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RESUMO 

. 

Os nano carreadores têm o potencial de melhorar o índice terapêutico 
dos medicamentos atualmente disponíveis, aumentando a eficácia do 
fármaco, reduzindo sua toxicidade, e alcançando níveis terapêuticos 
por um período prolongado. A associação de citrato de ródio II (RC) 
com nanopartículas (NPs) magnéticas pode aumentar a especificidade 
da ação citotóxica, uma vez que estes complexos podem ser guiados 
ou transportados para um alvo através da utilização de um campo mag-
nético externo. No entanto, a interação de nanopartículas de maghe-
mita associada a citrato de ródio (MRC) com células, o mecanismo de 
captação celular, e a localização subcelular ainda não são compreen-
didos. Este trabalho avalia o mecanismo de captação de nanopartículas 
de maghemita associadas a citrato de Ródio (MRC) em linhagens de 
células de câncer de mama metastático e não metastático compa-
rando-as com um modelo celular não tumoral. É possível supor que a 
captação de MRC NPs em células de câncer da mama é mais eficaz 
do que em células não tumorais, tanto na quantidade de material inter-
nalizado como na distribuição intracelular mais estratégica. Além disso, 
este processo ocorre através da via de endocitose dependente de cla-
trina com diferentes níveis de expressão basal desta proteína nas li-
nhagens celulares testadas. MRC é um nano material promissor que 
pode fornecer uma rota conveniente para direcionamento de fármacos 
e tratamento do câncer de mama. Conjuntamente, nossos dados suge-
rem que as NPs MRC atuam no núcleo, inibindo a síntese de DNA e a 
proliferação celular e induzindo a morte celular.  Os efeitos foram veri-
ficados em ambas linhagens tumorais (MCF-7 e MDA-MB-231), mas as 
células metastáticas de câncer de mama, MDA-MB-231, parecem ser 
mais responsivas aos efeitos das NPs.   
  
   
Palavras chaves: Endocitose, nanotecnologia, mecanismo de 
ação, anti-metastático. 
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SUMMARY 

Nanocarriers have the potential to improve the therapeutic index of cur-
rently available drugs by increasing drug efficacy, lowering drug toxicity, 
and achieving steady state therapeutic levels of drugs over an extended 
period of time. The association of rhodium (II) citrate (RC) with magnetic 
nanoparticles (NPs) has the potential to increase specificity of the cyto-
toxic action, since these complexes can be guided or transported to a 
target by the use of an external magnetic field. However, these nano-
particles interaction with cells, their uptake mechanism, and subcellular 
localization are not understood. This work evaluates the uptake mech-
anism of Maghemite nanoparticles with Rhodium citrated associated 
(MRC) nanoparticles in a metastatic and non-metastatic breast cancer 
cell models comparing them to a non-tumor cell line. It is possible to 
assume that MRC NPs uptake in breast cancer cells is more effective 
than in normal cells both in amount of internalized material and in the 
achievement of a more strategic intracellular distribution. Moreover, this 
process occurs through clathrin-dependent endocytosis pathway with 
different basal expression levels of this protein in the tested cell lines. 
Taken together, our data suggest that MRC NPs act in cells nuclei, in-
hibiting DNA synthesis and cell proliferation inducing cell death.  The 
effects were verified in both tumor cells but the metastatic line, MDA-
MB-231, seemed to be more responsive to MRC NPs effects.   

 
 
Keywords: Endocytosis, nanotechnology, action mechanism, anti-
metastatic. 
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1. INTRODUÇÃO 

Ao longo dos últimos anos, o campo da nanotecnologia surgiu como 

uma abordagem moderna com o potencial de desenvolver novas aplicações 

diagnósticas e terapêuticas (Azzawi et al. 2016). A escala de tamanho dos 

nanomateriais permite um melhor acesso aos constituintes biológicos. Entre 

outras aplicações, o direcionamento para células cancerígenas permite a en-

trega de fármacos altamente específica e localizada (Banks 2016). Neste 

contexto, as nanopartículas de óxido de ferro são uma grande promessa 

como agentes diagnósticos e terapêuticos em oncologia. Suas propriedades 

físicas intrínsecas são particularmente interessantes para administração si-

multânea de fármacos, imageamento e aplicações como hipertermia locali-

zada (Iv et al. 2015; Quinto et al. 2015). Essas características únicas forne-

cem boas perspectivas especialmente para o tratamento e diagnóstico do 

câncer de mama devido à alta incidência, resistência a drogas e risco de 

recorrência relacionado a esta doença (Harmon et al. 2015; Kossatz et al. 

2015; Karakatsanis et al. 2016). 

 As características estruturais únicas de muitos tumores sólidos, inclu-

indo hipervasculatura, arquitetura vascular defeituosa e drenagem linfática 

prejudicada, que favorece o bem-caracterizado efeito de aumento de permea 

bilidade e retenção (EPR) que resulta no maior acúmulo de partículas nos 

tumores, são fatores-chave no avanço desta plataforma tecnológica (Maeda 

et al. 2013). No entanto, o efeito EPR e, em geral, a exposição tumoral a um 

nanofármaco, depende de muitos outros fatores além da permeabilidade lo-

cal do endotélio dos vasos sanguíneos tumorais e da circulação prolongada, 
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como o grau de hipóxia, heterogeneidade do tumor e de seu estroma (Wicki 

et al. 2015). Trabalhos recentes sugerem que os esforços devem ser direci-

onados para a compreensão das correlações entre a biologia das células 

tumorais e os comportamentos das nanopartículas. Uma vez que o câncer é 

uma doença heterogênea, desenvolver nanomateriais para superar um de-

safio bem definido em um tipo particular de célula tumoral tem maior chance 

de sucesso (Cook et al. 2014; Wicki et al. 2015; Hare et al. 2017).  

Muitos estudos têm relacionado os diferentes tamanhos, composição 

e carga das nanopartículas com seu processo de internalização e localização 

nas células (Verma & Stellacci, 2010; Albanese et al. 2012). No entanto, ape-

sar de alguns trabalhos mencionar o tipo celular como um fator importante 

para avaliar esse processo (Nel et al. 2009; Chou et al. 2011), poucos expe-

rimentos comparam a absorção de uma mesma nanopartícula em diferentes 

linhagens celulares.  

Estudos atuais com nanopartículas de maghemite, um composto de 

óxido de ferro, demonstraram ação citotóxica específica in vitro e in vivo para 

células alvo e esses resultados indicaram esta nanopartícula como uma op-

ção promissora para a entrega de drogas (Estelrich et al. 2015; Kossatz et 

al. 2015). Nosso grupo tem investigado a atividade antitumoral do citrato de 

ródio associado com nanopartículas de maghemita (MRC) em células de 

câncer de mama (Carneiro et al. 2011; Chaves et al. 2015).  Apesar das boas 

perspectivas do citrato de ródio como agente antitumoral (Zyngier et al. 

1989), existem poucos trabalhos abordando esse composto, principalmente 

em relação ao seu mecanismo de ação. Nesse contexto, a proposta desse 
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trabalho é avaliar as interações entre nanopartículas de maghemita associ-

ada ao citrato de ródio (MRC) em diferentes linhagens tumorais de câncer 

de mama, a avaliar o comportamento das nanopartículas em tempo prolon-

gado de exposição e comparar sua eficácia em células diferentes para eleger 

o modelo mais responsivo, associando-o ao mecanismo de ação.  

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 CÂNCER DE MAMA 

 

   ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS  

 
O câncer de mama é o carcinoma mais frequente em mulheres e a 

segunda causa mais comum de mortalidade relacionada ao câncer entre 

elas em todo o mundo. Estimava-se, aproximadamente 61.000 e 246.000 

novos casos de carcinoma de mama in situ e invasivo, respectivamente, a 

serem diagnosticados em 2016 nos EUA. Dentro desse mesmo período, o 

câncer de mama seria responsável por cerca de 40.500 mortes entre as mu-

lheres neste país (Siegel et al. 2016). Houve um declínio nas taxas de mor-

talidade por câncer nas últimas duas décadas, impulsionado pela diminuição 

contínua das taxas de mortalidade por câncer de mama feminino, que redu-
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ziram 36%, provavelmente como resultado de melhorias na detecção pre-

coce e no tratamento (Berry et al. 2005; Howlader et al. 2013). Em contraste, 

as taxas de incidência de câncer de mama aumentaram nos homens. Algu-

mas correlações sugestivas sobre o aumento da taxa de câncer envolvem 

mudanças nos fatores de risco ambientais e a obesidade (Schmid et al. 2015; 

Siegel et al. 2016).  

Relativamente raro antes dos 35 anos, acima desta faixa etária sua 

incidência cresce rápida e progressivamente. Estatísticas indicam aumento 

de sua incidência tanto nos países desenvolvidos quanto nos em desenvol-

vimento. Segundo a Organização Mundial da Saúde, nas décadas de 60 e 

70 registrou-se um aumento de 10 vezes nas taxas de incidência ajustadas 

por idade nos Registros de Câncer de Base Populacional de diversos conti-

nentes (WHO, 2007).   

 

TRATAMENTO  

 
Um importante parâmetro utilizado para escolha do melhor tipo de tra-

tamento é o nível de estadiamento do câncer de mama. O estadiamento clí-

nico do câncer de mama envolve o cálculo aproximado do tamanho do tumor 

e a estimativa do envolvimento dos linfonodos axilares pelo exame físico e a 

mamografia. Os tumores podem ser classificados em: Estágio I (tumores < 2 

cm e confinados à mama), Estágio II (tumores < 5 cm com envolvimento ou 
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não dos linfonodos axilares móveis), Estágio IIIa (tumores > 5 cm, acompa-

nhados ou não por comprometimento de linfonodos axilares), Estágio IIIb 

(lesões mais avançadas) e Estágio IV (todos os tumores com metástase 

(Smeltzer et al. 2002). 

As modalidades terapêuticas mais comumente utilizadas para o cân-

cer de mama são a cirurgia e a radioterapia para o tratamento loco-regional 

e quimioterapia e hormonioterapia para tratamento sistêmico (Goldhirsch et 

al. 2011).  No câncer de mama inicial com o tumor detectado somente na 

mama ou no caso de mulheres com nódulo-positivo, o nódulo ou mama pode 

ser removido cirurgicamente. No entanto, resíduos não detectados de tecido 

tumoral podem permanecer e se não tratados podem se desenvolver (CTSU, 

2005). 

Mesmo os mais antigos agentes profiláticos, usados tais como seis 

meses de FAC (fluorouracil, doxorrubicina, ciclofosfamida) ou FEC (fluorou-

racil, epirrubicina e ciclofosfamida), ou cinco anos de tamoxifeno como reco-

mendado pelo instituto de Saúde dos EUA publicado em uma conferência 

em 2000 (Pane 2001), serem capazes de reduzir, aproximadamente, pela 

metade a taxa de mortalidade por câncer-ER positivo, riscos significativos de 

recorrência e de morte permanecem, principalmente se forem considerados 

tanto a primeira como a segunda década da doença (CTSU, 2005). 

Além disso, muitos fármacos utilizados atualmente para o tratamento 

de câncer de mama, não se acumulam seletivamente no tecido tumoral. As-

sim como a maioria dos agentes farmacêuticos administrados pela via intra-

venosa, que são uniformemente distribuídos para todos os órgãos e tecidos 

do corpo. Devida a alta pressão intersticial no ambiente tumoral, o acúmulo 
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de agentes citotóxicos nas lesões neoplásicas é especialmente baixo (Bos-

slet et al. 1998; Allen & Cullis 2004; Trédan et al. 2007). 

Os tumores geralmente consistem em populações mistas de células 

malignas, algumas das quais são sensíveis aos fármacos, enquanto outras 

são resistentes. A quimioterapia atua em células sensíveis à droga, mas não 

atinge uma grande proporção de células resistentes. À medida que o tumor 

começa a crescer novamente, a quimioterapia pode falhar porque as células 

tumorais remanescentes se tornaram resistentes. Resistência à terapia tem 

sido correlacionada com a presença de pelo menos duas "Bombas" molecu-

lares que ativamente expulsam as drogas quimioterápicas das células do tu-

mor. As bombas comumente encontradas para conferir quimiorresistência 

em câncer são a glicoproteína-P (GPP) e a chamada proteína associada com 

a resistência a multidrogas (MRP). Assim, esta ação impede os efeitos da 

droga nas células tumorais, que atuaria no interior da célula, no núcleo ou 

no citoplasma. (Persidis, 1999). 

Obstáculos adicionais associados à quimioterapia convencional com 

apenas uma droga incluem a acessibilidade limitada do fármaco ao tecido 

tumoral, induzindo a elevação da dose, levando a citotoxicidade intolerável 

e não específica (Das et al. 2009).  

Considerando tais fatores limitantes para o tratamento do câncer de 

mama, são necessárias novas abordagens terapêuticas que sejam mais es-

pecíficas para células tumorais e possam eliminar ou reduzir as chances de 

reincidência da doença. 

 

 



19 
 

ALTERNATIVAS PARA TRATAMENTO DE CÂNCER BASEADAS EM COMPOS-

TOS METÁLICOS E NANOTECNOLOGIA 

 

COMPOSTOS METÁLICOS  

A cisplatina foi um dos primeiros complexos metálicos a ser avaliado 

em relação à atividade antitumoral (Rosenberg & Vancamp 1969). Base-

ando-se nas boas perspectivas obtidas com os resultados dos testes com a 

cisplatina, estudos posteriores com compostos metálicos análogos (Boven 

et al. 1985) ou de outros compostos metálicos (Keppler, 1993), foram avali-

ados em relação a propriedades antitumorais. Estudos conseguintes visa-

vam identificar o mecanismo de ação para aprimorar as características far-

macológicas desses complexos, incluindo a redução da toxicidade (Ries & 

Klastersky 1986). Os metais pesados foram cogitados como candidatos a 

novos complexos metálicos antitumorais. Porém eles são geralmente tóxicos 

devido às possíveis ligações de enxofre e nitrogênio em sítios de proteínas 

e por isso podem interferir em reações metabólicas (Clarke & Stubbs 1996).   

Com as limitações apresentadas pela cisplatina (toxicidade e resistên-

cia ao fármaco), outros metais de transição se tornaram uma alternativa para 

serem usados na terapia contra o câncer (Rafique et al. 2010). 
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COMPLEXOS DE RÓDIO (II)  

Baseados nos resultados que mostravam o aumento da sobrevida de 

camundongos portadores de ascite de Ehrlich e leucemia P388 após o trata-

mento com o acetato de ródio (Hughes et al. 1972), os carboxilatos de ródio 

tornaram-se mais uma alternativa dentro de sua classe de metais com ativi-

dade antitumoral.  No entanto, eram necessários estudos para melhor com-

preensão de sua atividade antitumoral. Algumas das conclusões obtidas em 

ensaios com tal finalidade relataram que a maioria desses compostos apre-

sentavam alta toxicidade e baixa solubilidade. Uma das exceções foi o citrato 

de ródio (Bear et al. 1986). Estudos atribuíram o mecanismo dos carboxilatos 

de ródio (II) pela inibição da síntese de DNA por meio da atuação em enzi-

mas essenciais tal como DNA polimerase I (Erck et al. 1974). No entanto, 

devido à elevada solubilidade em água do citrato de ródio (II), elevadas do-

ses sistêmicas do fármaco seriam necessárias para alcançar as concentra-

ções eficazes em locais do tumor. Uma solução para efetivar o uso desse 

composto, é o desenvolvimento de sistemas de liberação controlada, em que 

o Rh (II) esteja protegido do meio extracelular para minimizar locais de toxi-

cidade e prolongar sua ação (Sinisterra et al. 1999). 

 

NANOTECNOLOGIA 

Um dos principais objetivos da nanotecnologia é o desenvolvimento 

de formas de diagnóstico e de terapia ainda mais seguros e eficazes para o 

câncer. Fármacos carreados por nanopartículas são uma promissora classe 
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terapêutica com o potencial de melhorar a eficácia e a segurança dos fárma-

cos usados atualmente. Há também a oportunidade de criar compostos te-

rapêuticos novos, usando a nanotecnologia. Cada vez mais arsenais de pla-

taformas nanotecnológicas estão sob avaliação incluindo nanopartículas po-

liméricas, lipossomos, nanocápsulas, dendrímeros, nanopartículas de poli-

nucleotídeos, metálicas entre outras (Alexis et al. 2008). 

 

NANOPARTÍCULAS MAGNÉTICAS  

Nanopartículas magnéticas oferecem algumas possibilidades atraen-

tes na biomedicina. Em primeiro lugar, elas têm tamanhos controláveis que 

vão desde alguns nanômetros até dezenas de nanômetros, o que as coloca 

em dimensões que são menores ou comparável ás de uma célula, um vírus, 

uma proteína ou um gene. Isto significa que elas podem interagir com um 

alvo biológico de interesse (Ducan & Gaspar 2011). Elas podem ser revesti-

das com moléculas biológicas para melhor interagir ou ligar-se ao seu alvo e 

assim proporcionar meios controláveis de “marcação” ou localização (Chou 

et al. 2010). Em segundo lugar, as nanopartículas obedecem à lei de Cou-

lomb, podendo ser manipuladas por um campo magnético externo. Esta 

"ação à distância", combinada com a penetrabilidade intrínseca de campos 

magnéticos em tecido humano, possibilitam muitas aplicações que envolvem 

transporte e/ou imobilização de nanopartículas magnéticas e marcação mag-

nética de componentes biológicos. Dessa forma, elas podem ser sintetizadas 

para entregas, tal como um fármaco anticancerígeno, ou um grupo de áto-

mos de radionuclídeos a uma região alvo do corpo, como por exemplo, um 
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tumor (Xu et al. 2006). As nanopartículas magnéticas podem ainda ser utili-

zadas para responderem ressonantemente a uma variação de campo, com 

a transferência de energia do campo excitante para a nanopartícula. Assim, 

as partículas podem ser aquecidas por meio dessa variação de campo mag-

nético, o que leva à sua utilização como agentes de hipertermia, proporcio-

nando quantidades tóxicas de energia térmica em tecidos alvos, tais como 

tumores, ou como quimioterapia e agentes de melhoramento de radioterapia, 

em que a moderados graus de aquecimento do tecido resulta em destruição 

das células malignas mais eficazmente (Dürr et al. 2013). Estas e muitas 

outras aplicações potenciais para a biomedicina são possíveis devido as pro-

priedades físicas especiais das nanopartículas magnéticas (Pankhurst et al. 

2003). Nosso grupo tem realizado estudos para testar os efeitos do citrato 

de ródio (II) carreado por nanopartículas magnéticas de maghemita (Figura 

1) comparando-os com o citrato de ródio (II) livre em células de câncer de 

mama (4T1 e MCF-7). Os resultados apresentaram uma ação mais especí-

fica em células tumorais do fármaco associado a nanopartícula (Carneiro et 

al. 2011; Chaves et al. 2015). Apesar disso, o mecanismo de ação do com-

posto ainda continua desconhecido. 
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Figura 1. Representação da associação de nanopartículas de maghemita associadas a citrato de ró-
dio. Adaptado de da Silva Nunes et al. 2013. 

 

.  
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2.2 INTERAÇÃO ENTRE NANOPARTÍCULAS E CÉLULAS 

 

O rápido crescimento da nanotecnologia proporciona o aumento no 

número de estudos de nanomateriais artificiais para aplicações biomédicas. 

As nanopartículas interagem com proteínas, membranas, células, organelas, 

DNA e estabelecem uma série de interfaces biológicas (Figura 2) que de-

pendem de forças coloidais, bem como interações fisicoquímicas. Estas in-

terações conduzem à formação de coroa proteica envolvendo as partículas, 

absorção intracelular e processos biocatalíticos que podem ter resultados 

biocompatíveis ou bioadversos (Nel, et al. 2009). 

Quando as nanopartículas estão em um fluido biológico (sangue, 

plasma ou fluido intersticial), elas são revestidas por proteínas e moléculas 

que podem causar alterações conformacionais, que conduzem à exposição 

de novos epítopos, alteração de mecanismo e/ou efeitos (Cedervall et al. 

2007).  

Apesar dos notáveis avanços em nanociência, relativamente pouco 

se sabe sobre o destino intracelular e mecanismos de ação das nanopartí-

culas. Esta área de trabalho é particularmente importante para o desenvolvi-

mento eficaz e sistemas de distribuição de nanocompostos mais seguros. 

Nanopartículas induzem a uma grande variedade de respostas intracelulares 

dependendo das suas propriedades físico-químicas, das concentrações in-

tracelulares, duração do contato, distribuições subcelulares e interações com 

moléculas biológicas (Zhang et al. 2015). O processo de entrada para o meio 
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intracelular de nanopartículas envolve vias endocíticas como pinocitose, uti-

lização de clatrina e caveolina, ou internalização independente de cla-

trina/caveolina, sendo que cada um dos quais requerem diferentes mecanis-

mos e moléculas. Embora as propriedades físico-químicas de superfície e 

reatividades de nanopartículas sejam essenciais para determinação da via, 

os tipos de células e os seus estados de diferenciação, podem também ser 

determinantes. Tamanho e forma das partículas são parâmetros importantes 

do ponto de vista do espaço disponível nestes compartimentos endocíticos 

(Nel, et al. 2009; Saie et al. 2015; Zhang et al. 2015). 

 
Figura 2. Representação esquemática da interface entre uma nanopartícula e a bicamada lipídica de 
uma membrana celular. A interface nano-bio compreende a superfície da nanopartícula; a interface 
sólido-líquido e os efeitos do meio circundante; e a zona de contato da interface com substratos bioló-
gicos. Adaptado de Jiao et al. 2017. 

 

CAPTAÇÃO CELULAR 
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Semelhante à citotoxicidade, a captação celular é influenciada pelo 

tamanho, forma, composição, carga superficial e hidrofobicidade superficial. 

As células não-fagocíticas absorvem mais NPs esféricas entre 20 e 50 nm. 

Os enterócitos são uma exceção a esta regra, porque preferencialmente cap-

tam partículas na faixa entre 100 e 200 nm. Células fagocíticas internalizam 

preferencialmente partículas entre 2 e 3 μm (Fröhlich, 2012). Estudos de-

mostraram que partículas de prata de 20-200 nm são menos absorvidas por 

células fagocíticas (THP-1) do que células não fagocíticas (A549 e HepG2). 

Os agregados de NPs de prata, no entanto, são fagocitados em maior exten-

são. Para as partículas de óxido de ferro, o tamanho parece ser mais deter-

minante na absorção do que a carga superficial (Win & Feng 2005; Calero et 

al. 2015). 

Alta eficiência de captação é um parâmetro desejável para uma maior 

acumulação de fármacos associado a uma liberação lenta e duradora em 

células de câncer. Estas são características de tratamentos antitumorais 

mais efetivos e específicos (Zhang et al. 2008; Cai et al. 2015). As NPs tam-

bém apresentam propriedades únicas que permitem o direcionamento ativo 

para tumores in vivo. Por causa da regulação pró angiogênica, a maioria dos 

tumores sólidos são hipervascularizados e os vasos têm uma arquitetura al-

tamente permeável. (Danhier et al. 2010). Além disso, a massa tumoral tam-

bém apresenta drenagem, permitindo o acúmulo de macromoléculas de até, 

aproximadamente 40 kDa, dentro do seu microambiente. Esse recurso, cha-

mado de aumento da permeabilidade e retenção (efeito EPR), é explorado 

para direcionamento de nanopartículas em tumores sólidos.  A gama de ta-

manhos de diâmetro ideal para se beneficiar do EPR é entre 10 a 200 nm. 
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Partículas que são muito pequenas podem ser metabolizadas pelos rins, im-

pedindo o acúmulo no local do tumor, e partículas que são muito grandes 

não penetrarão adequadamente na rede vascular e espaço intersticial do tu-

mor (Fang, et al. 2004). Estudo mais recente in vivo mostrou que nanopartí-

culas magnéticas de óxido de ferro (associadas a carboxila) menores (10 

nm) apresentaram maior absorção pelo fígado, enquanto as maiores (40 nm) 

apresentaram maior absorção pelo baço. Além disso, as NPs com menor 

tamanho (10 nm) foram removidas mais rapidamente do fígado e rins, mas 

entraram mais facilmente no cérebro e no útero. As NPs de óxido de ferro 

maiores (40 nm) se acumularam mais facilmente, mas foram facilmente eli-

minadas no baço. O nível de ferro no coração diminuiu em todos tratamentos 

dessas NPs (10, 20, 30, 40 nm), no entanto, as partículas menores foram 

mais eficientes na atuação em expressão de genes relacionados a estresse 

oxidante, transporte de ferro, processo metabólico e apoptose (Yang et al. 

2015). Estudos mostraram que a eficiência da absorção de NPs por células 

vivas é afetada por suas propriedades tais como tamanho e composição su-

perfícial (Rejman et al. 2004; Chithrani et al. 2006). Além disso, foi sugerido 

que a presença de uma coroa biomolecular provenientes de fluídos biológi-

cos pode conferir interações específicas entre o complexo nanopartícula-co-

roa proteica e a superfície celular, com o desencadeamento de captação ce-

lular regulado. A coroa pode, no entanto, reduzir as interações puramente 

inespecíficas entre o nanomaterial puro e a membrana celular, o que, por si 

só, desconsiderando interações específicas, provoca uma diminuição da ab-

sorção (Lesniak et al. 2013). 

 



28 
 

ENDOCITOSE EM NANOESCALA 

 

A endocitose é um processo fundamental no qual células eucarióticas 

internalizam moléculas via deformação da membrana e geração de transpor-

tadores ligados à membrana. Os aspectos funcionais não se limitam apenas 

à absorção de nutrientes, mas também desempenham processos evolutivos 

conservados tais como a regulação da atividade das proteínas da membrana 

plasmática (isto é, receptores de transdução de sinal, transportadores de 

moléculas pequenas e canais iônicos), motilidade celular e mitose. A natu-

reza macromolecular do material transportado por endocitose torna esta rota 

um dos alvos mais importantes para a nanomedicina (Canton & Battaglia 

2012).  

 

ENDOCITOSE MEDIADA POR CLATRINA 

Endocitose mediada por Clatrina (CME) é o mais estudado de todos 

os mecanismos de endocitose. CME foi observada como uma das mais im-

portantes vias de internalização nas células eucarióticas responsáveis pela 

absorção de nutrientes, sinalização de receptores, bem como o seu papel 

fundamental na reciclagem de vesículas sinápticas em neurônios. Além 

disso, a CME é a via de internalização comumente explorada por vírus (Roth 

& Porter 1964; Cavalli et al. 2001; Marsh & Helenius 2006). 

O primeiro estágio da CME envolve a triagem por receptores trans-

membrânicos que, após a associação aos seus ligantes, ocorre a formação 
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de "vesículas revestidas" no lado citosólico da membrana plasmática. Estas 

vesículas são formadas por várias proteínas citosólicas, com a clatrina como 

unidade principal. Clatrina tem uma estrutura de três cadeias, conhecida 

como triqueto, resultante da montagem das três cadeias pesadas de clatrina, 

cada uma associada a uma cadeia leve. Os triquetos de clatrina espontane-

amente se organizam em "gaiolas" poligonais fechadas in vitro.  No entanto, 

sob condições fisiológicas, a gaiola de clatrina requer outras proteínas co-

nhecidas como proteínas adaptativas (APs). As APs coordenam a nucleação 

da clatrina nos locais de internalização na membrana. Isso desencadeia a 

montagem de triquetos de clatrina em uma cadeia poligonal curvada que em 

último estágio, impulsiona a deformação da membrana ancorada (Smith et 

al. 1998). 

A invaginação da membrana durante a formação de vesícula revestida 

com clatrina (VRC) é iniciada pela interação de proteínas de modelação da 

membrana com a membrana plasmática em si. Estas proteínas funcionam 

como um gabarito de deformação da membrana que recruta o adaptador AP-

2. Durante os estágios iniciais do CME, AP-2 juntamente com outros adap-

tadores (conhecidos como CLASPs, proteínas de triagem associadas a cla-

trina) tornam-se os locais de reconhecimento para as diversas cargas e clas-

sificações de sinais, enquanto as gaiolas de clatrinas estabilizam os pontos 

de deformação na membrana (Stimpson, et al. 2009). Esta montagem alta-

mente coordenada termina com a formação de VRC. A montagem da clatrina 

também é responsável pela formação do “pescoço” vesicular que, com a in-

tervenção de outras proteínas específicas, é cortado levando ao desprendi-
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mento do VRC a partir da membrana celular. Uma vez que o VRC é desta-

cado, a vesícula de clatrina perde o revestimento por receptores até alcançar 

seu destino intracelular (Traub, 2009).  

A internalização via CME varia entre 1-5% por minuto e o tempo de 

vida de uma VRC é entre 20 s e 2 min (Bretscher, 1984). Estudos recentes 

com células vivas demonstraram que para a endocitose ser eficaz, a monta-

gem de clatrina, o desenvolvimento de CCP e formação de VRC devem ser 

altamente sincronizados com a polimerização de actina. No entanto, como 

as proteínas modulam a curvatura da membrana ainda precisa ser elucidado. 

Outras questões importantes ainda não respondidas são como CCPs evo-

luem em vesículas (VRC) e mais importante, como seu tamanho é regulado. 

Por exemplo, durante as sinapses químicas, os maiores CCPs tem tamanhos 

semelhantes aos VRCs (50 nm de diâmetro).  Em outros tipos de células, 

tais como fibroblastos, CCPs de tamanho comparável aos VRCs (150 nm de 

diâmetro), bem como maiores (4.300 nm de diâmetro) têm sido observados, 

com múltiplos domínios de curvatura ou regiões relativamente planas ligadas 

a secções invaginadas, implicando que esse VRC pode se formar tanto a 

partir de uma única secção menor bem como a partir de um grande retículo 

(Merrifield et al. 2005).  

A CME pode influenciar no destino ou degradação lisossômica de na-

nomateriais. Esse fator é relevante quando se utiliza partículas como carre-

adores de fármacos ou genes. No uso de NPs para carreamento de fármacos 

(drug delivery), a forma pela qual a partícula é endocitada pode fazer com 

que ela seja degradada pelas enzimas lisossomais e não alcance o alvo des-

tinado. Estabelecer estratégias para promover o escape dos endossomos e 
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evitar a degradação lisossomal é vital para o sucesso da terapia. Por esse 

motivo, essa via de internalização deve ser evitada quando o alvo do trata-

mento não são os lisossomos, ou quando o escape dos endossomos não 

requerer a acidificação endossomal (Paulo et al. 2011).  

 

ENDOCITOSE MEDIADA POR CAVEOLINA 

Endocitose mediada por caveolina é o mecanismo endocítico inde-

pendente de clatrina mais estudado e é agora reconhecido ser responsável 

por muitas funções biológicas incluindo a sinalização celular, regulação lipí-

dica e transporte. Além disso, foi sugerido que pode desempenhar um papel 

em várias patologias, incluindo câncer, diabetes e infecção viral. Caveolae 

(do latim: pequenas cavernas) são invaginações da membrana em forma de 

frasco de 50-80 nm de vários tipos de células eucarióticas. Elas foram ob-

servadas pela primeira vez nos anos 50 por microscopia eletrônica em célu-

las endoteliais (Palade, 1953). Caveolaes tem um revestimento estriado na 

superfície da membrana composta principalmente de caveolina-1 (ou cave-

olina-3 em células musculares) e caveolina-2. Geralmente, as caveolinas são 

proteínas de membrana de 21 kDa ancoradas à membrana celular por uma 

sequência hidrofóbica a partir do citosol. 

A Caveolina-1 (juntamente com caveolina-3) é responsável pela for-

mação estrutural das caveolaes. Entretanto, a função exata da caveolina-2 

ainda precisa ser elucidada.  Embora as suas características estruturais se-

jam amplamente conservadas, há relatos recentes demonstrando diferenças 
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sobre o papel funcional das caveolinas individuais. O mecanismo de endoci-

tose mediada por caveolina ainda é objeto de estudo (Pelkmans & Zerial 

2005).  

Há relatos na literatura de diversos nanomateriais internalizados pela 

via da caveolina. Essa via tem atraído grande atenção na nanomedicina por 

ter sido sugerida como via de escape à degradação lisossomal. Além disso, 

a endocitose mediada por caveolina é a via fisiológica para transcitose. 

Dessa forma, ela pode ser empregada para entrega trans-vascular de nano-

materiais, e também para a entrega de ativos no sistema nervoso central, 

onde há a necessidade de atravessar barreira hematoencefálica (Hillaireau 

& Couvreur 2009; de Jesus et al. 2014) 

 

 

2.5 AÇÃO DE NANOPARTÍCULAS EM CÉLULAS TUMORAIS 

 

A partir do local onde a nanopartícula se acumula dentro da célula, ela 

pode atuar de várias maneiras. A citotoxicidade tumoral e efeito anti-metas-

tático podem se dar por mecanismos como ações pró-apoptóticas, anti-an-

giogênicas, anti-inflamatórias, imunomodulatórias, anti-mitogênica, entre ou-

tros (Sledge & Miller 2003). Estudos recentes no nosso grupo, demostraram 

que as MRC induzem apoptose em células de câncer de mama MCF-7 (Cha-

ves, et al. 2015). No entanto, o efeito dessas NPs e investigações sobre seus 

mecanismos anti-metastático ainda não foram realizados 
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EFEITO ANTI-MESTÁTICO DE NPS 

 

Efeitos anti-metastáticos de NPs são outras propriedades desejáveis 

que podem ser obtidas de forma direita ou indireta pelas NPs. De fato, NPs 

podem afetar o tumor não apenas na fase de desenvolvimento, mas também 

em fases tardias quando o tumor se torna invasivo. 

A metástase, a propagação de células tumorais secundárias a partir 

de um tumor primário em locais distantes, é um dos maiores desafios no 

tratamento de câncer atual (Schroeder et al. 2012) e é a característica fun-

damental do tumor em crescimento, que resulta da sua invasividade aos te-

cidos próximos e, posteriormente, para os outros órgãos do corpo através do 

sistema circulatório. 

No momento do diagnóstico, quase 50% dos tumores já se espalha-

ram. Nesta situação, apenas os cuidados paliativos podem ser oferecidos à 

maioria destes pacientes. A terapia do foco primário também resulta em al-

guns efeitos terapêuticos sobre as metástases, porém, estratégias terapêu-

ticas e de diagnóstico para combater as metástases e aumentar taxa de so-

brevivência precisam ser desenvolvidas (Dürr et al. 2013).  

Nem todos os tumores satélites podem ser eliminados pela nanotera-

pia, mas pode-se focar em metástases que limitam a qualidade de vida ou 

ameaçam a vida. Já existem abordagens para tratar o câncer com metástase 

focadas nesta perspectiva. Yang et al. (2011) introduziu um novo sistema de 
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entrega de fármacos guiados magneticamente para vasos linfáticos, base-

ado em nanotubos de carbono funcionalizados com ácido poli-acrílico. Eles 

conseguiram a inibição bem-sucedida da metástase dos nódulos linfáticos 

pela administração subcutânea de nanotubos de carbono magnéticos carre-

gados com gemcitabina, bem como com partículas magnéticas de carvão 

ativado sob um campo magnético. 

 Nanomateriais representam ferramentas com muitas possibilidades 

de aplicações que só agora estão sendo realizadas na clínica. Atualmente, 

a maioria das nanotecnologias voltadas para o tratamento do câncer con-

centraram-se no tratamento de tumores, mas é importante aproveitar o po-

tencial da nanotecnologia para combater a propagação do câncer em cada 

fase do processo metastático. 

 

 

USO DE NANOPARTÍCULAS ANTITUMORAIS PARA SUPERAR A RESISTÊN-

CIA A MÚLTIPLOS FÁRMACOS (MDR) 

A resistência a múltiplos fármacos (MDR) se desenvolve por meio de 

uma variedade de mecanismos moleculares dentro da célula tumoral e mui-

tos desses mecanismos tendem a convergir para a alteração da sinalização 

de apoptose (Jain, 2008). A glicoproteína-P (GPP) tem uma função chave no 

fenótipo resistente a múltiplos medicamentos em câncer. A proteína confere 

resistência ao mediar o efluxo dependente de ATP de uma surpreendente 

variedade de drogas anticancerígenas. Sua ampla especificidade tem sido 
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objeto de inúmeras tentativas de inibi-la e restaurar a eficácia de drogas an-

ticancerígenas. A estratégia geral tem sido desenvolver compostos que com-

petem com drogas anticancerígenas para o transporte ou atuem como inibi-

dores diretos de GPP. Apesar do considerável sucesso in vitro, não existem 

compostos atualmente disponíveis para "bloquear" a resistência mediada por 

GPP na clínica. A falha pode ser atribuída a toxicidade, interação adversa de 

drogas e numerosas questões farmacocinéticas (Callaghan et al. 2014). Ou-

tra abordagem promissora é utilização de nanocompostos para atuar nessa 

estratégia 

  Um estudo avaliou a restauração da sinalização apoptótica e re-

cuperação da sensibilidade numa linhagem de células de câncer de ovário 

humano, utilizando nanopartículas poliméricas (epsilon-caprolactona) modi-

ficada (PEO-PCL) para encapsular e entregar os agentes terapêuticos. Os 

resultados mostraram que, de fato, a população de células de câncer resis-

tentes pode ter sido completamente erradicada por esta abordagem. Além 

disso, com a administração de fármaco em nanopartículas, as células resis-

tentes podem ser atingidas por dose de fármaco perto do IC50 de células 

não MDR (sensíveis ao fármaco), indicando um aumento de 100 vezes na 

quimiossensibilização por meio desta terapia. A análise molecular da ativi-

dade confirmou a hipótese de que a eficácia desta terapêutica é devido a 

uma restauração na sinalização apoptótica (van Vlerken et al. 2006).  

As propriedades benéficas de NPs podem melhorar ainda mais o su-

cesso terapêutico dos fármacos, mostrando o potencial promissor para o uso 

clínico desta estratégia baseada em nanomateriais para superar a MDR. 
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3. JUSTIFICATIVA 

Apesar da redução de sua letalidade nos últimos anos principalmente 

em países desenvolvidos, o câncer de mama ainda é a principal causa de 

morte entres os cânceres em países subdesenvolvidos (Torre et al. 2015). 

Além disso, esse tipo de câncer é bastante heterogêneo e pode depender 

de hormônios para se desenvolver. São vários os fatores de risco gerais re-

lacionados ao câncer de mama nas mulheres como infertilidade, idade da 

primeira gravidez, idade da menopausa, mutação hereditária no gene do 

câncer de mama BRCA1 / BRCA2 e uso de hormônios (estrogênio e proges-

terona) na pós-menopausa (Donepudi et al. 2014). As características e os 

dados epidemiológicos relacionados ao câncer de mama, refletem a neces-

sidade de novas abordagens terapêuticas para tratar esse grave problema 

de saúde pública e reduzir as chances de recidivas. 

 Nesta perspectiva, as NPs MRC possuem características promis-

soras para um tratamento mais específicos oferecendo a oportunidade de 

transpor várias limitações dos tratamentos convencionais. Para que isso 

aconteça é fundamental a compreensão da interação que ocorre entre o na-

namaterial e as células para estabelecer o mecanismo de ação e determinar 

o melhor alvo para o tratamento. Tendo em vista a oportunidade de superar 

as dificuldades no tratamento atual do câncer de mama este trabalho justi-

fica-se também pela não compreensão, até o momento, do mecanismo de 

ação de MRC e poucos trabalhos levarem em consideração a grande hete-

rogeneidade entre os diversos tipos de células de câncer de mama. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

- Estudar o processo de internalização de MRC (nanoparticulas de 

maghemita associada ao citrato de ródio) em diferentes linhagens tumorais 

de câncer de mama 

- Estudar os efeitos anti-tumorais e anti-mestastáticos de MRC  

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 
- Caracterizar as nanopartículas por avaliação de seus diâmetros hi-

drodinâmicos, potencial zeta e índice de polidispersão. 

- Quantificar as nanopartículas internalizadas por MET (Microscópio 

Eletrônico de Transmissão) e MEV (Microscópio Eletrônico de Varredura) 

em:  MCF-7 (células de câncer de mama responsivas a estrógeno); MDA-

MB-231 (células de adenocarcinoma mamário invasivas não responsivas a 

estrógeno) e HNTMC (human non tumor mesenchymal cells).  

- Localizar a distribuição das nanoparticulas em regiões das células 

tumorais e identificar moléculas que se associam a MRC por análise em 

CRM (Confocal Raman Microscopy) e MET. 
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- Estudar as vias endocíticas envolvidas na internalização de nano-

partículas nas células por quantificação de proteínas (western blot) e inibição 

das vias endocíticas principais. 

- Comparar o efeito citotóxico das nanopartículas associada ao citrato 

de ródio e o citrato de ródio livre em células de carcinoma mamário e células 

normais. 

- Comparar por CRM as possíveis alterações morfológicas e na com-

posição nuclear em células tumorais (MCF-7 e MDA-MB-231) após 24 e 48 

horas de exposição a MRC 

- Avaliar por CRM o acúmulo de MRC em 24 e 48 horas de exposição 

- Estudar o efeito de MRC na síntese de DNA e ciclo celular em MDA-

MB-231 e MCF-7. 

- Estudar o efeito anti-metastático de MRC em células MDA-MB-231 

por ensaio de migração celular. 

- Avaliar a expressão de proteínas (glicoproteína-P) relacionadas ao 

efluxo de drogas em células tumorais de câncer de mama tratadas com 

MRC. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 CÉLULAS UTILIZADAS 

 

As linhagens de células tumorais mamárias MCF-7 e MDA-MB-231 

foram adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC® HTB-22TM e 

ATCC® HTB-26TM). 

As células epiteliais não tumorais e não tumorigênicas de polpa den-

tária humana (HNTMC) foram estabelecidas e cedidas pelo Laboratório de 

Morfologia e Morfogênese do Departamento de Genética e Morfologia da 

Universidade de Brasília (Prof. Dr. Ricardo Bentes). As culturas primárias de 

células mesenquimais não tumorais humanas de polpa dentária (HNTMC) 

foram obtidas de voluntários saudáveis sob aprovação do Comitê de Ética 

Humana da Universidade de Brasília (UnBDOC 104934/2008). 

 

5.2 FÁRMACO, REAGENTES E EQUIPAMENTOS 

 
Foram utilizadas as soluções de citrato de ródio (RC) e citrato de ródio 

associado a nanopartículas de maghemita (MRC) nas concentrações de 50 

µM, 100 µM e 200 µM. Também foram utilizadas NPs de maghemita funcio-

nalizadas apenas com citrato (MC) em concentrações normalizadas de ferro 

correspondente a MRC 50, 100 e 200 µM. Os fluidos magnéticos utilizados 
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foram sintetizados pelo método de co-precipitação de íons Fe2+ e Fe3+ em 

meio alcalino e subsequentemente oxidados por borbulhas de oxigênio. Os 

fluidos funcionalizados de MRC e MC foram obtidos por experiências de ad-

sorção. MRC com 59,6 μM de γ-Fe2O3 e 2,85 μM de RC, MC com 64,7 μM 

de γ-Fe2O3 e 2,55 μM de RC e 2,513 mM de Rh2(H2Cit)4. Os fármacos foram 

sintetizados pelo grupo do Professor Dr. Aparecido Ribeiro no Instituto de 

Química da Universidade Federal de Goiás (UFG). 

Para manutenção das culturas de células foram utilizados DMEM, 

RPMI, L15, SFB, Tripsina 0,25% em EDTA, todos obtidos da empresa 

GIBCO – Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA e Leibovitz – L15 da Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, EUA.  

Os anticorpos utilizados neste trabalho foram: anticorpos monoclonais 

anti-β-actina e anti-clatrina (heavy chain) produzidos em camundongos, po-

liclonal anti-caveolina 1 produzido em coelhos da Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO, EUA), anti-glicoproteína-P (monoclonal) produzido em camundongos da 

Abcam - Cambridge, MA; anti-BrdU conjugado com Alexa Fluor 488 da  Invi-

trogen – Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA; IgG de coelho anti-camun-

dongo conjugado com HRP da Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA.  

Os reagentes utilizados ao longo do trabalho foram: MTT (brometo de 

3-[4,5dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio), BODIPY® FL C-Lactosilcera-

mida (N- (4,4-Difluoro-5,7-dimetil-4- Bora-3a, 4a-Diaza-s-Indaceno-3-penta-

noílo), Sphingosil 1-β-D-Lactoside e Transferrina de Soro Humano conju-

gada com Fluoresceina - Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA, DMSO,  Fer-

rozine, BrdU, NaOH, HCL, KM2NO4, DNAse metil beta ciclodextrina (mβcd 

) - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA, Pit stop 2 - Abcam (Cambridge, MA), 
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Bicinchoninic Acid Assay (BCA, Thermo Scientifi c, Rockford, IL).; ATP da 

Invitrogen, San Diego, CA, EUA. Insertos para ensaio de invasão e a matriz 

de membrana basal (MatrigelTM) foram adquiridos da BD Biosciences, San 

Jose, CA, EUA. 

Na análise por Western Blot, utilizou-se inibidor de protease da Boston 

Bioproducts e géis de SDS pré-prontos Amersham ECL Gel 4%-12%, 15 

wells – GE Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, Inglaterra. A revela-

ção foi realizada com solução SuperSignal West Pico Chemiluminescent 

Substrate (Thermo Scientific - Thermo Fisher Scientific, Inc) e a aquisição de 

imagens foi por meio do equipamento Image Quant LAS 4000 (GE Heal-

thcare Life Sciences, Buckinghamshire, Inglaterra) e a análise realizada no 

programa ImageJ (NIH, EUA) 

Para análise da migração celular foi utilizado um Microscópio de luz 

Axiovert (aumento de 5 x) e as imagens foram capturadas com o auxílio do 

software AxioVision 100 – ambos da Zeiss, Alemanha e para análises ultra-

estruturais e quantificação de NPs intracelular foram utilizados o microscópio 

eletrônico de transmissão, Jeol® 1011 – Tokyo, Japão, operando em 80 kV 

e microscópico eletrônico de varredura (Jeol, JSM-7000F, Tóquio, Japão). 

Para leitura de absorbâncias foi utilizado o equipamento Spectramax M5 e 

os dados analisados pelo programa SoftMax Pro 5.2, ambos da Molecular 

Devices, LLC, EUA. O citômetro de fluxo utilizado foi FACS Calibur, BD Bios-

ciences, Inc., San Jose, CA e a análise dos dados foi realizada no programa 

Flow Jo v.5.2.7, Tree Star, Inc. As análises Raman foram realizadas com 

microscópio confocal de Raman WITEC alpha300R + (WITEC, Ulm, Alema-

nha). 
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Todos os experimentos foram repetidos pelo menos três vezes e as 

análises estatísticas e gráficos foram feitos no programa GraphPad Prism 5. 

5.3 CULTURA DE CÉLULA 

 

As células MCF-7, HNTMC em MDA-MB-231 foram mantidas em cultura 

em meio RPMI, DMEM e L15. Os meios foram acrescidos de 10% de soro fetal 

bovino e 1% de antibiótico e as células foram mantidas em estufa umidificada 

contendo 5% de CO2 a 37°C, com exceção de células MDA-MB-231 que foram 

mantidas em frascos fechados para evitar a entrada de CO2. 

5.4 TRATAMENTO DAS CÉLULAS 

 

Uma quantidade inicial de células foi semeada em placas de poliestireno 

de 6, 24 ou 96 poços (TPP, USA) e mantida sob condições de cultura celular.  

Após a adesão, as células foram tratadas com citrato de Ródio livre (RC) e 

citrato de Ródio associado a nanopartículas de maghemita (MRC) 0,153 mol/L 

de ferro (2×1016 partículas de ferro/mL), nas concentrações de 50, 100 e 200 

µM. As concentrações utilizadas nos experimentos de captação de nanopartí-

culas foram baseadas em um teste de viabilidade inicial e o tempo de exposi-

ção das células às nanopartículas nos resultados de avaliação de cinética por 

quantificação de Ferro (Fe2+ e Fe3+) associado às células MCF-7, utilizando o 

método ferrozina (Figura 3, 4).  Para avaliar a análise, 5 x 104 células foram 
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plaqueadas em placas de 6 poços. Diluições conhecidas de MRC foram utili-

zadas para o cálculo final de Ferro. Após o tratamento com 200 μM de NPs, 

as amostras foram lavadas 5 vezes com PBS e armazenadas a -20°C. As cé-

lulas foram lisadas pela adição de 500 μL de NaOH 0,2 N 10 min e 100 μL do 

lisado foram transferidos para tubos tipo eppendorfs. Foram adicionados aos 

tubos, 100 μL de HCl (10 mM) e 100 μL de uma solução (1:1) contendo HCl 

(1,4M) e KM2NO4 (4,5% em H2O) e incubados por 2h a 60°C. Posteriormente, 

50 μL de solução ferrozina (10 M de acetato de amônio, pH 9,5 e 300 μL de 

10 mM de ferrozina foi adicionada a cada amostra (30 min) e 280 μL do con-

teúdo de cada microtubo foi passado para placas de 24 poços (em duplicata). 

A absorbância foi medida a 560 nm utilizando um leitor de placas (Spectramax 

M5). O grupo controle de células sem tratamento foi normalizado como 0 h 

(Figura 3). 

 

 

Figura 3. Cinética de captação de MRC em células MCF-7. 
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5.5 CARACTERIZAÇÃO DOS FLUIDOS MAGNÉTICOS 

 

Para a caracterização quanto à distribuição de tamanho e de carga su-

perficial da partícula, utilizou-se o equipamento Zetasizer Nano ZS no ângulo 

de 90° (Malvern). 

Este aparelho utiliza uma tecnologia denominada Dynamic light scattering 

(DLS), que permite estimar o tamanho médio das partículas e a sua distribuição 

de tamanhos. Estas partículas suspensas no líquido estão em movimento brow-

niano constante, como resultado dos impactos das moléculas do fluido. O mo-

vimento de partículas em concentrações muito baixas depende da viscosidade 

do líquido, da temperatura e do tamanho das partículas. E por meio da mobili-

dade eletroforética, é possível calcular a medida da magnitude da repulsão ou 

da atração eletrostática ou das cargas entre partículas (Lucas, Soares et al. 

2001). O ensaio foi realizado a temperatura de 25°C. Os fluídos magnéticos 

foram caracterizados quanto ao potencial zeta e diâmetro hidrodinâmico (sob 

ângulo de 90°) diluídos em água e meio de cultura. As leituras dos parâmetros 

foram realizadas imediatamente após as diluições (0h) e após 12 horas de in-

cubação (12h).  
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Figura 4. Organograma das análises realizadas no trabalho. A partir de um teste inicial de estabilidade, 
de resposta citotóxica e cinética de captação celular de suspensões de NPs, o trabalho foi dividido em 
duas partes: Avaliação de internalização de NPs, utilizando as células MCF-7, MDA-MB-231, e HNTMC 
para comparar a internalização, a eficiência de captação celular, a localização intracelular e o meca-
nismo de endocitose das NPS MRC. Na segunda parte (avaliação do efeito antitumoral de NPs MRC), 
o foco foram as células tumorais MDA-MB-231 e MCF-7 para comparar o efeito citotóxico, avaliar alte-
rações de síntese de DNA, ciclo celular o acúmulo e alterações intracelulares e resistência de células 
tratadas.  

 

5.6 ESTUDO DA INTERNALIZAÇÃO DE NANOPARTÍCULAS DE 

MRC  

 

ANÁLISE DA INTERNALIZAÇÃO CELULAR DE MRC POR MICROSCOPIA ELE-

TRÔNICA 
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Para a análise da captação de NPs MRC, 8 x 105 células MCF-7 e MDA-

MB-231 foram plaqueadas em 6 poços e, após a adesão, as células foram 

expostas a NPs (200 μM) durante seis horas. As células desaderidas em mi-

crotubos foram então lavadas com PBS e fixadas com Karnovsky (2% de glu-

taraldeído, 2% de paraformaldeído, 3% de sacarose, 0,005 M de cloreto de 

cálcio em tampão de cacodilato de sódio 0,1 M) durante a noite a 4°C. Subse-

quentemente, as células foram lavadas com tampão cacodilato de sódio 0,1 

M (pH 7,2) e pós-fixado durante 30 minutos com 1% de tetróxido de ósmio e 

0,8% de ferricianeto de potássio em tampão cacodilato de sódio e 5 mM de 

CaCl2. As células foram lavadas duas vezes com água e depois contrastadas 

com 0,5% de acetato de uranila a 4°C. As amostras foram desidratadas em 

gradiente crescente de acetona (30% a 100%) durante 10 min cada e incluídas 

em resina Spurr. As seções ultrafinas foram obtidas com um ultra micrótomo 

(Leica, UCT, AG, Viena, Áustria) e analisadas em microscópio eletrônico de 

transmissão (MET).  

Já os cortes semi finos de 0,3 a 0,6 µm de espessura sobre suportes 

metálicos stubs foram analisados quanto a constituição elementar por EDS 

utilizando microscópio eletrônico de varredura (MEV) operando a 15 kV. As 

secções foram fotografadas analisadas para a composição elementar da pre-

sença do elemento ferro, realizando uma aquisição Point & Shoot (NSS Spec-

tral Imaging) utilizando estritamente as mesmas condições de aquisição para 

todas as amostras. Além disso, as imagens adquiridas por microscopia eletrô-

nica de transmissão foram utilizadas para quantificar NPs intracelulares. A 

análise da imagem de micrografia foi realizada pelo software Image-Pro Plus 

(Media Cybernetics, Silver Spring, EUA). 
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LOCALIZAÇÃO DE NANOPARTÍCULAS INTRACELULARES POR MICROESPEC-

TROSCOPIA DE RAMAN 

 
A distribuição de nanopartículas em células MDA-MB-231 e MCF-7 foi 

analisada utilizando microscópio confocal de Raman (CRM). A espectroscopia 

Raman é uma técnica fotônica de alta resolução que pode proporcionar, em 

poucos segundos, informação química e estrutural de quase qualquer mate-

rial, composto orgânico ou inorgânico permitindo assim sua identificação. É 

uma técnica que usa uma fonte de laser, que ao atingir um objeto, é espalhada 

por ele, gerando luz de mesma energia ou de energia diferente da incidente. 

No segundo caso, o espalhamento é chamado de efeito inelástico também 

conhecido como efeito Raman, que possibilita obter muitas informações im-

portantes sobre a composição química do objeto em análise a partir dessa 

diferença de energia. Isto gera uma assinatura da composição química de 

cada material irradiada, também conhecido como impressão digital (Ledinský 

et al. 2015). Para análises de CRM, um feixe de laser contínuo foi focado em 

um ponto de 300 nm em uma única célula através de um microscópio confocal 

de Raman (WITec alpha 300R+, WITec, Ulm, Germany), equipado com um 

scanner piezo (P-500, Physik Instrumente, Karlsruhe, Alemanha). A excitação 

a laser de 532 nm foi utilizada em combinação com uma objetiva de imersão 

em água (63x / NA1,0, Zeiss, Alemanha). Os espectros foram adquiridos 

usando um dispositivo de carga acoplada (CCD) resfriado até -61°C (PI-MAX, 

Princeton Instruments Inc., Trenton, NJ) atrás de um espectrógrafo de rede 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Fot%C3%B4nica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Laser
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(600 g mm-1) (Acton, Princeton Instruments Inc., Trenton, NJ) com uma reso-

lução espectral de 4 cm-1. A superfície celular foi digitalizada com passos de 

0,2 µm e integrada durante um período de aproximadamente 0,1 a 0,3 s a 36 

mW de potência do laser para produzir mapeamentos celulares de alta quali-

dade. As células foram plaqueadas em placas para análise Raman (Willco 

Wells, Amsterdã, Holanda) e incubadas com as nanopartículas MRC (100 μM) 

por 24 e 48h. Posteriormente, as células foram lavadas com PBS várias vezes, 

fixadas com 3,7% de formaldeído em PBS durante 30 min e lavadas nova-

mente. Os espectros de células (pelo menos 7 células por amostra) foram ob-

tidos e analisados. 

 

 

ESTUDO DE ENDOCITOSE 

 

Os inibidores de caveolina e clatrina - metil beta ciclodextrina (MβCD - 

20 μM) e Pit Stop 2 (20 μM), respectivamente -, foram administrados em cul-

turas de células MDA - MB - 231 durante 30 min. Como controle positivo para 

endocitose utilizou-se ferritina associada a ALEXA-488 (endocitose depen-

dente de clatrina) e lactosilceramida conjugada com BODIPY (via endocítica 

dependente de caveolina). A quantificação de células contendo nanopartículas 

ou tratadas com inibidores de vias endocíticas foi realizada por citometria de 

fluxo. Para Western Blot, as células MDA-MB-231, MCF-7 e HNTMC (1 × 106) 

foram cultivadas em frascos de culturas. Foi adicionado meio fresco com 100 

µM de MRC aos frascos que foram incubados durante 6 horas a 37°C. As 
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células foram lavadas três vezes em PBS gelado e a extração de proteína foi 

realizada com tampão de lise (Tris 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM 

e Triton X100 a 1% e cocktail de inibidor de protease). Os lisados foram cen-

trifugados (10 min, 4°C). As concentrações de proteínas foram determinadas 

pelo ensaio Bicinchoninic Acid Protein Assay. Foi aplicado 20 μg de lisados de 

proteína total em gel de poliacrilamida e dodecil sulfato de sódio a 4% -12% 

(SDS-PAGE) para eletroforese. Posteriormente as bandas foram transferidas 

para uma membrana de nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas com 

5% de leite em pó desnatado em solução salina tamponada com Tris entre 

0,1%, seguida por incubação com os anticorpos primários (anti-caveolina-1 

1:1000 e anti-clatrina 1:500 - actina) e secundários (anti-mouse, anti-cabra e 

anti-coelho associados a HRP - 1: 5000). A revelação foi realizada por kit de 

quimioluminescência ECL. 

  

5.7 ANÁLISE DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DE NPS MRC 

 

EFEITO DE NPS MRC NA SÍNTESE DE DNA E NO CICLO CELULAR 

 
Para análise da síntese de DNA e do ciclo as células MDA-MB-231 e 

MCF-7 (5 x 105) foram plaqueadas em placas de 6 poços (10 cm2) em meio 

apropriado. Após a aderência, para a análise da incorporação de BrdU, o meio 

foi trocado por outro contendo 10 μM de Bromodesoxiuridina (BrdU) e incu-
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bado durante 2 h a 37°C para incorporação de BrdU no DNA. Como um con-

trole negativo, um grupo não recebeu o BrdU. Posteriormente, as células re-

ceberam novo meio, e nos grupos experimentais foi adicionado o tratamento 

de nanopartículas contendo 100 μM MRC, por 24h. O grupo que não recebeu 

o tratamento foi considerado o “ponto zero” e foi coletado imediatamente após 

a incorporação de BrdU e processado até o passo de fixação overnight a 4°C. 

Após a fixação (15 min a temperatura ambiente ou overnight a 4°C), as células 

foram lavadas com PBS e permeabilizadas com Triton X-100 (0,1%) por 20 

minutos. A solução de permeabilização foi removida e foi adicionado 1 mL de 

HCl (1N) por 10 minutos no gelo e posteriormente trocado por 10 mL HCl (2N) 

por 10 minutos à temperatura ambiente.  Foi adicionado 1 mL de uma solução 

de fosfato e ácido cítrico (182 mL de 0,2 M de Na2HPO4 + 18 mL de 0,1 M de 

ácido cítrico, pH: 7,4) por 10 minutos à temperatura ambiente. O conteúdo foi 

removido, as células foram lavadas três vezes com triton X-100 (0,1%) e foram 

incubadas com 1 mL da solução contendo anticorpo (PBS/ 0,1% de Triton x-

100, 5% de SFB e 1:100 de anti-BrdU conjugado a Alexa Fluor) por 4 horas 

(no escuro, à temperatura ambiente). Foi feita análise de incorporação de 

BrdU no citômetro de fluxo (FL1). Para a análise do ciclo celular, o conteúdo 

de DNA das células foi marcado com Iodeto de propídio (5 µg/mL) em uma 

solução contendo 5 µL de RNAse (10 mg/ml) por 10 minutos. As células 

(10.000 de cada grupo em triplicata) foram analisadas em citômetro de fluxo 

(FL2). 
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AVALIAÇÃO DE CITOTOXICIDADE  

 
 

O método utilizado para avaliar a viabilidade celular foi o método colori-

métrico do MTT, baseado na análise da redução do reagente MTT em forma-

zan, pela ação de desidrogenases mitocondriais. A presença destas enzimas 

ativas é um indicativo de viabilidade celular. Os cristais roxos de formazan, 

formados pela redução do MTT, são quantificados por técnicas de espectrofo-

tometria. Após os períodos de tratamento (24, 48 e 72 horas) das células, nas 

concentrações de 50, 100 e 200 µM, o conteúdo dos poços contendo RC e 

MRC em meio de cultura foi substituído por uma solução de meio contendo 

0,5 mg/mL de MTT (5 mg/mL em 0,15 M de PBS (tampão de fosfato de sódio: 

NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 2 mM; pH 7,4). Foram 

realizados tratamentos com os fármacos em poços vazios (sem células) se-

guindo das demais etapas do protocolo para posterior uso como os “brancos” 

correspondente a cada tratamento e concentração.  Posteriormente, as célu-

las foram incubadas por 2,5 horas em estufa umidificada contendo 5% de CO2 

à 37°C. Em seguida, o meio de cultura com MTT foi removido e, logo, adicio-

nados 200 μL de DMSO (Sigma) para solubilizar os cristais de formazan for-

mados. Estes cristais foram quantificados em espectrofotômetro utilizando 

comprimento de onda de 595 nm.  

TESTE DE MIGRAÇÃO CELULAR 

 
Para avaliar a capacidade de migração/invasão de MDA-MB-231, as cé-

lulas (1x10 6) foram plaqueadas e tratadas com MRC NPs em frascos de 25 
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cm2 durante 24 horas. O tratamento com 200 μM de nanopartículas foi feito 

nos frascos de cultura durante 24 horas. As células viáveis foram tripsinizadas, 

ressuspensas (2 x 104) em meio L15 sem soro fetal bovino (SFB) e adiciona-

das ao topo das inserções (Transwell para placas de 24 poças BD Bioscien-

ces) com poros de 8 μm revestidos com uma camada fina (30 μL) de Matrigel 

™ (BD Biosciences) diluído 5x em meio de L15 livre de soro fetal bovino con-

gelado. A placa foi incubada durante 1 h a 37°C para uma solidificação da 

camada de Matrigel. Nos poços da placa, abaixo das inserções, foi adicionado 

meio L15 suplementado com 10% do SFB para atrair a migração das células 

através dos poros. Após 48h, os insertos foram removidos da placa e as célu-

las aderidas à parte superior do Transwell (que não migraram) foram removi-

das com um cotonete. As células restantes na parte inferior do inserto foram 

fixadas (paraformaldeído 3,7%, 15 minutos) e coradas com violeta de cristal 

(0,1%) durante 5 minutos. Todas as células coradas foram fotografadas (am-

pliação 5x) e a taxa de migração foi dada por contagem automatizada de cé-

lulas processadas com o software ImageJ. 

AVALIAÇÃO DE RESISTÊNCIA CELULAR INDUZIDAS POR MRC 

A produção das glicoproteína-P no lisado proteico das linhagens MDA-

MB-231, MCF-7 e células HNTMC foram avaliadas por Western Blot. A prote-

ína β-actina foi utilizada como controle interno. As células foram adicionadas 

a placas de 6 poços em quantidades de 5 X 105 células por poço. Após trata-

mento, (100 µM MRC, por 24 e 48 h) as células foram lisadas com 60 µL de 

Tampão Triton Lysis Buffer (Tris-HCl 50 mM Ph 7,4; NaCl 150 mM; EDTA 5 

mM e Triton X 100 1%) com inibidor de protease, diretamente no poço, com o 
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auxílio de um rodo (cell scraper). As amostras foram coletadas em tubos tipo 

eppendorf e incubadas no gelo por 30 minutos. A cada 5 minutos as amostras 

foram vortexadas. Em seguida, os tubos foram centrifugados por 5 minutos, a 

3000 r.p.m e os sobrenadantes foram transferidos para outros tubos. As amos-

tras de proteínas totais foram armazenadas a -20°C e quantificadas utilizando-

se o kit Bicinchoninic Acid Protein Assay de acordo com as recomendações 

do fabricante. 

No gel de acrilamida de gradiente entre 4%-12%, foram aplicados 20 µg 

de proteínas totais de cada amostra. Antes de serem aplicadas, as proteínas 

foram fervidas por 5 minutos. A corrida do gel foi realizada a 160 V por 1 hora, 

utilizando-se o tampão Tris-Glicina (25 mM Tris; 250 mM Glicina; 1% SDS – 

pH 8,2).  

Para o Western Blot, o gel foi transferido para a membrana de nitrocelu-

lose, com tampão de transferência (24 mM Tris, 193 mM Glicina, 20% Metanol) 

pelo sistema semi-dry por 45 minutos, a 15V. A membrana foi bloqueada com 

tampão de bloqueio (5% leite desnatado Molico e 0,05% Tween-20 em PBS) 

por 1 hora em agitação, a temperatura ambiente. Em seguida, os anticorpos 

primários foram diluídos em tampão de bloqueio nas seguintes diluições: 

1:1.000 anti-glicoproteína-P; 1:20.000 anti-β-actina e incubados com a mem-

brana overnight, a -4°C. Em seguida, as membranas foram lavadas três vezes 

por 5 minutos em 0,05% Tween-20 em PBS e incubadas com os anticorpos 

secundários conjugados à HRP diluídos 1:5.000 em solução de bloqueio por 

1 hora sob agitação, a temperatura ambiente. Após a incubação com anticorpo 

secundário as membranas foram lavadas três vezes por 5 minutos em 0,05% 
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Tween-20 em PBS e reveladas utilizando 1ml de cada solução do kit Amers-

han ECLTM Prime Western Blotting Detection Reagent, por 5 minutos. 

 

ENSAIO DE MIGRAÇÃO CELULAR 

 
Para avaliar a capacidade migratória/invasividade de células MDA-MB-

231 após tratamento com NPs de MRC, as células foram plaqueadas (1 X 106) 

em garrafa de 25 cm² por 24 h. O tratamento com 200 µM de nanopartículas 

foi feito na garrafa de cultura por 24 h. As células passaram por tripsinização, 

foram contadas e avaliadas quanto a viabilidade (azul de trypan) ressuspendi-

das (2 x 104) em meio L15 sem SFB e adicionadas a parte superior dos inser-

tos (Transwell para placas de 24 poços - BD Biosciences), com poros de 8 µm, 

revestidos com uma fina camada (30 µL) de MatrigelTM (BD Biosciences) dilu-

ído 5x em meio L15 gelado livre de SFB. A placa foi incubada por 1h a 37°C 

para a solidificação da camada de Matrigel. Nos poços da placa abaixo dos 

insertos, foi adicionado meio L15 suplementado com 10% de SFB para atrair 

a migração das células através dos poros. Após 48 h, os insertos foram retira-

dos da placa e as células aderidas na parte superior do Transwell (que não 

migraram) foram retiradas com um cotonete. As células remanescentes na 

parte inferior do inserto foram fixadas (paraformaldeido 3,7%, 15 minutos) e 

coradas com cristal de violeta (0,1%) por 5 minutos. Todas as células coradas 

foram fotografadas (magnificação de 5 x) e a taxa de migração se deu por 

contagem automáticas das células processada com o software Image J. 
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5.1 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
Os dados das análises quantitativas foram submetidos ao teste t Student 

para amostras não pareadas (entre dois grupos) ou à análise de variância sim-

ples (ANOVA) (entre três ou mais grupos). As análises estatísticas foram con-

duzidas utilizando o Software GraphPad Prism e os resultados foram expres-

sos como Média ± SEM ou desvio padrão (utilizados nas análises de caracte-

rização das NPs). Valores de P < 0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 

6. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

6.1 CARACTERIZAÇÃO DOS FLUÍDOS MAGNÉTICOS 

 

A suspensão de NPs MRC diluída em H2O apresenta diâmetro hidrodi-

nâmico médio de 119,5 nm com índice de polidispersividade (p.d.i) de 0,17, 

potencial zeta de -35 mV e manteve valores semelhantes após medições pos-

teriores em diferentes intervalos de tempo. Este nanocomposto diluído em 

meio de cultura DMEM apresentou valores médio de diâmetro hidrodinâmico 

igual a 161 nm (p.d.i = 0,17) e 165 nm (p.d.i = 0,17) e potencial zeta de -12,9 

mV e -10,6 mV em 0h e 12h, respectivamente. As NPs de MC em água man-

tiveram o diâmetro hidrodinâmico médio de 97 nm (p.d.i = 0,2) e potencial zeta 

médio de -44,7 mV. Em meio de cultura DMEM, o diâmetro hidrodinâmico mé-

dio dessas NPs foi de 411 nm com carga de superfície média = -12 mV e p.d.i 
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= 0,37 (0h) e 309 nm, – 12 mV e p.d.i de 0,28 em 12h (Tabela 1). Em meio de 

cultura, as duas nanopartículas sofreram alterações de diâmetro hidrodinâ-

mico e de carga superficial. Aumento no diâmetro hidrodinâmico sugere a for-

mação de coroa proteica na superfície da nanopartícula. (Moore, 2015). Na-

nopartículas estáveis podem se tornar instáveis devido às ligações com molé-

culas e proteínas, alterando suas características funcionais e favorecendo a 

formação de agregados (Allen, 1969; Zha, 2002). Esses processos podem in-

fluenciar o comportamento de partículas in vivo, assim como alterar significa-

tivamente o seu direcionamento (Moore, 2015). Além disso, alterações no pH 

e no estado de aglomeração, podem afetar a carga de nanopartículas (Berg 

et al. 2009). Nanopartículas MRC apresentaram estabilidade em água e meio 

de cultivo. No entanto, MC não se mostraram estáveis em meio fisiológico tal 

como meio de cultura (Figura 5), inviabilizando o uso dessas nanopartícula 

como controle nos demais testes. 

 

 

Tabela 1. Caracterização das nanopartículas   

SAMPLE T (°C) h.d. (nm) P.D.I Potencial zeta 

(Mv) 

MRC H2O 25 120 ± 1 0,17  ± 0,01 -35 ± 6 

MRC DMEM – 0 h 25 161  ± 2 0,17 ± 0,01 -13  ± 2 

MRC DMEM – 12 h 25 166 ± 3 0,17 ±  0,01 -11 ±  1 

     

MC H2O 25 97± 1 0,20 ± 0,02 -45 ± 6 

MC  DMEM – 0 h 25 411  ± 15 0,37  ±  0,05 -12  ± 1 

MC   DMEM – 12 h 25 310± 7 0,280 ± 0,003 -12 ± 1 

Nanopartículas de maghemita associadas a citrato de Ródio (MRC). Nanopartículas de maghemita as-
sociadas a citrato (MC). Temperatura (T), diâmetro hidrodinâmico (h.d), Índice de poli diversidade 
(P.D.I), potencial zeta/millivolts (mV). 
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Figura 5. Nanopartículas de maghemita associadas ao citrato (MC) e associadas ao citrato de ródio 
(MRC) diluídas em meio de cultura (DMEM) por 6 horas a temperatura ambiente. MC (à esquerda) 
formou duas fases enquanto MRC (à direita) mante-se uniformemente diluídas em meio de cultura 
(DMEM) por 6 horas a temperatura ambiente. MC (à esquerda) formou duas fases enquanto MRC (à 
direita) mante-se uniformemente diluída. 

 

6.2    ANÁLISE ULTRAESTRUTURAL DA INTERNALIZAÇÃO DE NANO-

PARTÍCULAS DE MRC EM CÉLULAS  

 
Após seis horas de exposição, as imagens de HNTMC mostraram algu-

mas nanopartículas de MRC dentro do citoplasma (Figura 6A, D) e uma quan-

tidade substancial de NPs envolvendo a superfície da membrana celular (Fi-

gura 6D). As imagens das células MCF-7 e MDAMB-231 revelaram nanopar-

tículas frequentemente presentes no citoplasma (Figura 6B, C). É possível 

identificar as vesículas contendo nanopartículas desde a membrana celular 

até regiões próximas ao núcleo, especialmente em células MCF-7 (Figura 6B, 

E). Em células MDA-MB-231, as MRC NPs estão em alta concentração for-

mando grandes grupamentos de nanopartículas (Figura 6C, F). Foi possível 

a visualização das nanopartículas dentro dos núcleos nas células MCF-7 (Fi-

gura 6H) e MDA-MB-231 (Figura 6I). No entanto, não foi identificada a pre-

sença de MRC em núcleos das células HNMTC (Figura 6G). Sinais de citoto-
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xicidade foram observadas em células MCF-7 e MDA-MB-231 tais como cari-

orrexis (Figura 6H, I) e vacúolos (Figura 6H, cabeça de seta). Não é surpre-

endente que as três linhagens celulares comparadas tenham taxas de absor-

ção de NPs distintas, uma vez que é bem conhecido que as taxas de endoci-

tose são específicas ao tipo de célula (Cartiera et al. 2009). Estudos anteriores 

demonstraram a internalização de nanopartículas magnéticas com tamanhos 

semelhantes a MRC em MDA-MB-231, MCF-7 (Zhang et al. 2008; Cai et al 

2015) e células semelhantes à HNTMC (Auffan et al. 2006).  

 Sabe-se que a formação de diferentes tamanhos de aglomerados entre 

linhagens celulares pode ocorrer durante a diluição do NPs em meio de cul-

tura, uma vez que os componentes e o pH dos meios podem alterar o com-

portamento coloidal e a estabilidade, favorecendo a formação de agregação 

de nanopartículas (Moore et al. 2015).  Considerando que cada um dos três 

tipos de células utilizadas nesse estudo requer um meio de cultura específico, 

este fator de interferência foi avaliado. As nanopartículas de MRC foram ana-

lisadas quanto às alterações dos diâmetros hidrodinâmicos após incubação 

com os três diferentes meios de cultura (L15, RPMI e DMEM) nas mesmas 

condições de tratamento com MRC nas células (37°C, 6h). Os resultados ex-

cluíram a influência do tipo de meio de cultura sobre a formação de agregados 

maiores e diferentes padrões de captação observados nos três tipos de célu-

las estudadas (Figura 7).  
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Figura 6. Micrografias eletrônicas de células expostas a MRC por 6 h. As imagens de células HNTMC mostraram 
algumas nanopartículas de MRC (indicadas por setas vermelhas) dentro do citoplasma (primeira coluna) e uma 
quantidade substancial de NPs que circundam a superfície da membrana celular (D). As imagens das células MCF-
7 (segunda coluna) e MDA-MB-231 (terceira coluna) revelaram nanopartículas MRC frequentemente presentes no 
citoplasma. O agrupamento maior de nanopartículas MRC é encontrado em células MDA-MB-231 (C). As NPs MRC 
atingiram o núcleo (N) em células MCF-7 e MDA-MB-231 (H, I), enquanto núcleos livres de MRC foram observados 
em células HNTMC (G). A ponta de seta vermelha mostra vacúolos perinucleares em células MCF-7 (H). A carior-
rexis é evidenciada no núcleo de MCF-7 e MDA-MB-231 (H, I). 
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Figura 7. Análise do diâmetro hidrodinâmico (h.d) em meios de cultura. O gráfico mostra maiores valo-
res de h.d de MRC diluídas em meios de cultura comparados as diluídas em água (a*).  Não há dife-
rença entre os diâmetros hidrodinâmico de NPs diluídas em meios L15, RPMI e DMEM. 

 

6.3    CO-LOCALIZAÇÃO DE NPS POR MICROSCOPIA CONFOCAL DE 

RAMAN 

 

O espectro Raman de suspensão aquosa de NPs MRC seca sobre placa 

de quartzo exibe picos, que são característicos das estruturas cristalinas de 

maghemita (-Fe2O3) e hematita (α-Fe2O3) (Figura 8, à esquerda). A pre-

sença de duas fases cristalinas pode ser explicada pelo efeito térmico induzido 

por laser que leva à transição de fase  para a fase α (Chamritski et al. 2005). 
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Os dois picos principais em 210 e 280 cm-1 foram utilizados para a identifica-

ção das NPs em ambiente biológico (Figura 8, à esquerda). 

As moléculas presentes nas células: proteínas, lipídios e ácidos nuclei-

cos têm bandas de Raman distintas com picos na gama espectral de 600-3000 

cm-1. Essas, regiões foram identificadas dentro da célula a partir dos espec-

tros, com atribuição de cores distintas para cada uma delas (citoplasma, nú-

cleos, lipídeos e NPs) (Figura 8 à direita; Figura 9).  

A região nuclear de células foi identificada por picos de Raman a 788, 

1097 e 1340 cm -1. O pico a 788 cm-1 é atribuído ao modo de estiramento O-

P-O da estrutura do DNA (Movasaghi et al. 2007). O pico no espectro do nú-

cleo a 1097 cm-1 é atribuído ao modo de alongamento de PO2 do DNA (Wyroba 

et al. 2015) e 1340 cm-1 corresponde à guanina e adenina (Notingher et al. 

2004). A região de alta frequência acima de 2000 cm-1 contém principalmente 

informações sobre os modos de estiramento C-H dos grupos metileno e me-

tila. Em particular, essa região revela a presença e a proporção de grupos CH3 

e CH2, que são importantes para identificar regiões ricas em proteínas, e lipí-

deos e proteínas. As bandas de estiramento simétrico de CH2 (2850 cm-1) são 

muito mais intensas em lipídios do que no citoplasma devido a uma menor 

densidade de grupos CH2 em proteínas em comparação com lipídeos. Nas 

gotículas lipídicas (GLs), esse modo de alongamento é muito intenso. As ban-

das específicas de adenina e guanina do núcleo, a amida I das proteínas e os 

alongamentos de CH2, os modos CO e C = C das GLs podem ser facilmente 

observados e servem como ferramenta para a discriminação da composição 

química das células (Chamritski et al. 2005; Notingher et al. 2003; 2004).  
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A Figura 9 mostra as imagens de Raman das células MCF-7 e MDA-MB-

231 geradas a partir dos códigos espectrais moleculares de diferentes compo-

nentes celulares e nanopartículas.  As NPs estão co-localizadas com o cito-

plasma, região perinuclear e com regiões nucleares após 24 h de exposição 

em células MCF-7 e MDA-MB-231, em concordância com os dados de MET. 

Os espectros foram gerados calculando a média de todos os espectros na 

região de interesse e, em seguida, separados utilizando o "algoritmo DEMIX". 

A análise de agrupamento (cluster) também foi utilizada para os espectros bá-

sicos. 

As NPs foram inteiramente internalizadas em ambas as linhagens celu-

lares com localização citoplasmática e região perinuclear após 24h. No en-

tanto, houve um padrão de translocação de NPs diferente nas células MCF-7 

e MDA-MB231. As NPs MRC foram encontradas em grandes aglomerados 

intracelulares em MDA-MB-231 (Figura 9). Esta observação está de acordo 
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Figura 8. Identificação do espectro de nanopartículas. Os espectros vermelhos e pretos correspondem a NPs 
diluídas em água secas sobre um substrato de quartzo e dentro das células MDA-MB-231, respectivamente. 
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com os dados de MET. Nas células MCF-7, as NPs foram distribuídas em toda 

a célula, mas na maioria os agregados variaram de 0,5 a 1 μm na região peri-

nuclear (Figura 9, acima). Já em MDA-MB-231 os aglomerados alcançaram 

mais 2 µm (Figura 9, abaixo).  As NPs MRC também foram encontradas par-

cialmente localizadas com GLs em ambas as células.  

 A presença de nanopartículas MRC no núcleo também foi evidenciada 

pela análise de micro espectroscopia confocal de Raman corroborando as 

análises por MET. Estudo recente demonstrou que a localização celular de 

fármacos pode determinar o seu mecanismo de ação anticancerígeno. Neste 

contexto, a translocação do composto para o núcleo da célula pode induzir o 

bloqueio do ciclo celular na fase S por meio do desencadeamento da resposta 

ao dano do DNA mediada por p53, alcançando uma eficácia anticancerígena 

mais elevada do que outras formulações localizadas no citoplasma (Che et al. 

2015). 
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Figura 9.  Localização intracelular de nanopartículas MRC por Microscopia Confocal de Raman. Ima-
gens de diferentes componentes celulares de MCF-7 (linha acima) e MDA-MB-231 (linha abaixo) ex-
postos a MRC por 24 horas. As imagens codificadas por cores à esquerda representam a sobreposi-
ção de citoplasma (verde), NPs MRC (vermelho), gotas lipídicas (amarelo) e núcleo (azul). 

 
   Algumas características observadas nos espectros de MRC intracelu-

lar são típicas de estruturas vesiculares como endossomos e lisossomos (Fi-

gura 10). A frequência do modo de respiração do anel aromático da fenilala-

nina em torno de 1000 cm -1 pode ser atribuída aos endossomos (Xie et al. 

2005). As bandas entre 1275 a 1300 cm-1 são atribuídas ao estiramento e os 

modos de flexão da estrutura de CH2 do imidazol. Da mesma forma, = C-H no 

modo flexão e respiração do anel encontrados na frequência em torno de 1285 

- 1300 cm-1 é atribuído a imidazol nos endossomos e tende a sofrer alteração 

para 1275-1285 cm-1 em lisossomos (Stewart & Fredericks 1999; Mesu et al. 

2005). Um pico forte a 1349 - 1357 cm-1 nos endossomos corresponde ao 

alongamento do anel = N-C e C = N em imidazol. Este pico sobrepõe-se com 

o modo de ondulação em CH2 encontrado a 1325 cm-1 nos endossomos e é 

deslocado até 1370 cm-1 em lisossomos possivelmente devido ao pH mais 
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baixo. Além disso, N-H no modo flexão junto com o estiramento da estrutura 

de C=N nos aneis de imidazol possui frequência em torno de 1472-1482 cm-1 

em endossomos (Huefner et al. 2005). Os principais picos observados nos 

espectros das nanopartículas dentro das células estão resumidos na Tabela 

2 com suas respectivas interpretações. 

Conjuntamente esses dados sugerem que as nanopartículas MRC são 

incluídas em vesículas em ambas as células. Este resultado foi esclarecedor, 

principalmente para a captação em células MDA-MB-231 nas quais não foi 

possível visualizar estruturas de vesículas em torno dos aglomerados de na-

nopartículas nas imagens adquiridas por MET.  
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Figura 10. Espectros das regiões de interesse (lipídeos, NPs, núcleo e citoplasma) de células MDA-
MB-231 e MCF-7 mostrando a co-localização de MRC com vesículas endocíticas. A figura mostra a 
região do espectro entre 750 e 1500 cm -1. 
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- 

Tabela 2. Resumo dos picos em destaque no espectro 

PICOS (cm -1) 

INTERPRETAÇÃO 

MDA-MB-231 MCF-7 

1349 - 1357 1349 - 1357 

= N-C e C = N 

em imidazol 

(alongamento 

do anel) Estruturas ve-

siculares 

1275-1300 1275-1300 
CH2 do Imidazol 

(flexão) 

650/670 650/670 
Tirosina / Gua-

nina 

Elementos nu-

cleares 

788 788 

Modo de estira-

mento O-P-O da 

estrutura do 

DNA 
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6.4 EFICIÊNCIA DA CAPTAÇÃO CELULAR DE NPS  

 

Para avaliar a captação de nanopartículas de MRC por MDA-MB-231, 

MCF7 e HNTMC, as regiões de células foram selecionadas a partir das ima-

gens adquiridas por MEV. A seleção das células foi definida pela intensidade 

luminosa (Figura 11A, B). A presença do elemento ósmio no espectro foi uti-

lizada como um padrão interno para definir as regiões celulares, uma vez que 

os diferentes componentes celulares contêm moléculas de metal pesado (usu-

almente ósmio) usadas durante a preparação das amostras para MET.  Esse 

agente contrastante está presente principalmente em lipídios, como na região 

de membranas. Apesar de ser um ótimo controle das regiões celulares, inter-

fere e sobrepõe significativamente nos espectros do EDS (Wyroba et al. 2015) 

O nível de Fe subcelular quantificado em MDA-MB-231 foi maior do que 

nas outras duas células. HNTMC tinha a menor quantidade intracelular deste 

elemento (Figura 11C). Proporção semelhante da distribuição de concentra-

ção de nanopartículas MRC (NPs/μm2) entre os três tipos celulares foi reve-

lada por análises de imagens adquiridas por MET (Figura 11D). Estes resul-

tados reforçam os diferentes padrões de captação de NPs em células de cân-

cer da mama não metastático (MCF-7), câncer de mama metastático (MDA-

MB-231) e células mesenquimais não tumorais (HNTMC) já observadas em 

micrografias de MET. A avaliação in vitro utilizando células semelhantes à 

HNTMC revelou uma menor internalização de NPs de maghemitas em com-

paração com células tumorais (HeLa), corroborando os nossos resultados 

(Auffan et al. 2006). Ambos os métodos foram particularmente contributivos 
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para este trabalho por alcançar concentrações de NPs dentro das células (de-

vido à secção) e por excluir variáveis indesejáveis tais como variações de ta-

manho de células e nanopartículas associadas a superfície das células. Além 

disso, as técnicas aplicadas são livres de marcação. Técnicas de dosimetria 

livre de marcação e de imagens são vantajosas pois permitem o estudo direto 

de nanomateriais autênticos. Metodologias que empregam o laser confocal e 

a citometria de fluxo utilizadas usualmente para a localização e quantificação 

de nanopartículas requerem marcação fluorescente e moléculas de fluoróforos 

que podem alterar significativamente as propriedades superficiais dos nano-

materiais e, assim, mascarar sua captação e distribuição celular (Collins et al, 

2016). A diferença na eficiência da absorção de partículas pode ser explicada 

por variações na composição da membrana celular e na atividade metabólica 

das células testadas (Brunner et al. 2006; Kettler et al. 2014). As células MDA-

MB-231 e MCF-7 têm uma captação de aproximadamente 3 e 2 vezes (res-

pectivamente) mais elevadas do que as células HNMTC (células não tumo-

rais). A alta atividade metabólica das células tumorais pode levar à superex-

pressão dos receptores de superfície, o que pode contribuir para o aumento 

da captação de NPs (Kholer et al. 2005).  

  



70 
 

 

Figura 11. Eficiência da captação de MRC. (A) Células em secções de resina visualizadas por Micros-
cópio Eletrônico de Varredura. (B) A região do conteúdo de células selecionada por intensidade de luz 
para realizar a análise de EDS. (C) Percentagem de ferro em células analisadas por EDS. (D) Quanti-
dade de MRC em μm2 em células MDA-MB-231, MCF-7 e HNTMC analisadas em micrografias de MET. 
* P <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. 

 

 
 

6.5 ESTUDO DE ENDOCITOSE 

 
A fim de elucidar a via de endocitose envolvida na captação de NPs de 

MRC, foi realizado um teste de Western blot para avaliar os níveis de expres-

são de clatrina e caveolina, proteínas que caracterizam duas rotas importantes 

de endocitose, tanto em células tumorais como normais, controles ou tratadas 

com NPs. É possível notar que as células tumorais, MCF-7 e MDA-MB-231, 
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apresentaram níveis basais muito mais elevados de expressão de clatrina do 

que as células HNTMC (Figura 12A e Figura 13). O tratamento com NPs le-

vou a um aumento na expressão de clatrina em todas as linhagens celulares, 

mas de forma mais pronunciada nas células HNTMC e MCF-7 (Figura 12A). 

No que diz respeito à expressão da caveolina, não foram observadas diferen-

ças entre o controle e as células tratadas em todas as três linhagens celulares, 

e como esperado, as células epiteliais MCF-7 apresentaram níveis muito mais 

baixos de caveolina. Esses resultados sugerem que a endocitose de MRC é 

provavelmente dependente de clatrina devido à sua ocorrência ubíqua em cé-

lulas eucarióticas e, como as células HNTMC expressam níveis basais mais 

baixos desta proteína, isso pode explicar a melhor seletividade das NPs para 

as células tumorais em comparação com células normais neste trabalho. Para 

testar esta hipótese, as vias endocíticas dependentes de clatrina e caveolina 

foram inibidas individualmente com doses não citotóxicas (Figura 14 e 15) de 

Pit Stop 2 e metil beta ciclodextrina (MβCD), respectivamente, em células 

MDA-MB-231. Esta análise foi conduzida com avaliação por citômetro de fluxo 

dos parâmetros Forward Scatter (FSC) e Side Scatter (SSC) (Figura 12B). As 

intensidades de FSC e SSC são proporcionais ao tamanho da célula e à den-

sidade intracelular, respectivamente, permitindo a distinção de células que 

possuem NPs internalizadas (Figura 12A). A transferrina marcada com Alexa-

488 e a lactosilceramida BODIPY-LacCer foram utilizadas como controle po-

sitivo para endocitose dependente de clatrina e caveolina, respectivamente. A 

internalização da transferrina marcada com Alexa-488 foi inibida em 40% com 

o tratamento com Pit Stop 2 e a absorção de lactosilceramida também foi sig-

nificativamente reduzida na presença de MβCD (Figura 14), confirmando a 
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inibição efetiva dessas vias endocíticas. A incubação de células MDA-MB-231 

tratadas com MCR e previamente, com Pit Stop 2 resultou em aproximada-

mente 30% de inibição da absorção de nanopartículas. No entanto, a absorção 

celular de MRC não foi reduzida quando a via dependente de caveolina foi 

inibida. Juntos, esses dados corroboram os resultados anteriores do WB, indi-

cando que a internalização dessas NPs parece ocorrer de maneira depen-

dente de clatrina. A via da caveolina parece não participar da captação de 

nanopartículas MRC nessas linhagens celulares (Figura 12C). 

Partículas e fármacos endocitados pela via da clatrina tem como destino 

a degradação lisossomal ou a reciclagem para a superfície celular. Portanto 

essa via tende a ser evitada na formulação de nanoestruturas que não pos-

suem os lisossomos como alvo (Benmerah & Lamaze 2007). No entanto, 

sabe-se que a carga superficial tem um papel fundamental no escape lisosso-

mal mediante a um efeito conhecido como “efeito de esponja de próton” que 

postula que o aumento de íons dentro dos endossomos causa osmólise e con-

sequente liberação de sua carga no citosol. Esse efeito é alcançado por partí-

culas catiônicas que são capazes de absorverem prótons dentro dos compar-

timentos endossômicos (Canton & Battaglia 2012). Apesar de MRC diluída em 

água apresentar carga superficial negativa, elas tendem a perder íons em 

meio biológico (Tabela 1). Deve-se considerar que no meio extra e intracelular 

as NPs interagem com diversas proteínas e moléculas, algumas das quais são 

capazes de adsorverem a suas superfícies e alterarem algumas de suas ca-

racterísticas como carga superficial (Nel et al. 2009).  Além disso, variação da 

localização intracelular de NPs com e sem coroa proteína proveniente do SFB 

já foi relatada (Lesniak et al. 2012). A coroa proteica das MRC pode torna-las 
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catiônicas no seu percurso até os endossomos de onde as NPs são liberadas 

e alcançam o núcleo celular onde, provavelmente, está centrada sua ação an-

titumoral. 

É possível conectar o maior agrupamento de nanopartículas, encontra-

das principalmente em MDA-MB-231 (Figura 6C) com o seu mecanismo de 

endocitose de MRC dependente de clatrina, uma vez que o tamanho das par-

tículas pode influenciar a via de endocitose (Chithran et al. 2006). No entanto, 

os dados que suportam esta relação e mecanismo é limitado e controverso, 

especialmente com modelos de células tumorais (Nel et al. 2009). Os dados 

encontrados nesse trabalho estão de acordo com estudos que mostraram que 

a captação de partículas ou aglomerados com um diâmetro de 500 nm é me-

diada por clatrina (Zhang et al. 2010, Blechinger et al. 2013). Alguns trabalhos 

sustentam que a internalização de partículas com diâmetros inferiores a 200 

nm envolve vesículas revestidas com clatrina enquanto partículas maiores são 

absorvidas por mediação de caveolina (Rejman et al. 2004; Suen et al. 2014). 

Estes dados conflitam, no entanto, com as estimativas de diâmetros de 50-80 

nm e 120 nm para vesículas de caveolina e revestidas com clatrina, respecti-

vamente. Com base nessa estimativa, presume-se que as dimensões das ve-

sículas de revestimento provavelmente limitam o tamanho das partículas que 

serão internalizadas (Patel et al. 2007; Gratton et al. 2008; Ketler et al. 2014).   

O processo de endocitose pode potencialmente controlar muitas ativida-

des relacionadas com a proliferação e migração de células cancerígenas. Es-

tes processos requerem a modulação dinâmica de proteínas de superfície ce-

lular por endocitose. Dada esta conexão funcional, tem sido sugerido que a 
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endocitose é desregulada no câncer resultando em células com diferentes fe-

nótipos (Elkin et al. 2015). Os presentes resultados demonstraram alto nível 

basal de expressão de clatrina em células tumorais. Esta relação funcional 

pode revelar um importante marcador de fenótipo tumoral. No entanto, mais 

estudos são necessários para explorar diretamente o papel e a regulação de 

clatrina em células de câncer de mama. 
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Figura 12. Estudo de endocitose. (A) Western blot mostrando expressão de clatrina e caveolina em MDA-
MB-231, MCF-7 e HNTMC. As amostras foram normalizadas para igualar a proteína total. (B) Análise de 
dispersão de luz por citometria de fluxo mostrando células MDA-MB-231 com nanopartículas de MRC (ver-
melho) e sem nanopartículas de MRC (azul). (C) A captação de MRC por MDA-MB-231 foi quantificada após 
inibição de clatrina (pit stop 2) e caveolina (metil beta ciclodextrina).  *P < 0,05. 
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Figura 13. Expressão relativa de clatrina. Os dados para o gráfico foram normalizados com base 
na expressão de beta-actina e representa a expressão basal (controle) e pós tratamento com 
MRC (100 µM) por 6 horas em células HNTMC, MCF-7 e MDA-MB-231. 
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Figura 14. Inibição das vias de endocitose dependente de clatrina e caveolina. Os histogramas mostram 
que as vias de caveolina (acima) e clatrina (abaixo) foram inibidas. A internalização dos controles de en-
docitose BODIPY-LacCER (caveolina) e Ferritina-Alexa 488 (clatrina) foram avaliados antes e após a ini-
bição das vias de caveolina e clatrina com metil-β-ciclodextrina e Pit Stop 2, respectivamente. 

. 
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Figura 15. Viabilidade celular após tratamento com inibidores de endocitose. O gráfico representa a 
viabilidade de células MDA-MB-231 tratadas com 20 µM de inibidores da via clatrina (Pit Stop 2) e 
caveolina (MβCD) por 2 horas. 

 

 

 
 

6.6 ANÁLISE DE CITOTOXICIDADE 

 
As células não tumorais (HNTMC) não tiveram suas viabilidades estatis-

ticamente alterada pelo tratamento por até 72h com as NPs MRC, e RC nas 

concentrações de até 200 µM (Figura 16A, B, C). Estudos de viabilidade com 

MRC em linhagens não tumorais já demonstraram baixa toxicidade desse na-

nocomposto nestas células (Carneiro et al. 2013; Chaves et al. 2015). No en-

tanto, sabe-se que células de linhagens estabelecidas sofrem processos de 

imortalização que as modificam, tornando-as mais resistentes (Bana & Bagrel 

2011). A utilização de células de cultivo primário como as utilizadas no pre-

sente trabalho, foi essencial para complementar a elucidação in vitro de um 
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possível efeito específico passivo das NPs. O tratamento contendo nanopartí-

cula (200 µM MRC) induziu significativamente a inviabilidade de células MDA-

MB-231, em 24 horas de tratamento (Figura 16A). No entanto, observou-se 

uma maior redução de células viáveis após 48 e 72h (Figura 16B, C). Nota-

se que o composto contendo nanopartículas foi mais efetivo nesta linhagem 

do que o RC livre. Enquanto MRC induziu citotoxicidade progressiva em célu-

las MDA-MB-231 ao longo do tempo, em células MCF-7 o efeito não foi de-

pendente do tempo de exposição (Figura 16A, B, C). Apesar de terem sua 

viabilidade reduzida significativamente em 24 horas de tratamento com MRC 

já na dose intermediária (100 µM), as células parecem recuperar sua viabili-

dade a partir de 48 horas de exposição (Figura 16A, B). Os diferentes com-

portamentos observados nos dois modelos celulares testados podem contri-

buir para um melhor entendimento da ação dessas NPs. Consequentemente, 

esses dados podem auxiliar na predição posológica mais apropriada para as 

diferentes células. Assim, em tumores com características semelhantes às cé-

lulas MCF-7, a exposição repetitiva a formulação parece ser mais indicada, 

enquanto em tumores semelhantes às células MDA-MB-231, por ter um efeito 

mais duradouro, vias de administração intravenosa com intervalos maiores de 

aplicação podem ser suficiente (Eastman, 2017). No entanto, testes de toxici-

dade in vivo são necessários.   
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Figura 16. Viabilidade celular de linhagem metastática de câncer de mama (MDA-MB-231), linhagem não 
metastática de carcinoma mamário (MCF-7) e não tumorais (HNTMC). O ensaio foi realizado após 24 (A), 
48 (B) e 72h (C) de exposição ao tratamento com 50, 100 e 200 µM de citrato de ródio livre (RC) e associado 
a nanopartículas (MRC). *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.005. 
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6.7 ACÚMULO DE MRC E SEU EFEITO NAS CÉLULAS TUMORAIS  

 

Após 24 h de tratamento, ambas linhagens apresentaram características 

de citotoxicidade como vacúolos e núcleo picnótico. Algumas células, especi-

almente MCF-7, apresentaram um grande vacúolo (V) único (Figura 17) su-

gestivo de processo autofágico (Park et al. 2009; Al-Bahlani et al. 2017). Após 

48 h de exposição as NPs, observa-se um acúmulo maior de NPs em células 

MDA-MB-231 nas mesmas regiões que foram detectadas em 24h (citoplas-

mática e perinuclear) com aglomerados maiores alcançando mais de 5 µm de 

diâmetro, enquanto em MCF-7 o espectro das NPs MRC não foi localizado em 

nenhuma das células analisadas (Figura 18A, B). Além disso, nas células 

MDA-MB-231 as organelas e constituintes celulares estavam bastante desin-

tegrados (Figura 18B). A ausência de NPs em MCF-7 após 48h de tratamento 

pode ser devido a algum mecanismo de resistência ativada por essas células 

que causam efluxo de droga (Han et al. 2012; Lu et al. 2012). Estudos recentes 

têm relacionado a autofagia como um mecanismo protetor e sugerem que a 

indução autofágica é um mecanismo de quimiorresistência (Levy & Thorburn 

2011; Guo et al. 2016). Por outro lado, além da controversa em relação ao 

papel da autofagia em mecanismos preventivos ou promotores tumorais, tes-

tes específicos seriam necessários para confirmar a indução de autofagia por 

MRC nestes modelos de células tumorais. 

Os espectros dos núcleos das células tratadas por 24 e 48h em relação 

a células controles (não tratadas) apresentaram variações em MCF-7 e MDA-
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MB-231 no pico 2862 cm-1 (Figura 18C), sugestivo de alterações conformaci-

onais (alongamento simétrico/assimétrico de CH2) de lipídeos e proteínas (Mo-

vasaghi et al. 2007). Padrões de alterações na conformação destas moléculas 

já foram descritos em tecidos e órgãos murinos tratados com cisplatina (Huang 

et al. 2011). Em células MDA-MB-231 as variações dos picos foram mais pro-

eminentes após 48h de tratamento e são compatíveis com o espectro de gli-

cogênio (Figura 18C, setas amarelas).  Para a divisão celular, as células de-

pendem de energia proveniente, principalmente, de glicólise. Esta demanda é 

especialmente maior em células tumorais metastáticas, sendo este processo 

incompatível com a produção de reservas em forma de glicogênio. Portanto, 

o aumento de glicogênio em células MDA-MB-231, após 48 horas de exposi-

ção a NPs MRC pode estar relacionado com a redução de atividades celulares 

como a divisão e metástase (Crow et al. 2005; Lyng et al. 2007; Daniel et al. 

2014). Apesar de o glicogênio estar localizado predominantemente no cito-

plasma, esta molécula também pode acumular-se no núcleo e mitocôndrias 

especialmente na forma de glicogênio sintase quinase-3β (GSK3β). O au-

mento de GSK3β no núcleo de células já foi relacionado com efeito apoptótico 

após o tratamento com Camptotecina ou Tapsigargina (Bijur & Jope 2003).  
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Figura 17. Alterações morfológicas em células tumorais induzidas por MRC. A figura mostra célula 
MCF-7 tratada com MRC por 24 horas com um grande vacúolo (V) no citoplasma e núcleo picnótico 
(azul). 

  



84 
 

 

 

Figura 18. Micro espectroscopia das células de câncer de mama após 48 h de tratamento com MRC.  Ima-
gem da distribuição de MRC (48h) em células MCF-7 (A) e MDA-MB-231 (B). Espectros dos núcleos de 
células MCF-F (C acima) e MDA-MB-23 (C abaixo). Os espectros pretos correspondem aos núcleos células 
controle não tratadas e os vermelhos e azuis correspondem aos núcleos de células tratadas com 100 µM 
de MRC por 24 e 48 horas, respectivamente. As setas amarelas apontam picos alterados (glicogênio) em 
células MDA-MB-231 tratadas por 48 horas com MRC.  

 

6.8 AVALIAÇÃO DE EXPRESSÃO DE GLICOPROTEÍNA-P (GPP) EM 

CÉLULAS TUMORAIS TRATADAS COM MRC 

 

As células MDA-MB-231 não tiverem o nível de expressão de glicopro-

teínas-P alterada após exposição ao tratamento com MRC por 24 e 48h. Já 

em células MCF-7, houve um amento significativo da detecção dessa proteína 
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em 24 horas de tratamento (Figura 19). Glicoproteína-P medeia um dos prin-

cipais processos de resistência a multifármaco, por meio do efluxo em células 

tumorais (Jain, 2008). Estudos já demonstraram a indução de resistência 

nesta linhagem (Tsou et al. 2015). Resistência a NPs mediante proteína GPP 

em células MCF-7 pode explicar a ausência do espectro de Raman de MRC 

nestas células após 48 horas de exposição às MRC (100 µM). Este resultado 

pode ainda relacionar-se com os dados que demonstraram uma ação mais 

brandas na citotoxicidade ao longo do tempo. Estudos indicam que o aumento 

da expressão da proteína GPP está relacionado com a resistência adquirida 

pelas células (Nath et al. 2013). Sabe-se também, que a alta expressão basal 

dessa proteína, como a demonstrada nesse estudo em MCF-7 comparadas a 

MDA-MB-231 (Figura 19), significa uma maior predisposição de resistência a 

multifármacos (Wishart et al. 1990). A alta meia concentração inibitória (IC50) 

também já foi relacionada a um maior índice de resistência (Wu et al. 2014). 

No presente estudo o IC50 de MRC calculado para 24 horas de tratamento foi 

125 e 162 µM para MDA-MB-231 e MCF-7, respectivamente. Já foi sugerido 

que o mecanismo de efluxo de NPs pode ser evitado mantendo uma alta con-

centração de nanopartículas no local do tratamento e com menor tempo de 

incubação (Panyam & Labhasetwar 2003). Esta relação faz sentido para as 

células MCF-7 cuja a redução de sensibilidade, de acúmulo e aumento de ex-

pressão de proteínas GPP acontecem a partir de 24 horas de exposição (Fi-

gura 16-19). 
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Figura 19. Produção de glicoproteína-P em células MCF-7 e MDA-MB-231. As bandas referentes aos 
grupos controle (sem tratamento) e tratadas com MRC (100 µM, 24 e 48 horas) das células MCF-7 e 
MDA-MB-231 foram quantificadas e normalizadas em relação a expressão de beta actina. Os gráficos 
representam os resultados da quantificação da produção de GPP. 
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6.9 EFEITO DAS NANOPARTICULAS DE MRC NA REPLICAÇÃO DE 

DNA E CICLO CELULAR 

 
O tratamento com NPs por 24h reduziu a síntese de DNA em células 

MDA-MB-231 e MCF-7. Após 24h, a partir do ponto 0h, houve um aumento da 

incorporação de timidina em células não tratadas enquanto em células que 

receberam tratamento (MRC), a detecção de BrdU foi reduzida (comparada  

com células controles não tratadas em 24 horas), especialmente em células 

MDA-MB-231 (Figura 20). Muitos compostos metálicos atuam no núcleo das 

células causando alterações que levam a inviabilidade celular (Zhang, 2003). 

A ação no núcleo por meio de inibição de enzimas essenciais para replicação 

celular ou por inibição de síntese de DNA do citrato de ródio livre, já foi de-

monstrada em estudos (Erck et al. 1974; Zyngier et al. 1989). Esta ação nu-

clear do RC parece manter-se após a associação com nanopartícula de ma-

ghemita (MRC) nas células tumorais. Um possível mecanismo de ação de 

MRC, já sugerido por Zyngier e colaboradores (1989) para o citrato de ródio é 

a atuação do fármaco na inibição de síntese de DNA. No entanto, uma vez 

que a síntese de DNA pode ser iniciada independentemente da mitose, por 

exemplo durante a duplicação de genes, reparação ou apoptose, o marcador 

BrdU é indicador apenas de síntese de DNA e não necessariamente de divisão 

celular (Kuan at al. 2004; Duque & Rakic 2011).  

A figura 21 mostra as alterações no ciclo celular induzidas por MRC. Em 

ambas linhagens, o tratamento induziu a um aumento da fase S refletindo uma 
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parada nesse ponto do ciclo e consequente redução da fase G2, principal-

mente em MDA-MB-231 (Figura 21, abaixo). A progressão do ciclo celular é 

regulada por múltiplos pontos de checagem em diferentes fases do ciclo celu-

lar; os 3 principais são G1/S, G2/M, e na transição metáfase/anáfase durante 

a mitose. A falha desses pontos de controle pode levar a um crescimento anor-

mal ou apoptose. O ponto de verificação G1/S é o mais crítico para o controle 

da proliferação celular por meio de sinais intracelulares e extracelulares rela-

cionados ao transporte e integração de moléculas no núcleo (Skotheim et al. 

2008). Já foi estabelecida uma relação positiva entre a quantidade de células 

em fase S e apoptose (Zhu et al. 2014). Além disso, estudo anterior conduzido 

no nosso grupo já relatou que NPs MRC são capazes de induzir células MCF-

7 à apoptose (Chaves et al. 2015). Conjuntamente, nossos dados sugerem 

que as NPs MRC se acumulam no núcleo das células tumorais inibindo a sín-

tese de DNA, a proliferação celular e induzindo a morte celular.  
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Figura 20. Efeito de NPs MRC na síntese de DNA de células MDA-MB-231 e MCF-7. (A) Análise de 
síntese de DNA em células tratadas com NPs (24h) comparadas com o controle não tratado (0h e 24h). 
(*) p≤0,05. 
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Figura 21. Análise do ciclo celular.  G1, S e G2 em células tratadas com NPs (MRC 100 µM, 24h) na 
coluna da direita comparadas com o controle não tratado na coluna da esquerda. 

 

  



91 
 

6.10 ENSAIO DE MIGRAÇÃO CELULAR 

 

Uma importante característica de células metastáticas é a capacidade 

de migração. Essa propriedade permite a mobilidade das células para outros 

sítios. As células MDA-MB-231 tratadas com MRC tiveram sua capacidade de 

migração reduzida (Figura 22). Após tratamento com as NPs, o número de 

células que foram capazes de transpor o inserto que simula in vitro a matriz 

extracelular (média = 844 células) foi menor estatisticamente que o controle 

não tratado (média = 1500 células). Não só a citotoxicidade em células tumo-

rais são alvos importantes para o desenvolvimento de fármacos antitumorais; 

visto que um dos grandes problemas no controle do câncer é a capacidade 

metastática das células, fármacos e nanocompostos que atuem neste pro-

cesso também são necessários (Huo 2015). Apesar do mecanismo ainda não 

ser compreendido, a redução de migração de células MDA-MB-231 tratadas 

com complexos metálicos a base de rutênio já foi relatada (Cao et al. 2015). A 

redução in vitro da migração de células metastáticas de câncer de mama após 

o tratamento com as NPs (Figura 22), sugere uma ação importante de MRC 

no controle da metástase. No entanto, teste in vivo são necessários. 
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Figura 22. Análise da capacidade de migração celular de MDA-MB-231 após tratamento com NPs.  
Micrografias de células MDA-MB-231 migrantes tratadas com NPs (MRC) e controle sem tratamento.  
O gráfico representa a contagem das células (**) p≤0,01. 
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7. CONCLUSÕES 

 
Até o presente momento, muitos estudos têm relacionado o tamanho, 

composição e carga diferentes das nanopartículas com o seu processo de 

captação e localização nas células. No entanto, apesar de alguns trabalhos 

mencionarem que o tipo de célula é um fator importante para avaliar este pro-

cesso, poucos experimentos comparam a captação de uma mesma nanopar-

tícula em diferentes linhagens celulares. Nossos resultados demonstraram 

que o tipo celular é um fator crítico na interação celular de nanopartículas. O 

tipo de célula pode definir a eficiência de captação, a localização intracelular 

e ação intracelular. Por conseguinte, para estudos in vitro de mecanismo cito-

tóxico com nanopartículas, nós encorajamos a validação dos estudos com di-

ferentes tipos celulares. Além disso, temos demonstrado a captação preferen-

cial de aglomerados de MRC em células tumorais (MCF-7 e MDA-MB-231) 

que coincidem com a sua elevada expressão basal de clatrina que medeia a 

internalização dessas NPs (Figura 23). Concluímos também, que os meios de 

culturas alteram as características das nanopartículas, especialmente o diâ-

metro hidrodinâmico, mas as alterações foram uniformes entre os meios L15, 

DMEM e RPMI não influenciando nos diferentes padrões de captação de NPS 

MRC nas células utilizadas nesse estudo. As nanopartículas MRC alcançaram 

o núcleo apenas de células tumorais (MCF-7 e MDA-MB-231) sugerindo uma 

possível ação específica, modulada pelas características das nanopartículas 

e associadas características naturais das células e suportada pela baixa toxi-

cidade dessas NPs em células não tumorais, HNTMC (Figura 16). Uma vez 

que a localização nuclear está associada a uma ação mais eficaz de fármacos 
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antitumorais, estes resultados mostram um grande potencial de MRC como 

um composto antitumoral. Em relação à atividade antitumoral, as MRC têm 

seu efeito citotóxico dependente da concentração e do tempo de exposição 

em células metastática MDA-MB-231 enquanto a exposição prolongada não 

foi efetiva em células MCF-7, podendo induzir inclusive, o efluxo de MRC nes-

tas células. Conjuntamente, os dados sugerem que as NPs MRC atuam no 

núcleo, inibindo a síntese de DNA, a proliferação e induzindo a morte celular.  

Os efeitos foram verificados em ambas linhagens tumorais, mas as células 

MDA-MB-231 parecem ser mais responsivas aos efeitos das NPs. Além disso, 

as NPs podem também atuar na atividade metastáticas de células remanes-

centes reduzindo sua capacidade migratória. Nossos resultados sugerem que 

as nanopartículas de MRC são um nanomaterial promissor que podem forne-

cer uma rota conveniente para direcionamento e tratamento tumoral. 
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Figura 23. Esquema da internalização de nanopartículas MRC dependente de clatrina em células de 
câncer de mama MDA-MB-231 (A) e MCF-7 (B) e células não tumorais HNTMC (C). As células tumorais 
(A e B) produzem mais clatrina favorecendo a internalização de NPs MRC nessas células. Em células 
não tumorais HNTMC as NPs MRC acumulam-se preferencialmente na superfície da membrana (C). 
As NPs MRC alcançam o núcleo de células tumorais (A e B) mas não de das células não tumorais 
HNTMC. 
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8.1 PERSPECTIVAS 

Tomado em conjunto os resultados apontam para estudos posteriores 

com MRC que avaliem a indução de autofagia in vitro, assim como testes de 

toxicidade, de biodistribuição e de controle de metástases in vivo, afim de uma 

melhor compreensão do efeito de MRC tumor-específico e de sua ação anti-

metastática.  A relação de expressão de clatrina como marcador tumoral tam-

bém deve ser avaliada pois é de grande valia o estabelecimento de novos 

alvos terapêuticos de células de câncer. 
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10. ANEXOS 

10.1 ARTIGO CIENTÍFICO PUBLICADO 

 Exploring cellular uptake of iron oxide nano-

particles associated with rhodium citrate in 

breast cancer cells 
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