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RESUMO

O céancer € a segunda principal causa de morte mundialmente e responsavel
por aproximadamente 9,6 milhdes de mortes em 2018. Dentre os casos de
cancer em mulheres, o cancer de mama € o segundo tipo mais comum e o que
mais mata no Brasil e no mundo. Entre os tratamentos convencionais, 0s mais
comuns sao cirurgia, radioterapia, quimioterapia e hormonioterapia. No entanto,
esses tratamentos promovem diversos efeitos colaterais, e por isso, terapias
direcionadas estdo emergindo. Entre elas, pode-se citar a terapia por RNA
interferente  (RNAI) que consiste no silenciamento génico a partir da
degradacdo do RNA mensageiro (RNAmM) do gene-alvo pelo pareamento
especifico de pequenas moléculas de RNA interferente (siRNA). Dentre os
genes chave de importancia no cancer, o gene HOXB7 atua em diversas vias
metabdlicas do cancer de mama receptor de horménio positivo, como
sobrevivéncia e proliferacdo celular, além de atuar também, na resisténcia a
drogas utilizadas na hormonioterapia, como o tamoxifeno. No entanto, para o
silenciamento de tal gene pelo efeito de RNAI, € necessaria a utilizacao de
nanocarreadores para transpor as barreiras biolégicas. Diante do exposto, o
objetivo deste trabalho foi realizar o silenciamento do gene HOXB7 na
linhagem MCF7 de cancer mamario humano utilizando nanoparticulas hibridas
(NPs) carreando siRNA e a eficacia do co-tratamento com a droga tamoxifeno
em concentracfes subtoxicas. Primeiramente, nanoparticulas de fosfato de
calcio estabilizadas por copolimeros em bloco contendo polietilenoglicol (PEG)
foram formadas por auto-associacdo a partir de mistura estequiométrica dos
constituintes. As NPs apresentaram diametros hidrodinAmicos médios de
87,9nm = 0,9 e 104,9nm % 0,4 e indice de polidispersividade (Pdl) de 0,100 +
0,009 e 0,123 + 0,008 para NP-siHOXB7 e NP-mock (sem SsiRNA),
respectivamente, com morfologia arredondada e homogénea. O potencial Zeta
de ambas NPs foi préxima ao neutro, indicando a presenca do polimero PEG
na sua superficie. A eficiéncia de encapsulacdo do siRNA foi de
aproximadamente 65%. O teste de estabilidade mostrou que as NPs foram
estaveis por 7 dias quando armazenadas em temperatura de 4°C. Nao houve
reducdo da viabilidade celular de células de cancer de mama ap0s tratamento
com as NPs hibridas carreando siRNA contra o gene HOXB7 em 24h. No
entanto, houve reducédo da viabilidade (p<0.05) das mesmas células a partir de
48h com tratamento de NPs carreando concentracéo final de siRNA de 150nM.
O sinergismo do co-tratamento de NPs-siHOXB7 e TAM foi observado ja em
15h. Ainda, a partir desses ensaios foi possivel constatar que o sistema
nanoestruturado utilizado mostrou pouca ou nenhuma citotoxicidade, uma vez
que ndo houve reducdo de viabilidade no tratamento com a nanoparticula
mock. O silenciamento de 65% (p<0.05) foi observado, assim como a
internalizacdo das nanoparticulas por microscopia confocal. Assim, pode-se
concluir que as nanoparticulas utilizadas sao eficientes na transfeccado de
células MCF7 e que o silenciamento génico de HOXB7 utilizando como sistema
de entrega as nanoparticulas hibridas, combinado ao tamoxifeno se mostra
COmOo uma opc¢ao promissora para o tratamento de cancer de mama positivo
para receptor de estrogénio.



Palavras-chave: terapia por RNAI, fosfato de célcio, siRNA, nanocarreador,
HOXB7, tamoxifeno.



ABSTRACT

Cancer is the second leading cause of death in the world and accounted for
approximately 9.6 million deaths in 2018. Among the cases of cancer in women,
breast cancer is the second most common type and the one that kills the most
in Brazil and in the world. Among the conventional treatments, the most
common are surgery, radiotherapy, chemotherapy and hormone therapy.
However, these treatments promote several side effects, and therefore,
targeted therapies are emerging. Among them, we can mention interfering RNA
therapy (RNAI) consisting of gene silencing from messenger RNA degradation
(mMRNA) of the target gene by the specific pairing of small interfering RNA
molecules (siRNA). Among the key genes of importance in cancer, the HOXB7
gene acts on several metabolic pathways of hormone receptor-positive breast
cancer, such as cell survival and proliferation, and also acts on resistance to
drugs used in hormone therapy such as tamoxifen. However, for the silencing of
such a gene by the effect of RNAI, the use of nanocarriers is required to
transpose the biological barriers. The objective of this study was to perform the
silencing of the HOXB7 gene in the human mammary cancer MCF7 strain using
hybrid nanoparticles (NPs) carrying siRNA and the efficacy of co-treatment with
the drug tamoxifen in subtoxic concentrations. First, calcium phosphate
nanoparticles stabilized by block copolymers containing polyethylene glycol
(PEG) were formed by self-association from a stoichiometric mixture of the
constituents. The NPs had mean hydrodynamic diameters of 87.9nm + 0.9 and
104.9nm * 0.4 and polydispersity index (Pdl) of 0.100 + 0.009 and 0.123 +
0.008 for NP-siHOXB7 and NP-mock (without sSiRNA). respectively, with
rounded and homogeneous morphology. The Zeta potential of both NPs was
close to the neutral, indicating the presence of the PEG polymer on its surface.
The siRNA encapsulation efficiency was approximately 65%. The stability test
showed that the NPs were stable for 7 days when stored at 4 ° C. There was no
reduction of the cell viability of breast cancer cells after treatment with the
hybrid NPs carrying siRNA against the HOXB7 gene in 24h. However, there
was a reduction in viability (p <0.05) of the same cells from 48h with treatment
of NPs carrying final SiRNA concentration of 150nM.
The synergism of co-treatment of NPs-siHOXB7 and TAM was observed as
early as 15h. Also, from these tests it was possible to verify that the
nanostructured system used showed little or no cytotoxicity, since there was no
reduction of viability in the treatment with the mock nanoparticle. The 65% (p
<0.05) silencing was observed, as well as the internalization of the
nanoparticles by confocal microscopy. Thus, it can be concluded that the
nanoparticles used are efficient in the transfection of MCF7 cells and that the
gene silencing of HOXB7 using as a delivery system the hybrid nanoparticles
combined with tamoxifen is shown as a promising option for the treatment of
positive breast cancer for estrogen receptor.

Keywords: RNAI therapy, calcium phosphate, siRNA, nanocarrier, HOXB?7,

tamoxifen.
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1 INTRODUCAO

O cancer € um grupo de doencas caracterizadas pelo crescimento e
proliferacdo celular descontrolado em determinado tecido. Mundialmente, é a
segunda maior causa de mortes, sendo que a cada seis fatalidades, uma é
devido ao cancer. Para esta enfermidade, espera-se 9.6 milhdes de mortes
apenas em 2018 (WHO, 2018).

O cancer de mama é o segundo tipo mais incidente em mulheres no
Brasil e no mundo, e também, aquele que mais causa mortes no género
feminino (BRASIL, 2018a; BRAY et al., 2018). A cada trés casos de cancer de
mama, dois sdo do tipo positivo para receptores de hormoénios, evidenciando a
importancia do estudo desse subtipo molecular (ACS, 2018a).

Existem diversos tratamentos direcionados para estas doencas. Eles
podem ser divididos em locais e sistémicos. Dentre os locais podem ser citados
a cirurgia conservativa ou mastectomia e a radioterapia. Entre os sistémicos, os
principais sdo quimioterapia e hormonioterapia. O tamoxifeno € uma droga
utilizada na hormonioterapia que ora age como agonista, ora como antagonista
do receptor de estrogeno. Na mama, esse modulador é antagonista,
bloqueando a cascata de sinalizacdo de proliferacdo celular desencadeada
pela ligacdo do estrogénio ao seu receptor (ACS, 2018b).

Apesar da grande contribuicAo que o tamoxifeno promoveu na
sobrevivéncia de pacientes portadores de tumores positivos para receptores
hormonais (JORDAN, 2007), existe uma elevada taxa de desenvolvimento de
resisténcia de ceélulas cancerigenas a esta droga. Ainda, os tratamentos
comumente utilizados ndo atingem somente células tumorais, mas também
células saudaveis, promovendo diversos efeitos colaterais (ACS, 2018b).

Devido a isso, tratamentos direcionados estdo sendo cada vez mais
explorados devido a sua especificidade. O mecanismo de interferéncia por
RNA (RNAi) € um mecanismo natural encontrado em eucariotos que atua na
defesa contra materiais genéticos exdgenos e na regulagdo da expressao
génica (ALMEIDA; ALLSHIRE, 2005). A terapia por RNAi se baseia nesse

mecanismo, onde pequenas moléculas de RNA complementares a RNAs
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mensageiros (RNAmM) especificos bloqueiam a traducéo ou degradam o RNAmM
(MENCK, 2010).

Para que a utilizacdo do efeito de RNAi como terapia seja eficaz,
genes chaves na progressédo do cancer de mama devem ser selecionados. Os
genes Homeobox codificam fatores de transcricdo que possuem papel crucial
na embriogénese. Alteracfes na expressdo dessa familia jA sdo conhecidas
por causar anomalias neoplésicas (SHAH; SUKUMAR, 2010). Dentre os genes
integrantes, o HOXB7 age em diversas vias metabodlicas do cancer como
proliferacdo celular, angiogénese, invasao, reparo do DNA, sobrevivéncia
celular e resisténcia a drogas, como tamoxifeno (CARE et al., 1996; WU et al.,
2006; JIN et al., 2012; RUBIN et al., 2007).

Estudos apontam relacdo entre a expressdo do gene HOXB7 e a
resisténcia de tumores hormonio positivos ao tamoxifeno. A terapia combinada
de concentracdes subtdxicas de tamoxifeno em conjunto com o silenciamento
do gene HOXB7 a partir do mecanismo de RNAi € uma alternativa promissora
no combate ao cancer de mama (JIN et al., 2015). No entanto, a molécula de
siRNA (pequeno RNA interferente) enfrenta algumas barreiras que
impossibilitam a administracdo do mesmo em sua forma livre (GUO et al.,
2011). Por isso, a utilizacdo de nanocarreadores vem ganhando destaque por
promover especificidade de alvo e controle na liberacdo de farmacos
(PITTELLA et al., 2011), além de causar reducéo significativa da toxicidade e
resposta imune. Dentre eles, as nanoparticulas de fosfato de célcio revestidas
com polietilenoglicol (PEG) tem se destacado por néo utilizar solventes
organicos e devido a facilidade de producdo por auto-associacao (KAKIZAWA;
KATAOKA, 2002).

Diante do exposto, 0 presente estudo ira apresentar uma abordagem
de terapia combinada contra o cancer de mama receptor de hormdnio positivo
por tamoxifeno e silenciamento do gene HOXB7 através do mecanismo de
RNAI. Para isso, nanoparticulas hibridas serao utilizadas como ferramenta para

a entrega eficaz de siRNAs responsaveis pela degradacdo do RNAm alvo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER DE MAMA

O céncer de mama faz parte de um grupo de doencas que possuem
em comum o crescimento e proliferacdo celular descontrolado. E o segundo
tipo de cancer mais incidente em mulheres, representando 25% dos canceres
em mulheres no mundo (BRAY et al.,, 2018) e 29,5% no Brasil (BRASIL,
2018a). Para o biénio 2018-2019 sé&o estimados quase 120 mil novos casos no
Brasil. Ainda, o cancer de mama é considerado o tipo de cancer que mais
provoca mortes entre mulheres no mundo (BRASIL, 2018a) e no Brasil
(BRASIL, 2015).

Pode ser originado de forma hereditaria ou provocado pela acao de
agentes fisicos, quimicos e biolégicos. O primeiro, diz respeito a fatores
geneticamente pré-determinados e o0 segundo a fatores ambientais e
comportamentais. Mutacdes hereditarias sdo a causa de 5% a 10% dos
canceres de mama, mas, na maioria dos casos, 0 cancer de mama néo possui
uma causa Unica e sua formagdo € uma combinacdo de diversos fatores. Uns
dos principais fatores de risco desse tipo de céncer é o sexo e a idade.
Mulheres acima de 50 anos sdo mais suscetiveis a desenvolver a doenca,
enquanto apenas 1% das ocorréncias de cancer de mama acometem homens.
Isso se deve a fatores enddcrinos como a longa exposicdo ao estrogénio,
menarca precoce, menopausa tardia e uso de contraceptivos orais. Os fatores
ambientais mais frequentes sdo ingestdo de alcool, obesidade, exposicdo a
radiacao ionizante, tabagismo e sedentarismo, dentre outros. (BRASIL, 2018b).

O cancer de mama pode ser classificado considerando aspectos
histol6gicos e morfolégicos ou aspectos moleculares. Na mama, esse tumor
pode ser originado nos ductos lactiferos ou nos l6bulos mamarios. Por isso, 0s
principais tipos, levando em conta a classificacdo histologica, sdo os
carcinomas ductal in situ, ductal invasivo, lobular in situ e lobular invasivo
(MALHOTRA et al., 2010).
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Em 2011 foi apresentada uma nova classificacdo dos subtipos de
cancer de mama no Painel de Especialistas na Conferéncia Internacional de
Céancer de Mama de St. Gallen, baseada nas caracteristicas moleculares
(GOLDHIRSCH et al.,, 2011; SIERRA et al.,, 2014). Esta classificacdo é
realizada a partir de analises imuno-histoquimicas que verificam a presenca de
alguns marcadores moleculares, entre eles os receptores de estrogénio (ER) e
progesterona (PR), receptor do fator de crescimento epidermal humano tipo 2
(HER2) e Ki67, uma proteina expressa nas fases do ciclo celular, que indica
proliferacéao celular (GOLDHIRSCH et al., 2011).

Levando em consideracdo esses aspectos o cancer de mama pode
ser dividido em quatro principais subtipos. O Triplo-negativo é o tipo mais
agressivo com alta taxa de proliferacdo e maior taxa de metastase. Suas
principais caracteristicas sdo auséncia de expressao dos receptores hormonais
e do receptor HER2. O tipo Superexpressor de HER2 possui duplicacdo da
expressdo deste gene e auséncia de receptores hormonais, além de alta taxa
de proliferacdo, levando a um pobre prognéstico. O Luminal A € o subtipo mais
comum e com melhor prognéstico. Possui origem no epitélio luminal dos
ductos, reduzida taxa de proliferagcdo (abaixo de 14%), expressdo de
receptores de estrogénio (RE) e progesterona (RP) e auséncia de HER2. Por
fim, o subtipo Luminal B difere do A pela oscilacdo de expressao do receptor de
progesterona e de HER2 e taxa de proliferacdo acima de 14% (GOLDHIRSCH
et al.,, 2011; EROLES et al., 2012; SIERRA et al.,, 2014; BARROS; LEITE,
2015), resultando em mal progndéstico (EROLES et al., 2012).

O tipo molecular do cancer, pode ser uma caracteristica
determinante na escolha do tratamento mais eficaz (MALHOTRA et al., 2010),
aumentando as chances de cura principalmente quando o cancer for
diagnosticado precocemente (BRASIL, 2018c).

Os procedimentos atuais mais utilizados para o tratamento de
cancer de mama séo divididos em locais e sistémicos. Os tratamentos locais
sdo mais usados em estagios menos avancados do cancer e incluem a
cirurgia, que pode ser conservativa ou mastectomia, e a radioterapia, que
utiliza emissé@o de radiacdo ionizante para eliminacdo das células cancerosas
proveniente de uma fonte externa ou interna (braquiterapia). Alguns efeitos

colaterais da radioterapia incluem inchaco do seio e mudancgas de pele na area
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tratada, além de problemas na amamentacdo, danos nos nervos dos bracos,
linfedema e raramente, angiossarcoma (NIH, 2017; BRASIL, 2018e; ACS,
2018b).

Os tratamentos sistémicos mais comuns incluem a quimioterapia e
hormonioterapia. A quimioterapia envolve a administracdo de medicamentos
que visam destruir as células interferindo na divisdo celular. No entanto, esses
medicamentos agem de forma inespecifica e por isso causam inUmeros efeitos
colaterais, principalmente, em tecidos em que as células se dividem mais
rapidamente, sendo 0s mais comuns a perda de pelos, nauseas, vomitos,
diarreia, além de aumentar a chance de infec¢bes, problemas de fertilidade, de
coracdo e aumento no risco de leucemia (NIH, 2015a; BRASIL, 2018f; ACS,
2018).

Diversos tipos de cancer dependem da acdo de hormdnios para a
proliferacdo e sobrevivéncia celular. Existem diversas estratégias de
manipulagdo dos horménios para interferir no crescimento tumoral, como a
retirada cirdrgica de glandulas endocrinas, administracdo de doses
suprafisiolégicas de hormdnios ou pela administracao de farmacos que irdo agir
como inibidores da sintese de hormdnios ou competidores de receptores de
horménio (NIH, 2015b; ACS, 2018). No caso do estrogénio, a sua ligacdo ao
seu receptor promove a proliferacdo celular das células de cancer. Dessa
forma, esses farmacos impedem a sintese ou a ligacdo de hormdnios aos seus
receptores, respectivamente. Um dos farmacos mais utilizados nesse tipo de
terapia € o tamoxifeno, pertencente a classe de competidores de estrogeno
(ACS, 2018).

2.2 TAMOXIFENO

Aproximadamente 70% dos pacientes diagnosticados com cancer de
mama sdo dos subtipos moleculares Luminal A ou B que apresentam receptor
de estrogénio positivo (HARVEY et al.,, 1999). Devido a isso, tratamentos
endocrinos sdo 0s mais recomendados para esses subtipos, sendo que o
farmaco tamoxifeno ainda é um dos mais utilizados (EROLES et al., 2012;
SIERRA et al., 2014).
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O tamoxifeno (Figura 1) foi sintetizado na década de 1970 a partir do
desenvolvimento de um composto que, em ratos, agia como contraceptivo, mas
que em humanos induzia a ovulacdo. Em testes relacionados a terapia de
cancer de mama, o tamoxifeno obteve resultados positivos, principalmente por

ser menos toxico que outros farmacos utilizados na época (JORDAN, 2007).

/\/N\

Figura 1. Estrutura quimica do farmaco tamoxifeno (Fonte: CLEMONS; DANSON; HOWELL,
2002)

O tamoxifeno € um modulador seletivo do receptor de estrégeno, ou
seja, age de diferentes formas nos diversos tecidos podendo inibir ou estimular
a acao do hormdnio. Na mama tem acdo antagonista ao receptor de
estrogénio, isto €, age blogueando a regulagdo génica promovida pela ligagéo
do estradiol ao seu receptor, que esta principalmente relacionado a proliferacéo
celular (ACS, 2018).

Em condi¢cdes normais, o estradiol se liga ao seu receptor, que ira
sofrer homodimerizacéo e posteriormente 0 mesmo se deslocara para o nucleo
aonde se liga ao elemento de resposta ao estradiol (ERE). Os dominios
ativadores de funcdo 1 e 2 (AF-1 e AF-2) presentes no complexo se ligam a
coativadores de transcricdo, regulando a expressdo génica pela RNA
polimerase 1l (Figura 2). Sendo assim, o receptor de estrogénio age como um

fator de transcricdo. No entanto, na hormonioterapia utilizando o tamoxifeno, o
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AF-2 é inativado, reduzindo a expressdo génica e por consequéncia, a
proliferacdo celular (HOWELL et al.,, 2000; CLEMONS; DANSON; HOWELL,
2002).
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Figura 2. Via de acédo do tamoxifeno utilizado na hormonioterapia contra o cancer de mama

)

positivo para receptores de hormdnio. E: estradiol; ER: receptor de estrogénio; ERE: elemento
de resposta do estradiol; RNA Pol Il: RNA polimerase IlI; T: tamoxifeno; AF-1. ativador de
funcdo 1; AF-2: ativador de funcédo 2 (Fonte: CLEMONS; DANSON; HOWELL, 2002 com

modificacdes).

Uma vez que os farmacos utilizados na hormonioterapia né&o
atingem apenas células cancerigenas, células saudaveis do organismo
também sdo danificadas (ACS, 2018). Ainda, alguns efeitos -colaterais
preocupantes do tamoxifeno sdo a grande incidéncia de cancer endometrial e
eventos tromboembdlicos (LEITE et al., 2010). Além disso, a administracao de
tamoxifeno ja foi relacionada ao aumento da expressdo do gene VEGF em
cancer, responsavel pela angiogénese (DU et al., 2014).

Aproximadamente 40% da recorréncia de cancer de mama positivo
para receptores de hormdnio ndo respondem a terapia enddcrina. Alguns
mecanismos que promovem a resisténcia a hormonioterapia sdo a falta da
expressdo do receptor de hormbnio (HOEFNAGEL et al, 2012),

superexpressao de receptores tirosina quinase, como EGFR e HER2 (NEWBY



23

et al.,, 1997), mutacdo no gene que expressa o receptor de estrogénio, ESR1
(JOSELSOHN et al., 2015) e a inatividade dos alelos do citocromo P450,
responsavel pela metabolizagdo dos medicamentos (MUSGROVE;
SUTHERLAND, 2009).

Assim, as células cancerigenas expostas ao tratamento com
tamoxifeno podem frequentemente adquirir resisténcia a droga (CLEMONS;
DANSON; HOWELL, 2002). Por isso, o estudo de tratamentos que sejam
eficientes e com acdo direcionada para as células cancerigenas se faz

necessario.

2.3 TERAPIA POR RNA DE INTERFERENCIA

A terapia por RNA interferente (RNAIi) se baseia no mecanismo de
interferéncia por RNA. Este é um mecanismo bem conservado e ocorre
naturalmente em todos os eucariotos (FIRE, 1999; BERNSTEIN et al., 2001;
MATZKE et al., 2001) e foi descrito em 1998 por Fire e colaboradores enquanto
estudavam a interferéncia na expressdo génica em Caenorhabditis elegans
(FIRE et al., 1998).

Esse mecanismo foi primeiramente reconhecido como um
mecanismo de defesa contra elementos transponiveis (TABARA et al., 1999) e
elementos exégenos (ALMEIDA; ALLSHIRE, 2005), principalmente virus de
RNA (TENLLADO; DIAZ-RUIZ, 2001). Mais tarde foi amplamente utilizado na
descoberta de funcdo génica (WIANNY; ZERNICKA-GOETZ, 2000).
Atualmente, esse mecanismo vem sendo explorado para uso diagnéstico (DA
et al., 2007; IORIO et al., 2007; LEE et al., 2012) e como terapia em diversas
doencas (MENCK, 2010).

Brevemente, o mecanismo de RNAi (Figura 3) consiste na
transcricdo da molécula precursora dsRNA e processamento da mesma pela
enzima Dicer em siRNAs ou miRNAs de aproximadamente 22 pb com
extremidade 3’ com dois nucleotideos livres e extremidade 5 com um fosfato
(BERNSTEIN et al., 2001; ELBASHIR et al., 2001a). O pequeno RNA é
carregado na  proteina Ago2 pelo complexo Dicer-TRBP-Ago2
(CHENDRIMADA et al., 2005). A presenga da extremidade 5 fosfato é
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importante para a estabilidade e fidelidade da ligacdo siRNA-Ago2 e como guia
de clivagem do RNAm-alvo (RIVAS et al., 2005). A prépria Dicer possui um
dominio onde uma enzima helicase se liga, separando a dupla fita de siRNA.
Assim, o dominio PIWI da Ago2 cliva a fita sense da dupla fita de RNA ao meio
e incorpora a fita antisense ao RISC (RAND et al., 2004; 2005; RIVAS et al.,
2005). Com a incorporacao da fita antisense, o RISC é ativado e esta pronto
para pareamento e clivagem do seu RNAm-alvo, que ocorre geralmente na
regidao 3’ ndo traduzida do RNAm (MENCK, 2010; PIERCE, 2016). A Ago2 cliva
esse RNAm entre os pares de base 10 e 11 da extremidade 5 do pequeno
RNA (ELBASHIR et al., 2001b; RAND et al., 2005).

RNA Mensageiro
(MRNA)

Pequeno RNA de
RNA dupla fita
«dsRNA) / Interferéncia {siRNA)

Complexo de Silenciamento
Induzido por RNA (RISC)

2220 =y » == mRNA clivado
o (fragmentado)

Figura 3. Mecanismo de interferéncia por RNA que ocorre naturalmente em células eucariotas.

Ao contrario da terapia génica, que consiste na insercdo de um
fragmento de DNA para o aumento da expressao de genes de interesse, 0
objetivo da terapia por RNAI é a diminuigdo da expressao de genes associados
a diversas vias de interesse, como angiogénica (PITTELLA et al., 2012),
apoptotica (MELLO JR. et al., 2017), de proliferacdo e sobrevivéncia celular
(SOUZA, 2016) e de resisténcia a drogas (NIETH et al., 2003). A reducéo na
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expressao do gene-alvo a partir da técnica de RNAI pode ser alcancado a partir
de duas vias: bloqueando a traducdao (miRNA) ou degradando o RNAm-alvo
(siRNA) (PIERCE, 2016).

No entanto, para 0 sucesso dessa técnica, se faz necessaria a
busca por genes-chaves que estdo relacionados a uma ou diversas vias de

acao, como o gene desse estudo, o HOXB?7.

2.4 FAMILIA DE GENES HOMEOBOX E O GENE HOXB7

A familia Homeobox € um conjunto de genes que foram inicialmente
identificados em Drosophila pela habilidade de causar mutagBes homedticas.
Esses genes codificam fatores de transcricio com um homeodominio,
sequéncia conservada que se liga a sequéncias especificas de DNA (SHAH;
SUKUMAR, 2010).

Em humanos, os genes HOX sdo divididos em quatro grupos
(HOXA, HOXB, HOXC e HOXD) localizados em quatro cromossomos
diferentes, totalizando 39 genes. Cada grupo possui de 9 a 11 genes
denominados de acordo com a ordem que aparecem na diregdo 3’ — 5’ (Figura
4) (FAVIER; DOLLE, 1997; SHAH; SUKUMAR, 2010). Os genes com mesma
numeracao representam grupos paralogos, genes que possuem um ancestral
comum, mas que se divergiram por duplicacdo e atuam em funcgdes distintas.
Além disso, a expressao desses genes é especifica a cada 6rgdo e segue uma
colinearidade espacial e temporal, onde genes mais préximos da extremidade
3’ sao responsaveis pelo desenvolvimento da parte anterior do corpo e
expressos primeiro, enquanto que aqueles proximos da extremidade 5 sao
expressos mais tardiamente e correspondem a partes posteriores do corpo
(SHAH; SUKUMAR, 2010).

Esses genes possuem papeis cruciais na embriogénese, regulando
diversos processos relacionados a divisdo celular, adesao celular, apoptose e
diferenciacdo celular (FAVIER; DOLLE, 1997; SHAH; SUKUMAR, 2010). No
entanto, anormalidades na expressdao de muitos genes pertencentes a essa
familia sdo associados a alguns tipos de cancer, como carcinoma de ovario,
cervical, pulmao, prostata e até de mama (SHAH; SUKUMAR, 2010; JIN;
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SUKUMAR, 2015). Cantile e colaboradores (2003) e Svingen e colaboradores
(2003) enfatizam a importancia da rede de genes HOX na evolugéo do cancer
e destacam a possibilidade de uso de genes HOX como potencial alvo de

futuras terapias para cancer.
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Figura 4. Organizacdo dos genes HOX em clusters (Fonte: SHAH; SUKUMAR, 2010 com

modificacdes).

O gene HOXB7 esta presente no grupo HOXB junto com outros
nove genes em cluster localizados no cromossomo 17¢21.32. Sua transcricdo
resulta em um RNA mensageiro (RNAmM) de 1377 pb com dois éxons. A
traducdo desse gene forma uma proteina com 217 aminoacidos, na qual o
dominio homeobox esta localizado entre os aminoacidos 141 e 193 (NCBI,
2018).

Em condicbes normais, esse gene esta envolvido no
desenvolvimento embrionario (CARE et al., 1998; CHEN; SUKUMAR, 2003).
No entanto, é sabido que a superexpressao de HOXB7 é observado em alguns
tipos de canceres como cancer de ovario (NAORA et al.,, 2001), de pulmao
(YUAN et al., 2014), de pancreas (CHILE et al., 2013), oral (DESTRO et al.,
2009), gastrico (HE et al., 2016), de esbéfago (LI et al., 2015), colorrectal (LIAO
et al., 2011), de figado (HUAN et al., 2017), mieloma (STORTI et al., 2011), e
melanoma (CARE et al., 1996).
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No cancer de mama esse gene € diferencialmente expresso em
algumas linhagens. O estudo de Hur e colaboradores (2014) possibilitou
mapeamento de expressdo génica de todos os genes HOX em algumas
linhagens de cancer de mama. Expressdo de HOXB7 foi observada nas
linhagens BT474, T47D, HCC1428, HCC70 e MCF7, sendo que a maioria €
receptor de hormonio-positivo. Na linhagem triplo-negativa mais estudada,
MDA-MB-231, a expressdo do HOXB7 foi nula, assim como na linhagem n&o-
tumoral de tecido mamario, MCF10A.

A proteina HOXB7 age em diversas vias metabdlicas do cancer
(Figura 5) que incluem proliferacdo celular, angiogénese (CARE, 1998),
invasdo (WU et al.,, 2006; JIN et al., 2012), reparo do DNA, sobrevivéncia
celular (RUBIN et al., 2007) e resisténcia ao tamoxifeno (JIN et al., 2012).

PROLIFERA(,‘AO
Via FGF2
TEM CARATER INVASIVO
Via FGFR % Via TGFB-SMAD3
Via Ras-Raf-MAPK K ZZ Via FGF2
+ MMPs
ANGIOGENESE K % RESISTENCIA A
Via VEGF DROGAS
Via IL-8 % Via EGFR-MAPK
Via Ang-2 Via HER2-MYC
REPARO NO
DNA
Via NHEJ

Figura 5. Vias metabdlicas em que o gene HOXB7 esta envolvido (Fonte: prépria autora).

Fatores de crescimento relacionados a angiogénese como VEGF,
GROaq, IL-8, Ang-2, CD31 tiveram sua expressdo aumentada em 3 a 10 vezes
em células de cancer de mama que também apresentavam a expressao de
HOXB7 (CARE et al.,, 2001). Outros estudos inferem a existéncia de uma
relacdo entre a expressdo de HOXB7 e de FGF2 (fator 2 de crescimento de

fibroblasto), atuante em vias mitogénica e angiogénica (CARE et al., 1996;
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CARE et al., 1998; WU et al., 2006). Care e colaboradores (1998) mostraram
que a expressdo de FGF2 induzida a partir do HOXB7 aumentou a taxa de
proliferagdo em pelo menos 10 vezes. Wu e colaboradores (2006)
evidenciaram também que a inibicdo do receptor FGF (FGFR) bloqueou a
habilidade de invasdo em 80% e que o FGF2 é um importante mediador da
transicéo epitelial-mesenquimal iniciada pelo HOXB7.

A transicdo epidermal-mesenquimal é um passo importante na
embriogénese, no entanto, também é considerado um mecanismo de
conversdo de tumores em estagio inicial para invasivos. Isso se da pela perda
da aderéncia epitelial e de proteinas de juncdo, perdendo o contato célula-
célula e seguindo para um remodelamento do citoesqueleto que facilita a
motilidade celular e invasdo. No estudo de Wu e colaboradores (2006), ao
transfectarem a linhagem ndo tumorigénica MCF10A com plasmideo
codificando HOXB7, células epiteliais se diferenciaram em mesenquimais e
sofreram rearranjo no citoesqueleto tipico de transicdo epidermal-mesenquimal.
Moléculas importantes na adesdo (e-caderina) e proteinas de juncao
(claudinas) nédo foram encontradas em MCF10A-HOXB7, em contraste com o
controle. Ainda, marcadores de células mesenquimais foram observados em
MCF10A-HOXBY7, indicando uma atividade metastéatica do tumor. O mesmo foi
observado por He e colaboradores (2017) em cancer gastrico.

Outra via importante na inducdo da transicdo epidermal-
mesenquimal é a via Ras-Raf-MAPK. Em células com expressdo de HOXB7,
Wu e colaboradores (2006) observaram aumento das proteinas RhoA, Ras e
p42/p44 MAPK. Somado a este fato, a inibicdo das ultimas duas proteinas
resultou em supressdo do fendtipo invasivo da célula. Além disso, o
silenciamento de HOXB7 desativou a via Ras-Raf-MAPK, e consequentemente
a habilidade invasiva do tumor. Além disso, Jin e colaboradores (2012) também
observaram aumento de MAPK guando ocorre superexpressédo de HOXB7.

Também foi demonstrado que a superexpressdao de HOXB7 ativa
diretamente a expressao de TGF[ (fator de transformacdo do crescimento ()
em células de cancer de mama humano e murino. A producdo de TGFf
induzida por HOXB7 promove a progressao do tumor e metastase pela via

TGFB-SMAD3. Ao realizar o ensaio de cicatrizagdo em células com
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superexpressao de HOXB?7, o silenciamento de TGFB2 inibiu significativamente
a migracao celular quando comparado a células controle (LIU et al., 2015).

Metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo endopeptidases
dependentes de zinco que promovem a degradacdo da matriz extracelular,
favorecendo a migracdo de células tumorais (HSIAO, 2013). Care e
colaboradores (2001) mostraram que em células com expressao de HOXB7
aumentada, algumas MMPs também s&o superexpressas, como a MMP9 que
teve aumento de trinta e oito vezes na sua expressao normal.

Outra via de acdo do HOXB7 em células de cancer de mama é no
reparo de DNA e sobrevivéncia celular. Ensaios clonogénicos com exposi¢ao a
radiac&o ionizante mostraram vantagem duas vezes maior de sobrevivéncia em
células expressando HOXB7. Em MCF7, o silenciamento de HOXB7 reduziu a
sobrevivéncia clonogénica significativamente. Além disso, aberracdes
cromossbmicas devido a radiacao foram significativamente menores em células
SkBr3-HOXB7. Essas células tiveram a via de reparo de DNA por unido de
extremidade ndo-homologa 2,5 vezes mais estimulada. Ainda, esses autores
mostraram que células com expressdo de HOXB7 obtiveram habilidade de
proliferacdo mesmo em meio deficiente de suplementacdo (RUBIN et al.,
2007).

Por participar de diversas vias de sinalizacdo responsaveis pela
progressao do cancer de mama e estar em estado de superexpressao, o gene
HOXB7 foi escolhido como alvo terapéutico no presente estudo. Por fim, a sua
relacdo com linhagens de cancer de mama resistentes a terapia endécrina (JIN
et al., 2012; JIN et al., 2015) faz dele um alvo promissor, tanto para a terapia

direta por RNAI quanto para a terapia combinada RNAi-hormonioterapia.

2.4.1 Relagé&o entre tamoxifeno e HOXB7

A expressédo de HOXB7 esta associada a alguns tipos de cancer de
mama (WU et al., 2006) e participa na proliferacdo, metastase e resisténcia ao
tamoxifeno (TAM), medicamento importante na hormonioterapia (JIN et al.,
2012)
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Proteinas tirosina quinase (PTKs) sdo responsaveis pela transducao
de sinais, ao fosforilar residuos de tirosina nas proteinas, desencadeando
diversas cascatas de sinalizacdo. As PTKs agem em diversos processos
responsaveis por eventos chaves no organismo. No nucleo, envolve o controle
do ciclo celular e na regulacéo da expresséo génica atraveés da ativacdo ou nao
de fatores de transcricao (HUBBARD, 2002).

Alguns receptores importantes pertencentes a superfamilia PTK séo
0 EGFR (receptor do fator epidermal de crescimento) e HER2 (receptor do fator
de crescimento epidermal humano tipo 2). O EGFR é um receptor de superficie
celular que se liga a um fator de crescimento epidermal, que ira induzir a
dimerizagcdo do receptor e auto fosforilacdo da tirosina, resultando em
proliferacdo celular. O HER2 também é um receptor de superficie celular,
porém ndo permite ligacdo de fatores de crescimento. No entanto, forma
heterodimero com outros membros da familia EGF, ativando vias de
sinalizacdo mitogénica (NCBI, 2018). A terapia enddcrina prolongada é
associada com aumento na expressao de receptores EGFR e HER2 que leva a
resisténcia endocrina (NICHOLSON et al 2005).

Jin e colaboradores (2012) verificaram que a superexpressado de
HOXB7 torna as células de cancer de mama resistentes ao tamoxifeno atraves
da ativac@o da via EGFR-MAPK. A inibicdo desse receptor através do gefitinib
sensibilizou as células ao tratamento com TAM.

Os resultados de Jin e colaboradores (2015) indicam uma interacao
direta entre HOXB7, que age como coativador, e RE como crucial para a
regulacdo dos genes alvos do receptor de estrogeno em cancer de mama,
como MYC, HER2, GREB1 e CCND1 (ciclina D1). MYC é estabilizado através
da sinalizacdo da via EGFR-HER2. Entdo em células com superexpressao de
HOXB7, e consequente superexpressdo de EGFR, o MYC ¢é fosforilado e
suprime o mi-196a, repressor natural do HOXB7 (Figura 6). Além disso,
observaram que em células de cancer de mama com superexpressao de
HOXB7, o tamoxifeno pode oscilar de antagonista para agonista, ou seja, agir
da mesma forma que o estrogénio, desencadeando uma cascata de
proliferacéao celular, ao invés de bloquea-la.

Em células resistentes ao tamoxifeno com superexpressao de

HOXB7, existe uma alta expressao do gene HER2, regulado diretamente pela
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interacdo entre ER/HOXB7. Essa expressdo aumentada de HER2 ativa vias
importantes como Akt, p44/42 MAPK, S6K, 4EBP1 (JIN et al., 2012). Portanto,
a inibicdo do gene HOXB7 pode resultar na reducdo de expressao de HER2 e
dos genes ativados nesta cascata, além de induzir a sensibilizacdo ao

tamoxifeno.

HER2

HOXB? EGF

miR-196a

o Genes alvos de ER
incluindo MYC e HER2

K HOXB7 I ﬁ-(

Figura 6. Relacdo entre tamoxifeno e HOXB7 na via de sinalizacdo de cancer de mama

resistente ao tamoxifeno (Fonte: HEIDEMAN et al., 2015 com modificagfes).

A utilizagdo de moléculas efetoras de RNAI para o silenciamento do
gene HOXB7 em cancer de mama envolve a aplicacdo de carreadores para
entrega no tecido doente. O siRNA é uma molécula considerada grande (~13
kDa) e de caracteristica anibnica, o que dificulta seu transporte através da
membrana celular, além de poder sofrer degradacdo por RNAses
(SOUTSCHEK et al., 2004). Ainda, quando injetado diretamente no sangue, o
siRNA livre interage com macromoléculas do plasma (CHOI et al., 2007) e ativa
o sistema reticulo-endotelial (JUDGE et al.,, 2005). Somado a este fato,

moléculas menores que 50 kDa ou 10 nm possuem rapida excrecao renal, o
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que resulta em curto periodo de circulacdo in vivo, baixa biodistribuicdo e
biodisponibilidade (KHALED et al., 2005; CHOI et al., 2007; GUO et al., 2011).

Por isso, existe a necessidade da utilizacdo, tanto in vitro quanto in
vivo, de vetores de entrega que protejam o SIRNA do sistema imune e de
nucleases, que sejam capazes de extravasar para o tecido tumoral, resistir ao
meio extracelular, transpor a membrana plasmética, escapar de
endossomallisossoma e liberar as moléculas de forma eficaz no citoplasma
(WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON, 2009; GUO et al., 2011; PITTELLA et
al., 2011).

2.5 NANOCARREADORES

Os nanocarreadores sdo de grande interesse cientifico devido ao
seu tamanho em escala nanométrica que promove propriedades fisicas,
quimicas, mecanicas e Opticas Unicas que ocorrem naturalmente nesses
materiais. Isso € devido aos efeitos quéanticos que regem o comportamento
desses materiais, diferente de quando a mesma substancia estd em maior
escala (MITTAL; BANERJEE, 2016). A relagdo superficie-volume € uma
propriedade chave para explicar esse comportamento. Quanto menor a
particula, maior o nimero de atomos dispostos na superficie do nanocarreador
em relacdo ao seu volume, o que aumenta a reatividade do mesmo (CAO,
2011). Existem divergéncias quanto ao conceito de nanocarreador, no entanto,
€ convencional defini-lo como sendo material que possui a0 menos uma
dimensao menor que 100nm (ISO, 2008).

O “pensar nano” ocorre desde o inicio do século XX quando Paul
Ehrlich recebeu o Prémio Nobel de Medicina ao desenvolver o medicamento
Salvarsan contra a sifilis. Para isso, ele imaginou o conceito de “bala magica”
qgue erradicaria micro-organismos ou células malignas do corpo, mas néo
afetaria as células saudaveis (KREUTER et al., 2007). Nas décadas seguintes,
o desenvolvimento da microscopia foi crucial para os campos da quimica e
biologia, e levaram a descoberta de estruturas e constituintes celulares e em
1981, com o microscopio de tunelamento, foi possivel a visualizacdo de atomos

(MG et al., 2015). A producéo de anticorpos monoclonais em 1975 resultou na
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descoberta de diversos inibidores molecularmente direcionados na terapia
anticancer, confirmando a teoria de “balas magicas” criada por Ehrlich
(KOHLER; MILSTEIN, 1975).

A década de 1960 é considerada um marco na nanomedicina, ja que
em 1965 os lipossomas foram desenvolvidos (BANGHAM et al., 1965), seguido
de sistemas poliméricos (LANGER; FOLKMAN, 1976) e dendrimeros a partir da
década de 70 (BUHLEIER et al., 1978). Foi apenas em 1995 que vetores virais
foram utilizados com sucesso na entrega de informacao genética (BLAESE et
al., 1995). Por serem agentes de transfeccdo perfeitos, os mesmos foram
continuamente explorados devido a: uniformidade morfoldgica, alta eficiéncia
de encapsulacdo e facil modelacdo de tamanho e funcionalizacéo.
Posteriormente eles apresentam alta toxicidade e resposta imune, o que
impactou o desenvolvimento e utilizacdo. Por isso, carreadores nao virais estao
sendo cada vez mais estudados a fim de superar as limitagdes dos primeiros
(TOMANIN; SCARPA, 2004).

As nanoparticulas ndo-virais sao classificadas de acordo com o
componente predominante na sua estrutura em organicas, inorganicas ou
hibridas. Alguns materiais inorganicos bastante utilizados na area farmacéutica
sdo os metais (prata e ouro), ferro (SPIONS) e das mais diversas sustancias
guimicas, como fosfato de calcio (KANWAR; MAHIDHARA; KANWAR, 2011;
BHATIA, 2016; SIAFAKA et al., 2016).

Na area da saude ainda existe uma busca para a maior eficiéncia de
farmacos, seja com novos compostos ou farmacos convencionalmente
utilizados. Atualmente, muitos estudos tém evidenciado o uso de
nanoparticulas como sistemas de drug delivery. A aplicacdo nanotecnoldgica
na area da farmacia vem sendo bastante explorada na construcdo de
nanocarreadores “inteligentes”, isto é, carreadores que conduzem farmacos de
forma especifica a tecidos ou células e que também séo capazes de libera-lo
de maneira controlada e prolongada (ALLEN; CULLIS, 2004; JHAVERI;
DESHPANDE; TORCHILIN, 2014; SIAFAKA et al., 2016; HOSSEN et al.,
2019). Alem disso, outras vantagens podem ser apontadas, como: i) reducao
da toxicidade; ii) reducdo da resposta imune pelo sistema reticuloendotelial; iii)
protecdo do composto encapsulado; iv) incorporacdo tanto de substancias

hidrofilicas quanto de substancias lipofilicas; v) maior tempo de circulacao in
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vivo, que leva a maior eficacia terapéutica (ALLEN; CULLIS, 2004); vi)
solubilizagéo de substancias acima do limite de solubilidade; e vii) redugéo da
dose efetiva.

Existem diversas estratégias para a entrega de farmacos e genes a
células, tecidos e 6rgdos de interesse. Estas sdo normalmente classificadas em
acumulacdo ativa ou acumulagdo passiva. No caso da acumulacdo ativa, o
direcionamento ao tecido de interesse ocorre apds a funcionalizacdo da
superficie dos nanocarreadores. Algumas formas de funcionalizacdo sédo a
partir da conjugacéao de ligantes como anticorpos, aptameros e polimeros (NAM
et al.,, 2013). Ja a acumulacdo passiva, bastante utilizada na terapia contra o
cancer, € realizada valendo-se do efeito de permeabilidade e retencéo
aumentada (efeito EPR) (Figura 7) (MATSUMURA; MAEDA, 1986). Em células
endoteliais vasculares normais, 0 espacamento entre as mesmas é de poucos
nandmetros e por isso, nanocarreadores com tamanhos superiores néo
conseguem adentrar em tecidos saudaveis, a menos que funcionalizados para
tal objetivo (ALLEN; CULLIS, 2004; VIEIRA; GAMARRA, 2016).

' Nanoparticula | # ' Célula Endotelial Q Célula Normal @ Célula cancerigena

. Vaso sanguineo

Figura 7. Mecanismo de acdo passivo das nanoparticulas através do efeito de permeabilidade

e retengdo aumentada (Fonte: NAM et al., 2013 com modificac6es).

No entanto, a alta taxa de proliferagdo celular de tecidos
cancerigenos leva a formacdo de vasos sanguineos desorganizados,
promovendo lacunas (GUO et al., 2011; KANWAR; MAHIDHARA; KANWAR,
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2011) de até 800 nm entre as células do endotélio vascular (ALLEN; CULLIS,
2004). O tamanho dessas lacunas difere em relacdo aos diversos tipos de
tumores sélidos. Enquanto que em modelos de cancer de coldn, nanoparticulas
de até 400 nm acumularam de forma significativa, em cancer de pancreas
apenas aguelas com aproximadamente 30 nm conseguiram atividade
antitumoral satisfatéria (KIM et al.,, 2016). A partir dessas lacunas,
nanocarreadores conseguem permear o tecido tumoral e seguem retidas
devido a auséncia de vasos linfaticos no tecido cancerigeno, levando a maior
probabilidade de promover o efeito desejado (MATSUMURA; MAEDA, 1986), ja
que concentracdes de farmacos nanoencapsulados podem chegar até 10
vezes mais que o mesmo livre (NORTHFELT et al., 1996).

Por isso, tamanhos médios de até 200 nm sdo indicados para
aplicacdes biomédicas e terapéuticas, principalmente quando o intuito da
mesma € a liberacdo de genes ou farmacos no interior de células-alvo (GUO et
al.,, 2011). Ainda, deve-se levar em consideracdo a rota de acdo da
nanoparticula. Em casos em que a mesma € endocitada pela célula
(KAKIZAWA et al., 2004b), um tamanho menor que 100 nm é desejado. Além
disso, é sabido que quanto menor o tamanho da nanoparticula, maior a
profundidade de alcance da mesma nos tumores sdlidos in vivo (KIM et al.,
2016). Outras propriedades além do tamanho séo levadas em consideracao
quando se refere ao nivel de acumulacdo de nanocarreadores no tumor. O
potencial Zeta, a meia vida do carreador, o grau de vascularizagdo do tumor e
de angiogénese, o tamanho das lacunas entre as células e o microambiente
tumoral sédo algumas dessas caracteristicas (ALLEN; CULLIS, 2004).

Ademais, o design do nanocarreador deve ser bem planejado. A
depender da natureza quimica do farmaco ou molécula a ser encapsulada,
certos nanomateriais sdo mais indicados que outros. Nanoparticulas lipidicas,
por exemplo, sdo mais recomendadas na encapsulacdo de farmacos
hidrofébicos e menos utilizadas quando se trata da encapsulacdo de
substancias hidrofilicas. No entanto, ainda é importante entender como esse
nanocarreador ira ser estavel o suficiente para superar barreiras bioldgicas,
adentrar na célula e liberar o farmaco de forma eficaz (NAM et al., 2013)

A estabilidade dos nanocarreadores pode ser alcancada a partir de

dois principais métodos: estabilizacdo eletrostética ou estabilizacdo estérica. A
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primeira diz respeito a nanocarreadores com potencial zeta (potencial Zeta)
elevado (maior que 30 mV em maddulo), promovendo a repulséo eletrostética
entre as nanoparticulas (BHATTACHARJEE, 2016). Ja a segunda, vale-se do
uso de moléculas ndo ibnicas de carater hidrofilico que geram cargas
superficiais neutras e uma camada de agua que disfarca a presenca dos
nanocarreadores (LOURENCO, 1996).

Por fim, os gatilhos de liberacdo devem ser pensados anteriormente
para que o efeito desejado seja promovido. As estratégias para a liberacédo do
material encapsulado sédo convencionalmente classificadas em gatilhos
extrinsecos e intrinsecos. No primeiro, os gatilhos mais comuns para a terapia
antitumoral sdo: i) a temperatura, onde uma fonte de calor externa € utilizada
para elevar a temperatura que a nanoparticula se dissolve; ii) ultrassom; iii) e a
luz, por fotodegradacdo utilizando por exemplo, o laser em determinado
comprimento de onda. Ja entre os principais gatilhos enddégenos pode-se citar,
principalmente, a mudanca no pH, ja& que o pH no tumor geralmente é menor
(<7,0) que em tecidos saudaveis (7,2-7,4) devido ao aumento de acido latico;
aumento do potencial redox, devido ao aumento dos niveis de glutationa
quando comparado ao meio extracelular e a células normais; e a temperatura,
ja que a hipertermia € uma consequéncia de um ambiente inflamado
(JHAVERI; DESHPANDE; TORCHILIN, 2014).

A primeira nanomedicina utilizada no ocidente na terapia anticancer
foi a formulacdo lipossomal de doxorrubicina (Doxil) para o tratamento de
sarcoma de Kaposi, aprovada em 1995 pelo Food and Drug Administration
(FDA) (JAMES et al., 1994). Dez anos depois, o Abraxane, que consiste em
nanoparticulas a base de albumina e palitaxel, foi aprovado pela mesma
organizacdo para o tratamento de cancer de mama, pulmdo e pancreas
(GREEN et al.,, 2006). Em 2013, a ado-trastuzuman emtansine (Kadcyla) foi
autorizada para o tratamento em pacientes com cancer de mama com receptor
HER?2 superexpresso (KAMALY et al., 2012).

Recentemente, a nanotecnologia foi utllizada para o
desenvolvimento do medicamento Onpattro (Patisiran). Apos 23 anos da
aprovacao da primeira nanomedicina, o primeiro nanomedicamento baseado
em RNA de interferéncia foi aprovado pelo FDA em 2018 (KAISER, 2018).

Esse farmaco trata uma doenca rara chamada amiloidose de transtirretina



37

(TTR), onde a estrutura da proteina transtirretina é produzida de forma
anormal, impedindo o transporte de vitamina A e hormonio tiroidiano tiroxina.
Essa proteina defeituosa é depositada no coracdo e nervos periféricos,
causando cardiomiopatia. Assim, Onpattro é composto por nanoparticulas
lipidicas que carreiam moléculas de siRNA que pareiam com o RNAm do gene
TTR, degradando-o, impedindo a formagcdo de proteinas mutadas de TTR
(ONPATTRO, 2018).

A aprovacdo do Onpattro abre portas para uma nova classe de
medicamentos baseados em RNAi. A mesma empresa responsavel pelo
nanomedicamento recém-aprovado também é responsavel atualmente pela
formulac&o de outros oito nanofadrmacos que possuem a mesma tecnologia de
RNAI. As formulacdes sdo direcionadas para tratamento de doencas genéticas,
cardiacas e hepaticas e estdo em diferentes fases de testes clinicos

(ALNYLAM, 2018).

2.5.1 Nanoparticulas de fosfato de calcio

O fosfato de calcio é um sal formado por ions de calcio e fosfato, e é
encontrado em 0ssos, dentes e tenddes, tornando esse composto uma opcao
biocompativel e com baixa toxicidade celular (ZHANG; KATAOKA, 2009). A
grande vantagem dessas nhanoparticulas é que, a mistura de solucbes
contendo ions de fosfato e calcio em condi¢cdes estequiométricas resultam na
formacdo de cristais em escala nanométrica por simples auto-associacdo dos
constituintes (KAKIZAWA; KATAOKA, 2002). Além disso, ndo necessitam da
utilizacdo de solventes organicos, possuem baixo custo, sdo facilmente
preparadas e encapsulam eficientemente material genético (ZHANG,;
KATAOKA, 2009).

E sabido que as nanoparticulas de fosfato de célcio s&o
internalizadas pelas células por endocitose (KAKIZAWA et al., 2004b;
PITTELLA et al, 2011). Uma vez endocitadas e movidas aos
endossomas/lisossomas, 0 pH acido deste compartimento celular faz com que
as nanoparticulas se dissolvam, devido a maior concentracdo de ions H*. O

gradiente de ions resultantes desta solubilizagdo provoca influxo de agua do
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meio intracelular para o endossoma, causando a ruptura da membrana deste
compartimento. Desta forma os ions e materiais encapsulados séo liberados
no citoplasma, local de agdo das moléculas de siRNA que irdo promover o
efeito de interferéncia por RNA (KAKIZAWA et al., 2004Db).

A primeira vez em que o fosfato de calcio foi utilizado na transfeccao
de DNA em células de mamiferos foi em 1973 por Graham e Van Der Eb,
produzido a partir do método de precipitacdo. A precipitacdo dos cristais
depende da mistura de solucbes aquosas em condi¢cdes estequiométricas
(KAKIZAWA; KATAOKA, 2002).

Primeiramente, ocorre a fase de nucleacdo onde sao formados
diversos pontos iniciais instaveis de agregados de fosfato de calcio amorfo até
gque um dos solutos seja totalmente consumido. Ao contrario de uma
substancia com estrutura cristalina, uma substancia amorfa apresenta estrutura
atdmica desorganizada, permitindo a incorporacdo de moléculas de interesse.
Por fim, ocorre a fase de crescimento, aonde esse material amorfo ir4 se
reorganizar, agregar e crescer (USKOKOVIC; USKOKOVIC, 2010).

Sem uma forma de controle de crescimento, este material ira
aglomerar de maneira descontrolada. Por isso, uma etapa adicional de
estabilizacdo é necessaria para evitar o crescimento ndo desejado dos cristais
(SOUSA FILHO; SERRA, 2015). Para isso uma opc¢ao é a utilizacdo de blocos
de copolimero, em que um dos blocos possui caracteristicas anidnicas
(KAKIZAWA; KATAOKA, 2002).

2.5.2 Copolimeros em bloco

Para aplicacbes biomeédicas é imprescindivel a estabilidade das
nanoparticulas em meio aquoso. Existem duas formas de promové-la: por
repulsdo eletrostatica (NAM et al., 2013) e por estabilizacdo estérica
(LOURENGCO, 1996; PERRAULT et al.,, 2009). Esta ultima diz respeito ao
mecanismo de estabilizacdo de particulas a partir de moléculas néo-ionicas
(EVANS; NAPPER, 1973), como € o caso do polietilenoglicol (PEG).

O PEG é um polimero de carater nao-iénico e hidrofilico muito

utilizado no desenvolvimento de nanocarreadores (KAKIZAWA et al., 2004),
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principalmente na conferéncia de estabilidade coloidal. Também €& importante
na reducao de interacdes com biomacromoléculas in vivo (PELAZ et al., 2015)
e no maior tempo de circulagdo no sangue, levando a uma maior acumulacéo
das nanoparticulas no tecido tumoral devido ao efeito EPR (PERRAULT et al.,
2009).

A unido do fosfato de célcio inorganico com o bloco de copolimero
PEG-polianion permite a producdo de nanoparticulas hibridas (Figura 8)
(PITTELLA et al., 2011) onde o siRNA fica incorporado no ndcleo de fosfato de
calcio (BISHT et al.,, 2005). Esse copolimero permite a ligagdo do bloco
polianiénico ao ion célcio, que possui carga positiva. Dessa forma, o bloco
polianidnico € internalizado, enquanto o bloco de PEG permanece externo e
recobre a nanoparticula (KAKIZAWA; KATAOKA, 2002).

PEG Polianion

PO4™ Ca? siRNA

Figura 8. Representacdo da nanoparticula hibrida formada pelo ndcleo inorganico composto
por fosfato de célcio, com siRNA complexado, e pelo revestimento organico formado pelo bloco

de copolimero PEG-polianion (Fonte: PITTELLA et al., 2011 com modifica¢c&o).

Diante do exposto, diversos estudos tém usado copolimeros PEG-
polidnion para a estabilizagdo dos cristais de fosfato de calcio, no intuito de
utilizar a nanoparticula resultante como carreadora 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, 2016;
MELLO JR et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Utilizar nanoparticulas hibridas baseadas em fosfato de célcio para
entrega de SiRNA complementar ao gene HOXB7 na linhagem MCF7 de

cancer de mama e avaliar a eficiéncia da co-tratamento com o tamoxifeno.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desenhar sequéncias de siRNA complementares ao gene HOXB7
e siRNA scramble;

2. Preparar nanoparticulas hibridas de fosfato de célcio, PEG-
polianion e siRNA;

3. Caracterizar as nanoparticulas quanto ao diametro hidrodinamico
meédio, distribuicdo de tamanho, potencial Zeta, morfologia e eficiéncia de
encapsulacao;

4. Avaliar a estabilidade coloidal do sistema nanoparticulado;

5. Verificar a viabilidade celular de células MCF7 apds tratamento
com as nanoparticulas carreando HOXB7 siRNA, com e sem presenca do
tamoxifeno;

6. Avaliar o silenciamento do gene HOXB7 em células MCF7 apoés
tratamento com as nanoparticulas carreando HOXB7 siRNA;

7. Observar a internalizacdo das nanoparticulas pelas células MCF7.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Cloreto de calcio e Tamoxifeno foram adquiridos da Sigma Aldrich.
Fosfato de sodio dibasico foi adquirido da Proquimios.
Tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) e acido N-[2-Hidroxietil] piperazina-N’-[2-
etanosulfénico] (HEPES) foram adquiridos da Synth. Bloco de copolimero
polietilenoglicol-bloco-poli-L-acido glutamico (PEG-P(Glu)) foi adquirido da
Alamanda Polymers, Inc. Meio de cultura Roswell Park Memorial Institute
(RPMI), soro fetal bovino (SFB) e tripsina foram adquiridos da Gibco. Azul
tripan e brometo de dimetiazoldifeniltetrazdlio (MTT) adquiridos da Invitrogen.
RNeasy® Plus Mini Kit foi adquirido da Qiagen. High Capacity DNAc Reverse
Transcription kit adquirido da Applied Biosystems (Foster City, California, EUA).
gPCR-SYBR-Green mix adiquirido da Ludwig Biotecnologia Ltda (Rio Grande
do Sul, Brasil). As sequéncias de siRNA e primers foram sintetizadas pela
Sigma-Aldrich. Amesma empresa sintetizou as seguintes sequéncias de primer:
CCAACCGCGAGAAGATGA (B-actina forward), CCAGAGGCGTACAGGGATA
(B-actina reverse), CTTTGTGGACTGTGGGTCTGG (HOXB7 forward) e
CACAGAATGTAAAAGGGAGCATGG (HOXBY7 reverse).

4.2 CONSTRUCAO DE SEQUENCIAS DE siRNA E PRIMERS

O desenho das sequéncias de siRNA para o gene HOXB7 foi
realizado na ferramenta Whitehead siRNA Selection Server (2004)

(http://sirna.wi.mit.edu/home.php) levando em consideracdo a porcentagem de

guanina-citosina (35-52%), valores de energia termodinamica (quantidade de
A/U na extremidade 5 antisense), temperatura de melting (Tm) (altas Tm
favorecem formacdo de hairpin) (REYNOLDS et al., 2004). Sequéncias com
guatro ou mais nucleotideos repetidos foram excluidas.

Ao desenhar o siRNA, deve-se ter o cuidado de escolher sequéncias

que ndo possuam homologia com outros genes, para gue ndo ocorra
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pareamento inespecifico (FIRE et al., 1998). Por isso, as sequéncias
desenhadas pelo Whitehead siRNA foram ainda processadas no Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) de nucleotideos, disponivel no National Center

for Biotechnology Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Essa

ferramenta fornece informacdes importantes para a escolha da melhor
sequéncia de siRNA. Foram levadas em consideragdo principalmente a
porcentagem de complementariedade e identidade, assim como valores score
e valor-E.

As sequéncias dos iniciadores dos genes [3-actina humana e HOXB7
humano foram desenhadas através da ferramenta disponivel na pagina do
NCBI, o Primer-Blast.

4.3 PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS HIBRIDAS

As nanoparticulas hibridas (NP) foram preparadas por auto-
associacdo dos constituintes através de mistura simples e estequiométrica de
solugdes aquosas, baseada no trabalho de Kakizawa e Kataoka (2002), com
modificacdes. Inicialmente, uma solugdo de CaCl, 2,5M (PM=111g/mol) foi
diluida em solucéo tampao TRIS 25mM (PM=121,14g/mol) formando a solucéo
1 (1:11,5 v/v). A solucao 2 foi preparada adicionando-se siRNA, em 500 pg/mL
de poli(etilenoglicol)-bloco-poli(acido glutamico) (PEG-PGIu) (5K-50DP) diluido
em TRIS-HCI, e uma solugdo tampdo HEPES 50mM (PM=238,3g/mol),
Na;HPO, 1,5mM (PM=142,07g/mol) e NaCl 140mM (PM=58,44g/mol) na
proporcdo de 1:1:3 v/v. A solucdo 2 foi adicionada a solucdo 1 e
homogeneizadas para a obtencdo de concentracao final de siRNA em 1,5 pM.
Devido a interacdo eletrostatica entre os constituintes, NPs incorporando
SiIHOXB7 (NP-siHOXB7) e siRNA scramble (NP-si-Scramble) foram obtidas por
auto-associacdo, assim como NP vazias sem siRNA (NP-mock). Todas as
solugbes iniciais foram esterilizadas por filtracdo. Todas as NP foram

preparadas em fluxo laminar, para garantir esterilidade das mesmas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.4 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS HIBRIDAS

4.4.1 Determinacdo do diametro hidrodinamico médio, da distribuicdo de

tamanho e do indice de polidispersédo das nanoparticulas hibridas

A determinacao da distribuicdo de tamanho das nanoparticulas (NP),
diametro hidrodindmico médio e indice de polidispersdo (Pdl) foram obtidos
utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK) a partir
da técnica de espalhamento dinamico de luz (Dynamic Light Scattering - DLS).
Essa técnica se baseia na andlise das flutuacbes de intensidade de
espalhamento de luz de NPs em movimento Browniano em um determinado
angulo, quando um feixe de luz é incidido sobre a suspensédo. Essas flutuacdes
sdo analisadas pelo método cumulante e o coeficiente de difusdo obtido é
utilizado para calculo dos diametros hidrodinamicos e indice de polidispersdo
da populacdo usando a equacdo de Stokes-Einstein. As medidas foram
realizadas com laser He-Ne (633 nm) em angulo de deteccdo de 173°
utilizando cubeta de quartzo (ZEN2112) a 25°C apds a preparacdo das NPs. O
ensaio foi realizado em equipamento do Laboratério de Nanotecnologia da
Empresa Brasileira de Pesquisa em Agropecuaria (EMBRAPA) em Juiz de

Fora.

4.4.2 Determinacao do potencial Zeta das nanoparticulas

A determinagdo do potencial Zeta das NPs foi obtida utilizando o
equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, UK)
com cubeta especifica (DTS1060) a partir da técnica de mobilidade
eletroforética, em campo elétrico com potencial de £ 150mV. O potencial Zeta
se refere ao potencial elétrico na interface da dupla camada de ions entre a
particula e o meio dispersivo (LU; GAO, 2010). E resultante da velocidade de
migracdo das NPs para o eletrodo de carga oposta quando um campo elétrico
é acionado, usando a equagéao de Smoluchowski (BHATTACHARJEE, 2016). O
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ensaio foi realizado em equipamento do Laboratério de Nanotecnologia da
EMBRAPA em Juiz de Fora.

4.4.3 Determinacdo da morfologia da nanoparticulas

A determinacdo da morfologia das NPs foi realizada utilizando a
microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) no Laboratério Central de
Microscopia Eletronica da Universidade Federal de Santa Catarina com o
equipamento JEM-1011 TEM (Jeol LTD., Tokyo, Japan) operado em voltagem
de aceleracdo de 80kV. Uma amostra da solucdo de NPs foi depositada em
grades de niquel malha 200 (CF200-Ni, EMS) Parlodion® revestidos com
carbono amorfo seguido de secagem por 24h a temperatura ambiente. Para
andlise da morfologia, 0 microscoépio foi operado em modo de campo brilhante

com ampliacdo de até 50.000x.

4.4.4 Eficiéncia de encapsulacao de siRNA

As amostras de NPs contendo siRNA foram primeiramente
colocadas em filtros Amicon de Ultra Centrifugacdo MWCO 30k (Merck, EUA).
Estes foram centrifugados a 15.000 rpm por 20 min, utilizando centrifuga
Heraeus Megafure 16R (Thermo Scientific, EUA). O filtrado foi coletado e
medido em espectrofotdbmetro Nanodrop Lite Spectrophotometer (Thermo
Scientific) em comprimento de onda 260nm. Para obter a curva de calibragéo
foram preparadas solucdes de siRNA em agua estéril nas concentracdes de
0,1uM a 1,5uM. A partir da equacdo da curva de calibracdo foi possivel
determinar a concentracao de siRNA livre no filtrado e calcular a porcentagem

de incorporacao de siRNA pelas NPs (Formula 1)
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4.4.5 Estabilidade coloidal das nanoparticulas

A estabilidade do sistema nanoestruturado foi avaliada a partir de
leituras semanais por quatro semanas. Para isso, solugcdes de NPs foram
estocadas a 4°C e a temperatura ambiente e avaliadas quanto ao diametro
hidrodinamico médio, indice de polidispersdo e potencial Zeta por meio das
técnicas de DLS e mobilidade eletroforética, conforme j& descrito no item 4.4.1
e 4.4.2, respectivamente.

4.5 CULTURA CELULAR

A linhagem celular de cancer de mama MCF7 (ATCC® HTB-22)
utilizada nos experimentos foi adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ). Essa linhagem foi descrita em 1973 e é proveniente de uma paciente
do Estado de Michigan nos Estados Unidos. Pertence ao subtipo Luminal A
gue possui baixa taxa de proliferacdo, alta expressdo de receptores de
estrogénio e auséncia na expressdo de HER2, sendo responsiva a
hormonioterapia (HOLLIDAY; SPEIRS, 2011; LEE; OESTERREIC; DAVIDSON,
2015). A grande contribuicdo dessa linhagem para a ciéncia tem sido o estudo
de REaq, pelo fato de ser uma das poucas linhagens que expressa esse
receptor e mimetiza a maioria dos canceres de mama invasivos RE+ (LEE;
OESTERREICH; DAVIDSON, 2015).

As células foram mantidas em garrafas de cultura celular com meio
de cultura recomendado pelo BCRJ: meio RMPI suplementado com 2mM de L-
glutamina, 10mM de Hepes, 1mM de piruvato de sédio, 4.500mg/L de glicose,
1.500mg/L de bicarbonato de sodio, 20% de soro fetal bovino inativado, além
de 1% de penicilina-estreptomicina. As garrafas com as células foram
encubadas em estufa a 37°C com 5% de CO,. As células foram semeadas a
uma densidade de 1 x 10° células por garrafa e submetidas a transferéncia a

cada 48h em fluxo laminar.
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Para cada experimento as células foram tripsinizadas e
centrifugadas a 1.500 rpm por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspenso em 1 mL de meio de cultura recomendado. O namero de
células viaveis foi avaliado através do método de exclusdo do Azul de Tripan.
Esse corante € bastante utilizado pela incapacidade das células o
internalizarem, por apresentarem membrana plasmatica integra. Dessa forma,
apenas células com membrana danificada sé&o coradas, indicando morte celular
(FRESHNEY, 1987). Foram escolhidas as culturas de células com ao menos

95% de viabilidade celular.

4.6 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR POR MTT

Culturas de células com alta viabilidade foram escolhidas e
semeadas em 100uL de meio de cultura recomendado a uma densidade de 5 x
102 de células por poco em placa de 96 pocos estéril e incubadas overnight a
37°C em 5% CO,. Suspensdes de nanoparticulas (NPs) contendo siHOXB7
foram adicionadas aos poc¢os para a obtencdo de concentragfes finais de
150nM, 100nM, 50nM e 10nM de siHOXB7. NP-mock (sem siRNA), NP-siRNA
scramble (sequéncias sem homologias a genes conhecidos) e siRNA naked
(siRNA livre) foram utilizados como controles negativos. As placas foram
incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO, por 20h, 48h e 72h. Ap6s o tempo
de incubacdo, o MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
tetrazolium]} foi adicionado e as placas foram novamente incubadas por 4h nas
condi¢cbes anteriores. Os precipitados de formazan formados foram dissolvidos
em dimetilsulféxido (DMSO) apos o tempo determinado. A absorbancia foi
medida em espectrofotdmetro Spectramax 190 (Molecular Devices, California,
USA) em comprimento de onda 540nm. 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.

Ensaios posteriores foram realizados nas mesmas condi¢cdes de
cultura e incluiram o co-tratamento de NP-siHOXB7 e tamoxifeno. O
tamoxifeno foi inicialmente solubilizado em DMSO. O MTT de sensibilizagc&o
conjunta foi realizado combinando NP-siHOXB7 (100nM) e tamoxifeno nas
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concentracbes 3uM, 9uM, 15uM e 30uM. Os controles utilizados foram meio,
DMSO e as quatro concentragbes de tamoxifeno puro ja indicadas. As leituras
foram realizadas em 15h, 24h e 48h apdés adi¢éo do co-tratamento.

4.7 AVALIACAO DO SILENCIAMENTO DA EXPRESSAO GENICA PELO
SISTEMA NANOCARREADOR

4.7.1 Extracdo RNA

As células de MCF7 foram semeadas em placa de seis pogos em
RPMI recomendado (1 x 10° células/poco) e incubadas em estufa a 37°C com
5% CO; por 24h. NPs contendo siHOXB7 foram adicionadas para obtencao de
150nM siRNA por poco. Os tratamentos utilizados como controles negativos
foram células com meio de cultura, NPs com siRNA scramble e siRNA naked.
Apo6s 20 horas, as células foram submetidas a extracdo de RNA utilizando
RNeasy® Plus Mini Kit (Qiagen, Alemanha), conforme instrucdes do fabricante.

O RNA extraido foi armazenado a -20°C.

4.7.2 Sintese de DNA complementar (DNAc)

A qualidade e concentracdo de RNA total extraido foi determinada
por Nanodrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific, EUA). Anteriormente
a reacao de transcriptase reversa, a concentracao de RNA foi padronizada com
agua RNase free para a mesma concentracao por amostra. A sintese de DNAc
foi feita utilizando o High Capacity DNAc Reverse Transcription kit (Applied
Biosystems) conforme instru¢des do fabricante. As reacdes foram realizadas
em termociclador Mastercycler gradiente (Eppendorf, Germany). Os microtubos

contendo DNAc foram armazenados a -20°C.
4.7.3 PCR quantitativo
ApoOs a sintese de DNACc, a reacdo de PCR em tempo real ou PCR

guantitativo (QPCR) para a analise da expressdo do gene HOXB?7 foi realizada
em equipamento StepOnePlus Real-Time (Applied Biosystems, USA) utilizando
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gPCR-SYBR-Green mix (Ludwig Biotecnologia Ltda, Brasil) de acordo com as

instrugdes do fabricante nas condigdes conforme Tabela 1.

Tabela 1. Condi¢des da reacéo de gPCR para o gene HOXB7

Holding 50 ciclos Curva de dissociagéo
Tempo 5 min 10s 10s 30s 15s 1 min 15s
T (°C) 94 94 60 72 95 60 95

Para a normalizacdo da expressao génica foi utilizada a B-actina
humana como gene house-keeper e a expressdo génica foi quantificada
através de curva padrao, normalizada pela expressdo de B-actina e relativizada

como porcentagem da expressao normalizada do controle n&o tratado.

4.8 INTERNALIZACAO DAS NANOPARTICULAS HIBRIDAS

Células MCF7 foram cultivadas em placas 35 x 10mm com
laminula 22x22mm aderida ao fundo (SPL, Brasil) a uma densidade de 8 x 10*
células/poco em 2mL de meio RPMI contendo 20% de SFB. Apds 24h, o meio
foi removido e as células foram tratadas com suspensédo de NP encapsulando
siRNA marcado com cianina 5 (SIRNA-Cy5) e siRNA-Cy5 ndo encapsulado nas
concentracbes de 150nM de siRNA. Apés os tempos de 4h e 24h, os meios
foram removidos e deu-se inicio a marcacdo do endossomo/lisossomo com o
corante LysoTracker Green na concentracdo de 50nM com incubacédo de 120
minutos. Em seguida, as células foram fixadas em paraformaldeido 4% por 15
minutos e adicionou-se DAPI na concentracéo de 1ug/mL por 10 minutos. Todo
0 experimento foi realizado ao abrigo da luz e entre os tratamentos com
respectivos corantes, as células foram lavadas com PBS 1x. As imagens de
microscopia confocal foram obtidas utilizando o microscépio confocal Leica

TCS SP5 Il (Leica Mucrosystems ®) com 0Oleo de imerséo e objetiva de 63x.

4.9 ANALISE ESTATISTICA
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A analise de variancia (ANOVA) foi realizada para testar os efeitos
dos tratamentos e o teste de Bonferroni fol usado para comparagdes entre 0s
grupos de tratamentos individuais, utilizando o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, Inc). Valores de p menores que 0,05 (p<0,05) foram
considerados estatisticamente significativos. A colocalizacdo foi comparada a
partir de coeficiente de Pearson. Todos os experimentos foram realizados em
triplicatas e os resultados apresentados foram expressos em valores médios +

erro padrdo da média, exceto quando devidamente identificado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SEQUENCIAS DE siRNAs

O design racional de sequéncias de SiRNA melhora
significativamente a selecdo de moléculas eficazes aprimorando a eficiéncia de
silenciamento do gene. Apés analise de 180 siRNAs, Reynolds e colaboradores
(2004) concluiram que a fita senso dessas moléculas deveriam seguir oito
critérios que contribuem para a eficiéncia do efeito, sendo elas: i) porcentagem
de GC entre 30% e 52%; ii) baixa estabilidade na fita senso na extremidade 3’
(de trés a cinto pares de AU); iii) auséncia de repeticbes invertidas; iv)
preferéncia de A na posicdo 19; v) preferéncia de A na posicdo 3; vi)
preferéncia de U na posicdo 10; vii) auséncia de G na posicao 13; viii) e
auséncia de G ou C na posigéo 19.

A sequéncia de siHOXB7 desenhada esta de acordo com quatro dos
oito critérios propostos por Reynolds e colaboradores (2004). Ainda, tamanhos
de 21 e 22 pb e overhangs na extremidade 3’ da fita antisense sdo importantes
para degradacéo especifica do RNA mensageiro (ELBASHIR et al., 2001b). As
sequéncias de siRNA do HOXB7 e siRNA scramble estdo apresentadas na
Tabela 2.

Tabela 2. Sequéncias de siRNAs utilizadas

Gene Sequéncia senso (5’-3’) Espécie Referéncia

Sequéncia antisenso (5’-3’)

HOXB7 ACCUACCACUCGCGUGUUCIdT][dT] H. sapiens Autora
GAACACGCGAGUGGUAGGUI[AT][AT]
Scramble GGAGUCGACGAGCAUAGGU H. sapiens Autora
ACCUAUGCUCGUCGAcCUCC

A Figura 9 mostra a sequéncia de 1377 pb do RNAmM do gene
HOXB7 permitindo uma ampla visualizacdo do local exato em que o SiRNA
desenhado pareia com 0 RNAm desse gene. O siRNA de 21 pb emparelha nos

nucleotideos 1240-1261 que fazem parte do éxon 2 do RNAm.
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A ferramenta de pesquisa de alinhamento mostra se a sequéncia
desenhada possui homologia a outros genes. A sequéncia de sSiHOXB7
definida neste trabalho se mostrou especifica ao gene com valores que
contemplam os critérios exigidos. A sequéncia de siRNA HOXB?7 utilizada foi a
anica com 100% de homologia ao seu RNAmM, e que possuiu menos de 70% de

homologia com outros genes.

GGTCCTTTTTGGTGTAAATCTGGACTCTAATTCTGTAATATATCAAGGAATC TCGTAAAACCGACACTAA
AACGTCCCTGCCTACAAATCATCCGGCCAAATTATGAGTTCATTGTATTATGCGAATACTTTATTTTCTA
AATATCCAGCCTCAAGTTCGGTTTTCGCTACCGGAGCCTTCCCAGAACAAACTTCTTGTGCGTTTGCTTC
CAACCCCCAGCGCCCGGGCTATGGAGCGGGTTCGGGCGCTTCCTTCGCCGCCTCGATGCAGGGCTTGTAC
CCCGGCGEGEGEEGCATGGCGEGCCAGAGCGCGECCGGCGTCTACGCGGCCGGCTATGGGCTCGAGCCGA
GTTCCTTCAACATGCACTGCGCGCCCTTTGAGCAGAACCTCTCCGGGGTGTGTCCCGGCGACTCCGCCAA
6GCGGCGEGCGCCAAGGAGCAGAGGGACTCGGACT TGGCGGCCGAGAGT AACTTCCGGATCTACCCCTGG
ATGCGAAGCTCAGGAACTGACCGCAAACGAGGCCGCCAGACCTACACCCGCTACCAGACCCTGGAGCTGG
AGAAAGAATTTCACTACAATCGCTACCTGACGCGGCGGCGGCGCATCGAGATCGCGCACACGCTCTGCCT
CACGGAAAGACAGATCAAGATTTGGTT TCAGAACCGGCGCATGAAGTGGAAAAAGGAGAACAAGACCGLG
GGCCCGGEGACCACCGGCCAAGACAGGGCTGAAGCAGAGGAGGAAGAGGAAGAGTGAGGGAT GGAGAAAG
GGCAGAGGAAGAGACATGAGAAAGGGAGAGGAAGAGAAGCCCAGC TCTGGGAACTGAAT CAGGAAACTCA
AATCGAATAGGGAAGTAAAAAAACAAAACAAAAAACAAAAAAAACAAAAAAAAAACCCTATTTAAATGAA
AGGAGTTTAAAAACATTTTTTAAGGAGGGAGAAAGGAGAAATTTTGGTTTTTCAACACTGAAAAAATACT
ACCTATAGGAAAGTCTGTCAGGTTTGGTTTTTTTGTACAATATGAAAAGGATATTATCTACCTGTTCTGT
AGCTTTCTGGAATTTACCTCCCCTTTTCTATGTTGCTATTGTAAGGTCTTTGTAAAATCTTGCAGTTTTG
TAAGCCCTCTTTAATGCTGTCTTTGTGGACTGTGGGTCTGGACTAACCCTGTGGTTGCCTGCCCTCCTGA
GCCTCCGCCTTCCCAGCAGCGGCACCAAGGGGCCT TAGGGAGCCCCAAABEETACCACTEGCGTGTTCCC
CAAGCGCCTGGCTGCTGCTTCTTGCTTCCCGTCCCCCAGCCCCATGCTCCCTTTTACATTCTGTGTGTAT
CTAAAGGATGGAAAAATAAAACGCAAT TAAAAATAAAAAAAAAAAAA

Figura 9. Indicacdo do sitio de ligacdo do siRNA ao éxon 2 do RNA mensageiro do gene
HOXB7 (Fonte: NCBI)

5.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS HIBRIDAS

Apdés a preparacdo das nanoparticulas hibridas através da
precipitacdo de mistura simples e estequiométrica de solu¢cdes aquosas de
CaCl, em tampéo TRIS pH 10 e HEPES-fosfato pH 7,4 com PEG-PGIlu e
SiRNA, as mesmas foram caracterizadas.

Primeiramente foi realizado um estudo com nanoparticulas com
diferentes concentracbes de PEG-PGIlu para identificacdo da melhor

formulacdo, conforme mostra a Tabela 3.
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Tabela 3. Estudo de formulagdo de nanoparticulas carreando siRNA com diferentes

concentracdes de PEG-PGlu

Concentracédo de Diédmetro Hidrodindmico Pdl Eficiéncia de
polimero PEG-PGIlu Médio (nm) Encapsulacéo (%)
300 pg/mL 130,1 0,3 113,88
400 pg/mL 122,7 0,2 81,92
500 pg/mL 83,41 0,07 65,58
700 pg/mL 72,84 0,199 53,51
1000 pg/mL 62,58 0,153 21,9

Como pode ser observado na Tabela 3, o diametro e eficiéncia de
encapsulacdo da nanoparticula é dependente da concentracdo de polimero
utilizada. Quanto maior esta concentracdo, menor € o diametro da
nanoparticula, no entanto, também €& menor a taxa de encapsulacédo de siRNA
na mesma.

Estes resultados sdo derivados de dados brutos, sem estatistica, e
por isso estdo sendo revelados apenas para a exposicdo da relacdo entre a
concentracdo de polimero e o tamanho e taxa de incorporacdo das
nanoparticulas. Além do mais, a partir de observacdes posteriores, pudemos
concluir que mesmo NPs-mock (sem siRNA) absorviam no mesmo
comprimento de onda, sugerindo que a leitura no comprimento de 260nm
detecta ndo s6 o siRNA, mas também o polimero. Assim, para superar essa
limitacdo, NPs-mock foram avaliadas e a sua absorbancia foi subtraida daquela
obtida pelas NPs-siHOXB7 no tépico 5.3, sendo aquele resultado, o valor real
de siRNA encapsulado.

Tamanhos distintos podem ser resultantes de individualidades do
processo, como técnica para pipetar, tempo de homogeneizacdo e
principalmente, a caracteristica e concentracdo do polimero utilizado para a
estabilizacdo da nanoparticula. Kakizawa e colaboradores (2004a; 2004b)
observaram que agregacdes secundarias e o didmetro da nanoparticula eram
inversamente correlacionados com a concentracdo de polimero, fato também
observado neste trabalho. Além disso, a obtencéo e o controle do tamanho de
particulas na escala nanométrica através da auto-associacéo indica a robustez

e reprodutibilidade do processo.
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Diante desses resultados, a concentracao de 500ug/mL foi escolhida
para prosseguir com 0s ensaios de caracterizagdo da nanoparticula, ja que a
mesma mostrou tamanho e eficiéncia de encapsulacdo satisfatorios para os
objetivos atuais.

Os resultados obtidos pela técnica de DLS revelaram diametro
hidrodindmico médio de 87,9nm = 0,9 e 104,9nm + 0,4 para NP-siHOXB7 e
NP-mock, respectivamente (Figura 10). A NP-mock apresentou diametro
ligeiramente superior em relacdo a NP-siHOXB7. Este fato se deve a auto-
associacdo de ions catidnicos as moléculas anibnicas, o que determina a
formacdo das nanoparticulas. Para a preparacdo de NP-mock (sem siRNA),
ndo ha a associagdo dos ions céalcio ao siRNA; portanto o excesso de calcio
consome maior quantidade de fosfato, fazendo com que o fosfato de calcio
amorfo formado tenha tamanho ligeiramente superior até a estabilizacdo com o

polimero.

Intensity (Percent) -]
= n N

3]

100 1000
Size (d.nm} Size (d.nm)

Figura 10. Histograma de distribuicdo de didmetro hidrodindmico das nanoparticulas hibridas
ponderados por intensidade (%), para (A) NP-siHOXB7 e (B) NP-mock.

Esses resultados corroboram com aqueles achados por Mello Jr. e
colaboradores (2017) que utilizaram nanoparticulas hibridas semelhantes para
carrear SIRNA em células de cancer de mama com diametro hidrodinamico por
volta de 70 nm. Ja Pittella e colaboradores (2011) e Souza (2016) obtiveram
tamanhos entre 30-70 nm com protocolos de preparacado de particula de fosfato
de célcio baseado em auto-associacgéao.

O tamanho da nanoparticula € importante na estratégia de acdo para
a entrega das mesmas in vivo. A neoangiogénese desorganizada que ocorre

no tumor resulta em endotélio hiperpermeavel, através do qual particulas em
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tamanho nanométrico, como as nanoparticulas hibridas de fosfato de célcio,
adentram o tecido cancerigeno a partir do efeito de permeabilidade e retengéo
aumentada (efeito EPR). Assim, nanoparticulas menores que 100nm sao
recomendadas (MATSUMURA e MAEDA, 1986; PERRAULT et al., 2009) para
a entrega de farmacos e genes no cancer. Diante disso, os valores
encontrados neste estudo se mostram ideais para o objetivo do trabalho.

O tamanho também interfere no tempo de translocagdo destas
nanoparticulas pela membrana celular. Quanto menor o tamanho da
nanoparticula, menor o tempo de difusdo na bicamada lipidica e maior nimero
de nanoparticulas englobadas pelo mesmo endossomo. De acordo com
Chithrani e colaboradores (2006) nanoparticulas de caracteristicas fisicas
especificas e com tamanho médio de 50nm sao englobadas em maior nimero
por endossomo, enquanto que metade € englobada quando se trata de
particulas com tamanho médio de 74nm.

O PdI € uma razédo que informa a homogeneidade da distribuicdo de
tamanho em um determinado sistema (PATHAK; NAGARSENKER, 2009). Os
valores obtidos de Pdl para as NP-siHOXB7 e NP-mock foram de 0,100+0,009
e 0,123+0,008, respectivamente. Pdls menores que 0,5 jA podem indicar uma
suspensao monodispersa, no entanto, indices menores que 0,3 sao
tipicamente referenciadas como monodispersas (MULLER; HENEMANN, 1992)
e ideais para suspensfes de nanoparticulas cuja aplicacdo seja biomédica
(STATEFELD; MCKENNA; PATEL, 2016). Em concordancia com os valores
encontrados, os graficos de distribuicdo de tamanho do presente estudo
revelam uma distribuicdo Unica, estreita e com alta intensidade, implicando em
uma suspensdo monodispersa (KAKIZAWA; KATAOKA, 2002). indices
proximos a 0,1 também foram observados por Kakizawa e Kataoka (2002),
Kakizawa e colaboradores (2004a), Souza (2016) e Mello Jr e colaboradores
(2017) ao produzirem nanoparticulas hibridas semelhantes a deste estudo.

As imagens obtidas por MET mostraram morfologia arredondada e
homogénea (Figura 11). A morfologia da nanoparticula implica diretamente na

translocacdo e adesdo da mesma na membrana celular.
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Figura 11. Imagem da morfologia de nanoparticulas de fosfato de calcio/PEG-PGIlu obtidas
com MET. (A) e (B) Escala 200 nm, (C) e (E) Escala 100 nm e (D) e (F) Escala 50 nm.




56

Ao contrario de outras formas, a forma arredondada n&o possui
dependéncia orientacional, facilitando o seu englobamento pela célula
(NANGIA; SURESHKUMAR, 2012). Muitos estudos compararam a
internalizacdo de particulas com morfologia esférica e alongada. Particulas
esféricas possuiram translocacdo mais veloz e maior taxa de internalizacao
gue aquelas alongadas (CHITHRANI et al., 2006; CHITHRANI; CHAN, 2007;
CHAMPION et al., 2009; LU et al., 2010). Uma explicacdo para isso pode ser a
reducdo do numero de receptores disponiveis devido a maior area de contato
de nanoparticulas alongadas na superficie celular (CHITHRANI et al., 2006)

O potencial Zeta das formulacdes de NP-siHOXB7 e NP-mock foi de
0,015+0,069 e -1,28+0,183 mV (Tabela 4). Tais valores indicam a presenca do
copolimero PEG-PGIlu na superficie da nanoparticula, uma vez que o bloco
PEG possui carater nao-ionico, o que define valor de superficie proximos a
zero mV e promove a estabilidade através do mecanismo estérico. Estudos
anteriores encontraram resultados semelhantes de potencial Zeta préximo ao
neutro quando utilizaram o PEG como bloco mais externo (KIM et al., 2011;
PITTELLA et al., 2014; SOUZA, 2016; MELLO JR. et al., 2017).

Tabela 4. Resumo da caracterizacdo das nanoparticulas hibridas a partir das técnicas de

Espalhamento Dindmico de Luz e Mobilidade Eletroforética.

Nanoparticula  Diametro Hidrodinamico Médio Pdl Potencial Zeta
Hibrida (nm) (mV)
NP-siHOXB7 87,93 £ 0,950 0,100 = 0,009 0,015 + 0,069
NP-mock 104,96 + 0,404 0,123 + 0,008 -1,28 + 0,183

Ao lado do tamanho e forma das nanoparticulas, o potencial Zeta
também interfere na translocacdo e adesao da nanoparticula pela membrana
plasmatica. De acordo com Nangia e Sureshkumar (2012), nanoparticulas
negativamente carregadas necessitam de maior energia para que sejam
englobadas pela célula, ja que a carga negativa da membrana plasmatica as
repele. O oposto acontece com nanoparticulas neutras ou positivamente
carregadas.

No entanto, aquelas nanoparticulas com potencial Zeta positivo

podem se acumular mais facilmente em outros tipos celulares, promovendo
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efeitos ndo especificos (HONARY; ZAHIR, 2013). Ainda, estudos ja apontaram
que a utilizagdo de nanocarreadores positivamente carregados podem
promover efeitos citotoxicos para as células (TATUR et al., 2013).

A nanoparticula de fosfato de calcio revestida por PEG-polianion
objetivando o controle do tamanho dos cristais de fosfato de calcio foi
produzida pela primeira vez por Kakizawa e Kataoka (2002), e desde entédo
particulas semelhantes tém sido material para diversos trabalhos (KAKIZAWA
et al., 2004a; KAKIZAWA et al., 2004b; PITTELLA et al., 2011; MAEDA et al.,
2014; SOUZA, 2016; MELLO JR et al., 2017).

A utilizagdo do polimero promove maior estabilidade coloidal,
evitando maiores agregados, menor interagdo com biomacromoléculas e
reconhecimento pelo sistema imune, promovendo maior biodisponibilidade da
nanoparticula no sangue. Consequentemente permite maiores oportunidades
de acumulacdo das nanoparticulas no tumor em experimentos in vivo através
do efeito EPR (NAM et al., 2013).

Diante do exposto, o design adequado de nanoparticulas é de
grande importancia no que se refere ao tamanho, forma e potencial Zeta

apropriado para cada aplicacdo (CHITHRANI et al., 2006).

5.3 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO DE siRNA

A eficiéncia de encapsulacdo foi analisada através de
espectrofotometria conforme descrito em Pittella e colaboradores (2011) com
modificacdes. A porcentagem de siRNA encapsulado nas nanoparticulas
hibridas com concentracdo de PEG a 500ug/mL foi de aproximadamente 64,75
+4,49%.

Ao utilizar concentracdo de 1.000ug/mL do mesmo copolimero deste
trabalho, Souza (2016) encontrou eficiéncia de encapsulacdo proxima a 45%.
Essa concentracdo permite maior estabilidade coloidal, menor diametro
hidrodindmico e maior tempo de circulagdo em experimentos in vivo. No
entanto, a porcentagem de encapsulacdo de siRNA destas nanoparticulas é
inferior quando comparado a nanoparticulas com concentracdo de polimero

menor, como a do presente estudo.
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Essa relacdo se deve a competicdo entre o bloco polianiénico e
siRNA, ambos negativamente carregados, pelos fons de Ca®" (KAKIZAWA;
KATAOKA, 2002; KAKIZAWA et al., 2004a). Assim, no presente estudo, a
concentracdo de 500 pg/mL utilizada permitiu maior eficiéncia de encapsulacéo

do material genético como pode ser observado.

5.4 ESTABILIDADE COLOIDAL DAS NANOPARTICULAS

A estabilidade de NPs pode ser obtida através da repulsao
eletrostatica ou através da utilizagdo de moléculas ndo ibnicas que irdo
promover um efeito estérico. No primeiro caso, quanto maior a carga de
repulsdo seja ela positiva ou negativa, maior a estabilidade do sistema. Ja no
segundo caso, quanto maior a concentracdo de tais moléculas nao ibnicas,
maior a camada hidrofilica entre as particulas e maior a estabilidade
(LOURENCO, 1996; KAKIZAWA et al., 2004a).

Assim, nesse estudo, a estabilidade das NPs foi testada a partir de
aliqguotas estocadas a 4°C e temperatura ambiente (T.A.). Essas solucfes
foram avaliadas quanto ao diametro hidrodinamico médio, Pdl e potencial Zeta
por 21 dias (Figura 12).

As nanoparticulas NP-siHOXB7 em temperatura ambiente
possuiram baixa estabilidade coloidal, comecando a agregar logo na primeira
semana. Ja as NP-siHOXB7 estocadas a 4°C permaneceram estaveis por sete
dias, comecando a se desorganizar na segunda semana (Figura 12A). Ao final
do experimento, as nanoparticulas NP-siHOXB7 armazenadas a 4°C
possuiram tamanho de aproximadamente 270nm e aquelas que permaneceram
em temperatura ambiente ja se encontravam em escala micrométrica (Figura
12C). O potencial Zeta permaneceu estavel e préximo a OmV (Figura 12B e
12D). Esses resultados indicam que as nanoparticulas hibridas preparadas
com 500ug/mL de polimero mantém seu tamanho e podem ser utilizadas

guando armazenadas em temperatura de 4°C.
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Figura 12. Estabilidade coloidal de NP-siHOXB7 estocadas em 4°C e a temperatura ambiente
(T.A.). (A) Diametro e (B) Potencial Zeta de NP-siHOXB7 estocada a 4°C e (C) Diametro e (D)
Potencial Zeta de NP-siHOXB7 estocada a T.A.

A NP-mock armazenada em 4°C seguiu padrdao semelhante ao da
NP armazenada a T.A. (Figura 13) e ja se encontrava desestabilizada a partir
da terceira semana de experimento.

A estabilidade de nanoparticulas hibridas de fosfato de calcio e
polimero € dependente da concentracdo de PEG em sua superficie. Para o
presente trabalho, a concentracdo de 500 pg/mL de PEG-polianion foi definida
uma vez que em tal concentracdo ha maior encapsulacdo de SiRNA, em
detrimento a reducédo da estabilidade.

Ao utilizar uma maior concentragdo de polimero (1.000 pg/mL),
Souza (2016) observou estabilidade de pelo menos 28 dias quando as NPs
foram estocadas a 4°C. Conforme discutido, com a redugdo de 50% na
concentracdo de polimero, houve diminuicdo da estabilidade da nanoparticula
naquelas condi¢cdes (PITTELLA et al., 2011; SOUZA, 2016). Desta forma,
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acredita-se que para o presente trabalho, a concentracdo de 500 pg/mL de

copolimero em bloco contendo PEG seja ideal para 0s ensaios propostos.
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Figura 13. Estabilidade coloidal de NP-mock estocadas em 4°C em relacdo ao (A) diametro e

ao (B) potencial Zeta

Apesar de que tais nanoparticulas podem ser preparadas
rapidamente por mistura direta dos reagentes, outros estudos relacionados a
estabilidade devem ser realizados, para que seja possivel chegar a uma
formulacdo que contemple um tamanho adequado com taxa de encapsulacéo
maior que 50%, mas que também possua maior estabilidade do que a

observada no presente estudo.

5.5 VIABILIDADE CELULAR

A técnica de redugdo de MTT foi utilizada para avaliar o efeito
citotoéxico das nanoparticulas hibridas sobre a linhagem tumoral MCF7. Esse
método colorimétrico consiste na reducdo do sal MTT sollvel em agua em seu
derivado formazan de cor roxa, insolivel em meio aquoso. Essa reducéo se da
pelo metabolismo mitocondrial através da atividade das desidrogenanses
mitocondriais que clivam o anel de tetrazélio (MOSMANN, 1983). Dessa forma,
células com metabolismo mitocondrial ativo, irdo metabolizar o MTT em
formazan, indicando viabilidade celular.

Como mostrado na Figura 14, a reducdo da viabilidade celular

ocorreu de forma dependente de concentracéo e tempo de incubacédo. Em 20h
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nao foi observada reducéo na viabilidade de nenhum tratamento. J& em 48h
houve reducéo significativa de 31% na viabilidade das células tratadas com
NP-siHOXB7 na concentragéo final de 150nM e de 38% e 25% em 72h nas

concentracfes de 150nM e 100nM, respectivamente.
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Figura 14. Viabilidade celular pelo ensaio de MTT em células de cancer de mama MCF7 apés
incubacdo com NP-siHOXB7 em diferentes concentracdes por (A) 20h, (B) 48h e (C) 72h.
***n<(0.0001 (ANOVA seguido de Bonferroni).

O gene HOXB7 codifica proteina que age em diversas vias, como
proliferacdo, apoptose e sobrevivéncia celular. Portanto € possivel que o
silenciamento do mesmo reduza a viabilidade celular; conforme observado a
partir de 48 horas de tratamento.

Para a escolha do tempo de verificacdo do silenciamento, é

necessario que ndo haja reducdo de viabilidade, garantindo assim que a



62

quantificacdo dos genes especificos sejam fruto do mecanismo de RNAIi ao
invés da reducédo devido a morte celular. Por isso, o tempo de 20h foi escolhido
para prosseguir com o experimento de PCR em tempo real, ja que a reducéo
da viabilidade celular nesse tempo foi minima, ao contrario do que ocorreu a
partir de 48h. Assim, no tempo de 20h, um possivel silenciamento génico sera
inteiramente devido ao efeito de RNAI, e ndo a reducdo de todos os genes
devido & morte celular como no caso de 48h de tratamento.

E importante notar que durante o experimento ndo houve diferencas
estatisticas na viabilidade das células tratadas com os controles NP-siScramble
e NP-mock quando comparados ao meio, indicando que o0 sistema
nanoestruturado ndo apresenta niveis de toxicidade expressivos, como
também foi observado por Kakizawa e Kataoka (2002), Souza (2016) e Mello Jr
e colaboradores (2017).

A citotoxicidade do tratamento conjunto com NP-siHOXB7 (100nM) e
tamoxifeno (TAM) também foi avaliada por MTT nos tempos de 15h, 24h e 48h
(Figura 15). A linhagem celular MCF7 € estrégeno dependente e suscetivel a
efeitos citotoxicos do TAM (JIN et al., 2012).

E evidente que a maior concentracio de TAM (30uM) foi
responsavel pela morte de quase 100% das células, independente do co-
tratamento com NP-siHOXB7 nos trés tempos de tratamento.

No entanto, em 15h observou-se uma diferenca significativa entre o
co-tratamento e o tratamento com TAM puro na concentracdo de 3uM. Esse
resultado mostra uma diferenca de reducao da viabilidade de aproximadamente
41,67% entre TAM puro e o co-tratamento. Tal resultado sugere efeito bioldgico
do tratamento com as NPs-siRNA, possivelmente relacionado ao efeito de
RNAI, ja em 15h. Sendo correta essa hipétese, o silenciamento pelo siRNA
estaria promovendo sensibilizacdo das células ao tamoxifeno (citotoxico), mas
sem reduzir a viabilidade celular, como corroborado pelos resultados de 20h
(Figura 14A).

Em 24h, além do co-tratamento com 3uM, também observou-se
diferenca na concentracdo de 1uM, resultando em uma reducédo da viabilidade
em 38,35% e 20,06%, respectivamente, quando comparados aos respectivos
tratamentos com TAM puro (Figura 15B). Por fim, em 48h o co-tratamento na
concentracdo de 0,3uM apresentou diferenca estatistica em relagdo ao TAM
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puro e resultou numa reducdo da viabilidade celular de 20,89% (Figura 15C).
Dessa forma, foi possivel observar que o tratamento com NP-siHOXB7
potencializa o efeito do tamoxifeno através da sensibilizacdo das células
cancerigenas. Ainda, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos com

TAM puro e o controle ndo-tratado (meio) até 24h.
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Figura 15. Viabilidade celular pelo ensaio de MTT em células de cancer de mama MCF7 apés
incubacdo com NP-siHOXB7 (100nM) e tratamento conjunto com tamoxifeno por (A) 15h, (B)
24h e (C) 48h. **p<0.001; ***p<0.0001 (ANOVA seguido de Bonferroni).

A concentracéo inibitéria de 50% (IC50) do TAM puro para MCF7 foi
calculado em 15,81uM (24h). Notavelmente, apdés o co-tratamento, o IC50 foi
reduzido para 11,81pM. Esse resultado revela uma diminuicdo de 25% da

concentracdo necessaria para inibir 50% das células de cancer e mama.
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Importante destacar que o controle DMSO, apesar de reduzir a
viabilidade das células em 48h, se refere a maior concentragdo de DMSO
utilizada no experimento, ou seja, aquela utilizada na concentracéo de 30 uM.

Du e colaboradores (2014) mostraram que o silenciamento do gene
COX-2, relacionado a tumorogénese na mama, em combinacdo com
tamoxifeno, reduziu significativamente a proliferacdo celular e o carater
invasivo em células MCF7 e aumentou a taxa de apoptose. De modo
semelhante, o silenciamento do gene da survivina, proteina inibidora de
apoptose, em conjunto com paclitaxel ou epirubicina também teve efeito
aumentado na apoptose celular, ao sensibilizar as células MCF7 aos
quimioterapicos (DONG et al., 2015). Assim, como 0s ja citados, outros estudos
como o de Raha e colaboradores (2015), Esmaelli e colaboradores (2016) e
Chen e colaboradores (2017), Gong e colaboradores (2017) e Mello Jr e
colaboradores (2017) mostram o potencial desse co-tratamento com
silenciamento génico e drogas quimio ou hormonioterapicas.

A combinacéo do tamoxifeno com o silenciamento do gene HOXB7
aumentou significativamente a sensibilidade em células de MCF7, quando
comparado ao composto sozinho. Neste caso, o0 silenciamento génico do
HOXB7 pode ter provocado acdo negativa em diversas vias de sinalizacao,
aumentando a sensibilidade das células a esse farmaco.

Uma observacao importante é que as concentracdes de tamoxifeno
testadas neste ensaio (30uM) sdo muito inferiores a normalmente utilizada na
hormonioterapia, 35,5mM (CITRATO DE TAMOXIFENO, bula de remédio).
Dessa forma, a terapia por RNAiI combinada a nanotecnologia se mostra como
uma op¢ao nao toxica que permite sensibilizacdo aos tratamentos enddcrinos
em cancer de mama dos tipos Luminal. Aléem disso, reduz a incidéncia de
resisténcia as drogas utilizadas na hormonioterapia ja que as mesmas podem
ser administradas em concentragbes subtoxicas para células néo
cancerigenas, diminuindo a ocorréncia de efeitos colaterais.

Os resultados da viabilidade com NP-siHOXB7 (Figura 14) indicam
gue o sistema nanoestruturado néo foi citotéxico para as células nas condi¢des
avaliadas. Ainda, a reducao na viabilidade celular em ambos os tratamentos
(Figuras 14 e 15) sugerem que o sistema nanoparticulado é eficiente na
entrega das moléculas de siRNA ao citoplasma celular.
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5.6 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA

A técnica de PCR em tempo real (qPCR) foi utilizada para quantificar
os niveis de RNA mensageiro em células de cancer de mama MCF7 no intuito
de avaliar se o efeito bioldgico observado nos ensaios anteriores foram devido
ao silenciamento génico a partir do efeito de interferéncia por RNA (RNAI).

Apos 20h do tratamento com NP-siHOXB7 na concentragéo final de
siRNA de 150nM, o RNAm total das células cancerigenas MCF7 foi extraido e
logo em seguida o DNAc correspondente foi obtido para prosseguir com o
gPCR.

A Figura 16 mostra que o tratamento das células de cancer de
mama com as NP-siHOXB7 em 150nM resultou na expressao apenas 35% do
gene HOXB7. A reducdo de 65% na expressdo do gene HOXB7 quando
comparado ao controle nao-tratado mostra que as sequéncias de SiRNA

desenhadas foram eficientes em gerar o silenciamento génico.
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Figura 16. Expressdo do gene HOXB7 em células de cancer de mama MCF7 apds tratamento
com NP-siHOXB7. Resultados expressos como média + erro padrdo da média; *p<0.05
(ANOVA seguido de Tukey).

E importante ressaltar que em condi¢cbes normais o efeito de RNAI
vai comecar quando o siRNA ¢é liberado no citoplasma, e que tal liberacéo
depende do agente de transfeccdo utilizado. O sistema nanoestruturado foi

eficaz na transfecgéo de células de cancer de mama MCF7, como ja tinha sido
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observado por Mello Jr e colaboradores (2017), assim como em promover o
escape endossomal in vitro e liberar o siRNA no citosol, onde ira agir no
silenciamento génico a partir da degradacgéo do respectivo RNAm.

E importante destacar que a expressdo do gene da B-actina
permaneceu constante (dado ndo mostrado), independente do tratamento
aplicado. Assim, pode-se confirmar que o sistema nanoestruturado ou SiRNA
naked ndo promovem danos citotoxicos as células tratadas.

A taxa de silenciamento expressiva esta relacionada a producao
eficiente do sistema nanoestruturado, assim como sua alta taxa de
encapsulacdo observada, devido a baixa concentracdo de polimero utilizada.
Ainda, sugere que as NPs séo eficientes em adentrar nas células e escapar
dos endossomos antes que 0os mesmos as degradem. Esses resultados estdo
de acordo com aqueles observados pelo MTT com o co-tratamento (Figura
15A), ja que foi observado diferenga estatistica entre o co-tratamento e o
tratamento com TAM puro jA em 15h, o que sugeria silenciamento génico e que
foi confirmado pelo gPCR em 20h.

O silenciamento génico de HOXB7 também foi observado in vitro por
Wu e colaboradores que utilizaram a Lipofectamina como agente de
transfeccdo (WU et al., 2006). Entende-se que tal agente de transfeccédo seja
toxico para as células, uma vez que o tratamento ndo é continuo e demanda
mudanca de meio. Além disso, muitos trabalhos utilizam plasmideos para o
silenciamento génico, o que constitui via intracelular distinta para a entrega e
para eficiéncia, ja que o mesmo deve ser entregue ao nucleo para ser transcrito
e, posteriormente, traduzido (HYMAN et al., 2002; MECCIA et al., 2003; LIU et
al., 2015).

A amplificacdo e superexpressdo de HOXB7 em cancer de mama
estd associado a pobre prognéstico (HYMAN et al., 2002). Isso € devido ao
fato do gene HOXB7 estar relacionado a diversas vias metabdlicas do cancer,
e por isso, o seu silenciamento € relevante em vista de uma nova opcao de
tratamento por RNAI (JIN et al., 2012).

Ainda, o subtipo Luminal de cancer de mama é receptor de hormonio
positivo, e por isso, a hormonioterapia € o tratamento mais indicado para esse
tipo de cancer, em conjunto ou ndo com a quimioterapia (EROLES et al., 2012;

SIERRA et al.,, 2014). No entanto, a administracdo em altas doses de
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tamoxifeno, principal droga utilizada na terapia hormonal, promove a
resisténcia a esta droga em alguns casos. Assim, o silenciamento do gene
HOXB7 permite a sensibilizacdo das células e a utilizagdo de doses sub-toxicas
do farmaco, reduzindo as chances de resisténcia ao tamoxifeno nesse subtipo

de tumor.

5.7 INTERNALIZACAO DAS NANOPARTICULAS HIBRIDAS

Sabe-se que a rota de internalizacao das NPs hibridas de fosfato de
calcio é através da endocitose, que levara a degradacdo do material, ao ser
entregue aos lisossomas. Por isso, 0 escape endossomal € um passo
importante para que o siRNA seja entregue de forma eficaz ao citosol, onde ir4
promover o silenciamento génico (KAKIZAWA et al., 2004b).

As células MCF7 tratadas com NPs encapsulando siRNA marcado
com cianina 5 (NP-siRNA-Cy5) e com siRNA marcado com cianina 5 (SiRNA-
Cy5) nao encapsulado na concentracdo de 150nM foram observadas por
microscopia  confocal (Figura 17). Os ndcleos, SIRNA-Cy5 e
endossomas/lisossomas sdo observados nas cores azul, vermelho e verde,
respectivamente. As imagens individuais foram obtidas e unidas, resultando em
uma figura com as trés fluorescéncias. Os pixels amarelos sdo resultantes da
fusdo de pixels vermelhos e verdes. Essa fusdo indica a colocalizacdo de
siRNA-Cy5 com endossomas/lisossomas.

Em quatro horas o tratamento com siRNA-Cy5 ndo encapsulado
mostrou diversos pontos amarelos, indicando que o siRNA foi englobado pelos
endossomas/lisossomas e ird ser posteriormente degradado, o que foi
confirmado pelas imagens de 24h de tratamento, ja que o coeficiente de
Pearson se manteve constante em aproximadamente 0,4 de correlagéo entre
os pixels verdes e vermelhos.

Ja o tratamento com NP-siRNA-Cy5 mostrou uma maior quantidade
de pixels vermelhos espalhados pelo citosol e menor quantidade de pixels
amarelos em 4h (r=0,18) e em 24h (r=0,22), quando comparado ao seu controle
(SiRNA-Cy5). Os pixels vermelhos indicam disponibilidade de siRNA-Cy5 no

citoplasma, assim o sistema nanoparticulado foi eficaz em promover o escape
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endossomal e liberar as moléculas de siRNA que poderdo agir no
silenciamento do gene, ao contrario do seu controle, onde pixels amarelos
foram superiores em ambos tempos. Resultados semelhantes foram

observados por Kakizawa e colaboradores (2004b) e Souza (2016).

Figura 17. Localizacado intracelular das nanoparticulas hibridas. (A) Naked 4h, (B) NP-siRNA-
Cy5 4h, (C) Naked 24h e (D) NP-siRNA-Cy5 24h. NP-siRNA-Cy5 (vermelho),

endossomos/lisossomos (verde), nucleos (azul).

O escape endossomal acontece provavelmente devido a alta
concentracdo de fons Ca®" das nanoparticulas, ocorrendo alto influxo de fons e

agua para dentro do endossomo, promovendo o rompimento da membrana do
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7

mesmo (KAKIZAWA et al., 2004b). Devido a isso, é provavel que a
disponibilidade de siRNA seja possivel apenas em condi¢des de pH acido.

Esses resultados corroboram tanto com os resultados de ambos
ensaios de MTT quanto da analise da expressdao do gene HOXB7, que
mostraram que o0 sistema nanoestruturado € eficaz em adentrar nas células,
promover o escape endossomal e liberar as moléculas de siRNA no citosol,
gerando o silenciamento génico do gene HOXB7
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Conforme os resultados obtidos, nanoparticulas de fosfato de calcio
revestidas por polimero PEG-PGIlu foram produzidas com éxito por auto
associacdo. A nanoparticula apresentou caracteristicas como tamanho,
potencial Zeta e eficiéncia de encapsulacdo desejaveis para a aplicacdo
terapéutica, assim como potencial para armazenamento. Além disso, o sistema
nanoestruturado per se nao apresentou indicios de citotoxicidade,
provavelmente devido a utilizacdo de materiais biocompativeis como o fosfato
de célcio. Ainda, a internalizacdo da nanoparticula assim como a eficiéncias
das sequéncias de siRNA promoveram o silenciamento do gene HOXBY.

Assim, o0 sistema nanoparticulado é capaz de carrear siRNA para o
interior da célula superando barreiras celulares in vitro, escapar de forma
eficiente do endossomo e se desorganizar, liberando o siRNA para o
citoplasma, aonde irdo agir e produzir o efeito de interferéncia por RNA. Por
isso, esse sistema demonstra ser adequado e eficiente na transfeccdo de
células de cancer de mama MCF?7 in vitro.

Dessa forma, as nanoparticulas hibridas revestidas por PEG-PGIu
carreando siRNA podem ser utilizadas como uma alternativa promissora de
agente transfectante para células MCF7. Em adicdo a isso, a utilizacdo do
efeito de RNAI para o silenciamento de genes que agem em diversas vias
metabdlicas, como o HOXB7, pode ser uma opcdo de tratamento para o
subtipo de tumor receptor de horménio positivo, ainda mais quando ligado a
utilizag&o conjunta com o tamoxifeno.

Ademais, outros testes farmacoldgicos e toxicol6gicos devem ser
realizados para garantir a eficacia e seguranca das nanoparticulas. Além disso,
futuros experimentos in vivo seréo realizados para avaliar o comportamento da

mesma em condigdes fisiologicas.
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