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RESUMO

O cancer de mama foi o segundo tipo de cancer mais incidente em 2020 e
promoveu a maior taxa de mortalidade ao género feminino. O tamoxifeno (TMX) é o
medicamento mais comumente utilizado na terapia hormonal do cancer de mama.
Com o passar do tempo, observa-se uma queda na efetividade do medicamento
devido ao surgimento de resisténcia por parte das células de cancer. Por outro lado,
alguns estudos afirmam que o silenciamento do gene HOXB?7 re-sensibiliza as células
de cancer de mama resistentes ao TMX. O silenciamento HOXB7 pode ser obtido a
partir de terapias direcionadas, como a terapia de interferéncia de RNA (RNAi) que
consiste na degradagdo de RNAm através do pareamento especifico de pequenas
moléculas de RNA interferentes (siRNA). No entanto, a entrega eficaz destas
pequenas moléculas depende de agentes de transfecgdo, como as nanoparticulas.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de entrega in vitro e in vivo de
moléculas de siRNA a partir de nanoparticulas hibridas e avaliar a atividade
antitumoral do silenciamento do gene HOXB7 com e sem o cotratamento com TMX.
Nanoparticulas de fosfato de calcio revestidas com PEG (NP) foram produzidas por
auto-associagao de constituintes. As NP possuiram tamanho aproximado de 74 nm
com Pdl de 0,1, morfologia arredondada e homogénea e eficiéncia de encapsulagao
de cerca de 50%. Ainda, as NP se mantiveram estaveis por pelo menos 180 dias
quando armazenadas a 4 °C e apés liofilizagado (p>0,05). Ademais, possuiram
resisténcia imediata a temperaturas de até 40 °C e se desassociaram frente a
condigbes acidas. Além disso, NP encapsulando siRNA complementar ao gene
HOXB7 (NP-siHOXB7) promoveram leve reducao da viabilidade celular em 24 h
(p<0,05), enquanto a NP vazia (NP-mock) nao foi citotoxica (p>0,05). O potencial
migratorio das ceélulas apds tratamento com NP-siHOXB7 foi significativamente
reduzido (p<0,05) a partir de 24 h. Estes dois ultimos resultados foram corroborados
pelo silenciamento significativo de gene teste GFP em células de cancer de pulmao
transformadas (p<0,05). A formulagdo de nanoparticulas ndo apresentou atividade
hemolitica (p>0,05). Nenhuma diferenca no tamanho e Pdl foram observadas apos o
procedimento de purificagdo das nanoparticulas(p>0,05). Em modelo de tumor de
mama ortotopico e xenografico em camundongos, foi observado o silenciamento de

50% do gene HOXB7 no tumor. Embora ndo tenha sido observada diferenca



significativa no volume tumoral entre os grupos tratados em 14 dias na concentragao
testada, nao houve perda de individuos no grupo em cotratamento, diferente do grupo
controle. Adicionalmente, a avaliagdo de parametros hematolégicos e bioquimicos
mostram que o tratamento com TMX foi apenas levemente toxico, e que o
cotratamento reduziu estes efeitos. Diante destes resultados, pode-se concluir que o
nanocarreador foi considerado eficiente na entrega do siRNA tanto em células como
em modelo animal e € um candidato promissor na entrega intravenosa de material
genético. Um maior numero amostral e a variagdo de concentragéo teste devem ser
consideradas para expandir a analise do efeito antitumoral promovido pelo

silenciamento do gene HOXBY e seu cotratamento com TMX.

Palavras-chave: HOXB7, terapia por RNAI, fosfato de calcio, sSiRNA, nanocarreador



ABSTRACT

Breast cancer was the second most common type of neoplasia in 2020 and
caused the highest mortality rate among women. Tamoxifen (TMX) is the most used
drug in hormone therapy against breast cancer. Over time, a drop in the effectiveness
of the drug has been observed due to the emergence of resistance on the part of cancer
cells. On the other hand, some studies claim that silencing of HOXB7 gene resensitizes
breast cancer cells resistant to TMX. HOXB7 silencing can be achieved through
targeted therapies, such as RNA interference therapy (RNAi), which consists of mMRNA
degradation through specific pairing of small interfering RNA molecules (siRNA).
However, effective delivery of these small molecules depends on transfection agents
such as nanoparticles. Thus, the objective of this thesis was to evaluate the in vitro and
in vivo delivery efficiency of siRNA molecules from hybrid nanoparticles and to evaluate
the antitumor activity of HOXB7 gene silencing with and without co-treatment with TMX.
PEG-coated calcium phosphate (NP) nanoparticles were produced by self-association
of constituents. The NP had approximately 74 nm with a Pdl of 0,1, a rounded and
homogeneous morphology and an encapsulation efficiency of 50%. Furthermore, the
NP remained stable for at least 180 days if stored at 4 °C and after freeze-drying
(p>0.05). Also, they were immediately resistant to temperatures of up to 40 °C and
faced disassociation in acidic conditions. Furthermore, NP encapsulating siRNA
complementary to the HOXB7 gene (NP-siHOXB7) promoted a slight reduction in cell
viability in 24 h (p<0.05), while empty NP (NP-mock) was not cytotoxic (p>0.05). The
migratory potential of cells after NP-siHOXB7 treatment was significantly reduced
(p<0.05) after 24 h. These last two results were corroborated by significant silencing of
the GFP gene in transformed lung cancer cells (p<0.05). The nanoformulation did not
present hemolytic activity (p>0.05). No difference in size and Pdl were observed after
NP purification (p>0.05). In an orthotopic and xenographic breast tumor model in mice,
HOXB7 gene silencing of 50% was observed in tumor tissue. Although no significant
difference in tumor volume was observed between the groups treated in 14 days at the
concentration tested, there was no loss of individuals in the co-treatment group, unlike
the control group. Additionally, the evaluation of hematological and biochemical
parameters shows that TMX treatment was slightly toxic. Given these results, it can be
inferred that the nanocarrier was considered efficient in delivering siRNA both in cells

and in animal models and is a promising candidate for intravenous delivery of genetic



material. A larger sample size and variation in test concentration must be considered

to expand the antitumor effect analysis promoted by HOXB7 gene silencing and its co-

treatment with TMX.

Keywords: interfering RNA, RNAi therapy, calcium phosphate, siRNA, nanocarrier
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1 INTRODUGCAO

Cancer € o nome genérico de um conjunto de doengas de aspecto multifatorial
que causam aproximadamente 10 milhdes de &bitos por ano mundialmente (Bray et
al., 2024). O céncer de mama foi o segundo e terceiro tipo mais incidente em mulheres
no Brasil e no mundo, respectivamente, e aquele que mais causou mortes no género
feminino em 2022 (Brasil, 2022; Bray et al., 2024). Apesar dos avangos obtidos em
termos de prevengao, diagnostico precoce e tratamentos, as taxas de incidéncia e
mortalidade crescem a cada ano (Brasil, 2019; Brasil, 2022; WHO, 2022). Além disso,
dentre o total de casos relacionados ao cancer de mama, 70% séo do subtipo
molecular luminal, expressor de receptor de horménio, o que evidencia a importancia

do estudo deste subtipo (Nascimento; Otoni, 2020).

Diversos sao os tipos de tratamentos direcionados para esta doenga, e podem
ser classificados em locais, aqueles que agem no local a ser tratado, ou sistémicos,
aqueles que exigem a administracdo de farmacos pela via sistémica, como a
quimioterapia e a hormonioterapia. Atualmente, a droga mais utilizada na terapia
hormonal é o tamoxifeno (TMX). O TMX é um modulador seletivo do receptor de
estrogénio e, na mama, ele tem uma fungdo antagonista, isto &, bloqueia a cascata
de sinalizagao de proliferagdo celular desencadeada pela ligagao do estrogénio ao
seu receptor. Apesar da contribuicdo que o TMX promoveu na sobrevivéncia de
pacientes portadores desse subtipo tumoral (Jordan, 2007), existe uma elevada taxa
de desenvolvimento de resisténcia de células cancerigenas a esta droga, além de
diversos efeitos colaterais em tecidos saudaveis (ACS, 2024). Ainda, estudos
reportam relagdo entre a resisténcia a acado do TMX com a superexpressao do gene

HOXB7 em células de cancer de mama do subtipo Luminal A.

Os genes da familia Homeobox codificam fatores de transcricdo que possuem
papel crucial na embriogénese, no entanto € comum observar alteragdo na expressao
dessa familia em anomalias neoplasicas (Shah; Sukumar, 2010). Dentre os genes
integrantes, o HOXB7 age em diversas vias metabdlicas do cancer tornando-o um
bom alvo terapéutico. Dentre estas vias, pode-se citar a proliferacdo celular,
angiogénese, invasao, reparo do DNA, sobrevivéncia celular e resisténcia a drogas,
como TMX (Care et al., 1996; Wu et al., 2006; Jin et al., 2012; Rubin et al., 2007).
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Desta forma, o silenciamento do gene HOXB?7 a partir de terapias de carater especifico
como a terapia por RNA interferente (RNAI) € uma alternativa promissora no combate
ao cancer de mama receptor de hormoénio positivo, além do mesmo combinado a
administracado de concentragdes subtoxicas de TMX (Jin et al., 2015). No entanto, a
molécula de siRNA possui caracteristicas intrinsecas que a impossibilitam de serem
entregues de forma eficaz as células, além de enfrentar outras barreiras
extracelulares, como nucleases e sistema fagocitico mononuclear (Guo et al., 2011).
Assim, a utilizagdo de agentes para transfecg¢ao se torna imprescindivel.

Dentre eles, os nanocarreadores ganham destaque por permitir especificidade
de alvo (Pittella et al., 2011), além de causar redugao significativa da toxicidade e
resposta imune. As nanoparticulas de fosfato de calcio revestidas com polietilenoglicol
(PEG) s&o uma opgao promissora por apresentar biocompatibilidade e facilidade de
produgao por auto-associagédo, nao utilizar solventes organicos e apresentar 6tima

eficiéncia de entrega (Kakizawa; Kataoka, 2002).

Diante do exposto, o presente estudo € uma continuagdo de trabalhos
anteriores (Valle, 2019) e visa a otimizagdo e determinacdo da eficiéncia de entrega
do siRNA in vitro e in vivo a partir das nanoparticulas hibridas e analise da atividade
antitumoral promovida pelo siRNA complementar ao gene HOXB7, assim como

avaliagao da sua expressao génica.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE O CANCER DE MAMA

O céancer é definido como um grupo de doengas que possuem em comum O
crescimento e proliferagao celular descontrolado e que causam severos impactos na
saude humana. De acordo com a ultima atualizagdo mundial (2022), aproximadamente
18 milhdes de novos casos foram diagnosticados e quase 10 milhdes de 6bitos foram
registradas devido a essa doencga. Neste mesmo ano, o cancer de mama foi o segundo
tipo com maior incidéncia no mundo (excluindo cancer de pele ndo melanoma), a
quarta maior taxa de mortalidade entre homens e mulheres e a primeira, se
considerado apenas o género feminino. Em numeros, o cancer de mama foi
responsavel por 2 dos novos casos totais (2,3 milhdes) e por 670 mil o6bitos
mundialmente (Bray et al., 2024). Além disso, dados recentes da Organizagcdo Mundial
de Saude (OMS) mostram uma crescente significativa nas taxas de incidéncia e
mortalidade de pacientes até o ano de 2045 (Figura 1), cujas estimativas chegam a

3,4 e 1,1 milhdo de casos, respectivamente (WHO, 2022).

Figura 1 - Estimativa de crescimento das taxas de incidéncia e mortalidade do

género feminino em relagdo ao cancer de mama de 2022 a 2050.
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No Brasil, o cancer de mama também ocupava a primeira posi¢ao em incidéncia
em 2020 (exceto cancer de pele nao melanoma), representando 29,7% do total de
novos casos de cancer no pais. Estimativas apontavam que entre 2020-2022 seriam
diagnosticados 66 mil novos casos por ano (Brasil, 2019). Esse numero aumentou
para 73,6 mil casos por ano (30,1%) para o atual triénio 2023-2025 (Brasil, 2022).
Ainda, de acordo com o ultimo senso realizado para taxa de mortalidade do cancer,
essa condigcdo é responsavel por 12,64% de todos os o6bitos registrados no Brasil.
Ademais, o cancer de mama é considerado o tipo que mais provoca 6bitos entre

mulheres no pais (Brasil, 2021).

2.1.1 Fatores de riscos, carcinogénese e metastase no cancer de mama

O cancer de mama é uma doenga multifatorial, e por isso, a origem desta
condicdo pode ser atribuida a fatores hereditarios e/ou a fatores ambientais
e comportamentais, desencadeados pela agdo de agentes fisicos, quimicos e
biolégicos. Neste contexto, apenas 5 a 10% dos casos de céncer de mama sao
atribuidos ao fator genético e histérico familiar (Sun et al., 2017). Dentre eles, 30 a
50% de todos os casos de origem hereditaria correspondem a mutagdes dos genes
BRCA 1 e BRCA 2. Outras mutagdes associadas a génese de neoplasias também ja
foram observadas nos genes PALB2, CHEKZ2, BARD1, ATM, RAD51C, RAD51D,
TP53 e PTEN (Brasil, 2023; Sun et al., 2017).

No entanto, o surgimento da maioria dos casos de cancer de mama esta
vinculado a uma combinagado de fatores ambientais e comportamentais. Dentre os
diversos fatores de risco associados ao cancer de mama, os principais sdo 0 sexo e a
idade. Mulheres acima de 50 anos sao mais suscetiveis ao desenvolvimento dessa
doenca, e apenas 1% dos casos de cancer de mama acometem homens. Isso se
deve a fatores enddcrinos como a longa exposicao ao estrogénio a partir da menarca
precoce, menopausa tardia e uso de contraceptivos orais. Outros fatores ambientais
comuns sao obesidade, ingestdo de alcool, exposicdo a radiagao ionizante,

tabagismo e sedentarismo (Sun et al., 2017).

O surgimento de uma célula cancerigena se da a partir de mutagdes génicas,

sejam elas hereditarias ou adquirida devido a exposigcdo aos fatores de risco
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previamente mencionados. No entanto, nem toda mutagido ira progredir para a
formacao do tumor, fendmeno este denominado de carcinogénese ou oncogénese
(Figura 2). Dentre milhdes de alteragbes genéticas que um ser humano acumula
durante sua vida, mutagdes significativas que irdo progredir para o surgimento do
cancer sao raras e devem ocorrer inativando os genes supressores de tumor ou
ativando os proto-oncogenes. Quando ativados, estes se chamarao oncogenes e
serdao responsaveis pela transformacao, multiplicacdo e sobrevivéncia das células
cancerigenas. Assim, a carcinogénese pode ser dividida em trés estagios: iniciagao,

promogao e progressao (Polyak, 2007).

Figura 2 - Processo de carcinogénese: iniciagdo, promogao e progressao.

CELULAS NORMAIS DIVISAO CELULAR INICIAGAD PROMOGAO PROGRESSAQ

Formam tecidos e Células normais Células normais podem Células mutadasse Células mutadas podem

orgaos crescem, se sofrer alteragdes no DNA que dividem de maneira invadir tecidos
reproduzem e morrem podem ou néo ser reparadas desordenada adjacentes ou distantes

Reparo de DNA

AGENTES
CARCINOGENICOS

Fonte: Elaborado pela autora com BioRender (2024), adaptado de Hospital Hélio Angotti.

No estagio inicial a expressao dos genes ja se encontra alterada e as células
respondem de maneira aumentada a diferentes estimulos. Ja no segundo estagio, as
células iniciadas acumulam alteragbes devido a exposicdo continua ao agente
cancerigeno (oncopromotores) e é caracterizada pelo inicio da expansao celular e
conversao maligna. Por fim, a progressdao desse fenbmeno é caracterizada pelo
aumento da multiplicacdo descontrolada e irreversivel das células malignas, que

adquirem caracteristicas cada vez mais agressivas (Polyak, 2007).

Apos o estabelecimento tumoral, as células cancerigenas podem se espalhar
pelo corpo ao invadir tecidos adjacentes ou tecidos distantes. Isso ocorre a partir de
trés vias: tecidual, sanguinea e a partir dos linfonodos. Na primeira, as células
invadem areas de tecidos subjacentes mantendo caracteristicas anatdmicas do tumor
de origem. Ja nas duas ultimas vias, as células doentes atravessam o corpo e podem

chegar a locais mais distantes a partir da via sanguinea e do sistema linfatico,
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respectivamente, o que caracteriza o fendmeno metastatico (Polyak, 2007).

Dessa forma, o efeito cumulativo das alteragcbes genéticas confere
capacidades biologicas vantajosas as células tumorais, e sdo conhecidas como 0s
hallmarks do cancer. Atualmente, sdo dez caracteristicas que constituem esse
conceito: sustentacdo do sinal de proliferagdo, evasao dos supressores de
crescimento, evasao do sistema imune, imortalidade reprodutiva, inflamacao
promovida pelo ambiente tumoral, ativagdo de mecanismos de invasao e metastase,
inducdo a angiogénese, instabilidade gendmica e mutagdes, resisténcia a morte

celular e desregulacado do metabolismo celular (Hanahan, 2022).

Normalmente, pelo menos uma destas caracteristicas estdo presentes nas
células cancerigenas. No entanto, a progresséo tumoral pode levar ao surgimento de
subpopulagdes que contenham caracteristicas distintas da massa tumoral original.
Por isso, é dito que o cancer é uma doenca heterogénea e complexa. Essa
heterogeneidade pode ser confirmada a partir da determinagao da classificagdo dos
subtipos histopatologicos e moleculares e testes diagnosticos, que estdo diretamente

ligados a escolha de um tratamento mais adequado (Hanahan, 2022).

2.1.2 Classificacao histopatoldogica e molecular do cancer de mama

A Conferéncia Internacional de Cancer de Mama de St. Gallen, ocorrida no
inicio da década de 2010 foi um marco para a nova classificagao dos subtipos de
cancer de mama. Em seguida, a propria OMS publicou um material que trazia a nova
classificagdo baseada em aspectos moleculares, visto que a classificacdo
histopatoldgica utilizada era insuficiente, uma vez que os tumores com 0 mesmo grau,
estagio e tipo histoldégico poderiam apresentar diferentes prognosticos e respostas a
terapia (Goldhirsch et al., 2011; Sierra et al., 2014).

Em resumo, anteriormente aos anos 2000, o cancer de mama era classificado
apenas de acordo com caracteristicas morfolégicas e histologicas. Essa classificagéao
€ baseada no local de origem da condigdo maligna, seja em células epiteliais dos
ductos ou dos Iébulos mamarios. Outro parametro classificatério € o nivel de
confinamento dessas células malignas, isto €, se elas permanecem no local de origem

(in situ) ou se elas adquirem um carater migratorio (invasivo). Dessa forma, os quatro
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tipos histolégicos basicos do cancer de mama s&o os tipos ductal in situ, ductal
invasivo, lobular in situ e lobular invasivo. A condigao in situ, normalmente nao gera
sintomas nem fatalidades. No entanto, ao longo do tempo os canceres podem
progredir e se tornarem invasivos, ndo s6 tomando o tecido mamario, mas também

migrando para outros tecidos (Nascimento, Otoni, 2020).

No entanto, devido a alta heterogeneidade do cancer de mama, atualmente é
impossivel predizer o real comportamento da patofisiologia do cancer, assim como os
tratamentos mais eficazes para eles apenas com a classificagédo histolégica. Por isso,
a partir dos anos 2000, o estudo do cancer de mama baseado em técnicas moleculares
ganhou forga, e atualmente, a classificagdo molecular de seus subtipos possui papel
importante no diagndstico e cura desta condigdo. Esta classificacdo ¢€ realizada a
partir da analise de expressao génica e analise imuno-histoquimica que verificam a
presenca de alguns marcadores moleculares. Os principais marcadores analisados
sdo os receptores de estrogénio (RE) e progesterona (RP), receptor do fator de
crescimento epidermal humano tipo 2 (HER2) e Ki67, uma proteina expressa nas fases
do ciclo celular, que indica proliferagao celular (Goldhirsch et al., 2011). No entanto, a
necessidade de maiores informagdes quanto a riscos de recorréncia, prognoéstico
detalhado e eficiéncia de terapias adjuvantes pressionou o desenvolvimento de testes
de verificacdo multipla de genes que podem predizer com mais detalhes e

assertividade os parametros acima listados (Nascimento; Otoni, 2020).

Apesar dos recentes questionamentos quanto a classificacdo molecular do
cancer de mama, a partir de 2010 os principais subtipos moleculares foram descritos:
triplo-negativo, HER2, Luminal A e Luminal B (Tabela 1). O Triplo-negativo € o tipo
mais agressivo e possui altas taxas de proliferacédo e de metastase. Suas principais
caracteristicas moleculares sao auséncia dos trés principais receptores analisados
(RE, RP e HER2). O tipo Superexpressor de HER2, no entanto, possui a duplicagcéao
da expressao deste gene e auséncia de RE e RP. Além disso, apresenta alta taxa de
proliferagdo, também levando a um progndstico ruim. Os subtipos Luminal s&o
caracterizados por expressarem os receptores hormonais. O Luminal A possui origem
no epitélio luminal dos ductos e apresenta taxa de proliferagao reduzida (abaixo de
14%) e auséncia de receptor HER2. E o subtipo mais comum e com melhor
prognéstico. Por fim, o subtipo Luminal B difere do anterior devido a oscilagéo de

expressao dos RP e de HER2 e taxa de proliferagdo acima de 14% (Goldhirsch et al.,
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2011; Eroles etal., 2012; Sierra et al., 2014; Barros; Leite, 2015, Nascimento;

Otoni, 2020), o que resulta em um pior prognéstico (Eroles et al., 2012).

Tabela 1 - Classificagdo molecular dos quatro principais subtipos de cancer de

mama e sua relagdo com resposta a terapias

Subtipos Triplo- Hiperexpressor . .
Moleculares Negativo de HER2 Luminal A Luminal B
HER2+ HER2-
RE- RE- RE+ RE+ RRPE_;'+
Biomarcadores RP- RP- RP+ RP- HER2+
HER2- HER2+ HER2- HER2- Ki67
Ki67 alto Ki67 alto Ki67 baixo Ki67 alto .
baixo/alto
Frequéncia (%) 10-20 15-20 40-50 20-30
Prognéstico Ruim Ruim Bom Intermediario

Quimioterapia
Enddcrina

Responsividade

O Quimioterapia  Quimioterapia Enddcrina
Terapéutica

Fonte: Elaborado pela autora (2024), traduzido de Nascimento; Otoni, 2020.

E importante destacar, que o tipo molecular do cancer, pode ser uma
caracteristica determinante na escolha do tratamento mais eficaz (Nascimento; Otoni,
2020), aumentando as chances de cura principalmente em casos de diagnostico

precoce.

2.1.3 Diagnéstico e tratamentos convencionais para o cancer de mama

O “Outubro Rosa” € um movimento internacional de conscientizagdo para o
controle do cancer de mama e foi criado no inicio da década de 1990 pela Fundagao
Susan G Komen for the Cure nos Estados Unidos. Esse movimento busca orientar a
populagcdo sobre o cancer de mama e destaca a importancia da detecgao precoce, a
fim de contribuir para a reducao da incidéncia e da mortalidade pela doenga. Além
disso, outras estratégias como o rastreamento ativo realizado pelos sistemas de saude
publicos através da mamografia reforcam o comprometimento dos paises no

enfrentamento a doencga (Brasil, 2023).
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Além da mamografia, os métodos mais utilizados na detecgédo da doenga sao o
ultrassom da mama, ressonancia magnética e a biépsia. Esses métodos, no entanto,
nao determinam se as células cancerigenas estao restritas ao local primario ou se ja
invadiram outros tecidos. Para isso, sdo realizados exames complementares, como
biépsia de linfonodo sentinela, raio-X, cintilografia 6ssea e tomografia
computadorizada. Além disso, testes especificos devem ser realizados para
determinar as caracteristicas histopatolégicas e moleculares do cancer, como a
analise de laminas histopatologicas a partir de material coletado em biopsia, testes
que determinam a quantidade de receptores hormonais e HER2 no tecido mamario e
testes multigénicos. Em conjunto, estes exames séo necessarios para a determinagcao
do prognostico do paciente, isto é, a probabilidade de cura, assim como na escolha do
tratamento mais eficaz (Moo et al., 2018; NIH, 2023).

Os procedimentos mais utilizados para o tratamento de cancer de mama sao
didaticamente divididos em locais e sistémicos. Os tratamentos locais sao a cirurgia
(conservativa ou a mastectomia), e a radioterapia, que utiliza emissdo de radiagcao
ionizante para eliminagdo das células cancerosas proveniente de uma fonte externa
ou interna (braquiterapia) e sdo mais utilizados em estagios menos avangados do
cancer. Ao contrario da cirurgia que € um procedimento invasivo, a radioterapia em
sua maioria ndo possui este carater. Entretanto, os efeitos colaterais da radioterapia
incluem inchaco do seio, mudancgas nas caracteristicas da pele na area tratada, além
de problemas na amamentacdo, danos nos nervos dos bragos, linfedema e,
raramente, angiossarcoma (Harbeck; Gnant, 2017; NIH, 2023; ACS, 2023).

Dentre os tratamentos sistémicos estdo a imunoterapia, quimioterapia e
hormonioterapia. A imunoterapia combate o avango do cancer de mama a partir da
ativagao do sistema imunolégico do proprio paciente. Para isso, podem ser utilizados
anticorpos monoclonais, inibidores de tirosina quinase, inibidores quinase
dependentes de ciclina, inibidores da proteina alvo da rapamicina em mamiferos
(mTOR), inibidores de poli[adenosina difosfato-ribose] polimerase (PARP), inibidores
de checkpoint imunoldgico, imunomoduladores diversos e vacinas terapéuticas, além
da terapia celular (CAR-T) (Harbeck; Gnant, 2017; NIH, 2023).

No entanto, os tratamentos mais comuns ainda s&o a quimioterapia e
hormonioterapia. A quimioterapia consiste na administragdo de medicamentos que

interferem diretamente na divisdo celular. No entanto, esses medicamentos agem de
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forma inespecifica e causam efeitos colaterais, principalmente em tecidos cujas
células possuem alta taxa de proliferagédo. Os mais comuns sao a perda de pelos,
nauseas, vomitos, diarreia, problemas de fertilidade e de coracéo, além de diminuir a
eficiéncia do sistema imune, deixando o paciente vulneravel a infecgbes (Harbeck;
Gnant, 2017; NIH, 2023; ACS, 2023).

Alguns tipos de cancer sao dependentes da acdo de horménios para a
proliferagdo e sobrevivéncia celular. Para isso, algumas estratégias podem ser
aplicadas para a manipulacdo dos hormdnios a fim de interferir no crescimento
tumoral. Algumas destas estratégias envolvem a retirada cirurgica de glandulas
enddcrinas, administracdo de doses suprafisiolégicas de hormonios ou administragéao
de farmacos inibidores da sintese de horménios ou competidores de seus receptores
(Harbeck; Gnant, 2017; NIH, 2023; ACS, 2023). Um dos farmacos mais utilizados na

hormonoterapia € o tamoxifeno (ACS, 2023).

2.2 TAMOXIFENO E HOXB7: A COMBINACAO CONTRA O CANCER DE MAMA
RECEPTOR DE HORMONIO POSITIVO.

2.2.1 Tamoxifeno

Os subtipos moleculares Luminal compreendem a maior parcela de incidéncia
de diagnosticos no cancer de mama. Entre 60% e 80% dos pacientes apresentam os
subtipos que expressam o receptor de estrogénio, sendo que praticamente 2/3 dos
casos sao classificados como Luminal A (Nascimento; Otoni, 2020). Apesar de
possuirem o melhor progndstico dentre os subtipos moleculares, o tratamento
precoce ainda € indispensavel para a total cura com poucos efeitos colaterais e menor
taxa de recidiva no paciente. Embora possuam baixa taxa de crescimento e
proliferagao, ndo se pode ignorar que o subtipo Luminal A pode se tornar invasivo, e
possui correlagédo significativa com metastase em osso, figado, cérebro e pulméo
(Xiao et al., 2018)

Conforme caracteristica molecular do Luminal A (Tabela 1), estes carcinomas

possuem beneficio limitado a quimioterapia e sdo mais sensiveis aos tratamentos
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enddcrinos, seja por inibidores de aromatase ou por moduladores seletivos do receptor
de estrogénio. A aromatase € uma enzima que promove a catdlise dos horménios
androgenos em hormonios estrogenos, como o estrogénio/estradiol e estrona. Dessa
forma, os inibidores de aromatase sao drogas que irdo reduzir ou impedir a biossintese
do hormédnio estrogénio. A outra opcéo de tratamento esta associada a utilizagao de
drogas na modulagado do receptor de estrogénio. Estes medicamentos irdo competir
com o hormdnio pelo seu receptor e impedir a acdo dele. O farmaco mais utilizado
desta classe é o tamoxifeno (TMX) (Eroles et al., 2012; Sierra et al., 2014, Nascimento,
Otoni, 2020).

O TMX foi sintetizado na década de 1970. Primeiramente, este composto foi
testado em ratos e agia como contraceptivo, mas em humanos induziu a ovulagéo. No
entanto, em testes antitumorais, o TMX obteve resultados positivos e foi menos téxico

que outros farmacos utilizados na época (Jordan, 2007).

O TMX pertence a classe de competidores de estrogeno e € um modulador
seletivo do RE. Isto significa que este medicamento pode agir de inibindo ou
estimulando a agdo do horménio a depender do 6érgdo. Na mama, o TMX possui agéao
antagonista ao RE, isto €, age bloqueando a regulagado génica promovida pela ligagao
do estrogénio ao seu receptor, cuja agao principal esta relacionada a proliferagao
celular (Jordan, 2007). Em condigbes normais, o estradiol se liga ao seu receptor, que
sofre homodimerizagao, se desloca para o nucleo e se liga ao elemento de resposta
ao estradiol (ERE). Os dominios ativadores de funcéo 1 e 2 (AF-1 e AF-2) presentes
no complexo se ligam a coativadores e regula a expressdo génica pela RNA
polimerase Il (Figura 3). Assim, o RE age como um fator de transcricdo. No entanto,
na presenca de TMX, o AF-2 ¢é inativado e promove a redug¢ao ou inibicdo da
expressao génica e, consequentemente, a proliferagcado celular (Howell et al., 2000;

Clemons; Danson; Howell, 2002).

Figura 3 - Via de ag&o do tamoxifeno
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Fonte: Elaborado pela autora com BioRender (2024)
E2: estradiol; RE: receptor de estrogénio; TMX: tamoxifeno; AF-1: ativador defuncao 1; AF-
2: ativador de funcao 2

Assim como na quimioterapia, os farmacos utilizados na hormonioterapia
também atingem células saudaveis do organismo. Ainda, alguns efeitos colaterais
significativos do TMX sdo o aumento na incidéncia de cancer endometrial e eventos
tromboembdlicos (Leite et al, 2012). Além disso, Du e colaboradores (2014)
observaram que a administragdo de TMX teve relagcdo com o aumento da expressao

do gene VEGF, responsavel pela angiogénese (Du et al., 2014).

Um dado alarmante é que aproximadamente 40% da recorréncia de cancer de
mama positivo para receptores de hormdnio ndo voltam a responder a terapia
enddcrina. Alguns mecanismos que promovem a resisténcia a hormonioterapia ja
foram descritos, e envolvem a falta da expressao do receptor de hormdnio (Hoefnagel
et al., 2012), superexpressao de receptores tirosina quinase, como EGFR e HER2
(Newby et al., 1997), mutacdo no gene que expressa o RE (ESR1) (Joselsohn et al.,
2015) e a inatividade dos alelos do citocromo P450, responsavel pela metabolizagao

dos medicamentos (Musgrove; Sutherland, 2009). Em concordéancia, estudos reportam
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uma relagao estreita entre a resisténcia a agao do TMX com a superexpressao do gene

HOXB7 em células de cancer de mama do subtipo Luminal A.

2.2.2 O gene HOXB7

A familia Homeobox € um conjunto de genes que agem na regulagdo da
expressado génica atuando como fatores de transcrigdo, principalmente no processo
de embriogénese. Estas proteinas possuem um homeodominio, isto €, uma sequéncia
conservada de 61 aminoacidos que se liga a sequéncias especificas de DNA (Shah;
Sukumar, 2010). Primeiramente, esta familia foi descrita em Drosophila, que possuem
apenas um conjunto de oito genes. Por isso, € sabido que esta familia sofreu
duplicacdo por duas vezes, ja que em humanos, os genes HOX sao divididos em
quatro grupos (HOXA, HOXB, HOXC e HOXD) localizados em quatro cromossomos
distintos, totalizando 39 genes (Figura 4) (Favier; Dolle, 1997; Shah; Sukumar, 2010).

Figura 4 - Organizagéo dos genes HOX em clusters
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Fonte: Afzal et al., 2022, com modificacdes

Os genes com mesma numeragao representam grupos paralogos, ou seja,
genes que possuem um ancestral comum e atuam em fun¢des semelhantes, mas que

se divergiram por duplicagao. Além disso, a expressao desses genes é especifica a
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cada 6rgao e segue uma colinearidade espacgo-temporal, onde genes mais proximos
da extremidade 3° s&o expressos primeiramente e sao responsaveis pelo
desenvolvimento da parte anterior do corpo, e aqueles proximos da extremidade 5°
sd0 expressos posteriormente e correspondem a partes posteriores do corpo (Figura
4) (Shah; Sukumar, 2010).

Os genes desta familia possuem papeis cruciais na embriogénese e regulam
processos relacionados a divisdo celular, adesao celular, apoptose e diferenciagao
celular (Favier; Dolle, 1997; Shah; Sukumar, 2010). Entretanto, anormalidades na
expressao de alguns destes genes s&o associados a diversas neoplasias, como
carcinoma de ovario, cervical, pulmao, prostata e inclusive, cancer de mama (Shah;
Sukumar, 2010; Jin; Sukumar, 2015). Cantile e colaboradores e Svingen e
colaboradores destacam a importancia dos genes desta familia na evolugdo do
cancer e enfatizam o potencial alvo terapéutico destes genes em futuras terapias
antitumorais (Cantile et al., 2003; Svingen et al., 2003).

O gene HOXB7 pertence ao grupo HOXB, composto por 10 genes que se
organizam em cluster e estédo localizados no cromossomo 17g21.32. A transcrigéo
deste gene resulta em um RNA mensageiro (RNAm) de 1377 pb com dois éxons, que
traduzem uma proteina de 217 aminoacidos, na qual existe um dominio homeobox
conservado e localizado entre os aminoacidos 141 e 193 (NCBI, 2023). Em condi¢des
normais, o HOXB7 esta envolvido no desenvolvimento embrionario (Caré et al., 1998;
Chen; Sukumar, 2003), no entanto, a superexpressao deste gene é observado em
alguns tipos de céanceres como cancer de ovario, de pulmao, de pancreas, oral,
gastrico, de esobfago, colorretal, de figado, mieloma, e melanoma (Care et al., 1996;
Naora et al., 2001; Destro et al., 2009; Liao et al., 2011; Stortl et al., 2011; Chile et al.,
2013; Yuan et al., 2014; Li et al., 2015; He et al., 2017; Huan et al., 2017).

Ademais, este gene se encontra diferencialmente expresso em algumas
linhagens de cancer de mama. A partir do mapeamento de expressao génica de todos
0s genes HOX em oito linhagens de cancer de mama foi observado que o HOXB7 é
expresso nas linhagens BT474, T47D, HCC1428, HCC70 e MCF7. Exceto por HCC70,
as outras quatro linhagens sao receptoras de horménio positivo. Na linhagem triplo-
negativa mais estudada, MDA-MB-231, a expressdo do HOXB7 foi nula, assim como

na linhagem nao-tumoral de tecido mamario, MCF10A (Hur et al., 2014).

No céancer, a proteina HOXB7 age nas vias metabodlicas (Figura 5) de
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proliferagdo celular, angiogénese, invasao, reparo do DNA, sobrevivéncia celular e
resisténcia ao TMX (Care, 1998; Wu et al., 2006; Rubin et al., 2007; Jin et al., 2012;
Jin et al., 2012). Ainda, ja foi observado por Jin e colaboradores (2012) e reconfirmado
por Azuma e colaboradores a inducdo da formag¢do do tumor pela expressao do
HOXB7 (Jin et al., 2012; Azuma et al., 2022), e que isto se deve a transformacéao

celular pela via JAK-STAT (Azuma et al., 2022).

Figura 5 - Vias metabdlicas em que o gene HOXBY esta envolvido
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Fonte: Elaborado pela prépria autora com BioRender (2024). TEM: transicdo mesenquimal-
epitelial.

Em linhagem de céncer de mama com superexpressao de HOXB?7, alguns
autores observaram o aumento de 3 a 10 vezes de fatores de crescimento
relacionados a angiogénese como VEGF, GROa, IL-8, Ang-2 e CD31 (CARE et al.,
2001). Ainda, outros estudos também mostraram uma relagdo entre a expresséo de

HOXB7 e de FGFZ2 (fator 2 de crescimento de fibroblasto), atuante em vias

mitogénica e angiogénica (Care etal., 1996; Care et al., 1998; Wu et al., 2006). Care

e colaboradores observaram que a expressao do gene FGF2 aumentou a proliferagcao
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em pelo menos 10 vezes (Care et al., 1998). Ainda, Wu e colaboradores evidenciaram
que a inibicao do receptor FGF (FGFR) bloqueou a invasividade em 80% e que o FGF2
€ um importante mediador da transicdo epitelial-mesenquimal (TEM) iniciada pelo
HOXB7 (Wu et al., 2006).

A TEM é um processo natural e importante na embriogénese. Entretanto, a TEM
também é considerada como um mecanismo de conversdo de tumores iniciais para
um fendtipo invasivo. Essa conversao ocorre a partir da perda da aderéncia epitelial e
de proteinas de jungado, que promove a falta do contato célula-célula e permite um
remodelamento do citoesqueleto que facilita a motilidade celular e invasdo. Ao
transfectarem a linhagem nao tumorigénica MCF10A com plasmideo codificando
HOXB?7, Wu e colaboradores observaram que as células epiteliais se diferenciaram
em mesenquimais e sofreram rearranjo no citoesqueleto tipico de TEM. Moléculas de
adesao celular (e-caderina) e proteinas de juncao (claudinas) ndo foram encontradas
em células MCF10A-HOXB7. Em concordancia, foram encontrados marcadores de
células mesenquimais nas mesmas ceélulas, indicando uma atividade metastatica (Wu
et al., 2006). Além disso, recentemente, Azuma e colaboradores mostraram que a
superexpressao do gene HOXBY7 impacta diretamente o aumento de niveis da proteina
vimetina, um marcador mesenquimal, sugerindo que o HOXBY7 induz, pelo menos
parcialmente, a TEM além de influenciar a formacgao de metastase no pulmao (Azuma
et al., 2022).

A via Ras-Raf-MAPK é uma via importante na indugdo de TEM. Em células
superexpressoras de HOXB7, Wu e colaboradores observaram aumento das proteinas
RhoA, Ras e p42/p44 MAPK. Somado a isto, a inibicao das ultimas duas proteinas
resultou na supressdo do fendtipo invasivo. Além disso, o silenciamento do gene
HOXBY inibiu a via Ras-Raf-MAPK e, consequentemente, a capacidade de invasao do
tumor (Wu et al., 2006). Jin e colaboradores também observaram aumento de MAPK
apo6s superexpressdao de HOXB7 (Jin et al., 2012). Também foi demonstrado que a
superexpressao do gene ativa o gene TGFp (fator de transformagao do crescimento
B) em células de cancer de mama humano e murino. A produgao da proteina TGFf(3
induzida por HOXB7 promoveu a progressao tumoral e metastase pela via TGF[3-
SMADS3. O silenciamento de TGFB2 inibiu significativamente a migragcado celular em
células com superexpressdo de HOXB7, quando comparado a células controle (Liu et

al., 2015). Em concordancia, Caré e colaboradores (2001) mostraram que em células
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com expressao de HOXB7 aumentada, algumas metaloproteinases (MMP) também
sao superexpressas. Essas proteinases estao diretamente relacionadas a TEM. Nesse
estudo, a MMP9 teve aumento de trinta e oito vezes da sua expressao normal (Care
et al., 2001).

Outra via que o HOXBY7 age em células de cancer de mama € na via de reparo
de DNA e sobrevivéncia celular. Ensaios genotoxicos mostraram que células
expressando HOXB7 possuiram vantagem duas vezes maior de sobrevivéncia frente
a danos infringidos por radiagao ionizante. Na linhagem MCF7, o silenciamento desse
gene reduziu a sobrevivéncia significativamente. Ainda, anomalias cromossOémicas
devido a radiagao foram significativamente menores em células SkBr3 expressando o
HOXB7. Em concordancia, a via de reparo de DNA por unido de extremidade nao-
homodloga estava 2,5 vezes mais estimulada nestas células. Por fim, esses autores
mostraram que células expressando HOXB7 eram capazes de proliferar mesmo em

meio deficiente de suplementacao (Rubin et al., 2007).

Como mostrado, o HOXB7 participa de diversas vias de sinalizagao
responsaveis pela formagéo e progresséo do cancer de mama e por isso, este gene
foi escolhido como alvo terapéutico no presente estudo. Por fim, a sua relagcdo com
linhagens de cancer de mama resistentes a terapia endécrina faz dele um alvo
promissor, tanto para a terapia direta por RNAi quanto para a terapia combinada RNAI-
hormonioterapia (Jin et al., 2012; Jin et al., 2015).

2.2.3 Relagao entre tamoxifeno e HOXB7

Proteinas tirosina quinase (PTKs) sao responsaveis pela transdugao de sinais,
ao fosforilar residuos de tirosina nas proteinas, desencadeando diversas cascatas de
sinalizagao, inclusive, na regulacédo da expressao génica (HUBBARD, 2002). Alguns
receptores importantes pertencentes a superfamilia PTK sdo o EGFR (receptor do
fator epidermal de crescimento) e HER2 (receptor do fatorde crescimento epidermal
humano tipo 2), que estédo diretamente envolvidos na proliferagéo celular (NCBI, 2023).
A terapia enddcrina prolongada é associada ao aumento na expressao de receptores
EGFR e HER2 que leva a resisténcia de drogas utilizadas na terapia hormonal

(Nicholson et al 2005). Jin e colaboradores (2012) verificaram que a superexpressao
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de HOXB7 promove resisténcia das células de cancer de mama ao TMX através da
ativagao da via EGFR-MAPK. Em consonancia, a inibicdo de EGFR utilizando gefitinib

sensibilizou as células ao tratamento com esse hormonioterapico (Jin et al., 2012).

Ainda, foi observado que uma interacéo direta entre HOXB7, que age como
coativador, e o receptor de estrogénio (RE) foi crucial para a regulacdo dos genes
alvos do RE em cancer de mama, como MYC, HER2, GREB1 e CCND1 (ciclina D1).
O gene MYC é um proto-oncogene que tem papel importante na progresséo do ciclo
celular, apoptose e transformagéo celular e é estabilizado através da sinalizagdo da
via EGFR-HER2. A fosforilagdo do MYC pelo HER2 suprime o mi-196a, repressor
natural do HOXB7, promovendo alta expressao desse gene (Figura 6). Ainda, a
expressao aumentada de HER2 ativa vias importantes como Akt, p44/42 MAPK, S6K
e 4EBP1 (Jin et al., 2012). O mesmo estudo demonstrou que em células de cancer
de mama com superexpressdao de HOXB7, o TMX pode oscilar de antagonista para
agonista, ou seja, agir em concordancia com o estrogénio, desencadeando a cascata

de proliferagéo celular, ao invés de bloquea-la (Jin et al., 2015).

Figura 6 - Relac&o entre tamoxifeno e HOXBY7 na via de sinalizagao de cancer de

mama resistente ao TMX
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E2: estradiol; RE: receptor de estrogénio; TMX: tamoxifeno.

Desta forma, Jin e Sukumar resumiram algumas vias de agao do gene HOXB7
e como alguns farmacos poderiam agir na prevengao e/ou superacao da resisténcia
ao TMX em cancer de mama (Figura 7). No entanto, este tipo de estratégia se torna
inviavel, tanto economicamente quanto em termos praticos. Por isso, terapias
direcionadas que consigam afetar todas as vias ao atingir apenas o HOXB7 podem

ser de grande valia para atingir efeitos similares (Jin; Sukumar, 2015). Um exemplo de
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terapias direcionadas ¢é a terapia por RNA interferente (RNAI).

Figura 7 - Vias de agdo do HOXB7 associado a possiveis estratégias terapéuticas
na sensibilizacdo do cancer de mama ao TMX
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Fonte: Elaborado pela propria autora com BioRender (2024), traduzido de Jin; Sukumar,
2015

2.3 MECANISMO E TERAPIA DE RNA POR INTERFERENCIA (RNAI)

A regulagéo da expressao génica é realizada através de diversos mecanismos,
seja antes, durante ou apds a transcricdo de um determinado gene. Pequenas
moléculas de RNA regulam e atuam diretamente no silenciamento pds-transcricional
de genes, e a este mecanismo da-se o nome de interferéncia por RNA (RNAi) (Menck,
2010).

O fendmeno foi descrito em 1998 e ¢ atribuido aos pesquisadores Andrew Fire
e Craig Melo (Fire et al.., 1998), ganhadores do Nobel de Medicina de 2006 por esse
achado. O RNAi é um mecanismo evolutivamente conservado que ocorre
naturalmente em eucariotos e foi primeiramente reconhecido como um mecanismo de

defesa contra elementos transponiveis e elementos exégenos, como virus de RNA
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(Almeida; Allshire, 2005). No entanto, sabe-se hoje que este mecanismo também é
responsavel pela regulagdo génica de praticamente todos os processos bioldgicos,
incluindo proliferacdo e crescimento celular, diferenciacdo de tecidos, respostas
celulares e imunoldgicas, entre outros. Na ciéncia este mecanismo foi primeiramente
utilizado na investigagdo de fungao génica (Wianny; Zernicka-Goetz, 2000) e, até os
dias atuais, € majoritariamente estudado devido ao seu grande potencial em

diagnostico e terapéutico de diversos tipos de doengas (Menck, 2010).

Ao contrario da terapia génica, que consiste na modificagdo (introduzir ou
modificar, inativar, e substituir) de um gene (DNA) do individuo de forma permanente,
a terapia por RNAI atua no RNA (pds-transcricional) e visa a redugao transitoria da
expressdo de genes associados a diversas vias de interesse, como as vias
angiogénica, apoptotica, de proliferagdo e sobrevivéncia celular e de resisténcia a
drogas (Nieth et al., 2003; Pittella et al., 2012; Mello Jr. et al., 2017; Souza et al.,
2021). Atualmente, devido as incertezas de especificidade relacionadas aos diversos
tipos de terapias que visam o aumento ou diminuigdo da expressao génica, a condi¢ao
transitoria desta terapia € considerada vantajosa. Além disso, possui uma supressao
génica efetiva a um custo relativamente baixo e com alta especificidade devido a
necessidade de complementariedade exata dos seus pares de bases com o RNAm do
gene alvo (Aigner, 2019). Ainda, um mesmo complexo RISC-siRNA pode clivar varias

moléculas de RNAm alvo.

O mecanismo de RNAIi possui algumas moléculas efetivas, dentre elas o
pequeno RNA interferente (siRNA) e os microRNAs (miRNA). As moléculas de siRNA
possuem aproximadamente 22 pb com pequenos overhangs de dois nucleotideos na
extremidade 3° e com um grupo fosfato livre na extremidade 5’. Efetivamente, as
moléculas de siRNA enddgenas estdo envolvidas nos mecanismos de defesa contra
virus e elementos transponiveis, enquanto as moléculas de miRNA atuam na
regulacdo da expressdo génica dos mamiferos. As principais caracteristicas que
diferenciam estas moléculas estdo relacionadas ao seu processo de biogénese e a
sua forma de atuacao, que pode ser a inibicdo total ou total/parcial, respectivamente
(Elbashir; Lendeckel; Tuschl, 2001).

Brevemente, o mecanismo de RNAI (Figura 8) consiste na transcricdo da
molécula precursora (longas sequéncias de RNA dupla-fita, ou dsRNA), cuja origem

pode ser exdgena ou endogena.
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Figura 8 - Mecanismo de interferéncia por RNA e sua utilizagdo na terapia por RNAI
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Fonte: Elaborado pela autora com BioRender (2024).

Em seguida, é realizado o processamento da mesma por endonucleases da
familia RNase Ill em pequenas moléculas de RNA dupla-fita, seja o siRNA ou o miRNA
(Elbashir; Lendeckel; Tuschl, 2001). Essas moléculas s&o entdo carregadas na
proteina Argonauta 2 (AgoZ2), responsavel pela separacédo da dupla-fita e clivagem da
fita senso (passageira). Posteriormente, a fita antisenso (guia) € incorporada ao
complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC, em inglés), formado por diversas
proteinas e pela Ago2, que forma o sitio ativo do complexo (Rand et al., 2004; Rand
et al., 2005). A incorporacao da fita guia promove a ativagdo do complexo RISC, que
ira realizar uma busca ativa por sequéncias complementares de RNAm presentes no
citoplasma. Apds o encontro, a proteina Ago2 ira clivar a estrutura fosfodiéster do
RNAm entre os pares de base 10 e 11 upstrem da extremidade 5’ do siRNA (sentido
3' — 5°) e todo o complexo pode ser reciclado. O RNAm restante € fragmentado por
diferentes exonucleases (Elbashir; Lendeckel; Tuschl, 2001; Reynolds et al., 2004).

Esse processo resulta na inibicao total ou parcial da tradugao da proteina codificada
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pelo RNAm.

A partir destas descobertas, cientistas iniciaram estudos utilizando a maquinaria
natural dos eucariotos para a introducdo de moléculas desenhadas e sintetizadas
artificialmente a fim de estudar os efeitos de silenciamento de genes especificos
(Figura 7). Atualmente, € comumente denominado siRNA, a molécula exégena,
sintetizada artificialmente e vastamente utilizada no campo cientifico. O siRNA pode
ser facilmente comprado em grandes empresas que possuem autonomia no desenho
e produgao desse tipo de molécula. No entanto, o design racional destas moléculas é
vantajosa e permite a otimizagao dos parametros a fim de se obter moléculas com a

maior eficiéncia possivel.

2.3.1 Otimizacao da terapia por RNAi: design de moléculas de siRNA

Devido a alta variedade da atividade e especificidade das moléculas de siRNA,
iniciou-se uma investigacdo para entender os melhores critérios para o desenho
eficiente dessa molécula. Dentre outros, pode-se citar a influéncia da regido
complementar do RNAm, preferéncia de bases nucleotidicas, e conteudo G/C
(Reynolds et al., 2004; Ui-Tei et al., 2004; Amarzguioui et al., 2004). Os critérios mais
utilizados desde que foram publicados até os dias atuais sdo de Reynolds et al., Ui-
Tei et al. e Amarzguioui et al. (Tabela 2). Estes autores realizaram o design da
molécula de siRNA e as validou em experimentos in vitro, relacionando os dados de

silenciamento génico com a estrutura de cada oligonucleotideo.

Tabela 2 - Critérios mais considerados nos estudos de desenho de siRNA.

Reynolds et al. Ui-Tei et al. Amarzguioui et al.
1. Auséncia de repeticoes 1. Presenca de nucleotideos 1. Assimetria na
invertidas. A/U na extremidade 5 da fita estabilidade das
2. Estabilidade interna baixa antisenso. extremidades do duplex.
na extremidade 3'da fita 2. Presenca de nucleotideos 2. Posicao 1: auséncia de
senso. G/C na extremidade 5'da fita u.

s$enso

3. Conteudo G/C: 30 a 52%. 3. Posigéo 1: G ou C.

3. Presenca de pelo menos
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4. Posicao 3: A. cinco nucleotideos A/U na 4. Posicao 6: A.
5. Posicao 10: U. extrem|d§de 5 da fita 5. Posigéo 19: auséncia de
antisenso. G

6. Posicao 13: auséncia de G. 4. Auséncia de G/C em mais

7. Posicao 19: A. de nove nucleotideos
seguidos

6. Posicao 19: Aou U.

8. Posicao 19: auséncia de G
e C.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A principal caracteristica do mecanismo e RNAI € a incorporagao da fita correta
ao complexo RISC, isto &, da fita guia. A incorporagao acidental da fita passageira leva
a formacgao de um complexo RISC-siRNA incapaz de clivar o alvo e efeitos off-target.
A fim de assegurar que a fita correta seja incorporada, a principal caracteristica
desejada no design racional € a assimetria na estabilidade interna das extremidades
do duplex de siRNA. Assim, a fita cuja extremidade 5’ seja mais instavel, ou seja, ndo
esteja estavelmente pareada com a fita complementar do duplex, é preferencialmente
incorporada ao RISC (Amarzguioui et al., 2004). Essa caracteristica pode ser
observada nos critérios 2 de Reynolds et al.,1,2 e 3 de Ui-Tei et al. e no critério 1 de
Amarzguioui et al., além da presenca de pares de bases especificos nas extremidades
do duplex. Essa assimetria € calculada a partir de valores termodinamicos dos ultimos
pares de base de cada fita (Reynolds et al., 2004; Ui-Tei et al., 2004; Amarzguioui et
al., 2004).

Ainda, a adicao de modificagbes quimicas pode aumentar a estabilidade do
duplex quanto a degradacao e imunogenicidade e até aumentar a eficacia do efeito
RNAI. Essas modificagdes podem ocorrer nas ligagoes fosfodiéster, na ribose, na base
nucleotidica e no grupo 2’-OH do agucar, porém sempre em locais que néo afete a
atividade normal do siRNA (Angart; Vocelle; Chan; Walton, 2013). Elbashir e
colaboradores observaram que o overhang colaboram com a reconstru¢édo do
complexo RISC e que siRNA com essa modificagdo sdo mais eficientes que aqueles
sem (Elbashir; Lendeckel; Tuschl, 2001). Em concordéncia, ao comparar moléculas de
siRNA com extremidades contendo ou ndo overhangs, Ghosh e colegas observaram
uma lentiddao 2x maior para a formagao do complexo RISC-siRNA na auséncia de
overhangs (Ghosh et al., 2009).

Além destes critérios principais, deve-se atentar ao conteudo G/C, a
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possibilidade de estruturas secundarias da fita antisenso, repeticbes internas e
sequéncias palindrémicas (Angart; Vocelle; Chan; Walton, 2013). No entanto, é
importante destacar que, a eficiéncia da terapia por RNAi ndo esta exclusivamente
relacionada a estrutura da sequéncia de siRNA, mas também a eficiéncia de entrega
e liberagdo desta molécula no citoplasma celular e a quantidade de moléculas
entregues. No entanto, para que isso ocorra, as moléculas de siRNA devem enfrentar

e superar diversas barreiras biologicas.

2.3.2 Barreiras bioldgicas in vitro e in vivo na administragao de moléculas de
siRNA

E sabido que a molécula de siRNA, assim como qualquer tipo de material
genético, possui baixa eficiéncia de entrega e especificidade se administrados na
auséncia de um agente de transfeccao. Este fato se deve a caracteristicas intrinsecas
da molécula, assim como o enfrentamento de diversas barreiras biolégicas (Figura 9),

seja in vitro ou in vivo.

Figura 9 - Barreiras intrinsecas e bioldgicas encontradas pelo siRNA
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Fonte: Elaborado pela autora com BioRender (2024), adaptado de Valle, Gualberto, Pittella,
2019.

ECM: matriz extracelular. DS: sistema de entrega. RISC: complexo de silenciamento induzido
por RNA. RNAm: RNA mensageiro.

Tendo em vista que o siRNA possui mesma largura que a membrana plasmatica
(6-10 nm) e mesma carga superficial negativa, existe uma dificuldade em relagéo ao
seu transporte passivo através da membrana celular. Além disso, o siRNA livre esta
totalmente exposto a degradagdo pela agcdo de nucleases ou a inutilidade apos
ligacdes inespecificas com macromoléculas ou proteinas do meio em que se encontra,
seja em experimentos in vitro ou in vivo (Soutschek et al., 2004, Choi et al., 2007).
Ademais, caso a molécula de siRNA livre tenha sucesso na internalizacao celular, é
improvavel que ela consiga promover o seu efeito, pois logo sera degradada caso nao
consiga realizar o escape endossomal apds englobada pela via endocitica. Por isso, é
imprescindivel que o siRNA seja liberado por essas vesiculas antes de ser degradado
pelo lisossomo. No entanto, na auséncia de qualquer tipo de modificagdo ou gatilho

especifico, dificlmente essa molécula permanecera intacta.
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Ainda, relacionado a experimentos in vivo, deve ser ressaltado outros aspectos
importantes. Apds administragao intravenosa, o siRNA livre é capaz de ativar o sistema
reticulo endotelial, que logo considerara a molécula como um corpo estranho,
degradando-a (Judge et al., 2005). Somado a este fato, moléculas menores que 50
kDa ou 10 nm possuem rapida excrecao renal, o que resulta em baixa biodistribuicao
e biodisponibilidade (Khaled et al., 2005; Choi et al., 2007; Guo et al., 2011).

Diante do exposto, a utilizagdo de moléculas de siRNA sem nenhum tipo de
auxilio resultara em uma ineficiéncia do mecanismo de RNAI. Assim, diversos tipos de
agentes de transfeccdo sao testados ha mais de 30 anos, no intuito de proteger o
siRNA do sistema imune e de nucleases, além de terem a capacidade de extravasar
para o tecido tumoral, resistir ao meio extracelular, transpor a membrana plasmatica,
promover o escape endossomal e liberar as moléculas de forma eficaz ao citoplasma
(Whitehead; Langer; Anderson, 2009; Guo et al., 2011; Pittella et al., 2011). Dentre
estes agentes, destacam-se o0s aptametros, conjugados com GalNAc e

nanocarreadores.

2.4 NANOTECNOLOGIA E O USO DAS NANOPARTICULAS COMO DELIVERY
SYSTEM

Os chamados nanomateriais sdo materiais com pelo menos uma dimensao
externa em nanoescala, isto €, escala de tamanho entre 1 e 100 nm (ISO, 2010).
Dessa forma, diferentes sistemas dentro destas caracteristicas dimensionais podem
ser considerados nanomaterias e classificados de acordo com a Tabela 3. Os
nanocarreadores ou nanoparticulas sao classificados como 0-D e definidos como
nanomateriais que possuem todas as suas dimensdes externas dentro da escala
nanométrica (ISO, 2010). A escala nanométrica promove propriedades fisicas,
quimicas, mecanicas e opticas unicas. Isto se deve aos efeitos quanticos que regem
o comportamento desses materiais, ao contrario de quando a mesma substancia esta
em escala maior (Mittal; Banerjee, 2016). Os efeitos relacionados a superficie-volume
também s&o uma propriedade chave na explicagdo desse comportamento. Isto &,
guanto menor o material, maior o numero de atomos dispostos na sua superficie em

relagdo ao seu volume, e isto aumenta a reatividade do material em nanoescala (Cao,
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2011).

Tabela 3 - Classificagao de nanomateriais de acordo com sua dimensionalidade.

DESCRICAO EXEMPLOS
0-D Nanomateriais que possuem todas as suas Quantum dots, fulereno e
trés dimensdes na escala nanométrica. nanoparticulas.

1-D Nanomateriais que possuem uma dimensao  Nanotubos, nanofibras,

fora da escala nanométrica. nanorods e nanofios.
2-D Nanomateriais que possuem duas Nanofilmes e
dimensdes fora da escala nanométrica. nanocamadas.
3-D Materiais que ndo possuem nenhuma de Dispersao de
suas dimensdes na escala nanométrica. nanoparticulas.

Fonte: Elaborado pela autora (2024) traduzido de Joudeh e Link (2022).

Apesar de serem explorados por poucas décadas para fins cientificos, os
nanomateriais e seus principios estdo presente na civilizagdo ha séculos. Um bom
exemplo disso é o “Calice de Licurgo”, objeto da Roma Antiga que possui mais de
1.600 anos e é composto por nanoparticulas de prata e ouro, que permite um efeito
visual unico, porém desconhecido por milénios, até o desenvolvimento da microscopia
no final do século XX (Joudeh, Link, 2022).

A década de 1960 € considerada um marco na nanomedicina. Além da famosa
palestra “There’s Plenty of Room at the Bottom” do cientista Richard Feyman em 1959
na reunido da Sociedade Americana de Fisica, em 1965 foi descrita a sintese dos
lipossomas (Bangham et al., 1965), as primeiras nanoparticulas desenvolvidas em
laboratério. Trinta anos depois, os vetores virais foram utilizados com sucesso na
entrega de informacédo genética (Blaese et al., 1995) e foram continuamente
explorados devido a uniformidade morfolégica, alta eficiéncia de encapsulacao e
facil modelagao de tamanho e funcionalizagao. No entanto, a alta toxicidade e resposta
imune destes sistemas impactou o seu desenvolvimento e utilizagcdo (Tomanin;
Scarpa, 2004). Dessa forma, ainda existe uma busca incessante para o

desenvolvimento de agentes de transfeccdo que sejam eficientes na entrega de
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farmacos ou material genético sem promover efeitos indesejaveis.

Atualmente, muitos estudos evidenciam o uso de nanoparticulas de diferentes
naturezas como sistemas de drug delivery. A aplicagdo da nanotecnologia na area
biomédica e farmacéutica é explorada na construgéo de nanocarreadores inteligentes,
ou seja, carreadores que conduzem farmacos de forma especifica a células ou tecidos
e que também sdo capazes de libera-lo de maneira controlada, prolongada e eficaz
(Allen; Cullis, 2004; Jhaveri; Deshpande; Torchilin, 2014; Siafaka et al., 2016;
Hossen et al., 2019). Além disso, o uso de nanoparticulas como sistemas de entrega
podem apresentar outras vantagens, como: i) redugédo da toxicidade; ii) reducao da
resposta imune pelo sistema reticuloendotelial; iii) protecdo do composto encapsulado;
iv) incorporagao tanto de substancias hidrofilicas quanto de substancias lipofilicas;
v) melhora da estabilidade e por consequéncia maior biodisponibilidade e tempo de
circulagdo  (Allen; Cullis, 2004); vi) maior especificidade; vii) solubilizacdo de
substancias acima do limite de solubilidade; e viii) redugao da dose efetiva. No entanto,
€ necessario considerar caracteristicas como biocompatibilidade e biosseguranga ao
escolher o nanomaterial a ser administrado. Atualmente, muitos estudos estdo focados
na avaliacdo da toxicidade que estes materiais podem provocar para o ser humano,

animais, plantas e ao meio ambiente a curto e longo prazo.

O primeiro nanomedicamento a ser aprovada pela Food and Drug
Administration (FDA) para terapia anticdncer foi uma formulacdo lipossomal
incorporando o farmaco doxorrubicina para o tratamento de sarcoma de Kaposi. Esta
formulacdo é chamada Doxil e foi aprovada em 1995 (Tabela 4), 30 anos apés a
descricao dos lipossomas (James et al., 1994). Dez anos depois, o0 medicamento
Abraxane foi aprovado pela mesma organizagdo para o tratamento de céncer de
mama, pulmao e pancreas. Essa formulacdo consiste em nanoparticulas a base de
albumina incorporando outra droga antitumoral, o paclitaxel (Green et al., 2006). Em
2013, a Kadcyla, um conjugado anticorpo-farmaco, foi autorizada para o tratamento
em pacientes com cancer de mama do subtipo superexpressor de HER2 (Kamaly et
al., 2012).

No entanto, a aprovagdo de nanomedicamentos enfrenta diversos obstaculos
Diferente da analise de um farmaco convencional especifico, as nanoformulagées
possuem natureza complexa com propriedades fisico-quimicas unicas. Alguns desses

obstaculos sdo intrinsecos a prépria formulacéo, principalmente, relacionado a sua



46

capacidade de enfrentamento das barreiras biolégicas, mas também envolve a falta
de regulamentacdo, falta de suporte, preocupagdo com a biossegurancga,
escalabilidade e investimento (Thapa; Kim, 2022) (Figura 10) Evidéncia disso € a
admissao de apenas 90 nanomedicamentos pela FDA e pela European Medicines
Agency (EMA) em 28 anos desde o primeiro nanomedicamento aprovada (Tabela 4)
(Jia et al., 2023).

Os motivos mais comuns de fracasso nos testes clinicos de nanoformulacdes
voltadas para aplicagdes biomédicas séo toxicidade, reconhecimento pelo sistema
imune, excrecao e o tipo de nanocarreador, ja que as propriedades fisico-quimicas do
sistema de entrega ditam o seu comportamento ap6s aplicagdo no organismo. Ainda,
falhas no processo de manufatura, reprodutibilidade e correta selecdo do publico-alvo

interferem no sucesso do ensaio clinico (Halwani, 2022).

Figura 10 - Desafios para o desenvolvimento e comercializagéo de

nanomedicamentos.

PUBLICO INDUSTRIA
Falta de Baixo interesse das p o
conhecimento industrias de grande escala
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desenvolvimento
Prazo de validade

Biocompatibilidade

Bioacumulacio Falta de confianga  Industrias de baixa escala

L na seguranca dependem das maiores curto
Metabolismo Reivindicac&o de
Eliminacéo patentes sobrepostas
A J
PROTEGAO
( Aasdlitndin INTELECTUAL
DESAFIOS
FALTA DE ABORDAGEM REGULAMENTAGAO
MULTIDISCILPLINAR INADEQUADA
DESENVOLVIMENTO
CARACTERIZAGAO E ESCALABILIDADE E EFlClE:NClA TRANSLACIONALIDADE
CONTROLE DE QUALIDADE REPRODUCIBILIDADE TERAPEUTICA
Equipamentos sofisticados Dificuldade para escalar e Superioridade sobre Dificil em traduzir
na reproducibilidade opgdes ja existentes para uma forma
Processo de controle de farmacéutica
qualidade dificil Problemas de esterilizagdo Ensaios clinicos adequada e aceitével

Fonte: Elaborado pela autora com BioRender (2024), traduzido e adaptado de Thapa e Kim
(2022).



47

Tabela 4 - Nanomedicamentos para cancer comercialmente disponiveis e aprovadas pela FDA e EMA.

daunorrubicina aguda

Nome_ Empresa Data Tipo de Ativo Tipo de cancer Refs
comercial Nanocarreador
: Sequus FDA (1995), . L Cancer de ovario
I I
Doxil/Caelyx Pharmaceuticals EMA (1996) Lipossoma Doxirrubicina metastatico 1,2,3,4
, Sun Pharma . Hidrocloreto de Cancer de ovario
Lipodox Global FZE FDA (2013) Lipossoma doxirrubicina metastatico 13
Onivyde Merrimack FDA (2015)  Lipossoma Irinotecan Cancer de pancreas ;5 4
Pharmaceuticals metastatico
: Hidrocloreto de A
< Myocet IDM Pharma EMA (2000) Lipossoma . - Cancer de mama 1,2,3,4
I3) doxirrubicina
\§
o Mepact Takeda Inc. EMA (2009) Lipossoma Mifamurtide Osteosarcoma 1,2,3
-
Marqibo Talon Therapeutics FDA (2012) Lipossoma Vincristina Leucemia mielogénica 1,2,3,4
: : : Cancer de mama e de
Lipusu Luye Pgarna FDA (2016) Lipossoma Paclitaxel - 1,2,3
pulmao
VVxeos Jazz FDA (2017), Linossoma Daunorrubicina Leucemia mieloide 19
y Pharmaceutics EMA (2018) P e Citarabina aguda ’
DaunoXome Gilead Sciences  FDA (1996) Lipossoma Citrato de Leucemia mieloide 4
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FDA Ibritumomab
Zevalin Bayer Pharma (2002)*, - fiuxetano [Y] Linfoma 1
EMA (2004)
Oasmin Cancer de ovairio,
Apealea Pharmaceutical AB EMA (2018) Micela Paclitaxel peritbnio e’trf)mpa de 1,3
Falépio
Oncaspar Pharrﬁgzzzticals FDA (1994), L-asparaginase- L-asparaginase LaeuLfdea:nelarrlllineflcc))blgrS\:::Caa 1,2,4
P EMA (2016) PEG parag g mislog o
Inc. cronica
<
O Samyang
5 Genexol-PM FDA (2007) Micela Paclitaxel Cancer de mama 1,2,3,4
s Pharmaceuticals
=
o a
& Nanoxel-M Samyang FDA (2012) Micela Docetaxel Cancer de mama
Pharmaceuticals metastatico e de ovario
. Oasmia RFMPH . . R L
Paclical Pharmaceuticals (2015) Micela Paclitaxel Cancer de ovario 2
Tolmar Acetato de
Eligard Pharmaceuticals  FDA (2002) - . Cancer de prostata 1,4
leuprolida
Inc.
=z
Lu Celgene FDA (2005, Cancer de mama
(o) Abraxane Pharmaceutical 2012, Albumina Paclitaxel metastatico, de pulmao 1,2,3,4
& Co. Ltd. 2013), EMA e de pancreas
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(2008) metastatico
Nanocoll CIS Bio FDA (1995)  Abulmina Albumina e Cancer de mama e 2.4
estanoso melanoma
Ontak Eisai FDA (1999)  'uUsdode o inadiftérica -CuCeMiaelinfomade ., 4,
proteinas célula T
<
S Nanoparticulas
< Hensify Nanobiotix ~ EMA (2019) de Oxidode T d¢oxidode  Carcinoma de celulas 1
o e hafnio escamosas
o) Hafnio
Z

Fonte: Adaptado de Hawani, 2022 (1); Jia et al., 2023 (2); Thapa e Kim, 2022 (3); e Gadekar et al., 2021 (4).

*Descontinuado.

Destaque em rosa, formulagdes indicadas para o cancer de mama. RFMPH: Federacdo Russa; FDA: Food and Drug Administration. EMA:
European Medicines Agency.
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2.4.1. Aspectos Gerais na Eficiéncia de Entrega do Nanocarreador

Levando em consideracdo os desafios levantados na sessao anterior, os
sistemas de entrega nanoparticulados devem ter propriedades especificas durante o
seu desenvolvimento, visando o aumento da eficiéncia terapéutica e redugao da
toxicidade. Dentre eles estdo: i) capacidade alta de encapsulamento; ii) capacidade de
funcionalizagéo de sua superficie; iii) alta estabilidade coloidal; iv) controle da taxa de
liberagdo; v) biocompatibilidade, biodegradabilidade e n&o imunogenicidade; vi)
produgcdo com auséncia de solventes orgénicos e ingredientes toxicos; vii)
componentes seguros, acessiveis e comercialmente disponiveis; viii) escalabilidade;
ix) estabilidade durante processos de manufatura; x) e estabilidade de armazenamento
(Halwani, 2022).

Inicialmente, o desenho racional de nanocarreadores deve levar em
consideragdo nao sé a encapsulagdo do material, mas também as estratégias de
liberacdo desse material. Os gatilhos de liberagdo sao convencionalmente
classificados em gatilhos extrinsecos (exdgenos) e intrinsecos (enddégenos). Os
gatilhos extrinsecos mais comuns para a terapia antitumoral sdo: i) a temperatura,
onde uma fonte de calor externa é utilizada, e consequentemente desorganiza o
nanosistema que é estruturalmente dependente de temperaturas mais baixas; ii)
ultrassom; iii) e a luz, por fotodegradacdo utilizando por exemplo, o laser em
determinado comprimento de onda. Em relagao aos gatilhos enddégenos destacam-se,
i) o pH, ja que o pH tumoral geralmente é menor (<7,0) que em tecidos saudaveis (7,2-
7,4) devido ao aumento de acido latico; ii) o potencial redox, devido ao aumento dos
niveis de glutationa em ambientes tumorais quando comparado ao meio extracelular
e a células normais; iii) e a temperatura, ja que a hipertermia € uma consequéncia de

um ambiente inflamado (Jhaveri; Deshpande; Torchilin, 2014).

No entanto, para que o nanomaterial chegue ao tecido alvo e seja possivel a
liberagcdo da molécula encapsulada, duas estratégias podem ser utilizadas para a
entrega dos nanocarreadores: a acumulagdo ativa ou acumulagdo passiva. A
funcionalizagéo da superficie de nanoparticulas € realizada a fim de direcionar estes
sistemas ao tecido de interesse e € o principal método de acumulagao ativa. Algumas

funcionalizacbes sdo feitas a partir da conjugacao de ligantes como anticorpos,
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aptameros e polimeros (Nam et al., 2013).

A acumulagao passiva € bastante utilizada, e criticada, na terapia antitumoral.
Esta estratégia vale-se do efeito de permeabilidade e retencdo aumentada (efeito
EPR) (Figura 11) (Matsumura; Maeda, 1986). Em vasos sanguineos saudaveis, as
células endoteliais possuem espagamento entre elas de poucos nanémetros, o que
inviabiliza a passagem de nanocarreadores com tamanhos superiores (Allen; Cullis,
2004; Vieira; Gamarra, 2016). Entretanto, a alta taxa de proliferagc&o celular de tecidos
tumorais leva a rapida angiogénese e, consequentemente, formacdo de vasos
sanguineos desorganizados, o que promove lacunas (Guo et al., 2011; Kanwar;
Mahidhara; Kanwar, 2011) de até 800 nm entre as células do endotélio vascular (Allen;
Cullis, 2004). O tamanho destas lacunas difere de acordo com as caracteristicas dos
diversos tumores solidos. Enquanto em modelos de cancer de colon, nanoparticulas
de até 400 nm acumularam de forma significativa, em cancer de pancreas apenas
aquelas com aproximadamente 30 nm promoveram atividade antitumoral satisfatéria
(Kim et al., 2016). Visto que o tecido tumoral ndo possui sistema linfatico, os
nanocarreadores seguem retidos no tecido cancerigeno, o que aumenta a
probabilidade de adentrar nas células e exercer o efeito antitumoral (Matsumura;
Maeda, 1986). Isto leva a maior probabilidade de promover o efeito desejado ja que
as concentragdes de farmacos nanoencapsulados podem chegar a uma quantidade

10x maior que o mesmo livre (Northfelt et al., 1996).

Figura 11 - Mecanismo de acéo passivo das nanoparticulas através do efeito de

permeabilidade de retengdo aumentada (EPR)
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Fonte: traduzido de Nam et al., 2013

Desta forma, tamanhos médios de até 200 nm sao indicados para aplicagdes
biomédicas e terapéuticas, especialmente se as moléculas devem ser entregues ao
meio intracelular (Guo et al., 2011). A rota de internalizagdo da nanoparticula também
deve ser considerada. Em casos em que estes sistemas sao endocitados pela célula,
um tamanho menor que 100 nm é desejado (Kakizawa et al., 2004b). Além disso, é
sabido que quanto menor o tamanho da nanoparticula, maior a profundidade de

alcance da mesma nos tumores solidos in vivo (Kim et al., 2016).

Em adigéo, a carga superficial também possui papel importante na eficiéncia de
entrega dos nanocarreadores. Para isso, € necessario considerar tanto o aspecto
celular, quanto o aspecto sistémico. Em termos de entrega celular, o mais 6bvio seria
que o nanocarreador tivesse carga superficial positiva, o que iria favorecer o contato
com a membrana celular que possui carga negativa. Estudos in vitro mostram uma
otima internalizagao celular utilizando nanocarreadores carregados positivamente. No
entanto, nanocarreadores eletricamente carregados podem ser altamente ineficientes.
Isso se deve a possivel ligagdo com proteinas do soro e ativagao do sistema imune.
Assim, nanocarreadores com cargas superficiais mais neutras sdo mais
recomendados, e para isso, moléculas com grupos hidroxil, como o polietilenoglicol

(PEG), ou ligantes zwitteridnicos sao utilizados (Nam et al., 2013).

Além do tamanho e carga superficial, outros parametros intrinsecos do
nanocarreador devem ser observados e testados. A estrutura do nanocarreador deve
ser estavel suficiente para superar as barreiras biologicas ja mencionadas e liberar o
farmaco de forma eficaz no local de agéo, seja no meio extracelular, citoplasmatico ou
nuclear A utilizacdo de materiais biocompativeis também é um fator importante no
desenho de nanocarreadores, no intuito evitar efeitos toxicos a nivel celular e tecidual,
além de estratégias para evitar a ativagao de respostas imunes. Ainda, a depender da
natureza quimica da molécula a ser encapsulada e da via de administracdo, certos
nanomateriais sdo mais indicados que outros. Por exemplo, nanoparticulas compostas
por lipideos sdo mais recomendadas para a encapsulagao de farmacos hidrofdbicos e
em formulagdes de uso tépico do que nanoparticulas de natureza hidrofilica (Nam et
al., 2013).

Além disso, a natureza quimica dos nanocarreadores € utilizada para a
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classificagao deles. Assim, as nanoparticulas nao-virais podem ser classificadas de
acordo com o componente predominante na sua estrutura em organicas, inorganicas

ou baseadas em carbono (Figura 12).

Dentre os componentes inorganicos, os mais estudados sdo os metais,
materiais semicondutores e as ceramicas. Nanoparticulas de ceramicas sao feitas de
carbonatos, carbonetos, 6xidos metalicos, metaloides e fosfatos. Estes materiais
possuem algumas vantagens importantes como alta estabilidade e capacidade de
carga (Joudeh, Linke, 2022). Das mais diversas sustancias quimicas dos componentes

ceramicos, pode-se dizer que uma das mais estudadas é o fosfato de calcio.

Figura 12 - Representagao esquematica da classificagdo dos nanocarreadores
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Fonte: Elaborado pela autora com Biorender (2024).

2.4.2. Nanoparticulas Hibridas: fosfato de calcio e polietilenoglicol (PEG)

O fosfato de calcio € um sal formado por ions de fosfato e calcio. Este mineral
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€ um composto biocompativel e com baixa toxicidade celular e € encontrado em 0sso0s,
dentes e tenddes (Zhang; Kataoka, 2009). Ainda, sao interessantes devido a
possibilidade de dupla fungdo na aplicagdo biomédica como agentes terandsticos,
aléem de permitir facilmente a funcionalizagcdo da sua superficie que pode promover
vantagens como a biocompatibilidade e especificidade. Ainda, exibem alta estabilidade
coloidal em relagédo a tempo, temperatura e pH e ndo sdo suscetiveis a ataques
microbiolégicos (Halwain, 2022). Relatos de estudos deste material datam do século
XVIII na utilizagdo de fosfato de calcio no tratamento de doengas 6sseas (Van Rijt et
al., 2022). Ao longo dos anos, a aplicagdo deste material foi evoluindo, e em 1973,
Graham e Van der Eb demonstraram a utilizacdo do fosfato de calcio como sistema de

entrega produzido a partir do método de precipitacado (Graham; Van der Eb, 1973).

A precipitacao dos cristais de fosfato de calcio é realizada a partir da mistura de
solugdes aquosas em condi¢cbes estequiométricas (Kakizawa; Kataoka, 2002). Ao
inicio deste processo, ocorre a fase de nucleacdo onde se formam pequenos
agregados iniciais e instaveis de fosfato de calcio amorfo até que um dos solutos seja
totalmente consumido. Esta substdncia amorfa apresenta estrutura atémica
desorganizada e permite a incorporagao de moléculas de interesse. Em seguida, a
esse material amorfo ira se reorganizar, agregar e crescer. Esta é a fase de
crescimento (Uskokovic; Uskokovic, 2010). No entanto, este material é incapaz de
permanecer em uma escala nanométrica sem uma molécula estabilizadora. Por isso,
uma etapa adicional de estabilizacdo € necessaria para evitar o crescimento

descontrolado dos cristais (Sousa Fllho; Serra, 2015).

A estabilidade dos nanocarreadores pode ser alcangada a partir de duas
estratégias principais: estabilizagao eletrostatica ou estabilizagdo estérica. A primeira
possui origem na forga repulsiva das cargas superficiais das particulas. Esta carga
superficial € denominada potencial Zeta, e € comumente estabelecido que um valor
maior que |30 mV| é suficiente para manter o sistema estavel a partir da repulsao
eletrostatica entre as nanoparticulas (Nam et al., 2013; Bhattacharjee, 2016). Ja a
estabilizacao estérica, vale-se do uso de moléculas nao idnicas de carater hidrofilico
que geram potencial Zeta neutro (Evans; Napper, 1973; Lourenco, 1996; Perrault et

al., 2009). A molécula mais conhecida para este fim & o polietilenoglicol (PEG).

O PEG é um polimero de carater ndo-iénico e hidrofilico muito utilizado no

desenvolvimento de nanocarreadores (Kakizawa et al., 2004a; Kakizawa et al.,
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2004b), principalmente na conferéncia de estabilidade coloidal. Outras vantagens
importantes proporcionadas por este polimero € a redugdo de interagbes com
biomacromoléculas in vivo (Pelaz et al., 2015) e maior tempo de circulagdo no sangue,
que leva a uma maior biodisponibilidade e maior probabilidade de acumulacdo das

nanoparticulas no tecido neoplasico devido ao efeito EPR (Perrault et al., 2009).

Dessa forma, em 2002, Kakizawa e Kataoka publicaram pela primeira vez um
estudo que utilizava o PEG em copolimero em bloco ndo sé no controle do crescimento
dos cristais de fosfato de calcio, mas também na estabilizagdo coloidal da dispersao
como um todo. Copolimeros em bloco sdo formados por uma sequéncia de
monoémeros de tipo X ligados covalentemente a uma sequéncia de monémeros de tipo
Y. No caso dos autores, eles utilizaram o polimero poli(acido aspartico) ligado ao PEG.
Esse copolimero permite a ligagao ao ion calcio a partir do bloco polianiénico. Assim,
a regiao anidnica é internalizada, enquanto a regido do PEG permanece externa,
recobrindo a nanoparticula (Kakizawa; Kataoka, 2002). A unido do fosfato de calcio
inorganico com o bloco de copolimero PEG-polidnion permite a produgdo das
chamadas nanoparticulas hibridas (Figura 13) onde o siRNA esta incorporado no

nucleo de fosfato de célcio (Kakizawa, Kataoka, 2002; Pittella et al., 2011).

Figura 13 - Representagao da nanoparticula hibrida formada pelo nucleo inorganico
composto por fosfato de calcio, com siRNA complexado, e pelo revestimento

organico de bloco de copolimero PEG-polianion
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o0 o0
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Fonte: Elaborado pela autora com BioRender (2024), adaptado de Pittella et al., 2011.

Diversos estudos utilizaram nanoparticulas hibridas similares como carreador
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de farmacos ou genes (Kakizawa; Kataoka, 2002; Kakizawa et al., 2004a; Kim et al.,
2011; Pittella et al., 2011, 2012, 2014; Maeda et al., 2014; Souza et al., 2021; Mello
Jretal., 2017, Valle et al., 2019). Uma das grandes vantagens destas nanoparticulas
€ 0 seu processo de sintese, que é realizada a partir da mistura de solugdes de ions
de fosfato e calcio em condi¢gdes estequiométricas. Isso resultara na formacgéao de
cristais em escala nanométrica por simples auto-associacdo dos constituintes
(Kakizawa; Kataoka, 2002). Ademais, ndo € necessaria a utilizagdo de solventes
organicos, possuem baixo custo e encapsulam eficientemente o material genético
(Zhang; Kataoka, 2009).

Tao importante quanto a internalizagédo do composto desejado, € a liberagao do
mesmo. Estudos anteriores ja observaram que nanoparticulas de fosfato de calcio s&o
internalizadas pelas células através da endocitose (Kakizawa et al., 2004b; Pittella et
al., 2011). Uma vez endocitadas, as nanoparticulas seguem no interior de
endossomas/lisossomas, € o pH acido deste compartimento celular promove uma
desorganizagdo das nanoparticulas, devido a maior concentragdo de ions H*. O
gradiente de ions resultante promove o influxo de agua do meio intracelular para o
interior do endossoma. Este influxo causa a ruptura da membrana deste
compartimento (Figura 14) e o material encapsulado € liberado ao citoplasma. No caso
da terapia por RNAI, o local de agdo das moléculas de siRNA é o citoplasma e, uma
vez liberadas, estas moléculas sao capazes de promover o efeito de interferéncia por
RNA (Kakizawa et al., 2004b). Assim, diante do exposto, esta evidente a grande
vantagem em utilizar os nanocarreadores hibridos de fosfato de calcio recobertos com

PEG na entrega de genes na terapia antitumoral.
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Figura 14 - Representacao de internalizagao e escape endossomal promovido pelas
NP
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Fonte: Elaborado pela autora com BioRender (2024).

2.4.3 Nanoformulagoes e a terapia de RNAI

Finalmente, apds 23 anos da aprovacao do primeiro nanomedicamento e 20
anos apos a descrigdo do mecanismo de RNAIi, a formulagcdo comercialmente
denominada Onpattro (Patisiran) foi o primeiro medicamento baseado nesse
mecanismo aprovado pelo FDA em 2018 (Kaiser, 2018). Esse medicamento foi

desenvolvido pela Alnylam Pharmaceuticals e € destinado ao tratamento uma doencga
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rara chamada amiloidose de transtirretina (TTR). Transtirretina € uma proteina
responsavel pelo transporte de vitamina A e do hormdnio tiroidiano tiroxina. No
entanto, nesta enfermidade esta proteina € produzida de forma anormal. A proteina
defeituosa € depositada no coragao e nervos periféricos, causando cardiomiopatia.
Assim, o silenciamento do gene que traduz esta proteina defeituosa € realizado a
partir da terapia por RNAi com o auxilio de nanoparticulas lipidicas incorporando
siRNA (Onpattro, 2018).

A aprovacdo do Onpattro abriu as portas para uma nova classe de
medicamentos baseados em RNAI, e até o presente momento ja foram aprovados
outros cinco nanomedicamentos baseados nesse mecanismo, cujas plataformas de
entrega sdo nanoparticulas lipidicas e conjugados de siRNA (Tabela 5). Outras 15
nanoformulagdes baseadas em RNAi estdo em fases de ensaio clinico pela mesma

empresa (Alnylam Pharmaceuticals, 2024).

Tabela 5 - Nanoformulagbes baseadas em RNAi atualmente aprovadas pelo FDA e

EMA e disponiveis comercialmente

Nome comercial Droga Doenga Ano

ONPATTRO ®* Patisiran Amiloidose <-:Ie transtlr.retlna com 2018
polineuropatia

GIVLAARI ®* Givosiran Porfiria hepatica aguda 2019
OXLUMO ®* Lumasiran Hiperoxaluria primaria do tipo 1 2020
Leqvio ®* Inclisiran Hipercolesterolemia 2021

AMVUTTRA ®* Vutrisiran Amiloidose <.:Je transtlr.retlna com 2022
polineuropatia

Rivfloza ™ Nedosiran Hiperoxaluria primaria 2023

Fonte: Alnylam, 2024.
* Aprovado pela ANVISA
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3 OBJETIVOS

3.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia de entrega de nanoparticulas hibridas e o efeito de RNAi in

vitro e in vivo no silenciamento do gene HOXB7 na terapia anticancer com e sem o

cotratamento com o tamoxifeno.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.3.1

3.3.2

3.3.3

3.34

3.3.5

3.3.6

3.3.7

3.3.8

3.3.9

Preparar nanoparticulas hibridas através de auto-associagao, utilizando

como componentes fosfato de calcio, PEG-polianion e siRNA;

Caracterizar as nanoparticulas quanto ao didmetro hidrodindmico
médio, distribuicdo de tamanho, potencial Zeta, morfologia, eficiéncia

de encapsulagao e estabilidade coloidal;

Avaliar a citotoxicidade e potencial migratério das células apds o
tratamento com NP-siHOXB?7;

Avaliar a eficiéncia de entrega de siRNA pelas nanoparticulas hibridas

in vitro;
Avaliar a capacidade hemolitica das nanoparticulas hibridas;

Purificar as nanoparticulas hibridas para aplicacdo in vivo, e

caracteriza-las;

Avaliar a atividade antitumoral in vivo apds tratamento com as
nanoparticulas carreando siRNA-HOXB7 com e sem o cotratamento

com tamoxifeno;

Verificar o silenciamento do gene HOXB7 no tecido tumoral apds

tratamento com as nanoparticulas carreando siRNA-HOXB?7;

Avaliar parametros bioquimicos e hematologicos apds os tratamentos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.2 MATERIAIS

Cloreto de calcio, fosfato dissédico, acido N-[2-Hidroxietil] piperazina-N‘-[2-
etanosulfénico] (HEPES), cloreto de sddio e formaldeido foram adquiridos da Sigma
Aldrich. Fosfato de sodio dibasico foi adquirido da  Proquimios.
Tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) foi adquirido da Amersham Biosciences. Bloco
de copolimero polietilenoglicol-bloco-poli-L-acido glutdmico (PEG-pGlu) (peso
molecular 13 kDa) foi adquirido da Alamanda Polymers, Inc. Meio de cultura
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), soro fetal bovino (SFB) e tripsina foram
adquiridos da Gibco. Azul tripan e brometo de dimetiazoldifeniltetrazdlio (MTT)
adquiridos da Invitrogen. Matrigel Matrix (Corning, EUA). Citrato de tamoxifeno (TMX)
foi adquirido pela Sigma-Aldrich. Cipionato de estradiol foi adquirido da Agrominas
(Sao Paulo, Brasil). Pi-Clear RNA Total foi adquirido da Pi-Biotech Genética Avancgada
Ltda (Brasil). High Capacity cDNA Reverse Transcription kit adquirido da Applied
Biosystems (Foster City, California, EUA). qPCR-SYBR-Green mix adquirido da
Ludwig Biotecnologia Ltda (Rio Grade do Sul, Brasil). As sequéncias de siRNA HOXB7
e siRNA-Cy5 foram sintetizadas pela Sigma-Aldrich. A mesma empresa sintetizou as
seguintes sequéncias de primer: CCAACCGCGAGAAGATGA (B-actina forward),
CCAGAGGCGTACAGGGATA (B-actina reverse), ACCGACACTAAAACGTCCCT
(HOXBY forward) e AAACCGAACTTGAGGCTGGA (HOXBY reverse).

4.3 PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS HIBRIDAS

As nanoparticulas hibridas (NP) foram preparadas por auto-associagao dos
constituintes através de mistura simples e estequiométrica de solucbes aquosas,
baseada no trabalho de Kakizawa e Kataoka (2002), com modificagdes. Inicialmente,
uma solugao de CaClz 2,5 M (PM=111 g/mol) foi diluida em solugdo tampao TRIS 25
mM (PM=121,14 g/mol) formando a solugédo 1 (1:11,5 v/v). A solugéo 2 foi preparada

adicionando-se siRNA, em 1000 pg/mL de poli(etilenoglicol)-bloco-poli(acido
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glutdmico) (PEG-PGlu) (5K-50DP) diluido em TRIS-HCI, e uma solugdo tampao
HEPES 50 mM (PM=238,3 g/mol), Na2HPO4 1,5 mM (PM=142,07 g/mol) e NaCl 140
mM (PM=58,44 g/mol) na proporc¢ao de 1:1:3 v/v. A solucdo 2 foi adicionada a solugéo
1 e homogeneizadas para a obtencdo de concentracdo final de siRNA em 1,5 pM.
Devido a interagao eletrostatica entre os constituintes, NP incorporando siHOXB7 (NP-
siHOXB7) e NP vazias sem siRNA (NP-mock) foram obtidas. Todas as solugoes
iniciais foram esterilizadas por filtracdo (0,22 ym). Todas as NP foram preparadas em

fluxo laminar, para garantir esterilidade.

4.4 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS HIBRIDAS

4.3.1 Determinacao do diametro hidrodinamico médio, da distribuicao de
tamanho, do indice de polidispersao e do potencial Zeta das nanoparticulas
hibridas

A determinacao da distribuicdo de tamanho das nanoparticulas (NP), diametro
hidrodindmico médio e indice de polidispersao (Pdl) foram obtidos utilizando o
equipamento Zetasizer Ultra (Malvern Instruments, UK) a partir da técnica de
espalhamento dindmico de luz (Dynamic Light Scattering — DLS) utilizando cubeta de
quartzo (ZEN2112) a 25 °C apds a preparagédo das NP. Essa técnica se baseia na
analise das flutuacdes de intensidade de espalhamento de luz de NP em movimento
Browniano em um determinado angulo (neste caso, 173°), quando um feixe de luz é
incidido sobre a dispersao. Essas flutuagdes sdo analisadas pelo método cumulativo
e o coeficiente de difusdo obtido € utilizado para calculo dos didmetros hidrodinamicos
e indice de polidispersdo da populacdo usando a equacido de Stokes-Einstein. Além
disso, a concentragao de nanoparticulas foi analisada no mesmo equipamento pela
técnica de espalhamento dinamico de luz multiangular (Multi-angle Dynamic Light
Scattering - MADLS).

A mesma técnica foi realizada apds purificacao das nanoparticulas hibridas
para posterior injecdo em animais. Para isso, os mesmos parametros foram
analisados, apo6s centrifugacao (3000 rpm por 20 min) de 1,2 mL de nanoparticula em
dispositivo Amicon de Ultracentrifugacao MWCO 30 kDa (Millipore, EUA).
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A determinacgao do potencial Zeta foi realizada a partir da técnica de mobilidade
eletroforética com mesmo equipamento. O potencial Zeta se refere ao potencial
elétrico na interface da dupla camada de ions entre a particula e o meio dispersivo.
Essa técnica se baseia na analise da velocidade da migragdo das particulas em
direcdo ao eletrodo com carga oposta apés aplicagdo de um campo elétrico. A
velocidade desse deslocamento é diretamente proporcional a intensidade do campo
elétrico e do valor de potencial Zeta (Sze et al., 2003). Para isso, foi aplicado um
potencial de 10mV utilizando cubeta especifica e os valores foram determinados a

partir da equagao de Smoluchowski.

4.3.2 Determinagao da morfologia das nanoparticulas

A determinacédo da morfologia das NP foi realizada no Centro de Investigagao
Cooperativa de Biomateriais (CIC biomaGUNE, Espanha) utilizando a microscopia
eletrénica de transmissdo (MET) com o equipamento JEOL JEM-1400 PLUS (Jeol
LTD., Tokyo, Japan) operado em voltagem de aceleragéo de 40-120 kV. Uma amostra
da solugdo de NP foi depositada em grades de carbono (previamente limpas com
plasma) seguido de secagem por 10 min a temperatura ambiente. Para analise da
morfologia, o microscopio foi operado em modo de campo brilhante com ampliagcéo de
até 50.000x.

4.3.3 Eficiéncia de encapsulagao de siRNA

A eficiéncia de encapsulacao foi determinada pelo método indireto. Para isso,
as amostras de NP-siRNA e NP-mock foram primeiramente alocadas em filtros
Amicon de Ultracentrifugagdo MWCO 30 kDa (Merck, EUA), em peso molecular que
permite a passagem de moléculas de siRNA (~14 kDa) ndo encapsuladas. Estes foram
centrifugados a 15.000 rpm por 20 min, utilizando centrifuga Allegra X-22R (Beckman
Coulter, Califérnia, EUA). O filtrado foi coletado e medido em espectrofotdmetro
Nanodrop Spectrophotometer ND 1000 (Thermo Scientific, Massachussets, EUA) em

comprimento de onda 260nm. Para obter a curva de calibracdo foram preparadas
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solucdes de siRNA em agua estéril nas concentragdes de 0,4 uM a 1,5 uM. A partir da
equacao da curva de calibragao foi possivel determinar a concentragao de siRNA livre

no filtrado e calcular a porcentagem de incorporagéao de siRNA pelas NP (Formula I)

Formula I:

) Concentracao inicial — Concentracao final
(I) % siRNA encapsulado = — x 100
Concentracao inicial

4.3.4 Estabilidade coloidal das nanoparticulas

A estabilidade do sistema nanoestruturado foi avaliada a partir de leituras
regulares (0, 15, 30, 90 e 180 dias). Para isso, solugdes de NP foram estocadas a 4
°C e avaliadas quanto ao diametro hidrodindmico médio e indice de polidisperséo,
conforme ja descrito no item 4.3.1. Além disso, a estabilidade imediata das NP foi

avaliada frente a alterac&do de temperatura (25 °C a 40 °C) e de pH (4,5 a 7,2).

Ainda, um pré-ensaio de liofilizagdo foi realizado utilizando ou ndo sacarose
como crioprotetor. Primeiramente, NP-mock foram sintetizadas e submetidas ao
processo de congelamento em nitrogénio liquido e posteriormente submetidas ao
processo de liofilizagdo utilizando o liofilizador LD Plus Alpha 1-2 (Martin Christ,
Alemanha) sob pressao de 0,064 mbar e temperatura -53 °C overnight. Apos esse
periodo, as NP foram ressuspensas em agua Milli-Q estéril e analisadas conforme ja

descrito.

4.4 ENSAIOS IN VITRO

Os experimentos in vitro foram realizados com linhagem celular MCF-7 (ATCC).
Essa linhagem é do subtipo Luminal A, portanto, possui expressao dos receptores de
estrogénio e progesterona. As células foram mantidas em garrafas de cultura celular
com meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado,

além de 1% de penicilina-estreptomicina. As garrafas com as células foram encubadas
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em estufa a 37 °C com 5% de COa2. As células foram semeadas a uma densidade de
1 x 10° células por garrafa e submetidas a transferéncia a cada 48 h em fluxo laminar.
A suplementac&o com estradiol n&o foi realizada, ja que o vermelho de fenol pode agir
como um substituto molecular do estrogénio como ja relatado anteriormente
(Wesierska-Gadek et al., 2007).

Para cada experimento as células foram tripsinizadas e centrifugadas a 1.500
rom por 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 1 mL
de meio de cultura recomendado. O numero de células viaveis foi avaliado através do
meétodo de exclusdo do Azul de Trypan para posterior plaqueamento de células de

acordo com cada experimento.

4.4.1. Viabilidade Celular

Culturas de células com alta viabilidade foram escolhidas e semeadas em 100
uL de meio de cultura a uma densidade de 5 x 102 de células por pogo (n =6) em placa
de 96 pocgos estéril e incubadas overnight a 37 °C em 5% CO2. Suspensbes de
nanoparticulas (NP) contendo siHOXB7 foram adicionadas aos pogos para a obtencao
de concentragdes finais de150 nM, 100 nM, 50 nM e 10 nM de siHOXB7. NP-mock
(sem siRNA) e siRNA naked (siRNA livre) foram utilizados como controles negativos.
As placas foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de COz2 por 24 h e 48 h. Apés o
tempo de incubagéo, o MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazdlio]}
foi adicionado e as placas foram novamente incubadas por 4h nas condigbes
anteriores. Os cristais de formazan formados foram dissolvidos em dimetilsulfoxido
(DMSO) apos o tempo determinado. A absorbéncia foi medida em espectrofotémetro
Biotek Synergy H1 em comprimento de onda 540 nm. O grupo controle contendo
apenas meio de cultura foi considerado como 100% de células viaveis e comparado

aos tratamentos, sendo os resultados expressos em porcentagem.

4.4.2. Ensaio de Cicatrizagao (Wound Healing)

Células MCF7 foram cultivadas em placas de 24 pocos a uma densidade de 6
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x 10% células/pogo (n = 4). Apos 24h e observagédo de uma camada Unica de células,
o meio foi removido, seguido de lavagem com PBS 1x e ruptura vertical continua da
monocamada utilizando uma ponteira de 200 pL. As ranhuras foram consistentes
entre os pogos. Apds nova lavagem, as células foram tratadas com NP-siRNA (150
nM) e siRNA (150 nM) e foram obtidas imagens nos tempos 0 h, 6 h, 24 h e 48 h
utilizando microscopio de fluorecéncia invertido Leica DMIG000B (Leica
Myscrosystems, Alemanha) acoplado a camera digital Hamamatsu Orca-ERcom. As
imagens foram processadas e a area livre da ferida foi determinada utilizando o

software ImageJ.

4.4.3. Eficiéncia de Efeito de RNAI: ensaio GFP

Primeiramente, células A549-GFP (transformadas) foram plaqueadas em
placas de 24 pogos a uma densidade de 6 x 10* células por poco e incubadas
overnight em incubadora a 37 °C e 5% CO2. Os tratamentos e controles foram
adicionados e apds 24 h o meio foi retirado, as células foram lavadas com PBS1x e
meio novo foi adicionado. Apds 72 h, as células foram tripsinizadas, realocadas em
tubo de vidro e analisadas em citdmetro de fluxo BD FACSCantoll (BD Biosciences,
New Jersey, EUA). Os dados foram processados e analisado no software online
Floreado.io. Os tratamentos e controles utilizados foram: (1) meio, (3) NP-siGFP
150Nm e (4) siGFP 150 nM.

4.4.4. Hemolise

A atividade hemolitica foi avaliada visando esclarecer o potencial hemolitico
induzido pelos componentes das NP a partir do método descrito por Silva e
colaboradores (2021). Primeiramente, amostra de sangue de camundongo saudavel
foi obtida por puncgéo cardiaca e os eritrocitos foram separados por centrifugagéo
(2.000 rpm por 5 min) e lavados trés vezes com soluc¢ao de cloreto de sédio 0,9%. Em
seguida, o equivalente a 1 mL de eritrocitos foram ressuspensos em 10 mL de salina.

Os controles positivo e negativo foram preparados ao adicionar 10% (v/v) de

solucdes Triton X-100 0,1% e cloreto de sddio 0,9%, respectivamente. O mesmo foi
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realizado com os tratamentos em diferentes concentragbes de NP incorporando
siRNA scramble e NP-mock (10-200nM).

Em seguida, as amostras foram incubadas por 1h a 37 °C sob agitagdo e
posteriormente centrifugadas a 2.000 rpm por 5 min. Os sobrenadantes foram
removidos e analisados por espectrometria em comprimento de onda de 415 nm. A

taxa de hemodlise (%) foi calculada a partir da Férmula Il:

Férmula ll:

o ABS amostra — ABS negativo
(I % Hemolise = — x 100
ABS positivo

Em seguida, os pellets foram ressuspensos e 10 uL da dispersao foi depositado
em lamina e coberto com laminula para observagdo em microscoépio optico posterior

captura de imagem.

4.5. ENSAIOS IN VIVO

4.5.1. Preparagao do Modelo Animal de Tumor de Mama

Camundongos imunossuprimidos NUDE fémeas, com idade de 6-8 semanas
foram utilizados no ensaio de avaliacdo de atividade antitumoral. Os animais foram
acondicionados e aclimatados em recintos de plastico (15x36x30 cm) forrados com
serragem, substituida a cada trés dias para higiene e manutencdo. O ambiente de
permanéncia e experimentos com os animais teve a temperatura controlada (23 °C+
1 °C) e ciclo claro/escuro de 12 h. Os animais tiveram acesso a agua e alimento ad
libitum. Durante todo o periodo experimental, sinais de dor, estresse e desconforto
foram analisados no intuito de determinar o ponto final humanitario. Além destes,
outros fatores foram avaliados como alteragdo na massa corporal, mudangas no
consumo de comida e agua e aparéncia fisica. Os experimentos seguiram de acordo
com os preceitos éticos para experimentacdo animal e foram aprovados pelo
Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (IPEN), sob parecer numero 49/23 (Anexo A).

As células MCF-7 utilizadas no ensaio in vivo foram doadas pelo Instituto do

Céancer do Estado de Sdo Paulo. Considerando que a linhagem celular MCF7 é
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horménio dependente, os animais foram submetidos a um pré-tratamento com
estradiol/éleo de gergelim (1,5 mg/kg) por duas semanas por via intraperitoneal,
anteriormente a inoculagéo das células. Concluido este periodo, 2 x 108 células (1:1,
PBS:Matrigel) foram injetadas pela via subcutadnea na mama inferior direita dos
animais e o tratamento com estradiol seguiu durante todo o experimento, sendo

aplicado duas vezes por semana.

4.5.2. Atividade Antitumoral

O ensaio de atividade antitumoral foi dividido em dois ensaios independentes.
Em ambos os ensaios, os animais foram divididos em trés grupos. O Ensaio 1
comparou os grupos Salina (n=4), NP-siHOXB7 (n=5) e Cotratamento (n=5). O Ensaio
2 comparou os grupos Salina (n=4), Cotratamento (n=4) e TMX livre (n=4). Os
tratamentos com salina de NP-siHOXB7 foram administrados pela via intravenosa
através da veia lateral caudal (100 L por injegao). A administragdo das NP-siHOXB7
foi realizado apos a purificagdo das nanoparticulas para obteng¢ao de 25 pg de siRNA
por dose. O TMX (10 mg/kg) foi injetado juntamente com estradiol através da via
intraperitoneal de maneira lenta e cuidadosa (40 pL por inje¢do). Cada tratamento foi
realizado cinco vezes distribuidos em 14 dias. Os parametros avaliados foram o
tamanho do tumor e a massa de cada animal, verificados periodicamente até
eutanasia dos animais. Um paquimetro foi empregado para dimensionar os tumores
e a seguinte formula adaptada (Euhus et al., 1986) foi utilizada para calcular o volume

tumoral:

volume = 1/2 (comprimento x largura?)

4.5.3. Avaliagao da Expressao Génica

A avaliagao da expressao do gene HOXBY7 foi realizada apds 24h da ultima
injecao de tratamento e 100 mg de tecido tumoral foram separados e congelados a -
80 °C para posterior processamento e extracdo de RNA, que se deu utilizando o kit
Pi-Clear RNA Total (Pi-Biotech, Brasil), conforme instru¢des do fabricante. A
integridade e concentracdo de RNA total extraido foi determinada por Nanodrop
2000/2000c (Thermo Scientific, EUA)
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Anteriormente a reacdo de transcriptase reversa, a concentragdo de RNA foi
padronizada com agua RNase free para a mesma concentragdo por amostra. A
sintese de cDNA foi feita utilizando o High Capacity cDNA Reverse Transcription kit
(Applied Biosystems, EUA) conforme instrucbes do fabricante. As reagdes foram
realizadas em termociclador Mastercycler gradiente (Eppendorf, Alemanha).

Apos a sintese de cDNA, a reacédo de PCR em tempo real ou PCR quantitativo
(qPCR) para a analise da expressdo do gene HOXBY foi realizada em equipamento
7500 Fast Real-time PCR (Applied Biosystems, EUA) utilizando gPCR-SYBR-Green
mix (Ludwig Biotecnologia Ltda, Brasil) de acordo com as instrugées do fabricante nas

condi¢cbes conforme Tabela 6.

Tabela 6 - Condigdes da reagédo de qPCR para o gene HOXB7

Holding 60 ciclos Curva de dissociagao
Tempo 2 min 2 min 15s 1 min 15s 1 min 15s 15s
T (°C) 50 95 95 60 95 60 95 60

A normalizagdo da expressao génica foi feita utilizando a B-actina humana
como gene house-keeper e a expressao génica foi quantificada através de curva
padrdo, normalizada pela expressao de -actina e relativizada como porcentagem da

expressao normalizada do controle nao tratado.

4.5.4. Avaliagao de Parametros Hematolégicos e Bioquimicos

Apods 24 h da ultima injegdo de nanoparticulas e de controles, foi realizada
coleta de sangue por pungéo cardiaca em tubos apropriados contendo heparina dos
animais do Ensaio 2. O perfil hematoldgico dos animais foi determinado a partir de
amostras de sangue total, processadas pelo laboratério Gold Lab Vet em Sao Paulo.
Foram realizadas as contagens de leucécitos totais e diferencial, plaquetas, hemacias,
aléem da determinagdo da concentragdo de hemoglobina e da porcentagem de
hematdcrito dos animais, VCM (Volume Corpuscular Médio) e CHCM (Concentragao
da Hemoglobina Corpuscular Média). Além disso, a avaliagao do perfil bioquimico dos
animais incluiu a determinacdo de AST (Aspartato Aminotransferase), ALT (Alanina

Aminotransferase), ureia e creatinina e proteina plasmatica. Esse estudo foi realizado
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apenas nos grupos Controle, cotratamento e TMX.

4.6. ANALISE ESTATISTICA

A analise de variancia (ANOVA) e Two-way ANOVA foi realizada para testar os
efeitos dos tratamentos e o teste de Bonferroni foi usado para comparagdes entre os
grupos de tratamentos individuais, utilizando o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, Inc). Além disso, teste t pareado foi realizado para avaliar
meétricas da mesma amostra antes e apds determinado tempo ou processo. Ainda, a
taxa de sobrevivéncia foi calculada a partir da curva de Kaplan-Meier com analise Log-
rank. Valores de p menores que 0,05 (p<0,05) foram considerados estatisticamente
significativos. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas e os resultados
apresentados foram expressos em valores médios + erro padrao da média, exceto

quando devidamente identificado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS HiBRIDAS

As nanoparticulas hibridas (NP) foram preparadas por auto-associagdo dos
constituintes incorporando (NP-siRNA) ou n&o (NP-mock) a molécula de siRNA
complementar ao gene HOXB7 na presenca de um bloco de copolimero anion-PEG.
Esse método foi primeiramente proposto por Kakizawa e Kataoka (2002) e vastamente
explorado pelo grupo com o objetivo de encapsular material genético. Recentemente,
outros autores, compararam dois métodos para a sintese de NP de fosfato de calcio
revestidas com polimero: (1) a precipitacdo do mineral com posterior adigcdo do
polimero e (2) a precipitagao juntamente com o polimero. Eles observaram que
apenas o segundo método resultou em NP menores que 100 nm (Mitrach et al., 2021),
corroborado pelo atual trabalho.

A molécula de siRNA utilizada € a mesma desenhada pela prépria autora
(Tabela 7) em trabalhos anteriores (Valle, 2019; Valle et al., 2019) e possui quatro dos
oito critérios apontados por Reynolds et al. (2004), trés dos seis critérios apontados
por Amarzguioui et al. (2004) e dois de quatro dos critérios apontados por Ui-Tei et al.
(2004) para um desenho mais eficiente de siRNA. Dentre os critérios contemplados,
0 mais importante e que possui maior correlagao com eficiéncia da molécula de siRNA,
€ a baixa estabilidade interna na extremidade 3" da fita senso (Amarzguioui et al.
(2004).

Tabela 7 - Caracteristicas da molécula de siRNA.

Fita Sequéncia (5’ - 3’) Espécie %GC MW

Senso ACCUACCACUCGCGUGUUCIAT][dT]

H. sapiens 52,3 13.330
Antisenso  GAACACGCGAGUGGUAGGU[dT][dT]

5.1.1 Distribuicao de tamanho, diametro hidrodinamico médio, indice de

polidispersao (Pdl) e concentragao de NP
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Anteriormente, um ensaio de formulagao foi realizado para verificar o controle
de formagdo da nanoparticula de acordo com a concentragdo de polimero usado
(dado ndo mostrado). Importante destacar que, quanto maior a concentragcdo de
polimero, menor € a eficiéncia de encapsulacdo, porém maior a estabilidade do
sistema (Valle, 2019). Portanto, apds este estudo, a concentracdo de 1000 pg/mL foi

escolhida para dar seguimento aos experimentos.

Assim, as NP foram avaliadas de acordo com suas caracteristicas
macroscopicas e microscépicas. Visualmente € possivel observar uma dispersao
translucida, homogénea e livre de precipitados. De acordo com analise microscopica,
foi verificada a distribuicao de tamanho, tamanho hidrodindmico médio e indice de
polidispersao para NP-siRNA (Figura 15, Tabela 6) e NP-mock (Figura 16, Tabela 6).

Figura 15 - Curva de distribuicdo de tamanho por intensidade das NP com siRNA

encapsulado. Histograma de nove leituras de trés NP independentes.

Intensidade ()
b=

0.1 1 10 100 1e+03 1e+04

Tamanho (nm)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 16 - Curva de distribuicdo de tamanho por intensidade das NP sem siRNA

encapsulado. Histograma de nove leituras de trés NP independentes.
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Intensidade (%)

Tamanho (nm)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Os resultados obtidos pela técnica de DLS revelaram tamanho hidrodinadmico
meédio de aproximadamente 74,4 e 82,2 nm para as NP-siRNA e NP-mock,
respectivamente. Observa-se, no entanto, que a NP-mock apresentou um tamanho
ligeiramente maior que aquelas incorporando siRNA (p>0,05, Tabela 8). Uma possivel
explicagdo € devido a diferente quantidade de cargas negativas dentro da
nanoparticula, ja que, o grupo fosfato do siRNA n&o esta presente em NP brancas.
Isso faz com que o excesso de calcio consuma maior quantidade de cargas negativas
até a estabilizagao pelo polimero. Ademais, em geral, o PEG foi eficiente no controle
do tamanho das nanoparticulas de fosfato de calcio, como também observado por
outros autores (Giger, et al., 2012; Maeda et al., 2014; Mello Jr. et al., 2017; Zhou et
al., 2018; Souza et al., 2021). Ainda, o revestimento com PEG promove um potencial
Zeta proximo de zero as nanoparticulas (Tabela 8), o que € importante na camuflagem

delas as barreiras biologicas em aplicagéo in vivo.

Tabela 8 - Diametro hidrodindmico médio, indice de polidisperséo (Pdl) e potencial

Zeta das nanoparticulas hibridas

Diametro hidrodindmico Pdl Potencial Zeta
(nm)
NP-siRNA 744 +55 0,1 +0,03 -1,16 £ 0,95
NP-mock 82,2+145 0,1+0,02 -0,86 + 0,1

Fonte: elaborado pelo autor (2024).
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ANOVA seguido de Bonferroni (*p<0,05).

Dessa forma, as NP apresentaram caracteristicas desejaveis para aplicagbes
biomédicas, principalmente se tratando de administragdo intravenosa na terapia
anticancer. Isso esta relacionado aos tamanhos abaixo de 100 nm, baixo valor de PdlI
e distribuicado de tamanho com pico unimodal e simétrico, o que indica uma dispersao
homogénea. De acordo com alguns autores, tamanhos abaixo de 100 nm sé&o
altamente recomendadas para a entrega de moléculas as células cancerigenas
(Matsumara; Maeda, 1986; Perrault et al., 2009; Kakizawa et al., 2004b).
Complementarmente, valores de Pdl abaixo de 0,3 s&o considerados ideais e indicam
uma distribuicdo monodispersa do tamanho das nanoparticulas (Muller; Henemann,
1992; Statefeld; Mckenna; Patel, 2016). Resultados semelhantes foram observados
por Gao e colaboradores (2015), Mello Jr e colegas (2017) e Souza e colaboradores

(2021) que utilizaram NP similares.

Ainda, a analise da concentragdo de nanoparticulas € importante e pode ser
relacionada a diversos parametros em estudos in vitro e in vivo. Existe uma ligagao
direta entre os resultados de citotoxicidade, efeito terapéutico em animais e a
concentragdo de nanoparticulas disponiveis na formulagéo. E necessario entender
essa relagdo para que seja aplicada a concentragao funcional que nao proporcionara
toxicidade celular e tecidual, mas que permitira efeito terapéutico significativo (Soenen
et al., 2009). Assim, a concentragcao de nanoparticulas observadas nesse estudo foi
de 5,8 x 10" + 2,2 x 10° particulas/mL de dispersdo, enquanto Souza (2016)
observaram concentragdo de 1,7 x 10'? particulas/mL. Essa diferengca pode estar
relacionada a pequenas modificagdes na propria sintese de nanoparticulas, assim
como a técnica empregada para a quantificagdo da concentracdo, que no caso de
Souza (2016) foi utilizado a técnica de analise de rastreamento de nanoparticulas
(NTA) e no presente estudo utilizou-se o DLS. No entanto, embora tenha sido obtida
concentracdes diferentes de nanocarreadores, a concentragao final de siRNA é a
mesma, e por isso, ndo havera perda de eficiéncia de transfecgdo. Ademais, como
explicito nos topicos abaixo, a concentragdo de nanoparticulas e de siRNA promoveu
efeitos antitumorais tanto in vitro quanto in vivo, o que demonstra concentragao

minimamente ideal para o estudo pretendido.
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5.1.2 Morfologia das nanoparticulas hibridas

No intuito de confirmar e complementar os resultados obtidos pela técnica de
DLS, a morfologia das nanoparticulas hibridas foi observada a partir de microscopia
eletrénica de transmissao (MET). As imagens (Figura 17) a seguir sdo relacionadas a
NP-siRNA (A e B) e NP-mock (C e D) e, assim como em resultados anteriores (Valle,
2019), as nanoparticulas apresentaram morfologia esférica. Essa forma geométrica é
considerada vantajosa para algumas aplicagbes biomédicas, como por exemplo o
deslocamento em fluxo sanguineo e a captagcdo celular. Como nao possui
dependéncia orientacional, o deslocamento em meio aquoso nos vasos sanguineos e

a sua incorporacéo pela célula sao facilitadas (Nangia; Sureshkumar, 2012).

Conforme demonstrado nas Figuras 17B e 17D, as NP apresentaram tamanho
aproximado de 50 nm, no entanto, as cadeias de PEG ndo sao visiveis devido a
diferenca de densidade eletrbnica. Desta forma, é esperado um tamanho
relativamente menor que aquelas observadas pela técnica de DLS. Resultados
similares foram observados por Souza (2016), Mello Jr e colegas (2017) e Gao e

colaboradores (2015) que enfrentaram as mesmas limitagoes.

Figura 17 - Imagens representativas das formulagdes (A e B) NP-siRNA e (C e D)

NP branca obtidas por Microscopia Eletrénica de Transmisséo.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

5.1.3 Eficiéncia de encapsulagao

A eficiéncia de encapsulagdo (EE) é uma caracteristica importante para a
caraterizacdo de nanoformulagdes, pois permite conhecer a real quantidade
encapsulada da substancia estudada. A EE foi analisada através de
espectrofotometria pelo método indireto conforme descrito por Pittella et al. (2011)
com modificagbes. Para isso, uma curva de calibragédo foi desenvolvida e analisada
em espectrofotdbmetro no comprimento de onda 260 nm. A curva de calibragao
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resultou na equagao y = 0,2803x — 0,0811 e coeficiente de correlagao (R?) de 0,9926
(Figura 18).

Figura 18 - Curva de calibragdo para quantificagao da eficiéncia de encapsulagao de
siRNA HOXB7 nas NP.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Dessa forma, levando em consideragdo a curva de calibragdo, foi possivel
determinar a quantidade de siRNA presente no filtrado, resultando em uma eficiéncia
de encapsulacédo de 52,5 + 2,9% de siRNA pelas nanoparticulas hibridas com
concentragdo de polimero de 1000 pyg/mL. Como ja mencionado, concentragdes
menores de polimero permitem uma EE maior, em detrimento de uma menor
estabilidade coloidal. Por isso, com o objetivo de utilizar essa NP em modelo in vivo,
a concentracao de 1000 ug/mL foi escolhida. Ademais, como demonstrado por Souza
(2016) uma EE de pelo menos 50% ja é suficiente para promover um silenciamento

expressivo em animais (Souza, 2016).

5.1.4 Pré-ensaio de estabilidade coloidal

O pré-ensaio de estabilidade coloidal foi realizado a partir da producado das

nanoparticulas com e sem siRNA que foram estocadas na temperatura de 4 °C. Elas
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foram submetidas a medicdes de didmetro hidrodindmico médio e Pdl em intervalos

de tempo determinados: um dia, 15 dias, 30 dias, 80 dias e 180 dias (Figura 19).

Figura 19 - Pré-ensaio de estabilidade coloidal de nanoparticulas hibridas
encapsulando (NP-siRNA) ou nao (NP-mock) siRNA por 180 dias em relagéo ao

tamanho (preto) e Pdl (vermelho).
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
ANOVA seguido de Bonferroni (*p<0,05).

No intervalo de 180 dias (Tabela 9), nao foi observado diferengas significativas
(p>0.05) nos valores de tamanho e Pdl das NP-siRNA e NP-mock, exceto na ultima
medicdo, aonde a NP-mock apresentou alteracdo em relacido apenas ao didametro
hidrodinamico (p<0,05). Essa pequena diferenga pode ser devido a auséncia de
cargas negativas do siRNA na NP-mock que deve permitir maior estabilidade ao
sistema. Em contrapartida, as amostras de NP-siRNA permaneceram estaveis
durante todo o periodo, o que sugere potencial para armazenamento a 4 °C por longos
periodos. No entanto, outros parametros necessitam ser avaliados para um ensaio de
estabilidade completo, como o potencial Zeta, a eficiéncia de encapsulacdo e

concentracado das nanoparticulas.
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Tabela 9 - Didmetro hidrodinamico e Pdl de NP-siRNA e NP-mock no inicio e fim do

estudo de estabilidade coloidal.

Diametro hidrodinamico (nm) Pdi
Dia 1 Dia 180 Dia 1 Dia 180
NP-siRNA 744 +18 88,16+ 1,9 0,1+ 0,01 0,15+ 0,01
NP-mock 82,2+4,8 108 +1,9* 0,1+0 0,16 + 0,01

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
ANOVA seguido de Bonferroni (*p<0,05).

A estabilidade de suspensbes contendo nanoparticulas envolve aspectos
fisico-quimicos e abrange fatores como alteragdo de tamanho, do Pdl, do potencial
Zeta e degradacao dos constituintes das nanoparticulas. A estabilidade coloidal pode
ser obtida a partir de basicamente duas estratégias: repulsédo eletrostatica ou pelo
efeito estérico. A repulsao eletrostatica € obtida a partir da utilizagdo de moléculas
eletricamente carregadas negativa- ou positivamente. Quanto maior essa carga, maior
o potencial Zeta na superficie, e por consequéncia, maior a estabilidade das particulas
em dispersao. Particulas com cargas superiores a 30mV em méddulo promovem uma
otima estabilidade por repulsao eletrostatica. Ja o efeito estérico € obtido a partir da
utilizagado de moléculas n&o ibnicas, isto €, ndo carregadas eletricamente. Um exemplo
dessas moléculas nao ibnicas € o polietileno glicol (PEG), polimero utilizado na
formulacado das NP aqui estudadas. Quanto maior a concentragdo destas moléculas,
maior € a camada hidrofilica entre as particulas e, por consequéncia, maior a sua
estabilidade (Moore et al., 2015).

A estabilidade estérica promovida pelas moléculas de PEG é dependente da
concentracao delas. No entanto, a eficiéncia de encapsulagcéo de moléculas de siRNA
€ inversamente proporcional a estabilidade promovida pelo polimero. Desta forma, a
concentracdo de 1000 pg/mL de PEG foi definida visando a estabilidade da
nanoparticula visto que ela foi utilizada para administragcao intravenosa. A avaliagéao
da estabilidade coloidal por Souza (2016) ao utilizar a mesma concentragdo de
polimero similar foi realizada por 28 dias e resultados positivos também foram

observados.

A fim de avaliar e comprovar a desorganizagao das NP frente a condigbes
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acidas, foram realizadas medidas em condigbes de pH 4,5; 5,5; 6,5 e 7,2 (Figura 20).
Este ensaio foi realizado com objetivo de mimetizar o ambiente endocitico,

considerada a via de entrada das nanoparticulas hibridas (Zhou et al., 2018).

Figura 20 - Estabilidade (tamanho e Pdl) de NP encapsulando (NP-siRNA,
quadrado) ou nao (NP-mock, circulo) siRNA em diferentes condi¢ées de pH.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora (2024).
ANOVA seguido de Bonferroni (*p<0,05).

A dispersao de nanoparticulas possui pH fisiolégico (7,2) e apresentou
tamanho e Pdl compativeis aos ja mostrados nas seg¢des anteriores. A partir de um
pH levemente acido (pH 6,5) as NP comecam a se tornar instaveis e seu tamanho
aumenta significativamente (p<0,05). Isto indica uma desorganizacdo das mesmas e
provavel liberacdo de siRNA quando submetidas ao pH acido dos compartimentos
endociticos. Resultados semelhantes foram observados por Zhou e colaboradores
(2018) ao submeter NP com composigao similar ao pH 5 e 6,5. Os autores observaram
uma mudanga expressiva no tamanho das NP de ~140 nm para 1.700 e 921 nm,

respectivamente.

No entanto, alteragdes na formulagdo podem ser empregadas a fim de permitir
maior estabilidade em ambientes levemente acidos (pH 6,5), ja que o préprio
microambiente tumoral possui essa caracteristica, o que poderia influenciar em uma

liberagdo precoce do conteudo encapsulado (Hosonuma; Yoshimura, 2023). Uma
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alteracao possivel € a utilizagao de polimeros com maior grau de polimerazagao, a fim

de manter uma maior estabilidade coloidal frente a esta condigao.

Ainda, a estabilidade das NP foi avaliada frente a alteracdo imediata na
alteracao de temperatura (25 a 40 °C) (Figura 21). Nota-se que o tamanho e Pdl das
NP permanece estavel e sem diferengas significativas mesmo ao atingir 40 °C
(p>0,05). Este dado esta relacionado a capacidade do nanosistema suportar

temperaturas mais extremas que acometem regides especificas do pais ou do mundo.

Figura 21 - Estabilidade coloidal (tamanho e Pdl) de nanoparticulas hibridas
encapsulando (NP-siRNA, quadrado) ou ndo (NP-mock, circulo) siRNA em

diferentes temperaturas. Tamanho (preto) e Pdl (vermelho).
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
ANOVA seguido de Bonferroni (*p<0,05).

Outro pré-estudo foi realizado a fim de analisar a estabilidade dessa
nanoformulagdo quanto a alteracao fisica de secagem a partir do processo de
liofilizagdo. Esse procedimento também é conhecido como freeze-drying e tem como
objetivo a retirada de agua da amostra a partir da sublimagado em baixa presséo. Essa
estratégia ja se mostrou eficaz no aumento da estabilidade das nanoparticulas a longo
prazo, e por isso, a avaliagado desse processo € importante na caracterizacao de NP.
No entanto, a liofilizagdo pode gerar agregacado das nanoparticulas, 0 que causa um
disturbio irreparavel na estabilidade do sistema e perda das propriedades originais.

Assim, o uso de crio e/ou lioprotetores como os agucares dextrose, trealose e



81

sacarose podem diminuir os efeitos indesejados desse processo (Gatto; Najahi-
missaoui, 2023). Dessa forma, NP-mock com e sem sacarose (5 € 10%) foram
submetidas ao processo de liofilizagcdo apds congelamento com nitrogénio liquido,
ressuspensas em agua Milli-Q estéril e caracterizadas de acordo com tamanho e Pdl
(Tabela 10).

Tabela 10 - Diametro hidrodinamico e Pdl de NP-mock antes e apds o processo de

liofilizagdo utilizando ou néo o lioprotetor sacarose.

Diametro hidrodinamico (nm) Pdi

Antes Ressuspenso Antes Ressuspenso

Sem sacarose 68,51 £ 0,24 74,33+ 1,2 0.03+0,00 0.15+ 0,04

Sacarose 5% 73,08 + 0,31 77,52+0,31" 0,11+ 0,00 0,14 + 0,01

Sacarose 10% 81,21 £ 0,11 79404 0,18 £ 0,00 0,19+ 0,01

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
ANOVA seguido de Bonferroni (*p<0,05). Dado sem replicata bioldgica.

Conforme observado na Tabela 9, as NP liofilizadas sem e com a presencga de
lioprotetor se mantiveram estavel e ndo foi encontrado diferenga significativa
relacionado ao tamanho e Pdl (p>0,05), exceto na amostra contendo sacarose 5%.
Em seguida, as demais formulacdes foram reavaliadas apés 10 dias e ja foi possivel

observar alteragao significativa na amostra contendo crioprotecéo (Tabela 11).

Tabela 11 - Diametro hidrodinamico e Pdl de NP-mock apds o processo de

liofilizagao utilizando ou n&o o lioprotetor sacarose e apos 10 dias de ressuspensao.

Diametro hidrodinamico (nm) Pdi

Ressuspenso Apos 10 dias Ressuspenso Apos 10 dias

Sem sacarose 74.3+1,2 80,09 £ 0,05 0.15+0,04 0.17 +0,02

Sacarose 10% 79404 1516 +6,9* 0,2 +0,01 0,66 £ 0,07 *

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
ANOVA seguido de Bonferroni (*p<0,05). Dado sem replicata bioldgica.
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Assim, observa-se que o processo de liofilizagado néo alterou o tamanho e Pdl
das NP sem crioprotetor (p>0,05) e que, o uso de sacarose nao foi eficaz na
manutengdo das propriedades originais das nanoparticulas (p<0,05). Esses
resultados indicam entdo que néo é necessaria a adigao de crioprotetores adicionais
neste processo, uma vez que a camada externa de PEG foi capaz de proteger a
nanoparticula dos estresses do processo de liofilizagcao.

Outros crioprotetores como a trealose e a dextrose também foram testados nas
concentragbes de 5% e 10% e apos ressuspensdo ja foi observado diferengas
significativas (p<0,05), principalmente relacionado ao Pdl (dados ndo mostrados). No
entanto, estudos complementares sao necessarios para a avaliagdo de outras
caracteristicas fisico-quimicas, como potencial Zeta e eficiéncia de encapsulagdo. Um
outro cuidado necessario € o total isolamento do produto em relagdo ao ambiente apds

a liofilizagdo, uma vez que o PEG é altamente higroscépico.

5.2 ENSAIOS IN VITRO

5.2.1 Viabilidade Celular

ApOs a caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas, a viabilidade celular
foi analisada a partir do ensaio de MTT com diferentes tratamentos de NP e siRNA
livre para confirmagao de funcionamento do siRNA em células MCF7, do subtipo
Luminal A receptor de hormdnio positivo.

Conforme mostrado na Figura 22 é possivel observar uma leve redugéo na
viabilidade celular ja em 24 h na concentragdo de 150 nM (p<0,05), o que sugere a
internalizacao do siRNA e consequente agao do efeito de interferéncia por RNA. Esse
resultado faz sentido, ja que o gene HOXB7 esta relacionado a diversas vias
metabadlicas, incluindo proliferacdo e morte celular (Caré et al., 1998; Rubin et al.,
2007). No entanto, resultados mais expressivos foram observados em trabalho
anterior (Valle, 2019), no qual os efeitos citotoxicos reduziram cerca de 30% da

viabilidade em 48 h na mesma concentracéao.
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Figura 22 - Viabilidade celular pelo ensaio de MTT em (A) 24h e (B) 48h em células

de cancer de mama MCF?7.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
ANOVA seguido de Bonferroni (*p<0,05).

Importante destacar que os controles NP-mock e siHOXB7 livre nao
promoveram diminuicdo da viabilidade celular, o que permite concluir que o sistema
nanoestruturado per se € seguro e que o siRNA livre € incapaz de adentrar o ambiente
celular. Inferéncia semelhante também foi observada por Gao e colaboradores (2015),
Souza (2016), Mello Jr e colaboradores (2017) e Zhou e colegas (2018) ao utilizarem

NP similares.

5.2.2 Ensaio de Cicatrizagao (Wound Healing)

A fim de observar os efeitos do silenciamento do gene HOXB7 no potencial
migratorio das células MCF7, o ensaio de cicatrizacdo foi realizado (Figura 23). Apos
24 h ja foi possivel observar uma diferenca significativa na area livre entre NP-
siHOXB7 e os demais tratamentos (p<0,05). No entanto, em 48 h a diferenca foi
expressiva (p<0,05). O tratamento com NP-siHOXB7 resultou em uma area livre de

aproximadamente 27%, enquanto os controles oscilaram entre 2 a 6%.

Figura 23 - Ensaio de cicatrizagao apods tratamento com NP-siHOXB7, NP-mock e

siHOXB7 apos 6h, 24h e 48h. (A) Grafico da area livre e (B) Fotos representativas.
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comparando todos 48h).

E sabido que o gene HOXB7 atua em diversas vias metabolicas da progress&o
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do cancer Luminal A, inclusive relacionado a migragao (WU et al., 2006; JIN et al., 2012).
Assim, esses resultados suportam que o silenciamento do gene HOXB7 promove uma
desaceleracdo do carater migratorio das células MCF7, indicando que a
nanoformulagdo possui potencial anti-metastatico, diferentemente de quando o
siHOXB7 ¢é administrado livremente. O mesmo foi observado por Pago e
colaboradores ao silenciar esse gene em linhagem triplo negativa basal MDA-MB-648
(Pago et al., 2021).

5.2.3 Eficiéncia do Efeito de RNAIi: ensaio GFP

Também a fim de confirmar a eficiéncia de entrega da nanoparticula hibrida e
avaliar a eficiéncia de liberacéo e agdo das moléculas de siRNA, células de cancer de
pulmdo transformadas (A549-GFP) foram tratadas com NP-siGFP e siGFP livre

correspondente ao gene GFP na concentragcdo de 150 nM por 24 h (Figura 24).

Figura 24 - Expresséo génica do gene GFP em célula A549-GFP apos tratamento
com NP-siRNA e siRNA livre complementar ao gene GFP. (A) Dot-plot e histograma

de citometria de fluxo e (B) Grafico com analise estatistica
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ANOVA seguido de Bonferroni (*p<0,05).

Em concordancia com os resultados obtidos na seg¢ao anterior, a redugao
expressiva da intensidade de fluorescéncia das células mostra que a NP é eficiente
na entrega da molécula de siRNA. Nesse sentido, a redugéo da expressao do gene
GFP foi de 71.42% + 0.22 quando tratado com as nanoparticulas hibridas (p<0,05).
Em contrapartida, o tratamento com siRNA livre teve intensidade (100% * 2.43)
semelhante ao controle negativo, indicando que o siRNA livre, caso internalizado,
sofre rapida degradagéo antes de ser liberado ao citoplasma para agir na interferéncia
do RNAm.
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Resultados semelhantes foram observados por Maeda e colegas (2014)
utilizando micelas hibridas de fosfato de calcio e bloco de copolimero pH-sensivel em
células de cancer ovariano transformadas expressando o gene luciferase. Ainda, Zhou
e colaboradores (2018) observaram silenciamento do gene GFP em células de cancer
de mama transformadas de aproximadamente 93% utilizando NP semelhante.
Ademais, os autores reportaram que esse silenciamento foi melhor que aquele
utilizando agente de transfec¢gdo comercial (Lipofectamina), que apresentou redug¢ao
da fluorescéncia das células de 80% (Zhou et al., 2018). Essa mesma redugéao foi
observada pelo atual estudo (dado ndo mostrado), o que permite inferir uma reducao
da expressdo do gene GFP similar ao daquela observada pelas nanoparticulas
hibridas (Figura 24).

5.2.4 Hemolise

Anteriormente ao ensaio em modelo animal, o teste de hemalise foi realizado
no intuito de confirmar que os constituintes das NP n&o causam a ruptura das
membranas das hemacias. Assim, as formulacdes de NP contendo ou ndo siRNA em
diferentes concentragdes foram incubadas com eritrocitos para a avaliagdo deste
fendmeno visualmente (Figura 25A), por espectrofotometria (Figura 25B) e por

microscopia oOptica (Figura 25C).

Figura 25 - Ensaio de hemolise apds incubagédo com diferentes concentragdes de
NP-siRNA e NP-mock. (A) Imagem visual, (B) porcentagem de hemolise por UV/Vis

e (C) imagem microscoépica.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
ANOVA seguido de Bonferroni (*p<0,05).

Conforme observado pela Figura 25B, a porcentagem de hemolise promovida
pelas NP foi inexistente e significativamente diferente daquela observada no controle
positivo (p<0,05), o que indica que as NP ndo promovem hemodlise das hemacias em
nenhuma das concentragoes testadas. Esse mesmo resultado foi observado por Mello
Jr (2017) e Gao e colaboradores (2015) que utilizaram NP semelhantes.

Adicionalmente, imagens foram capturadas por microscopia éptica (Figura 25C)
para observagdo da morfologia das células apos os respectivos tratamentos. Uma
diferenga morfoldgica nitida entre o controle negativo e tratamentos em relagdo ao
controle positivo foi observada. As células do controle positivo possuiam um formato
menor, com membranas irregulares e aparéncia ndo-bicdbncava. Os eritrocitos que
apresentam esta deformagé&o morfolégica sdo chamados de equindcitos e séo
resultantes de mudancgas na fluidez da membrana e na distribuicao lipidica, levando a

reorganizagao da mesma, o que resulta em extravasamento do conteudo intracelular
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e diminuicdo do tamanho das hemacias, como observado na Figura 25C

(Manaargadoo-Catin; Ali-Cherif; Pougnas; Perrin, 2015).

5.3 ENSAIO IN VIVO

5.3.1 Purificagcao das Nanoparticulas Hibridas

Apesar de possuir um importante papel estrutural e enzimatico em diversos
processos celulares, o excesso do ion Ca?* pode promover efeitos tdxicos as células,
que vao de indugao a apoptose até o desenvolvimento de doengas, como cancer e
diabetes (Kass, Orrenius, 1999; Levingstone et al., 2020). Por isso, a injegao de
nanoparticulas hibridas (NP) em animais requer a purificagdo delas. Este
procedimento é realizado a fim de diminuir a concentragao de ions de calcio livres na
dispersao, isto €, ions ndo associados as nanoparticulas. A combinagao entre ultra
filtracdo e centrifugagao foi utilizada para purificagdo e o didmetro hidrodinamico

meédio e Pdl foram medidos antes e apds o procedimento, de acordo com Tabela 12.

Tabela 12 - Didmetro hidrodinamica médio e indice de polidispersao (Pdl) das

nanoparticulas hibridas apds purificagao.

Diametro hidrodinamico (nm) Pdi
Antes ApOos Antes Apos
NP-mock 84,75+1,5 83,9+3,2 0,21 £ 0,01 0,18 £ 0,02

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
Teste t pareado (*p<0,05).

Apos a purificagcdo, as NP mantiveram suas caracteristicas fisicas e os
parametros analisados n&o resultaram em diferencga significativa em comparagao com
as suspensdes iniciais (p>0.05). Além disso, um ensaio independente foi realizado e
as nanoformulagdes foram avaliadas logo apds a purificagédo e 6 e 17 dias depois

(Tabela 13). Esses dados sugerem que as NP-siRNA purificadas permanecem
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estaveis por até 6 dias, quando comparados com o tamanho inicial, no entanto,
estudos complementares com maior numero de replicatas sao necessarios para

confirmacao dessa inferéncia.

Tabela 13 - Estabilidade a curto prazo das nanoparticulas hibridas apds purificagao.

Diametro hidrodinamico (nm)

Antes Apos ApoOs 6 dias Apos 17 dias
NP-mock 79,83 £ 0,03 78,38+ 0,2 82,57 £ 0,33 * 88,44 £ 0,46 *
NP-siRNA 70,78 + 0,03 68,08 + 0,44 71,4+ 0,25 73,66 £ 0,27 *
Pdi
Antes Apos Apos 6 dias Apés 17 dias
NP-mock 0,080 0,08 + 0,01 0,080 0,070
NP-siRNA 0,070 0,06 + 0,01 0,060 0,060

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
ANOVA seguido de Bonferroni (*p<0,05). Dado sem replicata bioldgica.

5.3.2 Atividade Antitumoral

A selecdo adequada do modelo animal é imprescindivel para o sucesso de um
ensaio in vivo. A fim de realizar experimentos em animais com linhagens celulares
humanas, € necessaria a escolha de animais imunossuprimidos, os quais permitirao
o desenvolvimento tumoral. Assim, camundongos NUDE e NOD podem ser
considerados para experimentos deste tipo, por exemplo. Além disso, a depender do
subtipo molecular da linhagem celular de cancer de mama, outros parametros devem
ser considerados. A linhagem celular MCF7 é do subtipo molecular luminal A, isto &,
expressor de receptores de hormoénio e, por isso, sua progressao possui relagao direta
com a presencga de estradiol (Comsa et al., 2015).

Por isso, camundongos NUDE fémeas foram escolhidos para este estudo e um
pré-tratamento com estradiol foi realizado por uma semana antes da inoculagcédo de

células MCF7 e continuado durante todo o tratamento até a eutanasia dos animais.



91

Apods 30 dias da inoculagao das células MCF7 deu-se inicio a avaliagdo da atividade
antitumoral em 26 animais divididos em dois ensaios independentes. O Ensaio 1
(n=14) foi realizado em animais com tumores mais avangados (240 mm3) e o
tratamento com NP-siHOXB7 e cotratamento foram comparados ao grupo controle.
Ja o Ensaio 2 (n=12) foi realizado em animais com tumores iniciais (56,8 mm3) e foram
administrados os tratamentos com TMX livre e o cotratamento com NP-siHOXB7. Esta
divisdo foi realizada a fim de observar a existéncia de diferengas no tratamento de
tumores em diferentes estagios.

Apos 14 dias de tratamento, ndo foram observadas diferengas significativas
relacionadas ao volume tumoral nos grupos estudados (Figura 26A e 26C) em relagéo
ao grupo controle (p>0,05) em ambos os ensaios. No entanto, € notavel que os
tratamentos promoveram maior controle do crescimento tumoral, devido a diferencga

no volume do tumor nos dias 13 e 14.

Figura 26 - Avaliagao da atividade antitumoral em camundongos NUDE tratados
com NP-siHOXB?7, cotratamento e TMX livre. Variagdo do volume tumoral no (A)
Ensaio 1 e (C) Ensaio 2. Variagdo da massa corporal no (B) Ensaio 1 e (D) Ensaio 2.

As setas representam os dias de tratamento. O simbolo $ representa morte.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
Two-way ANOVA seguido de Bonferroni (*p<0,05).

Ainda, nenhum dos grupos tratados mostraram perda de massa corporal ao
final dos 14 dias de tratamento (Figuras 28B e 28D, p>0,05). As leves oscilagdes de
peso observadas nos grupos muito provavelmente se devem a rapida evolugao da
doencga que levou ao 6bito dois individuos no grupo controle e um do grupo NP-
siHOXB7 no ensaio com tumores em estagio mais avangado (Ensaio 1, Figura 27A),
indicando que os tratamentos aplicados permitiram maior sobrevida que o grupo
controle.

Assim, estes 6bitos resultaram em uma taxa de sobrevivéncia de 50%, 80% e
100% nos grupos controle, NP-siHOXB7 e cotratamento, respectivamente (p>0,05,
Figura 27A). Embora o grafico de atividade antitumoral (Figura 26A) sugira diferencas

entre os grupos controle e tratados (14° dia), a perda de individuos influenciou na
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avaliacao da atividade antitumoral apds 14 dias de tratamento (Ensaio 1), pela retirada
da estatistica dos valores do volume tumoral dos individuos que vieram a 6bito.

Por isso, a incorporagdo de maior numero amostral seria importante para
reduzir as perdas individuais (Ensaio 1), assim como diminuir o erro padrao da média
(Ensaio 2). Ainda, a avaliagao de pontos metastaticos deve ser investigada como uma
possivel causa dos 6bitos, ja que o silenciamento do gene HOXB7 reduz o potencial
migratério das células MCF7 (Figura 23). Mesmo assim, de acordo com estes
resultados €& possivel inferir que os tratamentos permitiram maior sobrevida e

manutengao do volume tumoral mesmo em estagios mais avangados.

Figura 27 — Taxa de sobrevivéncia do ensaio antitumoral. (A) Ensaio 1, (B) Ensaio 2

e (C) Imagem dos animais no Ensaio 1.
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Curva de Kaplan-Meier e analise Log-rank (*p<0,05).

Em relagdo ao experimento com tumores em estagios iniciais (Figura 26C), foi
possivel observar que o cotratamento foi mais eficaz que o TMX livre na manutengao
do volume tumoral. Isto indica um possivel efeito sinérgico ou sensibilizagao de células
tumorais, conforme observado em ensaio in vitro em trabalho anterior. Este ensaio
mostrou diferengca de significativa na redugcédo da viabilidade celular em linhagem
MCF7 quando estas foram expostas ao cotratamento com NP-siHOXB7 e ao TMX
livre. Assim, o cotratamento promoveu uma redugédo de 40% na viabilidade celular
quando comparado as células tratadas apenas com TMX (VALLE, 2019).

Embora o silenciamento apenas do gene HOXB7 possa nao ser suficiente para
resultar em uma reducdo do volume tumoral mais expressiva na concentragao
avaliada, a sua associagao ao TMX parece ter potencializado o controle tumoral. Além
disso, a concentracdo aplicada de siRNA e/ou o numero de doses também pode ter
sido insuficiente para a observacdo de um efeito mais potente, e por isso, outras

concentragbes podem ser investigadas a fim de obter um efeito terapéutico 6timo.

5.3.3 Avaliagao da Expressao Génica

Em seguida, foi realizada a avaliagdo da expressao génica para confirmagao
do silenciamento do gene HOXB?7 resultante da entrega de siRNA pela via
intravenosa, utilizando as nanoparticulas hibridas. A verificagdo da expressao do gene
HOXBY7 foi avaliada apenas no ensaio com tumores avangados (Ensaio 1) e 24 h apos
a ultima injecao de tratamento no 13° dia. A extragdo do RNA do tecido tumoral foi
realizada seguida da sintese do cDNA e a quantificacao foi avaliada a partir da técnica

de qPCR. A curva de eficiéncia dos primers pode ser verificada na Figura 28.
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Figura 28 - Curva de eficiéncia dos primers para os genes da -Actina humana
(verde) e do HOXBY7 (azul). (A) gPCR 1 (B) qPCR 2.

R? HOXB7 = 0,95 e R? HOXB7 = 0,98

”' R?B-actina=0,99 S R? B-actina = 0,99

Fonte: Software 7500.

A analise da expressao génica mostrou que, em comparagao ao controle, a
formulacdo NP-HOXBY reduziu a expressao do gene HOXB7 em 50 * 5,1% (Figura
29, p>0,05). Em concordéancia, o grupo que recebeu o cotratamento teve a expresséo
desse gene reduzida em aproximadamente 32,2 + 7,9% (p<0,05). Estes resultados
estdo alinhados com aqueles vistos no grafico de volume tumoral do Ensaio 1 (Figura
27A) onde foi possivel observar que o grupo NP-siHOXB7 possuiu maior redu¢ao do
volume tumoral que o grupo com cotratamento. Com isso, infere-se que as NP séo
eficientes e capazes de entregar material genético ao citoplasma celular das células
tumorais também em modelo animal. Outros autores encontraram silenciamento dos
seus respectivos genes de aproximadamente 40% utilizando NP semelhantes (Mello
Jretal., 2018; Souza et al., 2021).

Figura 29 - Expressao do gene HOXB7 em carcinoma mamario humano em modelo

animal murino NUDE.
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Fonte: Elaborador pela autora.
ANOVA seguido de Bonferroni (*p<0,05).

Apesar do silenciamento do gene HOXB7 estar conectado a reducdo da
proliferagdo e da migragao in vitro, como evidenciado pelos ensaios de viabilidade
celular (Figura 22) e de cicatrizacédo (Figura 23), a auséncia de redu¢ao do volume
tumoral significativa indica que o knockdown apenas deste gene sozinho nao foi
suficiente para promover uma atividade antitumoral in vivo mais expressiva. Por isso,
o aumento na concentragdo de siRNA entregue pelas NP deve ser considerado em
estudo futuro, no intuito de potencializar o efeito de RNAIi. No entanto, é notavel que
existiu um efeito terapéutico proporcionado pelos tratamentos tanto na manutencéao
do volume tumoral e na maior taxa de sobrevida,

E importante destacar que o efeito do mecanismo de RNAi é incompleto e
transitorio, isto €, ndo reduz totalmente os niveis de proteinas disponiveis e dura de
algumas horas a alguns dias. Por isso, € importante que o gene escolhido exerca a
maior fungdo da via metabdlica que se pretende atingir para um maior efeito
terapéutico (Pittella et al., 2011; Mello Jr et al., 2018; Souza et al., 2021).

5.3.4 Avaliagao de Parametros Hematoldgicos e Bioquimicos

Ao final do experimento in vivo, o sangue foi retirado para analise do perfil
hematoldgico e bioquimico dos grupos com tumores em estagio inicial (Ensaio 2), que
se encontram na Tabela 14. Essa analise foi realizada 24 h apds a ultima
administragao dos tratamentos indicados.

Diferengas significativas no perfil hematolégico foram observadas na redugao
de proteinas totais e células nucleadas no grupo TMX (p<0,05). A hipoproteinemia
esta relacionada a alteragdes renais e hepaticas e indica toxicidade devido a
quimioterapicos (Tesarova, 2013; Abbasi et al., 2022). No entanto, a alteragéo
observada, muito provavelmente ndo indica importancia clinica significativa e ja é
prevista apos administragao do TMX.

Outro efeito adverso resultante do tratamento com quimioterapicos é a
diminuicdo do numero de leucdcitos. No grupo TMX metade das amostras foram
impossibilitadas de serem analisadas devido a intensa leucopenia observada, ao

contrario dos demais grupos. Este resultado esta em conformidade com os achados
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de Aynalem e colaboradores (2022) que estudaram o perfil hematolégico antes,
durante e apds o inicio do tratamento quimioterapico em pacientes com cancer de
mama e observaram reduc&o no numero de leucocitos durante o tratamento (Aynalem
et al., 2022). Inferéncias semelhantes foram observadas por Wondimneh e
colaboradores (2021) em pacientes com diversos tipos de cancer. A redugdo do
nuamero de células brancas é um efeito colateral bem conhecido durante a
administracado de quimioterapicos e poder estar associado a supressao das células-
tronco hematopoiéticas (Wondimneh et al., 2021).

Assim, os baixos niveis de células brancas no sangue muito provavelmente se
devem ao tratamento com TMX que atinge nao so células saudaveis de tecidos, mas
também células do sistema imune (Aynalem et al., 2022). No entanto, observa-se que
0 grupo com cotratamento teve este efeito minimizado, promovendo menor toxicidade
e prolongando a vida util das células imunes dos animais. Assim, € possivel inferir que
o silenciamento do gene HOXBY permitiu, a partir de algum mecanismo molecular ndo
identificado no presente estudo, o melhor aproveitamento deste farmaco nas células

cancerigenas e menor imunotoxicidade.

Tabela 14 - Parametros hematologicos e bioquimicos dos grupos de cotratamento e

TMX
Referéncia Controle NP-siHOXB7 TMX
+ TMX
Perfil Hematolégico

Hemacias

8,7-12,5 79+0,2 782+0,2 75+0,1
(x108/mm?)

Hemoglobina
10,2 - 16,2 12,05+ 0,2 12,23+ 0,4 11,53 + 0,1
(g/dL)

Hematocrito (%) 42 - 44 46 + 1 46,25+ 0,9 43 +0,4
VCM (fL) 56 - 60 57,75+0,3 59,13+04 57,26 + 1,1
HCM (pg) 17,4-15,5 15,13+ 0,1 15,61 + 0,1 15,34 + 0,2

CHCM (g/dL) 24,7 -271 26,2+0,2 26,41 +0,3 26,81+04
Eritroblasto 0 0 0
Proteinas totais 6,1+0,1 565+0,1* 53+0,1*
Células nucleadas
5000 - 12000 3100 +601,4 2300 + 288,7 1175 + 265,8 *

(mm?)




98

Leucécitos totais
( . 5000 - 12000 3100 +601,4 2300 + 288,7 1175 + 265,8 *
mm

Leucdcitos diferenciais

Metamielocito

() 0 0 0 0
Bastonete (mm?3) 0-170 0 0 0
Segmentado (mm?) 35-4800 2582 + 101,4 1343+ 182,3 * 1184 £ 274 *
Eosinofilo (mm?) 0-480 16 £ 10,8 85+55 919
Linfocito (mm?) 275-11400 284,3+178,26  224,3+101,8 246+ 5
Monocito (mm?) 0-480 284,5+93,5 144 + 38,2 161 +3
Basofilo (mm?) 0-180 0 0 0
Plaquetas
(millmm?) 100 - 1000 472,3 + 23,2 558,3 + 57,2 612,5+ 51,1
Perfil Bioguimico
Ureia (mg/dL) 18 - 31 4751+7,6 41,3+3,5 46,78 £ 2,9
Creatinina (mg/dL) 0,48 -1,1 0,4 +0,02 0,57 +0,04* 0,42 + 0,03
ALT (U/L) 44 - 87 60,4238 55,65 + 8,6 40,35+ 0,6
AST (U/L) 55 - 251 218 + 28,6 175,5+ 13,3 170,51+ 4,2

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

ANOVA seguido de Bonferroni (*p<0,05).

VCM: Volume Corpuscular Médio. CHCM: Concentragcdo de Hemoglobina Corpuscular
Médica.

A contagem de hemacias abaixo dos niveis de referéncia ja no grupo controle
indica uma leve anemia em todos os grupos do estudo, que nédo foi causada por
hemolise, como indicado na Figura 26. Ademais, o numero de plaquetas aumentado
no grupo TMX (#p<0,05) pode ser um preditor de metastase, como discutido por
Sylman e colaboradores (SYLMAN et al., 2017) e esta conectado a um progndstico
ruim. Em conjunto com as taxas de sobrevida, este pardmetro reafirma a necessidade

do estudo de pontos metastaticos como possivel causador de o6bitos.

De fato, a unica diferenca relevante e que foi significativa em relagéo ao grupo
com o cotratamento foi 0 aumento da creatinina (p<0,05). A concentragao sanguinea

de creatinina € um importante indicador de fungao renal e este aumento provavelmente
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esta relacionado a rota de excregao da molécula de siRNA (Khaled et al., 2005; Choi
et al., 2007; Guo et al., 2011). No entanto, esse aumento se encontra nos limites dos

valores de referéncia e n&o traduz alteragao clinica relevante.

Mais importante que os niveis de creatinina, os valores das enzimas ALT e AST,
importantes marcadores de atividade hepatica, se mantiveram estaveis, dentro dos
valores de referéncia e até abaixo dos niveis observados no grupo controle (Tabela
14). Este resultado indica a auséncia de toxicidade hepatocelular e é altamente
desejavel em estudos que utilizam nanoparticulas como sistemas de entrega. De fato,
a hepatotoxicidade € um dos principais desafios encontrados nos testes clinicos e um
dos principais motivos que impedem a progresséao para fases posteriores (Thapa; Kim,
2022).

Diante do exposto, € possivel inferir que o tratamento com TMX foi levemente
toxico e que o cotratamento teve resultados mais positivos quanto a toxicidade em
modelo animal. Isso nos leva a crer que o silenciamento do gene HOXB7 permite
aumento dos efeitos de TMX e reduz a toxicidade dele ao organismo, além de controlar

o crescimento do volume tumoral.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Apesar da grande contribuicdo dos tratamentos convencionais na terapia
antitumoral, o cancer ainda € uma das principais causas de 6bito no mundo e sua
incidéncia e mortalidade aumentam a cada ano. Por isso, este estudo visou avaliar a
combinagado de estratégias terapéuticas em cancer de mama receptor de horménio
positivo, subtipo molecular com maior incidéncia, a fim de elucidar os seus efeitos e
contribuir com a medicina antitumoral. Para isso, nanoparticulas hibridas foram
utilizadas para a entrega de moléculas de siRNA na terapia de RNA interferente e os
efeitos do silenciamento do gene HOXB7 e o cotratamento com TMX foram avaliados

em modelo animal.

Desta forma, o nanocarreador foi considerado eficiente na entrega da molécula
de siRNA in vitro e in vivo e € um candidato promissor para futuras aplicagées na
entrega intravenosa de material genético em céancer. Ademais, nossos achados
sugerem que a redugdo da expressao do gene HOXB7 associado a administragao de
TMX promove um maior controle do crescimento tumoral, assim como redugédo na
imuno- e hepatotoxicidade. Neste sentido, acreditamos que o gene HOXB7 é um
importante alvo molecular e a combinacdo de estratégias terapéuticas € uma
estratégia que deve ser mais bem explorada a fim de mitigar efeitos adversos e

aumentar a eficiéncia terapéutica, como observado neste trabalho.

No entanto, ensaios complementares devem ser realizados a fim de avaliar
outros parametros relacionados a caracterizagdo da nanoformulagcdo e até a
funcionalizagédo das nanoparticulas, visando uma maior especificidade tecidual. Ainda,
ensaios in vitro complementares sdo de grande valia no entendimento dos efeitos do
silenciamento do gene HOXB7 e da sua associagdo ao TMX. Ademais, a otimizagéo
das concentragdes de siRNA e TMX nos ensaios in vivo € o0 aumento do numero
amostral de animais para uma real estimativa do efeito RNAi e sua relagdo quando
utiizado em conjunto com o TMX deve ser considerada. Por fim, ensaios de
acumulagao tumoral e biodistribuicdo das nanoparticulas em modelo animal se faz

necessaria.
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da eficiéncia de entrega de nanoparticulas hibridas in vitro, silenciamento do gene HOXBY in vivo e
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editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela CEUA-
IPEN - Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares {IPEN/CNEN-SP) em
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hybrid nanoparticle delivery efficiency and in vivo HOXB7 gene silencing and cotreatment with tamoxifen”,
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