utilização de ligantes específicos às células 

tumorais como peptídeos ou anticorpos. Modalidades de imagem comumente 

utilizadas incluem ressonância magnética (MRI), tomografia computadorizada 
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(TC), imagem óptica (fluorescência e bioluminescência) e imagens de 

radionuclídeos (PET e SPECT) (80). Sob ação de determinado campo magnético 

de alta freqüência, aquecem-se e podem induzir a morte de células cancerígenas 

por hipertermia (39, 81), (82-85).  O tratamento via hipertermia é oferecido 

atualmente em alguns centros principalmente na Europa, onde os tumores 

normalmente são aquecidos na faixa de 41–46◦C (hipertermia moderada) 

ou > 46◦C (termoablação) por tempo específico, por microondas, ondas de rádio, 

ultrasom ou ondas infravermelhas (86) . As células tumorais geralmente possuem 

maior sensibilidade ao calor do que as células normais em temperatura na faixa de 

43◦C  (87, 88).  

Estudos clínicos para aplicação de MNPs de óxido de ferro na hipertermia 

magnética em tumores humanos de próstata mostrou-se como uma técnica de 

aquecimento viável e bem tolerado em pacientes com câncer de próstata 

recorrente. Recentemente, essas partículas foram usadas na terapia de hipertermia 

magnética para tratar tumores ósseos metastáticos, sendo capazes de reduzir a 

lesão e ainda, promover a restauração óssea (89).  

De um modo geral, as nanopartículas magnéticas de óxido de ferro estão 

sujeitas a opsonização e depuração rápida pelo sistema reticuloendotelial (RES), 

sendo necessário seu revestimento com polímeros, como poli (etilenoglicol) 

(PEG) (94), a quitosana (95), a dextrana (96) e outros (97). Neste sentido, o 

polímero quitosana é referência em aplicações biológicas devido a não-

toxicicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade, além de propriedades 

antifúngicas e bactericidas (98). Este polímero é de fácil funcionalização, sendo 
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aplicado comumente em estudos de tecidos ósseos, formando ligações 

semelhantes as da interação antígeno/anticorpo com diversas drogas, incluindo o 

fármaco hidrofóbico paclitaxel utilizado na quimioterapia atual (99, 100), (101, 

102).  

As células tumorais, principalmente aquelas com predominância de 

metástases ósseas, são mais sensíveis a alterações nos níveis de cálcio, 

necessitando de maior demanda deste elemento em processos como a proliferação 

celular (103, 104). Alguns tipos de câncer, como o de próstata tem predominância 

de metástase frequentes para o tecido ósseo. Desse modo, o estabelecimento de 

células metastáticas no osso pode estar relacionados à  afinidade por  cristais de 

hidroxiapatita (90-93). O estudo realizado por Martins et.al com nanopartículas 

magnéticas de ferritas de Mn e Zn revelou excelentes resultados quanto a inserção 

de polímeros biocompatíveis e revestimentos como a hidroxiapatita, não 

apresentando toxicidade às células do sistema imunológico, como os monócitos, e 

ao mesmo tempo mostrou efeito citotóxico sobre células humanas de câncer de 

mama (16) (105-108). Além disso, as ferritas de Mn e Zn mostraram grande 

capacidade de resposta magnética, favorecendo tratamentos de hipertermia. 

Desse modo, não só as nanopartículas magnéticas convencionais, mas 

também as nanopartículas de ferrita de Mn e Zn, polimerizadas e recobertas com 

atrativos as células tumorais, como a hidroxiapatita, tornam-se potenciais sistemas 

multifuncionais capazes de promover o direcionamento de fármacos hidrofóbicos, 

e também contribuir para o diagnóstico atráves de suas propriedades magnéticas.    
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III. Conclusão 

A utilização de sistemas baseados em MNP visando a multifuncionalidade 

dessas partículas para o tratamento de tumores possui grande potencial não só no 

âmbito de exames de imagem, mas também na entrega de fármacos dirigida 

através da hipertermia magnética, constituindo tecnologias promissoras no 

tratamento do câncer. Especificamente para as nanopartículas magnéticas de 

ferrita de Mn e Zn, recentes nesse processo, mas que acoplam diferentes 

elementos buscando um tratamento mais direcionado e com menos efeitos tóxicos 

adjacentes. No entanto, limitações associadas a características físico-químicas, são 

comumente encontradas nos estudos o que torna muitas vezes difícil a aprovação 

para uso clínico. Portanto, precisamos de uma melhor compreensão da relevância 

funcional das nanopartículas magnéticas de óxido de ferro e suas variações na 

relação com o microambiente tumoral, para diminuir a distância entre o que se 

pesquisa e o que se aplica, a fim de fornecer uma estratégia terapêutica 

multifuncional contra o câncer. 
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Lista de abreviaturas 

 

  

Mn  

Zn  

PSA 

APA 

 

Ca/P  

PTX  

Gp-P  

EPR  

ROS  

bioNCP  

bioNCP APA 

bioNCP PTX 

 

bioNCP PTX APA  

RWp  

C-H 

C-N 

Fe-O 

PI 

EDX 

 

 

 

  

  

  

  

 

Manganês 

Zinco 

Antígeno prostático específico 

Hidroxiapatita 

Razão massa entre cálcio e fósforo 

Paclitaxel 

Glicoproteína P 

Fator de retenção e permeabilidade 

Espécies reativas de oxigênio 

Bio-nanocompósito 

Bio-nanocompósito-hidroxiapatita 

bio-nanocompósito-paclitaxel 

bio-nanocompósito-paclitaxel-hidroxiapatita 

Parâmetro de refinamento de cristais 

Ligação carbono e hidrogênio 

Ligação carbono e nitrogênio 

Ligação ferro e oxigênio 

Ponto isoelétrico 

Energia dispersiva por raio-X 
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Resumo 

O câncer de próstata é um dos principais tipos de câncer em todo o mundo, 

sendo o que causa maior morbidade. Apesar da alta probabilidade de cura nos 

casos com diagnóstico precoce, essa neoplasia é responsável por mais de 80% dos 

casos de metástases ósseas e, uma vez detectada, a doença maligna é considerada 

incurável. Os íons de cálcio são fundamentais da maquinaria celular e sua 

concentração está intimamente ligada a processos vitais, entre eles a proliferação 

celular. Visto que as células tumorais são mais sensíveis e dependentes dos níveis 

de cálcio para manutenção da proliferação, apresentando maior avidez por esse 

elemento que as células normais, no presente estudo testamos a hipótese de que o 

revestimento, com cálcio (hidroxiapatita), de nanopartículas magnéticas de ferrita 

Mn-Zn polimerizadas com quitosana, poderia endereçar o fármaco paclitaxel às 

células de câncer prostático, levando-as à morte celular. Coerente com nossa 

hipótese inicial, nossos resultados para as nanopartículas mimetizadas com 

hidroxiapatita mostraram-se com grande potencial citotóxico para células de 

câncer de próstata LNCaP, sem, entretanto, afetar pró-osteoblastos murinos da 

linhagem MC3T3. As nanopartículas contendo apenas paclitaxel (bio-NCP-PTX) 

promoveram níveis de morte celular muito próximos aos observados com 

concentração similar de PTX puro, apresentando, portanto, resultado superior ao 

compósito revestido com Ca (bio-NCP-PTX-APA). Por fim, observamos que o 

núcleo magnético, a matriz polimérica de quitosana revestida ou não com 

hidroxiapatita, não possuem por si só efeitos tóxicos. Assim, esses resultados 

indicam que essas nanopartículas têm potencial para carrear quimioterápicos para 

as células de câncer de próstata. 
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Abstract 

Prostate cancer figures among the most frequent types of cancer in the world, 

being the one with greatest morbidity. Despite the high probability of cure of early 

diagnosed cases, this neoplasm is responsible for more than 80% of cases of bone 

metastases and, once achieved the disease is considered incurable. Calcium ions 

are fundamental to the cell machinery and their concentration is closely linked to 

vital processes, among them cell proliferation. Since tumor cells are more 

sensitive and dependent on calcium levels to maintain proliferation, being more 

avid for this element than normal cells, in the present study we tested the 

hypothesis that mimicryof magnetic MN-Zn nanoparticles polymerized with 

chitosan, with calcium (hydroxyapatite), would be able  to address paclitaxel to 

prostate cancer cells, leading to cell death. In agreement with our hypothesis, our 

results show that hydroxyapatite-mimicked nanoparticles have a high cytotoxic 

potential to LNCaP prostate cancer cells, with no toxicity to non malignant pro-

osteoblast murine cell line. Nanoparticles containing only paclitaxel (bio-NCP-

PTX) promoted cell death in a level close to that induced by similar concentration 

of pure paclitaxel. It indicates that this composite worked better than that covered 

by Ca (bio-NCP-PTX-APA).   Finally, we observed that the magnetic core, with 

the polymer matrix of chitosan coated or not with hydroxyapatite, does not have 

toxic effects alone. Thus, these results indicate that these nanoparticles are a 

potencial carrier of drugs for prostate cancer cells.   
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I. INTRODUÇÃO 

A International Agency for Research on Cancer (IARC) estimou no relatório 

GLOBOCAN a ocorrêcia de cerca de 18,1 milhões de novos casos de câncer no 

mundo para 2018 e a previsão até 2040 é alarmante, com cerca de 29,5 milhões de 

novos casos. Entre os tipos mais incidentes de câncer, o de próstata ocupa a quarta 

posição no ranking mundial, sendo responsável por 1,3 milhões de novos casos. 

Somente em 2018, a soma das mortes provocadas por câncer chega a 

aproximadamente 9,6 milhões, dos quais 358.989 mil pertencentes ao câncer de 

próstata (1, 2). 

Segundo o Instituto Nacional de Câncer (INCA), no Brasil, a estimativa para 

2018 foi de 68.220 mil novos casos de câncer de próstata, ocupando a 2º lugar 

entre os cânceres mais incidentes em homens, com número de óbitos de 

aproximadamente 13.772 casos. É considerado um câncer da terceira idade, já que 

cerca de três quartos dos casos no mundo ocorrem a partir dos 65 anos, possuindo 

na maioria dos casos uma progressão lenta. No entanto, alguns desses tumores 

podem crescer de forma rápida, estabelecendo outros sítios de crescimento 

tumoral, dependendo do seu estadiamento. O câncer de próstata também apresenta 

grande frequência de recidivas e possui como sítio metastático, o osso, obervando 

em muitos casos elevados níveis séricos de antígeno prostático específico (PSA), 

mesmo após a realização de prostatectomia. Nessa condição, denominada recidiva 

bioquímica, nem sempre é possível determinar a localização de células 

recidivantes, impossibilitando a intervenção radioterápica e tornando difícil a 

avaliação da eficiência da quimioterapia (3). 
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Desse modo torna-se de extrema importância a utilização da vigilância ativa, 

que consiste na realização de exames periódicos para detecção de PSA, exames de 

toque retal e também biópsias. Os tratamentos usuais para os pacientes com câncer 

de próstata baseiam-se na cirurgia para retirada parcial ou total da próstata e/ou 

órgãos adjacentes, na utilização de radiação ionizante e ainda, a terapia hormonal, 

sendo os casos com doença em estágio avançado empregado a quimioterapia (3).  

A quimioterapia é administrada através da utilização de drogas injetáveis ou 

via oral, que se difundem de forma sistêmica para atingir as células metastáticas. 

No entanto, outros tipos celulares que possuem divisão rápida também são 

afetados, como células medulares e intestinais, promovendo efeitos colaterais 

adversos ao paciente (4 - 8). Nesse contexto, células do sistema imunológico que 

proliferam de forma intensa ao estímulo imunogênico tormam-se alvos da 

quimioterapia, promovendo um estado de imunossupressão que pode comprometer 

a capacidade do paciente de combater o tumor e ainda, favorecer a metástase óssea 

(9,10).  

Entre os quimioterápicos utilizados para tratamento do câncer de próstata 

encontram-se os taxóis, como docetaxel e paclitaxel (PTX), sendo este último um 

dos fármacos antitumorais mais eficazes e amplamente utilizados (11). A estrutura 

química de PTX consiste em um anel taxano que confere à molécula atividade 

citostática e uma cadeia lateral estéreo-específica com dois anéis aromáticos 

ligados por uma amida (Figura 1) (12). Seu mecanismo de ação baseia-se na 

estabilização dos microtúbulos, inibindo as fases tardias de G2 ou M do ciclo 
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celular, com consequente morte celular. Entretanto, a principal limitação 

encontrada nos tratamentos com PTX é sua baixa solubilidade em água, 

necessitando de formulações com diferentes solventes orgânicos, muitas vezes 

tóxicos e capazes de provocar reações de hipersensibilidade, como é o caso do 

Cremofor EL (13). Outra fator limitante, é que PTX também atua como substrato 

da glicoproteína P (gp-P), que acaba por bombear de forma ativa PTX para fora 

das células, colaborando com a resistência ao fármaco (14). Como tentativa para 

superar este mecanismo, alguns inibidores da gp-P, como verapamil e PSC 833 

foram co-administrados. No entanto, os resultados foram desanimadores devido à 

toxicidade desses inibidores, ou ainda pela própria farmacocinética e 

biodistribuição de PTX (15).  

 

Figura 1: Estrutura química de PTX. Composta por um anel taxano que confere à molécula 

atividade citostática (à direita) e uma cadeia lateral estéreo-específica com dois anéis aromáticos 

ligados por uma amida (à esquerda). 
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Somado aos fatores limitantes do tratamento com o quimioterápico PTX, o 

câncer de próstata figura entre os principais responsáveis por mais de 80% de 

metástases ósseas e uma vez detectada, a doença é considerada incurável (16). 

Nesse estágio, o metabolismo ósseo encontra-se desequilibrado, levando o 

paciente a um quadro de perda de integridade óssea, dor, fraturas, compressão da 

raiz nervosa e hipercalcemia, sendo a dor óssea considerada a mais prevalente de 

todos os tipos de dor associadas ao câncer, muitas vezes acompanhada por um 

declínio substancial na qualidade de vida do paciente (17, 18).  

Em um processo normal, o esqueleto adulto é continuamente reparado através 

da remodelação óssea, o qual é essencial para a renovação e manutenção estrutural 

durante o processo de reabsorção dos minerais. A homeostase óssea é estabelecida 

por um equilíbrio entre a reabsorção feita pelos osteoclastos e a formação óssea 

através dos osteoblastos, principais processos de remodelação óssea (19-23). A 

remodelação é estimulada por diversos fatores, incluindo a mobilização de cálcio e 

a adesão celular (24). O tecido ósseo é caracterizado pela presença de fosfato e 

cálcio mineral, na forma de hidroxiapatita (Ca10(PO4)6(OH)2), referida a seguir 

como APA, o principal componente mineral e elemento chave para apoio 

mecânico, pois a associação de APA (parte inorgânica) com as fibras colágenas 

(parte orgânica) garante a dureza e a resistência do tecido ósseo (25). A APA 

possui razão de massa de Ca/P igual a 1,67 (26, 27), sendo esta relação de grande 

significância, uma vez que leves desequilíbrios entre Ca/P podem levar à 
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formação de outros compostos que afetam diretamente a interação com tecidos 

biológicos (28). 

Diferente das células normais, as células tumorais, principalmente aquelas com 

predominância de metástases ósseas, são mais sensíveis a alterações nos níveis de 

cálcio e desequilíbrios na homeostase desse íon podem favorecer o fenótipo 

maligno, já que essas células necessitam de quantidades maiores deste elemento 

para manutenção da proliferação celular (29 - 31). Desse modo, o cálcio atua como 

um mensageiro importante para a regulação do crescimento no microambiente 

tumoral, favorecendo a motilidade e invasão celular, para escapar à morte, evitar o 

ataque imunológico, ou para promover a neovascularização (32). Alguns estudos 

mostram que o alto percentual de células neoplásicas, que se instalam nos ossos, 

como as de próstata, pode estar relacionado também à grande afinidade destas 

células por cristais de hidroxiapatita como forma para remodelar a própria rede de 

sinalização de Ca2+. (33, 34). Sendo assim, novas abordagens visando essa 

afinidade podem facilitar, por exemplo, a entrega direcionada de fármacos, bem 

como a diminuição dos efeitos colaterais, reduzindo as barreiras de toxicidade 

sistêmica e recidiva da doença, a fim de superar as limitações dos tratamentos 

quimioterápicos atuais.  

Propostas recentes de entrega direcionada de fármacos envolvendo o uso de 

nanoestruturas podem melhorar a solubilidade de drogas hidrofóbicas, como PTX, 

e reduzir a toxicidade sistêmica originada pelas altas doses (35). Neste cenário, a 

nanotecnologia representa uma oportunidade para traçar estratégias visando a 
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multifuncionalidade de partículas, através da melhora dos perfis farmacocinéticos 

e farmacodinâmicos das terapêuticas convencionais, aperfeiçoando a eficácia de 

compostos anticancerígenos já existentes (36), como forma para contornar os 

mecanismos de escape tumoral e resistência à quimioterapia (37). 

Embora grande parte da nanotecnologia preconize o uso de estruturas em 

escala de 10 a 100 nanômetros (nm) (38) para possibilitar o fluxo entre estruturas 

celulares, ressalta-se a necessidade de avaliação das propriedades físico-químicas 

e comportamentais durante o desenvolvimento de nanopartículas (39, 40). Apesar 

disso, nanoestruturas um pouco maiores que 100nm, têm possibilitado a melhora 

na eficácia terapêutica de fármacos devido ao tempo de circulação, aumentando a 

ação destes sobre as células tumorais, visto que essas partículas possuem uma 

relação superfície-volume maiores, ao mesmo tempo em que diminuem os efeitos 

tóxicos nas células sadias (41-45). Portanto, o tamanho das partículas deve ser 

otimizado para evitar a rápida eliminação pelas células do sistema imune e o 

acúmulo em órgãos como fígado e baço, ou ainda, pela excreção através do 

sistema renal. Nanopartículas na faixa de 100 nm tendem a acumular em tumores 

pelo aumento de permeabilidade e retenção (EPR), devido a fenestrações de vasos 

sanguíneos com dimensões de centenas de nanômetros presentes nos tecidos 

tumorais (46). 

Dentro da gama de nanopartículas estudadas para aplicações biológicas contra 

o câncer (47-51), as nanopartículas magnéticas possuem grande interesse, uma vez 

que podem ser revestidas de forma eficiente com polímeros biocompatíveis, 
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reduzindo um dos problemas mais comuns das sínteses de nanopartículas, a 

aglomeração (52). Ademais, estes materiais mostram-se também muito eficientes 

em sistemas de drug-delivery (53, 54), na utilização como agentes de contraste de 

ressonância magnética (55, 56) e ainda, em tratamentos por hipertermia magnetic 

(57), visto que essas partículas absorvem a energia de um campo magnético 

oscilante, convertendo-a em calor (58). 

Durante a síntese desse tipo de nanopartículas, deve-se ter a preocupação em 

torná-las não-tóxicas, não-imunogênicas e com alta magnetização para que 

possam ser imobilizadas no tecido alvo. Entre as nanopartículas magnéticas, as de 

óxido de ferro ou formas oxidadas, são as mais utilizadas para aplicação biológica, 

devido à versatilidade dos tamanhos, área de superfície efetiva, baixas taxas de 

sedimentação, fácil difusão tecidual e reduzida interação dipolo-dipolo (58, 59). 

Uma estratégia utilizada para otimizar o funcionamento das nanoestruturas 

metálicas é seu revestimento com polímeros biocompatíveis, como a quitosana, 

que possui propriedades altamente biocompatíveis, biodegradáveis e não tóxicas 

(60 - 62), sendo excelentes matrizes para encapsulamento de fármacos (63, 64,). A 

quitosana é um biopolímero hidrofílico obtido a partir da quitina, composto por 

unidades monoméricas de β-(1→4)-2-amino-2-desoxi-D-glicose e β-(1→4)-2-

acetamida-2-desoxi-D-glicose (65). As principais fontes naturais de quitina e 

quitosana encontram-se na carapaça de crustáceos, entretanto, pode ser encontrada 

também em insetos e na parede celular de fungos. Esse polissacarídeo possui alta 

hidrofilicidade, com cadeia polimérica composta por um grande número de grupos 

hidroxila e amino, favorecendo sítios de ligação (66). 
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A solubilidade da quitosana em soluções aquosas ácidas (pH inferior a 6,2) 

e sua insolubilidade em soluções aquosas neutras ou básicas é uma característica 

relacionada diretamente a protonação dos grupos amina (Figura 2), dando a este 

biopolímero um caráter catiônico explorado principalmente para liberação 

controlada de fármacos (67). 

 

 

Figura 2: Estrutura química da quitosana relacionada a mudanças de pH. Em a, a estrutura mostra-

se solúvel pela ação do pH acidificado (protonação), e em b a estrutura insolúvel em condições de 

pH neutro ou básico (não protonacao). Adaptado de Dash et.al, 2011. 

 

Em estudo in vivo de modelo murino de tumor SCC7 de carcinoma de células 

escamosas, o encapsulamento de PTX em nanopartículas de quitosana 

modificadas com ácido colânico mostrou uma absorção celular mais rápida, 

aumentando a solubilidade e aprisionamento do fármaco (68). Um derivado de 

quitosana mais complexo modificado com mPEG e colesterol (CHO) também 
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obteve sucesso in vitro na síntese com PTX, apresentando citotoxicidade 

semelhante à PTX livre, mas com capacidade de reduzir a taxa de crescimento 

tumoral. Esse compósito também mostrou efeito satisfatório in vivo, em modelo 

murino, aumentando a sobrevida de animais inoculados com o tumor CT26 de 

carcinoma de cólon (69).  

Assim, a quitosana é tida como um biopolímero com amplo potencial de uso 

terapêutico antitumoral (70), principalmente quando pensamos em uma matriz 

estável para encapsulamento do fármaco PTX. Entretanto, para aumentar a adesão 

desse transportador às células cancerígenas, modificações na superfície desse 

sistema são necessárias para garantir a baixa toxicidade às células sadias (71). Para 

este fim, minerais baseados em fosfato de cálcio, dentre os quais a hidroxiapatita, 

mostram-se como excelentes candidatos. A utilização de APA se deve 

principalmente às propriedades de baixa toxicidade, biocompatibilidade, alta 

osteocondutividade, não ser imunogênica, e não possuir atividade inflamatória 

(72). Dentre estas aplicações, podemos citar o carreamento de drogas (73), o 

preparo de compósitos com sílica mesoporosa para o tratamento de tumores ósseos 

(74) e também sua combinação com nanopartículas magnéticas para constituir 

agentes de hipertermia (75). Nanopartículas de APA possuem excelente adesão às 

células cancerígenas, proporcionando inclusive redução de volumes tumorais em 

diferentes linhagens, incluindo câncer de mama, cólon, próstata, fígado e outros 

(76-82).  

Alguns estudos relatam a associação de compósitos de hidroxiapatita e 

quitosana em nanopartículas menores que 100 nm pelo método de coprecipitação 
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(83-85), entretanto, pouco se sabe sobre esta combinação com partículas 

magnéticas para tratamento antitumoral. Portanto, a união das propriedades de 

APA e quitosana, poderia originar nanopartículas promissoras para sistemas de 

administração de fármacos direcionados às células tumorais com predomínio de 

metástases ósseas, visto que essas células possuem alta avidez por nanocristais de 

APA (86). Nesse cenário, nosso grupo observou previamente, em ensaio in vitro, 

alguns dos efeitos derivados da combinação de um biopolímero com nanocristais 

de APA, através do encapsulamento de PTX comercial em nanopartículas de 

ferrita Mn-Zn (87, 88), sendo fundamental para a compreensão das propriedades 

físico-químicas do material.  

Além disso, os ensaios biológicos prévios indicaram que nanopartículas 

magnéticas carreadoras de PTX de uso comercial, apresentam forte interação e 

atividade antitumoral, com alterações morfológicas notáveis em células de câncer 

de cólon HCT-116. Essas células apresentam aspecto alongado em culturas, 

devido à adesão à superfície plástica, passando a apresentar aspecto esférico após 

exposição ao compósito contendo PTX, o que indica perda de adesão ou até 

mesmo morte celular. É importante ressaltar que a adesão celular tem um papel 

primordial na proliferação e motilidade das células normais e também na 

metástase das células tumorais, uma vez que a invasividade das linhagens 

celulares de câncer de cólon são associadas a sua morfologia alongada (89). 

Ademais, o efeito de nanopartículas à base de Fe em células cancerígenas, 

incluindo as de cólon, é muitas vezes atribuído a formação de espécies reativas de 

oxigênio catalisadas por Fe (ROS), desencadeando, por exemplo, autofagia e 



48 
 

morte celular associada (90, 91). Satisfatoriamente, as nanopartículas não 

mostraram toxicidade às células sadias, como os fibroblastos (ISO 10 993-5) e 

também, não interagiram com células fagocíticas, como os monócitos (92).  

Adicionalmente, esse tipo de nanopartícula pode direcionar o fármaco até o 

alvo desejado utilizando, por exemplo, um campo magnético externo, e 

aindagarantir o monitoramento da posição das nanopartículas por gradiômetros ou 

ressonância magnética. Deste modo, tratamentos de hipertermia magnética usada 

em combinação com radio e quimioterapia, também podem se tornar praticáveis. 

Esse efeito otimizado das propriedades magnéticas deve-se à substituição de parte 

dos íons de Fe2+ (um metal não tóxico), por íons de outros metais, como Mn e Zn, 

dando origem às nanopartículas de ferrita de Mn e Zn (93). 

Com base no exposto, hipotetizamos que nanocristais de APA acoplados à 

superfície de nanopartículas magnéticas de ferrita de Mn-Zn revestidas com 

quitosana, podem promover o endereçamento de PTX de uso clínico às células 

tumorais de câncer de próstata devido à avidez por cálcio, favorecendo a 

toxicidade do fármaco sem exercer atividade citotóxica às células não tumorais. 
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II. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Segue abaixo o esquema representativo do delineamento experimental 

dividido em 3 etapas de síntese das nanopartículas e suas formulações.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NaoH 0,2mol/L 
100°C

Entrada 
H2O

Saída 
H2O

Agitação intensa por 1 hora

Suspensão com 
precipitados na forma 
de hidróxidos pH 12

Remoção do 
sobrenadante 
rico em íons 
ainda quente

Sucessivas 
lavagens com 

H2O  deionizada

Desidratação

Formação dos óxidos
Controle pH 7

FERRITAS
Fe1,7Mn0,75Zn0,25

Gotejamento
Solução 
Fe Mn Zn

Co-precipitação

1. Síntese das ferritas de Mn e Zn 
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2. Síntese nanopartículas – Micela Reversa e Dupla Emulsão

Cisalhamento
Agitação intensa 

1 hora

Adição de 100uL 
reticulante Glutaraldeído

25%

Agitação suave 30min 
seguida agitação intensa 

1 hora

Quitosana 20mg 
+ 4% ácido 

acético + H2O  
overnight

Suspensão 
de ferritas
40mg/mL

250uL Tween
80

A

50ml Parafina 
líquida + 3170uL 

ácido oleico
(fase orgânica)

B

Agitação intensa simultânea 1 hora TA

C

Aumento gradual da 
Temperatura até 50°C

Agitação  intensa 10h

Lavagens com álcool P.A e 
Acetona para remoção da 
fase orgânica seguida de 

secagem 39°C

Gotejamento Suspensão A 
na Emulsão Orgânica BAdição ou não de 600uL de 

PTX na Suspensão A

Agitação 30min

• bioNCP

• bioNCP PTX

2. Síntese polimérica com quitosana e adição de PTX 
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100mL de cloreto de cálcio 
1x10-3 mol/L 

60mg de nanopartículas

Envelhecimento

Agitação  1h

9,94mL solução de fosfato de sódio

Adição de NaOH pH 7,4 
Agitação  3h

Mimetização

Lavagens com água  
gelada ultrapura 
(18,2 M.cm) 

• bioNCP

• bioNCP PTX

Ferritas: núcleo magnético

NANOPARTÍCULAS

• bioNCP: revestimento com quitosana;

• bioNCP APA: revestimento com hidroxiapatita;

• bioNCP PTX: adição de PTX;

• bioNCP PTX APA: nanopartícula completa.

• bioNCP APA

• bioNCP PTX APA

Quitosana (bio)

Hidroxiapatita (APA)

Paclitaxel (PTX)

Ferrita de Mn e Zn

Ferrita de Mn e Zn bioNCP PTXbioNCPAPAbioNCP bioNCP PTX APA

Nanopartículas magnéticas de ferrita de Mn e Zn e suas combinações
Nanopartículas de ferrita de Mn e Zn e suas formulações 

3. Síntese para Revestimento com hidroxiapatita 
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III. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

1. Síntese das nanopartículas de ferrita Mn0,75Zn0,25Fe1,7O4 por co-

precipitação  

Modificamos a superfície de nanopartículas de ferrita de Mn e Zn, 

revestindo-as com quitosana e depositando sobre sua superfície nanocristais de 

apatita. Para isso, nanopartículas magnéticas de ferrita de Mn e Zn 

(Mn0,75Zn0,25Fe1,70O4) foram obtidas pelo método de co-precipitação (87, 93), 

utilizando-se como sais de partida Mn(NO2)2, Zn(NO2)2 e FeCl3 (Sigma-

Aldrich) em 200 mL de solução 0,2 mol.L-1 de NaOH, previamente aquecidas 

a 100°C. A solução dos sais de partida foi gotejada sobre a solução de NaOH, 

mantida sob condensador com refluxo e em agitação magnética por 1 h. Feito 

isso, seguimos para a remoção (ainda quente) do sobrenadante rico em íons 

com o auxílio de ímã magnético e sucessivas lavagens para ajuste de pH 

próximo à 7. Denominamos o material final obtido de nanopartículas de 

ferrita Fe1,7Mn0,75Zn0,25.   

 

2. Revestimento polimérico das nanopartículas de ferrita com quitosana 

Para revestimento polimérico das nanopartículas de ferrita com  quitosana,  

utilizamos a técnica de dupla emulsão  e micelas reversas (94). Para tal, 20 mg de 

quitosana foram dissolvidos em solução aquosa de ácido acético (4%) overnight e, 

a esta solução, adicionado 40 mg das nanopartículas de ferrita preparadas 
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inicialmente (proporção de massa de ferrita/quitosana = 2:1), com adição de 0,25 

mL de Tween 80 (tensoativo não-iônico) e agitação por 1 h à temperatura 

ambiente (T.A). Em seguida, gotejamos a suspensão formada na solução orgânica 

de óleo de parafina e ácido oleico (tensoativo) na proporção de 16:1 (volume), 

previamente emulsionada por 1 h à T.A, sob vigorosa agitação em agitador 

mecânico. Para promover a reticulação da quitosana, adicionamos 0,1 mL de uma 

solução aquosa de glutaraldeído a 25% e mantivemos sob agitação por mais 1 h. 

Feito isso, a temperatura foi elevada gradualmente até 50°C e mantida por 10 

horas sob agitação mecânica. Em seguida, o sobrenadante foi retirado com auxílio 

de ímã magnético e as nanopartículas formadas foram lavadas sucessivas vezes 

com etanol P.A e acetona para remoção dos excedentes e da fase orgânica.  Após 

esse processo, foi realizada a secagem a 39°C em estufa para posterior pesagem e 

ajuste de massa. O material formado nessa etapa foi denominado biopolímero-

nanocompósito (bio-NCP).  

 

3. Mimetização das nanopartículas revestidas com hidroxiapatita 

Em seguida, revestimos bio-NCP com nanocristais de hidroxiapatita 

(APA), utilizando a técnica de mimetização (88). Para isso, 60mg de bio-NCP 

foram dispersas em 100 mL de solução aquosa de CaCl2 para promover a adsorção 

de íons Ca2+ nos grupos superficiais da quitosana. O tempo referido para este 

processo foi denominado “tempo de envelhecimento”, ou “aging time”, fixado em 

1h. Em seguida, adicionamos 9,94mL de ácido fosfórico (H3PO4), mantendo o pH 

em 7,4 com NaOH, agitando a suspensão a fim de facilitar a reação entre os íons e 
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os grupos superficiais do polímero e aos íons Ca2+ já adsorvidos. O tempo dessa 

reação foi denominado “tempo de mimetização”, sendo fixado em 3h. A 

proporção de quitosana/hidroxiapatita foi fixada em uma razão mássica = 2 com 

proporção molar Ca/P = 1,67, para mantermos as condições de proporção da 

hidroxiapatita o mais próximo possível do encontrado biologicamente. Assim, ao 

final desse processo temos o material denominado de bio-nanocompósito-

hidroxiapatita (bio-NCP-APA). 

 

4. Síntese e encapsulamento de PTX nas nanopartículas 

Para a formação do material contendo PTX encapsulado, inseriu-se uma 

etapa para formação da Suspensão A com a adição de PTX. Em seguida a 

Suspensão A foi gotejada na fase de Emulsão Orgânica, para formação da 

Emulsão final em B. 

Para isso, uma quantidade suficiente para compor uma nanopartícula com 

6% de PTX de uso clínico (relação de massa de ferrita/quitosana) foi adicionado  e 

a suspensão foi mantida sob agitação de 30 min. Após isso, a síntese seguiu o 

processo até a modificação ou não com nanocristais de apatita, formando-se então 

os seguintes materiais: bio-nanocompósito-paclitaxel (bio-NCP-PTX) e bio-

nanocompósito-paclitaxel-apa (bio-NCP-PTX-APA). Todas as nanopartículas 

foram preparadas sob condições estéreis e caracterizadas física e quimicamente 

para posterior utilização nos ensaios biológicos a seguir.  
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5. Quantificação da porcentagem de massa atômica das ferritas por 

espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDX) 

Cerca de 5mg de nanopartículas de ferrita secas foram suspensas em 

isopropanol e agitadas suavemente. Uma gota da suspensão foi adicionada sob um 

stub metálico previamente revestido com uma fina camada de carbono e com uma 

lamínula de 13mm. O material foi depositado sob a lamínula e metalizado com 

ouro para posterior mapeamento e quantificação dos elementos químicos 

presentes, através de análise semiquantitativa feita em microscópio eletrônico de 

varredura (MEV) (Zeiss EVO LS15), equipado com um detector EDS/EDX 

(Oxford INCA x-act) da Faculdade de Ciências UNESP-Bauru. A análise consistiu 

da detecção de ferro, manganês e zinco em 3 regiões da amostra e a comparação 

das médias das porcentagens destes com o nominal (esperado), durante a síntese. 

6. Caracterização magnética das ferritas por difratometria de raios-X 

(DRX) 

As partículas foram caracterizadas mediante difratometria de raios X 

(DRX) num equipamento Rigaku (Ultima-IV), com fonte de cobre (Kα1 = 

1,54056 Å), monocromador de grafite pirolítica e goniômetro theta/theta com raio 

de 285mm, disponível no Departamento de Física e Biofísica do Instituto de 

Biociências de Botucatu - UNESP. Os dados foram refinados (Rietveld) usando o 

software Material Studio versão 6.0 para determinação de parâmetro de rede e 
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cristalinidade. O espalhamento da radiação eletromagnética consiste na interação 

entre o feixe de raios-X incidente e os elétrons dos átomos componentes de um 

material (95). Assim, consegue-se detectar os fótons difratados que constituem o 

feixe difratado, determinando a estrutura cristalina, bem como o tamanho do 

cristalito de diferentes materiais.  

Figura 3: Ilustração representativa da Difração de um feixe de raios-X em um cristal. Adaptado de 

Callister, 2004. 

 

7. Caracterização da resposta magnética das ferritas por biosusceptometria 

de corrente alternada (BAC) 

O equipamento utilizado para medidas magnéticas por BAC foi um 

amplificador da marca Stanford Research Systems, com uma diferença de 

potencial (ddp) e frequência fixadas em 0,7V e 10kHz, respectivamente. A técnica 

consiste no deslocamento de amostras de -5,0 cm até 5,0 cm com medição dos 

sinais a cada variação de 0,5 cm no deslocamento (ver Figura 4). Quando um 
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material com alta suscetibilidade magnética, como as ferritas magnéticas, é 

aproximado do par de detectores, ocorre o desbalanceamento do fluxo magnético 

total do sistema. Analisamos três amostras com diferentes proporções de Fe (íon 

magnético), para definirmos aquela com maior capacidade magnética. 

 

Figura 4: Ilustração da técnica de biosusceptometria de corrente alteranada (BAC) e respectivo 

deslocamento da amostra.   

 

 

8. Quantificação de PTX por cromatografia líquida de alta eficiência 

(HPLC) acoplada à espectrometria de massa (LC/MS) 

A espectrometria de massas por cromatografia líquida é uma técnica 

analítica instrumental para análise, de átomos ou moléculas de uma amostra que 

são ionizados e separados de acordo com a razão massa/carga. A utilização do LC-

MS/MS possibilita o controle do íon molecular e de transições iônicas 

provenientes da fragmentação do mesmo, garantindo a sensibilidade e a 

especificidade necessárias para a quantificação dos analitos. Para isso, utilizamos 
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HPLC (UFLC da Shimadzu, equipado com LC20AD, detector triplo quadrupolo 

da Applied BioSystem, mod.3200 QTRAP e coluna C18). Cerca de 5mg de 

bioNCP-PTX foi mantida em imersão por diferentes períodos com acetonitrila 

para extração do fármaco. Após os períodos, as amostras foram filtradas ou 

centrifugadas para utilização do sobrenadante e identificação da respectiva massa 

molecular de PTX.  

 

9. Quantificação de PTX por espectrofotometria UV-Visível 

Baseia-se em medidas de absorção da radiação eletromagnética, nas 

regiões visível e ultravioleta do espectro, medindo a quantidade de luz absorvida 

pela amostra relacionando-a com a concentração do analito de interesse. Os picos 

de absorbância de PTX encontram-se entre 227nm e 230nm, e para estabelecer a 

absorbância que seria utilizada fizemos a varredura do espectro em uma 

concentração de PTX conhecida. Após essa etapa, procedemos a extração de 5mg 

de bioNCP-PTX em acetonitrila por 24h (96) e centrifugamos a suspensão para 

retirada do sobrenadante seguida da análise em cubeta de quartzo. A análise foi 

feita comparando-se os valores de densidade óptica obtidos na curva padrão de 

PTX de uso clínico com o do sobrenadante de bioNCP-PTX após extração, com 

leitura em absorbância de 227nm no aparelho de espectrofotometria Biotek 

(Epoch 2 microplate reader) do Departamento de Microbiologia e Imunologia – 

Laboratório LABAC UNESP Botucatu.  
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10. Caracterização dos grupamentos funcionais das nanopartículas por 

espectroscopia de infravermelho (FTIR) com transformada de Fourier 

A caracterização por FTIR foi utilizada para identificação de grupamentos 

funcionais na superfície das nanopartículas. Esta técnica fundamenta-se nas 

vibrações moleculares, acompanhada por mudanças no momento bipolar na região 

do índice de refração (IR), na qual utilizamos intervalo do número de onda de 400 

e 4000 cm-1 em um equipamento modelo Nicolet Spectrometer, Nexus 670. 

Especificamente para bioNCP, puras ou modificadas, as bandas relacionadas aos 

grupos que contenham óxidos de ferro, manganês e zinco, e as ligações entre 

carbono, oxigênio e hidrogênio, destacam-se na análise do espectro deste material, 

podendo-se verificar a efetividade de tratamentos químicos, como por exemplo, a 

mimetização com hidroxiapatita, bem o encapsulamento de PTX. Para isso, 

utilizamos a técnica de pastilhamento com brometo de potássio (KBr) de 2mg das 

amostras e 200mg de KBr macerados em almofariz de ágata (pouca porosidade), 

seguida da formação de pastilhas por pressão. 

 

11. Caracterização da carga superficial e ponto isoelétrico das nanopartículas 

por zetasizer 

As nanopartículas foram avaliadas em equipamento da Malvern 

Instruments Inc, o Zetasizer, com colaboração do Instituto de Química da USP – 

Campus de São Carlos (IQSC-USP). Analisamos a carga superficial (potencial 

Zeta ζ) e seu comportamento varinado o pH. A técnica baseia-se no espalhamento 

de luz dinâmico ou DLS, sendo indicado para caracterizar partículas em escala 
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nanométrica, por medição de mobilidade eletroforética para a determinação do 

potencial ζ. Sendo assim, este método mede quão rápido uma partícula se move 

em um líquido quando um campo elétrico é aplicado. Assim, conseguimos ter a 

carga real e mensurar o comportamento de uma partícula sólida em um meio 

líquido.  

 

 

12. Caracterização morfológica e mapeamento dos elementos químicos das 

nanopartículas  

Cerca de 5mg de nanopartículas de ferrita secas foram suspensas em 

isopropanol e agitadas suavemente. Uma gota da suspensão foi adicionada sob um 

stub metálico previamente revestido com uma fina camada de carbono e com uma 

lamínula de 13mm. O material foi depositado sob a lamínula e metalizado com 

ouro para posterior mapeamento dos elementos químicos por microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) (num equipamento da FEI, modelo Quanta 200) e 

Espectroscopia de raios X com energia dispersiva (EDX) (Oxford Inca 250P20). 

no Centro de Microscopia Eletrônica (CME) do Instituto de Biociências UNESP 

Botucatu. A análise consistiu da detecção de ferro (Fe), manganês (Mn) e zinco 

(Zn) representativos do núcleo magnético de ferrita; carbono e cálcio do 

revestimento com o biopolímero quitosana; cálcio e fosfato como formas de 

identificação da mimetização com hidroxiapatita. 
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13. Cultura in vitro da linhagem tumoral de câncer de próstata LNCaP 

Utilizamos células tumorais da linhagem de adenocarcinoma prostático 

humano LNCaP (ATCC CRL-1740), validadas pelo Prof. Deilson Elgui de 

Oliveira, através de análise por PCR (polymerase-chain reaction). Essas células 

foram mantidas em meio de cultura completo [meio RPMI 1640 suplementado 

com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de piruvato de sódio, 1% aminoácidos 

não essenciais e 25 mM HEPES (Sigma), 1% de antibióticos e antimicóticos (Life 

Technologies) a 37°C e sob atmosfera de 5% CO2, até a formação completa da 

monocamada celular. As células foram soltas da garrafa com auxílio de tripsina 

0,05 % e lavadas em meio completo, seguindo-se o preparo para uso posterior nos 

ensaios funcionais.  

 

14. Determinação da Morte Celular por Citometria de Fluxo 

As células tumorais foram expostas por 24 e 48 horas de tratamento com as 

nanopartículas (bioNCP, bioNCP PTX, bioNCP APA e bioNCP PTX APA) sob a 

concentração de 150nM, ajustada conforme valor obtido na quantificação de PTX 

por UV-vis, comparando-se os efeitos com o Controle negativo (LNCaP sem 

tratamento) e somente PTX (LNCaP com 150nM de PTX). Após os períodos, as 

células foram soltas da placa de 12 poços com auxílio de tripsina 0,05 %, 

recolhidas, lavadas com solução salina (PBS) e centrifugadas. Para reduzir a 

interferência de partículas agregadas às células na aquisição de eventos, as 

lavagens foram realizadas com tampão Rinsing Solution e as amostras foram 

filtradas em filtro 0,30um. Ao final, as células foram ressuspensas em 100 μL de 
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tampão de anexina 10%, seguindo-se marcação com 2,5 μL de anexina V marcada 

com isotiocianato de fluoresceína (FITC) por 15 min à temperatura ambiente ao 

abrigo de luz. Após, completamos o volume para 200 μL com o tampão de 

anexina V e em seguida adicionamos 3μL de 7-adenosino-actinomicina D (7AAD) 

(BD Biosiences), marcado com proteína peridinina-clorofila (PerCP). A aquisição 

foi feita no citômetro de fluxo FACS CantoTM II (BD Biosciences) com software 

FACSDiva, sendo os resultados analisados no software FlowJo, versão vX.10.6 

(Tree Stars Inc.) Células saudáveis (com membrana íntegra) mantém a 

fosfatidilserina na camada interna da membrana plasmática, enquanto células que 

entram em apoptose, passam a expô-la na superfície externa. Assim, a anexina 

conjugada com isotiocianato de fluoresceína (FITC) consegue marcar células em 

apoptose inicial. O 7AAD conjugado em PerCP, por sua vez, é um intercalante de 

DNA, que atinge o ácido nucleico de células cuja membrane está perfurada ou 

rompida e, portanto, marca células em apoptose tardia ou necrose.  

A combinação desses marcadores permite que façamos a diferenciação 

entre células em estágio apoptose inicial (anexina V positiva, 7AAD negativo), e 

células mortas por apoptose tardia ou necrose (anexina V positiva, 7AAD 

positivo) e ainda, reconhecer a população de células viáveis (anexina V negativo, 

7AAD negativo). A Figura 5 mostra a estratégia de aquisição e análise dos dados 

de morte celular. 
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Figura 5: Gate de análise para ensaio de Morte Celular. Em a, a população de interesse por 

tamanho (FSC) e complexidade interna (SSC); na figura b, o quadrante Q4 relaciona-se a 

população viva/não marcada; em c, o quadrante Q2 mostra a população duplo positiva para 

anexina/7AAD; em d e e, população positiva para anexina e positiva para 7AAD, respectivamente. 

 

15. Caracterização morfológica da interação das nanopartículas com as 

células tumorais 

Após o contato com os nanopartículas por 24 e 48 horas, as células foram 

lavadas com PBS e fixadas com solução de glutaraldeído. O processamento das 

células em lamínula consistiu inicialmente da desidratação dupla em soluções de 

concentração crescente de etanol por 10 min (7,5% 15%, 30%, 50%, 70%, 90% e 

a) 

c) b) d) e) 
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100%) e secagem em condições acima do ponto crítico (secagem supercrítica) em 

atmosfera de CO2. Então, as lamínulas foram então metalizadas com ouro (Au) e 

analisadas quanto a alterações morfológicas superficiais por microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) (num equipamento da FEI, modelo Quanta 200) do 

Centro de Microscopia Eletrônica (CME) do Instituto de Biociências UNESP 

Botucatu.  

16. Ciclo celular da linhagem tumoral de câncer de próstata LNCaP 

Para verificar se o tratamento combinado infere no ciclo celular, as células 

da linhagem LNCaP foram cultivadas e tratadas com as nanopartículas por 24 e 48 

horas. Após tratamentos, as células foram tripsinizadas, lavadas com PBS e 

centrifugadas a 1500rpm por 5 minutos. O pellet foi ressuspendido e fixado sob 

agitação com etanol 70% a 4ºC e mantido em freezer por 1h. Após a fixação, os 

tubos foram centrifugados e lavados com 2mL de PBS-BSA (0,5%). Após nova 

centrifugação, as células fixadas foram marcadas com solução de iodeto de 

propídeo (PI) (50μg/mL) e RNase A (10mg/mL), para o volume final de 100μL, 

por 1h a 37ºC. Após incubação, as células foram adquiridas em citômetro de fluxo 

FACSCantoTM II (BD Biosciences) com software FACSDiva (BD Biosciences). A 

porcentagem de células nas fases do ciclo celular G0/G1, S e G2/M foi 

determinada usando o software FlowJo, versão vX.10.6 (Tree Stars Inc.). 
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17. Determinação da Viabilidade celular de pró-osteoblastos MC3T3 por 

MTT 

Com o objetivo de avaliar a toxicidade dos compósitos sobre células 

não tumorais ávidas por Ca, optamos por investigar seu efeito sobre a 

viabilidade de células pro-osteoblasto murinas da linhagem MC3T3. Após 

tratamentos dos pró-osteoblastos por 24 ou 48 horas de exposição às 

nanopartículas, retirou-se o meio contido nos poços e adicionou-se a solução 

de MTT à concentração de 1mg/mL. Após adição, a placa de 96 poços foi 

mantida por 3 horas em estufa de Co2. Após 3 horas, o meio contendo a 

solução de MTT foi retirado dos poços e adicionado 0,1mL de álcool absoluto, 

seguida da leitura em espectrofotômetro à 570nm. A análise foi feita com base 

nas absorbâncias obtidas comparadas com o grupo sem tratamento. Foram 

realizadas 6 repetições do ensaio em triplicata. 

 

18. Análise estatística 

Os dados parciais foram submetidos ao teste de análise de variância 

seguida de One-way ANOVA com post-test de Tukey, considerando-se 

significativas as diferenças com menos de 5% de probabilidade de erro (𝛼≤ 0.05). 
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IV. RESULTADOS 

 

1. Porcentagem de massa atômica das ferritas próxima ao valor nominal 

A porcentagem de massa atômica demonstrada nos resultados a seguir 

foram obtidas quantificando-se 3 regiões (A, B e C) de uma mesma amostra. 

Assim, conseguimos comparar a massa nominal que foi adicionada no momento 

inicial da síntese das ferritas, com o produto final ferrita Mn0,75 Zn0,25Fe1,7. Os 

resultados apresentados na Tabela 1, mostram os valores obtidos por 

espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDX), em ensaio quantitativo, 

onde observamos as médias nominais para os elementos químicos Mn, Fe e Zn 

muito próximas da amostra de nanopartículas de ferrita produzida. 

 

Tabela 1: Média da % atômica de Mn, Fe e Zn da amostra de ferrita produzida 

comparada com o nominal (esperado) 
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Para detectarmos os elementos químicos presentes na amostra de ferrita, 

realizamos um espectro mapeando a distribuição bem definida de elétrons dos 

átomos de interesse (Figura 6). Para isso, um feixe de elétrons foi bombardeado 

para remover dos átomos um elétron do seu nível de energia, promovendo sua 

desestabilização orbital. Para que ocorra novamente a estabilização dos átomos, 

um elétron de órbita de maior energia preenche o vazio deixado pelo elétron 

removido pelo feixe. Nesse processo, o excesso de energia é emitido como fóton 

de raio-X e lido em linhas características dos números atômicos de cada elemento 

químico. Dessa forma, é possível identificar cada elemento emissor de energia. 

 Deve-se notar que os demais elementos que constam no mapeamento, 

como por exemplo o ouro (Au), são decorrentes do próprio processo de 

metalização das amostras. Também se observa presença de silício (Si), decorrente 

da composição dos eletrodos do equipamento.  
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Figura 6: Mapeamento dos elementos químicos nas Regiões A, B e C da amostra de ferrita, 

indicando a presença de Fe, Mn e Zn com homogeneidade da amostra. 

 

 

2. Padrão de difração de ferritas magnéticas monofásicas 

As fases cristalinas das nanopartículas de ferrita foram investigadas por 

difração de raios-X (DRX). Todos os refinamentos estruturais foram realizados 

pelo método de Rietveld utilizando o pacote de software GSAS (LARSON e VON 

DREELE, 2004) com parâmetros de entrada obtidos no “Inorganic Crystal 

Structure Database” (ICSD). Na Figura 7 são mostrados os difratogramas da 

amostra sintetizada bem como o padrão característico da ferrita de manganês e 
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zinco baseado no arquivo ICSD 28515. Pode-se notar que a amostra é considerada 

monofásica devido aos picos comparativos e característicos elevados muito 

similares ao encontrado no padrão de ferritas em espinélio, apresentando algumas 

pequenas interferências na linha de base. Este fenômeno é considerado comum em 

amostras contendo ferro devido à irradiação por cobre da metodologia. 

 

 

Figura 7: Dados obtidos de DRX da ferrita amostral (preto) e a comparação com a esperada em 

ICSD 28515 (vermelho).  

 

O pico máximo observado na ferrita amostral (preto), relaciona-se ao grau 

de cristalinidade da amostra que foi diretamente proporcional ao tamanho do 
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cristalito. A Tabela 2 mostra exatamente os valores obtidos para a síntese com 

duração de 60min, submetida à concentração de NaOH de 0,2mol/L para 

precipitação dos óxidos. O Rwp (6,76%), e o parâmetro de rede, são fatores 

estabelecidos da DRX que refletem o melhor progresso do refinamento do cristal, 

sua expressão analítica envolve as intensidades calculadas e observadas.  

 

Tabela 2: DRX após refinamento do cristal de ferrita simulando os parâmetros 

adotados durante a síntese por co-precipitação. 

 

 

 

3. Resposta magnética para diferentes proporções de Fe 

Após a análise de três amostras de ferritas magnéticas com diferentes 

quantidades de ferro por DRX, verificamos por biosusceptometria de corrente 

alternada (BAC) a influência da quantidade de ferro na resposta magnética destas 

nanopartículas em temperatura ambiente. Os dados da Figura 8 mostram que a 

nanopartícula de ferrita com Fe1,7 possui maior sinal magnético em resposta a um 

campo elétrico do que as demais no ponto 0.  

Descrição Tempo 

(min) 

[NaOH] 

(Mol/L) 

Tamanho 

Cristal (Å) 

RWP 

(%) 

Parâmetro 

de rede (Å) 

Mn0,75Zn0,25Fe1,7 60 0,20 86,9097 6,76 8,4304 
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Figura 8: BAC das ferritas com variação nas quantidades de Fe e suas respectivas respostas 

magnéticas, demonstrando que Fe em menores quantidades apresentam maior suscetibilidade. 

 

 

4. Eficiência de encapsulamento de paclitaxel  

Os métodos analíticos encontrados na literatura para extração e 

quantificação de PTX estão relacionados à cromatografia e diante disto, 

inicialmente fizemos a extração de paclitaxel por essa técnica em 3 períodos 

diferentes (12 horas, 18 horas e 24 horas) em acetonitrila (grau HPLC) das 

nanopartículas bio-NCP-PTX. Após cada período foi realizada leitura em 

equipamento de LC/MS para detecção da massa molecular de PTX.  
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Os dados apresentados na Tabela 3 mostram que não foi possível a 

detecção do fármaco utilizando esta metodologia, quando comparamos os dados 

das nanopartículas (N/A) com os valores padrão de PTX puro para 0 hora, 12 

horas, 18 horas e 24 horas de extração, e ainda, com o respectivo controle de 

acetonitrila.  

 

Tabela 3: Quantificação de PTX por LC/MS após extração em acetonitrila 

 

 

Apesar de amplamente utilizada e muito sensível, a cromatografia por 

LC/MS não foi capaz de detectar os picos característicos da massa de PTX no 

sobrenadante das nanopartículas (Figura 9).  
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Figura 9: Picos de caracterização de PTX puro nos grupos controles (0h, 12h, 18h, 24h) e nas 

nanopartículas após extração em acetonitrila obtidos por LC/MS, em 12, 18 e 24h de extração.  

 

 

 

Dessa forma realizamos o mesmo procedimento de extração por 24h em 

acetonitrila, seguida da centrifugação e coleta do sobrenadante para análise em 

UV-visível com comprimento de onda de 227nm em cubeta de quartzo (Figura 

10).  
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Figura 10: Quantificação de PTX por UV-visível após extração em acetonitrila. 

 

 

Os resultados indicaram que houve a incorporação de cerca de 8,5% de 

fármaco a cada 5mg de nanopartículas, correspondendo a 29,3ug de PTX. A 

concentração de trabalho utilizada nos experimentos de morte celular foi baseada 

no ensaio de citotoxicidade de PTX para células de câncer de próstata LNCaP do 

nosso grupo (97). 
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   5. Análise dos grupamentos funcionais como forma de verificação das 

etapas de síntese  

Na Figura 11 são mostrados os espectros de FTIR para as nanopartículas e 

suas diferentes etapas de síntese. As setas indicando a banda em 2900 cm-1 são 

atribuídas às ligações C-H, enquanto a banda em 1744 cm-1 atribuída aos radicais 

amida do biopolímero quitosana. Já a banda em 1633 cm-1 refere-se à vibração 

correspondente a ligação C-N devido à formação de bases de Schiff durante o 

processo de reticulação com glutaraldeído (98). 

Apesar da região estreita no final do espectro, a banda em 

aproximadamente 565 cm-1 pode ser atribuída ao estiramento das ligações Fe-O 

característica das ferritas. As etapas iniciais tanto de preparação das ferritas por 

co-precipitação, quanto do revestimento polimérico com quitosana e sua 

reticulação, mostram-se satisfatórias, assim como o encapsulamento de PTX de 

acordo com a banda 1503 a 1549 cm-1 em vista da identificação dos grupos 

funcionais característicos. A etapa seguinte, de mimetização com hidroxiapatita, 

mostra-se um pouco mais difícil para identificação, devido à presença dos grupos 

hidroxila OH e amina NH2 do polímero. Adotamos à banda do grupo fosfato entre 

1100 e 800 cm-1, usada para verificar a eficiência de adsorção de cálcio 
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Figura 11: FTIR das nanopartículas e suas etapas de síntese para identificação de grupos 

funcionais. A seta na linha azul identifica o possível grupamento fosfato (mimetização com APA) 

e as setas na linha verde indicam respectivamente, ligações C-H, quitosana (amina e OH), 

reticulação com glutaraldeido, PTX e Fe. 

 

 

6. Carga elétrica superficial nas nanopartículas e seu comportamento em 

alterações de pH 

Pensando em aplicações biológicas, a importância de estudarmos o 

comportamento das cargas superficiais de partículas não está apenas relacionada a 

sua dispersão em um meio líquido, mas também em saber qual carga a partícula 

assume frente a alterações de pH, principalmente entre 7,2 e 7,4 (pH fisiológico) e 
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pH mais ácido entre 4,0 e 6,0 (microambiente tumoral). O PI para a nanopartícula 

de ferrita (a) ocorre em pH 4,0 e ao acidificar ainda mais esse pH a partícula 

assume cargas positivas. Observamos a mesma tendência nas demais partículas (b, 

c, d, e) sob o mesmo pH e ressaltamos o comportamento mais próximo das cargas 

positivas em bioNCP (b), partícula que tem seu revestimento polimérico catiônico 

ideal em pH acidificado. O conhecimento das cargas superficiais dos elementos 

utilizados durante a síntese auxilia não só nos processos químicos, mas também na 

compreensão dos efeitos biológicos. As nanopartículas possuem carga superficial -

20mV em pH fisiológico e aproximadamente -10mV em pH similar ao 

microambiente tumoral (mais ácido) (Figura 12).  

Nota-se no resultado obtido para essa partícula (e) que a carga superficial -

10mV comporta-se da mesma forma tanto no pH fisiológico, quanto em pH ácido, 

revelando que a mimetização com hidroxiapatita mantém de certa forma a 

estabilidade das cargas frente a alterações no pH.  
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Figura 12: Potencial zeta e PI das nanopartículas magnéticas e as condições de pH. 

 

7. Morfologia das nanopartículas 

Os resultados obtidos para a verificação da morfologia das nanopartículas 

e suas devidas etapas de síntese são mostrados na Figura 13. Para as 

nanopartículas de ferrita (Figura 13-a) obtivemos cristais de tamanho médio de 

80-100nm ainda que seja possível observar nanopartículas menores. Na Figura 

13-b, observamos o aumento do tamanho das partículas devido o revestimento 

com o biopolímero quitosana, revelando a eficiência do método e também a 

variação no tamanho médio (partículas entre 100nm e 200nm). Em 13-c, as 
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nanopartículas recebem uma fina camada de hidroxiapatita, no entanto esse 

processo não levou a grandes alterações no tamanho médio das partículas, mas 

preservou a heterogeneidade visando resposta imunológica não direcionada. Já 

em 13-d, a adição do fármaco de uso clínico paclitaxel promoveu o aumento 

considerável das partículas, variando de 100 até 300nm. Observamos ainda, a 

formação de alguns aglomerados de partículas que podem ter sido originados 

devido a interação das cargas dos elementos. Observamos os mesmos achados 

na Figura 13-e para a formação da partícula completa bioNCP PTX APA, com a 

heterogeneidade no tamanho das partículas e a interação entre as cargas.  
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Figura 13: Morfologia das nanopartículas. Em (a), ferritas com tamanho de 80-100nm; em (b), 

nanopartículas bioNCP com tamanho de 100-200nm; em (c), as nanopartículas revestidas com fina 

camada de hidroxiapatita (bioNCP APA); já em (d), a adição de PTX promoveu aumento do 

tamanho 100-300nm e a presença de aglomerados; e (e), a partícula completa bioNCP PTX APA 

com características próximas do observado em (d).  
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8. Mapeamento e contraste dos elementos químicos das nanopartículas 

Na Figura 14, observam-se os referentes espectros de mapeamento dos 

elementos químicos presentes nas nanopartículas, como Fe (ferro), Mn 

(manganês) e Zn (zinco), característicos das ferritas. Observamos ainda, 

elementos como Au usado na metalização de partículas magnéticas, Al 

(alumínio) presente no stub metálico, Si (silício) e Ti (titânio), referentes a 

elementos do equipamento, o C (carbono) presente na fita de adesão do stub e 

também Na (sódio), Cl (cloro) e K (potássio) decorrentes de materiais da síntese. 

Nota-se num primeiro momento, que não foi possível a detecção dos 

espectros dos elementos Ca (cálcio) e P (fósforo) nas partículas revestidas com 

hidroxiapatita (APA). No entanto, na Figura 15 é possível visualizarmos o 

contraste dos elementos mapeados, principalmente nos que apresentam Ca (azul 

claro) e P (cinza) mais expressivo, seguindo-se os contrastes em verde para Fe, 

vermelho para Mn, azul escuro para Zn. É importante ressaltarmos que a técnica 

possui limitações de detecção, pois o feixe de elétrons que incide sobre a 

amostra necessita de uma área amostral de cerca de 2um. Sendo a maioria das 

nossas partículas menores, optamos por mapear estruturas que estivessem 

agregadas, utilizando uma magnitude de 5000x.   
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Figura 14: Espectros dos elementos químicos encontrados nas nanopartículas. Notar os principais 

elemento Fe, Mn e Zn presentes nas nanopartículas.  
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Figura 15: Contraste dos elementos químicos encontrados nas nanopartículas. Embora a técnica 

apresente limitações, nota-se a presença dos elementos característicos das ferritas estudadas (Fe, 

Mn e Zn), com destaque para a detecção de fosfato como indicativo de revestimento com 

hidroxiapatita em 15-c e 15-e, sugerido também pelo contraste de cálcio.  

 

9. A Morte celular mediada pelo endereçamento de paclitaxel em 

nanopartículas magnéticas de Fe, Mn e Zn 

Os resultados dos tratamentos com as nanopartículas em suas diferentes 

combinações foram obtidos por citometria de fluxo de células marcadas com 

anexinaV/7AAD (n=6), com aquisição de 10.000 eventos. A anexina V conjugada 
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liga-se à fosfatidilserina.  

Na Figura 16 temos um ensaio representativo das células de câncer de 

próstata LNCaP submetidas aos tratamentos com as nanopartículas e suas 

formulações por um período de 24 horas. Em 16-a, o grupo Controle Negativo 

com as células tumorais que não receberam tratamento, onde nota-se que essas 

possuem uma morte total basal que varia de 10 a 20% (Q1+Q2+Q3), mas que não 

compromete o desenvolvimento das comparações entre os demais tratamentos.   

De um modo geral, em 24 horas as nanopartículas que não possuem PTX 

(b, c) também se enquadram no limiar de morte basal do grupo Controle negativo 

(a), mostrando que tanto o revestimento com o biopolímero quitosana (bioNCP), 

quanto a mimetização com hidroxiapatita (bioNCP APA) não promovem 

toxicidade as células. Já em d, no quadrante Q2 observamos cerca de 15% de 

morte associada a apoptose tardia/necrose nas células tratadas com bioNCP PTX e 

ainda, cerca de 5% de morte por apoptose inicial (Q1+Q3). Resultados similares 

foram obtidos para as células tratadas com bioNCP PTX APA. O grupo PTX 

corresponde a um controle para verificação da ação direta de PTX puro sobre a 

viabilidade das células.   
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Figura 16: Apoptose e Morte de células tumorais LNCap submetidas aos tratamentos com 

nanopartículas e seus respectivos controles (negativo e PTX), por 24 horas. 

 

Diferente do resultado obtido em 24 horas de tratamento, na Figura 17 

observamos que a exposição das células às nanopartículas por 48 horas promove 

redução sutil de apoptose tardia/necrose (quadrante Q2 da Figura 17-d) para 

bioNCP PTX e também no controle PTX, com tendência ao aumento no grupo 

bioNCP PTX APA. Nota-se um aumento da morte associada à apoptose inicial de 

um modo geral, seguindo o que ocorre com o grupo controle PTX.  
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Figura 17: Apoptose e Morte de células tumorais LNCap submetidas aos tratamentos com 

nanopartículas e seus respectivos controles (negativo e PTX), por 48 horas 

 

Os perfis de morte celular decorrentes do tratamento com os diferentes 

compósitos estão sumarizados na Figura 18, em que apresentamos a morte 

associada por apoptose inicial mediante tratamento com as nanopartículas por 24 

horas (18-a). A Figura 18-b, mostra os resultados de apoptose inicial ocasionada 

pelo tratamento com as nanopartículas por 48 horas.  
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Figura 18: Efeito dos tratamentos com as nanopartículas sobre a % de morte celular por Apoptose 

Inicial em 24 e 48 horas. Nota-se em a, uma tendência a toxicidade em bioNCP PTX e o controle 

PTX puro. Já em b, a toxicidade do controle PTX puro aumentou, no entanto, em ambos os casos 

os resultados não foram significativos.   

 

 

Quando analisamos os resultados de morte celular por apoptose 

tardia/necrose frente aos tratamentos com as nanopartículas por 24 e 48 horas 

(Figura 19), observamos o mesmo comportamento da morte por apoptose inicial, 

sendo que bioNCP PTX provoca porcentagem de morte muito similar ao controle 

PTX puro (19-a). Em 19-b, nota-se um aumento da capacidade de morte celular 

provocada pelo controle PTX puro e da nanopartícula completa bioNCP PTX 

APA na análise após 48h de exposição aos tratamentos. 
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Figura 19: Efeito dos tratamentos com as nanopartículas sobre a % de morte celular por Apoptose 

tardia/Necrose em 24 e 48 horas. Em a, apesar do desvio padrão proeminente observamos 

comportamentos de toxicidade similar para bioNCP PTX e PTX puro. Em b, a liberação em 48 

horas de PTX pela bioNCP PTX APA mostra-se significância quando comparada ao grupo 

controle negativo, enquanto o controle PTX puro mantém sua toxicidade. * p<0,05; ***p<0,0001. 

 

 

Por fim, a análise de morte total das células tumorais frente aos 

tratamentos com nanopartículas magnéticas (somatória de apoptose inicial e morte 

celular) mostra que os tratamentos com bioNCP PTX e PTX puro por 24 horas 

tiveram efeito citotóxico maior que os demais, seguido por bioNCP PTX APA 

(Figura 20-a), enquanto a análise após 48 h de exposição mostra aumento de ação 

dos compósitos (p<0,001) embora tenha havido redução da eficiência de morte 

celular provocada por bioNCP PTX (20-b). BioNCP PTX APA, por sua vez, 

revela-se como uma nanopartícula promissora na liberação de fármaco, tendendo 

ao aumento da citotoxicidade de acordo com o tempo de exposição. 
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Figura 20: Morte total das células tumorais submetidas a tratamento com nanopartículas 

magnéticas. Em a, observamos comportamentos de toxicidade similar para bioNCP PTX e PTX 

puro. Em b, a liberação em 48 horas de PTX pela bioNCP PTX APA mostra-se tendência ao 

aumento quando comparada ao grupo controle negativo, enquanto o controle PTX puro mantém 

sua toxicidade, no entanto de forma significativa comparando-se aos demais grupos. **p<0,001. 

  

 

10. Interação entre as células de câncer de próstata e nanopartículas 

magnéticas de Fe, Mn e Zn 

Os resultados para a interação das células submetidas aos tratamentos com 

as nanopartículas por 24 e 48 horas são apresentados a seguir. As imagens foram 

obtidas por análise em MEV. Na Figura 21, observamos que as células dos 

Controles de 24 e 48 horas, possuem morfologia com pouco volume celular e leve 

alongamento. Corroborando os ensaios de morte celular, notamos a presença de 

alguns debris celulares indicando uma morte basal da própria linhagem, mas que 
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não compromoteu a interpretação de resultados quando comparados aos grupos 

tratados com as nanopartículas.   

 

 

 

Figura 21: Controle negativo das células LNCaP submetidas aos tratamentos com nanopartículas 

por 24 e 48 horas. As imagens são expressas na magnitude de 500x e 2000x, respectivamente. 

 

Na Figura 22, observamos os tratamentos com as nanopartículas por 24 

horas. De um modo geral observamos que os tratamentos provocaram aumento do 

volume celular quando comparados aos controles negativos (Figura 21), 

especialmente nas células tratadas com as partículas revestidas com hidroxiapatita 
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(APA), o que pode ser indicativo da interação com as nanopartículas.  

Nos grupos tratados com bioNCP (22-a) e bioNCP APA (22-b), não foram 

observadas células com a morfologia que indicasse perda de adesão celular ou 

morte, corroborando com a baixa toxicidade e a biocompatibilidade do 

biopolímero quitosana e da hidroxiapatita. Nota-se nos tratamentos com as 

partículas contendo PTX, a formação de debris celulares e alguns focos 

indicativos de perda de adesão celular.  
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 Figura 22: Células submetidas aos tratamentos com as nanopartículas por 24 horas. As imagens 

são expressas na magnitude de 500x, 2000x e 5000x, respectivamente. 
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A Figura 23 mostra as células tratadas 48 horas com as nanopartículas. As 

imagens revelam células com um volume celular mais proeminente e 

aparentemente mais aderidas. No grupo tratado com bioNCP APA, nota-se a 

presença de nanopartículas sobre a superfície celular e também regiões pontuais 

volumosas nas células que podem indicar a presença de partículas internalizadas. 

Esse achado mostrou-se mais evidente quando comparado ao mesmo tratamento 

no período de 24 horas, indicando que o tempo de exposição possui influência 

sobre os efeitos celulares. No grupo tratado com bioNCP PTX, nota-se claramente 

uma tendência a morte celular similar ao tratado por 24 horas, o que corrobora 

com os dados obtidos no ensaio por citometria de fluxo.  

Finalmente, a exposição a bioNCP PTX APA resulta em alterações 

morfológicas bem interessantes e que denotam a interação das nanopartículas com 

as células tumorais. Vemos o indicativo do processo de perda de adesão celular ou 

morte, (destacado pelas setas pretas), a presença de muitos debris celulares e ainda 

muitos pontos de elevação na superfície celular que podem indicar a interação 

dessas nanopartículas com as células. Esses resultados, mais evidenciados no 

tratamento por 48 horas, remetem a afinidade de LNCaP pela hidroxiapatita e 

também a liberação de PTX de forma controlada.  
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Figura 23: Células submetidas aos tratamentos com as nanopartículas por 24 horas. As imagens 

são expressas na magnitude de 500x, 2000x e 5000x, respectivamente. 
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Surpreendentemente, na Figura 24 quando aumentamos a magnitude 

(20.000x) da região indicada com as setas brancas de interação e possível 

internalização das nanopartículas, vemos claramente os processos descritos até 

aqui. Células bastante granulosas, e a presença constante de nanopartículas de 

variados tamanhos, sugeridas tanto como internalizadas quanto na superfície 

celular. Nota-se também ao fundo da imagem, regiões que indicam possivelmente 

a presença de grandes quantidades de nanopartículas (quadro branco em destaque 

com aumento de 40.000x).  

 

 

Figura 24: Células submetidas ao tratamento com bioNCP PTX APA 48 horas. A imagem dos 

detalhes foi obtida em magnitude de 20.000x e 40.000x.  
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11. O efeito das nanopartículas de ferrita Mn e Zn carregadas com PTX 

sobre o ciclo celular de LNCaP 

Os resultados para ciclo celular em 24 horas de exposição das células 

submetidas aos compósitos mostram que os grupos controles (bioNCP, bioNCP 

APA) não sofreram modificação significativa, o que comprova a 

biocompatibilidade dos revestimentos poliméricos e com hidroxiapatita (Figura 

25). Em contraste, nota-se que houve efeito de PTX dos compósitos bioNCP PTX 

(50%) e para bioNCP PTX APA (60%), comprometendo de forma sutil o 

crescimento da célula já nessa fase. O efeito de PTX puro (45%) é ainda mais 

influente sobre as células, quando comparado aos controles (70%), o que 

corrobora com o efeito encontrado no ensaio de morte celular.  

O efeito principal de PTX é sobre a fase G2, M, momento em que a célula 

cresce ainda mais, produz proteínas e organelas, começando a se reorganizar para 

a mitose. No entanto, pode-se observar alterações devido a concentração de 

fármaco usado, como é o caso de concentrações >100nM. Nesse caso, vemos um 

aumento na intensidade sobre G2, M. Esse efeito foi significativo para bioNCP 

PTX (30%) e seu controle PTX puro (40%), já bioNCP PTX APA, mostrou pouco 

efeito sobre essa fase (25%), assemelhando-se ao controle negativo.  
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Figura 25: Ciclo celular de células LNCaP expostas in vitro por 24 h aos compósitos. A primeira 

imagem refere-se a um experimento representativo (contagem% x intensidade). O grupo controle 

refere-se às células sem nenhum tratamento. O grupo PTX refere-se às células expostas ao PTX 

puro na concentracão de 150nM, similar ao contido nos compósitos bioNCP PTX e bioNCP PTX 

APA. Análise realizada por citometria de fluxo com base na marcação de ácido nucleico com 

iodeto de propídeo. n=6; *p≤ 0,05; ** p≤0,001. 
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Em 48 horas de tratamento, vemos o mesmo comportamento sobre o ciclo 

celular, no entanto o tempo de exposição favorece ainda mais o efeito sobre G2,M 

para bioNCP PTX (40%) e PTX puro (55%).  

 

 

 

Figura 26: Ciclo celular de células LNCaP expostas in vitro por 48 h aos compósitos. A primeira 
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imagem refere-se a um experimento representativo (contagem% x intensidade). O grupo controle 

refere-se às células sem nenhum tratamento. O grupo PTX refere-se às células expostas ao PTX 

puro na concentração de 150nM, similar ao contido nos compósitos bioNCP PTX e bioNCP PTX 

APA. Análise realizada por citometria de fluxo com base na marcação de ácido nucleico com 

iodeto de propídeo. n=6; *p≤ 0,05; ** p≤0,001. 

 

12. Efeito sobre a viabilidade de pró-osteoblastos murinos MC3T3 

Nossos resultados sobre a viabilidade de pró-osteoblastos murinos MC3T3 

submetidos a exposição aos compósitos por 24 e 48 horas (Figura 27), mostram 

que os grupos controles (bioNCP, bioNCP APA) não interferem na viabilidade 

celular, reforçando mais uma vez a biocompatibilidade dos revestimentos 

adotados nesse estudo. Ainda, quando comparamos o efeito nos grupos tratados 

com bioNCP PTX e bioNCP PTX APA com o controle PTX puro, vemos que o 

encapsulamento favorece a manutenção da viabilidade celular de células saudáveis 

como os pró-osteoblastos, mesmo após 48 horas de exposição aos compósitos.  

 

Figura 29: Viabilidade celular de células murinas MC3T3 expostas in vitro por 24 e 48 horas aos 
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compósitos. O grupo controle refere-se às células sem nenhum tratamento. O grupo PTX refere-se 

às células expostas ao PTX puro na concentração de 150nM, similar ao contido nos compósitos 

bioNCP PTX e bioNCP PTX APA.  n=6; *p≤ 0,05. 

 

 

VI. DISCUSSÃO 

 

 

O primeiro desafio do presente estudo foi a escolha e padronização do 

método de síntese dos nanocompósitos propostos para o carreamento de PTX.  

Observamos que a média da porcentagem atômica da amostra de ferrita de Mn e 

Zn produzida neste estudo proporcionou uma perda de material mínima durate a 

síntese e também uma distribuição uniforme dos elementos das ferritas quando 

comparamos a amostra nominal (padrão) com a amostra produzida e 

quantificada em 3 regiões da mesma amostra, assim como o mapeamento dos 

elementos presentes por EDX (88, 93). Atribuímos esses resultados muito 

próximos ao nominal devido ao método de co-precipitação, amplamente 

utilizado em indústrias de diferentes países, como no Japão (99), tratando-se de 

uma síntese promissora por ser um processo de via química e de fácil aplicação. 

A síntese por co-precipitação tende a formar menos aglomerados que as demais, 

mantendo o material final na forma de pó (100). Além disso, torna os cátions 

formados mais homogêneos (101, 102), favorecendo a formação da estrutura 

característica de ferritas cerâmicas do tipo espinélio, constituídas não só por 

ferro, mas também por outros metais, e que pode possibilitar elevada 

propriedade eletromagnética (103). 
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As principais vantagens durante a co-precipitação são a criação de 

materiais muito puros e com boa qualidade nominal do produto final (104, 105). 

Nas sínteses por co-precipitação, a morfologia e a proporção dos elementos das 

partículas têm relação direta com a natureza da base utilizada e da temperatura da 

reação, sendo que partículas maiores estão relacionadas a temperaturas mais altas, 

daí a preocupação em mantermos a temperatura o mais estável em 100°C, a fim de 

obtermos cristais com tamanho reduzido. 

A difração de raios-X utilizada para investigar a fase cristalina da ferrita de 

espinélio mostrou que se trata de um material monofásico, ou seja, próximo do 

padrão característico ICSD 28515 para ferritas de Mn e Zn, observado através dos 

picos comparativos. A obtenção da fase da ferrita Mn-Zn é relatada usando 

diferentes métodos de síntese, porém sempre com a presença de segunda fase, ou 

seja, nem todo material produzido pode ser considerado ferrita (106-109). A 

obtenção de ferrita Mn-Zn monofásica é um processo desafiador e, apesar de não 

termos encontrado o padrão ouro para a ferrita produzida, os resultados são 

corroborados pelos dados prévios do grupo com o material desenvolvido durante 

anos de estudo com ferritas monofásicas de Mn e Zn, e suas aplicações (86-88).  

Quando observamos a capacidade dessas ferritas de responderem a 

estímulo magnético por biosusceptometria de corrente alternada (BAC) 

comparadas a ferritas com ferro estequiométrico (Fe2,0) e ferritas com ferro em 

excesso (Fe2,8) temos que nem sempre a resposta magnética é proporcional a 

quantidade de Fe presente. Como previamente estabelecido pelo grupo as ferritas 

utilizadas são representadas pela fórmula geral Mn(1-x)ZnxFe(2-y)O4, onde a 
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variação de "y" mostra que as nanopartículas apresentam deficiência de Fe na 

estrutura, mesmo quando são sintetizadas em composição estequiométrica (Fe = 

2). Para y = 0,30, ou seja, Fe1,7 a deficiência de Fe induzida no processo de síntese, 

produz nanopartículas com um grau de cristalização mais elevado e maiores 

concentrações de Fe no espinélio, suscetíveis ao maior campo magnético. Apesar 

de alguns grupos também terem encontrado propriedades magnéticas promissoras 

para serem usadas em aplicações médicas, como a hipertermia ou a ressonância 

magnética, poucos são os estudos ainda encontrados na literatura envolvendo essas 

propriedades (110-114). 

A eficiência de encapsulamento de paclitaxel não foi obtida quando 

optamos por técnicas de cromatografia (105-107), mesmo efetuando a síntese 

com elevadas concentrações de PTX (8%, 12% e 16% em relação à massa de 

ferrita/quitosana), pois quantidades elevadas do fármaco adicionado durante a 

síntese não garantem o encapsulamento do mesmo. Podemos atribuir esse efeito 

a concentração micelar crítica (CMC) da quitosana influenciada pelo uso de 

tensoativos, também conhecidos como surfactantes, como o ácido oleico 

(catiônico) e o tween 80 (não iônico) utilizados em nossa síntese. São moléculas 

que possuem uma parte apolar (solubilidade da molécula em óleo) ligada a outra 

polar (solubilidade da molécula em água). Sua principal característica é diminuir 

a tensão interfacial entre dois líquidos, adsorvendo-se nas interfaces sólido-

líquido, líquido-líquido e líquido-gás (115). A CMC é definida como a menor 

concentração em que se observa o tensoativo em equilíbrio com as micelas, que 

são agregados moleculares, em soluções coloidais, em equilíbrio com as 
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moléculas de monômeros polares e apolares das quais são formadas. As micelas 

reversas, nas quais desenvolvemos este trabalho, são formadas em solventes 

apolares em que as cabeças hidrofílicas se voltam para o centro, cercadas pelas 

caudas hidrofóbicas (116, 117).  

Diante dos resultados apresentados, fizemos a síntese de uma nova 

nanopartícula com 6% de fármaco em relação à massa de ferrita/quitosana. 

Assim, reduzimos o volume de PTX de uso clínico encapsulado pelas quitosanas 

e estabelecemos a CMC suficiente para formar as micelas reversas e garantir o 

encapsulamento do fármaco. O mesmo procedimento foi repetido com as 

devidas alterações mencionadas e analisado por UV-visível a 227nm, no qual 

obtivemos uma porcentagem de incorporação considerada boa, quando 

comparado por exemplo a nanotubos de carbono (97).  

Dessa forma, ao buscarmos os grupamentos funcionais da polimerização 

com quitosana, o encapsulamento de paclitaxel, o revestimento com hidroxiapatita 

e o grupo funcional característico das ferritas por FTIR, foi possível a 

identificação das etapas de síntese. No entanto, apesar de não observarmos o 

deslocamento das moléculas de água pelo cálcio dos grupos OH entre 3750 e 3250 

cm-1 , e embora isso não confirme com precisão a adsorção de íons Ca2+, alguns 

autores indicam que há relação na redução da quantidade de água ancorada nesses 

grupos funcionais (118). Para nossos resultados de mimetização com 

hidroxiapatita, adotamos à banda do grupo fosfato entre 1100 e 800 cm-1, usada 

para verificar a eficiência de adsorção de cálcio (119).  

De um modo geral, nanopartículas possuem cargas em sua superfície que 
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se comportam de maneiras distintas frente às alterações de pH. Sendo assim, a 

dispersão de partículas está relacionada diretamente ao seu potencial zeta (ζ), 

devendo este ser distante de 0 e próximo a +30 ou -30 mV, o que indica alto grau 

de estabilidade. No entanto, quando a carga superficial líquida é igual a 0 (ponto 

isoelétrico - PI), a principal função das cargas superficiais é impedir a formação de 

agregados através da repulsão de cargas, evitando assim a atração entre as 

partículas devido a forças de Van der Waals (120, 121).  

As nanopartículas produzidas mostraram-se ideais para tratamentos de 

células tumorais, uma vez que a liberação do fámaco paclitaxel é dependente da 

acidificação do microambiente para dissolução do revestimento polimérico. Esses 

resultados são muito interessantes, pois apesar de termos uma carga negativa 

menor em pH acidificado, essas partículas conseguem liberar o fármaco de forma 

não abrupta, ao mesmo tempo em que estabelecem uma relação de interação 

através da sua superfície (negativa) com a membrana tumoral (positiva). Isso nos 

mostra que apesar de uma menor interação de cargas, esse não foi o fator 

predominante da morte celular tumoral, mas sim a chave para dissolução do 

polímero em pH ácido facilitando a liberação do fármaco. 

Ao analisarmos o perfil de morte causada pela exposição das células 

tumorais de câncer de próstata LNCaP por 24 e 48 horas, observamos que o perfil 

de morte  por apoptose inicial provocado pelo tratamento com bioNCP PTX por 

24 horas mostra-se muito semelhante ao encontrado na mesma concentração para 

as células tratadas com PTX puro, sendo que as nanopartículas sem fármaco 

encapsulado não mostraram toxicidade direta. Apesar desses resultados não 
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apresentarem significância estatística, são muito empolgantes do ponto de vista do 

encapsulamento do fármaco, pois representam que o revestimento com o 

biopolímero quitosana foi parcialmente desfeito mediante pH acidificado do 

microambiente tumoral, liberando assim, parte do fármaco para que exerça ação 

similar à concentração controle do PTX puro. A liberação de fármacos de forma 

controlada em nanopartículas é o ponto chave das novas pesquisas para tratamento 

do câncer, especialmente quando falamos de micelas poliméricas, como as de 

quitosana. De acordo com as propriedades estruturais mencionadas anteriormente, 

as micelas poliméricas de quitosana são capazes de promover a liberação 

controlada do fármaco incorporado (122), uma vez que exibem um perfil de 

ionização/dissociação dependente do pH (123). 

Para o período de 48 horas de tratamento, curiosamente, observa-se a 

manutenção da porcentagem de morte celular po apoptose inicial devido o 

tratamento com bioNCP PTX e uma tendência ao aumento no grupo tratado com 

PTX puro. A priori, é possível que esse resultado indique que o polímero de 

bioNCP PTX possa não ter sido desfeito totalmente no período apresentando, já 

que se trata de uma liberação controlada. A morte por necrose em 24 ou 48 horas, 

mostrou indicativos de que o controle PTX puro possui uma toxicidade superior, 

já que se trata de um contato mais direto com as células, enquanto bioNCP PTX 

mostrou-se com potencial reduzido. Surpreendentemente, o tratamento com 

bioNCP PTX APA levou ao aumento da morte por necrose em 48 horas, próximo 

ao encontrado para o fármaco puro. Em um quadro geral, a morte total provocada 

pelas nanopartículas apresentadas nesse estudo possui predominância em 24 horas 
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para bioNCP PTX e seu controle PTX puro similar ao encontrado no período de 

48 horas, mas com a inserção de um possível potencial de bioNCP PTX APA, 

corroborando os resultados das imagens encontradas por MEV.  

Assim, as etapas de revestimento mostram-se efetivas mais uma vez em 

promover a liberação controlada do fármaco ao longo da variação temporal. 

Ademais, a linhagem tumoral LNCaP utilizada possui um ápice de proliferação 

em cerca de 48 horas, fato este que pode ter influenciado na redução do efeito 

observado para bioNCP PTX. Entretanto, esse desafio fisiológico pode ter 

favorecido o efeito de bioNCP PTX APA que possui, além do revestimento com 

quitosana, um revestimento externo de hidroxiapatita (similar ao cálcio) e que 

pode estar funcionando como um gatilho para a interação com a nanopartículas, já 

que o cálcio faz parte da maquinaria de proliferação celular. Entretanto, 

acreditamos que a camada de hidroxiapatita depositada sobre a nanopartícula foi 

ligeiramente grosseira, o que dificultou a liberação do fármaco de forma mais 

significativado nos períodos apresentados.  

Do ponto de vista terapêutico, o enigma do câncer de próstata é uma 

complexa perturbação de múltiplas vias e mecanismos regulatórios e, diante de tal 

complexidade, a integração do sinal biológico pelo íon cálcio Ca 2+, revela-se de 

forma interessante. A variação da concentração extracelular de cálcio influencia na 

propagação intracelular de um sinal mediado por este elemento (124) e também na 

importação de outros presentes no núcleo (125), sendo visto como eventos físico-

químicos inerentes da homeostase entre a célula e seu ambiente. Portanto, faz-se 

necessário o cuidado para estabelecermos o limite desta relação quando pensamos 
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por exemplo, na proporção de cálcio a ser mimetizado na nanopartícula durante a 

síntese, pois receptores de superfície acoplados a proteina G (GPRC), como o 

receptor de quimiocina cisteína (CXCR4), favorece a migração e invasão celular 

tumoral,  interage mediante sinalização de cálcio, e tem sido implicado no 

tropismo ósseo de células de câncer de próstata (126). 

Utilizar o cálcio como um atrativo às células tumorais de câncer de 

próstata exige conhecimento acerca do potencial de ação deste íon e também sobre 

a célula envolvida, bem como a relação que ambos estabelecem. Sabe-se que o 

Ca 2+ regula a proliferação, diferenciação e apoptose, importantes processos que 

modulam a resposta celular (127). Em células de câncer de próstata, a modulação 

do Ca 2+ funciona principalmente através do receptor extracelular sensível ao 

cálcio (CaSR), receptor acoplado à proteína G envolvido na sinalização 

transmembrana (128, 129).   

Níveis elevados de cálcio como, por exemplo, em células de próstata PC-3, 

promovem a ação da molécula antiapoptótica Akt, favorecendo a proliferação e 

adesão/migração celular. Já na linhagem LNCaP, níveis elevados de cálcio 

exercem efeitos moderados (130). Essas observações podem servir de base para 

“estimular o interesse” das células com perfil mais agressivo, como as PC-3, pelos 

nanocarreadores (131), pois essas células apresentam maior expressão do receptor 

CaSR em sua membrana (132, 133).  

O equilíbrio entre a morte celular, proliferação e diferenciação é crucial 

para a manutenção da homeostase. Os três tipos básicos de morte celular, puderam 

ser apenas distinguidos de acordo com critérios morfológicos, enzimológicos e 
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funcionais. A morte celular apoptótica, incluindo condensação da cromatina, 

fragmentação nuclear, encolhimento celular, formação de membrana plasmática e 

formação de corpos apoptóticos. A morte celular autofágica, com a geração de 

energia e metabólitos pela digestão de organelas ou macromoléculas. E por fim, a 

necrose, caracterizada pelas poucas alterações morfológicas estereotipadas, mas 

que eventualmente resulta no arredondamento da célula (134, 135). 

Durante muito tempo, a necrose foi considerada um modo acidental de 

morte celular. No entanto, recentemente é reconhecida como um tipo de morte que 

pode ser regulada de forma programada através de vias de transdução de sinal 

(136-138). Múltiplas linhas de evidências em estudos para o câncer indicam que a 

necrose pode ser um evento programado, pois pode ser induzida através de 

receptores específicos da membrana plasmática, pela regulação por fatores 

genéticos, epigenéticos e farmacológicos (139);  alteração do burst oxidativo, 

hiperpolarização da membrana mitocondrial, permeabilização da membrana 

lisossomal e permeabilização da membrana plasmática (140); e ainda, a inativação 

de caspases responsáveis por uma mudança da apoptose para morfologias de 

morte celular com características mistas de necrose e apoptose ou necrose 

completa (141). Assim como a apoptose, genes específicos evoluíram para regular 

a morte celular necrótica (142, 143). Estudos identificaram adaptadores de 

receptores de morte, incluindo receptor de interação da proteina quinase 1 

(RIPK1) e receptor de fator de necrose tumoral (TNF), como reguladores 

essenciais da morte celular necrótica (144-148), relatados em células de câncer de 

próstata resistentes a andrógeno (149). 
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A ação das nanopartículas de ferrita de Mn e Zn sobre o ciclo celular de 

LNCaP mostra uma condição dose-dependente. As células que entram na mitose 

pelo efeito de concentrações de paclitaxel elevadas formam fusos anormais. Em 

vez de montar uma parada mitótica a longo prazo, essas células entram na anáfase 

e dividem seus cromossomos em múltiplas direções. As células filhas resultantes 

são aneuplóides, e uma parte delas morre, presumivelmente devido à perda de um 

ou mais cromossomos essenciais (150). Estudo realizado por Hernandez-Vargas 

et.al, 2007 mostrou efeito similar sobre o ciclo celular de docetaxel para células de 

câncer de mama humanao MCF-7 em concentrações >100nM (151).  

Abal et. al, descreveu a análise padrão de citometria para medir a paragem 

do ciclo celular pelos taxanos como um pico semelhante para as células em G2/M 

e células tetraplóides pós-mitóticas, com um pico de conteúdo de DNA 

tretraplóide (152). Em conclusão, concentrações elevadas de paclitaxel são 

capazes de sustentar um bloco mitótico terminal, induzindo a apoptose. Por outro 

lado, baixas concentrações de paclitaxel podem ser suficientes para retardar a 

progressão mitótica, mas não para induzir uma parada mitótica (153). 

O ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5 

difeniltetrazólio é utilizado para determinar a viabilidade celular, podendo ser um 

indicador indireto de citotoxicidade, uma vez que mede a atividade da redutase 

mitocondrial em células vivas, através do MTT reduzido pela atividade metabólica 

celular ligada ao NADH e NADPH, formando cristais de formazan de coloração 

azul. Desta maneira, conseguimos mensurar a quantidade de formazan por 

espectrofotometria, sendo esta diretamente proporcional ao número de células 
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viáveis. Ao analisarmos o efeito das nanopartículas sobre a viabilidade de células 

saudáveis como os pró-osteoblastos vimos que apesar de as nanopartículas terem 

um efeito citotóxico reduzido ao longo desse estudo quando comparamos ao PTX 

puro, elas não apresentaram toxicidade para células saudáveis, tanto na 

formulação bioNCP PTX quanto na partícula completa bioNCP PTX APA. Além 

disso, os grupos controles bioNCP e bioNCP APA confirmaram que os 

revestimentos são biocompativeis e não-tóxicos.  

Sendo o tecido ósseo um excelente alvo para o câncer de próstata, acredita-

se que a interação CXCR4/CXCL12 seja um componente no direcionamento e 

adesão de células tumorais aos ossos. Os osteoblastos são células do tecido ósseo 

importantes no processo de remodelação óssea e que expressam a quimiocina 

CXCL12, capaz de interagir com o receptor CXCR4 expresso na maioria das 

células de câncer de próstata com predominância de metastáticas. Os osteoblastos 

mantêm as células tumorais em um estado quiescente, e desequilíbrios nessa 

relação podem favorecer a inserção da célula tumoral no tecido ósseo (154). 

Assim, a ausência de toxicidade sobre osteoblastos é uma característica bastante 

positiva dos compósitos estudados, pois em uma eventual utilização terapêutica, 

essas nanoestruturas entrarão em íntimo contato com células normais 

circunjacentes ao tumor. 

Diante dos resultados apresentados, concluímos que as nanopartículas 

produzidas possuem potencial como carreadores de PTX e ainda contam com um 

núcleo com boa susceptibilidade a campo magnético, o que pode favorecer 

tratamentos como hipertermia magnética. Apesar de observarmos nitidamente uma 
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maior interação das células de câncer de próstata com as partículas revestidas com 

cálcio na forma de hidroxiapatita, faz-se necessário novas formulações dessa 

síntese. Por fim, as nanopartículas produzidas nesse estudo mostram-se não só 

como um sistema para entrega de PTX às células tumorais, mas também como um 

agente inócuo às células saudáveis, que aliado as propriedades magnéticas tornam-

se ferramentas multifuncionais contra o câncer.   
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