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RESUMO: Introdugao: A neoplasia mamaria € uma das principais causas de ébito por cancer
em mulheres, ocupando o segundo lugar no ranking mundial, sendo mais prevalente em
mulheres acima de 55 anos. O tratamento convencional, ndo direcionado exclusivamente
as células tumorais, resulta em efeitos colaterais como cardiotoxicidade e citotoxicidade de
células saudaveis, dificultando a adeséo e a eficacia da quimioterapia. Objetivo: Comparar
estudos in vitro sobre a eficiéncia da doxorrubicina livre em relagdo ao nanoparticulas
poliméricas pH sensiveis no direcionamento do farmaco para a linhagem celular MCF-7.
Método: Foi realizada uma revisdo de artigos experimentais encontrados nas bases de
dados MEDLINE e PubMed, além de periddicos da Elsevier, Springer e Taylor & Francis. Os
descritores utilizados foram “nanoparticle”, “polymer”, “breast cancer”, “doxorubicin” e “pH”,
combinados por operadores booleanos. Resultados: Foram incluidos 12 artigos de estudo
experimental para o comparativo. Os estudos apontaram redugéo significativa da viabilidade
da linhagem MCF-7 mediada pela entrega direcionada das nanoparticulas poliméricas
pH sensiveis, quando comparado com a doxorrubicina na sua forma livre. Conclusao: As
nanoparticulas poliméricas pH sensiveis, demonstraram biocompatibilidade e vetorizagao
eficaz e capaz de evitar que tecidos e células saudaveis sejam afetadas, com base na
liberacdo da doxorrubicina apenas em pH especifico (6,6) presente no microambiente
tumoral, dessa forma evidenciando que o polimero na sua constituicdo e a sensibilidade
ao pH melhoraram significativamente a atividade antitumoral in vitro da linhagem MCF-7,
tornando objeto notavel de estudos in vivo para confirmagao dos resultados de ensaios in
vitro.

PALAVRAS-CHAVE: Nanoparticulas. Polimeros. Doxorrubicina. Cancer de mama.




COMPARATIVE STUDY OF VECTORIZATION BETWEEN FREE DOXORUBICIN AND
PH-SENSITIVE POLYMERIC NANOPARTICLES FOR MCF-7 CELLS: A SYSTEMATIC
REVIEW

ABSTRACT: Introduction: Breast cancer is one of the main causes of death from cancer in
women, ranking second in the world, and is more prevalent in women over 55. Conventional
treatment, which does not exclusively target tumor cells, results in side effects such as
cardiotoxicity and cytotoxicity of healthy cells, hindering adherence and the effectiveness of
chemotherapy. Objective: To compare in vitro studies on the efficiency of free doxorubicin
versus pH-sensitive polymeric nanoparticles in targeting the drug to the MCF-7 cell line.
Method: Areview was carried out of experimental articles found in the MEDLINE and PubMed
databases, as well as journals from Elsevier, Springer and Taylor & Francis. The descriptors
used were “nanoparticle”, “polymer”, “breast cancer”, “doxorubicin” and “pH”, combined by
Boolean operators. Results: 12 experimental articles were included for comparison. The
studies showed a significant reduction in the viability of the MCF-7 lineage mediated by the
targeted delivery of pH-sensitive polymeric nanoparticles, when compared to doxorubicin
in its free form. Conclusion: The pH-sensitive polymeric nanoparticles demonstrated
biocompatibility and effective vectorization capable of preventing healthy tissues and cells
from being affected, based on the release of doxorubicin only at a specific pH (6.6) present
in the tumor microenvironment, thus showing that the polymer in its constitution and pH
sensitivity significantly improved the in vitro antitumor activity of the MCF-7 lineage, making
it a remarkable object of in vivo studies to confirm the results of in vitro tests.

KEY-WORDS: Nanoparticles. Polymers. Breast Cancer. Doxorubicin.

INTRODUCAO

A neoplasia mamaria é destaque na saude publica no Brasil e ocupa o ranking
mundial do tipo de cancer que mais causa o obito, caracterizado pela proliferacao de células
cancerigenas, sendo um tipo de cancer de prevaléncia em mulheres na faixa etaria a partir
dos 50 anos’.

Essa proeminéncia decorre da incidéncia do cancer de mama (CM) em todo o mundo,
que conforme a Global Cancer Observatory (Globocan), mediada pela International Agency
for Research on Cancer (IARC) tem estimativa de 1,94 milhdes de casos (taxa padronizada
de 30 a 69 anos) para 20302, e pelo indice de mortalidade elevada, como uma das causas,
a resisténcia aos antineoplasicos convencionais®. No Brasil, a incidéncia para o triénio 2022
a 2025 ¢, com taxa ajustada, 41,89 casos novos a cada 100 mil mulheres®.

Muito comumente a maioria das neoplasias mamarias sdo diagnosticadas em
mulheres a partir dos 55 anos, sendo essas neoplasias categorizadas em sete subtipos: o
carcinoma lobular (in situ ou invasivo), ductal (in situ ou invasivo), triplo negativo, inflamataério,




doenca de paget da mama, angiossarcoma e tumor filoides 5°.

Dentre os principais sintomas se se destacam: nédulo geralmente indolor (presente
em 90% dos casos), pele da mama avermelhada, que também pode apresentar excregao de
liquido anormal pelas mamas, bem como a presencga de nddulos, podendo ser localizados
nas axilas ou no pescogo’.

A neoplasia mamaria se origina de células cancerigenas que se multiplicam de forma
disseminada?®, podendo surgirimpulsionada por fatores de risco como, estilismo, exposicéo a
horménios (estrogénio e andrégenos), tabagismo e outros que podem facilitar o surgimento
do cancer de mama, bem como alteracées nos genes BRCA 1 e 2, que sao supressores do
tumor, manifestados por meio do histérico familiar®.

O tratamento convencional € mediado por quimioterapicos, radioterapia, terapia
hormonal e/ou cirurgia. As substancias frequentemente usadas, reduzem a qualidade de
vida das pacientes, resultando em problemas como a cardiotoxicidade e citotoxicidade de
células, como na doxorrubicina, uma antraciclinas frequentemente usada na quimioterapia'®.

A doxorrubicina (DOX), é um quimioterapico da classe das antraciclinas, seu
mecanismo é baseado na inibicido do DNA e RNA, bem como estresse oxidativo e morte
celular. A inibicdo na sintese do DNA é promovida pela atuacdo do ativo na fungao da
topoisomerase I, evitando que a fita de DNA seja formada com o material genético dessas
células cancerigenas'; o estresse oxidativo, é caracterizado pelo aumento de espécies
reativas de oxigénio (ERO), promovendo o vazamento de calcio e danos ao DNA. A morte
celular pelo uso da DOX, possui trés vias: apoptose, piroptose e ferroptose, atuando em
genes e complexos relacionados com a morte celular'?.

Esses mecanismos nao sao direcionados apenas para celulas cancerigenas,
ocasionando os efeitos adversos que facilitam o surgimento de doencas secundarias como
as supracitadas, dessa forma, visando a redugao desses efeitos, a nanotecnologia tem sido
uma aliada na formulagao de nanoparticulas que promove o direcionamento do ativo para
as células cancerigenas, cumulativamente, além da liberagéo controlada™.

As nanoparticulas sao carregadas por nanocarreadores, que possibilitam a penetragéo
da substancia nas células cancerigenas por meio de endocitose’. Os nanocarreadores
sdo divididos em: (1) portadores vesiculares, (2) transportadores de micelas e (3)
portadores de fase sdlida, todos garantem que o ativo pelo qual sdo carreadores, seja
protegido e direcionado para as células cancerigenas, evitando que problemas secundarios
apresentados pelo tratamento convencional, surjam™.

Dentre as nanoparticulas (NPs) estudadas para desenvolvimento, se destacam as
NPs poliméricas que fazem parte de grande interesse no a&mbito da pesquisa de inovagao
de novos medicamentos antineoplasicos, visto que os polimeros sao substancias organicas,
de baixo custo, biocompativel e ndo téxica'®, que garantem a entrega do medicamento
assegurando a integridade do ativo para ser liberado no tecido tumoral. Essa liberacéo




do medicamento pode ocorrer por meio do sistema responsivo a estimulos'’, como, por
exemplo, a resposta das nanoparticulas poliméricas pH sensiveis ao microambiente tumoral
levemente acido (pH 6,5 a 7,2) em comparagao com o tecido saudavel®.

Existem linhagens celulares alvo de pesquisas acerca de novos tratamentos para
cada tipo de cancer. A MCF-7 é a denominagdo de uma linhagem celular criada a partir
do adenocarcinoma mamario, geralmente cultivada e incubada para a pesquisa de novos
tratamentos de neoplasias com origem hormonal (estrogénio e progesterona)?@.

Dessa forma, o presente trabalho objetiva comparar os estudos in vitro com
doxorrubicina livre e em nanoparticulas poliméricas pH sensiveis na vetorizagao do farmaco
para a linhagem celular MCF-7

METODO

Trata-se de uma pesquisa de revisdo sistematica, com viés descritivo e de
abordagem de cunho quantitativo. A coleta dos dados bibliograficos foi realizada no periodo
de setembro e outubro de 2024, nas bases de dados Medline, Pubmed e nos periddicos
Elsevier, Springer e Taylor e Francis. Na busca dos artigos, foi utilizada combinadamente os
termos conforme a disponibilidade de busca a partir dos termos presentes no MeSH ou em
seus correspondentes no DeCS: “nanoparticle”, “polymer”, “breast cancer”, “doxorubicin” e
“pH”, relacionados entre si pelo operador booleano AND. As referéncias foram analisadas

segundo os critérios de inclusédo e exclusio.

As referéncias de textos completos de acesso livre ou limitado, no idioma inglés,
publicados nos ultimos 10 anos e que abordavam o tipo de estudo experimental foram
incluidas naamostra. Estudos que abordaram a tematica por outra 6ptica, textos incompletos,
duplicados nas bases e anteriores aos ultimos 10 anos, foram excluidos da selegéo da
literatura. O recorte temporal de 10 anos se tornou um critério com base em que os estudos
com nanoparticulas poliméricas pH Sensiveis, sao relativamente novos porém com grandes
avangos na ultima década.

RESULTADOS

Nas bases de dados foram encontrados 8.281 artigos, apds relacionar os descritores
pelo operador booleano AND, foram encontrados 93 artigos na base MEDLINE, 103 na
Pubmed, nos periddicos Elsevier, Taylor e Francis e Springer, respectivamente, 1.732, 119
e 547 artigos, respectivamente. Apos a leitura das tematicas e resumos, foram selecionados
23 artigos para a analise dos resultados, 8 da MEDLINE, 10 do Pubmed, 8 da Elsevier, 4 do
periodico Taylor e Francis e 6 do peridédico Springer. Em seguida, apds analise minuciosa,
foram selecionados 12 artigos que seguiam os critérios de inclusdo e exclusdo como
demonstrado na tabela 1, a seguir, e que abordaram a tematica para o referencial teérico

como exposto na tabela 2.




Tabela 1. Critérios de inclusédo e excluséo para referencial tedrico.

Inclusao

Exclusao

Acesso livre ou

limitado

Tematica abordada por outra 6ptica

Idioma inglés

Textos incompletos

Publicados nos

ultimos 10 anos

Duplicados nas bases de dados

Estudo experimental

Outros tipos de estudo

Estudos in vitro

Anteriores aos ultimos 10 anos

Fonte: Préprio autor, 2024.

Tabela 2. Fluxograma das referéncias para amostra.

Referéncias identificadas nas
bases de dados com descritores
“Nanoparticle” AND “Polymer”
AND “Breast cancer” Filtro:
Artigos em inglés, nos ultimos
10 anos.

Descritor “Doxorubicin’:
Medline: 257 artigos
Pubmed: 170 artigos
Elsevier: 2.109 artigos
Taylor e Francis: 138 artigos
Springer: 638 artigos

Descritor “Breast cancer™:
Medline: 1.090 artigos
Pubmed: 871 artigos
Elsevier: 4.864 artigos
Taylor e Francis: 225 artigos
Springer: 1.231 artigos

4

Referéncias identificadas para
leitura nas bases de dados (n=36)
Medline: 8 artigos

Pubmed: 10 artigos

Elsevier: 8 artigos

Taylor e Francis: 4 artigos

¥

Referéncias incluidas para
amostra (n=12)

Medline: 1 artigos
Pubmed: 4 artigos
Elsevier: 3 artigos

Taylor e Francis: 1 artigo

Springer: 3 artigos

v

Descritor “pH:
Medline: 93 artigos
Pubmed: 103 artigos
Elsevier: 1.732 artigos
Taylor e Francis: 119
artigos

Springer: 547 artigos

Fonte: Proprio autor, 2024.




Tabela 3. Caracteristicas gerais dos artigos.

. TIPO DE
TITULO AUTOR/ANO OBJETIVOS PRINCIPAIS RESULTADOS
ESTUDO
A linhagem MCEF-7 estudada
Doxorubicin-load- Apresentar a citoto- | pelos autores, foi focado na
ed polymeric xicidade, biocompa- | neoplasia mamaria dependen-
nanoparticles | Pawet Mis- tibilidade de NPs po- | te de estrogénio, dessa forma,
containing ke- | iak;  Katarzy- liméricas carregadas | as nanoparticulas poliméricas
toester-based | na Niemiro- com doxorrubicina e | carregadas com o farmaco
block wicz-Laskow- | Estudo ex- | consistindo colesterol | (DOX), puderam causar a de-
and cholesterol | ska; Karolina | perimental | na sua nanoestrutura, | plecdo das células em até 5%,
moiety as specifc | H. Markiewicz bem como seus efei- | mesmo que houvesse altera-
vehicles et al tos direcionados para | ¢des quimicas entre as NPs.
to fght estro- | (2023) a linhagem MCF-7 de- | A redugéo da viabilidade foi 16
gen-dependent pendente ou indepen- | vezes maior do que nas célu-
breast cancer dente de estrogénio. las tratadas com a doxorrubici-
na livre.
A pesquisa relata a , . -
.. . | O sinergismo da doxorrubicina
_ abordagem  sinérgi- , .
Biodegrad- . com o peptideo anticancer, em
ca de aprisionamento ) ) .
able PEG-PCL . . nanoparticulas, foi responsa-
N ticl combinado do quimio- | | h tado d
anoparticles vel pelo melhor resultado de
Particles A k a n k - terapico (DOX) e um | o P° or 1
for Co-delivery ] redugdo de viabilidade, para
sha Behl; Sub- peptideo )
of MUCA1 i o o aproximadamente 20% da cul-
o hash Solanki; anticancer (inibidor de i .
Inhibitor Estudo ex- tura. A liberagdo da DOX no
1S h r a - ) MUC1) encapsulado . i .
and Doxorubi- perimental , microambiente tumoral além
, van K. Paswan em um copolimero o )
cin for the Con- ) de direcionada, foi sustentada
. |etal de PEG-PCL dibloco,
fnement of Tri- L baseado nos seus resultados,
le-Negative (2022) direcionado ~ para o apresentando uma liberaca
- i
P gatv modelo de células do P i . ) . agao
Breast Cancer A . .| por até 60 dias, atividade me-
cancer triplo  negati- diada pelo copolimero PEG-P
i imero -P-
vo (MDAMB-231) e * pelo cop
MCF-7. ’
Multifunctional Demonstrar o estudo ) )
) A pesquisa dos efeitos de
PLGA  nanopar- de NPs conjugadas o
. . - o NPs poliméricas (PLGA) con-
ticles combining com Tf ndo direcio- | . )
. , . jugadas com transferrina, e
transferrin-tar- | Lais E. nadas e ao farmaco o
. . o carregada de doxorrubicina,
getability and | Schreen; Dan- livre, com o objetivo -
) . . . . resultou em uma redugao sa-
pH-stimuli  sensi- | iele Rubert de evidenciar o papel | . . o
. ) .| Estudo ex- , tisfatéria da viabilidade das
tivity  enhanced | Nogueira-Li- . substancial do encap- | .
perimental linhagens estudadas pelos

doxorubicin intra-
cellular  delivery
and in vitro anti-
neoplastic activi-
ty in MDR tumor

cells.

brelotto; Danie-
la Mathes et al
(2021)

sulamento de DOX no
poloxamero modifica-
da sensivel ao pH, em
células NCI/ADR-RES
e em comparagao
com MCF-7.

pesquisadores; na linhagem
MCF-7 a reducéo da viabilida-
de foi de 100% para aproxima-
damente 25% da colbénia no

meio de cultura.




doxo-
delivery
and release within
breast cancer

Targeted
rubicin

environment using
PEGylated  chi-
tosan nanoparti-
cles labeled with
monoclonal anti-
bodies

Estudo ex-
perimental

O estudo realizou ex-
perimentos para apli-
car um nanocarreador
de quitosana PEGi-
lada polimérica com
funcionalizagao de
mAbs, como um novo
sistema

terapéutico para libe-
racao seletiva da DOX
aprisionada.

As nanoparticulas em pH 7,4,
liberaram cerca de 14% do
farmaco, favorecendo a inter-
pretacédo de que em pH san-
guineo normal, a estabilidade
do nanossistema é compativel,
reduzindo nesse caso o enca-
minhamento do farmaco para
células saudaveis e aos eritr6-
citos, garantindo a hemocom-
patibilidade das NPs.

pH-responsive
high stability poly-
meric
nanoparticles for
targeted delivery
of anticancer
therapeutics

Omar Hel-
mi; Fatma EI-
shishiny; Wael
Mamdouh
(2021)

L. Palaniku-
mar;

Sumaya Al-Ho-
sani;

Mona Kalmou-
ni
(2020)

Estudo ex-
perimental

Os experimentos fo-
ram realizados com
NPs hibridos que con-
sistem em um

nucleo de &acido po-
lilatico-co-glicdlico
(PLGA) ‘envolto’ numa
casca de albumina de
soro bovino,
reticulada funcionali-
zada com o peptideo
de membrana racional
acionado por acidez,
na linhagem MCF-7.

O estudo gerou dados com
relacdo a estabilidade da NPs
no que confere a adsorcao de
proteinas séricas, que quando
instavel, forma uma coroa pro-
teica, sendo caracteristico e
causando agregacao. As nano-
particulas contendo a camada
BSA previne a formacao dessa
coroa, 0 que é um resultado
satisfatorio referente a estabi-

lidade.

Chitosan-Raloxi-
fene nanoparticle
containing doxo-
rubicin as a new
double-effect tar-
geting
for breast cancer
therapy

vehicle

Zohreh Mo-
hammadi;
Fatemeh Yazdi
Samadi; So-
heila Rahmani
et al

(2020)

Estudo ex-
perimental

Evidenciar o melhor
direcionamento de
medicamentos  anti-
cancerigenos,
diados por nanopar-
ticulas de quitosana
conjugada com ralo-
xifeno, carregado de
DOX em células da

linhagem MCF-7

me-

Apesar das nanoparticulas se-
rem, na literatura, um futuro
tratamento promissor,
estudo a DOX livre obteve me-
Ihores resultados de redugao
de viabilidade de MCF-7, do
que NPs de quitosana conju-
gado com raloxifeno e carrega-

do de DOX.

nesse

CD-340 function-
alized  doxorubi-
cin-loaded
nanoparticle  in-
duces apoptosis
and reduces tu-
mor

volume along with
drug-related car-
diotoxicity in

mice

Laboni Mondal;
Biswajit
Mukherjee;
Kaushik Das
(2019)

Estudo ex-
perimental

Com o objetivo de pro-
jetar NPs de PLGA,
conjugadas com o
anticorpo CD-340 e
carregado com doxor-
rubicina, para a admi-
nistragcdo em células
do cancer de mama.

Dados relevantes foram apura-
dos nos experimentos, a DOX
livre conseguiu inibir 50% das
células MCF-7 incubadas, na
dose de 0.065 pg/ml, sendo a
dose mais alta para IC50. A fim
de comparagdo a DOX em NP
inibiu o crescimento de 50% na
dose de 0.04 pg/ml, seguido
de 0.031 ug/ml de dose de NP
DOX Ab.




Co-delivery of
DOX and PDTC

Evidenciar a utilizagao
in vitro de nanoparti-
culas poliméricas pH
sensiveis com o copo-

Os cientistas obtiveram dados
satisfatorios com relacdo ao
efeito inibitério, de nanoparti-

by pH-sensitive | Xu Cheng 1, limero de poli, na co- | culas contendo o quimiossen-

nanoparticles to [ Dapeng Li 1, | Estudo ex- | -entrega de DOX e o | sibilizador PCTD, resultando

overcome multi- [ Min Sun 1 et al | perimental | quimiossensibilizador | em inibicdo maior do que as

drug resistance in | (2019) PCTD, visando a ini- [ NPs-DOX e DOX livre, justifi-

breast cancer bicdo do crescimento | cando a escolha da sintese de
celular e a acumula- | nanoparticulas contendo o qui-
¢do de DOX no mi- | miossensibilizador.
croambiente tumoral.

pH-sensitive poly-

meric  nanoparti- O estudo visa desen- .

. | A sensibilidade ao pH das
cles of mMPEG-PL- volver uma nanoparti- NPs-DOX-(curcumina) GUR
GA-PGlu with cula dupla carregada _ . ’

. . ] i i favoreceram a liberagcdo de
hybrid core for si- [Jian-Dong com farmaco sensivel .
: . | 85% de doxorrubicina e 80%
multaneous Yuan; De-Li ao pH, usando o poli- i ]
. Estudo ex- de curcumina, apos 6 horas
encapsulation | ZhuGe; Meng- ) mero mPEG-PLGA-P- . .
. ) perimental L em pH 5,0, que possui uma di-
of curcumin and | Qi Tong et al Glu, direcionada para
- . , R ferenca no pH 7,4, apresentan-
doxorubicin to kill | (2018) células do cancer de ) . B )
) do um perfil de liberagdo mais
the heteroge- mama e outras célu-
. i lenta, resultsndo em 22% para
neous tumour las tumorais diferen-
: ) DOX e 50% de CUR.
cells in breast ciadas.
cancer
Os autores evidenciaram as
, NPs de PLGA-PVA carrega-
Chitosan-Dex- ~
da com DOX e as que sao
tran sulfate i
revestidas com CS-DS, com
coated  doxoru- . . =
- . L potencial efeito de redugéo da
bicin loaded PL- ) . Analisar a eficacia, |~ .
Sumit Sid- Cea viabilidade de células canceri-
GA-PVA-nanopar- a resisténcia e a to- .
, dharth 1, An- - genas das linhagens MCF-7 e
ticles caused xicidade da DOX )
L mada Nayak 1, | Estudo ex- MDA-MB 231 e a MCF-7 resis-
apoptosis in doxo- ) . encapsulada em na- o
Deepika Nayak | perimental tente a DOX. Tanto na viabili-

rubicin resistance
breast cancer
cells through in-
duction of DNA
damage

1, et al
(2017)

noparticulas de quito-
sana-dextrana sulfato

e PLGA-PVA.

dade, no superenrolamento da
topoisomerase e na migragao
de células, as NPs PLGA-PVA
carregadas com DOX e reves-
tida com CS-DS, obtiveram
melhores e maiores resultados
nos parametros investigados.




Chitosan-trip-
olyphosphate
nanoparticles
functionalized with
a pH-responsive
amphiphile
proved the in vitro
antineoplastic ef-
fects of doxorubi-

im-

cin

Daniele R. No-
gueira-Librelot-
toa,b,*, Lais E.
Scheerena,b,
M. Pilar Vinar-
dell c et al
(2016)

Estudo ex-
perimental

Avaliar a atividade an-
tiproliferativa in vitro
de drogas encapsu-
ladas e nao encapsu-
ladas, além da viabi-
lidade do uso de NPs
de quitosana sensivel
a acidez tumoral em
modelos de células tu-

morais MCF-7 e Hela.

Conforme os dados obtidos
pelos estudos de nanoparti-
culas de quitosana com do-
xorrubicina (CS-NPs-DOX)
encapsulada, NPs peguila-
das ou com poloxamero no
modelo da linhagem celular
MCF-7, as CS-NPs-DOX apre-
sentaram maior atividade anti-
proliferativa, do que as POLO-
X-NPs-DOX e PEG-NPs-DOX.
Conforme as concentragbes
aumentaram para 10yg/ml, a
viabilidade celular foi reduzida
sistematicamente no periodo

de incubacédo de 24h.

Multifunctional
ATRP based pH
Responsive Poly-
meric Nanoparti-
cles for Improved
Doxorubicin Che-
motherapy in
Breast Cancer by
Proton Sponge
Effect/Endo-Lyso-
somal Escape

Shantanu V.
Lale, a,b Arun
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Evidenciar a partir
dos experimentos, a
utilizagcdo de um na-
nossistema poliméri-
co contendo multiplas
cadeias de polietileno-
glicol, carregada com
doxorrubicina e pH
sensiveis, na linha-

gem MCF-7 e L929

A liberagdo da DOX foi maior
em células encubadas em pH
acido, imitando a acidez dos
endossomos (5,0), do que em
pH extracelular (7,4), tendo
como resultado apos 72 horas
de incubacéo, a liberacdo de
77% da doxorrubicina de NPs
poliméricas conjugadas, sendo
significativamente superior ao
resultado de 25% de liberagao
do farmaco em pH 7,4.

DISCUSSAO

A neoplasia mamaria, € um problema mundial de saude publica no Brasil e no mundo,
acometendo principalmente mulheres a partir dos 50 anos (OPAS)'. Os antineoplasicos
convencionais utilizados na quimioterapia, geram bastantes efeitos adversos, dificultando o
tratamento, podendo resultar em células cancerigenas resistentes aos antitumorais (Eralp
et al)'> Nesse sentido, estudos estao sendo realizados, de novas formas de medicamentos
visando a otimizagdo do tratamento, avaliando sistemas como nanoparticulas sensiveis
ao pH, podendo ser desenvolvidas com base em polimeros de origem natural, sintéticos,
dentre outras formas de constituicio.

Partindo desse pressuposto, estudiosos (Nogueira et al)'® evidenciaram o potencial
de nanoparticulas de quitosana-tripolifosfato pH sensiveis, no efeito antineoplasico in vitro

da doxorrubicina na linhagem MCF-7. Apesar de promissor, desafios sdo encontrados no

desenvolvimento dessas nanoparticulas, considerando as cargas dos seus constituintes,




em questdo a DOX e o polimero quitosana, os quais séo catidnicos, ou seja, apresentam
cargas positivas, dessa forma, para alcancar a estabilidade desse sistema coloidal, os
pesquisadores utilizaram a substancia tripolifosfato polianion pentassodico (TPP), para
formar complexacao iénica. O TPP atua como um sequestrador de ions que estabelece as
NPs por meio de interagdes eletrostaticas

Em contrapartida, Siddharth et al’® em outro estudo a fim de alcangar o equilibrio
entre duas cargas catidnicas em nanoparticulas poliméricas de Poli (acido latico-co-
acido glicélico)-Poli (alcool vinilico) (PLGA-PVA), carregado de doxorrubicina e revestida
de quitosana-dextrana (CS-DS), utilizou na nanoformulagdo o sulfato de dextrana para
mascarar a carga positiva do farmaco e do polimero CS nas NPs.

A estabilidade € um dos maiores desafios no desenvolvimento de produtos em
escala nanométrica, a propria adsor¢céo, ou seja impregnacdo de moléculas ativas no
desenvolvimento, pode originar uma instabilidade de um sistema coloidal. Os dados de
estabilidade (avaliados em potencial zeta, sendo a medida de carga elétrica das particulas
em um sistema coloidal) adquiridos por Nogueira et al'® das experiéncias com nanoparticulas
de quitosana carregadas com DOX, peguilhadas com polietilenoglicol (PEG) e as que
acompanham um poloxamero, obtiveram resultados insatisfatérios de potencial zeta (ZP),
com valores negativos (-3,3 a-6,3 mV e -3,57 a -6,76) estabelecido através do tempo inicial
a 24°C e 37°C. As nanoparticulas se agregaram muito rapidamente, assim que dispersas no
meio de cultura apresentaram uma reducao da repulsdo entre elas tornando indicativo da
instabilidade do nanossistema, isso podendo ser associado ao ZP proximo da neutralidade
que caracteriza uma NP com baixa carga superficial.

Nos estudos desenvolvidos por Siddharth et al'® os testes de estabilidade de
nanoparticulas de PLGA-PVA carregadas com DOX e revestidas de CS-DS, foram
satisfatérios com relagao ao ZP, apresentando ZP= +2,98 +0,32 mV. Dessa forma, as NPs
desenvolvidas neste estudo, obtiveram alto grau de estabilidade, ndo ocorrendo nenhuma
agregacao ou precipitacéo, sendo as NPs carregadas de DOX e revestidas de quitosana-
dextrana as mais estaveis, mesmo apds 120 dias de armazenamento.

Portanto, dentre as nanoparticulas resultantes dos experimentos, o sistema coloidal
PLGA-PVA carregadas com DOX e revestidas de CS-DS desenvolvido por Siddharth et
al'®, apresentou maior estabilidade do que as DOX-CS-NPs, PEG-DOX-CS-NPs e Polox-
DOX-CS-NPs preparadas em outro estudo experimental por Nogueira et al'®, isso pode ser
resultado como mencionado, da diferenca do potencial zeta das nanoparticulas de cada
experimento, quanto mais préximo da neutralidade for o ZP, menor carga superficial a NP
apresenta, favorecendo a atragdo do nanossistema com os constituintes do meio.

O IC50 é um parametro importante para detectar quanto de uma substancia
consegue inibir 50% do crescimento de células, bactérias ou do que esta sendo pesquisado,
dessa forma, quanto menor o IC50, melhor a substancia é. Nos estudos de Mondal et al?’
demonstraram que o IC50 menor foi alcangado com a NP carregada de DOX e que continha




o anticorpo Anti-HER2 (Ab), na concentracédo de 0.031 ug/ml de dose, seguida de 0.04 pg/
ml para DOX em NP, e de 0.065 pg/ml para DOX livre, ocupando o lugar de dose mais alta
para o IC50.

As concentragdes inibitorias de 50% das células MCF-7 mediadas pela DOX livre
seguida dos nanossistemas DOX + Pirrolidi-neditiocarbamato (PDTC), DOX-NPs e DOX-
PDTC-NPs por Cheng et al*® e DOX-CS-NPs, PEG-DOX-CS-NPs e Polox-DOX-CS-NPs
por Nogueira et al’® com sistemas responsivos ao pH estdo descritas na tabela 4.

Tabela 4. Valores de IC50 de sistemas responsivos ao pH para a linhagem MCF-7.

Valores de IC50
Responsivas ao pH IC50 (png/ml)
DOX livre 11,57 £ 2,51
DOX-CS-NPs 1,61+ 3,47
PEG-DOX-CS-NPs 1,79 + 2,56
Polox-DOX-CS-NPs 1,87 £1,25
DOX livre 4,03 £ 0,01
DOX + PDTC 3,9+0,03
DOX-NPs 5,99 £ 0,02
DOX-PDTC-NPs 5,65 = 0,01

Fonte: Préprio autor, 2024.

De fato, o estudo de Cheng et al*® demonstrou um indice inibitério de 50% do
crescimento celular menor do que no nanossistema em nanoparticulas, isso ocorre pois no
seu estudo foi utilizado a linhagem celular MCF-7 muito sensivel a doxorrubicina livre e a
linhagem MCF-7-ADR resistente a doxorrubicina, obtendo melhores valores pela DOX livre.

As nanoparticulas pH sensiveis apresentadas por Nogueira et al'® e Cheng et al?,
diferente da DOX nano formulada e das NPs PLGA-PVA sem um agente sensivel ao pH
apresentada em outro experimento por Siddharth et al'®, sdo mais promissoras no que
se refere ao efeito de permeabilidade e retencdo aumentada (EPR), de acumulagdo no
microambiente tumoral, com relagéo ao pH, concentracao e o tempo de incubagao. Sendo
que, concentragcdes menores do farmaco carregado por nanocarreadores modificados sao
eficientes para inibir a viabilidade das células da linhagem MCF-7 no meio de cultura para
50%.

Os experimentos realizados em outra avaliacao por Palanikumar et al??, demonstraram
os efeitos das NPs em células tumorais MCF-7, sob efeito de ATRAM um peptideo de
membrana responsivo ao estimulo pH, favorecendo a citotoxicidade e indugdo de
apoptose. Cerca de 74 + 2% das células, sofreram apoptose precoce em condi¢cdes de pH
6,5, numa concentragédo de 0,5 ug/mL de doxor-ubicina-trifenilfosfina (DOX-TPP), por um
periodo de 12h, com nanoparticulas contendo ATRAM-BSA-PLGA na sua estrutura. A efeito




comparativo, as NPs sintetizadas sem o ATRAM nao foram tdxicas para a linhagem MCF-
7, sendo indicativo que a presenga do sensibilizador, como também utilizado por outros
autores, € uma alternativa a ser aprofundada para direcionamento e liberagao apenas no
microambiente tumoral.

A sensibilidade ao estimulo pH acido de nanoparticulas, resulta em liberagao
do farmaco exponencialmente quando comparado ao pH 7,4, da mesma forma que foi
evidenciado a apoptose de células MCF-7 mediada pela liberagdo de DOX-TPP por
Palanikumar et al*?>, em outro estudo por Yuan et al?®, a doxorrubicina foi conjugada com
a curcumina (DOX-CUR), para avaliar a capacidade de liberacdo da DOX e CUR com
relagdo ao pH. A liberacdo da DOX em pH que imita o fisiologico (7,4), foi de 22% e 50%
para CUR, em torno de 6 horas, em pH 5,0 a doxorrubicina e curcumina foram liberadas
eficazmente, alcangando 85% e 80% nas células, respectivamente, relacionando mais uma
vez as nanoparticulas poliméricas pH sensiveis com a efetividade de entrega e liberagéo
responsiva ao estimulo pH.

Lale et al** demonstrou a liberagdo de doxorrubicina com relagdo ao pH, muito
semelhante aos resultados de Yuan et al?, o conjugado de polimero-doxorrubicina com a
ligacdo de hidrazona que torna a nanoparticula sensivel ao pH, apresentou uma liberagao
de 89% em resposta ao acido e 29% em pH fisiolégico. Essas porcentagens evidenciam
que muito pouco da doxorrubicina se direciona para tecidos, eritrocitos ou células saudaveis
quando em nanoparticulas.

As NPs responsivas a estimulos, como ao pH, foi responsavel pela maior
porcentagem de liberacdo da DOX, confirmando que NPs poliméricas pH sensiveis,
melhora a internalizagao do farmaco na linhagem MCF-7, e seus componentes auxiliam no
direcionamento do farmaco para o microambiente tumoral, protege o sistema da acao da
bomba de efluxo, podendo ainda ser um redutor em estudos in vivo, dos efeitos conhecidos
pelo tratamento com o antineoplasico doxorrubicina.

Em outro estudo, Cheng et al?® evidenciou que nanoparticulas poliméricas pH
sensiveis, além de reduzir a viabilidade celular para um numero menor em comparagao
com as nao modificadas, ainda demonstrou de que forma o pH interfere na liberacdo do
farmaco em um ensaio in vitro com a acidez esperada de um microambiente tumoral. As
NPs adicionadas em meio acido (pH 5,0) obtiveram melhores e rapidos resultados de
liberacdo do farmaco, chegando a 73,19% para NPs de DOX e 69,6% para NPs de PDTC
no periodo de 24h. O sistema coloidal se torna desfeito a partir da chegada ao pH levemente
acido, promovido pela hidrolise de ligagdes orto éster (presente no agente que promove a
sensibilizagdo das NPs), resultando na degradacéo e rapida liberagédo do farmaco.

Além da liberagdo da DOX, outro parametro foi investigado por Schreen et al*® a
retencao intracelular nos experimentos com as NPs-PLGA sem farmaco, DOX-PLGA-NPs e
Tf-DOX-PLGA-NPs, todas sensiveis ao pH. Aretencéao intracelular foi maior na nanoparticula
que continha na sua nanoformulagdo a proteina transferrina (Tf), esse resultado se da




pelo fato de que células em fase de divisdo como as células tumorais, possuem uma
alta expressao de receptores de transferrina (TfR), dessa forma, a NP contendo Tf, mais
facilmente tem acesso as células cancerigenas da linhagem MCF-7, gerando uma alta
retencao devido a afinidade do conjugado Tf com o seu receptor.

Nos estudos de Nogueira et al'®, a viabilidade celular em pH fisioldgico 7,4, teve a
sua reducao com relagao ao tempo e concentragao das NPs no meio de cultura, sendo as
dilui¢des 0,1 pg/ml, 1ug/ml, 2,5ug/ml e 10ug/ml. A redugéo da viabilidade celular foi maior
na concentragdo de 10ug/ml em 24h no pH 6,6 (grafico 1), obtendo o melhor resultado com
as NPS-CS-DOX. Tanto em 24 horas de incubacao e 48h, as nanoparticulas de quitosana
carregadas com doxorrubicina apresentou a maior redugao das células MCF-7 em meio de
cultura.

Grafico 1. Atividade antiproliferativa NP-CS-DOX pH sensivel e DOX livre em 24 horas.
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Fonte: Proprio autor, 2024.

A atividade antiproliferativa foi testada por alguns autores em modelos de linhagem
celular nao tumoral como 3T3 (fibroblastos albinos suigcos murinos) por Nogueira et al'®,
Siddharth et al’® em células MCF-10A (células epiteliais mamarias normais) e Lale et
al** e Helmi et al?® em células L929 (linhagem celular de fibroblasto de camundongo nao
cancerosa) para analisar se as NPs poliméricas atuariam reduzindo a viabilidade de células
saudaveis, sendo seletivo para células tumorais.

Segundo os resultados dos experimentos de Nogueira et al'® a linhagem celular
3T3, manteve a sua viabilidade acima de 60% no meio contendo as NPs carregadas com
doxorrubicina (figura 1), ensaio feito a partir da técnica MTT, usada para avaliar. Por outro
lado, nos estudos de Siddharth et al'®, com outro modelo de células normais as NPs de
PLGA-PVA carregado com DOX e revestido de CS-DS, afetaram minimamente o modelo
de células nao cancerosas utilizadas, MCF-10A. Outro ensaio utilizando de uma linhagem
diferente por Lale et al**, também n&o cancerosa, apresentou a biocompatibilidade com

células normais no modelo dalinhagem L929, onde as nanoparticulas de polimero pentablock
mantiveram a viabilidade acima de 90% numa concentragédo maxima de 2mg/ml.




Resultados satisfatérios foram demonstrados por Helmi et al*® com relacdo a
seletividade nas células L929, obtendo menor efeito citotdxico das nanoparticulas contendo
anticorpo monoclonal, isso se explica pela auséncia de receptores como o HERZ2 nas
células normais, presente apenas nas células tumorais. O modelo de células normais L929
do estudo de Lale et al?* ndo captaram as NPs pelo mesmo motivo do que foi demonstrado
por Helmi et al?®, marcado pela auséncia de receptor HER2 e ainda o receptor de folato,
mantendo a seletividade da apoptose em células apenas cancerigenas.

Dessa forma, as NPs e seus constituintes para a entrega de doxorrubicina, sao
de suma importancia na entrega do farmaco seletivamente para as células tumorais,
comprovado pelos autores.

Figura 1. Citotoxicidade de concentrag¢des variadas de CS-NPs e droga livre: droga livre e CS-NPs

carregados com DOX em células 3T3 por ensaio MTT.
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Fonte: Nogueira et al, 2016

A caracteristica de NPs pH sensiveis, apenas € possivel ao ser adicionada uma
substancia que as torne sensivel, como por exemplo, o surfactante a base de lisina (77KS)
nas nanoformulag¢des por Nogueira et al'® ou o copolimero poli (orto éster amidas) utilizado
no experimento por Cheng et al?°, no desenvolvimento de NPs que sdo sensiveis ao pH, além
da adicdo de um agente quimiossensibilizador o PDTC. A viabilidade celular foi reduzida
para apenas 80% nas culturas em que foram adicionados a DOX livre ou NPs carregadas
apenas de doxorrubicina, ja as que tinham na sua estrutura o quimiossensibilizador PDTC
e o copolimero pH sensivel, resultaram numa redug¢ao da viabilidade para 31,88% e 40,8%
para DOX+PDTC e NPS-DOX-PDTC, respectivamente, concluindo entdo que um sistema
coloidal que contém o PDTC, é mais citotdxico do que o farmaco livre ou em nanoparticula,
apresentando um sinergismo no efeito antineoplasico.

Em outros experimentos com NPs, a adicdo de um surfactante € necessaria para
torna-las sensiveis ao estimulo pH, enquanto Behl et al?’, utilizou da prépria natureza do




copolimero PEG-PCL foi utilizada para realizar a liberagao do farmaco (DOX) juntamente
com o peptideo anticancerigeno, da qual ao adentrar um ambiente acido, como o
microambiente tumoral (pH 5,5), o copolimero PEG-PCL sofre o processo de hidrélise das
ligacbes ésteres, dessa forma, conforme o pH fica mais acido (até um limite), a liberagao
dos seus componentes se torna melhor.

Para quantificar a atividade litica das NPs nos ensaios de Nogueira et al'®, na auséncia
e na presenca do surfactante, utilizou do método comparativo da desestabilizacdo das NPs
(Figura 2) no ensaio contendo o pH do meio extracelular (pH 7.4) e pH do microambiente
tumoral (5,4 € 6,6).

Figura 2. Representagédo esquematica de um mecanismo proposto para a captagao celular e liberagédo de

drogas de CS-NPs responsivos ao pH.
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Fonte: Nogueira et al, 2019.

No pH endossdmico, imitando o microambiente tumoral (5,4 e 6,6), foram obtidos
por Nogueira et al'® resultados baixos de hemolise no ensaio ausente do surfactante
77KS (figura 3) e por outro lado o sistema com PEG-DOX-CS-NPs com um alto indice de
hemodlise, apresentado na figura 4, com o maximo de hemolise em pH 5,4 em 60 minutos na
concentragao de 40ug/ml. Esse teste pdde especificar a eficacia de nanoparticulas contendo
o surfactante 77KS independentemente de serem carregados ou ndo com o farmaco, de
causar hemoélise em pH acido, favorecendo a interpretagao do potencial dos nanossistemas

de serem liberados apenas no meio intracelular de células tumorais.




Figura 3. Comportamento membranolitico responsivo ao pH de DOX-CS-NPs sem 77KS
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Fonte: Nogueira et al, 2019.

Figura 4. Comportamento membranolitico responsivo ao pH de PEG-DOX-CS-NPs com 77KS

100
go | ~*"PH7.4-10 min c
~#-pH 7,4 - 60 min
80 | == pHB,6-10 min
70 | ~2"pH 6,6 -60 min
—4—pH 5,4 - 10 min
60 | —®=pH 54 - 60 min
50 cd
ERD
30
20 - al
10 -

0

@ (c)

Ac

0 10 20 30 40 50
Concentragao (yg/ml)

Fonte: Nogueira et al, 2019.

Os estudos com nanoparticulas poliméricas pH sensiveis, apontaram uma alta
seguranga no que se confere a hemocompatibilidade, os testes realizados se basearam em
analisar a liberacao ou o rompimento da matriz polimérica, mediado pela diferenga do pH do
microambiente tumoral. Em um estudo experimental de Helmi et al?®, foi apurado que 14% da
doxorrubicina foi liberado em pH 7,4, imitando as condigdes fisiolégicas normais, ja em pH
6,6, a liberagéo do farmaco totalizou 45% em cerca de 3h, favorecendo a compreenséao de
que 0s nanossistemas sensiveis ao pH, garantem uma alta hemocompatibilidade, eficacia
na entrega, bem como a durabilidade no tempo de liberagdo, contendo um polimero na
nanoestrutura.




Certamente, apesar das concordancias e discordancias, todos os autores estudados
possuem em comum o objetivo de alternativas para reduzir efeitos maléficos da DOX
relacionado com a dose. A doxorrubicina se trata de um antineoplasico que age de forma
inespecifica, gerando efeitos adversos nas portadoras de neoplasias mamarias. Em um
estudo de direcionamento desse farmaco mediado por nanoparticulas poliméricas, Misiak
et al®® apurou resultados satisfatérios ao comparar a redugédo da viabilidade de células
da linhagem MCF-7 dependente de estrogénio, de forma que em todas as nanoparticulas
desenvolvidas e carregadas com o farmaco, as células obtiveram deplecéo de até 5%,
que segundo o autor, € 16 vezes maior do que a capacidade da doxorrubicina incubada de
forma livre.

Resultados semelhantes foram evidenciados por Helmi et al*®, demonstrando taxas
de viabilidade baixas na linhagem MCF-7 nas células incubadas com nanoparticulas
PEGuilados CS-DOX (grafico 2) e com relagédo a DOX livre, a concentragcao de Syg/ml
conseguiu reduzir pouco mais de 30% da linhagem, ja com o farmaco carregado pela
nanoparticula, reduziu a viabilidade para aproximadamente 15%, sendo o melhor resultado
também na concentracdo de 5yg/ml, sugerindo dessa forma, que a entrega do farmaco
as células por meio de um nanossistema caracteristico, melhora a cinética do farmaco e
direcionamento para as células tumorais.

Grafico 2. Atividade antiproliferativa por NPs PEGuiladas CS-DOX
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Fonte: Proprio autor, 2024

Curiosamente, Mohammadi et al*®, obteve resultados diferentes do esperado com
testes de NPs poliméricas carregado de DOX, ao contrario dos resultados de um estudo
similar de Nogueira et al'®, nestes experimentos os autores evidenciaram que os efeitos da
doxorrubicina livre sob a viabilidade celular de MCF-7 foi muito reduzida na aplicagao com
DOX livre quando comparado com a DOX em NPs Raloxifeno/Quitosana (RC). Segundo

os autores, essa discrepancia significativa, se da pela interagdo quimica do raloxifeno com




o polimero quitosana, causando a indisponibilidade das partes bioativas da doxorrubicina,
que dessa forma diminui os seus efeitos.

Na tabela (5) esta exposto os resultados mais significativos com relagéo a redugéo da
viabilidade mediada pela doxorrubicina livre e por nanoparticulas poliméricas pH sensiveis
conjugados com constituintes diferentes, resultando em uma variagéo do parametro, sendo
um marco as NPs de CS-DOX-Anti HER2 desenvolvidas por Helmi et al?®, pela presenca de
anti-HERZ2 nas suas nanoformulagdes, visto que as células tumorais apresentam o receptor
HERZ2, assim mantendo a seletividade da entrega para células MCF-7.

Tabela 5. Potencial redugéo da viabilidade em pH levemente acido.
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CONCLUSAO

Os antineoplasicos utilizados convencionalmente, de fato, acarretam efeitos adversos
nas portadoras, tornando a quimioterapia mais ardua pelo surgimento de novos problemas,
0 que tem induzido cientistas no desenvolvimento de novas formas de administragao
desses quimioterapicos. As nanoparticulas poliméricas pH sensiveis, demonstraram uma
biocompatibilidade e vetorizacao eficaz e capaz de evitar que tecidos e células saudaveis




sejam afetadas, com base na liberagdo da doxorrubicina apenas em pH especifico (6,6)
presente nas células tumorais. Esse comportamento potencializa a atividade antitumoral e
minimiza os efeitos adversos, tornando essas nanoparticulas uma ferramenta eficaz para o
direcionamento de farmacos em células MCF-7.

Diante disso, as NPs contendo polimero na sua constituicdo e sensiveis ao pH
melhoraram a atividade antitumoral in vitro da linhagem MCF-7, destacam-se como uma
alternativa viavel para superar as limitagdes dos tratamentos tradicionais. Contudo, estudos
in vivo sao indispensaveis para validar a seguranga e a eficacia desses sistemas antes de
sua aplicacgao clinica.
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