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Resumo

O cancer de mama, segundo tipo de cancer mais comum entre mulheres, é ainda uma das
principais causas de mortalidade no mundo. Em consequéncia, houve um aumento no numero de
pesquisas para melhorar os procedimentos terapéuticos convencionais, que incluem a pesquisa
com a terapia por interferéncia de RNA (RNAi). Para tal, o desenvolvimento de novos
nanocarreadores que sejam eficientes na protecdo e na liberagdo do ativo € necessario. O
objetivo deste estudo foi a preparacdo de nanoparticulas inorganico-organicas baseadas em
carbonato de calcio e copolimero contendo polietileno (glicol), através dos métodos de difusdo a
gas (método 1) e adigao direta (método 2), para posterior aplicagdo como carreadores de short
interfering RNA (siRNA) a serem utilizados na terapia anticAncer. As nanoparticulas foram
formadas por auto-associacdo, em um sistema fechado, para que houvesse a reacao de
carbonatagdo. Apds a preparagdo, a suspensdao de nanoparticulas foi caracterizada fisico-
quimicamente. As medidas de espalhamento dindmico de luz (DLS — dynamic light scattering)
indicaram uma distribuicdo de tamanho com didmetro médio em 474,3 + 299,8 nm pelo método 1;
e 618,4 + 4442 nm pelo método 2; e indice de polidispersdo (Pdl — polydispersity index) de
0,5292 + 0,27 e 0,596 + 0,20, para os respectivos métodos. Os histogramas de tamanho por
intensidade mostraram distribuicdes bimodais, sugerindo a formagao de duas apresentagdes com
pico de tamanho em 9,4 e 1738,0 nm pelo método 1; e 7,4 e 766,7 nm pelo método 2, indicando
que as particulas se apresentavam polidispersas, o que pode influenciar diretamente na sua
estabilidade. Os resultados obtidos abrem nova perspectiva para a preparagdo de nanoparticulas
hibridas baseadas em carbonato de calcio, no entanto € necessario melhorar o método para obté-
las com tamanho e Pdl ideais para aplicagao biomédica.
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Abstract

Breast cancer, second most common among women, is still one of the leading causes of mortality
in the world. Therefore, there was an increase in the number of studies to improve conventional
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therapeutic procedures, which include research with RNA interference (RNAI) therapy. To this end,
the development of new nanocarriers that are efficient in protecting and releasing the asset is
necessary. The objective of this study was to prepare inorganic-organic nanoparticles based on
calcium carbonate and copolymer containing polyethylene (glycol), through gas diffusion (method
1) and direct addition (method 2), for application as nanocarriers of short interfering RNA (siRNA)
to be used in anti-cancer therapy. The nanoparticles were formed by self-assembly in a closed
system, to facilitate the carbonation reaction. After preparation, the suspension of nanoparticles
was physical-chemically characterized. The dynamic light scattering (DLS) measurements indicate
a mean diameter distribution at 474.3 + 299.8 nm by method 1, and 618.4 + 444.2 nm by method
2, and polydispersity index (Pdl) of 0.5292 + 0.27 and 0.596 + 0.20 for the respective methods.
Histograms of size by intensity showed bimodal distributions, suggesting the formation of two
presentations with peak of size in 9.4 and 1738.0 nm by method 1, and 7.4 and 766.7 nm by
method 2, indicating that the particles were polydispersed, which can influence their stability. The
results obtained open a new perspective for the preparation of hybrid nanoparticles based on
calcium carbonate, however it is necessary to improve the method to obtain the nanoparticles with
size and Pdl suitable for biomedical application.
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1 INTRODUGAO

O cancer representa um conjunto de doengas responsaveis pelo crescimento e
pela proliferacdo celular desordenados em determinado tecido, causando complicagdes
fisiologicas. Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), 8,8 milhdes de
pessoas morreram em decorréncia de cancer em 2015, sendo o conjunto de doencgas
responsavel por cerca de uma em cada seis mortes no mundo. Mais de 14 milhdes de
pessoas desenvolvem cancer todos os anos, € esse numero deve subir para mais de 21
milhdes de pessoas em 2030 (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2018a; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2018).

Ha varios tipos de cancer de mama, que podem ter desenvolvimento rapido ou
lento. O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais comum entre as mulheres,
sendo responsavel por aproximadamente 25% dos novos casos da doenga por ano. O
tratamento varia com o estagio da doenga, suas caracteristicas biologicas e as condigdes
da paciente, sendo suas modalidades divididas em tratamento local, que inclui cirurgia e
radioterapia; e tratamento sistémico, envolvendo quimioterapia, hormonioterapia e terapia
biolégica. Porém, devido a nao especificidade dos tratamentos convencionais e aos
efeitos colaterais provocados, é necessario o desenvolvimento de terapias mais seletivas
e eficientes (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2018a; INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER, 2018b).

O RNAI faz parte de uma via fundamental em células eucarioticas através da qual

moléculas de RNA especificas a sequencias de RNAm s&o capazes de atingir e clivar o
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RNAmM complementar. O mecanismo de agado do siRNA exdgeno inicia-se com a presenca
de um RNA longo de fita dupla (dsRNA), que é clivado pela enzima DICER em pequenos
RNA, denominados siRNA. Estes, quando no citoplasma da célula, integram-se ao
complexo de indugdo de silenciamento de RNA (RISC), que apresenta uma proteina
denominada Argonauta 2 (AGO2), a qual desenrola o siRNA e promove a clivagem da sua
fita sense. O complexo RISC, apds sua ativacao, contendo a fita antisense do siRNA,
procura e degrada o RNAm complementar, causando silenciamento do gene e
degradagao do mRNA (ELBASHIR et al., 2001; WHITEHEAD et al., 2009; SINGHI et al.,
2017).

Entretanto, para que a entrega do siRNA ao seu alvo no citoplasma ocorra de
maneira segura e eficiente, € necessario o desenvolvimento de um carreador, uma vez
gue essas moléculas sao grandes e suscetiveis a degradacgao, além de serem carregadas
negativamente (PITTELLA et al., 2011).

Desse modo, a nanotecnologia tem sido extensamente explorada para melhorar as
propriedades farmacocinéticas e o indice terapéutico de varios farmacos. Neste trabalho,
apresenta-se o desenvolvimento de um sistema de nanoparticulas inorganico-organico
composto por carbonato de calcio e copolimero de poli(etileno glicol) preparado por meio
dos métodos de difusao de gas e adi¢ao direta.

O carbonato de calcio € um sal carbbnico de calcio, sendo um material
comercialmente importante, com uma grande variedade de aplicagbes. Tradicionalmente,
€ usado na industria de construgao civil para a produ¢cdo de argamassas e cimento.
Devido a sua lividez e ao alto indice de refragao, também é usado na fabricagdo de papel
de alto brilho e como pigmento branco na industria de tintas. Ademais, o carbonato de
calcio demonstra excelente biocompatibilidade, possibilitando aplicacdes biomédicas,
como em comprimidos antiacidos, regeneracdo Ossea e sistemas de liberacdo de
medicamentos (DONNELY et al., 2017).

O carbonato de calcio (CaCOs3) pode apresentar varios polimorfos, sendo os mais
comuns a calcita, a aragonita e a vaterita. Essas fases polimorficas cristalinas apresentam
diferentes formas, estrutura porosa e densidade de particula. As propriedades anteriores
sao ainda mais dependentes se o CaCOj existir naturalmente ou for preparado
artificialmente através das varias rotas sintéticas. Essa variedade de morfologias torna o
carbonato de calcio util na industria (AL OMARI et al., 2016).

Dados da literatura mostram que na auséncia de outros agentes o carbonato de
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célcio ira cristalizar em sua forma mais estavel, levando a formacéo de grandes cristais.
Como estratégia de estabilizagdo de nanoparticulas, copolimeros em bloco contendo
PEG podem ser adicionados para estabilizar os cristais de carbonato de calcio, formando
uma camada densa e hidratada de cadeias longas e flexiveis na superficie da
nanoparticula (JORALEMON et al., 2010).

O presente estudo teve como objetivo desenvolver e avaliar novos
nanocarreadores hibridos com base em carbonato de calcio para posteriormente serem
utilizados na incorporacdo de short interfering RNA (siRNA) visando a aplicagdo em

terapias de cancer de mama.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Cloreto de calcio (CaCly) e Tris-(hidroximetil)-aminometano (Tris) foram adquiridos
de Sigma-Aldrich (EUA); poli(etileno glicol)-bloco-polianion - PEG-PGIlu foi obtido de
Alamanda Inc. (EUA); diéxido de carbono solidificado foi obtido de Oficina do Gelo (Belo

Horizonte, Brasil).

2.2 Preparagao de nanocarreadores

As nanoparticulas foram formadas por dois métodos: difusdo de gas (método 1) e
adicao direta (método 2), utilizando solugao de cloreto de calcio (CaCl,) e copolimero, e
diéxido de carbono solidificado, com base nos trabalhos de (DONELLY et al., 2017). O
meétodo 1 foi realizado em um recipiente fechado (dessecador) a temperatura ambiente. O
copolimero contendo PEG foi adicionado em solu¢éo aquosa de CaCl, 0,1 M e colocado
em um béquer. Cinquenta gramas de diéxido de carbono foram adicionados ao fundo do
dessecador. A reacao foi deixada em repouso por 6, 12 e 24 horas. O método 2 foi
realizado através da adic&o direta de 1 grama de didxido de carbono a uma solugéo de
copolimero contendo PEG e CaCl; 0,1 M, sob agitagdo de 50 RPM, em temperatura

ambiente.

2.3 Caracterizagcao das nanoparticulas

2.3.1 Espalhamento dinémico de luz
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O espalhamento dindmico da luz (DLS - dynamic light scattering), também
conhecido como espectroscopia de correlacdo de fétons, € uma técnica que mede o
movimento browniano de macromoléculas em solu¢do devido ao bombardeamento de
moléculas de solvente, e relaciona esse movimento ao tamanho (didmetro hidrodindmico)
das particulas.

Neste trabalho, foi usada essa técnica para a determinagcdo do diametro
hidrodindmico médio e a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas hibridas (indice de
polidispersao), usando um Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments), conforme Pittella e
colaboradores (2011). As analises foram feitas em parceria com o Laboratério de
Nanotecnologia da Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A importancia das nanoparticulas para a saude esta no fato de esses carreadores
serem um método eficiente de carreamento e liberacdo controlada do ativo. Para verificar
o tamanho do carreador é necessario realizar as analises fisico-quimicas, como as de
DLS.

O tamanho de particula € um parametro critico, que afeta a estabilidade, a
eficiéncia de encapsulacao, o perfil de liberagdo do farmaco e a biodistribuicdo. Ja no
indice de polidispersdo (Pdl), seu valor numérico varia de 0,0 (para uma amostra
perfeitamente uniforme em relagdo ao tamanho de particula) a 1,0 (para uma amostra
altamente polidispersa, com multiplos tamanhos de particula), indicando a
homogeneidade da formulagédo, além de ser essencial para sua estabilidade (DANAEI et
al., 2018).

As analises de DLS indicaram uma distribuicdo de tamanho com didmetro médio
em 474,3 £ 299,8 nm pelo método 1; e 618,4 + 4442 nm pelo método 2; e indice de
polidispersao (Pdl) de 0,5292 + 0,27 e 0,596 £ 0,20, para os respectivos métodos.

Nos dois métodos é possivel observar amostras muito polidispersas, além da
presenca de particulas grandes e sedimentadas. Os histogramas de tamanho por
intensidade sugerem a formagao de duas apresentagées com pico de tamanho em 9,4 e
1738,0 pelo método 1; e 7,4 e 766,7 pelo método 2 gerando uma variancia em relagdo ao
tamanho das particulas (Graficos 1 e 2).
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Grafico 1 - Curva de distribuicao de tamanho por intensidade das nanoparticulas hibridas
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Grafico 2 - Curva de distribuicao de tamanho por intensidade das nanoparticulas hibridas

obtidas pelo método 2

Intensidade (%)

A

e I \

o1

1 10 100 10000

Tamanho (d.nm}

Embora tenham sido obtidas distribuicdes polidispersas, € possivel observar que

em ambos os métodos foram produzidas nanoparticulas. O mecanismo de formacao

através do método de difusdo de gas inicia-se pela sublimacédo do diéxido de carbono

sélido em gas, em recipiente fechado, até a saturacdo do ambiente (DONNELLY et al.,

2017). Na interface liquido/ar, o didxido de carbono ira reagir com a agua, precipitando-se.

Posteriormente, os ions carbonato formados reagem com os ions Ca’* da solugdo para

formar CaCO3 na solugdo aquosa, de acordo com as reacoes:

CO2s) — COz)
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COgq) + H20g) — COz* + 2H*
CaCl, — Ca*" + 2CI
Ca*" + COz*” «» CaCOs
Anions do copolimero em bloco contendo PEG poderdo, assim, ser adsorvidos
pelos cristais para a formagao de uma camada densa e hidratada de cadeias longas e
flexiveis de PEG na superficie da nanoparticula, estabilizando o crescimento do cristal de
CaCO; (PITTELLA et al., 2012; PITTELLA; KATAOKA, 2013; JORALEMON et al., 2010;
MIYATA et al., 2011; MOGHIMI et al., 2001). Assim, as nanoparticulas formadas através

desta metodologia podem ser aplicadas como nanocarreadores.

4 CONCLUSAO

A partir da andlise dos resultados obtidos ao longo do estudo, como Pdl e o
diametro hidrodindmico, foi possivel concluir que ambos os métodos foram eficientes na
obtencao de nanoparticulas. No entanto, ainda é necessaria a realizagdo de estudos para
desenvolver o método, no sentido de otimizar as concentragcdes e a cinética de formacgao
das nanoparticulas. Posteriormente, precisa-se avaliar a homogeneidade e a estabilidade
dessas novas nanoparticulas, assim como seu tamanho e o Pdl. O desenvolvimento de
nanocarreadores hibridos de CaCOs; estaveis tornara possivel a incorporacdo de
sequéncias de siRNA e a realizagcdo de testes in vitro para avaliar sua aplicagdo na

terapia anticancer.
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