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Resumo

O cancer de mama, segundo tipo mais comum, e o cancer de ovario, o mais letal dentre
os tumores do aparelho reprodutor feminino, destacam-se pela alta incidéncia e letalidade. O
desenvolvimento de novas estratégias terap€uticas, com o auxilio da nanotecnologia, vem
ganhando destaque pela liberagdo controlada e direcionada de farmacos. Paralelamente, o papel
do sistema imunoldgico no tratamento do cancer tem promovido o desenvolvimento de
inumeras pesquisas na area das imunoterapias focando naquelas capazes de promover uma
resposta imune eficaz contra os tumores, como aquelas baseadas na ativagdo e maturagdo de
células dendriticas. Estudos prévios demonstram a eficacia, in vitro, do uso de nanoparticulas
de maghemita associadas ao azul de metileno (MAGCIT-AM) para o tratamento de cancer de
mama e de ovario. Assim, com base nesses achados, o presente trabalho incluiu a aplicacao do
MAGCIT-AM a fim de promover uma resposta imune antitumoral para o tratamento do cancer
de mama e de ovario in vitro. Foram utilizadas duas linhagens celulares de carcinoma de mama
humano (MDA-MB-231 e T-47D) e uma linhagem de cancer de ovario (A2780). MAGCIT-
AM apresentou diametro hidrodindmico de 60,93 nm com indice de polidispersdo de 0,199 e
potencial zeta de -20,9 mV. A endocitose das nanoparticulas foi observada apds 6 horas de
tratamento, com grande acumulo de nanoparticulas internalizadas em estruturas bem
delimitadas, semelhantes a lisossomos e/ou endossomos, conforme evidenciado por andlise de
microscopia eletronica de transmissdo (MET). A analise do mecanismo de morte e das vias
oxidativas demonstrou aumento nos niveis de estresse oxidativo e de lipideos peroxidados,
acompanhado do envolvimento de enzimas antioxidantes. Por fim, ensaios de citometria de
fluxo revelaram a modulag@o na biogénese de corpusculo lipidico em linhagens de cancer de
mama, a reducdo do potencial transmembranar mitocondrial, bem como a maturacao das células
dendriticas, evidenciada pelo aumento na expressdo de marcadores CD86, CD11c, CD25,
CD40 e HLA-DR, sugerindo que a morte celular induzida por MAGCIT-AM ¢ capaz de
promover a matura¢do de células dendriticas, reforcando o seu potencial como estratégia
terapéutica para cancer de mama e de ovério.

Palavras-chave: Cancer de Mama; Cancer de Ovario; Nanobiotecnologia, Células

Dendriticas ¢ EROs.



Abstract

Breast cancer, the second most common type, and ovarian cancer, the most lethal among
tumors of the female reproductive system, stand out due to their high incidence and mortality
rates. The development of new therapeutic strategies supported by nanotechnology has gained
prominence owing to the controlled and targeted drug delivery. In parallel, the role of the
immune system in cancer treatment has driven the advancement of numerous studies in the field
of immunotherapy, particularly those focused on eliciting an effective immune response against
tumors, such as approaches based on dendritic cell activation and maturation. Previous studies
have demonstrated the in vitro efficacy of maghemite nanoparticles associated with methylene
blue (MAGCIT-AM) for the treatment of breast and ovarian cancers. Based on these findings,
the present study investigated the application of MAGCIT-AM with the aim of promoting an
antitumor immune response in vitro for the treatment of breast and ovarian cancers. Two human
breast carcinoma cell lines (MDA-MB-231 and T-47D) and one ovarian cancer cell line
(A2780) were used. MAGCIT-AM exhibited a hydrodynamic diameter of 60.93 nm, a
polydispersity index of 0.199, and a zeta potential of -20.9 mV. Nanoparticle endocytosis was
observed after 6 hours of treatment, with a substantial accumulation of internalized
nanoparticles in well-defined structures resembling lysosomes and/or endosomes, as evidenced
by transmission electron microscopy (TEM) analysis. The wound healing assay showed
inhibition of tumor cell migration, including in MDA-MB-231 cells, which also exhibited a
significant reduction in cell viability. Analysis of oxidative pathways revealed elevated
oxidative stress levels, accompanied by the involvement of antioxidant enzymes. Finally, flow
cytometry assays revealed modulation of lipid droplet biogenesis, reduction in mitochondrial
membrane potential, and dendritic cell maturation, evidenced by increased expression of
specific markers, like CD11c, CD86, HLA-DR, CD25 and CD40, suggesting that cell death
induced by MAGCIT-AM is capable of promoting dendritic cell maturation, thereby
reinforcing its potential as a therapeutic strategy for breast and ovarian cancer.

Keywords: Breast Cancer; Ovarian Cancer; Nanotechnology, Dendritic Cells, ROS.
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1. Introducao

1.1  Cancer

O cancer, um conjunto heterogéneo de doencas caracterizado principalmente pelo
crescimento celular descontrolado e potencial de invasdo, ¢ considerado um dos principais
problemas sociais, econémicos e de saude publica do século XXI (Bray et al., 2024; Li et al.,
2024; Siegel et al., 2024). Segundo dados da World Health Organization (WHO), as neoplasias
foram responsdveis por uma a cada seis mortes globais no ano de 2021, contribuindo
significativamente com o aumento dos indices de mortalidade no mundo (Bray et al., 2024).

As estimativas do Global Cancer Observatory (Globocan), produzidas pela International
Agency for Research on Cancer (IARC), apontam que, em 2022, ocorreram 19,9 milhdes de
casos novos de cancer no mundo, incluindo o cancer de pele ndo melanoma (Globocan, 2022).
Atualmente, o cancer representa a terceira principal causa de obito entre pessoas de 30 a 69
anos em 177 dos 183 paises, e se observa a ocorréncia dessa doenga em um a cada cinco
individuos durante a sua vida (Ferlay et al., 2021; Bray et al., 2024). O impacto do cancer a
nivel global tem ganhado relevancia no ultimo século, tendo em vista que demonstra ser uma
barreira para o aumento da expectativa de vida atual, além dos elevados custos sociais e
economicos (Daroudi et al., 2020; Alzehr et al., 2022; Chen et al., 2023).

Para o ano de 2020, segundo as estimativas do Globocan, observa-se um elevado
nimero de mortes ocasionados pelas neoplasias, correspondendo a 9,7 milhdes de 6bitos

desencadeados por essa doenga (Figura 1).
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Figura 1. Numero de mortes ocasionados pelo cincer no ano de 2022. Numero total
de obitos pelas neoplasias em 2022. Dados correspondentes a todos os sexos e idades. (Fonte:

Adaptada de Globocan, 2022). Criado em: https://BioRender.com.

No Brasil, para o triénio de 2023-2025, sdo estimados a ocorréncia de 483 mil novos

casos de cancer, excluindo os casos de pele ndo-melanoma (Figura 2) (INCA, 2023).

Localizagdo Primaria Casos % Localizagéo Primaria Casos %

Prostata 71.730 30,0% Homens Mulheres Mama feminina 73.610 30,1%

Coélon e reto 21.970 9,2% Coélon e reto 23.660 9,7%

Traqueia, bronquio e pulméo 18.020 7,5% Colo do utero 17.010 7,0%

Estomago 13.340 5,6% Traqueia, bronquio e pulmao  14.540 6,0%

Cavidade oral 10.900 4,6% Glandula tireoide 14.160 5,8%

Es6fago 8.200 3,4% Estomago 8.140 3,3%

Bexiga 7.870 3,3% Corpo do (tero 7.840 3,2%

Laringe 6.570 2,7% Ovario 7.310 3,0%

Linfoma nao Hodgkin 6.420 2,7% Pancreas 5.690 2,3%

Figado 6.390 2,7% Linfoma nao Hodgkin 5.620 2,3%

*Numeros arredondados para multiplos de 10.
Figura 2. Estimativas para o ano de 2023 das taxas brutas de incidéncia por 100
mil habitantes e do niimero de novos casos de cincer segundo sexo e localizacdo primaria.

(Fonte: INCA, 2023).

O desenvolvimento da massa tumoral ¢ um resultado da correlagdo entre os fatores
genéticos e agentes externos biolodgicos, quimico ou fisicos que podem iniciar ou promover o
processo de carcinogénese (Hanahan & Weinberg, 2011; Martinez-Reyes & Chandel, 2021;

Hanahan, 2022; Seferbekova et al., 2023). Estudos atuais relacionam o aumento da incidéncia
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dessa doenca juntamente com a idade avangada, tendo em vista o acimulo de tempo de
exposi¢do aos fatores de risco juntamente com a tendéncia natural da perda na eficiéncia dos
mecanismos de manutenc¢do e reparo das fung¢des celulares (Kruk et al., 2019; Takeshima &
Ushijima, 2019; Stead & Bjedov, 2021; Zhang & Bozic, 2024). Além do envelhecimento, a
alteracdo no comportamento e no ambiente, como por exemplo, o sedentarismo, a dieta e a
exposicao a poluentes, contribuem positivamente no aumento da incidéncia e da mortalidade
por cancer (Kerr et al., 2017; Chiodi & Mondello, 2020; Wild et al., 2020; Hermelink et al.,
2022; Byrne et al., 2023).

O processo de carcinogénese ¢ iniciado por meio de uma sequéncia de eventos
mutacionais que levam a duas principais caracteristicas celulares, a proliferacdo descontrolada
e a imortalidade celular. Hanahan, 2022, descreve que para o desenvolvimento e o
estabelecimento da massa tumoral, sdo necessarias inumeras alteracdes a nivel sistémico e
celular, dentre elas a evasdo ao sistema imunoldgico, a promog¢do da inflamac¢do no ambiente
tumoral, a imortalidade celular, a capacidade de invasdo, a indu¢do da angiogénese, a
instabilidade genomica, a resisténcia a morte celular, a desregulacdo do metabolismo
energético, a sinalizagdo proliferativa, a evasdo aos supressores de crescimento tumoral, a
reprogramagdo epigenética, a microbiota polimodrfica, a senescéncia celular e, por fim, a

plasticidade fenotipica (Figura 3) (Hanahan & Weinberg, 2011; Hanahan, 2022).
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Figura 3. Caracteristicas para o desenvolvimento de uma neoplasia. Principais
fatores relacionados com a progressao do cancer como, evasao ao sistema imune, promog¢ao da
inflamacao, imortalidade celular, capacidade de invasdo, indu¢do da angiogénese, instabilidade
genOmica, resisténcia a morte celular, desregulacdo do metabolismo energético, sinalizagao
proliferativa, evasdo aos supressores de crescimento celular, reprogramagdo epigenética,

microbiota polimorfica, senescéncia celular e plasticidade fenotipica. (Fonte: Hanahan, 2022).

A metastase e o processo de angiogénese estdo diretamente correlacionados com o
aumento do nimero de mortes de pacientes acometidos por essa doenga, tendo em vista que,
uma vez disseminada pelo corpo e, estabelecida uma rede de fonte de nutrientes e de gases, essa
célula neoplésica pode colonizar e comprometer a homeostase funcional dos 6rgaos podendo,
assim, levar o paciente ao obito (Fares et al., 2020; Ji et al., 2020; Peng et al., 2023; Han et al.,
2024). O cancer ¢ considerado uma doencga silenciosa podendo permanecer assintomatico

durante longos periodos até se tornar detectavel (Weimberg, 2014). O diagnoéstico precoce,
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juntamente com a melhor escolha terapéutica tem-se mostrado um fator fundamental para o

sucesso do tratamento e o aumento da sobrevida do paciente (WHO, 2018).

1.1.1 Cancer de mama

O adenocarcinoma mamario € a segunda causa global de incidéncia de cancer, com
11,5% do total de casos. No ano de 2022, foram documentados 2,2 milhdes de novos casos,
correspondendo a 23,8% de todos os canceres em mulheres, excluindo pele ndo melanoma, e
cerca de 666 mil dessas pacientes vieram a Obito (Globocan, 2020). Para o Brasil, foram
estimados cerca de 76.610 mil novos casos para o triénio de 2023 a 2025 (INCA, 2023). Estudo
recente demonstra o impacto do cancer de mama nos indices de mortalidade de pacientes do
sexo feminino, evidenciando o impacto social e familiar ocasionado por essa neoplasia, tendo
em vista que aproximadamente um milhdo de criangas se tornaram orfas em 2020, sendo 25%

ocasionadas por Obitos provenientes de cancer de mama (Figura 4) (Guida et al., 2022).

Tipos de cancer
Outros

I Tirebide
B Kaposi sarcoma (0.9%)
I8 Cincer de pele (0.9%)
20 I Genitourinario (1%) 19%
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B Cérebro (3%) | 41| “-E-
B Respiratério (5%) N 65|
I Gatrointestinal baixo (5%) [ ] “
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Figura 4. Distribuicio percentual de orfios maternos consequente da morte
ocasionada por cincer pela idade da mae no momento do falecimento. Percentual de
criangas oOrfas categorizadas por tipo de cancer (cores) e faixa etdria da mde no momento do

falecimento. (Fonte: Adaptada de Guida et al., 2022).

Segundo dados do INCA, a taxa de mortalidade por cancer de mama, ajustada pela
populacdo mundial, foi de 12,58 o6bitos a cada 100.000 mil mulheres em 2023 (INCA, 2023)
(Figura 5). O monitoramento da presenca dessa neoplasia ocorre principalmente com os exames
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periddicos de toque e de mamografia (He et al., 2020; Obeagu & Obeagu, 2024; Wen et al.,
2024). Assim como os demais tipos de cancer, o diagndstico precoce do cancer de mama

interfere significativamente em um bom prognostico da doenga (INCA, 2023).

120
100
80
60

I

20

Taxa por 100 mil mulheres

0
TS L R SRC L JIPC U LR SR C S L S LY SRS JIPTO SRR ISPt SRS

)03 29 e=—30a39 40249 e=mm==50359 e==G60a 69 70a79 =30 e mais

Figura S. Taxa de mortalidade do cAncer de mama, por 100.000 mulheres no Brasil
entre os anos de 1980 a 2020. A figura retrata dados do Brasil onde a taxa de pacientes que
vém a 6bito oriundo das complicagdes ocasionadas pelo cancer de mama aumenta ao longo da

idade da paciente. (Fonte: INCA, 2022).

Nos ultimos anos, foram sugeridas para esse tipo de cancer, cinco classificacdes
moleculares, baseadas na técnica de microarray e imuno-histoquimica, dentre elas estdo o
luminal A, luminal B, HER?2 e triplo negativo (Harbeck et al., 2019; Dass et al., 2021a; Popa et
al., 2025). O subtipo luminal A (cerca de 40%-50% dos canceres de mama totais) ¢
caracterizado pela alta expressdo de receptores hormonais, especificamente os de estrogeno
(RE) e progesterona (RP), baixa proliferacao celular (Ki-67 < 15%) e auséncia na amplifica¢ao
de receptores HER2. O luminal B, correspondente a 20%-30% dos casos, ¢ mais agressivo
quando comparado ao luminal A e possui expressoes variadas dos receptores hormonais, além
de alta proliferacao celular (Ki-67 entre 15%-20%). Esse subtipo apresenta amplificacdo

variada de HER2 (Popa et al., 2025).
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O cancer HER2+ e o triplo negativo (TN), 15%-20% e 15% dos casos, respectivamente,
sdo aqueles que contribuem com o maior indice de mortalidade. O primeiro se caracteriza pela
auséncia de receptores hormonais (RE/PR negativos) associada a super expressdao da proteina
HER2, a qual esta diretamente correlacionada com a sinalizagdo da proliferagdo celular via
PI3K/AKT/mTOR e RAS/MAPK, especialmente. Por fim, o TN, que estd frequentemente
associado a muta¢des em BRCA1/2 ¢ caracterizado pela auséncia dos receptores hormonais e
da amplificacdo de HER2 juntamente com altos indices de proliferagdo celular, o tornando o
mais agressivo e com altas taxas de metastase pulmonar e cerebral (Waks & Winer, 2019; Yin

et al., 2020; Dass et al., 2021b; Popa et al., 2025).

1.1.2  Cancer de Ovario

O cancer de ovario ¢ a segunda neoplasia ginecologica mais comum, ficando atras
apenas do cancer do colo de utero. Mundialmente, ele ¢ o oitavo mais incidente entre as
mulheres, correspondendo a 3,3% de todos os canceres femininos (304.603 novos casos no ano
de 2022) (WHO, 2022; Pragathi et al., 2023; INCA, 2023; Webb & Jordan, 2024). Apesar da
sua baixa incidéncia, comparado com os demais canceres que acometem as mulheres, essa
neoplasia tem ganhado destaque devido a sua alta letalidade (Figura 6). Com a taxa de
mortalidade aproximada de 63%, ¢ considerada a neoplasia ginecoldgica mais letal, cendrio
agravado devido seus desafios nas estratégias de diagnostico e prevencdo assim como nas
abordagens terapéuticas atualmente disponiveis (Bajwa et al., 2025). Para o Brasil sao

esperados cerca de 7.310 mil novos casos para o tri€nio de 2023-2025 (INCA, 2023).
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Figura 6. Taxa de incidéncia e mortalidade para o cancer de ovario em mulheres.
Dados brutos referentes a incidéncia e a mortalidade mundiais atribuidas ao cancer de ovario
no ano de 2022. Observa-se que, apesar da sua menor incidéncia relativa entre os canceres
ginecologicos, o cancer de ovario ¢ responsavel por uma alta taxa de mortalidade, cerca de 63%
das mulheres diagnosticadas. (Fonte: Elaborado pela autora (2025)). Criado em:

https://BioRender.com.

Quase a totalidade das neoplasias ovarianas ¢ derivada das células epiteliais que
revestem o ovario (95%), o restante provém de células germinativas e de células estromais, as
quais estdo diretamente associadas a producdo de hormonios (5%) (Kobel & Kang, 2022;
Zamwar & Anjankar, 2022; Hollis & van Gent, 2024). O cancer epitelial de ovario corresponde
a 4,3% das mortes em mulheres por cancer, ocasionando cerca de 140.000 mortes por ano
(Sambasivan, 2022). Ele pode ser subdividido em cinco principais tipos correspondente aos
seus graus histoldgicos sendo eles, carcinomas serosos de alto grau (70%), endometriais (10%),
células claras (10%), carcinomas serosos de baixo grau (<5%) e mucinosas (3%) (Stewart et
al., 2019; Kobel & Kang, 2022; Zhang et al., 2022). O carcinoma seroso de alto grau ¢ o subtipo
mais letal, caracterizado pela instabilidade gendmica e a sua baixa taxa de sobrevida, de
aproximadamente 5 anos (Sambasivan, 2022).

Fatores genéticos, como historico familiar e mutagdes nos genes BRCAI e BRCA2 estao

intimamente correlacionados com a ocorréncia dessa doencga, assim como a menopausa tardia,
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a menarca precoce, a endometriose e a nuliparidade. Um fator importante que vem sendo
associado a alta mortalidade observada no cancer epitelial de ovario (CEO), ¢ a ocorréncia de
metaplasia, capacidade das células se modificarem adquirindo caracteristicas histologicas de
outros tipos de tecidos provenientes da mesma linhagem germinativa (Zheng et al., 2018; Ferris
et al., 2023).

Outro fator importante a ser considerado quando se trata desse tipo de neoplasia, ¢ a
resisténcia aos quimioterapicos juntamente com o diagnostico tardio pela falta de sintomas em
estagios iniciais. Estima-se que aproximadamente 70% das pacientes sejam diagnosticadas em
estagios avangados da doenga, fato que contribui para uma taxa de sobrevida global em 5 anos
inferior a 50% (Asangba et al., 2023; Tavares et al., 2024). Além disso, embora a grande
porcentagem das pacientes apresentarem respostas iniciais ao tratamento, cerca de 80%
desenvolvem resisténcia aos agentes quimioterapicos ao longo do tempo, incluindo alteragdes
nos mecanismos de reparo de DNA, na captacao e efluxo dos farmacos, na indugdo da autofagia

e na evasao a apoptose (Tian et al., 2022; Beretta et al., 2024; Wang et al., 2024).

1.2 Terapias antineoplasicas

Anos de pesquisa forneceram diversas alternativas terapéuticas para o combate do
cancer incluindo cirurgia, radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal, terapia alvo e
imunoterapia. Entretanto, essas técnicas podem nao levar a erradicagdo completa das células
tumorais e causar danos as células normais, portanto, apesar de promoverem um bom
progndstico ao paciente, apresentam inimeros efeitos adversos e comprometimento da saude e
qualidade de vida dos mesmos (Goldberg, 2019; Mainini et al., 2021; Beg et al., 2021; Wang
et al., 2024).

O tratamento de tumores solidos adultos, em grande parte dos casos, se consiste
inicialmente na realizag¢@o da cirurgia para a ressecc¢ao total ou parcial desse tumor primario
para que, posteriormente, se prossiga com as demais terapias, tendo em vista que a retirada
cirurgica ¢ considerada uma terapia local, ou seja, efetiva apenas para tumores localizados, nao
metastaticos. J& as terapias sistémicas, utilizadas para o tratamento de neoplasias que ja
passaram pelo processo de metastase, podem ser administradas de maneira pré-operatoria,
neoadjuvante, pds-operatoria, adjuvante, ou de maneira combinada (Barzaman et al., 2020;
Dass et al., 2021; Qu, 2023; Li et al., 2024).

A nanobiotecnologia, area que envolve a criacdo de materiais em escala nanométrica
aplicados a biologia, tem se destacado pelo seu potencial no diagnostico precoce € a entrega

direcionada de farmacos (Goldberg, 2019; Sun et al., 2024; B. Wang et al., 2024). Os
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nanocarreadores, normalmente na faixa de 1 a 100 nm, podem ser compostos por uma variedade
de materiais e modificados visando a apresentacdo de caracteristicas especificas, fornecendo,
assim, novas possibilidades na inovac¢ao do diagnostico e na terapia contra o cancer (Figura 10)

(Lobo et al., 2021; Hu et al., 2019; Liu et al., 2021; Chehelgerdi et al., 2023; Sun et al., 2024).

@ Nanoparticulas Lipidicas
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Lipidica Sélida Fosfolipidica Lipossomo

Nanoparticulas Inorganicas

Nanoemulsdo

Nanoparticulas
de 6xido de
Ferro

@ Nanoparticulas Poliméricas

Nanoparticulas Nanotubo Nanofolha
de Ouro de Grafeno de Grafeno

PLGA MPEG-PGA PEG-PMT

Figura 7. Tipos de nanoestruturas desenvolvidas para terapias antineoplasicas. (A)
Nanoparticulas lipidicas. (B) Nanoparticulas inorganicas. (C) Nanoparticulas poliméricas

(Fonte: Adaptada de Lobo et al., 2021).

No contexto tumoral, as nanoparticulas desempenham um papel crucial tanto no
diagndstico quanto na terapia de diversos tipos de neoplasias. Atualmente, essas
nanoplataformas estdo demonstrando um destaque no transporte de agentes terapéuticos
diretamente para as células tumorais, minimizando, assim, os efeitos adversos e superando as
limitacdes dos tratamentos convencionais, como a quimioterapia e a radioterapia (Gavas et al.,

2021).

1.2.1 Nanoparticulas Metdlicas
Dentre os nanocarreadores que estdo sendo desenvolvidos visando o tratamento de
tumores, estdo as nanoparticulas metalicas (NPM), que podem ser constituidas de diferentes

ferritas como ferro, manganés, zinco, cobalto, cobre, sendo as mais comuns compostas por
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oxidos de ferro magnetita (Fe3Os) e maghemita (y-Fe,O3) (Silva et al., 2021; Roshani et al.,
2023; Lobo et al., 2025). As nanoparticulas de 6xido de ferro (NOF) tém demonstrado um
grande impacto no diagndstico e na terapia de tumores, tendo em vista o superparagnetismo
intrinseco, associado a quimica de superficie acessivel e a baixa citotoxicidade (Canese et al.,
2021; Korangath et al., 2024a).

Além de sua alta relagdo superficie/volume, um dos seus principais beneficios, as
nanoparticulas de 6xido de ferro sdo capazes de atravessar as membranas das células tumorais
e ficarem retidas no tecido neoplasico (Schneider et al., 2022; Shestovskaya et al., 2023;
Korangath et al., 2024b). Sua biocompatibilidade e sua capacidade de biodegradagdo, devido
ao ferro ser utilizado em iniimeros processos celulares e encontrados abundantemente no corpo
humano, tornam as NOFs plataformas que ndo apresentam preocupagdes de toxicidade a longo
prazo decorrentes dos seus subprodutos provenientes de sua degradagdo, uma vantagem perante

as demais nanoparticulas inorganicas (Chung et al., 2021; Soomro et al., 2025).

1.2.2  Azul de Metileno

O azul de metileno (AM), um corante histoldgico fenotiazinico, possui como uma das
suas principais caracteristicas o seu alto poder de absorcdo da banda larga da luz vermelha (550
— 700 nm) e sua alta eficiéncia fotodindmica. Um agente j& aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) e pela Unido Europeia de medicamentos (EMA) para a administragdo
oral e intravenosa no tratamento de metahemoglobinemia e que tem sido amplamente
implementado em mecanismos de foto-oxidacdo de moléculas por meio de duas vias
fotoquimicas (Grande et al., 2022; da Veiga Moreira, et al., 2024; da Veiga Moreira, et al.,
2024).

Devido seu anel benzénico e sua hidrofilicidade, esse agente demonstra uma excelente
penetragdo nas membranas celulares além de demonstrar um actimulo seletivo em células
cancerigenas, fatores que contribuem na sua eficacia para o tratamento oncoldgico (Taldaev et
al., 2023). Em concentragdes elevadas, as moléculas de AM passam a funcionar como agentes
redutores e, seus radicais semi-reduzidos, podem comportar-se como superdxidos levando a
formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Mohseni et al., 2022).

Diversos estudos vém demonstrando a importancia do azul de metileno no tratamento
de diversos tipos de cancer, incluindo colorretal, mama, melanoma, entre outros. Observa-se
que as reagdes ocasionadas pela excitacdo de AM, causam diversos danos a biomoléculas
contribuindo, assim, com a morte de células tumorais (da Veiga Moreira, Nleme, et al., 2024;

Grande et al., 2022; Mohseni et al., 2022). Sua capacidade na ativagdo da via do fator nuclear
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kappa B (NF-kB) e na promocgao da liberagdo de citocinas pro-inflamatdrias, sugere um papel
fundamental na estimulagdo da resposta imune (Bachurin et al., 2022).

Apesar de todas as suas qualidades, um dos principais obstaculos para a sua aplicacio
no ramo biomédico ¢ a preparagdo de formulagdes farmacéuticas que conservem a sua
eficiéncia terapéutica, fato que pode ser revertido por meio de sua funcionalizacdo em

nanossistemas (dos Santos et al., 2018; Silva et al., 2021; Hernandez et al., 2022).

1.3 Nanobiotecnologia e Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

Um assunto que vem ganhando foco e sendo amplamente explorado da area de
nanobiotecnologia voltada para o tratamento do cancer, € o potencial na producao de espécies
reativas de oxigénio (Rodrigues et al., 2022). As EROs, um grupo de moléculas altamente
reativas, compdem uma caracteristica intrinseca do metabolismo aerobico, sendo produzida
constantemente a partir da respiragdo mitocondrial (Sarmiento-Salinas et al., 2021a). Apesar de
estarem correlacionadas com a manutencdo da homeostase redox, elas podem induzir danos a
diversas biomoléculas quando produzidas em larga escala. Sua forma mais reativa e danosa ¢ o
oxigénio singleto (10?), uma forma excitada que ndo possui elétrons desemparelhados em sua
ultima camada (Perillo et al., 2020; Nakamura & Takada, 2021).

Atualmente, sabe-se que o estresse oxidativo exibe um papel de dualidade nas células
neoplasicas, podendo promover ou interromper o processo de carcinogénese (Sarmiento-
Salinas et al., 202la). Pesquisas demonstram que o microambiente tumoral possui
caracteristicas que estdo intimamente associadas para a progressdo do tumor como, pH acido,
hipoxia, aumento das espécies reativas de oxigénio e regulacdo positiva dos sistemas
antioxidantes (Hayes et al., 2020; Zhang et al., 2023). Diante desse quadro, observa-se que as
EROs estdo envolvidas na regulacio de inimeras vias de sinalizagdo que controlam importantes
processos bioldgicos como, migracdo, diferenciacdo, proliferacdo, apoptose e até mesmo a
expressao génica (Di Carlo & Sorrentino, 2024; Igbal et al., 2024).

Ainda que se comprove um papel positivo na progressao tumoral, as espécies reativas
de oxigénio, em niveis elevados, exercem efeitos danosos em biomoléculas como, lipideos,
proteinas ¢ DNA, podendo levar a mutagdes genéticas, comprometimento de membrana,
agregacao de proteinas e até mesmo a senescéncia e morte celular (Figura 11) (Sarmiento-
Salinas et al., 2021b; An et al., 2024). Com a finalidade de evitar os efeitos deletérios
ocasionados pelas EROs, as células dispdem de sistemas antioxidantes naturais que atuam na
neutralizacdo desses radicais livres. O sistema antioxidante pode atuar por meio de moléculas

organicas ndo enzimaticas ou por enzimas que convertem essas espécies reativas em substancias
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menos nocivas ao organismo. Entre as principais enzimas antioxidantes estdo a superdxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPX), que previnem e controlam
a formacao de radicais livres, reduzindo sua propagacdo e o consequente aumento dos danos
oxidativos (Panieri et al., 2020; Arfin et al., 2021). Ja os antioxidantes nao enzimaticos incluem
compostos de origem dietética, como vitaminas, minerais e compostos fendlicos, que
desempenham um papel crucial na neutralizagdo dos radicais livres, como a glutationa, que
atuam como cofatores de enzimas antioxidantes, fortalecendo o sistema de defesa contra o

estresse oxidativo (Jomova et al., 2024).
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Figura 8. Geracgao de espécies reativas de oxigénio e seus efeitos no ciancer. As
espécies reativas de oxigénio podem ser geradas por fatores endogenos e exdgenos, os quais
atuam de diversas maneiras na progressao ou inibicdo do crescimento tumoral. Baixos niveis
de EROs atuam na transmissdo de mensageiros secundarios para a manuten¢ao da homeostase
celular. Niveis moderados estdo intimamente associados com a progressao de neoplasias, tendo
em vista que aumentam o metabolismo e ativam os oncogenes, além de regularem
negativamente a agdo dos antioxidantes. Por sua vez, niveis altos levam a morte celular
desencadeada por um desbalango energético e dano ao DNA (Fonte: Sarmiento-Salinas et al.,

2021b).
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Explorando esse potencial encontrado nas espécies reativas de oxigénio, pode-se
observar que elas exibem um grande potencial para a eficacia do tratamento do cancer, tendo
em vista que podem ocasionar inimeros eventos, levando a destruicao das células tumorais por
meio da indu¢do de apoptose e/ou necrose celular, ao desligamento da vasculatura tumoral e a
ativagdo do sistema imune, podendo assumir um papel imunoestimulatério ou
imunossupressivo (Qi et al., 2019; Ju et al., 2024). Estudos atuais demonstram que a produgao
de oxigénio singleto ('O2), um dos estados eletronicamente excitados do oxigénio molecular,
nos compartimentos das células tumorais induzem vias de transdugdes de sinais que participam

do desenvolvimento da resposta imune baseada na ativagdo das células dendriticas (Vedunova

et al., 2022; Redkin et al., 2023).

1.4 Morte Celular

A morte celular, um processo biologico fundamental para a manuten¢do da homeostase
tecidual e para a eliminacdo de células geneticamente alteradas ou disfuncionais, ¢ um
mecanismo que vem sendo amplamente explorado no ambito do desenvolvimento de terapias
antineoplasicas, especialmente pela sua relevancia no controle da proliferacdo celular
descontrolada (Rothlin et al., 2021; Newton et al., 2024). Atualmente, inimeros estudos tém
aprofundado e elucidado o conhecimento acerca dos principais mecanismos moleculares que
regem esse fendmeno, permitindo a caracteriza¢ao de seus diferentes subtipos. De acordo com
a Nomenclature Committee on Cell Death (NCCD), a morte celular pode ser subdivida em duas
principais categorias, a morte celular acidental (ACD) e a morte celular regulada (RCD). De
modo geral, aquela que ocorre de forma subita por meio de lesdes quimicas, fisicas ou
mecanicas, ou aquela de forma regulada, mediada por vias intracelulares especificas,
respectivamente (Shen et al., 2023).

A apoptose, um dos tipos mais bem caracterizado de morte celular, ¢ um processo
regulado e mediado por uma cascata altamente organizada de eventos moleculares que culmina
na ativag@o de enzimas proteoliticas, denominadas caspases (Hollville & Martin, 2016; Moyer
et al., 2025). Esse processo pode ser iniciado a partir de mecanismos intrinsecos, via
mitocondrial, ou por mecanismos extrinsecos, via receptores de morte, como Fas e TNF-R.
Morfologicamente, ¢é caracterizada pela condensagdo de cromatina, reducdo do tamanho
celular, fragmentagdo nuclear e, por fim, formagao de corpos apoptdticos que serdo rapidamente
fagocitados por células vizinhas ou por fagdcitos, evitando a liberagao do contetdo intracelular

e, consequentemente, minimizando a inflamagdo (Mustafa et al., 2024).
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Ao contrario do que se acreditava anteriormente, estudos recentes indicam que a
apoptose e a auséncia da inflamac¢ao nem sempre andam juntas. Em contextos especificos, como
sob estresse celular intenso, dano persistente ou terapias antitumorais, 0s corpos apoptoticos
podem liberar sinais conhecidos como padrdes moleculares associados ao dano (DAMPs),
incluindo ATP extracelular, HMGB1, DNA citoplasmatico e calreticulina na superficie celular,
que atuam ativando células do sistema imune, como células dendriticas e linfocitos T
citotoxicos. Essa modalidade ¢ denominada apoptose imunogénica, sendo relevante para a
inducdo de respostas imunes adaptativas, especialmente no microambiente tumoral (Galluzzi et
al., 2016; Galluzzi et al., 2018; Park et al., 2023).

Por sua vez, a morte celular acidental que exibe uma morfologia necrética representa
uma forma bem estabelecida de morte celular associada a lesdes irreversiveis e colapso
energético celular. Diferentemente da apoptose, esse tipo de morte ¢ desencadeado por lesdes
quimicas ou fisicas intensas como, hipoxia, trauma mecanico, excesso de calor ou exposi¢ao
prolongada a toxinas. Do ponto de vista morfoldgico, diferentemente da RCD, ¢ caracterizada
pela perda da integridade da membrana plasmatica, liberagdo do contetido intracelular no
espaco extracelular e inducao de resposta inflamatoéria intensa (Newton et al., 2024). Contudo,
de acordo com a NCCD sdo observadas formas de necrose reguladas, como a necroptose,
ferroptose e piroptose, que ocorrem via vias moleculares especificas e podem ser moduladas
por mecanismos intracelulares. Essas modalidades apresentam caracteristicas morfoldgicas
semelhantes a necrose classica, mas envolvem proteinas sinalizadoras especificas e podem
induzir inflamacao de maneira controlada, desempenhando papéis fisioldgicos e patologicos na
defesa contra patogenos, na remodelacao tecidual e no microambiente tumoral (Galluzzi et al.,
2018; Galluzzi et al., 2016).

No contexto do processo de carcinogénese, a regulagdo da morte celular desempenha
um papel de dualidade, podendo favorecer ou ndo a progressdo tumoral (Peng et al., 2022;
Hianggi & Ruffell, 2023; J. Qian et al., 2024; Dalseno et al., 2025). A apoptose, atua como um
importante obstaculo durante a transformagdo de células neoplasicas. Células que adquirem
instabilidade gendmica e apresentam alteracdes metabdlicas sdo normalmente direcionadas a
esse tipo de morte celular impedindo, assim, que o erro perpetue. Entretanto, a maior
possibilidade de controle dessa via, também possibilitou que muitos tumores desenvolvam
mecanismos de evasdo da mesma, por meio de mutacdes em genes supressores tumorais, como
o TP53, ou pela up-regulacio de proteinas antiapoptoticas, como a BCL-2 (Figura 7)

(Ciccarese, 2022; Baldassarre et al., 2025).
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Figura 9. Mecanismos de inibicAdo da apoptose em células tumorais. Células
neoplasicas desenvolvem mecanismos de resisténcia a apoptose, incluindo o desbalanco das
proteinas pro-apoptoticas vs anti-apoptdticas, mutagdes em genes da proteina TP53, inativagdo
de caspases e de receptores de morte e aumento da sintese dos IAPs, fatores que atuam na
evasdo a morte celular programada contribuindo com a progressao tumoral. (Fonte: Adaptado

de Wong, 2011).

Por outro lado, a necrose, ao promover a liberagdo de contetido intracelular e a ativacao
de resposta inflamatoria, pode contribuir para a criagdo de um microambiente tumoral
permissivo, rico em citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, moléculas que favorecem
a proliferacdo, angiogénese e evasdo imunologica, desta forma, a presenca de areas extensas de
necrose em inimeros tumores sélidos se torna frequente (Karsch-Bluman et al., 2019; Chen et
al., 2023; Yamamoto et al., 2023). Apesar da inflamacdo induzida pelas mortes celulares
associadas ao rompimento de membrana desempenhar um papel benéfico para o
desenvolvimento de neoplasias, dependendo de sua intensidade, duragdo e composi¢ao
celular/molecular do infiltrado, esse processo pode desempenhar um papel importante para o
reconhecimento e a eliminacao das células tumorais pelo sistema imunologico (Lillo & Saleh,

2022). A liberacdo de contetidos intracelulares e padrdes moleculares associados ao dano
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(PMAD:s), pode levar a ativagdo de células apresentadoras de antigenos, como macréfagos e
células dendriticas, favorecendo, assim, a ativagdo de respostas imunes adaptativas antitumorais
(Héanggi & Ruffell, 2023). Além da atividade celular, a liberacao de citocinas pro-inflamatorias
como IL1-B, TNF-a e IFN-y, pode gerar um microambiente -citotoxico, inibindo
temporariamente a proliferacdo de células neoplasicas (Han et al., 2023; Zhang et al., 2023).
Nesse contexto, com o avanco das técnicas de biologia molecular e celular, juntamente
com a oncologia, identificou-se e caracterizou-se outras modalidades de morte celular regulada,
destacando-se a necroptose, a ferroptose, a piroptose e a autofagia (Tong et al., 2022; Shen et

al., 2023; Newton et al., 2024).

1.4.1 Ferroptose

Estudos recentes vém demonstrando uma crescente necessidade da indugdo de
mecanismos alternativos que promovam a extingdo de células neoplasicas visando pacientes
portadores de tumores resistentes aos demais tipos de morte celular, como apoptose, necrose e
autofagia (Tong et al., 2022). Diante da crescente resisténcia aos quimioterapicos utilizados
atualmente na clinica, a ferroptose, um tipo de morte celular descrita por Dixon et al. em 2012,
vem ganhando destaque por ser uma potencial via de erradicagdo de células tumorais (Dixon et
al., 2012).

Esse tipo de morte celular ¢ regulado de forma ndo apoptotica tendo o seu principal
mecanismo de a¢do o aumento de lipideos peroxidados (L-ROS) devido a internalizagdo de ions
de ferro para o ambiente citoplasmatico e sua conversdao em formas de ferro redox-ativas, em
especial Fe?", por meio da reagdo quimica de Fenton (Figura 8) (Niu et al., 2021; Jiang et al.,
2021; Lei et al., 2022; Luo et al., 2022). A reacao de Fenton, uma reagao redox, se consiste na
oxida¢do do ion ferro ferroso (Fe2") pelo perdxido de hidrogénio (H>O,) resultando na
formagdo do radical hidroxila (¢OH-), uma espécie reativa de oxigénio de alta toxicidade, e do

ion férrico (Fe3™).
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Figura 10. Geracao de espécies reativas de oxigénio (ERQOs) via reacio de Fenton. A reacao
de Fenton, uma reagdo redox que ocorre na presenca de ions metalicos de transi¢do e perdxido
de hidrogénio (H20,). O Fe?* reage com o peroxido de hidrogénio dando origem a um radical
hidroxila (¢OH-) altamente reativo, ao ion hidroxila (OH") e ao ferro férrico (Fe3"). (Fonte:

Adaptada de Boncheva, 2023).

Diferentemente da apoptose e da necroptose, a ferroptose ndo envolve a ativagdo de
caspases ou de complexos enzimaticos que culminam no rompimento imediato da membrana
plasmatica, esse tipo de morte celular, ¢ oriundo da disfungdo metabdlica do ferro, dos lipideos
e da acdo da glutationa peroxidase 4 (GPX4), a sua principal reguladora. Em 2014, Yang et al.,
realizaram ensaios com células de carcinoma renal contribuindo para o entendimento mais
detalhado dessa via (Yang et al., 2014). Nesse estudo, foi elucidada a correlagdo da enzima
GPX4 como um regulador central da ferroptose, tendo em vista que a mesma ¢ responsavel pela
redu¢do de hidroperoxidos lipidicos em alcoois lipidicos ndo téxicos, mediante uma molécula
com papel de cofator, formada por glutamato, cisteina e glicina, a glutationa (GSH) (Li et al.,
2020). A diminui¢do da biodisponibilidade de GSH ocasionada, principalmente, pela regulacao
do transportador de cistina/glutamato, associada a inibicdo da GPX4 leva ao acimulo dos
lipideos peroxidados resultando, assim, na instabilidade de membranas celulares e, finalmente
na morte celular (Battaglia et al., 2020).

Investigando o papel da ferroptose no contexto tumoral, observa-se que células
neoplésicas que apresentam altas taxas de metabolismo oxidativo, dependéncia de ferro ou
disfun¢des no sistema antioxidante, tornam-se mais suscetiveis a indugdo dessa via de morte
(Battaglia et al., 2020; Luo et al., 2022). Nesse sentido, a ferroptose tem se destacado como
uma promissora estratégia terapéutica antineopldsica, seja pela inibicdo de GPX4 ou pela
promocao do acumulo intracelular de ferro redox-ativo. Assim, a modula¢do dessa via

representa uma nova frente no desenvolvimento de terapias oncoldgicas mais eficazes e
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especificas, com potencial para evadir mecanismos classicos de resisténcia frequentemente

observados em diversos tipos tumorais (Figura 9) (Lei et al., 2022; Ye et al., 2024).
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Figura 11. Mecanismos de regulacio da ferroptose. As vias metabolicas correlacionadas

com o controle da ferroptose sdo dividas em enzimaticas (esquerda) e ndo enzimaticas (direita),
candnicos (verde) e ndo-canoénicos (laranja). (1) Via do metabolismo lipidico - acido
araquidonico (AA) e outros acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) derivados da bicamada
lipidica sdo metabolizados por ACSL4 e LPCAT e, posteriormente, oxidados por lipoxigenases
(LOX) originando lipideos peroxidados (L-ROS). (2) Via FSP1-CoQ10-NADPH - redugao de
coenzima Q10 (CoQ10) a ubiquinol pela proteina supressora de ferroptose 1 (FSP1)
bloqueando a peroxidac¢ao lipidica. (3) Via do mevalonato - conversdo de acetil-CoA em HMG-
CoA por meio da 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMGCR), processo que resulta na adi¢cdo de
um residuo de selenocisteina ao centro catalitico da enzima glutationa peroxidase 4 (GPX4),
levando a sua ativagdo e a inibicdo da ferroptose. (4) Via GPX4 — enzima GPX4 catalisa a
reducdo de peroxidos lipidicos prevenindo assim a formagdo exacerbada de L-ROS,
consequentemente, do rompimento da membrana plasmatica. (5) Via da glutamindlise —
internalizacdo da glutamina extracelular pelo membro 5 da familia de transportadores de soluto

1 (SLC1AS) e sua conversdo em glutamato por glutaminase (GLS). (6) Vias de ferroptose
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induzidas por privagdo de cistina (CDI) — o aminodcido cistina ¢ convertida em cisteina,
molécula utilizada na producdo de glutationa (GSH), portanto, a sua privacdo pelo
comprometimento da troca de cistina extracelular por glutamato intracelular pelo sistema de
membros 2 da familia de transportadores de soluto 3 e 11 da familia de transportadores de soluto
7, SLC3A2 e SLC7A11, respectivamente, desencadeia a ferroptose pela auséncia de GSH. (7)
Via do metabolismo de ferro — A internalizagdo de Fe*" pelos receptores de transferrina (TFR1)
leva a sua conversdo em Fe?" no meio intracelular por metaloredutase STEAP3 e liberagdo do
mesmo no citoplasma via transportador de metal divalente 1 (DMT1). Fe?" participa da reag¢do
de fenton, produzindo L-ROS e levando a ferroptose. (8) Ferritinofagia — a enzima ferritina ¢
responsavel pelo armazenamento de ferro e redugdo de Fe** em Fe’' limitando a reagdo de
fenton, processo que pode ser regulado pelo coativador do receptor nuclear 4 (NCOA4) tendo
em vista que a mesma medeia a degradagdo autofagica dessa enzima (ferritinofagia). (Fonte:

Adaptada de Battaglia et al., 2020). Criado em: https://BioRender.com.

1.5 O papel da Imunidade Inata no cancer

O sistema imunologico, uma rede complexa de 6rgados, tecidos, células e moléculas,
desempenha um importante papel na manuten¢do da homeostase, na remoc¢ao de células mortas
e na regeneragdo tecidual. Atuando como o principal defensor do organismo contra agentes
patogénicos e células anormais, esse sistema ¢ tradicionalmente classificado em dois grandes
eixos, a imunidade inata (II) e a imunidade adaptativa (IA) (Carpenter & O’Neill, 2024).

A imunidade inata constitui a primeira linha de defesa do organismo e ¢ composta por
barreiras fisicas, como pele e mucosa, por proteinas soliveis do sistema complemento e por
células especializadas, como neutrdfilos, monécitos/macréfagos e células natural killer (NK)
(Frana et al., 2011; Basilio-Queirds & Mischak-Weissinger, 2023; Pradeu et al., 2024).
Caracterizada por uma resposta rapida, inespecifica e desprovida de memoria imunoldgica, a I1
¢ essencial para o reconhecimento inicial de células transformadas ou de padrdes moleculares
associados a patogenos (PMAPs) modulando, assim, respostas no microambiente tecidual que
coordenam a reagao local e orientam a resposta adaptativa subsequente (Li et al., 2023; Warrick
et al., 2025). Diferentemente da imunidade inata, a imunidade adaptativa ¢ constituida
majoritariamente por linfocitos T e B e caracteriza-se por um eixo do sistema imunologico mais
especializado, com um reconhecimento antigénico mais especifico e formacao da denominada
memoria imunoldgica, conferindo ao organismo uma resposta mais duradoura contra

exposicdes tardias ao mesmo antigeno (Dobrovolskaia et al., 2016; R. Wang et al., 2024).
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Nas ultimas décadas, tem se elucidado o papel do sistema imunologico no contexto
tumoral, embora, tradicionalmente, associado como elemento central na vigilancia contra
células tumorais, o sistema imune inato pode, em determinados contextos, favorecer o processo
de tumorigénese, especialmente quando associado a processos inflamatdrios cronicos (Figura
12) (Kalbasi & Ribas, 2020). Células da imunidade inata, como macréfagos, mastocitos e
neutr6filos, ao migrarem para o tecido tumoral, liberam mediadores inflamatoérios, enzimas
proteoliticas, fatores de crescimento e espécies reativas de oxigénio, moléculas intimamente
associadas ao processo de proliferagdo celular, angiogénese e evasdo imunologica, contribuindo
para a formacdo de um microambiente favoravel a progressdo tumoral (Nasir et al., 2023;
Katkar & Ghosh, 2023; Li et al., 2024). Além da liberacdo local desses mediadores, o
reconhecimento de sinais provenientes de células danificadas, como os padrdes moleculares
associados ao dano, ativa vias pro-inflamatorias capazes de induzir a sobrevivéncia celular e a
plasticidade fenotipica em células imunoldgicas, especialmente em monocitos recrutados; esses
que, ao se diferenciarem em macréfagos polarizados para um perfil pro-tumoral, favorecem o

processo neoplasico (Yang et al., 2024).
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expressam proteinas de superficie especificas que estdo correlacionadas com a progressao
tumoral, fator retroalimentado pela secre¢do das células de IL-4 pelas células cancerigenas.
Proteinas imunorreguladoras expressas por células neoplasicas (como TIE2, FoxM1 e MCT-1)
contribuem com a formagao de macréfagos associados ao tumor (TAM) potencializando ainda
mais esse processo. A inibi¢do da apresentacdo cruzada de antigenos pela competi¢ao de sGSN
com o receptor de superficie cCD1 DNGR-1 prejudica a fungdo anti-tumoral dessas células
apresentadoras de antigenos. Assim como as Tregs podem suprimir as APCs como, cCD1 e
cCD2, promovendo a progressdo tumoral. O &cido latico derivado do tumor, estimula a
producdo de Tregs e, ao mesmo tempo, reduz a expressdo de IFN-a nas pCDs, tornando-as
imunossupressoras, ja as moCDs exibem funcdes pro-tumorais em alguns tipos de tumor
principalmente pela elevada secrecdo de IL-23. As células cancerigenas interagem com os
neutr6filos de maneiras diferentes, tornando-os imunossupressores € induzindo a formagao de
NETs, armadilhas extracelulares de neutréfilos. As células supressoras derivadas de mieloides
(MDSCs) podem promover indiretamente a progressdo do tumor, inibindo a atividade das
células T ou promovendo a geracdo de Tregs. O microambiente tumoral suprime a funcdo das
células NK por meio de alteragdes superficiais, fragmentagdo mitocondrial e auséncia de
ligantes ativadores de receptores, facilitando, assim, a evasdo imunoldgica. (Fonte: Adaptada

de: Li et al., 2024).

A interagdo entre as células tumorais e o sistema imunoldgico tem ganhado enfoque
devido a sua dindmica complexa, refletida na imunoedi¢do tumoral, um conceito bem
estabelecido definido em trés processos principais: eliminagdo, equilibrio e escape (Gubin &
Vesely, 2023). A eliminagdo ¢ caracterizada pelo processo da imunovigilancia ativa, na qual as
células do sistema imune inato e adaptativo sdo responsaveis pelo reconhecimento e destrui¢ao
total das células neoplésicas, impedindo o estabelecimento tumoral. Caso essa resposta inicial
ndo seja plenamente eficaz, algumas células transformadas toleram o processo de eliminagao,
nesse cendrio, o tumor nao erradicado pode ser parcialmente controlado levando a fase de
equilibrio, um estado de restrigdo do crescimento tumoral. Por fim, a fase de escape ¢
caracterizada pela supressdo progressiva do microambiente tumoral favorecendo a inibicao
funcional das células efetoras, o recrutamento de células imunorreguladoras e a indugdo dos
processos dos pontos de verificagdo imunoldgicos (Liu et al., 2023; Roerden & Spranger, 2025).

No cancer de mama e de ovario, a imunidade inata desempenha um papel importante
tanto na vigilancia imunologica como na progressao tumoral. Inicialmente, macrofagos, células

natural killer (NK) e células dendriticas atuam na detec¢do e na eliminacdo das células
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neoplésicas, entretanto, conforme a progressao tumoral ocorre, essas mesmas células podem
ser reprogramadas e se associarem ao microambiente tumoral, assumindo, entdo um perfil pro-
neoplasico e contribuindo para a progressdo da doenga (Baci et al., 2020; Luo et al., 2021).
Estudos demonstram que, para o cancer de mama, a infiltracdo de macrofagos associados ao
tumor (TAMs) com fen6tipo M2, correlaciona-se com o aumento do processo de angiogénese,
invasdo e metastase. Ja para o cancer de ovario evidéncias apontam que a presenga de células
supressoras de origem mieloide juntamente com a disfun¢do de células NK, contribuem
significativamente para a evasdo imunoldgica e a resisténcia aos tratamentos convencionais
(Grebic et al., 2021; Margul et al., 2023).

Apesar da intima correlagdo entre a imunidade inata e a progressao do cancer, algumas
células imunoldgicas atuam no reconhecimento e no controle inicial do processo de
carcinogénese, como as células apresentadoras de antigenos (APCs) que desempenham um
papel fundamental unindo a resposta inata e adaptativa (Wang et al., 2024). As APCs sao
classificadas em profissionais, células dendriticas, macrofagos e linfocitos B, e ndo
profissionais, que incluem células epiteliais timicas, endoteliais, fibroblastos e astrdcitos
(Pishesha et al., 2022; Yang et al., 2023). Essas células, sdo responsaveis pelo reconhecimento,
processamento e apresentacdo de antigenos as células T, dando origem a uma resposta
adaptativa especifica, fato que, no microambiente tumoral, diante da exposi¢ao continua a sinais
inflamatoérios e imunossupressores, essa funcionalidade ¢ comprometida, favorecendo a
inibicdo da apresentac¢do antigénica e, consequentemente, a evasdo imunologica (Wang et al.,
2024).

Apesar do conhecimento na importdncia da utilizagdo do sistema imunoldgico no
combate de diversos tipos de neoplasia, pesquisas atuais demonstram que as abordagens
terapéuticas comumente aplicadas para o tratamento do cancer sdo imunossupressoras, tendo
em vista que as doses administradas dos agentes quimioterapicos e da radiacdo ionizante sao
toxicas para a medula 6ssea. Assim como os demais tratamentos, a cirurgia, técnica aplicada
em inlimeros casos para a remoc¢ao do tumor primario, leva a diminui¢do das fungdes dos
linfocitos e das células natural killer (NK) ocasionando o comprometimento do sistema imune
do hospedeiro (Hreich et al., 2023; Li et al., 2024).

Diante deste cendrio, estratégias terapéuticas que visam modular a resposta imune com
a utiliza¢do de APCs, t€m se destacado no ambito da oncologia, tendo em vista que, recuperar
a capacidade antigénica dessas células permite ndo apenas reverter o perfil imunossupressor
tumoral, mas também potencializar a ativagdo de respostas adaptativas antineopldsicas (Jia et

al., 2018; Redkin et al., 2023). Dentre as células apresentadoras de antigenos, as células
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dendriticas sdo as que vem demonstrando maiores resultados no contexto antitumoral pois além
da sua capacidade de captura, processamento e apresentagdo de antigenos, elas dispdem de uma
capacidade intrinseca de ativar a RA, sem a necessidade de moléculas adicionais para
intensificar esse processo, orquestrando respostas eficazes de linfécitos T citotoxicos (T. Zhang
et al., 2023). Estudos demonstram que vacinas baseadas em CDs maduras oferecem resultados
promissores na reativagdo da vigilancia imune e, consequentemente na regressao tumoral (Lee
et al., 2023). Assim, explorar os mecanismos de supressdo das CDs no cancer e desenvolver
técnicas que reestabelegam sua ativagdo sugerem um processo fundamental para o avango das

imunoterapias mais eficazes (Moussion & Delamarre, 2024).

1.5.1 Células Dendriticas e Cancer

As células dendriticas (CD), células altamente especializadas, sdo amplamente
reconhecidas pela sua capacidade de coordenar ambas as respostas imunes inatas e adaptativa
(Schultze et al., 2019). Responsaveis por detectar, capturar, processar antigenos e,
posteriormente, apresentd-los aos linfocitos T naive, as CDs se originam a partir de uma via
hematopoiética especifica, iniciando na medula dssea a partir de células-tronco hematopoiéticas
pluripotentes (Figura 13). Como descrito em Soltani et al, 2021, os progenitores dendriticos
(CDPs), CD34", CDI123" ¢ HLA-DR", se originam a partir de um caminho especifico de
diferenciagdo celular e resultam em duas principais subpopulacdes, as mieloides (cCD) e as
plasmocitdides (pCD), sendo caracterizadas por diferentes marcadores transcricionais e
imunofenotipicos.

As células dendriticas mieloides, também denominadas convencionais, representam o
subtipo mais envolvido no controle e na modulagdo da resposta imune adaptativa. Classificam-
se em dois grupos principais, cCD1 e ¢CD2, sendo o primeiro reconhecido pela sua alta
capacidade de apresentacdo cruzada de antigenos via MHC-I e consequentemente ativacdo de
células T CD8", enquanto o segundo, essencial para a ativagdo de células T CD4" e polarizagdo
em subtipos Thl, Th17 ou Th2 (Soltani et al., 2021; Moussion & Delamarre, 2024). As células
dendriticas plasmocitoides, por sua vez, constituem um subtipo distinto, reconhecido por
secretarem grandes quantidade de interferons do tipo I (IFN-a e IFN-3) em resposta a infec¢des
virais. Diferentemente das cCDs, essas células possuem um fenotipo e um perfil funcional
particular, expressando receptores toll-like especificos, como TLR7 e TLR9, que reconhecem
material genético viral e endégeno (Fu et al., 2022).

Além das populagdes convencionais e plasmocitoides, destaca-se a existéncia de um

terceiro tipo de células dendriticas, denominadas monocitoides (moCDs), as quais sao
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reconhecidas por ndo se originarem diretamente dos precursores dendriticos classicos, mas sim,
da diferenciagdo dos mondcitos circulantes, especialmente em ambientes inflamatorios e
neoplasicos (Soltani et al., 2021). Diferentemente das cCDs e das pCDs, as moCDs sao
abundantes em contexto de inflamagdo cronica e tumoral, onde podem assumir um papel
contribuinte tanto para a ativacdo das respostas imunes quanto para a modulacdo do
microambiente, assumindo um papel tolerogénico que favorece a evasdo imunoldgica e o
crescimento tumoral (Fu et al., 2020; Rigamonti et al., 2023a).

O processo de maturagdo das CDs ¢ um evento fundamental para que essas células
transicionem de um perfil especializado na captura de antigenos para um estado eficiente na
apresentacdo € na ativagdo imunoldgica (Moon et al., 2025). Inicialmente, essas células
encontram-se em um estado imaturo, caracterizado por uma alta capacidade fagocitdria e uma
redug¢do das moléculas coestimulatérias e dos complexos de histocompatibilidade ((Macri et
al., 2019; Yu et al., 2024). Ao entrarem em contato com sinais provenientes do microambiente,
como DAMPs, PAMPs, citocinas pro-inflamatorias, entre outros, essas células passam por uma
reprogramagao funcional e imunofenotipica, levando ao aumento da expressao de moléculas de
HLA-DR, de coestimulatérias (CD80, CD86 e CD40) e de quimiocinas, além da modulagao no
perfil de seus receptores, permitindo sua migracao para os 6rgdos linfoéides secundarios onde
interagem com células T naive, promovendo a apresentagdo antigénica e subsequente ativacao

de respostas imunes especificas (Zanna et al., 2021).
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Figura 13. Esquema simplificado da diferenciacio e origem das células dendriticas.
Diferenciacdo e caracterizagdo fenotipica das células dendriticas humanas. Células-tronco
hematopoiéticas (CD45"CD38*CD34") originam precursores comuns de células dendriticas
(CD34*CD123"HLA-DRY), que migram para o sangue periférico. No sangue, esses precursores
dao origem a diferentes populagdes: células dendriticas plasmocitoides (pDCs), caracterizadas
por CD303*, CD304*, CD327*, CD123* e expressdo de receptores TLR7/9; precursores de
células dendriticas mieloides (CD33*CD123*CD303°CD34"), que se diferenciam em subtipos
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de cDCs; e precursores monociticos (CD457CD33*CD14*HLA-DR"), que originam monocitos
e posteriormente macrofagos ou células dendriticas inflamatérias. Nos tecidos, as pDCs
mantém o fendtipo CD303*CD2°CD33°CD11¢cCDI123*. As ¢DCs diferenciam-se em dois
subtipos principais: cDC1 (CD141"CD11c*CD33*CD11b-HLA-DR"), especializadas em
apresentacdo cruzada de antigenos; e cDC2 (CDIc"CD11c*CD33*CDI11b"HLA-DRY),
envolvidas na ativagdo de linfocitos T auxiliares. Além disso, mondécitos derivados da medula
(CD14*CD11c¢"CD33*HLA-DR*) podem se diferenciar em células dendriticas inflamatorias em
contextos de infec¢do ou inflamagdo (Fonte: Elaborada pela autora (2025)). Criado em:

https://BioRender.com.

Imunofenotipicamente, observa-se que as células imaturas expressam altos niveis de
receptores de citocinas correlacionados com migracdo tecidual (CCR1, CCRS5 e CCRO6),
modestos niveis de moléculas de adesdo (CD54 e CD58) e baixos niveis de moléculas
coestimuladoras (CD86, CD80 e CD40), enquanto, as maduras exibem um aumento na
expressao de HLA-DR, nas moléculas de adesdao (CD54 e CD58) e nas coestimulatorias (CDS8O0,
CD86 e CD40), bem como a substituicao dos receptores de quimiocina para o receptor do tipo
7 (CCR7), correlacionado com a migragdo para orgdos linfoides secundarios (Amon et al.,
2020). O nivel de maturacao das CDs ¢ um fator importante a ser considerado quando se propde
uma terapia voltada para o combate do cancer tendo em vista que estudos demonstram que o
perfil maduro dessas células promove a imunidade contra o cancer enquanto as imaturas
facilitam a tolerancia ao mesmo (Macri et al., 2019; Moon et al., 2025).

Observando a biologia das CDs, no microambiente tumoral elas ndo exercem fungdes
diferentes daquelas observadas em ambito sistémico, ou seja, possuem a capacidade de
fagocitar as células neoplasicas mortas ou debris celulares e transportar os antigenos associados
ao tumor para os linfonodos drenantes, onde apresentam para os linfocitos T especificos,
ativando-os para respostas imunes especificas (Figura 14) (Del Prete et al., 2023; Xiao et al.,
2023). A resposta imune adaptativa caracterizada pela presenca de células B e T ¢ intimamente
dependente das células dendriticas que possuem um papel de gerar uma resposta imune
especifica, podendo entdo induzir tanto uma imunidade como uma tolerancia (Salah et al., 2021;

Lee et al., 2023; Pittet et al., 2023).
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Figura 14. Esquema da apresentacio cruzada de antigenos tumorais por células
dendriticas aos linfocitos T. Os padrdes moleculares associados ao dano (PMADs) liberados
por células neoplésicas, sdo reconhecidos pelos receptores de padrao (PRPs) presentes nas CDs,
levando a sua ativagdo no microambiente tumoral. Uma vez ativadas, essas células sdo
responsaveis por capturar esses antigenos e migrar para os linfonodos sentinela, onde realizam
a apresentacdo cruzada desses antigenos via moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) aos linfocitos efetores do tipo T naive. A apresenta¢dao cruzada
permite a ativagdo desses linfocitos T CD4" ¢ T CD8" levando a indugdo de respostas

antitumorais eficazes. (Fonte: Adaptada de Lee et al., 2023).

1.5.2  Os mondcitos e seu envolvimento com as neoplasias

Os monocitos, fagdcitos mononucleares derivados de precursores mieloides da medula
Ossea, representam a maior populacdo de células imunes inatas que circulam na corrente
sanguinea e se deslocam para tecidos durante processos inflamatorios (Dash et al., 2024;
Mildner et al., 2024). Assim como as células dendriticas, sdo reconhecidos por estabelecerem
um papel central na ponte entre a imunidade inata e a adaptativa, promovendo uma homeostase
tecidual e a iniciacdo/propagacdo de respostas do hospedeiro a patégenos, controlando, assim,
a resposta imunologica (Patel et al., 2021).

Além de suas fungdes cléssica, a sua plasticidade de se diferenciarem em macrofagos e
CDs mediante estimulo especifico do microambiente em que se encontram, vem sendo estudado
como um importante mecanismo quando o assunto estd correlacionado com as terapias
antineoplésicas e o desenvolvimento tumoral (Austermann et al., 2022). Estudo recentes,
demonstram que essas células, em humanos, sdo subdivididas em trés grupos principais de
acordo com seus fatores transcricionais e marcadores imunofenotipicos, monocitos classicos

(CD14" e CD16°), intermediarios (CD14" ¢ CD16") e ndo classicos (CD14° e CD16"™), os quais

46



apresentam perfis funcionais distintos que exercem papeis opostos atuando como reguladores
do desenvolvimento ou favorecendo a progressao do cancer (Olingy et al., 2019).

Os monocitos classicos (M¢C) representam a maior parte da populacdo circulante e sdo
caracterizados pela sua alta capacidade fagocitica, secre¢dao de citocinas inflamatdrias, como
TNF-a e IL-6, rapida mobilizacdo em resposta a sinais de dano tecidual ou infec¢do, além de
sua plasticidade de diferenciacdo em macrofagos ou células dendriticas, exercendo um papel
fundamental na homeostase tecidual (Chen et al., 2023; Mildner et al., 2024). Os mondcitos
intermediarios (M¢l), por sua vez, compartilham caracteristicas dos M¢pC e dos mondcitos nao
classicos (M¢NC), tendo em vista que, assim como em sua nomenclatura, ¢ um estado
transitorio entre as populagdes mais bem caracterizadas. Observando sua alta expressdo de
HLA-DR e o seu perfil secretor, nota-se que eles sdo importantes moduladores da resposta
inflamatoria e apresentadores de antigenos. J4 os MNC, também conhecidos como vigilantes,
apresentam uma atividade pré-inflamatoria menos intensa, mas sao os principais responsaveis
pela vigilancia do endotélio, remocao de detritos celulares e reparo tecidual (Austermann et al.,
2022; Ugel et al., 2025).

Durante a hematopoiese, os mondcitos se originam na medula dssea a partir da
diferenciagdo de precursores mieloides comuns que geram os progenitores de monoécitos e
macrofagos (cMoPs). Concluido esse processo, os M¢ sdo liberados na circulagdo
principalmente com o fenoétipo de MPpC que podem se diferenciar progressivamente nos
subtipos M¢l e MONC em um processo continuo e regulado por sinais inflamatorios (Mildner
et al., 2024). Dentre os estimulos, destacam-se o fator estimulador de colonias de macrofagos
(GM-CSF), interferons do tipo I, IL-10 e IL1-B, além de produtos derivados de endotoxinas,
como o LPS, que modulam a expressdo dos receptores de superficie e regulam a polarizagao

dessas células (Rigamonti et al., 2023b).
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Figura 15. Diferenciacio monocitica. Célula mesenquimais hematopoiéticas
residentes na medula Ossea originam as linhagens linfoides e mieloides. As etapas
caracteristicas da monopoiese incluem a diferenciacdo de mieloblastos para promondcitos e,
posteriormente, para monocitos maduros. Atualmente sdo caracterizados trés tipos de
monoécitos humanos fenotipicamente e funcionalmente distintos, descritos em mondcitos
classicos, intermedidrios e ndo classicos com suas respectivas moléculas excretadas mais

representativas. (Fonte: Adaptada de Strizova et al., 2023).

Diante das iniimeras fungdes correlacionadas com os monocitos, sua relevancia no
contexto neoplasico tem se tornado cada vez mais evidente. Capaz de gerar um ambiente pré
ou antitumoral, sua plasticidade celular os coloca como alvos potenciais visando o
desenvolvimento de terapias antineoplasicas (Patysheva et al., 2022). Estudos atuais
demonstram que a modulag@o monocitica voltada para perfis funcionalmente ativadores podem
auxiliar na restauracdo da vigilancia imunologica e promover respostas inflamatérias contra o
tumor (Schetters et al., 2020; Kim et al., 2024). Além disso, o rastreamento da frequéncia e do

fendtipo dos subtipos monocitarios tém se mostrado um importante marcador progndstico em
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diversos tipos de cancer, podendo, também, indicar respostas antitumorais, precocemente, sobre

terapias imunomoduladoras, como PD-1/PDL-1 (Shao et al., 2021).
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2. Justificativa

Apesar dos avangos terapéuticos voltados para o combate das neoplasias, ainda se
observa diversas limitacdes quando se diz a respeito da erradicagdo tumoral completa e
qualidade de vida dos pacientes. Dados epidemioldgicos atuais, demonstram que o
adenocarcinoma mamario ainda exibe altas taxas de incidéncia em todo o mundo e o de ovario,
apesar de ndo apresentar uma alta incidéncia, ¢ considerado o mais letal dos ginecoldgicos
(Globocan, 2022; INCA,2023).

Nesse contexto, a busca por novos agentes terapéuticos que possam levar a uma menor
toxicidade sistémica tem sido amplamente estudada pela comunidade cientifica (Qian et al.,
2020; Jin et al., 2020; Kaur et al., 2024). Além de visar o conforto do paciente e uma terapia
mais direcionada, estudos atuais demonstram a importancia da atuacdo do sistema imune para
o tratamento do cancer, tendo em vista que o melhor tratamento para essa doenca nao consiste
apenas na erradicagdo do tumor primario, mas também na ativacao do sistema imunologico para
reconhecer, rastrear e destruir todas as células tumorais remanescentes que estejam localizadas
proximas ao local do tumor primario ou nas micromestastases ao longo do corpo do paciente
(Park et al., 2018; Yang et al., 2021; Oliveira et al., 2024).

Trabalhos anteriores demonstram a eficicia in vitro da utilizagdo de nanoparticulas
magnéticas associadas a azul de metileno para o tratamento do cancer de mama e de ovério
(Silva et al., 2021). O azul de metileno, um corante histolégico comumente utilizado na
bancada, tem-se demonstrado um eficiente agente para a terapia anticancer, devido ao seu
elevado rendimento para a geragdo de oxigénio singleto e a sua seletividade tumoral, assim
como as nanoparticulas de o6xido de ferro, que vem demonstrando sua importancia como um
nanocarreador voltado para a terapia antitumoral e o diagnostico precoce (Zhao et al., 2018;
Canese et al., 2021; Schneider et al., 2022; Taldaev et al., 2023; da Veiga Moreira et al., 2024).
Diante deste cendrio, o presente trabalho visa associar a nanobiotecnologia com o
desencadeamento da maturag@o de células dendriticas para a obtencao de resposta imunoldgica
especifica contra células de cancer de mama e de ovario in vitro.

Diante desse panorama, o presente trabalho se justifica por investigar se a morte celular
induzida por nanoparticulas de maghemita associadas ao azul de metileno ¢ capaz de reduzir a
viabilidade de células tumorais de mama e ovério e, simultaneamente, promover a maturagao
de células dendriticas, configurando uma abordagem terapéutica dual com potencial aplicagao

futura em imunoterapia contra o cancer.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral
Investigar o potencial antitumoral e imunomodulador de nanoparticulas magnéticas
associadas ao azul de metileno (MAGCIT-AM) em células de cancer de mama e ovario in vitro,

com énfase na inducdo de morte celular e na maturagao de células dendriticas.

3.2 Obyjetivos especificos

3.2.1 Caracterizar a interagdo das nanoparticulas com células tumorais, incluindo
internalizacdo, efeitos sobre viabilidade, proliferacdo e migragao celular.

3.2.2  Verificar a seletividade do nanossistema, comparando seus efeitos em células tumorais
humanas e murinas com fibroblastos normais.

3.2.3 Investigar os mecanismos de morte celular induzida pelo tratamento, avaliando estresse
oxidativo, alteracdes mitocondriais e nucleares, bem como modula¢ao do sistema antioxidante.
3.2.4 Avaliar a capacidade imunomodulatéria do tratamento, por meio da andlise da
maturacdo de células dendriticas e da modulacao do perfil monocitico apos exposicao a células

tumorais tratadas.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Reagentes

Os reagentes utilizados para a realizacdo dos ensaios estdo listados no quadro abaixo

(Quadro 1).

Quadro 1. Reagentes utilizados ao longo dos estudos.

Fabricante

Materiais

Dinamica, Brasil

Formaldeido P.A. — ACS; Acetona P.A.
— ACS; Peroxido de hidrogénio (H20:);
Acido perclorico (HCIO4);
Dodecilsulfato de sodio (SDS), Acido
acético; Acido tiobarbiturico;
Malonaldeido (MDA)

GIBCO, EUA

DMEM; RPMI; Soro Fetal Bovino
(SFB); Tripsina 0,25% em EDTA;
Solucdo Antibidtica (penicilina e
estreptomicina)

Hatfield PA, EUA

Azul de metileno

Invitrogen, EUA

Alamar Blue; Carbovyfluorescein
succinimidyl ester (CFSE); BODIPY;
JC-1; LPS

Laborclin, Brasil

Tampao Fosfato Salino (PBS)

Molecular Probes, EUA

Iodeto de Propideo, Prolong Gold

Polysciences, EUA

Tetroxido de 6smio; Acetato de uranila

Sigma-Aldrich, EUA

DAPI; Formvar solution; 2°,7’-
diacetato de diclorofluresceina
(H2DCFDA); bitartarato de epinefrina;
Bradford; Fluoroforo orto-ftalaldeido
fluoroforo orto-ftalaldeido; Ficoll®
Paque PLUS

Vetec, Brasil

Paraformaldeido 37%, Cloreto férrico
(FeCls), Nitrato Férrico
(Fe(NO3)3-9H»0), Hidroxido de Sédio
(NaOH)

VWR

Acido Nitrico (HNO3), Acetona

BCRIJ

MDA-MB-231, T-47D, A2780,
HUVEC, NIH/3T3, 4T1
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.2  Sintese e caracteriza¢do do nanossitema.

4.2.1 Nanoparticulas de maghemita associadas ao azul de metileno (MAGCIT-AM).

A sintese das nanoparticulas de maghemita foi realizada no Laboratorio de Polimeros e
Nanomateriais (LabPolN) do Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia, sob supervisao
do Prof. Dr. Leonardo Giordano Paterno, por meio da coprecipitacdo hidrotérmica em meio
alcalino a 100 °C (Filomeno, 2015). Para o equilibrio das cargas superficiais, as nanoparticulas
foram peptizadas em meio acido aquoso ajustando-se o pH e a forga i6nica com uma solugao
de HNOs. A funcionalizagdo de sua superficie ocorreu por meio da solugcdo de acido citrico
utilizando o método da agregacdo da solugdo a 0,05 M as nanoparticulas de maghemita a 90
mg/L. Posteriormente, a solu¢do permaneceu em ultrassom durante 1 h e em didlise em agua
deionizada por 72 h com troca a cada 24 h. Por fim, a solugdo foi sonicada por 10 min a
amplitude de 25% e o pH foi ajustado para o valor de 6.6 por meio da adi¢do de solugdo de
NaOH a 1 M. A adi¢do do azul de metileno (AM) as nanoparticulas funcionalizadas com citrato
ocorreu por meio da juncdo, em agitagdo magnética constante, da solu¢do de AM a 1 g/L as

nanoparticulas. A caracterizagdo do nanossistema foi descrita em (Silva et al., 2021).

4.3  Modelos celulares e condicoes de cultura

4.3.1 Manutengdo das linhagens celulares

A fim de elucidar o potencial terapéutico de MAGCIT-AM no contexto das neoplasias,
foram selecionadas trés linhagens celulares, sendo uma de cancer de ovario, A2780, e duas de
cancer de mama, T-47D e MDA-MB-231. A escolha dos diferentes modelos para o estudo do
cancer de mama, baseou-se nos subtipos clinicos com diferentes perfis de agressividade e
resposta terapéutica, tendo em vista que a MDA-MB-231 ¢ uma linhagem de carcinoma
mamario do subtipo triplo negativo, apresentando um perfil mesenquimal altamente invasivo e
metastatico. Diferentemente, a T-47D, ¢ uma linhagem pertencente ao subtipo luminal A, sendo
assim, positiva para receptores de estrogeno e progesterona, com baixa expressdo de HER2 e
menor capacidade migratoria (EI-Masry et al., 2019; Yin et al., 2020; Gambardella et al., 2022).
Como linhagens nao tumorais humanas, foram utilizadas células endoteliais, HUVEC, e células
de cultura primaria de células mesenquimais ndo tumorais humanas de polpa dentaria
(HNTMC) foram obtidas a partir de cultivo primario de polpa dentéria de voluntérios saudaveis
no Laboratorio de Microscopia Eletronica da Universidade de Brasilia — UnB sob aprovacao

do Comité de Etica Humana da Universidade de Brasilia (UnBDOC 104934/2008).
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Visando ensaios posteriores in vivo, utilizou-se duas linhagens murinas, sendo uma de
fibroblasto embrionario de camundongos, NIH/3T3, e um modelo animal representativo do
estagio IV do cancer de mama humano, a linhagem 4T1.

Portanto, para performar os ensaios in vitro as linhagens celulares foram cultivadas em
meio RPMI, T-47D, RPMI, A2780, e L15, MDA-MB-231 e as linhagens murinas e normais
humanas, HNTMC e HUVEC em meio DMEM high glucose. Todos os meios foram
suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibidtico (100 pg/mL penicilina e 100
pg./mL estreptomicina) a 1%. As células foram mantidas em incubadora a 37 °C, 5% de COz e

umidade de 80%.

4.4 Avaliagdo dos efeitos antitumorais do nanossistema

4.4.1 Avaliagdo da viabilidade celular de linhagens normais e tumorais murinas pos-

tratamento com MAGCIT-AM.

Visando ensaios in vivo futuros, foi realizado o ensaio de viabilidade celular a fim de
verificar a citotoxicidade de MAGCIT-AM em células normais e tumorais murinas tratadas
com o nanossistema. Para isso, utilizou-se o ensaio padrdo por Alamar Blue (alamarBlue™ Cell
Viability Reagent, Invitrogen™). Células plaqueadas em placas de 96 pogos e tratadas com
diferentes concentragdes de nanoparticulas de maghemita associadas ao azul de metileno
(MAGCIT-AM) (3,12; 1,56; 0,78 e 0,39 ug/mL) e AM (5,0; 2,5; 1,25 e 0,625 ug/mL) por
diferentes tempos (24, 48 e 72 h), foram incubadas com o reagente alamarBlue™ durante 2 h.
Posteriormente, as células foram levadas ao espectrofotometro SpectraMax M5 (Molecular
Devices, EUA) e lidas por fluorescéncia (Aex. 560; Lem. 590). O ensaio de Alamar Blue foi
realizado em quintuplicata para cada concentracdo utilizada. Os experimentos ocorreram em
série de trés repeticoes.

4.4.2  Analise da proliferacdo celular tumoral de MDA-MB-231 apos tratamento com

MAGCIT-AM

Tendo em vista sua resisténcia especifica ao tratamento com MAGCIT-AM, foi
performado experimento para elucidar se o nanossitema seria capaz de induzir alteragdes em
seu perfil de prolifera¢do celular. Para esse, as células MDA-MB-231 foram marcadas com
carbovyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) na concentragdo final de 10 puM (diluido em
PBS/BSA 0,1%) segundo as recomendacdes do fabricante (ThermoFisher). As células foram
previamente marcadas e colocadas em cultura na concentragdo de 1,5 x 103 células por pogo
em placas de 12 pogos. Apds a adesdo, as células receberam o tratamento com MAGCIT-AM

e, passadas 48 h, foram analisadas por citometria de fluxo (FACSCalibur) (Becton Dickinson)
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em canal FL-1, escala linear, com o auxilio do software CellQuest-Pro para aquisi¢ao dos dados
e software FlowJo V11 (Becton Dickinson) para andlise.

4.4.3 Analise da internaliza¢ao de MAGCIT-AM pelas células tumorais por meio de

microscopia eletréonica de transmissao

Para a anélise ultraestrutural, 1 x 10° células das linhagens tumorais humanas (A2780,
T-47D e MDA-MB-231) foram plaqueadas em placas de 6 pogos. Passado o tempo de
tratamento, MAGCIT-AM a 0,78 pg/mL, 6 horas, as células foram submetidas a lavagem com
tampao PBS 1X e foram fixadas overnight a 4 °C com a solugdo de Karnovsky, contendo 2%
paraformaldeido (v/v), 2% glutaraldeido (v/v) e 0,1 M tampao cacodilato de sédio, pH 7.2.
Posteriormente, as células foram pos-fixadas, por 30 min, com tetréxido de 6smio 2% (v/v) e
ferrocianeto de potassio 0,8% (10 mM CaCl, em 0,2 M tampao cacodilato de sédio, pH 7.2). O
material foi lavado em agua destilada e contrastado in block, por 24 horas a 4 °C, em solugao
de acetato de uranila a 0,5%. As amostras foram desidratadas em uma série gradual de acetona
(50-100%) por 10 minutos e embebidas em resina Spurr. Cortes ultrafinos foram depositados
em telinhas de cobre (mesh =200 nm) e observados em Microscopio Eletronico de Transmissao
JEOL JEM-1011 (JEOL, Japan) a 80 kVA. A quantificagdo da internalizagio de MAGCIT-AM
foi realizada por meio da analise de citometria de fluxo em que, 1 x 10* células previamente
tratadas com MAGCITM-AM (0,78 pg/mL) por 6h foram desaderidas e passaram por processo
de lavagem com tampao PBS 1X, posteriormente, foram fixadas em formaldeido 3,7%, lavadas,
novamente, e lidas em citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson) em canal FL-4 em
escala logaritmica, com auxilio do software CellQuest-Pro para aquisicao dos dados e software

FlowJo V11 (Becton Dickinson) para analise.

4.4.4 Biogénese de corpusculo lipidico em células tumorais

Para a analise da alteracdo na biogénese de corpusculos lipidicos, apds o tratamento com
MAGCIT-AM por 48 h, as células tumorais humanas (I x 10° células por pogo) foram
plaqueadas em placas de 24 pocos e incubadas com o tratamento MAGCIT-AM na
concentragdo de ICso pré-estabelecida (0,25 pg/mL para A2780, 0,59 ng/mL para T-47D e 3,12
pg/mL para MDA-MB-231) (Silva et al., 2021). Ap6s 48 horas, as células foram coletadas,
lavadas duas vezes com PBS 1X e marcadas com a sonda BODIPY 493/503 (Life
Technologies) na dilui¢ao de 1/5000 em PBS 1X por 30 minutos. As amostras foram adquiridas
por citdometro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson) em canal FL-1em escala logaritmica,
com o auxilio do software CellQuest-Pro para aquisicdo dos dados e software FlowJo V11

(Becton Dickinson) para analise.
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4.4.5 Analise do potencial transmembranar mitocondrial

A fim de se analisar a interferéncia de MAGCIT-AM no potencial transmembranar
mitocondrial, foi performado um ensaio de citometria de fluxo com marcacao para JC-1. Para
isso, as células tumorais, A2780, T-47D e MDA-MB-231, (1 x 10° células por pogo) foram
plaqueadas em placas de 24 pocos e incubadas com o tratamento MAGCIT-AM na
concentragdo de ICso pré-estabelecida (0,25 pg/mL para A2780, 0,59 ng/mL para T-47D e 3,12
pg/mL para MDA-MB-231) (Silva et al., 2021). Ap6s 24 horas, as células foram coletadas,
lavadas duas vezes com PBS 1X e marcadas com a sonda JC-1 (ThermoFisher) na diluigao de
1/5000 por 30 minutos. As amostras foram adquiridas por citometro de fluxo FACSCalibur
(Becton Dickinson) em canal FL-1 e FL-2 em escala linear, com o auxilio do software
CellQuest-Pro para aquisicdo dos dados e software FlowJo V10 (Becton Dickinson) para
analise.

O estudo qualitativo da alteracio do potencial transmembranar mitocondrial foi
realizado em Microscopio Confocal de Varredura a Laser (Leica Microsystems). As células
(1x10% foram plaqueadas em placas de 12 pogos sob laminulas redondas previamente
esterilizadas. Apos 24 h, foi adicionado o tratamento MAGCIT-AM na concentracdo de ICso
pré-estabelecida (0,25 pg/mL para A2780, 0,59 pug/mL para T-47D e 3,12 pg/mL para MDA-
MB-231) (Silva et al., 2021), por 6 h. O reagente fluorescente utilizado para a visualizagdo foi
0 JC-1 (ThermoFisher) na diluicdo de 1/5000 por 30 minutos. Posteriormente, as laminulas
foram lavadas com PBS 1X e fixadas com formaldeido 3,7% por 15 min em agita¢cdo constante.
Para a marca¢do do DNA celular, as laminulas foram incubadas com DAPI 300 nM por 5 min
em temperatura ambiente. Por fim, as laminulas foram lavadas com PBS, novamente, e

montadas com Prolong Gold Antifade.

4.4.6 Analise da fragmentagdo nuclear

O efeito de MAGCIT-AM sobre a fragmentacao nuclear foi investigado por meio da
utilizacdo do agente fluorescente intercalante de nucleotideos, o lodeto de Propideo (IP). A
interpretagdo de dados baseou-se na relagdo diretamente proporcional da intensidade de
fluorescéncia do IP com a quantidade de DNA no interior da célula. Para esse processo as
células, A2780, T-47D e MDA-MB-231 foram semeadas em placas de 24 pogos (1 x 10° células
por poco) e tratadas por 48 horas. As células passaram pelo processo de lavagem com PBS 1x
e foram expostas a solugdo de IP (20 png/mL, 50 ug/mL de RNAse, 0,1% citrato de sédio, 0,1%
triton) por 30 min a temperatura ambiente. Apos o tempo de incubagdo, as células foram

lavadas, novamente, com PBS 1X e ressuspendidas. A andlise ocorreu em citometro de fluxo
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FACSCalibur (BD Biosciences) em canal FL-3 em escala linear. Eventos que apresentaram
fluorescéncia inferior a encontrada nas células em GO/G1 foram considerados casos de
fragmentacdo nuclear. As amostras foram adquiridas com o auxilio do software CellQuest-Pro

para aquisicao dos dados e software FlowJo V11 (Becton Dickinson) para analise.

4.4.7 Analise da migra¢do de células tumorais apos tratamento com MAGCIT-AM

Para a avaliacdo da capacidade migratdria celular, foi performado o ensaio de Wound
Healing. As células A2780, T-47D e MDA-MB-231 foram plaqueadas em placas de 24 pogos,
passadas 24 h, foi utilizada uma ponteira de 200 pL para retirar as células de maneira uniforme
e cada poco lavado 3 vezes com PBS. Os pogos designados, receberam o tratamento com a
concentragdo de IC50 pré-estabelecida em estudos anteriores (0,25 pg/mL para A2780, 0,59
pg/mL para T-47D e 3,12 pg/mL para MDA-MB-231) ou somente meio de cultura acrescido
de 1% de SFB. Apds 48 h os pogos foram fotografados em microscoépio EVOS Cell Imaging

Systems (ThermoFisher) do Laboratério de Nanobiotecnologia, Universidade de Brasilia, UnB.
4.4.8 Analise da modulacdo do sistema antioxidante
4.4.8.1 Quantificag¢do de proteinas com Bradford

Para normalizag¢ao dos resultados, o conteudo de proteinas das amostras foi quantificado
pela metodologia que consiste na ligacdo do corante azul brilhante de Coomassie as proteinas
presentes, denominado Bradford (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A absorbancia foi
mensurada no comprimento de onda de A= 600 nm. Albumina de soro bovino (BSA) 0,5 mg/ml

foi utilizado como padrao.

4.4.8.2 Avaliagdo da produgdo de espécies reativas de oxigénio pos-tratamento com
MAGCIT-AM

Os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) foram mensurados nas células
tumorais por meio do 2’,7’-diacetato de diclorofluresceina (H2ZDCFDA) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA), um marcador fluorogénico que, ao ser quebrado por esterases intracelulares
ndo especificas, ¢ transformado em diacetato de diclorofluresceina (DCFH) gerando
fluorescéncia ao reagir com as espécies reativas presentes nas células (Bonini et al., 2006). Para
o experimento, 1x10* células foram plaqueadas em placas de 96 pogos € os grupos referentes
receberam o tratamento com MAGCIT-AM nas concentragdes de ICso pré-determinadas em
estudo anteriores (0,25 pg/mL para A2780, 0,59 ug/mL para T-47D e 3,12 ng/mL para MDA-
MB-231). Posteriormente, foi adicionado 193 pL de tampao fosfato de sédio 75 Mm (pH 7,5)

e as células foram tratadas com 2 pL de 0,5 mM H2DFDA e, imediatamente, iniciado a leitura
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da fluorescéncia de modo cinético em 25 minutos com intervalos de 30 segundos para leitura
do poco. As amostras foram determinadas pela intensidade da fluorescéncia detectada apds
excitagdo de 475 nm e emissdo de 525 nm no aparelho SpectraMax M5 (Molecular Devices,

EUA).

4.4.8.3 Ensaio de mensuragdo da atividade da superoxido dismutase

Para avaliar a influéncia do tratamento sobre a producdo de uma das principais enzimas
antioxidante que apresentam um papel importante na defesa celular contra as espécies reativas
geradas em condi¢do de estresse oxidativo, a superoxido dismutase (SOD), as células tumorais
humanas previamente tratadas com MAGCIT-AM na concentracdo de IC50 pré-estabelecida
(0,25 pg/mL para A2780, 0,59 pug/mL para T-47D e 3,12 ug/mL para MDA-MB-231) foram
lisadas por sonicacdo e dispostas em placa de 96 pocos. A atividade da SOD foi detectada por
espectrofotometria, com base na inibi¢ao da formacao de adrenocromo, decorrente da oxidagao
da epinefrina pela agdo da SOD (MIRSA; FRIDOVICH, 1972). No dia do experimento,
preparou-se o tampao de carbonato de soédio 57,7 mM e mantido em temperatura constante de
30° C. Foi realizada uma curva basal com bitartarato de epinefrina (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) 6 mM para verificar sua eficiéncia em microplaca de 96 pocos. A absorbancia foi
medida cineticamente em intervalos de dez segundos, durante dois minutos, a um comprimento
de onda de A= 490 nm. Em seguida, as amostras foram adicionadas nos pocos e a leitura se
iniciou imediatamente apos a pipetagem da epinefrina. Os resultados foram expressos em

absorbancia de 490 nm por pg de proteina.

4.4.8.4 Estudo da atividade da enzima catalase

A atividade da enzima catalase nas células foi padronizada para microplaca, seguindo
uma adaptac¢ao da metodologia proposta por Hadwan (2018). As células T-47D, A2780 e MDA-
MB-231 nao tratadas e tratadas (0,25 pg/mL para A2780, 0,59 png/mL para T-47D e 3,12 ug/mL
para MDA-MB-231) foram coletadas dos frascos de cultura e lisadas por sonicagdo e expostas
a 40 pL de perdxido de hidrogénio (H202) a 10 mM em um microtubo de 1,5 mL permanecendo
em incubag¢do a 37 °C em banho-maria por 2 minutos. Apos a incubacao, as células foi acrescido
240 pL da solugdo de trabalho carbonato-cobalto, composta por 5% v/v de solug¢do de nitrato
de cobalto II, 5% v/v de solugdo de hexametafosfato de sdédio e 90% v/v de solugdo de
bicarbonato de sodio, em seguida, 200 pL foram transferidos para os respectivos pocos da placa
de 96 pocos. Na presenga de bicarbonato de sodio, o peroéxido de hidrogénio atua como agente

oxidante sobre o cobalto II, convertendo-o em cobalto III e formando o complexo carbonato-
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cobalto III, que apresenta coloracdo esverdeada. A placa foi incubada por 10 minutos em
temperatura ambiente e em local isento de luz. A absorbancia foi mensurada no
espectrofotometro GloMax (Promega, Madison, WI, EUA), no comprimento de onda de A= 440

nm e os resultados foram expressos em absorbancia 440 ng por pg de proteina.

4.4.8.5 Quantificagdo dos niveis de glutationa

Os niveis de glutationa (GSH) intracelulares foram determinados por meio do método
cinético baseado na reacdo do fluordforo orto-ftalaldeido (OPA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA), o qual reage com a GSH presente no sobrenadante ap0s a lise celular (Senft et al., 2000).
Para o ensaio, as células foram tratadas com MAGCIT-AM (0,25 pg/mL para A2780, 0,59
pg/mL para T-47D e 3,12 pg/mL para MDA-MB-231) e lisadas com acido perclorico (HC1O4)
e transferidas para placa de 96 pogos. Previamente a leitura das amostras, uma curva basal foi
realizada com Glutationa Reduzida (UBS) com 0,1 mM para validagdo do teste. Em cada pogo
da placa, foi pipetado 20 pL. de OPA e incubada por 10 minutos. A intensidade da fluorescéncia
foi detectada a excitagdo a 475 nm e emissdo a 525 nm no GloMax (Promega). Os resultados

do teste foram expressos em nmol por pg de proteina.

4.4.8.6 Quantificagdo de lipideos peroxidados (TBARS) em células tumorais
humanas

A fim de quantificar a lipoperoxidagdo, as células tumorais humanas controles ou
tratadas com MAGCIT-AM (0,25 pg/mL para A2780, 0,59 pug/mL para T-47D e 3,12 pg/mL
para MDA-MB-231), foram coletadas e incubadas em um microtubo de 1,5 mL com 8,1% de
SDS, 20% de 4cido acético e 0,6% de acido tiobarbiturico (TBA). Em condi¢des de alta
temperatura e pH acido, o TBA reage com o malonaldeido (MDA) na propor¢ao (2:1), um dos
produtos liberados durante a peroxidagdo lipidica, formando um composto colorimétrico
(Ohkawa, 1979). A mistura foi aquecida a 95° C por 1 hora no banho-seco. Posteriormente, foi
pipetado 200 pL. em uma placa de 96 pocos e a absorbancia foi medida a um comprimento de
onda de A= 490 nm no aparelho de espectrofotometro GloMax (Promega, Madison, W1, EUA).

Os resultados foram expressos em absorbancia de 490 nm por pg de proteina.

4.4.9 Analise da morfologia celular tumoral pos-tratamento por meio de microscopio
de luz.

Para o estudo das alteragdes morfologicas das células tumorais (MDA-MB-231, T- 47D
e A780) foram plaqueadas 1x10° células de cada linhagem em placas de 12 pogos. Apos 24 h
foi adicionado o tratamento MAGCIT-AM (0,78 ug/mL de AM) ou somente o meio de cultura

59



a qual permaneceu incubada durante 48 h. Anteriormente a obtencdo das imagens, realizou-se
a marcacao por meio do kit de panoético rapido. O pandtico rapido ¢ um kit composto por 3
solugdes principais, solugdo de triarilmetano a 1% (fixador), solucdo de xantenos a 0,1%
(corante 4cido — coloracdo avermelhada/rosada) e solugdo de tiazinhas a 0,1% (corante basico
— coloragdao arroxeada/azulada). As imagens foram obtidas com o auxilio do software
AxioVision 100 no Microscopio EVOS Cell Imaging Systems (ThermoFisher) do Laboratorio

de Nanobiotecnologia, Universidade de Brasilia, UnB.

4.5 Avaliagdo do impacto imunologico

4.5.1 Populacdo de estudo e Aspectos Eticos

A fim de analisar a matura¢do de células dendriticas e perfil monocitico de células
provenientes de sangue periférico humano, mulheres voluntarias com idades entre 20 e 40 anos
foram recrutadas por divulgacdo da pesquisa e convite direto. Apds se informarem acerca dos
objetivos e dos experimentos que seriam performados, aquelas que concordaram em participar
da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice). Em
cumprimento aos requisitos exigidos pela Resolu¢dao n® 196/96 do Conselho Nacional de Saude
para pesquisas envolvendo seres humanos, o projeto, previamente, foi submetido e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa em Ciéncias Humanas e Sociais (CEP/CHS) da Universidade

de Brasilia (UnB) sob niumero de protocolo 77090524.3.0000.0030.

Para a composi¢do dos grupos experimentais, foram selecionadas, no total, seis
mulheres, distribuidas em dois grupos de acordo com o uso ou ndo de métodos contraceptivos

hormonais.

4.5.2 Obtencao das células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

Para a obtencdo das células mononucleares, foi realizada a coleta de 8 mL de sangue
periférico de cada voluntaria por punc¢do venosa utilizando-se o adaptador de coleta a vacuo e
tubos contendo anticoagulante, EDTA. PBMCs foram isoladas a partir da separagdo por
gradiente de densidade Ficoll® Paque PLUS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), para isso,
foram adicionados 4 mL de sangue para cada 2 mL de Ficoll e, a seguir, o material passou pelo
processo de centrifugagdo a 400 rcf por 20 min, 90°, resultando na separacdo em 4 fases
distintas: (i) células vermelhas + polimorfonucleares, (ii) Ficoll, (iii)) PBMC e (iv) plasma. As
células mononucleares foram transferidas para eppendorff estéril e foram realizadas duas
lavagens com tampao PBS 1X. As PBMCs foram ressuspendidas em meio RPMI 1640 e, apds

contagem, 1x10° células foram semeadas em placa de 6 pogos € mantidas em meio RPMI 1640
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suplementado com 10% de SFB e 1% de antibidtico (100 pg/mL penicilina e 100 pg/mL

estreptomicina) e em incubadora a 37 °C, 5% de CO; e umidade de 80%.

4.5.3 Estudo da maturagdo de células dendriticas e perfil monocitico

Para o estudo da maturagdo das células dendriticas e avaliagdo do perfil monocitico, as
células tumorais T-47D e A2780 foram tratadas, previamente, com MAGCIT-AM (0,78 pg/mL
por 48h). Passado o tempo de incubacgao, segregou-se o sobrenadante e realizou-se a separacao
das nanoparticulas por meio da utilizagdo de rack magnética (DynaMag-2 magnetic rack —

ThermoFisher) (Figura 16).

Figura 16. Separacido magnética de MAGCIT-AM por estante magnética. A

retirada do nanossistema presente no meio de cultura poés-tratamento das células tumorais foi
realizado com o auxilio da rack magnética DynaMag-2 magnetic rack (ThermoFisher),

evidenciando a propriedade magnética da nanoparticula.

O delineamento experimental baseou-se em quatro grupos, controle negativo (células
com meio sem indug¢do), controle positivo (células incubadas com LPS 1 pg/mL), indu¢do com
meio condicionado de A2780 e de T-47D (Figura 17). As PBMCs, anteriormente semeadas em
placa de 6 pogos, receberam 900uL (70%, do volume total) de sobrenadante, a qual

permaneceram em contato por 24 horas em estufa a 37 °C, 5% de CO: e 80% de umidade.
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Figura 17. Esquema do estudo da maturacio de células dendriticas e analise do
perfil monocitico. Foi realizada a coleta de sangue periférico de voluntérias para o isolamento
de PBMCs. Posteriormente essas células passaram pelo processo de incubagdo com o lisado
tumoral obtido pés-tratamento com MAGCIT-AM, quando necessario, e realizada andlise por
citometria de fluxo ap6s marcacdo com anticorpos. (Fonte: Elaborada pela autora (2025)).

Criado em: https://BioRender.com.

4.5.4 Imunofenotipagem por citometria de fluxo
Com a finalidade de caracterizar as células PBMC po6s estimulo, foram montados,
previamente, cinco painéis de marcagdo contendo anticorpos monoclonais conjugados a

fluorocromos especificos, com base na literatura e nos objetivos principais do estudo (Quadro
2).
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Quadro 2. Painéis montados para analise imunofenotipica por citometria de fluxo.

PERCP V450 K.
FITC PE cyss | PC7 | APC | APCHT | py b1 | ORANGE

Painel 1 | CD16 | CDI123 CD40 |CD25| CD33 | CDl14 | HLA-DR CD45

Painel 2 | CD11c | CDI16 CD40 |CD25|CDI123 | CDl4 | HLA-DR CD45

Painel 3 | CD80 CD86 CDllc | CD25 | CDI123 DR CD33 CD45
Painel 4 | CD11c | CD86 CD40 | CD25| CD33 DR CD123 CD45
Painel 5 | CD11c | CD86 H];Jﬁ ~ | CD25| CD33 | CDl4 CD123 CD45

Fonte: Elaborado pela autora.

Apo6s a padronizagdo e andlise dos resultados preliminares com auxilio do software
Infinicyt™ (Cytognos, S.L.), dois painéis foram selecionados para seguirem nos estudos finais,
tendo em vista que apresentaram um melhor desempenho na distingdo dos subtipos celulares,

assim como na qualidade dos sinais fluorescentes (Quadro 3).

Quadro 3. Painéis selecionados para seguirem no estudo.

PERCP K.
FITC PE CY5.5 PC7 APC | APCH7 | PB/BV421 ORANGE
Painel 1 | CD16 | CDI23 | CD40 | CD25 | CD33 | CD14 | HLA-DR CD45
Painel 5 | CD11c | CD86 DR | CD25| CD33 | CD14 CD123 CD45

Fonte: Elaborado pela autora.

Para a marcacdo celular, primeiramente as células foram lavadas (1x) e ressuspendidas
com BD FACSFlow™ Sheath Fluid e foram incubadas com o agente de viabilidade celular
FVS 780 (BD Horizon™ Fixable Stain 780) (899 uL de BD FACSFlow™ Sheath Fluid + 1 pL
de FVS 780 + 100 pL de células ressuspendidas) por 15 min, em temperatura ambiente
protegidas da luz. Posteriormente, passaram pelo processo de centrifuga¢do a 540 rcf por 5
minutos e pelo processo de lavagem. Apos o descarte do sobrenadante, iniciou-se a marcagao
com os anticorpos (Quadro 4) que permaneceram em incubag¢do por 15 minutos em temperatura
ambiente no escuro. A lise de heméacias ocorreu com a incorporagdo da solu¢io BD FACS™
Lysing Solution (dilui¢do de 1:10 em PBS) por 15 minutos, em temperatura ambiente protegido
da luz. Foi realizada a centrifuga¢io (540 rcf, 5 minutos) e a lavagem com BD FACSFlow™
Sheath Fluid. Apds a formagdo do pellet, as células foram ressuspendidas e adquiridas em
citometro de fluxo BD FACSCanto™ II com o auxilio do sofiware BD FACSDiva™ para

aquisicao dos dados.
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Quadro 4. Anticorpos utilizados durante o estudo.

Anticorpos Fabricante Volume
CD16 FITC Beckman Coulter 10 pL/amostra
CDI123 PE Beckamn Coulter 5 uL/amostra
CD40 PerCpY5.5 Biolegend 5 uL/amostra
CD25 PeCy7 Becton Dickinson 2 pL/amostra
CD33 APC Becton Dickinson 3 uL/amostra
CD14 APCH7 Becton Dickinson 3 uL/amostra
HLA-DR HV450 Becton Dickinson 2 pL/amostra
CD45 KO Beckman Coulter 5 uL/amostra
CDl1lc FITC Becton Dickinson 5 uL/amostra
CD86 PE Invitrogen 5 uL/amostra
HLA-DR PerCp Lifetech 5 uL/amostra
CD123 BV421 Becton Dickinson 5 uL/amostra
HLA-DR BV421 Becton Dickinson 3 uL/amostra

Fonte: Elaborado pela autora.

A analise dos dados foi

realizada pelo software FlowJo V11 (Becton Dickinson

Company). O esquema de gating desenvolvido estd demonstrado nas figuras 18, 19, 20 e 21.

Nos grupos tratados, foi observado um deslocamento na fluorescéncia do marcador APCH7

anti-CD14, possivelmente associado a internalizacdo de AM remanescente no sobrenadante do

lisado, portanto, para contornar essa variacao, a definicdo das populagdes CD14" foi realizada
com base nos niveis de fluorescéncia observados na populagdo linfocitaria, que foi utilizada

como referéncia interna tendo em vista que sdo negativas para o marcador em questao.
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Figura 18. Esquema de gating aplicado no painel 1 para a avaliacio da maturacio
das CDs e do perfil monocitario em células submetidas ao sobrenadante de lisados
tumorais previamente tratados com MAGCIT-AM. As células passaram pelo processo de
gating no software BD FACSDiva™, previamente, sendo distinguidas usando o BD Horizon™
Fixable Stain 780 e adquiridas apenas as populacdes viaveis. Posteriormente, foram feitas
estratégias a fim de eliminar os dupplets, debris e as populacdes CD45". As populagdes de
cCDs, M¢C, Mol ¢ MONC foram selecionadas pelos gatings HLA-DR* e CD33"; SSC-A ¢
CD1237, CD16¢e CD14. Ja as populagdes de pCDs foram obtidas através dos gatings HLA-DR*
¢ CDI123"; SSC-A ¢ CD33"; SSC-A ¢ CD14. (Fonte: Elaborado pela autora (2025)). Criado

em: https://BioRender.com.
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Figura 19. Esquema de gating aplicado no painel 1 para a avaliacio da maturacio
das CDs e do perfil monocitario em células ndo submetidas ao sobrenadante de lisados
tumorais previamente tratados com MAGCIT-AM. As células passaram pelo processo de
gating no software BD FACSDiva™, previamente, sendo distinguidas usando o BD Horizon™
Fixable Stain 780 e adquiridas apenas as populacdes viaveis. Posteriormente, foram feitas
estratégias a fim de eliminar os dupplets, debris e as populacdes CD45". As populagdes de
cCDs, M¢C, Mol ¢ MONC foram selecionadas pelos gatings HLA-DR* e CD33"; SSC-A ¢
CD1237;, CD16¢e CD14. Ja as populagdes de pCDs foram obtidas através dos gatings HLA-DR*
¢ CDI123"; SSC-A ¢ CD33"; SSC-A ¢ CD14. (Fonte: Elaborado pela autora (2025)). Criado
em: https://BioRender.com.
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Figura 20. Esquema de gating aplicado no painel 2 para a avaliacio da maturacio
das CDs em células submetidas ao sobrenadante de lisados tumorais previamente tratados
com MAGCIT-AM. As células passaram pelo processo de gating no software BD
FACSDiva™, previamente, sendo distinguidas usando o BD Horizon™ Fixable Stain 780 e
adquiridas apenas as populagdes vidveis. Posteriormente, foram feitas estratégias a fim de
eliminar os dupplets, debris e as populacdes CD45 . As populagdes de cCDs foram selecionadas
pelos gatings HLA-DR" e CD33"; SSC-A ¢ CD1237; SSC-A e CD14. Ja as populagdes de pCDs
foram obtidas através dos gatings HLA-DR" ¢ CD123*; SSC-A e CD33-; SSC-A e CD14.
(Fonte: Elaborado pela autora (2025)). Criado em: https://BioRender.com.
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Figura 21. Esquema de gating aplicado no painel 2 para a avaliacio da maturacio

das CDs em células ndo submetidas ao sobrenadante de lisados tumorais previamente
tratados com MAGCIT-AM. As células passaram pelo processo de gating no software BD
FACSDiva™, previamente, sendo distinguidas usando o BD Horizon™ Fixable Stain 780 e
adquiridas apenas as populagdes vidveis. Posteriormente, foram feitas estratégias a fim de
eliminar os dupplets, debris e as populacdes CD45 . As populagdes de cCDs foram selecionadas
pelos gatings HLA-DR" e CD33"; SSC-A ¢ CD1237; SSC-A e CD14. Ja as populagdes de pCDs
foram obtidas através dos gatings HLA-DR" ¢ CD123*; SSC-A e CD33"; SSC-A e CD14.
(Fonte: Elaborado pela autora (2025)). Criado em: https://BioRender.com.

4.6  Andlise estatistica

Os dados das andlises quantitativas foram submetidos a anélise de normalidade pelo
teste Shapiro-Wilk. Para as amostras com distribui¢do normal (paramétricos) foram realizados
os testes de variancia simples (ANOVA), seguido pelo pos-teste de Tukey. Para os dados sem
distribuicdo normal (ndo-paramétricos), foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do pos-
teste de Dunn. As analises estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad Prism 10.0

(GraphPad software, EUA) e submetidas a testes com confianca estatistica de 95%.
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5. Resultados

5.1 Avaliagdo da internaliza¢do de MAGCIT-AM por MET e citometria de fluxo

Um passo de extrema importancia para o desenvolvimento de novas plataformas
visando o tratamento do cancer ¢ o ensaio de citotoxicidade in vitro. Portanto, foi performado
o ensaio de Alamar Blue MAGCIT-AM em duas linhagens de carcinoma mamario (T-47D e
MDA-MB-231), em uma linhagem de carcinoma de ovario (A2780) e em duas linhagens de
células normais (HUVEC e HNTMC); resultados publicados em (Silva et al., 2021).

Tendo em vista a diferenca expressiva nos ensaios de viabilidade celular, foi feita a
andlise de internalizagdo de MAGCIT-AM por microscopia eletronica de transmissdo a fim de
se elucidar os mecanismos de internalizagdo do nanossistema pelas linhagens tumorais.
Corroborando com os dados de citometria descritos em Silva et al., 2021 e com os achados na
literatura (Wu et al., 2018; da Veiga Moreira et al., 2024), observa-se o acumulo do
nanossistema em lisossomos e/ou endossomos no citosol dessas células além da presenca de

prolongamentos citoplasmaticos indicando um processo de fagocitose (Figura 22).
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Figura 22. Internalizacio de MAGCIT-AM em células tumorais apos tratamento
com o nanossistema (0,78 pg/mL de AM, 6 horas). Imagens ultraestruturais das linhagens
tumorais estudadas obtidas por microscopia eletronica de transmissdo (MET), demonstram a
citolocalizagdo de MAGCIT-AM em lisossomo/ endossomo (setas pretas). A presenca de
prolongamentos citoplasmaticos indica a fagocitose (setas brancas). Cabeca de seta preta
indicam a invagina¢do da membrana, N nucleo, No nucléolo, Er Reticulo endoplasmaético e R

ribossomos. Barra de escala=2 pm e 1 pm.
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Como pode se observar na figura 22, obtida em um maior aumento, € possivel
visualizar as estruturas vesiculares contendo MAGCIT-AM em seu interior, refor¢ando os
mecanismos endociticos/fagociticos. Ja na figura 23, que dispde imagens com campo
ampliado e menor aumento, nota-se um acumulo mais extenso e generalizado de
nanoparticulas no ambiente intracelular, evidenciando que a distribui¢do citoplasmatica de
MAGCIT-AM ndo se restringe apenas a locais proximos a membrana plasmatica, mas
também em ambientes mais internos proximos do nucleo celular (Figura 23). Além da
invaginacdo da membrana celular observada nas linhagens, também foi evidenciado a

expansao dessa estrutura, uma indicagdo da captagdo de MAGCIT-AM por fagocitose.

A2780
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Figura 23. Internalizacdo e movimentacio de MAGCIT-AM em células de cancer
apos tratamento com o nanocomplexo (0,78 pg/mL de AM, 6 horas). Imagens
ultraestruturais das linhagens tumorais estudadas obtidas por microscopia eletronica de
transmissdo, demonstram a citolocalizagdo de MAGCIT-AM em lisossomo/ endossomo (setas
pretas). Cabecas de setas preta indicam a expansdo de membrana plasmatica, N nucleo, No

nucléolo, Er Reticulo endoplasmatico. Barra de escala=2 ¢ 5 um.

Ainda, pela citometria de fluxo, ¢ possivel se averiguar que ndo hd diferenga
significativa nos niveis de internalizagdo de MAGCIT-AM entre as linhagens celulares,
incluindo as células ndo tumorais e a linhagem triplo negtiva, evidenciando que os resultados
obtidos pelos ensaios de viabilidade celular s3o ocasionados devido ao mecanismo de acdo da
nanoparticula nos diferentes tipos celulares estudados, e ndo pela diferenca na quantidade de

particula internalizada (Figura 24).
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Figura 24. Internalizacio de MAGCIT-AM em células normais e tumorais. As
células foram tratadas com o nanossistema (0,78 pg/mL de AM, por 6h) e analisadas por
citometro de fluxo FACSCalibur. Resultados apresentados em média + desvio padrao referentes

a 3 experimentos. Nao se observa diferenca estatistica entre os grupos estudados.
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5.2 Alteragado da proliferacdo celular na linhagem MDA-MB-231

A linhagem MDA-MB-231, linhagem de cancer de mama triplo negativo humano,
demonstrou ser mais resistente as alteragdes ocasionadas pelo nanossistema, como observado
em Silva et al.,, 2021. Portanto, a fim de verificar se, apesar de demonstrar uma baixa
porcentagem de morte celular derivada de MAGCIT-AM, a linhagem poderia estar sofrendo
alguma alteracdo em seus niveis de proliferacdo celular, foi realizado o ensaio com CFSE,
composto fluorescente que interagem com aminas citoplasmaticas (Quah et al., 2007).

Observando os resultados obtidos, nota-se que MAGCIT-AM foi capaz de inibir a
proliferacao dessas células in vitro 48 horas apds o tratamento com a concentracdo de 0,78

pg/mL (Figura 25).

3
ns
—_ ns
X
o 40-
'S 00 T
o
Q@ 30-
= 3
5 &
S
() 20_
©
=
S 10+
8
[
[<}]
g 0- T T
Q &
< <
g oY

@V’

Figura 25. Proliferacio celular da linhagem MDA-MB-231 por CFSE apos
tratamento com MAGCIT-AM (48 horas). Células foram incubadas com MAGCIT (3,84
pg/mL), azul de metileno livre (0,78 pg/mL) e MAGCIT-AM (0,78 pug/mL de AM) por 48h.
Os dados representam a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes em

triplicata. ns = ndo significativo, *p < 0.05. *Tratamento comparado ao controle nao tratado.
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5.3 Fragmentag¢do nuclear

A fragmentacdo nuclear uma alteragcdo correlacionada com diversos tipos de morte
celular, ¢ caracterizada pela clivagem do material genético localizado no nucleo celular por
nucleases originando fragmentos menores (Monier & Suzanne, 2021). Como observado pelos
ensaios de morte celular por citometria de fluxo (Silva et al., 2021), MAGCIT-AM foi capaz
de induzir ambos os tipos de via de morte celular apoptose e morte litica, sendo
predominantemente o segundo padrdo, ainda se observando uma pequena porcentagem por
apoptose.

Considerando a importancia de se analisar a indu¢do de fragmentagdo nuclear nas
células tumorais humanas em resposta a MAGCIT-AM, foi realizada a marcag@o com iodeto
de propideo para citometria de fluxo, o qual, resultados inferiores ao de uma célula em intérfase
foram interpretados como células em fragmentagdo nuclear. Como apresentado na figura 26, as
células controles apresentam valores significativamente inferiores as células tratadas com
MAGCIT-AM, demonstrando que o nanossistema foi capaz de induzir uma maior taxa de

fragmentagao nuclear.
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Figura 26. Ensaio de fragmentacido nuclear em células tumorais. (A) A2780, (B) T-
47D e (C) MDA-MB-231. Células foram incubadas com MAGCIT-AM (0,78 ug/mL de AM)
por 24 horas. Apds tratamento, as células foram marcadas com iodeto de propideo (FL-2) e
analisadas em citometro de fluxo FACSCalibur. Os dados representam a média + desvio padrao
de trés experimentos independentes em triplicata. *p < 0.05 e ****p < 0.0001. *Tratamento

comparado ao controle nao tratado.
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5.4 Biogénese de corpusculo lipidico

Observando a importancia dos corpusculos lipidicos, uma organela envolvida com o
acumulo dos lipideos citoplasmaticos, no processo de desenvolvimento tumoral e o amplo papel
dessas moléculas em diversos processos celulares como, crescimento, proliferacao,
diferenciagdo, mortalidade, foi avaliado a alteracdo no processo de biogénese do corptisculo
lipidico por meio de sua avaliagdo pela sonda BODIPY 493/503 (Life Technologies). Apds 48
horas de tratamento, com o ICso pré-determinado, nas linhagens de cancer de mama (T-47D e
MDA-MB-231) o grupo ndo tratado apresentou valores de fluorescéncia superiores quando
comparados aqueles incubados com MAGCIT-AM, indicando que o nanossistema atua
negativamente na formag¢do dessa organela. J4 para a linhagem de cancer de ovario, a A2780,

os dados demonstram que o tratamento ndo promoveu nenhuma altera¢do na biogénese dessas

estruturas (Figura 27).
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Figura 27. Ensaio de biogénese de corpitsculo lipidico em células tumorais. (A)
A2780, (B) T-47D e (C) MDA-MB-231. Células foram incubadas com MAGCIT-AM (0,78
pg/mL de AM) por 48 horas. Apds tratamento, as células foram marcadas com a sonda Bodipy
(FL-1) e analisadas em citdmetro de fluxo FACSCalibur. Os dados representam a média +
desvio padrao de trés experimentos independentes em triplicata. *p < 0.05 e ****p < 0.0001.

*Tratamento comparado ao controle nao tratado.

5.5 Andlise da polariza¢do mitocondrial
O processo de morte celular é caracterizado pela sequéncia de diversos eventos
intracelulares, dentre eles, a perda do potencial transmembranar mitocondrial (AYM)

(Sakamuru et al., 2022). Como um relevante marcador de dano mitocondrial, foi utilizado o
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ensaio com o corante JC-1, em que, em células saudaveis, o JC-1 ¢ internalizado e se acumula
nas mitocondrias, formando os agregados J e, consequentemente, florescendo na regido do
vermelho. J& em células ndo saudéaveis, o corante entra em menor quantidade, devido a perda
do AWM, nio atingindo a concentracido necessaria para desencadear a formacgao dos agregados
J, mantendo a sua fluorescéncia verde (Smiley et al., 1991). Portanto, considerando o processo
de funcionamento do JC-1, observa-se que a razao entre fluorescéncia vermelho/verde pode ser
considerada uma avaliacdo direta do estado de AYM, em que, quanto maior essa razao mais
agregados J sdo formados, simbolizando uma célula saudavel e, quanto menor essa razao
poucos agregados J sdo formados, simbolizando uma célula ndo saudavel (Rovini et al., 2021).

Tendo isso em vista, a composicdo de MAGCIT-AM e o seu potencial na geracao de
EROs, realizou-se o experimento para a analise dos efeitos do nanossistema na mitocondria de
células tumorais. De acordo com as andlises de citometria, pode-se concluir que para as
linhagens T-47D e A2780, MAGCIT-AM foi capaz de diminuir a razdo de fluorescéncia
vermelho/verde, sugerindo um processo de morte celular correlacionado com o dano
mitocondrial (Figura 28). Para a linhagem MDA-MB-231, que ja havia se mostrado mais
resistente ao tratamento proposto, ndo se observou diferenga significativa entre o grupo controle

e tratado.

(A) A2780 (B) 147D (C) MDA-MB-231

2.0 2.0-

g
=)
]

1.5+ 1.5+

-
(3.}
1

1.0 *%

MFI
Média Geométrica (FL-3/FL-1)

1.0

0.5 0.5—

e
o
]

0.0-

MFI
Média Geométrica (FL-3/FL-1)
>
1
MFI
Média Geométrica (FL-3/FL-1)

e
(=)

0.0-
€ & S S
o o

e? @P &ﬁ

Figura 28. Analise da alteracio do potencial transmembranar mitocondrial (AYM)
em células tumorais. (A) A2780, (B) T-47D e (C) MDA-MB-231. Células foram incubadas
com MAGCIT-AM (0,78 pg/mL de AM) por 6 horas. Apés tratamento, as células foram
marcadas com a molécula JC-1 e analisadas em citdmetro de fluxo FACSCalibur (FL-1 e FL-

2). Os dados representam a média da razdo de FL-3/FL-1 + desvio padrdo de trés experimentos
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independentes em triplicata. *p < 0.05 e **p < 0.01. *Tratamento comparado ao controle nao
tratado.

Adicionalmente, a distribui¢do intracelular do corante e a integridade mitocondrial
foram avaliadas por microscopia confocal, com o objetivo de avaliar qualitativamente o padrao
de emissdo do JC-1 e a alteragdo no AWM nas linhagens sensiveis ao tratamento. Corroborando
com 0s ensaios de citometria observamos a predomindncia dos monomeros em relagdo aos
dimeros ap0s o tratamento com MAGCIT-AM nas linhagens exibiram altera¢cdes no potencial

transmembranar mitocondrial, T-47D e A2780 (Figura 29).

(A)
JC-1 dimeros JC-1 monOomeros

m

EI -

=

(@]

(V)

<

=

l_ -

Z
(B) .

JC-1 dimeros JC-1 monOomeros

m

EI - |

o

(]

(O)

<

=

l_ -

=

Figura 29. Analise da alteracio do potencial transmembranar mitocondrial (AYM)
em células tumorais por microscopia confocal. Imagens de fluorescéncia das linhagens
tumorais (A) A2780, (B) T-47D obtidas por microscopia confocal, demonstram a

predominancia de monomeros (verde) de JC-1 em relagdo aos seus dimeros (vermelho). Células
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foram incubadas com MAGCIT-AM (0,78 pg/mL de AM) por 6 horas. Apos tratamento, as

células foram marcadas com a molécula JC-1. Barra de escala = 50 pm.

5.6 Alteracdao morfologica das células tumorais pos-tratamento com MAGCIT-AM

Para demonstrar as alteracdes morfoldgicas e estruturais nas células tumorais humanas,
foi realizada microscopia de luz ap6s o processo de coloragdo com panoético rapido, em que sao
evidenciados o citoplasma e o nucleo celular. Pode-se observar que, apds o tratamento com
MAGCIT-AM (0,78 pg/mL por 48h), houve uma diminui¢do expressiva na quantidade de
células aderidas nos grupos de T-47D e A2780. Além da perda de confluéncia, nota-se uma
redu¢do do tamanho celular, perda dos pontos focais de adesdo e projecdes citoplasmaticas
(Figura 30).

A linhagem MDA-MB-231 apresentou altera¢cdes morfoldgicas, com uma leve redugao
da confluéncia celular e com perda dos pontos de adesdo e aumento do tamanho celular. Em
todas as linhagens estudadas, ¢ possivel se observar a internalizacdo de MAGCIT-AM

evidenciada pelo aglomerado de coloragdo marrom no citoplasma.
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Figura 30. Analise da alteracio morfologica das células tumorais (A2780, T-47D e
MDA-MB-231) apés coloracdo com panético rapido. Células foram incubadas com
MAGCIT-AM (0,78 ng/mL) por 48 horas. Apos tratamento, as células foram coradas com o
kit de panotico rapido e analisadas em microscopio de luz. Setas pretas indicam a internalizagao

de MAGCIT-AM. Barra de escala = 100 um.

5.7 Migragao celular: Wound Healing
Objetivando-se investigar a atividade do nanossistema, MAGCIT-AM, interferir na
capacidade migratoria das células tumorais, foi realizado o ensaio de Wound Healing. Esse

método se baseia na realizagdo de uma ranhura padrdo sobre o tapete celular confluente e
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afericdo, ao longo do tempo, de sua dimensdo (Kauanova et al., 2021). As imagens obtidas por
microscopia de contraste de fase, demonstram que o tratamento com MAGCIT-AM reduziu
significativamente a mobilidade celular em todas as linhagens tumorais avaliadas, quando
comparadas aos seus respectivos controles nao tratados (Figura 31). Adicionalmente, realizou-
se a quantificacdo da area da ranhura no TO e apds 48h de tratamento do grupo controle nao
tratado e do grupo MAGCIT-AM, resultados que corroboram com as imagens obtidas (Figura

32).

MDA-MB-231  T-47D

A2780

Figura 31. Anélise de Wound Healing nas linhagens tumorais. As imagens indicam
o tempo To, células controle apos 48h e células apos o tratamento com MAGCIT-AM por 48

horas. Barra de escala = 400 pm.
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Figura 32. Percentual da area de fechamento da ranhura pelo ensaio de Wound
Healing. A érea da ferida foi mensurada no tempo TO e ap6s 48h de tratamento com MAGCIT-
AM (0,25 pg/mL para A2780, 0,59 pg/mL para T-47D e 3,12 png/mL para MDA-MB-231),
utilizando o software Imagel. Os graficos representam a média de trés campos por pogo e
mostram a porcentagem de fechamento da ferida em 48h, calculada com base na diferenca entre
as areas iniciais e finais. A significincia estatistica foi determinada pelo teste ¢ de Student,
considerando **P < 0,01, ***P < 0,001 e ****P<0,0001. * Tratamento comparado ao controle

nao tratado (NT).

5.8  Perfil bioquimico e avaliagdo do estresse oxidativo nas linhagens celulares

Com a finalidade de elucidar o mecanismo de agdo do nanossistema e avaliar a sua
associacdo com a modulagdo do estresse oxidativo celular, foram realizados os ensaios de
peroxidacdo lipidica (TBARS), quantificagdo de espécies reativas de oxigénio, atividade das
enzimas antioxidantes, como a superdxido dismutase e a catalase e dosagem de glutationa total.
Baseando-se na literatura e com a hipdtese de ocorréncia da morte celular ferroptose, foram
escolhidos parametros que nos permitissem a compreensao geral dos distintos mecanismos de

resposta das linhagens estudadas (Chen et al., 2018; Hayes et al., 2020; Masenga et al., 2023).

5.8.1 T-47D

A linhagem de cancer de mama, T-47D, responsiva ao tratamento, como descrito em
Silva et al., 2021, ndo apresentou diferengas estatisticamente significativas nos niveis de
glutationa total (Figura 33A), catalase (Figura 33B) e superoxido dismutase (Figura 33C), apos

24h de tratamento com o nanossistema. Resultados que, quando analisados juntamente com a
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producdo das espécies reativas de oxigénio e os niveis de peroxidagdo lipidica, indicam que a
morte celular ocasionada, vista por citometria de fluxo, esta correlacionada com a indugdo do
estresse oxidativo. Pode-se observar com os demais ensaios, um aumento exacerbado na
producdo de EROs apo6s 6h de tratamento (Figura 33D), o qual foi revertido apos 24h de
exposicao a MAGCIT-AM (Figura 33E). Em contrapartida, nota-se que a peroxidacao lipidica,
indicada pela medida de TBARS, apresentou um aumento significativo apenas nas 24h pos-
tratamento (Figura 33G), reforgando a hipotese de o aumento das espécies reativas de oxigénio

estar sendo convertido em peroxidacao lipidica, levando ao processo da ferroptose.
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Figura 33. Avaliacio do estresse oxidativo e perfil antioxidante na linhagem T-47D
apés o tratamento com MAGCIT-AM. Quantificacdo de (A) glutationa total (GSH), (B)
catalase, (C) superoxido dismutase apos 24h de tratamento (D) e (E) Representam os niveis de
espécies reativas de oxigénio de lipideos peroxidados em 6h, respectivamente e (F) e (G)
representam os mesmos parametros apds 24h de tratamento. Os tratamentos foram realizados
com MAGCIT-AM (0,59 pg/mL) e os dados foram expressos como média + desvio padrao,
calculados a partir de trés réplicas técnicas independentes. A significancia estatistica foi
determinada pelo teste ¢ de Student, considerando **P < 0,01, ***P < 0,001. * Tratamento

comparado ao controle nao tratado (NT).
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5.8.2 A2780

Na linhagem A2780, se observa uma resposta antioxidante mais bem estruturada ao
tratamento de 24h com MAGCIT-AM, com aumentos estatisticamente significativos dos niveis
de glutationa total (Figura 34A), bem como na quantidade de CAT (Figura 34B) e SOD (Figura
34C). Com relacdo as espécies reativas de oxigénio, nota-se um aumento exacerbado nas
primeiras 6 horas de tratamento (Figura 34D), processo revertido apos 24h (Figura 34F),
atingindo niveis inferiores aos observados no controle. Assim como na linhagem T-47D,
observa-se uma conversao das EROs em lipideos peroxidados, onde se constata elevados niveis
dos mesmos, apds 24h de tratamento (Figura 34G). Curiosamente, verifica-se elevados niveis
de L-ROS nos controles nao tratados nas primeiras 6h (Figura 34E), fato que prontamente ¢

revertido pelo sistema antioxidante, como pode-se observar nos resultados de 24h (Figura 34).
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Figura 34. Avaliacio do estresse oxidativo e perfil antioxidante na linhagem A2780
apés o tratamento com MAGCIT-AM. Quantificacdo de (A) glutationa total (GSH), (B)
catalase, (C) superoxido dismutase apos 24h de tratamento (D) e (E) Representam os niveis de
espécies reativas de oxigénio de lipideos peroxidados em 6h, respectivamente e (F) e (G)
representam os mesmos pardmetros apds 24h de tratamento. Os tratamentos foram realizados
com MAGCIT-AM (0,25 pg/mL) e os dados foram expressos como média + desvio padrao,

calculados a partir de trés réplicas técnicas independentes. A significancia estatistica foi
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(D)

EROs
Intensidade de Fluorescéncia (a.u)

determinada pelo teste # de Student, considerando **P < 0,01, ***P < 0,001 e ****P < 0,0001.

* Tratamento comparado ao controle nao tratado (NT).

5.8.3 MDA-MB-231

Tendo em vista a sua resisténcia ao tratamento, o perfil bioquimico correlacionado com
o sistema antioxidante e com o estresse oxidativo ¢ de extrema importancia para elucidar os
mecanismos que estdo sendo modulados pela linhagem MDA-MB-231. Corroborando com a
hipdtese inicial, essas células demonstraram capacidade de reverter rapidamente os efeitos
iniciais do aumento das espécies reativas de oxigénio. Embora n3o tenham apresentado
aumentos estatisticamente significativos no niveis de glutationa total (Figura 35A) e de SOD
(Figura 35B), o tratamento com MAGCIT-AM ndo levou a efeitos danosos celulares, como
observado em Silva et al., 2021. Tendo isso em vista, observa-se que o nanossistema foi capaz
de induzir um aumento exacerbado das EROs nas primeiras 6h (Figura 35D) e converté-las em
L-ROS (Figura 35E), entretanto, mecanismos celulares demonstram reverter esse processo, em
apenas 24h (Figuras 35F e 35G), por meio da produc¢ao de altos niveis de catalase (Figura 35C),
enzima correlacionada com a decomposi¢do de peroxido de hidrogénio e restauracdo do

equilibrio redox celular (Glorieux & Buc Calderon, 2024).
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Figura 35. Avaliacio do estresse oxidativo e perfil antioxidante na linhagem MDA -

MB-231 apés o tratamento com MAGCIT-AM. Quantificacdo de (A) glutationa total (GSH),
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(B) superdxido dismutase e (C) catalase apos 24h de tratamento. (D) e (E) Representam os
niveis de espécies reativas de oxigénio de lipideos peroxidados em 6h, respectivamente e (F) e
(G) representam os mesmos pardmetros apos 24h de tratamento. Os tratamentos foram
realizados com MAGCIT-AM (3,12 pg/mL) e os dados foram expressos como média + desvio
padrdo, calculados a partir de trés réplicas técnicas independentes. A significancia estatistica
foi determinada pelo teste ¢ de Student, considerando *P < 0,05 e ****P <(0,0001. * Tratamento

comparado ao controle ndo tratado (NT).

5.9 Andlise da maturagdo das células dendriticas e do perfil monocitario

A fim de elucidar a capacidade dos lisados de células tumorais tratadas com o
nanossistema na modulagdo de células dendriticas, foi realizado o ensaio de imunofenotipagem
com marcadores de maturagao previamente descritos na literatura (Schaupp et al., 2020; Holken
& Teusch, 2023; Belabed et al., 2025). Para isso, a foram obtidas as células mononucleares de
sangue periférico (PBMCs) de seis voluntarias. Optou-se pela escolha das linhagens tumorais
humanas T-47D e A2780 tendo em vista que a linhagem MDA-MB-231 ndo apresentou morte

celular expressiva, como observado pelos ensaios de citotoxidade (Silva et al., 2021).

Como descrito anteriormente, as células dendriticas sdo subdivididas em diferentes
populagdes de acordo com seus marcadores de superficie e suas funcdes, entretanto somente os
subtipos mCDs e pCDS estdo presentes no sangue periférico. Levando isso em consideracao,
realizou-se a montagem de dois painéis principais voltados para a separacdo de mondcitos e
células dendriticas de sangue periférico e, optou-se por aqueles que seriam capazes de

selecionar melhor as populagdes de células dendriticas e mondcitos (Figura 36).
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Figura 36. Porcentagem de identificacio das populacdes de mondcitos e células
dendriticas em diferentes painéis de marcacio. Os dados demonstram a eficiéncia de cada
painel proposto na distingdo imunofenotipica das subpopulagdes de (A) células dendriticas
(plasmocitoides e mieloides) e (B) monociticas (Monocitos Cléssicos, Intermediarios e Nao
Cléssicos), sendo esse critério utilizado para a escolha final dos painéis utilizados ao longo dos

experimentos.

Observando os resultados, a exposi¢do das PBMCs ao lisado tumoral das linhagens
A2780 e T-47D resultou em um aumento na porcentagem de ambos os tipos de células
dendriticas, quando comparado ao controle nao tratado e ao grupo estimulado apenas com LPS.
Entretando, essas mesmas exposi¢des levaram a uma diminui¢do significativa da populagdo de

monocitos classicos (CD14"" e CD16" (Figura 37).
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Figura 37. Quantificacio das popula¢des monociticas e das células dendriticas em
PBMCs tratadas com o lisado tumoral. Porcentagem dos monocitos classicos (CD14*" e
CD16), intermediarios (CD14" ¢ CD16") e néo classicos (CD14- ¢ CD16"), bem como das
células dendriticas plasmocitoides (pCDs) e mieloides (mCDs), nas condigdes controle, tratadas
com LPS 1 pg/mL e ap6s tratamento com lisado tumoral das linhagens A2780 e T-47D. Os
dados representam média + desvio padrdo, calculados a partir de seis réplicas biologicas
independentes. A significancia estatistica foi determinada pelo teste anova two-way,

considerando ****P < (,0001. * Tratamento comparado ao controle ndo tratado (NT).

A andlise imunofenotipica das células dendriticas mieloides apontou um aumento
estatisticamente significativo da expressdo de marcadores CD40, CD25, CD86, CDl1c em
células tratadas com o lisado tumoral, excetuando-se HLA-DR. Assim como esperado,
observou-se esse mesmo perfil em células tratadas com o LPS, lipopolissacarideo componente
altamente inflamatério da membrana externa de bactérias gram-negativas, excetuando-se a

expressao de HLA-DR, em que ndo se teve diferenca estatisticamente significativa (Figura 38).
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Figura 38. Perfil de ativacdo das células dendriticas mieloides apds exposi¢iao a
diferentes estimulos. Expressao dos marcadores (A) CD40, (B) CD25, (C) CD86, (D) HLA-
DR e (E) CD11c em mCDs obtidas a partir de PBMCs incubadas com o lisado tumoral das
linhagens A2780 e T-47D submetidas ao tratamento com MAGCIT-AM (0,78 pug/mL). O grupo
tratado com LPS foi utilizado como controle positivo de ativagdo e o grupo controle (NT)
incubado somente com meio de cultura. A andlise foi realizada em citometro de fluxo e os dados
expressos como a média de fluorescéncia (MFI) £ desvio padrdo, calculados a partir de seis
réplicas biologicas independentes. A significancia estatistica foi determinada pelo teste anova
one-way considerando *P < 0,05, ***P < 0,001 e ****P <(,0001. * Tratamento comparado ao

controle ndo tratado (NT).

Assim como realizada a andlise do perfil de marcadores nas mCDs, estudou-se essas

mesmas proteinas de superficie nas células dendriticas plasmocitoides. Semelhantemente as
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linhagens mieloides, as pCDs também apresentaram um aumento significativo na média da
intensidade de fluorescéncia dos marcadores estudados, excetuando-se o0 HLA-DR, em que
exibiu um aumento significativo comparado ao controle ndo estimulado. Curiosamente, o
tratamento com LPS ndo promoveu o aumento na expressao de CD11lc nem de HLA-DR,

sugerindo uma modulacdo distinta dessa molécula sobre essa subpopulacao (Figura 39).
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Figura 39. Perfil de ativaciao das células dendriticas plasmocitoides apds exposicao
a diferentes estimulos. Expressdo dos marcadores (A) CD40, (B) CD25, (C) CD86, (D) HLA-
DR e (E) CDl11lc em pCDs obtidas a partir de PBMCs incubadas com o lisado tumoral das
linhagens A2780 e T-47D submetidas ao tratamento com MAGCIT-AM (0,78 pg/mL). O grupo
tratado com LPS foi utilizado como controle positivo de ativagdo e o grupo controle (NT)
incubado somente com meio de cultura. A andlise foi realizada em citometro de fluxo e os dados

expressos como a média de fluorescéncia (MFI) £ desvio padrdo, calculados a partir de seis
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réplicas biologicas independentes. A significancia estatistica foi determinada pelo teste anova
one-way considerando *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001 e ****P < (0,0001. * Tratamento

comparado ao controle ndo tratado (NT).

5.10 Andlise da citotoxicidade de MAGCIT-AM em linhagens tumorais e normais
murinas.

Como um passo extremamente importante para a aplicacdo do nanossistema
desenvolvido em modelos biologicos in vivo, foram avaliadas as citotoxicidades de MAGCIT-
AM em uma linhagem de carcinoma mamario murino (4T1) e em uma linhagem de fibroblasto
murino, representando as células controles (NIH/3T3). As concentragdes selecionadas para o
tratamento foram determinadas como base aquelas utilizadas nos ensaios com linhagens
humanas, sendo elas de 3,12; 1,56; 0,78 e 0,39 pg/mL para MAGCIT-AM, baseando-se na
quantidade de AM adsorvido na superficie magnética. Com a finalidade de averiguar a
citotoxicidade de azul de metileno ndo funcionalizado com o ntcleo de maghemita com citrato,
foi avaliada a viabilidade celular apos o tratamento com AM livre nas concentracdes de 5,0,
2,5,1,25¢ 0,625 pg/mL.

Os resultados obtidos através da analise por alamarBlue™, mostram que MAGCIT-
AM apresenta toxicidade dose dependente em ambas as linhagens estudadas (Figura 40).
Entretanto, a linhagem NIH/3T3 demonstra uma maior resisténcia apds tratamento com
MAGCIT-AM exibindo uma recuperacao celular nos tempos de 48 ¢ 72h (Figura 40B). A
linhagem 4T1 mostrou-se mais susceptivel ao tratamento com o nanossistema, tendo uma
reducdo de aproximadamente 70% de sua viabilidade na maior concentragdo estudada (Figura

40°).
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Figura 40. Avalia¢io da viabilidade celular por alamarBlue™ das linhagens 4T1 e
NIH/3T3 apos 24, 48 e 72 horas de tratamento com MAGCIT-AM. Gréficos de viabilidade
das linhagens (A) 4T1 e (B) NIH3T3 ap0s os tratamentos com MAGCIT-AM nas concentragdes
de 3,12, 1,56, 0,78 e 0,39 png/mL apds 24, 48 e 72 horas de tratamento. As barras representam
a viabilidade celular em percentual para cada linhagem apos os tratamentos nas concentragdes
indicadas. Os dados representam a média + SEM de trés experimentos independentes em

triplicata *P<0,05, ***P<0,001 e ****P<0.0001. *tratamento comparado ao controle NT.

J& os ensaios realizados com AM livre, demonstram que as linhagens exibiram uma
maior resisténcia a esse composto ndo funcionalizado, evidenciando que a reducdo da
viabilidade celular ocorre apenas em concentragdes superiores de azul de metileno quando

comparadas com aquelas utilizadas de maneira conjugada (Figura 41).
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Figura 41. Avaliagiio da viabilidade celular por alamarBlue™ das linhagem 4T1 e
NIH/3T3 apds 24, 48 e 72 horas de tratamento com AM livre. Graficos de viabilidade das
linhagens (A) 4T1 e (B) NIH3T3 apds os tratamentos com AM livre nas concentragdes de 5,0,
2,5, 1,25 e 0,625 pg/mL apds 24, 48 e 72 horas de tratamento. As barras representam a
viabilidade celular em percentual para cada linhagem apds os tratamentos nas concentragdes
indicadas. Os dados representam a média + SEM de trés experimentos independentes em
triplicata *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 e ****P<0.0001. *tratamento comparado ao

controle NT.

Por fim, para sintetizar os resultados obtidos com os ensaios de viabilidade celular das
linhagens murinas, foram realizados os célculos da concentragdo inibitoria de 50% para ambos

os tratamentos propostos. Corroborando com os resultados observados, os valores de IC50 para
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ambas as linhagens reduzem a medida que a concentragdo de MAGCIT-AM (Tabela 1) e AM

(Tabela 2) aumentam.

Tabela 1. Concentracio inibitoria de 50% de MAGCIT-AM nas linhagens 4T1 e NIH-
3T3 nos tempos de 24, 48 e 72h.
Tempo 24h 48h 72h
4T1 0,60 pg/mL 0,42 pg/mL 0,54 pg/mL
NIH-3T3 0,30 pg/mL 0,93 pg/mL 0,77 pg/mL

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 2. Concentracio inibitoria de 50% de AM livre nas linhagens 4T1 e NIH-3T3 nos
tempos de 24, 48 e 72h.

Tempo 24h 48h 72h
4T1 >5 pg/mL > 5 pg/mL 4,90 ng/mL
NIH-3T3 >5 pg/mL >5 pg/mL 4,32 ng/mL

Fonte: Elaborado pela autora.

Associado a esse processo, nota-se que a linhagem 4T1 se mostra mais sensivel ao
tratamento com o nanossistema, quando comparado com o azul de metileno livre. Outro fator
interessante observado, ¢ o aumento dos valores de IC50 ao longo do tempo pela linhagem

normal, sugerindo uma possivel recuperagdo celular (Tabela 1).
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6. Discussao

O desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas voltadas para o combate das
neoplasias vem impulsionando diversos estudos académicos mundiais (Mainini et al., 2021;
Joshi et al., 2024; Sun et al., 2024). Apesar dos avangos tecnologicos terem contribuido para a
melhora na qualidade de vida dos pacientes, os tratamentos convencionais amplamente
utilizados na clinica ainda promovem inimeros efeitos adversos comprometendo a qualidade
de vida dessas pessoas (Papiez & Krzysciak, 2021). Atrelado a esses fatores, o diagndstico
tardio, a erradicacdo incompleta das células neoplésicas e as mudangas nos habitos de vida
como, tabagismo, sedentarismo, obesidade, entre outros, tém contribuido para o aumento global
das incidéncias e mortalidade por neoplasias (Kerr et al., 2017; Hermelink et al., 2022; Ferris
et al., 2023; Obeagu & Obeagu, 2024). Nesse contexto, a nanobiotecnologia tém ganhado
énfase pela sua capacidade de promover uma entrega direcionada de farmacos, erradicagao
completa do tecido neoplasico e diminuicao dos efeitos sist€émicos adversos (Mainini et al.,
2021; Sun et al., 2024). Dentre as plataformas desenvolvidas, as nanoparticulas magnéticas,
especialmente aquelas compostas por 6xidos de ferro, como a maghemita, vém se mostrando
uma plataforma multifuncional e promissora, uma vez que podem ser facilmente
funcionalizadas com diversos agentes e guiadas por campos magnéticos externos (Zhao et al.,
2018; Canese et al., 2021; Chung et al., 2021; Silva et al., 2021; Schneider et al., 2022).

Objetivando-se a contribui¢do de novas ferramentas para o combate do cancer, o
presente estudo realizou o desenvolvimento de uma nanoparticula magnética composta por um
nicleo de maghemita e 4cido citrico funcionalizada com um corante comumente encontrado, o
azul de metileno (AM) (MAGCIT-AM) (Silva et al., 2021). A escolha pelo AM, um corante
fenotiazinico, se baseou pelas suas propriedades redox amplamente conhecidas, sendo capaz de
modular respostas oxidativas além de atuar como um agente fotossensibilizador em estratégias
de terapia fotodinamica (Yaroslavsky et al, 2019). Em ambientes celulares tumorais,
conhecidamente distintos de células normais em termos de metabolismo e estresse oxidativo, o
uso de nanoplataformas, como MAGCIT-AM, promove efeitos citotoxicos seletivos, tendo em
vista que os niveis basais de espécies reativas de oxigénio sdo mais altos em células tumorais
comparadas as células ndo modificadas (Chen et al., 2018; Hayes et al., 2020; Arfin et al., 2021;
Masenga et al., 2023; Ju et al., 2024).

A caracterizagdo do nanossistema utilizado no presente trabalho, evidenciou a ligagao
eletrostatica entre o niicleo magnético e 0 AM, além de se mostrar estavel ao longo do tempo,

como descrito em Silva et al., 2021. A versatilidade funcional de MAGCIT-AM nao se restringe
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apenas a erradicacdo de células tumorais, mas também ao diagnoéstico, especialmente por
técnicas de imagem por ressonancia magnética (MRI), uma vez que o nicleo de maghemita
pode atuar como um agente de contraste permitindo a sua detec¢do (Talluri & Malla, 2019;
Anese et al., 2021; Rezaei, 2022; Sun et al., 2024). Outro fator relevante a ser abordado, ¢ a
possibilidade de se utilizar as propriedades fotossensiveis do azul de metileno como o centro
da terapia, onde, a exposicdo desse composto a comprimentos de onda especificos induz a
producdo de espécies reativas de oxigénio promovendo danos as biomoléculas e, por fim, morte
celular; terapia denominada fotodinamica (TFD) (dos Santos et al., 2017; Grande et al., 2022;
Taldaev et al., 2023).

Como observado em estudos anteriores, o nanossistema foi capaz de promover, de
maneira especifica, a morte de células tumorais de ovario, A2780, e de mama, T-47D, nao
levando a danos consideraveis nas células normais, HUVEC e HNTMC, e a linhagem MDA-
MB-231 (Silva et al., 2021). Nesse contexto, compreender os mecanismos envolvidos nessa
seletividade torna-se essencial para entender a modulag@o e os processos celulares envolvidos
com MAGCIT-AM. Entre esses mecanismos, destaca-se a importidncia da avaliacdo da
internalizacdo do nanomaterial pelas células-alvo, tendo em vista que a capacidade dos
processos de endocitose/fagocitose, interferem diretamente na geracdo das espécies reativas de
oxigénio e na morte celular (Augustine et al., 2020; de Boer et al., 2022). Com isso, a analise
por microscopia eletronica de transmissdo realizada nesse estudo elucidou a presenga de
grandes quantidades do nanossistema no interior das células tratadas, evidenciando sua
localizagdo em lisossomos e/ou endossomos no citosol das células tumorais, além de
prolongamentos citoplasmaticos, indicando um possivel processo de fagocitose. De fato,
estudos anteriores sustentam que os mecanismos de endocitose envolvidos na internaliza¢ao de
nanoparticulas metélicas estdo relacionados a via endocitica da clatrina em células de cancer de
mama (Calero et al., 2015), corroborando com demais resultados que comprovam a presenga
de azul de metileno em sitios lisossomais (Lu et al., 2008; Wu et al., 2018; da Veiga Moreira,
Schwartz, et al., 2024).

Tendo em vista a possivel ocasionalidade do tratamento MAGCIT-AM estar atuando de
maneira seletiva devido a diferenga na quantidade de material internalizado entre as linhagens
estudadas, foi performado o ensaio de internalizagdo por citometria de fluxo, explorando as
propriedades fluorescentes do AM (da Veiga Moreira, et al., 2024). Com esse ensaio, foi
possivel concluir que ndo ha diferenca estatisticamente significativa na quantidade de
nanoparticulas internalizadas, sugerindo, entdo, que as diferencas bioldgicas das linhagens

estudadas estdo contribuindo consideravelmente para as respostas divergentes.
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A proliferagdo celular fator importante quando se trata do controle do processo de
carcinogénese, ¢ um importante aspecto a ser considerado visando uma terapia antineoplasica
(Martinez-Reyes & Chandel, 2021; Hanahan, 2022; de Visser & Joyce, 2023). Tendo em vista
que a proliferacdo descontrolada das células tumorais esta diretamente associada a progressao
do cancer, foi performado o ensaio de CFSE a fim de elucidar como esse processo estava sendo
controlado na linhagem MDA-MB-231, representativa do subtipo triplo negativo do cancer de
mama, que apresentou uma resisténcia ao tratamento proposto (Silva et al., 2021). A reducao
em suas taxas de proliferacdo celular apos o tratamento com MAGCIT-AM, mesmo na auséncia
de alteracdes significativas na viabilidade indicam um possivel efeito citostatico, com possivel
interferéncia no ciclo celular, em vez de um efeito citotoxico imediato. Iniimeros compostos
com ag¢do mitocondrial e indugdo de estresse oxidativo tém sido correlacionados com bloqueios
em fases do ciclo celular, mesmo sem indu¢do de morte celular (Hao et al., 2022; Yang et al.,
2023).

Ainda avaliando as diferentes respostas ao tratamento com o nanossistema e,
considerando sua indugdo a diferentes tipos de morte celular, incluindo a apoptose, foram
elucidados os indices de fragmenta¢do nuclear nas trés linhagens estudadas. Como observado
nos ensaios de citometria, ocorreu um aumento significativo na fragmentagao nuclear em todas
as células tumorais estudadas. A fragmentacdo nuclear ¢ um evento morfolodgico caracteristico
da apoptose ou de tipos de morte celular derivadas de estresse exacerbado, achados que, em
conjunto com os ensaios de morte celular, descritos em Silva et al., 2021, comprovam a indugao
da morte celular por apoptose, ainda que a intensidade dessa resposta varie de acordo com as
diferentes linhagens (Monier & Suzanne, 2021).

Os corptsculos lipidicos (CL) sdo as formas mais comuns de armazenamento de
lipideos citoplasmaticos encontrados em células animais (Li et al., 2020; Molendijk et al., 2020;
Antunes et al.,, 2022). Essas organelas se caracterizam pela sua dinamicidade e
multifuncionalidade sendo delimitadas por uma monocamada de fosfolipideos associados a
proteinas estruturais e, podendo ser compostas de lipideos neutros como, os triacilglicerois
(TAG) e ésteres de colesterol (Antunes ef al., 2022). Funcionalmente, sabe-se que os
corpusculos lipidicos, além de atuar no armazenamento dos lipideos, estdo intimamente ligados
com a sinalizagdo celular, o metabolismo energético e na producao de mediadores inflamatérios
(Olzmann & Carvalho, 2019; Antunes et al., 2022). Tendo em vista sua importancia e todas as
vias celulares em que essas organelas estdo associadas, observa-se a sua contribuicdo com o0s
mecanismos de diferenciagdo e proliferacdo celular, pontos chaves para o processo de

carcinogénese (De Gonzalo-Calvo et al., 2015; Cruz et al., 2019). Estudos atuais demonstram
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que diferentes tipos de neoplasias exibem os niveis de lipogénese aumentados como um fator
comum, sendo esse achado mais evidente em alguns tipos de cancer, como o de mama (Huang
et al., 2025; Cruz et al., 2020).

Como um dos principais alvos almejados pela nossa terapia, foi realizado o ensaio com
a utilizacdo do marcador BODIPY para avaliagdo da modulagdo dessas organelas pelo
nanossistema, a qual, a partir da analise por citometria de fluxo foi possivel observar uma
reducdo na quantidade dessas organelas em ambas as linhagens de cancer de mama analisadas,
T-47D e MDA-MB-231. A reprogramagdo metabdlica ¢ uma das caracteristicas principais
envolvidas no processo da carcinogénese, portanto, a interferéncia no metabolismo dos lipideos
das células tumorais reflete na reducdo da sustentagcdo das vias de proliferacdo e sobrevivéncia
celular, em especial em células de cancer de mama, que sdo conhecidas por levarem ao aumento
dessas organelas e a associarem ao pior prognostico (Dogan et al., 2024; Safi et al., 2024).

No decorrer da vida celular, a mitocondria, principal organela correlacionada com a
homeostase energética de células eucariotas, utiliza substratos oxidaveis, através de sua
membrana, para produzir um gradiente eletroquimico de prétons que, futuramente, sera
utilizado para a producdo da molécula de energia, o ATP (Zorova et al., 2018). Durante o
processo de morte, devido aos poros na membrana e o aumento da permeabilidade mitocondrial,
o AYM diminui decorrente da perda do gradiente eletroquimico, o que torna o potencial
transmembranar mitocondrial um importante parametro na analise da satde celular (Sakamuru
et al., 2022; Vringer & Tait, 2023).

Nos ultimos anos, estudaram-se diversos marcadores que avaliavam o AWM, dentre eles
estd 0 JC-1, uma molécula cationica lipofilica que exibe naturalmente uma fluorescéncia verde.
Essa molécula ¢ capaz de atravessar a membrana mitocondrial, onde se acumula, e comeca a
formag¢do de complexos reversiveis denominados agregados J que exibem a fluorescéncia no
espectro vermelho (Sivandzade et al., 2019). A andlise da razao dimeros/monomeros pela sonda
JC-1 evidenciou a disfungdo mitocondrial acentuada nas duas linhagens sensiveis ao tratamento
(Vringer & Tait, 2023). A perda do potencial de membrana mitocondrial ¢ um dos eventos
precoces e irreversiveis correlacionado com a via intrinseca da apoptose, fato que, quando
observado com os resultados de fragmentagao nuclear, refor¢a o envolvimento da mitocondria
com as respostas ao tratamento com MAGCIT-AM e a ocorréncia da morte celular por apoptose
(Peng et al., 2023; Winter et al., 2023). Outro fato a ser abordado, ¢ a auséncia dessa disfuncao
na linhagem MDA-MB-231, fortalecendo a sua maior resisténcia ao estresse mitocondrial,

possivelmente devido ao seu metabolismo antioxidante.
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Como forma de avaliar a alteragdo da morfologia celular ap6s o tratamento com o
nanossistema, foi realizada a coloragao das células tumorais com o kit panotico rapido e analise
em microscopio de luz. Como observado na literatura, as células A2780 e T-47D exibem a
morfologia fusiforme e arredondadas formando aglomerados, enquanto a linhagem MDA-MB-
231 exibem uma morfologia predominantemente fusiforme (Kim et al., 2019; Loutfy et al.,
2019; Gomis-Tena et al., 2020), estruturas alteradas apds o tratamento com MAGCIT-AM.
Imagens microscopicas permitem observar que nas linhagens A2780 e T-47D, sofreram
alteragcdes morfoldgicas como perda de adesdo e retragdo citoplasmatica, enquanto que, na
linhagem MDA-MB-231 observa um aumento do volume celular associada a nanoparticulas
internalizadas ¢ uma leve reducao da confluéncia.

O processo de migragao celular ¢ um fator de extrema importancia para o processo de
carcinogénese (Hanahan, 2022). De acordo com Li et al., 2020, a motilidade celular esta
intimamente correlacionada com a capacidade das células se deslocarem para 6rgaos e tecidos
distantes podendo assim, levar a formacao de tumores metastaticos. Dessa forma, a capacidade
de um agente terapéutico interferir negativamente nesse processo, representa uma vantagem
significativa quando se diz a respeito de terapias eficazes (Lee et al., 2024) Como observado
em ensaio de Wound Healing, MAGCIT-AM foi capaz de reduzir expressivamente o
fechamento da ferida artificialmente criada na monocamada celular. Tais achados corroboram
com dados da literatura, que abordam acerca das nanoparticulas atuarem no citoesqueleto, na
adesdo celular ou nas vias de sinalizacdo associadas a reorganizacdo estrutural e dindmica da
células., sugerindo que a nanoparticula desenvolvida ¢ capaz de interferir diretamente nos
mecanismos que regulam a migracdo celular, um processo essencial para a progressao tumoral
¢ a ocorréncia de metastases (Kralovec et al., 2020; Liu et al., 2021; Lee et al., 2024).

Tendo em vista os achados descritos ao longo do trabalho, hipotetizou-se que o principal
mecanismo indutor da morte celular ndo seria o corante azul de metileno, mas sim, o nacleo
composto por maghemita e acido citrico. Apos busca na literatura, foi possivel averiguar uma
morte celular programada ocasionada pelo aumento das quantidades de ferro intracelular,
recentemente descrita como ferroptose (J. Li et al., 2020; Jiang et al., 2021; Tong et al., 2022;
Han et al., 2024). Portanto, a fim de elucidar os mecanismos bioquimicos associados ao
tratamento com o nanossistema e confirmar se esse tipo de morte litica estava sendo ocasionada,
foram performados os ensaios de catalase, superéxido dismutase, glutationa total,
lipoperoxidagdo e quantificagdo das espécies reativas de oxigénio.

A andlise do perfil bioquimico da linhagem T-47D tratada com o nanossistema revelou

informagdes importantes acerca dos mecanismos envolvidos nesse processo. Os resultados nao
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significativos nos niveis de glutationa total, catalase e superoxido dismutase, indicam, uma
falha no sistema antioxidante dessas células, levando a uma sobrecarga oxidativa que superam
os mecanismos de controle do estresse ocasionado. Associado a esse processo, a elevacao
abrupta nos niveis de EROs nas primeiras 6 horas pds-tratamento, indica, um estresse oxidativo
agudo, capaz de desencadear a modulagao de vias celulares importantes. Como observado, essa
producdo exacerbada de espécies reativas de oxigénio foi revertida apos 24h, sugerindo uma
possivel acdo do sistema antioxidante, entretanto, essa compensagdo nao foi suficiente para
impedir a formagao de lipideos peroxidados, observada apos 24h de exposi¢ao.

J& a linhagem A2780, demonstra ter uma resposta antioxidante mais robusta e
organizada frente ao tratamento com MAGCIT-AM, com o aumento nos niveis de catalase,
SOD e glutationa total e a diminui¢do das espécies reativas de oxigénio 24h apds o tratamento.
Entretanto, assim como na linhagem T-47D, observa-se altos niveis de EROs nas primeiras 6h
apOs tratamento juntamente com um aumento de lipideos peroxidados apos 24h, indicando que
ambas as linhagens estdo sendo submetidas aos mesmos processos de morte celular e que o
sistema antioxidante ndo estd sendo capaz de neutralizar completamente os danos oxidativos
gerados, resultando na inducao da morte celular. Portanto, a sequéncia dos eventos bioquimicos
observados com o aumento de EROs nas primeiras 6h, juntamente com a elevagao tardia de L-
ROS, sugere o envolvimento da ferroptose como mecanismo de agdo predominante nas
linhagens sensiveis ao tratamento.

Interessantemente, como esperado, a linhagem MDA-MB-231 exibiu um perfil
bioquimico diferente das outras linhagens estudadas. Corroborando com a hipotese inicial,
essas células demonstram uma capacidade eficiente de reverter os efeitos iniciais do aumento
das EROs. Apesar de ndo apresentarem aumentos significativos nos niveis de SOD e GSH,
observa-se que essa linhagem foi capaz de neutralizar o estresse oxidativo visto nas primeiras
6h de tratamento, principalmente por meio do aumento significativo nos niveis de catalase.
Ainda, se observa que os altos niveis de lipideos peroxidados encontrados apos 6h de
tratamento, sdo totalmente controlados. reduzindo drasticamente nas 18h posteriores,
totalizando as 24h de andlise. Esses dados, indicam que a resisténcia observada ao longo do
estudo, pode estar associada a uma resposta antioxidante baseada na agdo da catalase, sendo
capaz de impedir o estresse oxidativo celular e, consequentemente, a sua morte por ferroptose
(Glorieux & Buc Calderon, 2024).

Visando o entendimento das consequéncias do tratamento com o nanossistema na
modulacdo de células imunoldgicas e, observando a crescente importancia dessa analise nas

terapias antineopldasicas, foram realizados o ensaio exposi¢do de PBMCs ao lisado de células

98



tumorais pré-tratadas com MAGCIT-AM (Gu et al., 2019; Lobo et al., 2021; Yang et al., 2024).
Tendo em vista que a linhagem MDA-MB-231, ao longo do trabalho, demonstrou ser resistente
ao tratamento, optou-se por realizar esses ensaios apenas com as linhagens A2780 e T-47D, que
se mostraram sensiveis ao nanossistema.

A exposicao das PBMCs aos lisados tumorais, resultou em alteragdes significativas nao
s6 em células dendriticas, mas também na populacdo mondcitica. Os ensaios de
imunofenotipagem demonstram uma reducdo significativa da populagao de mondocitos classicos
(CD14"" e CD16), células conhecidas por possuirem uma dualidade frente ao desenvolvimento
tumoral (Schetters et al., 2020; Austermann et al., 2022). Estudos demonstram que essa
populacdo pode atuar de maneira imunossupressora, inibindo a atividade de outras células do
sistema imunolédgico, como as células T, por meio da producdo de arginase e espécies reativas
de oxigénio, contribuindo assim, para o crescimento tumoral, além de promoverem a metéastase
por meio do aumento das capacidades invasivas das células tumorais (Alwani et al., 2022; Dash
et al., 2024; Kim et al., 2024). Entretanto, demais estudos demonstram a capacidade dessas
células no recrutamento de células NK para o sitio tumoral e evidenciam a sua importancia na
indugdo da fagocitose e na apresentacdo de antigenos tumorais, contribuindo para o controle
dessas células (Patysheva et al., 2022; Shao et al., 2021).

Interessantemente, a diminui¢do na populacdo de M¢C, derivado do tratamento com
MAGCIT-AM, e sua, consequente reducdo na fung¢do do processo de apresentacdo de
antigenos, pode ser contornada pelo mesmo nanossistema. A ativa¢do de células dendriticas ¢
um processo essencial para a inducdo de respostas imunes adaptativas eficazes contra tumores,
sendo marcada pela expressdo de moléculas de coestimulacdo e de apresentagdo propriamente
descritas, como CDl1lc, CD86, CD40, CD25, HLA-DR. No presente estudo, a analise
imunofenotipica demonstrou que o lisado de células tumorais provenientes do tratamento com
MAGCIT-AM foi capaz de promover a maturagdo de ambas as populagdes principais das
células dendriticas humanas, as mieloides e as plasmocitoides. Nas pCDs, a exposi¢do aos
lisados foi capaz de promover o aumento, estatisticamente significativo, de todas as proteinas
avaliadas. Em contrapartida, a linhagem mieloide também apresentou um perfil de ativagao
apoOs a exposicdo a lisados tumorais, com um aumento significativo nos mesmos marcadores
coestimulatorios ¢ de maturagdo, excetuando-se o HLA-DR, achados que refletem um
mecanismo diferente de ativagcdo das pCDs. Estudos demonstram o aumento de marcadores de
superficie como CD80, CD86, CD83, HLA-DR, CD11c¢ esta diretamente associado a maturagao
fenotipica dessas células, bem como a sua capacidade de ativar linfocitos do tipo T efetores,

contribuindo com a resposta imune antitumoral (Macri et al., 2019; Aldahlawi & Zaher, 2023;
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Moon et al., 2025). Além de evidenciarem a importancia de uma maior quantidade de células
plasmocitdides em comparagdo com as mieloides, tendo em vista que as pCDs demonstram ser
mais benéficas para o desenvolvimento de uma imunidade antitumoral e as mCDs possuem um
perfil mais imunossupressor, promovendo a progressao neoplasica (Hernandez et al., 2022;
Luo, 2022).

Por fim, visando a progressao nos estudos com MAGCIT-AM, foram realizados os
ensaios de citotoxicidade em linhagens normais e tumorais de mama murinas. Como observado,
o nanossistema foi capaz de induzir uma maior redugdo da viabilidade celular nas células
tumorais, quando comparadas as linhagens ndo neoplasicas, o mesmo fendmeno observado com
células humanas. O desenvolvimento de plataformas que aspiram a mais direcionalidade as
células tumorais tém ganhado destaque em diversos estudos, tendo em vista que essa
propriedade possibilita a reducdo dos efeitos adversos sistémicos associados as terapias atuais,
ao mesmo tempo que potencializa os efeitos anti-tumorais (Tian et al., 2022; Ganji et al., 2023;
L. Sun et al., 2023).

Em conclusdo, os dados obtidos por esse trabalho demonstram o potencial terapéutico
de MAGCIT-AM no tratamento de cancer de mama e de ovario. O nanossistema desenvolvido
foi capaz de alterar o metabolismo oxidativo e originar diferentes respostas oxidativas nas trés
linhagens estudadas, A2780, T-47D e MDA-MB-231. Evidéncias, indicam o aumento da
peroxidagdo lipidica derivada do tratamento com MAGCIT-AM, fato correlacionado com o
aumento do estresse oxidativo celular. Além disso, a exposicdo de PBMCs ao lisado dessas
células tumorais previamente tratadas com a nanoparticula reforcam o potencial
imunomodulador do lisado de células tumorais tratadas previamente com o nanossistema
desenvolvido, evidenciando ndo apenas a sua capacidade na maturacdo fenotipica das
populagdes de células dendriticas, mas também alterando a frequéncia de mondcitos

circulantes.
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7. Conclusao

Os resultados obtidos evidenciam que o nanossistema MAGCIT-AM ¢ internalizado
pelas células tumorais, acumulando-se em compartimentos citoplasmaticos e desencadeando
alteragcdes morfologicas como perda de confluéncia, redu¢do do tamanho celular, diminuigao
dos pontos focais de adesdo e retragdo das projecdes citoplasmaticas. Embora ndo tenham
sido observadas diferengas significativas na quantidade de nanoparticulas internalizadas
entre as linhagens, foi possivel constatar que o nanossistema compromete negativamente a
proliferacdo celular, mesmo em contextos de maior resisténcia, como no caso da linhagem
MDA-MB-231.

O tratamento também resultou em aumento da fragmentagdo nuclear em células
tumorais, indicando um efeito pré-apoptdtico. Além disso, verificou-se que o MAGCIT-AM
interfere na formagao de corptsculos lipidicos em linhagens de cancer de mama, sugerindo
uma modulacdo adversa de processos metabolicos associados a sobrevivéncia celular.
Alteracdes no potencial de membrana mitocondrial foram observadas em linhagens
sensiveis, refor¢cando a correlacdo entre o dano mitocondrial e a indu¢do de morte celular.
Em contrapartida, a linhagem MDA-MB-231 apresentou um perfil mais resistente,
sustentado pela ativagdo de mecanismos antioxidantes capazes de neutralizar os efeitos do
estresse oxidativo.

De forma consistente, foi identificado que o nanossistema promove aumento na
geracdo de espécies reativas de oxigénio, rapidamente convertidas em lipideos peroxidados,
o que reforca seu impacto na inducdo de estresse oxidativo em células tumorais suscetiveis.
Por outro lado, a capacidade de resposta antioxidante da linhagem MDA-MB-231 se
destacou como o principal mecanismo associado a sua sobrevivéncia frente ao tratamento.

Além dos efeitos diretos sobre células tumorais, observou-se que o lisado proveniente
de células tratadas com MAGCIT-AM modulou popula¢des imunes humanas, promovendo
a maturacdo de células dendriticas plasmocitoides e mieloides, com aumento da expressao
de marcadores relacionados a ativacdo, ao mesmo tempo em que reduziu a proporc¢ao de
mondcitos classicos. Esses achados sugerem um potencial papel imunomodulador relevante
do nanossistema.

Por fim, em modeclos celulares murinos, o tratamento com MAGCIT-AM

demonstrou reduzir de maneira mais expressiva a viabilidade de células tumorais em
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comparagdo a células ndo tumorais, reforcando seu potencial translacional como estratégia
terapéutica a ser explorada em estudos futuros.

Com base nos resultados obtidos, foi possivel propor um modelo hipotético para
explicar a acdo do nanossistema MAGCIT-AM. Nesse modelo, apds a internalizagdo pelas
células tumorais, o nanossistema favorece a entrada de ions férricos e sua reducdo mediada
por proteinas transportadoras, como STEAP3 e DMT1. Esse processo culmina na geracao
de ions ferrosos que, ao reagirem com o perdxido de hidrogénio intracelular, desencadeiam
a reacdo de Fenton, promovendo a formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
resultando em ferroptose e lise das células tumorais. A liberagdo do contetido tumoral no
microambiente pode, entdo, ser captada por células apresentadoras de antigeno, em especial
células dendriticas, levando & sua ativacdo e maturacdo, evidenciada pelo aumento de
marcadores como CD25, HLA-DR, CD40, CD80 e CD11c. Dessa forma, o modelo sugere
ndo apenas um efeito direto do nanossistema sobre a viabilidade tumoral, mas também um
potencial papel imunomodulador, capaz de integrar a morte celular induzida a ativacdo da

resposta imune adaptativa (Figura 42).
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Figura 42. Modelo proposto para a acdo do nanossistema MAGCIT-AM em
células tumorais. Apds internalizacdo, o nanossistema favorece a entrada de ions férricos e
sua reducdo mediada por proteinas transportadoras (como STEAP3 e DMT1), levando a
formagdo de ions ferrosos. Estes participam da reagdo de Fenton, resultando na geracao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e culminando em ferroptose e lise das células tumorais.
O contetdo liberado no microambiente pode ser reconhecido por células apresentadoras de
antigeno, promovendo a ativa¢do e maturacdo de células dendriticas, evidenciada pelo
aumento de marcadores de superficie como CD25, HLA-DR, CD40, CD80 e CD11c. Esse
modelo integra o efeito citotoxico direto do nanossistema a sua potencial agdo

imunomoduladora.
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8. Perspectivas

As perspectivas propostas para a continuidade deste trabalho sao:

Associacdo de MAGCIT-AM a terapia fotodindmica, visando amplificar os efeitos do
nanossistema em linhagens resistentes.

Investigar a atividade de MAGCIT-AM na ativacdo do sistema imunoldgico in vivo;
Avaliar in vivo os efeitos da terapia mediada por MAGCIT-AM por meio de analises
clinicas, bioquimicas, hematoldgicas assim como a regressdo tumoral e sobrevida de

camundongos.
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10. Apéndice

w .

D

Laboratério de Microscopia e Microanalises
Departamento de Biologia Celular
Instituto de Ciéncias Biologicas
Universidade de Brasilia - UnB

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Convidamos o(a) senhor(a) a participar voluntariamente do projeto de pesquisa “Avaliagao
da ativagdo do sistema imunolégico através de azul de metileno associado a nanoestruturas
para cancer de mama e de ovario in vitro”, sob a responsabilidade da Profa. Sénia Nair Bdo e a
participagao da doutoranda Ana Luisa de Gouvéa da Silva. O objetivo desta pesquisa é avaliar a
ativagdo de células dendriticas, provenientes de células mononucleares de sangue periférico,
visando o desenvolvimento de um novo tratamento para cancer de mama e de ovario.

O(a) senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer da
pesquisa e lhe asseguramos que seu nome n&o aparecera, sendo mantido o mais rigoroso sigilo pela
omissao total de quaisquer informagdes que permitam identifica-lo(a).

A sua participagdo consistira em autorizar a coleta de 15 mL sangue de uma veia
localizada no brago. Esse sangue sera utilizado para a obtencio de células denominadas de
monécitos as quais, faremos nossos estudos analisando a sua diferenciagdo e possivel
maturacao de células dendriticas.

A coleta de sangue sera semelhante a coleta dos exames, feita habitualmente pelo
paciente no laboratério, para exames de rotina. O local da insergdo da agulha pode ficar roxo
apo6s a puncao, chamado de hematoma, que desaparece com o passar dos dias. A coleta sera
realizada por pesquisadores capacitados para tal procedimento e com a utilizagcao de materiais
estéreis e descartaveis.

Todas as andlises dos dados, assim como a coleta, previamente agendada (tempo
estimado de 10 minutos), ocorrerao no Laboratério de Microscopia Eletronica e Microanalises
e no Laboratério de Imunologia e Inflamagao da Universidade de Brasilia — UnB.

Caso aceite participar desse estudo, vocé devera assinar este documento concordando
com a coleta do seu sangue para o propésito descrito acima.

Os potenciais riscos decorrentes de sua participacao na pesquisa sera o desconforto
decorrente da agulha em sua pele para a retirada do sangue. Se vocé aceitar participar, estara
contribuindo para o desenvolvimento de um possivel novo tratamento para o cancer de mama
e de ovario.

O(a) Senhor(a) pode se recusar a participar de qualquer procedimento que lhe traga
constrangimento, podendo desistir de participar da pesquisa em qualquer momento sem nenhum
prejuizo para o(a) senhor(a).

N&o ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo os
materiais utilizados durante a coleta, assim como o descolamento para o local. A mesma sera
absorvida pelo orgamento da pesquisa. Assim como, ndo ha compensagao financeira relacionada a
sua participagao, a qual sera voluntaria.

Caso haja algum dano direto ou indireto decorrente de sua participagéo nessa pesquisa, vocé
recebera assisténcia integral e gratuita, pelo tempo que for necessario, obedecendo os dispositivos
legais vigentes no Brasil. Caso o(a) senhor(a) sinta algum desconforto relacionado aos procedimentos
adotados durante a pesquisa, o(a) senhor(a) pode procurar o pesquisador responsavel para que
possamos ajuda-lo.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Universidade de Brasilia podendo ser
publicados posteriormente. Os dados e materiais ser&o utilizados somente para esta pesquisa e
ficaréo sob a guarda do pesquisador por um periodo de cinco anos, apos isso serdo destruidos.

Ao final da pesquisa, o(a) senhor(a) sera convidado(a) para a defesa de tese em que
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Laboratodrio de Microscopia e Microanalises
Departamento de Biologia Celular
Instituto de Ciéncias Biol6gicas
Universidade de Brasilia - UnB

apresentaremos os resultados da pesquisa aos participantes e falaremos sobre os avangos nos
tratamentos para o cancer de mama e de ovario, evidenciando o uso da nanobiotecnologia e ativagéo
do sistema imunologico. Caso tenha interesse, o(a) senhor(a) também poderé solicitar por e-mail
seus resultados.

Se o(a) Senhor(a) tiver qualquer duvida em relagéo a pesquisa, por favor telefone para Dra.
Sénia Nair Bao na Universidade de Brasilia no telefone (61) 31073122, disponivel inclusive para
ligag&o a cobrar, e e-mail snbao@unb.br.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Ciéncias Humanas e Sociais
(CEP/CHS) da Universidade de Brasilia. O CEP é composto por profissionais de diferentes areas cuja
fungdo & defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e
contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos. As duvidas com relagéo a
assinatura do TCLE ou os direitos do participante da pesquisa podem ser esclarecidas pelo telefone
(61) 3107-1592 ou do e-mail cep_chs@unb.br.

Caso concorde em participar, pedimos que assine este documento que foi elaborado em duas
vias, uma ficara com o pesquisador responsavel e a outra com o Senhor(a).

Nome/Assinatura

’/imj S {é«lﬂ A)(\\o

Dra. Sonia Nair Bao

Pesquisadora Responsavel

Brasilia de de
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Producoes académicas durante o doutorado

Published at Cancer Nanotechnology

Methylene blue associated with maghemite nanoparticles has antitumor activity in breast

and ovarian carcinoma cell lines

Ana Luisa G. Silva, Natalia V. Carvalho, Leonardo G. Paterno, Ludmilla D. Moura, Cleber L.

Filomeno, Eneida de Paula and Sonia N. Bao

Abstract

Cancer constitutes group of diseases responsible for the second largest cause of global death,
and it is currently considered one of the main public health concerns nowadays. Early diagnosis
associated with the best choice of therapeutic strategy, is essential to achieve success in cancer
treatment. In women, breast cancer is the second most common type, whereas ovarian cancer
has the highest lethality when compared to other neoplasms of the female genital system. The
present work, therefore, proposes the association of methylene blue with citrate-coated
maghemite nanoparticles (MAGCIT-MB) as a nanocomplex for the treatment of breast and
ovarian cancer. In vitro studies showed that T-47D and A2780 cancer cell lines underwent a
significant reduction in cell viability after treatment with MAGCIT-MB, an event not observed
in non-tumor (HNTMC and HUVEC) cells and MDA-MB-231, a triple-negative breast cancer
cell line. Flow cytometry experiments suggest that the main mechanism of endocytosis involved
in the interiorization of MAGCIT-MB is the clathrin pathway, whereas both late apoptosis and
necrosis are the main types of cell death caused by the nanocomplex. Scanning electron
microscopy and light microscopy reveal significant changes in the cell morphology.
Quantification of reactive oxygen species confirmed the MAGCIT-MB cytotoxic mechanism
and its importance for the treatment of tumor cells. The lower cytotoxicity of individual solution
of maghemite nanoparticles with citrate (MAGCIT) and free methylene blue (MB) shows that
their association in the nanocomplex is responsible for its enhanced therapeutic potential in the
treatment of breast and ovarian cancer in vitro. Treatment with MAGCIT-MB induces the death
of cancer cells but not normal cells. These results highlight the importance of the maghemite
core for drug delivery and for increasing methylene blue activity, aiming at the treatment of
breast and ovarian cancer.

Keywords: Iron oxide nanoparticles, Cytotoxicity, Antitumor effect, ROS
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Published at Pharmaceutics

Nanocarriers Used in Drug Delivery to Enhance Immune System in Cancer Therapy

Giovanna C. N. B. Lobo, Karen L. R. Paiva, Ana Luisa G. Silva, Marina M. Simdes, Marina
A. Radicchi and Sonia N. Bao

Abstract

Cancer, a group of diseases responsible for the second largest cause of global death, is
considered one of the main public health problems today. Despite the advances, there are still
difficulties in the development of more efficient cancer therapies and fewer adverse effects for
the patients. In this context, nanobiotechnology, a materials science on a nanometric scale
specified for biology, has been developing and acquiring prominence for the synthesis of
nanocarriers that provide a wide surface area in relation to volume, better drug delivery, and a
maximization of therapeutic efficiency. Among these carriers, the ones that stand out are those
focused on the activation of the immune system. The literature demonstrates the importance of
this system for anticancer therapy, given that the best treatment for this disease also activates

the immune system to recognize, track, and destroy all remaining tumor cells.

Keywords: nanocarriers; immune system; nanobiotechnology; cancer
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Published at Molecules

Potential Biological Properties of Lycopene in a Self-Emulsifying Drug Delivery System

Sonia Nair Bao, Manuela Machado, Ana Luisa Da Silva, Adma Melo, Ana Rita Malheiro, Rui

Fernandes, José Roberto S. A. Leite and Manuela Pintado, Sara Cunha, Sérgio S. Sousa,

Andreanne G. Vasconcelos, Jodo Relvas and Manuela Pintado

Abstract

In recent years, lycopene has been highlighted due to its antioxidant and anti-inflammatory
properties, associated with a beneficial effect on human health. The aim of this study was to
advance the studies of antioxidant and anti-inflammatory mechanisms on human keratinocytes
cells (HaCaT) of a self-emulsifying drug delivery system (SEDDS) loaded with lycopene
purified from red guava (nanoLPG). The characteristics of nanoLPG were a hydrodynamic
diameter of 205 nm, a polydispersity index of 0.21 and a zeta potential of —20.57, providing
physical stability for the nanosystem. NanoLPG demonstrated antioxidant capacity, as shown
using the ORAC methodology, and prevented DNA degradation (DNA agarose).
Proinflammatory activity was evaluated by quantifying the cytokines TNF-a, IL-6 and IL-8,
with only IL-8 showing a significant increase (p <0.0001). NanoLPG showed greater inhibition
of the tyrosinase and elastase enzymes, involved in the skin aging process, compared to purified
lycopene (LPG). In vitro treatment for 24 h with 5.0 pg/mL of nanoLPG did not affect the
viability of HaCaT cells. The ultrastructure of HaCaT cells demonstrated the maintenance of
morphology. This contrasts with endoplasmic reticulum stresses and autophagic vacuoles when
treated with LPG after stimulation or not with LPS. Therefore, the use of lycopene in a

nanoemulsion may be beneficial in strategies and products associated with skin health.

Keywords: nanomedicine; skin care; carotenoid; antioxidant; guava fruit.
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Published at ACS Applied Bio Materials

Copper Oxide Nanorods: Potential Agents against Breast Cancer

Giovanna C. N. B. Lobo, Ana Luisa G. Silva, Karine B. Barros-Cordeiro, Raquel das Neves

Almeida, Ingrid Gracielle Martins da Silva, Matheus Pereira Sales, Leonardo Giordano Paterno,

and Sonia N. Bao.

Abstract

Breast cancer is the second most prevalent type of cancer worldwide and the leading cause of
cancer-related mortality among women. Despite substantial advancements in scientific
research, cancer continues to pose a major challenge due to its high global incidence. While
numerous nontargeted therapies have been developed, nanotechnology-based platforms are
emerging as a promising future for cancer treatment. In this context, we investigated the in vitro
antitumor activity of citrate-coated Copper oxide nanorods (CuO-nr, aspect ratio~3) against
breast cancer cells. The CuO-nr colloids demonstrated stability for over 120 days under ambient
conditions, with an average hydrodynamic diameter of 107.1 = 0.67 nm and a zeta potential
of—23.8 £ 1.87 mV. Cell viability assays showed that CuO-nr were minimally harmful to
nontumor fibroblast cells but highly cytotoxic to MCF-7 breast cancer cells. Flow cytometry
analysis suggested that early apoptosis may be the primary mechanism of cell death induced by
these nanoparticles. Furthermore, significant alterations in cell morphology were observed
through scanning electron microscopy. These findings indicate that citrate-coated CuO-nr
possess effective antitumor activity and hold promise as potential agents for targeted cancer

therapy.

Keywords: biotechnology, metallic nanoparticles, breast cancer, biocompatible nanoparticles.
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Under review at Molecular Neurobiology

Zika virus reprograms microglial mitochondrial metabolism to support immune
activation and viral replication: Omega-3 DHA counteracts neuroinflammation and viral

persistence

Heloisa Antoniella Braz-de-Melo, Fernanda Gomes Lago, Rafael Corréa, Igor de Oliveira
Santos, Paula Maria Quaglio Bellozi, Raquel das Neves Almeida, Wagner Fontes, Mariana de
Sousa Castro, Aline Maria Araijo Martins, Raphaela Meneses Oliveira, Nadia Martins Serpa

Rossi, Gabriel Pasquarelli-do-Nascimento, Ana Luisa Gouvea, Paulo Sousa Prado, Andreza

Fabro de Bem, Sonia Nair Bdo, Bergmann Morais Ribeiro, Stevens Kastrup Rehen, Thomas

Christopher Williams, Gary P. Kobinger, Kelly Grace Magalhaes.

Abstract

Microglial cells exhibit crucial metabolic adaptations to maintain neural homeostasis. However,
their dysregulated activation during infections can lead to neurotoxicity and contribute to
neuroinflammatory disorders. Understanding microglial physiological and metabolic changes
during immune activation is essential for identifying protective targets against
neuroinflammation. This study investigates how Zika virus (ZIKV) alters microglia metabolism
during inflammation, highlighting cellular adaptations that sustain oxidative metabolism linked
to cell survival throughout cellular activation and viral replication. After identifying an enriched
abundance of proteins related to oxidative phosphorylation and cellular component
organization in the global proteomics of mouse brains following ZIKV exposure, we
investigated the relevance of these pathways during in vitro infection of human microglia.
ZIKYV infection led to cytoskeleton remodeling via b-tubulin reallocation, which characterized
an ameboid-like phenotype. Despite the indication of a shift toward aerobic glycolysis due to
decreased intracellular glucose, which indicates its consumption, and accumulation of
tricarboxylic acid cycle (TCA) intermediates, ZIKV-infected microglia exhibit enhanced
respiratory capacity and abundance of smaller-sized mitochondria in the perinuclear region.
The accumulation of citrate, succinate, and malate, while maintaining mitochondrial function,
suggests an important metabolic adaptation towards biosynthetic pathways that sustain cell
viability under stress. Decreased intracellular glutamate abundance supports mitochondrial

oxidative metabolism. Pre-treatment with the anti-inflammatory Docosahexaenoic Acid (DHA)
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mitigates ZIKV-induced metabolic alterations by reducing pro-inflammatory markers,
downregulating viral entry receptors, and lowering microglial activation and viral load. This
study reveals that while ZIKV induces cell death in neuronal-like cells, the mitochondrial
adaptation observed in microglial infection could be a key to maintaining cell survival
throughout neuroinflammation. Our findings elucidate a novel cellular adaptation during ZIKV
infection involving b-tubulin reorganization and metabolic dynamics, reflecting microglial
flexibility and resistance during neuroinflammation, and demonstrating the therapeutic

potential of DHA in mitigating ZIKV-induced pathology.
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Under preparation

Evaluation of dendritic cell maturation induced by maghemite-based nanostructures

associated with methylene blue for the in vitro treatment of breast and ovarian cancer

Ana Luisa G. Silva, Beatriz C. Aragjo, Giovanna N. B. Lébo, Cleber L. Filomeno, Roberia M.

Pontes, Leonardo G. Paterno, Ricardo Camargo, Daniel M. P. Ardisson—Araﬁjo, Sonia N. Bao
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2021 — X Simposio do Programa de Pos-Graduacio em Biologia Molecular, Universidade

de Brasilia

Prémio: Melhor trabalho na grande area Biologia Celular, Desenvolvimento e Cancer.

2024 — XIII Simposio do Programa de Pos-Graduacio em Biologia Molecular,

Universidade de Brasilia

Prémio: Melhor resumo do painel de Biologia Celular e Imunologia.
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