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RESUMO

Os nano carreadores tém o potencial de melhorar o indice terapéutico
dos medicamentos atualmente disponiveis, aumentando a eficacia do
farmaco, reduzindo sua toxicidade, e alcancando niveis terapéuticos
por um periodo prolongado. A associacdo de citrato de rodio Il (RC)
com nanoparticulas (NPs) magnéticas pode aumentar a especificidade
da acdo citotdxica, uma vez que estes complexos podem ser guiados
ou transportados para um alvo através da utilizacdo de um campo mag-
nético externo. No entanto, a interacdo de nanoparticulas de maghe-
mita associada a citrato de rédio (MRC) com células, o mecanismo de
captacao celular, e a localizagdo subcelular ainda ndo sdo compreen-
didos. Este trabalho avalia o mecanismo de captacao de nanoparticulas
de maghemita associadas a citrato de Rédio (MRC) em linhagens de
células de cancer de mama metastatico e ndo metastatico compa-
rando-as com um modelo celular ndo tumoral. E possivel supor que a
captacdo de MRC NPs em células de cancer da mama € mais eficaz
do que em células ndo tumorais, tanto na quantidade de material inter-
nalizado como na distribuigc&o intracelular mais estratégica. Além disso,
este processo ocorre através da via de endocitose dependente de cla-
trina com diferentes niveis de expressao basal desta proteina nas li-
nhagens celulares testadas. MRC é um nano material promissor que
pode fornecer uma rota conveniente para direcionamento de farmacos
e tratamento do cancer de mama. Conjuntamente, nossos dados suge-
rem que as NPs MRC atuam no nucleo, inibindo a sintese de DNA e a
proliferacdo celular e induzindo a morte celular. Os efeitos foram veri-
ficados em ambas linhagens tumorais (MCF-7 e MDA-MB-231), mas as
células metastaticas de cancer de mama, MDA-MB-231, parecem ser
mais responsivas aos efeitos das NPs.

Palavras chaves: Endocitose, nanotecnologia, mecanismo de
acao, anti-metastatico.



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 (11) 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. INTRODUCAO

Ao longo dos ultimos anos, o campo da nanotecnologia surgiu como
uma abordagem moderna com o potencial de desenvolver novas aplicacdes
diagndsticas e terapéuticas (Azzawi et al. 2016). A escala de tamanho dos
nanomateriais permite um melhor acesso aos constituintes biolégicos. Entre
outras aplicacdes, o direcionamento para células cancerigenas permite a en-
trega de farmacos altamente especifica e localizada (Banks 2016). Neste
contexto, as nanoparticulas de 6xido de ferro sdo uma grande promessa
como agentes diagndsticos e terapéuticos em oncologia. Suas propriedades
fisicas intrinsecas sao particularmente interessantes para administracao si-
multanea de farmacos, imageamento e aplicacdes como hipertermia locali-
zada (Iv et al. 2015; Quinto et al. 2015). Essas caracteristicas Unicas forne-
cem boas perspectivas especialmente para o tratamento e diagndstico do
cancer de mama devido a alta incidéncia, resisténcia a drogas e risco de
recorréncia relacionado a esta doenca (Harmon et al. 2015; Kossatz et al.
2015; Karakatsanis et al. 2016).

As caracteristicas estruturais Unicas de muitos tumores solidos, inclu-
indo hipervasculatura, arquitetura vascular defeituosa e drenagem linfatica
prejudicada, que favorece o bem-caracterizado efeito de aumento de permea
bilidade e retencdo (EPR) que resulta no maior acumulo de particulas nos
tumores, sdo fatores-chave no avanco desta plataforma tecnolégica (Maeda
et al. 2013). No entanto, o efeito EPR e, em geral, a exposi¢cao tumoral a um
nanofarmaco, depende de muitos outros fatores além da permeabilidade lo-

cal do endotélio dos vasos sanguineos tumorais e da circulagédo prolongada,
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como o grau de hipoxia, heterogeneidade do tumor e de seu estroma (Wicki
et al. 2015). Trabalhos recentes sugerem que os esfor¢cos devem ser direci-
onados para a compreensdo das correlacdes entre a biologia das células
tumorais e os comportamentos das nanoparticulas. Uma vez que o cancer é
uma doenca heterogénea, 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 tém relacionado os diferentes tamanhos, composicéao
e carga das nanoparticulas com seu processo de internalizagdo e localizacao
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 absor¢do de uma mesma nanoparticula em diferentes
linhagens celulares.

Estudos atuais com nanoparticulas de maghemite, um composto de
oxido de ferro, demonstraram acao citotoxica especifica in vitro e in vivo para
células alvo e esses resultados indicaram esta nanoparticula como uma op-
céo promissora para a entrega de drogas (Estelrich et al. 2015; Kossatz et
al. 2015). Nosso grupo tem investigado a atividade antitumoral do citrato de
rédio associado com nanoparticulas de maghemita (MRC) em células de
cancer de mama (Carneiro et al. 2011; Chaves et al. 2015). Apesar das boas
perspectivas do citrato de rdodio como agente antitumoral (Zyngier et al.
1989), existem poucos trabalhos abordando esse composto, principalmente

em relacdo ao seu mecanismo de acédo. Nesse contexto, a proposta desse
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trabalho € avaliar as interagfes entre nanoparticulas de maghemita associ-
ada ao citrato de rodio (MRC) em diferentes linhagens tumorais de cancer
de mama, a avaliar o comportamento das nanoparticulas em tempo prolon-
gado de exposi¢cdo e comparar sua eficacia em células diferentes para eleger

0 modelo mais responsivo, associando-o ao mecanismo de acao.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER DE MAMA

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

O cancer de mama é o carcinoma mais frequente em mulheres e a
segunda causa mais comum de mortalidade relacionada ao cancer 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 periodo, 0
cancer de mama seria responsavel por cerca de 40.500 mortes entre as mu-
lheres neste pais (Siegel et al. 2016). Houve um declinio nas taxas de mor-
talidade por cancer nas ultimas duas décadas, impulsionado pela diminuigéo

continua das taxas de mortalidade por cancer de mama feminino, que redu-
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ziram 36%, provavelmente como resultado de melhorias na deteccéo pre-
coce e no tratamento (Berry et al. 2005; Howlader et al. 2013). Em contraste,
as taxas de incidéncia de cancer de mama aumentaram nos homens. Algu-
mas correlagdes sugestivas sobre o aumento da taxa de cancer envolvem
mudancas 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 etaria sua
incidéncia cresce rapida e progressivamente. Estatisticas indicam aumento
de sua incidéncia tanto nos paises desenvolvidos quanto nos em desenvol-
vimento. Segundo a Organizacao Mundial da Saude, nas décadas de 60 e
70 registrou-se um aumento de 10 vezes nas taxas de incidéncia ajustadas
por idade nos Registros de Cancer de Base Populacional de diversos conti-

nentes (WHO, 2007).

TRATAMENTO

Um importante parametro utilizado para escolha do melhor tipo de tra-
tamento é o nivel de estadiamento do cancer de mama. O estadiamento cli-
nico do cancer de mama envolve o calculo aproximado do tamanho do tumor
e a estimativa do envolvimento dos linfonodos axilares pelo exame fisico e a
mamografia. Os tumores podem ser classificados em: Estagio | (tumores < 2

cm e confinados a mama), Estagio Il (tumores <5 cm com envolvimento ou
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nao dos linfonodos axilares moveis), Estagio llla (tumores > 5 cm, acompa-
nhados ou ndo por comprometimento de linfonodos axilares), Estagio Ilib
(lesdes mais avancadas) e Estagio IV (todos os tumores com metastase
(Smeltzer et al. 2002).

As modalidades terapéuticas mais comumente utilizadas para o can-
cer de mama sao a cirurgia e a radioterapia para o tratamento loco-regional
e quimioterapia e hormonioterapia para tratamento sistémico (Goldhirsch et
al. 2011). No cancer de mama inicial com o tumor detectado somente na
mama ou no caso de mulheres com nédulo-positivo, 0 nédulo ou mama pode
ser removido cirurgicamente. No entanto, residuos ndo detectados de tecido
tumoral podem permanecer e se ndo tratados podem se desenvolver (CTSU,
2005).

Mesmo o0s mais antigos agentes profilaticos, 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 Saude dos EUA publicado em uma conferéncia
em 2000 (Pane 2001), serem capazes de reduzir, aproximadamente, pela
metade a taxa de mortalidade por cancer-ER positivo, riscos significativos de
recorréncia e de morte permanecem, principalmente se forem considerados
tanto a primeira como a segunda década da doenca (CTSU, 2005).

Além disso, muitos farmacos utilizados atualmente para o tratamento
de cancer de mama, ndo se acumulam seletivamente no tecido tumoral. As-
sim como a maioria dos agentes farmacéuticos administrados pela via intra-
venosa, que sao uniformemente distribuidos para todos os 6rgaos e tecidos

do corpo. Devida a alta pressao intersticial no ambiente tumoral, o acimulo
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de agentes citotdxicos nas lesdes neoplasicas é especialmente baixo (Bos-
slet et al. 1998; Allen & Cullis 2004; Trédan et al. 2007).

Os tumores geralmente consistem em populagdes mistas de células
malignas, algumas das quais sdo sensiveis aos farmacos, enquanto outras
sdo resistentes. A quimioterapia atua em células sensiveis a droga, mas nao
atinge uma grande proporcéo de células resistentes. A medida que o tumor
comeca a crescer novamente, a quimioterapia pode falhar porque as células
tumorais remanescentes se tornaram resistentes. Resisténcia a terapia tem
sido correlacionada com a presenca de pelo menos duas "Bombas" molecu-
lares que ativamente expulsam as drogas quimioterapicas das células do tu-
mor. As bombas comumente encontradas para conferir quimiorresisténcia
em cancer sao a glicoproteina-P (GPP) e a chamada proteina associada com
a resisténcia a multidrogas (MRP). Assim, esta acdo impede os efeitos da
droga nas células tumorais, que atuaria no interior da célula, no nucleo ou
no citoplasma. (Persidis, 1999).

Obstaculos adicionais associados a quimioterapia convencional com
apenas uma droga incluem a acessibilidade limitada do farmaco ao tecido
tumoral, induzindo a elevacéo da dose, levando a citotoxicidade intoleravel
e nao especifica (Das et al. 2009).

Considerando tais fatores limitantes para o tratamento do cancer de
mama, Sao necessarias novas abordagens terapéuticas que sejam mais es-
pecificas para células tumorais e possam eliminar ou reduzir as chances de

reincidéncia da doenca.

18



ALTERNATIVAS PARA TRATAMENTO DE CANCER BASEADAS EM COMPOS-

TOS METALICOS E NANOTECNOLOGIA

COMPOSTOS METALICOS

A cisplatina foi um dos primeiros complexos metélicos a ser avaliado
em relagdo a atividade antitumoral (Rosenberg & Vancamp 1969). Base-
ando-se nas boas perspectivas obtidas com os resultados dos testes com a
cisplatina, estudos posteriores com compostos metalicos analogos (Boven
et al. 1985) ou de outros compostos metalicos (Keppler, 1993), foram avali-
ados em relacdo a propriedades antitumorais. Estudos conseguintes visa-
vam identificar o mecanismo de acdo para aprimorar as caracteristicas far-
macoldgicas desses complexos, incluindo a reducdo da toxicidade (Ries &
Klastersky 1986). Os metais pesados foram cogitados como candidatos a
novos complexos metalicos antitumorais. Porém eles sdo geralmente toxicos
devido as possiveis ligacdes de enxofre e nitrogénio em sitios de proteinas
e por isso podem interferir em reacdes metabdlicas (Clarke & Stubbs 1996).

Com as limitacdes apresentadas pela cisplatina (toxicidade e resistén-
cia ao farmaco), outros metais de transi¢do se tornaram uma alternativa para

serem usados na terapia contra o cancer (Rafique et al. 2010).
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COMPLEXOS DE RODIO (11)

Baseados nos resultados que mostravam o aumento da sobrevida de
camundongos portadores de ascite de Ehrlich e leucemia P388 ap0s o trata-
mento com o acetato de rodio (Hughes et al. 1972), os carboxilatos de rédio
tornaram-se mais uma alternativa dentro de sua classe de metais com ativi-
dade antitumoral. No entanto, eram necessarios estudos para melhor com-
preenséo de sua atividade antitumoral. Algumas das conclusdes obtidas em
ensaios com tal finalidade relataram que a maioria desses compostos apre-
sentavam alta toxicidade e baixa solubilidade. Uma das excecdes foi o citrato
de rédio (Bear et al. 1986). Estudos atribuiram o mecanismo dos carboxilatos
de rodio (1) pela inibicdo da sintese de DNA por meio da atuacdo em enzi-
mas essenciais tal como DNA polimerase | (Erck et al. 1974). No entanto,
devido a elevada solubilidade em &gua do citrato de rédio (lI), elevadas do-
ses sistémicas do farmaco seriam necessarias para alcangar as concentra-
cOes eficazes em locais do tumor. Uma solucdo para efetivar o uso desse
composto, é o desenvolvimento de sistemas de liberacao controlada, em que
o Rh (Il) esteja protegido do meio extracelular para minimizar locais de toxi-

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

NANOTECNOLOGIA

Um dos principais objetivos da nanotecnologia € o desenvolvimento
de formas de diagndstico e de terapia ainda mais seguros e eficazes para o

cancer. Farmacos carreados por nanoparticulas sdo uma promissora classe



terapéutica com o potencial de melhorar a eficacia e a seguranga dos farma-
cos usados atualmente. H4 também a oportunidade de criar compostos te-
rapéuticos novos, usando a nanotecnologia. Cada vez mais arsenais de pla-
taformas nanotecnoldgicas estao sob avaliacao incluindo nanoparticulas po-
liméricas, lipossomos, nanocapsulas, dendrimeros, nanoparticulas de poli-

nucleotideos, metdlicas entre outras (Alexis et al. 2008).

NANOPARTICULAS MAGNETICAS

Nanoparticulas magnéticas oferecem algumas possibilidades atraen-
tes na biomedicina. Em primeiro lugar, elas tém tamanhos controlaveis que
vao desde alguns nanémetros até dezenas de nanémetros, o que as coloca
em dimensdes que sdo menores ou comparavel as de uma célula, um virus,
uma proteina ou um gene. Isto significa que elas podem interagir com um
alvo biologico de interesse (Ducan & Gaspar 2011). Elas podem ser revesti-
das com moléculas biolégicas para melhor interagir ou ligar-se ao seu alvo e
assim proporcionar meios controlaveis de “marcagao” ou localizagédo (Chou
et al. 2010). Em segundo lugar, as nanoparticulas obedecem a lei de Cou-
lomb, podendo ser manipuladas por um campo magnético externo. Esta
"acdo a distancia", combinada com a penetrabilidade intrinseca de campos
magnéticos em tecido humano, possibilitam muitas aplicagdes que envolvem
transporte e/ou imobilizacdo de nanoparticulas magnéticas e marcacdo mag-
nética de componentes biolégicos. Dessa forma, elas podem ser sintetizadas
para entregas, tal como um farmaco anticancerigeno, ou um grupo de ato-

mos de radionuclideos a uma regido alvo do corpo, como por exemplo, um
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tumor (Xu et al. 2006). As nanoparticulas magnéticas podem ainda ser utili-
zadas para responderem ressonantemente a uma variacdo de campo, com
a transferéncia de energia do campo excitante para a nanoparticula. Assim,
as particulas podem ser aquecidas por meio dessa variacdo de campo mag-
nético, o que leva a sua utilizacdo como agentes de hipertermia, proporcio-
nando quantidades toxicas 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 destruicao
das células malignas mais eficazmente (Dirr et al. 2013). Estas e muitas
outras aplicacfes potenciais para a biomedicina sao possiveis devido as pro-
priedades fisicas especiais das nanoparticulas magnéticas (Pankhurst et al.
2003). Nosso grupo tem realizado estudos para testar os efeitos do citrato
de rédio (ll) carreado por nanoparticulas magnéticas de maghemita (Figura
1) comparando-os com o citrato de rédio (ll) livre em células de cancer de
mama (4T1 e MCF-7). Os resultados apresentaram uma a¢ao mais especi-
fica em células tumorais do farmaco associado a nanoparticula (Carneiro et
al. 2011; Chaves et al. 2015). Apesar disso, 0 mecanismo de acdo do com-

posto ainda continua desconhecido.
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Figura 1. Representacao da associagao de nanoparticulas de maghemita associadas a citrato de ro-
dio. Adaptado de da Silva Nunes et al. 2013.
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2.2 INTERACAO ENTRE NANOPARTICULAS E CELULAS

O réapido crescimento da nanotecnologia proporciona o0 aumento no
namero de estudos de nanomateriais artificiais para aplicacdes biomédicas.
As nanoparticulas interagem com proteinas, membranas, células, organelas,
DNA e estabelecem uma série de interfaces bioldgicas (Figura 2) que de-
pendem de forcas coloidais, bem como intera¢des fisicoquimicas. Estas in-
teracdes conduzem a formacgéo de coroa proteica envolvendo as particulas,
absorcao intracelular e processos biocataliticos que podem ter resultados
biocompativeis ou bioadversos (Nel, et al. 2009).

Quando as nanoparticulas estdo em um fluido biolégico (sangue,
plasma ou fluido intersticial), elas sdo revestidas por proteinas e moléculas
que podem causar alteracdes conformacionais, que conduzem a exposi¢cao
de novos epitopos, alteracdo de mecanismo e/ou efeitos (Cedervall et al.
2007).

Apesar dos notaveis avancos em nanociéncia, relativamente pouco
se sabe sobre o destino intracelular e mecanismos de acdo das nanoparti-
culas. Esta area de trabalho é particularmente importante para o desenvolvi-
mento eficaz e sistemas de distribuicdo de nanocompostos mais seguros.
Nanoparticulas induzem a uma grande variedade de respostas intracelulares
dependendo das suas propriedades fisico-quimicas, das concentracdes in-
tracelulares, duracdo do contato, distribuicdes subcelulares e interacdes com

moléculas bioldgicas (Zhang et al. 2015). O processo de entrada para 0 meio
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intracelular de nanoparticulas envolve vias endociticas como pinocitose, uti-
lizacdo de clatrina e caveolina, ou internalizacdo independente de cla-
trina/caveolina, sendo que cada um dos quais requerem diferentes mecanis-
mos e moléculas. Embora as propriedades fisico-quimicas de superficie e
reatividades de nanoparticulas sejam essenciais para determinacao da via,
os tipos de células e os seus estados de diferenciacdo, podem também ser
determinantes. Tamanho e forma das particulas sdo para@metros importantes
do ponto de vista do espago disponivel nestes compartimentos endociticos

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

. U Nanoparticulas
Meio de suspensao

/ L 0§ Proteinas

Sdélido-liquido O
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Figura 2. Representacao esquematica da interface entre uma nanoparticula e a bicamada lipidica de
uma membrana celular. A interface nano-bio compreende a superficie da nhanoparticula; a interface
sélido-liquido e os efeitos do meio circundante; e a zona de contato da interface com substratos biol6-
gicos. Adaptado de Jiao et al. 2017.

CAPTACAO CELULAR
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Semelhante a citotoxicidade, a captacdo celular € influenciada pelo
tamanho, forma, composicao, carga superficial e hidrofobicidade superficial.
As células ndo-fagociticas absorvem mais NPs esféricas entre 20 e 50 nm.
Os enterdcitos sdo uma excecao a esta regra, porque preferencialmente cap-
tam particulas na faixa entre 100 e 200 nm. Células fagociticas internalizam
preferencialmente particulas entre 2 e 3 ym (Frohlich, 2012). Estudos de-
mostraram que particulas de prata de 20-200 nm sdo menos absorvidas por
células fagociticas (THP-1) do que células nao fagociticas (A549 e HepG?2).
Os agregados de NPs de prata, no entanto, séo fagocitados em maior exten-
sdo. Para as particulas de 6xido de ferro, o tamanho parece ser mais deter-
minante na absorc&o do que a carga superficial (Win & Feng 2005; Calero et
al. 2015).

Alta eficiéncia de captacdo é um parametro desejavel para uma maior
acumulacdo de farmacos associado a uma liberagcédo lenta e duradora em
células de céancer. Estas sdo caracteristicas de tratamentos antitumorais
mais efetivos e especificos (Zhang et al. 2008; Cai et al. 2015). As NPs tam-
bém apresentam propriedades Unicas que permitem o direcionamento ativo
para tumores in vivo. Por causa da regulacao pr6 angiogénica, a maioria dos
tumores solidos séo hipervascularizados e 0s vasos tém uma arquitetura al-
tamente permeavel. (Danhier et al. 2010). Além disso, a massa tumoral tam-
bém apresenta drenagem, permitindo o acumulo de macromoléculas de ate,
aproximadamente 40 kDa, dentro do seu microambiente. Esse recurso, cha-
mado de aumento da permeabilidade e retencao (efeito EPR), é explorado
para direcionamento de nanoparticulas em tumores soélidos. A gama de ta-

manhos de diametro ideal para se beneficiar do EPR é entre 10 a 200 nm.
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Particulas que sdo muito pequenas podem ser metabolizadas pelos rins, im-
pedindo o acumulo no local do tumor, e particulas que sdo muito grandes
nao penetrardo adequadamente na rede vascular e espaco intersticial do tu-
mor (Fang, et al. 2004). Estudo mais recente in vivo mostrou que nanoparti-
culas magnéticas de oxido de ferro (associadas a carboxila) menores (10
nm) apresentaram maior absorcédo pelo figado, enquanto as maiores (40 nm)
apresentaram maior absor¢cédo pelo bago. Além disso, as NPs com menor
tamanho (10 nm) foram removidas mais rapidamente do figado e rins, mas
entraram mais facilmente no cérebro e no Gtero. As NPs de oxido de ferro
maiores (40 nm) se acumularam mais facilmente, mas foram facilmente eli-
minadas no baco. O nivel de ferro no cora¢ao diminuiu em todos tratamentos
dessas NPs (10, 20, 30, 40 nm), no entanto, as particulas menores foram
mais eficientes na atuacdo em expressao de genes relacionados a estresse
oxidante, transporte de ferro, processo metabdlico e apoptose (Yang et al.
2015). Estudos mostraram que a eficiéncia da absorcdo de NPs por células
vivas é afetada por suas propriedades tais como tamanho e composi¢cao su-
perficial (Rejman et al. 2004; Chithrani et al. 2006). Além disso, foi sugerido
que a presenca de uma coroa biomolecular provenientes de fluidos biologi-
cos pode conferir interacdes especificas entre o complexo nanoparticula-co-
roa proteica e a superficie celular, com o desencadeamento de captacéo ce-
lular regulado. A coroa pode, no entanto, reduzir as interacfes puramente
inespecificas entre o nanomaterial puro e a membrana celular, o que, por si
s6, desconsiderando interagcfes especificas, provoca uma diminuicdo da ab-

sor¢ao (Lesniak et al. 2013).
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ENDOCITOSE EM NANOESCALA

A endocitose é um processo fundamental no qual células eucarioticas
internalizam moléculas via deformacéo da membrana e geracao de transpor-
tadores ligados a membrana. Os aspectos funcionais ndo se limitam apenas
a absor¢ao de nutrientes, mas também desempenham processos evolutivos
conservados tais como a regulacao da atividade das proteinas da membrana
plasmatica (isto €, receptores de transducdo de sinal, transportadores de
moléculas pequenas e canais ibnicos), 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
0S mecanismos de endocitose. CME foi observada como uma das mais im-
portantes vias de internalizacédo nas células eucaridticas responsaveis pela
absorcédo de nutrientes, sinalizacdo de receptores, bem como o seu papel
fundamental na reciclagem de vesiculas sinapticas em neur6nios. Além
disso, a CME ¢ a via de internalizagdo comumente explorada por virus (Roth
& Porter 1964; Cavalli et al. 2001; Marsh & Helenius 2006).

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

membranicos que, apos a associacdo aos seus ligantes, ocorre a formacao
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de "vesiculas revestidas" no lado citosélico da membrana plasmética. Estas
vesiculas sao formadas por varias proteinas citosoélicas, com a clatrina como
unidade principal. Clatrina tem uma estrutura de trés cadeias, conhecida
como triqueto, resultante da montagem das trés 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 condicdes fisiologicas, a gaiola de clatrina requer outras proteinas co-
nhecidas como proteinas adaptativas (APs). As APs coordenam a nucleacao
da clatrina nos locais de internalizacdo na membrana. Isso desencadeia a
montagem de triquetos de clatrina em uma cadeia poligonal curvada que em
altimo estagio, impulsiona a deformacdo da membrana ancorada (Smith et
al. 1998).

A invaginacdo da membrana durante a formacéo de vesicula revestida
com clatrina (VRC) € iniciada pela interacdo de proteinas de modelacéo da
membrana com a membrana plasmatica em si. Estas proteinas funcionam
como um gabarito de deformag&o da membrana que recruta o adaptador AP-
2. Durante os estagios iniciais do CME, AP-2 juntamente com outros adap-
tadores (conhecidos como CLASPs, proteinas de triagem associadas a cla-
trina) tornam-se os locais de reconhecimento para as diversas cargas e clas-
sificaces de sinais, enquanto as gaiolas de clatrinas estabilizam os pontos
de deformacdo na membrana (Stimpson, et al. 2009). Esta montagem alta-
mente coordenada termina com a formagé&o de VRC. A montagem da clatrina
também é responsavel pela formacao do “pescogo” vesicular que, com a in-

tervencdo de outras proteinas especificas, € 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 vesicula de clatrina perde o revestimento por receptores até alcancar
seu destino intracelular (Traub, 2009).

A internalizacédo 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 formacéo de VRC devem ser
altamente sincronizados com a polimerizacdo de actina. No entanto, como
as proteinas modulam a curvatura da membrana ainda precisa ser elucidado.
Outras questdes importantes ainda ndo respondidas sdo como CCPs evo-
luem em vesiculas (VRC) e mais importante, como seu tamanho é regulado.
Por exemplo, durante as sinapses quimicas, os maiores CCPs tem tamanhos
semelhantes aos VRCs (50 nm de diametro). Em outros tipos de células,
tais como fibroblastos, CCPs de tamanho comparavel aos VRCs (150 nm de
diametro), bem como maiores (4.300 nm de diametro) tém sido observados,
com multiplos dominios de curvatura ou regides relativamente planas ligadas
a seccOes invaginadas, implicando que esse VRC pode se formar tanto a
partir de uma Unica sec¢cao menor bem como a partir de um grande reticulo
(Merrifield et al. 2005).

A CME pode influenciar no destino ou degradacéo lisossémica de na-
nomateriais. Esse fator é relevante quando se utiliza particulas como carre-
adores de farmacos ou genes. No uso de NPs para carreamento de farmacos
(drug delivery), a forma pela qual a particula € endocitada pode fazer com
que ela seja degradada pelas enzimas lisossomais e néo alcance o alvo des-

tinado. Estabelecer estratégias para promover o escape dos endossomos e
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evitar a degradacao lisossomal € vital para o sucesso da terapia. Por esse
motivo, essa via de internalizacdo deve ser evitada quando o alvo do trata-
mento ndo sao os lisossomos, ou quando o escape dos endossomos nao

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

ENDOCITOSE MEDIADA POR CAVEOLINA

Endocitose mediada por caveolina € o mecanismo endocitico inde-
pendente de clatrina mais estudado e é agora reconhecido ser responsavel
por muitas funcdes bioldgicas incluindo a sinalizacao celular, regulacao lipi-
dica e transporte. Além disso, foi sugerido que pode desempenhar um papel
em varias patologias, incluindo cancer, diabetes e infeccéo viral. Caveolae
(do latim: pequenas cavernas) séo invaginacdes da membrana em forma de
frasco de 50-80 nm de varios tipos de células eucaridticas. Elas foram ob-
servadas pela primeira vez nos anos 50 por microscopia eletrénica em célu-
las endoteliais (Palade, 1953). Caveolaes tem um revestimento estriado na
superficie da membrana composta principalmente de caveolina-1 (ou cave-
olina-3 em células musculares) e caveolina-2. Geralmente, as caveolinas sao
proteinas de membrana de 21 kDa ancoradas a membrana celular por uma
sequéncia hidrofébica a partir do citosol.

A Caveolina-1 (juntamente com caveolina-3) é responsavel pela for-
macao estrutural das caveolaes. Entretanto, a funcdo exata da caveolina-2
ainda precisa ser elucidada. Embora as suas caracteristicas estruturais se-

jam amplamente conservadas, ha relatos recentes demonstrando diferencas
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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).

Ha relatos na literatura de diversos nanomateriais internalizados pela
via da caveolina. Essa via tem atraido grande atencao na nanomedicina por
ter sido sugerida como via de escape a degradacgéao lisossomal. Além disso,
a endocitose mediada por caveolina € a via fisiolégica 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 h&a a necessidade de atravessar barreira hematoencefalica (Hillaireau

& Couvreur 2009; de Jesus et al. 2014)

2.5 ACAO DE NANOPARTICULAS EM CELULAS TUMORAIS

A partir do local onde a nanoparticula se acumula dentro da célula, ela
pode atuar de varias maneiras. A citotoxicidade tumoral e efeito anti-metas-
tatico podem se dar por mecanismos como ac¢des pro-apoptoéticas, anti-an-
giogénicas, anti-inflamatorias, imunomodulatorias, anti-mitogénica, entre ou-
tros (Sledge & Miller 2003). Estudos recentes no nosso grupo, demostraram
gue as MRC induzem apoptose em células de cancer de mama MCF-7 (Cha-
ves, et al. 2015). No entanto, o efeito dessas NPs e investigacdes sobre seus

mecanismos anti-metastatico ainda ndo foram realizados

32



EFEITO ANTI-MESTATICO DE NPS

Efeitos anti-metastaticos de NPs sdo outras propriedades desejaveis
gue podem ser obtidas de forma direita ou indireta pelas NPs. De fato, NPs
podem afetar o tumor ndo apenas na fase de desenvolvimento, mas também
em fases tardias quando o tumor se torna invasivo.

A metéastase, a propagacao de células tumorais secundarias a partir
de um tumor primério em locais distantes, € um dos maiores desafios no
tratamento de cancer atual (Schroeder et al. 2012) e é a caracteristica fun-
damental do tumor em crescimento, que resulta da sua invasividade aos te-
cidos proximos e, posteriormente, para 0s outros 6rgaos do corpo atraves do
sistema circulatorio.

No momento do diagndstico, quase 50% dos tumores ja se espalha-
ram. Nesta situacdo, apenas os cuidados paliativos podem ser oferecidos a
maioria destes pacientes. A terapia do foco priméario também resulta em al-
guns efeitos terapéuticos sobre as metastases, porém, estratégias terapéu-
ticas e de diagndstico para combater as metastases e aumentar taxa de so-
brevivéncia precisam ser desenvolvidas (Durr et al. 2013).

Nem todos os tumores satélites podem ser eliminados pela nanotera-
pia, mas pode-se focar em metastases que limitam a qualidade de vida ou
ameacam a vida. J4 existem abordagens para tratar o cAncer com metastase

focadas nesta perspectiva. Yang et al. (2011) introduziu um novo sistema de
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entrega de farmacos guiados magneticamente para vasos linfaticos, base-
ado em nanotubos de carbono funcionalizados com acido poli-acrilico. Eles
conseguiram a inibicdo bem-sucedida da metastase dos nddulos linfaticos
pela administracdo subcutédnea de nanotubos de carbono magnéticos carre-
gados com gemcitabina, bem como com particulas magnéticas de carvao
ativado sob um campo magnético.

Nanomateriais representam ferramentas com muitas possibilidades
de aplicacbes que sO agora estdo sendo realizadas na clinica. Atualmente,
a maioria das nanotecnologias voltadas para o tratamento do cancer con-
centraram-se no tratamento de tumores, mas é importante aproveitar o po-
tencial da nanotecnologia para combater a propagacao do cancer em cada

fase do processo metastatico.

USO DE NANOPARTICULAS ANTITUMORAIS PARA SUPERAR A RESISTEN-

CIA A MULTIPLOS FARMACOS (MDR)

A resisténcia a multiplos farmacos (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 alteracdo da sinalizacao
de apoptose (Jain, 2008). A glicoproteina-P (GPP) tem uma fungéo chave no
fendtipo resistente a multiplos medicamentos em cancer. A proteina confere
resisténcia ao mediar o efluxo dependente de ATP de uma surpreendente

variedade de drogas anticancerigenas. Sua ampla especificidade tem sido
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objeto de inlUmeras tentativas de inibi-la e restaurar a eficacia de drogas an-
ticancerigenas. A estratégia geral tem sido desenvolver compostos que com-
petem com drogas anticancerigenas para o transporte ou atuem como inibi-
dores diretos de GPP. Apesar do consideravel sucesso in vitro, ndo existem
compostos atualmente disponiveis para "bloquear” a resisténcia mediada por
GPP na clinica. A falha pode ser atribuida a toxicidade, interacdo adversa de
drogas e numerosas questdes farmacocinéticas (Callaghan et al. 2014). Ou-
tra abordagem promissora é utilizacdo de nanocompostos para atuar nessa
estratégia
Um estudo avaliou a restauracédo da sinalizacao apoptotica e re-
cuperacao da sensibilidade numa linhagem de células de cancer de ovario
humano, utilizando nanoparticulas poliméricas (epsilon-caprolactona) modi-
ficada (PEO-PCL) para encapsular e entregar os agentes terapéuticos. Os
resultados mostraram que, de fato, a populacdo de células de cancer resis-
tentes pode ter sido completamente erradicada por esta abordagem. Além
disso, com a administracdo de farmaco em nanoparticulas, as células resis-
tentes podem ser atingidas por dose de farmaco perto do IC50 de células
ndo MDR (sensiveis ao farmaco), indicando um aumento de 100 vezes na
quimiossensibilizacdo por meio desta terapia. A analise molecular da ativi-
dade confirmou a hip6tese de que a eficacia desta terapéutica é devido a
uma restauracdo na sinalizagéo apoptotica (van Vlerken et al. 2006).
As propriedades benéficas de NPs podem melhorar ainda mais o su-
cesso terapéutico dos farmacos, mostrando o potencial promissor para 0 uso

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

Apesar da reducao de sua letalidade nos ultimos anos principalmente
em paises desenvolvidos, o cancer de mama ainda € a principal causa de
morte entres os canceres em paises subdesenvolvidos (Torre et al. 2015).
Além disso, esse tipo de cancer é bastante heterogéneo e pode depender
de hormdnios para se desenvolver. S&o varios os fatores de risco gerais re-
lacionados ao cancer de mama nas mulheres como infertilidade, idade da
primeira gravidez, idade da menopausa, mutacdo hereditaria no gene do
cancer de mama BRCA1 / BRCAZ2 e uso de horménios (estrogénio e proges-
terona) na p6s-menopausa (Donepudi et al. 2014). As caracteristicas e 0s
dados epidemioldgicos relacionados ao cancer de mama, refletem a neces-
sidade de novas abordagens terapéuticas para tratar esse grave problema
de saude publica e reduzir as chances de recidivas.

Nesta perspectiva, as NPs MRC possuem caracteristicas promis-
soras para um tratamento mais especificos oferecendo a oportunidade de
transpor varias limitagbes dos tratamentos convencionais. Para que isso
aconteca e fundamental a compreenséo da interacdo que ocorre entre o0 na-
namaterial e as células para estabelecer o mecanismo de acéo e determinar
o melhor alvo para o tratamento. Tendo em vista a oportunidade de superar
as dificuldades no tratamento atual do cancer de mama este trabalho justi-
fica-se também pela ndo compreensao, até o momento, do mecanismo de
acdo de MRC e poucos trabalhos levarem em consideracéo a grande hete-

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

4.1 OBJETIVO GERAL

- Estudar o processo de internalizacdo de MRC (nanoparticulas de
maghemita associada ao citrato de rédio) em diferentes linhagens tumorais
de cancer de mama

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

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar as nanoparticulas por avaliacdo de seus diametros hi-
drodinamicos, potencial zeta e indice de polidisperséao.

- Quantificar as nanoparticulas internalizadas por MET (Microscopio
Eletrdnico de Transmissdo) e MEV (Microscopio Eletrénico de Varredura)
em: MCF-7 (células de cancer de mama responsivas a estrégeno); MDA-
MB-231 (células de adenocarcinoma mamario invasivas nao responsivas a
estrogeno) e HNTMC (human non tumor mesenchymal cells).

- Localizar a distribuicdo das nanoparticulas em regifes das células
tumorais e identificar moléculas que se associam a MRC por analise em

CRM (Confocal Raman Microscopy) e MET.

37



- Estudar as vias endociticas envolvidas na internalizagdo de nano-
particulas nas células por quantificacdo de proteinas (western blot) e inibicdo
das vias endociticas principais.

- Comparar o efeito citotoxico das nanoparticulas associada ao citrato
de rédio e o citrato de rédio livre em células de carcinoma mamario e células
normais.

- Comparar por CRM as possiveis alteracbes morfoldgicas e na com-
posicdo nuclear em células tumorais (MCF-7 e MDA-MB-231) apos 24 e 48
horas de exposicdo a MRC

- Avaliar por CRM o acumulo de MRC em 24 e 48 horas de exposi¢cao

- Estudar o efeito de MRC na sintese de DNA e ciclo celular em MDA-
MB-231 e MCF-7.

- Estudar o efeito anti-metastatico de MRC em células MDA-MB-231
por ensaio de migracao celular.

- Avaliar a expressao de proteinas (glicoproteina-P) relacionadas ao
efluxo de drogas em células tumorais de cancer de mama tratadas com

MRC.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 CELULAS UTILIZADAS

As linhagens de células tumorais maméarias MCF-7 e MDA-MB-231
foram adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC® HTB-22™ e
ATCC® HTB-26™).

As células epiteliais ndo tumorais e nao tumorigénicas de polpa den-
taria humana (HNTMC) foram estabelecidas e cedidas pelo Laboratério de
Morfologia e Morfogénese do Departamento de Genética e Morfologia da
Universidade de Brasilia (Prof. Dr. Ricardo Bentes). As culturas primarias de
células mesenquimais ndo tumorais humanas de polpa dentaria (HNTMC)
foram obtidas de voluntarios saudaveis sob aprovacdo do Comité de Etica

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

5.2 FARMACO, REAGENTES E EQUIPAMENTOS

Foram utilizadas as solucdes de citrato de rédio (RC) e citrato de rodio
associado a nanoparticulas de maghemita (MRC) nas concentracdes de 50
uM, 100 puM e 200 uM. Também foram utilizadas NPs de maghemita funcio-
nalizadas apenas com citrato (MC) em concentracdes normalizadas de ferro

correspondente a MRC 50, 100 e 200 uM. Os fluidos magnéticos utilizados
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foram sintetizados pelo método de co-precipitacdo de ions Fe?* e Fe3* em
meio alcalino e subsequentemente oxidados por borbulhas de oxigénio. Os
fluidos funcionalizados de MRC e MC foram obtidos por experiéncias de ad-
sor¢dao. MRC com 59,6 uM de y-Fe203 e 2,85 uM de RC, MC com 64,7 uM
de y-Fe203 e 2,55 uM de RC e 2,513 mM de Rhz(H2Cit)s. Os farmacos foram
sintetizados pelo grupo do Professor Dr. Aparecido Ribeiro no Instituto de
Quimica da Universidade Federal de Goias (UFG).

Para manutencédo 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-B-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-glicoproteina-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-difeniltetraz6lio), BODIPY® FL C-Lactosilcera-
mida (N- (4,4-Difluoro-5,7-dimetil-4- Bora-3a, 4a-Diaza-s-Indaceno-3-penta-
noilo), Sphingosil 1-p-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 (mBcd

) - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA, Pit stop 2 - Abcam (Cambridge, MA),
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Bicinchoninic Acid Assay (BCA, Thermo Scientifi ¢, Rockford, IL).; ATP da
Invitrogen, San Diego, CA, EUA. Insertos para ensaio de invasao e a matriz
de membrana basal (MatrigelTM) foram adquiridos da BD Biosciences, San
Jose, CA, EUA.

Na analise 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-
cao foi realizada com solucdo SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate (Thermo Scientific - Thermo Fisher Scientific, Inc) e a aquisicéo de
imagens foi por meio do equipamento Image Quant LAS 4000 (GE Heal-
thcare Life Sciences, Buckinghamshire, Inglaterra) e a anélise realizada no
programa ImageJ (NIH, EUA)

Para andlise da migracado celular foi utilizado um Microscépio de luz
Axiovert (aumento de 5 x) e as imagens foram capturadas com o auxilio do
software AxioVision 100 — ambos da Zeiss, Alemanha e para analises ultra-
estruturais e quantificacdo de NPs intracelular foram utilizados o microscépio
eletronico de transmissao, Jeol® 1011 — Tokyo, Japéo, operando em 80 kV
e microscoépico eletrénico de varredura (Jeol, JSM-7000F, Toquio, Japéo).
Para leitura de absorbancias foi utilizado o equipamento Spectramax M5 e
os dados analisados pelo programa SoftMax Pro 5.2, ambos da Molecular
Devices, LLC, EUA. O citometro de fluxo utilizado foi FACS Calibur, BD Bios-
ciences, Inc., San Jose, CA e a andlise dos dados foi realizada no programa
Flow Jo v.5.2.7, Tree Star, Inc. As analises Raman foram realizadas com
microscopio confocal de Raman WITEC alpha300R + (WITEC, Ulm, Alema-

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

analises estatisticas e graficos foram feitos no programa GraphPad Prism 5.

5.3 CULTURA DE CELULA

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 antibidtico e as células foram mantidas em estufa umidificada
contendo 5% de CO2 a 37°C, com excecao de células MDA-MB-231 que foram

mantidas em frascos fechados para evitar a entrada de COx.

5.4 TRATAMENTO DAS CELULAS

Uma quantidade inicial de células foi semeada em placas de poliestireno
de 6, 24 ou 96 pocos (TPP, USA) e mantida sob condi¢des de cultura celular.
Apoés a adesao, as células foram tratadas com citrato de Rédio livre (RC) e
citrato de Rodio associado a nanoparticulas de maghemita (MRC) 0,153 mol/L
de ferro (2x10'® particulas de ferro/mL), nas concentracdes de 50, 100 e 200
MM. As concentracdes utilizadas nos experimentos de captacdo de nanoparti-
culas foram baseadas em um teste de viabilidade inicial e o tempo de exposi-
cao das células as nanoparticulas nos resultados de avaliacdo de cinética por
guantificacdo de Ferro (Fe?* e Fe®*) associado as células MCF-7, utilizando o

método ferrozina (Figura 3, 4). Para avaliar a andlise, 5 x 10* células foram
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plagueadas em placas de 6 pocos. Diluicdes conhecidas de MRC foram utili-
zadas para o célculo final de Ferro. Apés o tratamento com 200 uM de NPs,
as amostras foram lavadas 5 vezes com PBS e armazenadas a -20°C. As cé-
lulas foram lisadas pela adi¢ao de 500 pL de NaOH 0,2 N 10 min e 100 pL do
lisado foram transferidos para tubos tipo eppendorfs. Foram adicionados aos
tubos, 100 yL de HCI (10 mM) e 100 yL de uma solugéo (1:1) contendo HCI
(1,4M) e KM2NO4 (4,5% em H20) e incubados por 2h a 60°C. Posteriormente,
50 pL de solugéo ferrozina (10 M de acetato de amonio, pH 9,5 e 300 uL de
10 mM de ferrozina foi adicionada a cada amostra (30 min) e 280 uL do con-
tetdo de cada microtubo foi passado para placas de 24 pocos (em duplicata).
A absorbéancia 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).

Ferro associado a células (VICF-7)

20-
g - NIC
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Figura 3. Cinética de captacao de MRC em células MCF-7.
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5.5 CARACTERIZACAO DOS FLUIDOS MAGNETICOS

Para a caracterizagdo quanto a distribuicdo de tamanho e de carga su-
perficial da particula, utilizou-se o equipamento Zetasizer Nano ZS no angulo
de 90° (Malvern).

Este aparelho utiliza uma tecnologia denominada Dynamic light scattering
(DLS), que permite estimar o tamanho médio das particulas e a sua distribuicao
de tamanhos. Estas particulas suspensas no liquido estdo em movimento brow-
niano constante, como resultado dos impactos das moléculas do fluido. O mo-
vimento de particulas em concentra¢cdes muito baixas depende da viscosidade
do liquido, da temperatura e do tamanho das particulas. E por meio da mobili-
dade eletroforética, € possivel calcular a medida da magnitude da repulsdo ou
da atracdo eletrostatica ou das cargas entre particulas (Lucas, Soares et al.
2001). O ensaio foi realizado a temperatura de 25°C. Os fluidos magnéticos
foram caracterizados quanto ao potencial zeta e diametro hidrodinamico (sob
angulo de 90°) diluidos em &4gua e meio de cultura. As leituras dos parametros
foram realizadas imediatamente apds as diluicées (Oh) e apds 12 horas de in-

cubagéo (12h).
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Figura 4. Organograma das analises realizadas no trabalho. A partir de um teste inicial de estabilidade,
de resposta citotdxica e cinética de captacao celular de suspensdes de NPs, o trabalho foi dividido em
duas partes: Avaliacdo de internalizacdo de NPs, utilizando as células MCF-7, MDA-MB-231, e HNTMC
para comparar a internalizagéo, a eficiéncia de captacéo celular, a localizacéo intracelular e o meca-
nismo de endocitose das NPS MRC. Na segunda parte (avaliagdo do efeito antitumoral de NPs MRC),
o foco foram as células tumorais MDA-MB-231 e MCF-7 para comparar o efeito citotoxico, avaliar alte-
racOes de sintese de DNA, ciclo celular o acimulo e alterag6es intracelulares e resisténcia de células
tratadas.

5.6 ESTUDO DA INTERNALIZACAO DE NANOPARTICULAS DE
MRC

ANALISE DA INTERNALIZACAO CELULAR DE MRC POR MICROSCOPIA ELE-
TRONICA
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Para a andlise da captacdo de NPs MRC, 8 x 10° células MCF-7 e MDA-
MB-231 foram plagueadas em 6 pocos e, apds a adesdo, as células foram
expostas a NPs (200 yM) durante seis horas. As células desaderidas em mi-
crotubos foram entédo lavadas com PBS e fixadas com Karnovsky (2% de glu-
taraldeido, 2% de paraformaldeido, 3% de sacarose, 0,005 M de cloreto de
célcio em tampao de cacodilato de sddio 0,1 M) durante a noite a 4°C. Subse-
guentemente, as células foram lavadas com tampéo cacodilato de sédio 0,1
M (pH 7,2) e pos-fixado durante 30 minutos com 1% de tetroxido de 6smio e
0,8% de ferricianeto de potassio em tampao cacodilato de sédio e 5 mM de
CaClz. As células foram lavadas duas vezes com agua 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 incluidas
em resina Spurr. As sec¢des ultrafinas foram obtidas com um ultra micrétomo
(Leica, UCT, AG, Viena, Austria) e analisadas em microscopio eletronico de
transmissao (MET).

Ja os cortes semi finos de 0,3 a 0,6 um de espessura sobre suportes
metalicos stubs foram analisados quanto a constituicdo elementar por EDS
utilizando microscopio eletrénico de varredura (MEV) operando a 15 kV. As
seccOes foram fotografadas analisadas para a composi¢céao elementar da pre-
senca do elemento ferro, realizando uma aquisicéo Point & Shoot (NSS Spec-
tral Imaging) utilizando estritamente as mesmas condicfes de aquisicao para
todas as amostras. Além disso, as imagens adquiridas por microscopia eletr6-
nica de transmissao foram utilizadas para quantificar NPs intracelulares. A
analise da imagem de micrografia foi realizada pelo software Image-Pro Plus

(Media Cybernetics, Silver Spring, EUA).
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LOCALIZACAO DE NANOPARTICULAS INTRACELULARES POR MICROESPEC-

TROSCOPIA DE RAMAN

A distribuicdo de nanoparticulas em células MDA-MB-231 e MCF-7 foi
analisada utilizando microscopio confocal de Raman (CRM). A espectroscopia
Raman é uma técnica fotdnica de alta resolucdo que pode proporcionar, em
poucos segundos, informacéo quimica e estrutural de quase qualquer mate-
rial, composto organico ou inorganico permitindo assim sua identificacdo. E
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 € chamado de efeito inelastico também
conhecido como efeito Raman, que possibilita obter muitas informacdes im-
portantes sobre a composicdo quimica do objeto em analise a partir dessa
diferenca de energia. Isto gera uma assinatura da composi¢cdo quimica de
cada material irradiada, também conhecido como impressao digital (Ledinsky
et al. 2015). Para andlises de CRM, um feixe de laser continuo foi focado em
um ponto de 300 nm em uma Unica célula através de um microscopio confocal
de Raman (WITec alpha 300R+, WITec, Ulm, Germany), equipado com um
scanner piezo (P-500, Physik Instrumente, Karlsruhe, Alemanha). A excitacao
a laser de 532 nm foi utilizada em combinagdo com uma objetiva de imersao
em agua (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) atrds de um espectrografo de rede
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(600 g mm?) (Acton, Princeton Instruments Inc., Trenton, NJ) com uma reso-
lugéo espectral de 4 cm™. A superficie celular foi digitalizada com passos de
0,2 um e integrada durante um periodo de aproximadamente 0,1 a 0,3 s a 36
mW de poténcia do laser para produzir mapeamentos celulares de alta quali-
dade. As células foram plaqueadas em placas para andlise Raman (Willco
Wells, Amsterdd, Holanda) e incubadas com as nanoparticulas MRC (100 yM)
por 24 e 48h. Posteriormente, as células foram lavadas com PBS vérias vezes,
fixadas com 3,7% de formaldeido 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 (MBCD -
20 uM) e Pit Stop 2 (20 uM), 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 endocitica
dependente de caveolina). A quantificacao de células contendo nanoparticulas
ou tratadas com inibidores de vias endociticas foi realizada por citometria de
fluxo. Para Western Blot, as células MDA-MB-231, MCF-7 e HNTMC (1 x 109)
foram cultivadas em frascos de culturas. Foi adicionado meio fresco com 100

MM de MRC aos frascos que foram incubados durante 6 horas a 37°C. As
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células foram lavadas trés vezes em PBS gelado e a extracdo de proteina foi
realizada com tampé&o 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 concentracdes de proteinas foram determinadas
pelo ensaio Bicinchoninic Acid Protein Assay. Foi aplicado 20 ug de lisados de
proteina total em gel de poliacrilamida e dodecil sulfato de sodio 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 p6 desnatado em solucdo salina tamponada com Tris entre
0,1%, seguida por incubagcdo com os anticorpos primarios (anti-caveolina-1
1:1000 e anti-clatrina 1:500 - actina) e secundarios (anti-mouse, anti-cabra e
anti-coelho associados a HRP - 1: 5000). A revelacao foi realizada por kit de

guimioluminescéncia ECL.

5.7 ANALISE DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DE NPS MRC

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

Para analise da sintese de DNA e do ciclo as células MDA-MB-231 e
MCF-7 (5 x 10°) foram plagueadas em placas de 6 pocos (10 cm?) em meio
apropriado. Apos a aderéncia, para a analise da incorporacao de BrdU, o meio

foi trocado por outro contendo 10 uM de Bromodesoxiuridina (BrdU) e incu-
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bado durante 2 h a 37°C para incorporagéo de BrdU no DNA. Como um con-
trole negativo, um grupo nao recebeu o BrdU. Posteriormente, as células re-
ceberam novo meio, e nos grupos experimentais foi adicionado o tratamento
de nanoparticulas contendo 100 uM MRC, por 24h. O grupo que nao recebeu
o tratamento foi considerado o “ponto zero” e foi coletado imediatamente apds
a incorporacgéo de BrdU e processado até o passo de fixacdo overnight a 4°C.
Apoés a fixagdo (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 solugéo de permeabilizagéo foi removida e foi adicionado 1 mL de
HCI (1N) por 10 minutos no gelo e posteriormente trocado por 10 mL HCI (2N)
por 10 minutos a temperatura ambiente. Foi adicionado 1 mL de uma solugéo
de fosfato e acido citrico (182 mL de 0,2 M de Na2HPO4 + 18 mL de 0,1 M de
acido citrico, pH: 7,4) por 10 minutos a temperatura ambiente. O conteudo foi
removido, as células foram lavadas trés vezes com triton X-100 (0,1%) e foram
incubadas com 1 mL da solu¢do 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, a temperatura ambiente). Foi feita analise de incorporacao de
BrdU no citbmetro de fluxo (FL1). Para a analise do ciclo celular, o contetdo
de DNA das células foi marcado com lodeto de propidio (5 pg/mL) em uma
solugcdo contendo 5 pL de RNAse (10 mg/ml) por 10 minutos. As células
(10.000 de cada grupo em triplicata) foram analisadas em citdmetro de fluxo

(FL2).
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AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE

O método utilizado para avaliar a viabilidade celular foi o método colori-
métrico do MTT, baseado na analise da reducéo do reagente MTT em forma-
zan, pela acao de desidrogenases mitocondriais. A presenca destas enzimas
ativas é um indicativo de viabilidade celular. Os cristais roxos de formazan,
formados pela reducao do MTT, sdo quantificados por técnicas de espectrofo-
tometria. Apos os periodos de tratamento (24, 48 e 72 horas) das células, nas
concentracdes de 50, 100 e 200 uM, o conteudo dos pocos contendo RC e
MRC em meio de cultura foi substituido por uma solucdo de meio contendo
0,5 mg/mL de MTT (5 mg/mL em 0,15 M de PBS (tampao de fosfato de sodio:
NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NazHPO4 10 mM; KH2PO4 2 mM; pH 7,4). Foram
realizados tratamentos com os farmacos em poc¢os vazios (sem células) se-
guindo das demais etapas do protocolo para posterior uso como os “brancos”
correspondente a cada tratamento e concentracdo. Posteriormente, as célu-
las foram incubadas por 2,5 horas em estufa umidificada contendo 5% de CO2
a 37°C. Em seguida, o meio de cultura com MTT foi removido e, logo, adicio-
nados 200 pL de DMSO (Sigma) para solubilizar os cristais de formazan for-
mados. Estes cristais foram quantificados em espectrofotdmetro utilizando

comprimento de onda de 595 nm.

TESTE DE MIGRACAO CELULAR

Para avaliar a capacidade de migragéo/invasdo de MDA-MB-231, as cé-

lulas (1x10 ©) foram plagueadas e tratadas com MRC NPs em frascos de 25
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cm? durante 24 horas. O tratamento com 200 uM de nanoparticulas foi feito
nos frascos de cultura durante 24 horas. As células viaveis foram tripsinizadas,
ressuspensas (2 x 10%) em meio L15 sem soro fetal bovino (SFB) e adiciona-
das ao topo das insergOes (Transwell para placas de 24 pocas BD Bioscien-
ces) com poros de 8 ym revestidos com uma camada fina (30 yL) de Matrigel
™ (BD Biosciences) diluido 5x em meio de L15 livre de soro fetal bovino con-
gelado. A placa foi incubada durante 1 h a 37°C para uma solidificagédo da
camada de Matrigel. Nos pocos da placa, abaixo das inser¢des, foi adicionado
meio L15 suplementado com 10% do SFB para atrair a migracéo das células
através dos poros. Apés 48h, os insertos foram removidos da placa e as célu-
las aderidas a parte superior do Transwell (que ndo migraram) foram removi-
das com um cotonete. As células restantes na parte inferior do inserto foram
fixadas (paraformaldeido 3,7%, 15 minutos) e coradas com violeta de cristal
(0,1%) durante 5 minutos. Todas as células coradas foram fotografadas (am-
pliacdo 5x) e a taxa de migracdo foi dada por contagem automatizada de cé-

lulas processadas com o software ImageJ.

AVALIAGAO DE RESISTENCIA CELULAR INDUZIDAS POR MRC

A producéo das glicoproteina-P no lisado proteico das linhagens MDA-
MB-231, MCF-7 e células HNTMC foram avaliadas por Western Blot. A prote-
ina B-actina foi utilizada como controle interno. As células foram adicionadas
a placas de 6 pocos em quantidades de 5 X 10° células por poco. Apés trata-
mento, (100 uM MRC, por 24 e 48 h) as células foram lisadas com 60 pL de
Tampao Triton Lysis Buffer (Tris-HCI 50 mM Ph 7,4; NaCl 150 mM; EDTA 5

mM e Triton X 100 1%) com inibidor de protease, diretamente no pog¢o, com o
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auxilio 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 proteinas totais foram armazenadas a -20°C e quantificadas utilizando-
se o kit Bicinchoninic Acid Protein Assay de acordo com as recomendacdes
do fabricante.

No gel de acrilamida de gradiente entre 4%-12%, foram aplicados 20 ug
de proteinas totais de cada amostra. Antes de serem aplicadas, as proteinas
foram fervidas por 5 minutos. A corrida do gel foi realizada a 160 V por 1 hora,
utilizando-se o tampao Tris-Glicina (25 mM Tris; 250 mM Gilicina; 1% SDS —
pH 8,2).

Para o Western Blot, o gel foi transferido para a membrana de nitrocelu-
lose, com tampéao de transferéncia (24 mM Tris, 193 mM Glicina, 20% Metanol)
pelo sistema semi-dry por 45 minutos, a 15V. A membrana foi bloqueada com
tampéo de bloqueio (5% leite desnatado Molico e 0,05% Tween-20 em PBS)
por 1 hora em agitacdo, a temperatura ambiente. Em seguida, os anticorpos
primarios foram diluidos em tampdo de bloqueio nas seguintes dilui¢cdes:
1:1.000 anti-glicoproteina-P; 1:20.000 anti-B-actina e incubados com a mem-
brana overnight, a -4°C. Em seguida, as membranas foram lavadas trés vezes
por 5 minutos em 0,05% Tween-20 em PBS e incubadas com os anticorpos
secundarios conjugados a HRP diluidos 1:5.000 em solucdo de bloqueio por
1 hora sob agitacdo, a temperatura ambiente. Apos a incubac¢ao com anticorpo

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

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

ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR

Para avaliar a capacidade migratoria/invasividade de células MDA-MB-
231 apods tratamento com NPs de MRC, as células foram plaqueadas (1 X 106)
em garrafa de 25 cmz2 por 24 h. O tratamento com 200 uM de nanoparticulas
foi feito na garrafa de cultura por 24 h. As células passaram por tripsinizacao,
foram contadas e avaliadas quanto a viabilidade (azul de trypan) ressuspendi-
das (2 x 10*) em meio L15 sem SFB e adicionadas a parte superior dos inser-
tos (Transwell para placas de 24 pocos - BD Biosciences), com poros de 8 um,
revestidos com uma fina camada (30 pL) de Matrigel™ (BD Biosciences) dilu-
ido 5x em meio L15 gelado livre de SFB. A placa foi incubada por 1h a 37°C
para a solidificacdo da camada de Matrigel. Nos pocos da placa abaixo dos
insertos, foi adicionado meio L15 suplementado com 10% de SFB para atrair
a migracao das células através dos poros. Apoés 48 h, os insertos foram retira-
dos da placa e as células aderidas na parte superior do Transwell (que nao
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 (magnificacdo de 5 x) e a taxa de migracao se deu por

contagem automaticas das células processada com o software Image J.
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5.1 ANALISE ESTATISTICA

Os dados das analises quantitativas foram submetidos ao teste t Student
para amostras ndo pareadas (entre dois grupos) ou a analise de variancia sim-
ples (ANOVA) (entre trés ou mais grupos). As andlises estatisticas foram con-
duzidas utilizando o Software GraphPad Prism e os resultados foram expres-
sos como Média = SEM ou desvio padrao (utilizados nas analises de caracte-
rizacdo das NPs). Valores de P < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.

6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 CARACTERIZACAO DOS FLUIDOS MAGNETICOS

A suspensao de NPs MRC diluida em H20 apresenta diametro hidrodi-
namico meédio de 119,5 nm com indice de polidispersividade (p.d.i) de 0,17,
potencial zeta de -35 mV e manteve valores semelhantes ap6s medicdes pos-
teriores em diferentes intervalos de tempo. Este nanocomposto diluido em
meio de cultura DMEM apresentou valores médio de diametro hidrodinamico
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 Oh e 12h, respectivamente. As NPs de MC em agua man-
tiveram o diametro hidrodinamico médio de 97 nm (p.d.i = 0,2) e potencial zeta
medio de -44,7 mV. Em meio de cultura DMEM, o diametro hidrodinamico me-

dio dessas NPs foi de 411 nm com carga de superficie 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 nanoparticulas sofreram alteracbes de diametro hidrodina-
mico e de carga superficial. Aumento no didametro hidrodinAmico sugere a for-
macao de coroa proteica na superficie da nanoparticula. (Moore, 2015). Na-
noparticulas estaveis podem se tornar instaveis devido as ligagbes com molé-
culas e proteinas, alterando suas caracteristicas funcionais e favorecendo a
formacéao de agregados (Allen, 1969; Zha, 2002). Esses processos podem in-
fluenciar o comportamento de particulas in vivo, assim como alterar significa-
tivamente o seu direcionamento (Moore, 2015). Além disso, altera¢des no pH
e no estado de aglomeracdo, podem afetar a carga de nanoparticulas (Berg
et al. 2009). Nanoparticulas MRC apresentaram estabilidade em agua e meio
de cultivo. No entanto, MC ndo se mostraram estaveis em meio fisioldgico tal
como meio de cultura (Figura 5), inviabilizando o uso dessas nanoparticula

como controle nos demais testes.

Tabela 1. Caracterizag&o das nanoparticulas

SAMPLE T (°C) h.d. (hm) P.D.l Potencial zeta
(Mv)
MRC H20 25 120+1 0,17 £0,01 -35+6
MRC DMEM -0h 25 161 +2 0,17 £ 0,01 -13 £2
MRC DMEM-12h 25 166 + 3 0,17+ 0,01 11+ 1
MC H20 25 97+ 1 0,20 + 0,02 -45+6
MC DMEM -0 h 25 411 +15 0,37 = 0,05 12 £1
MC DMEM-12h 25 310+ 7 0,280 + 0,003 -12+1

Nanoparticulas de maghemita associadas a citrato de Rodio (MRC). Nanoparticulas de maghemita as-
sociadas a citrato (MC). Temperatura (T), diametro hidrodinamico (h.d), Indice de poli diversidade

(P.D.l), potencial zeta/millivolts (mV).
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Figura 5. Nanoparticulas de maghemita associadas ao citrato (MC) e associadas ao citrato de rédio
(MRC) diluidas em meio de cultura (DMEM) por 6 horas a temperatura ambiente. MC (a esquerda)
formou duas fases enquanto MRC (a direita) mante-se uniformemente diluidas em meio de cultura
(DMEM) por 6 horas a temperatura ambiente. MC (& esquerda) formou duas fases enquanto MRC (a

direita) mante-se uniformemente diluida.

6.2 ANALISE ULTRAESTRUTURAL DA INTERNALIZACAO DE NANO-

PARTICULAS DE MRC EM CELULAS

Apoés seis horas de exposicéo, as imagens de HNTMC mostraram algu-
mas nanoparticulas de MRC dentro do citoplasma (Figura 6A, D) e uma quan-
tidade substancial de NPs envolvendo a superficie da membrana celular (Fi-
gura 6D). As imagens das células MCF-7 e MDAMB-231 revelaram nanopar-
ticulas frequentemente presentes no citoplasma (Figura 6B, C). E possivel
identificar as vesiculas contendo nanoparticulas desde a membrana celular
até regides préximas ao nucleo, especialmente em células MCF-7 (Figura 6B,
E). Em células MDA-MB-231, as MRC NPs estdo em alta concentragao for-
mando grandes grupamentos de nanoparticulas (Figura 6C, F). Foi possivel
a visualizacdo das nanoparticulas dentro dos nucleos nas células MCF-7 (Fi-
gura 6H) e MDA-MB-231 (Figura 61). No entanto, n&o foi identificada a pre-

senca de MRC em nucleos das células HNMTC (Figura 6G). Sinais de citoto-

57



xicidade foram observadas em células MCF-7 e MDA-MB-231 tais como cari-
orrexis (Figura 6H, 1) e vacuolos (Figura 6H, cabeca de seta). N&ao € surpre-
endente que as trés linhagens celulares comparadas tenham taxas de absor-
cdo de NPs distintas, uma vez que é bem conhecido que as taxas de endoci-
tose sao especificas ao tipo de célula (Cartiera et al. 2009). Estudos anteriores
demonstraram a internalizagdo de nanoparticulas magnéticas com tamanhos
semelhantes a MRC em MDA-MB-231, MCF-7 (Zhang et al. 2008; Cai et al
2015) e células semelhantes a HNTMC (Auffan et al. 2006).

Sabe-se que a formacao de diferentes tamanhos de aglomerados entre
linhagens celulares pode ocorrer durante a diluicdo 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 formacdo de agregacéo
de nanoparticulas (Moore et al. 2015). Considerando que cada um dos trés
tipos de células utilizadas nesse estudo requer um meio de cultura especifico,
este fator de interferéncia foi avaliado. As nanoparticulas de MRC foram ana-
lisadas quanto as alteracbes dos diametros hidrodindmicos apds incubacao
com os trés diferentes meios de cultura (L15, RPMI e DMEM) nas mesmas
condi¢des de tratamento com MRC nas células (37°C, 6h). Os resultados ex-
cluiram a influéncia do tipo de meio de cultura sobre a formacéo de agregados
maiores e diferentes padrdes de captacdo observados nos trés tipos de célu-

las estudadas (Figura 7).
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Figura 6. Micrografias eletronicas de células expostas a MRC por 6 h. As imagens de células HNTMC mostraram
algumas nanoparticulas de MRC (indicadas por setas vermelhas) dentro do citoplasma (primeira coluna) e uma
guantidade substancial de NPs que circundam a superficie da membrana celular (D). As imagens das células MCF-
7 (segunda coluna) e MDA-MB-231 (terceira coluna) revelaram nanoparticulas MRC frequentemente presentes no
citoplasma. O agrupamento maior de nanoparticulas MRC é encontrado em células MDA-MB-231 (C). As NPs MRC
atingiram o nucleo (N) em células MCF-7 e MDA-MB-231 (H, 1), enquanto nucleos livres de MRC foram observados
em células HNTMC (G). A ponta de seta vermelha mostra vacuolos perinucleares em células MCF-7 (H). A carior-
rexis € evidenciada no nucleo de MCF-7 e MDA-MB-231 (H, ).
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Figura 7. Analise do didametro hidrodinamico (h.d) em meios de cultura. O grafico mostra maiores valo-
res de h.d de MRC diluidas em meios de cultura comparados as diluidas em agua (a*). N&o héa dife-
renca entre os diametros hidrodindmico de NPs diluidas em meios L15, RPMI e DMEM.

6.3 CO-LOCALIZACAO DE NPS POR MICROSCOPIA CONFOCAL DE
RAMAN

O espectro Raman de suspenséao aquosa de NPs MRC seca sobre placa
de quartzo exibe picos, que séo caracteristicos das estruturas cristalinas de
maghemita (y-Fe203) e hematita (a-Fe203) (Figura 8, a esquerda). A pre-
senca de duas fases cristalinas pode ser explicada pelo efeito térmico induzido

por laser que leva a transicao de fase y para a fase a (Chamritski et al. 2005).
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Os dois picos principais em 210 e 280 cm* foram utilizados para a identifica-
cdo das NPs em ambiente biologico (Figura 8, a esquerda).

As moléculas presentes nas células: proteinas, lipidios e acidos nuclei-
cos tém bandas de Raman distintas com picos ha gama espectral de 600-3000
cml. Essas, regides foram identificadas dentro da célula a partir dos espec-
tros, com atribuicdo de cores distintas para cada uma delas (citoplasma, nua-
cleos, lipideos e NPs) (Figura 8 a direita; Figura 9).

A regido nuclear de células foi identificada por picos de Raman a 788,
1097 e 1340 cm 1. O pico a 788 cm* é atribuido ao modo de estiramento O-
P-O da estrutura do DNA (Movasaghi et al. 2007). O pico no espectro do nu-
cleo a1097 cm é atribuido ao modo de alongamento de PO2 do DNA (Wyroba
et al. 2015) e 1340 cm™ corresponde a guanina e adenina (Notingher et al.
2004). A regido de alta frequéncia acima de 2000 cm contém principalmente
informacdes sobre os modos de estiramento C-H dos grupos metileno e me-
tila. Em particular, essa regido revela a presenca e a propor¢cao de grupos CHs
e CHz2, que sao importantes para identificar regides ricas em proteinas, e lipi-
deos e proteinas. As bandas de estiramento simétrico de CH2 (2850 cm?) sdo
muito mais intensas em lipidios do que no citoplasma devido a uma menor
densidade de grupos CH2 em proteinas em comparacdo com lipideos. Nas
goticulas lipidicas (GLs), esse modo de alongamento é muito intenso. As ban-
das especificas de adenina e guanina do nucleo, a amida | das proteinas e os
alongamentos de CH2, os modos CO e C = C das GLs podem ser facilmente
observados e servem como ferramenta para a discriminacdo da composicao

guimica das células (Chamritski et al. 2005; Notingher et al. 2003; 2004).
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Figura 8. Identificacdo do espectro de nanoparticulas. Os espectros vermelhos e pretos correspondem a NPs
diluidas em agua secas sobre um substrato de quartzo e dentro das células MDA-MB-231, respectivamente.

A Figura 9 mostra as imagens de Raman das células MCF-7 e MDA-MB-
231 geradas a partir dos cédigos espectrais moleculares de diferentes compo-
nentes celulares e nanoparticulas. As NPs estdo co-localizadas com o cito-
plasma, regido perinuclear e com regides nucleares apds 24 h de exposicéo
em células MCF-7 e MDA-MB-231, em concordancia com os dados de MET.
Os espectros foram gerados calculando a média de todos os espectros na
regiao de interesse e, em seguida, separados utilizando o "algoritmo DEMIX".
A analise de agrupamento (cluster) também foi utilizada para os espectros ba-
sicos.

As NPs foram inteiramente internalizadas em ambas as linhagens celu-
lares com localizacéo citoplasmatica e regido perinuclear apés 24h. No en-
tanto, houve um padrao de translocacao 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 observacao esta de acordo
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com os dados de MET. Nas células MCF-7, as NPs foram distribuidas em toda
a célula, mas na maioria os agregados variaram de 0,5 a 1 ym na regiao peri-
nuclear (Figura 9, acima). J& em MDA-MB-231 os aglomerados alcangaram
mais 2 um (Figura 9, abaixo). As NPs MRC também foram encontradas par-
cialmente localizadas com GLs em ambas as células.

A presenca de nanoparticulas MRC no nacleo também foi evidenciada
pela analise de micro espectroscopia confocal de Raman corroborando as
andlises por MET. Estudo recente demonstrou que a localizac&o celular de
farmacos pode determinar o seu mecanismo de a¢do anticancerigeno. Neste
contexto, a translocagdo do composto para o nucleo da célula pode induzir o
blogueio do ciclo celular na fase S por meio do desencadeamento da resposta
ao dano do DNA mediada por p53, alcancando uma eficacia anticancerigena
mais elevada do que outras formulagdes localizadas no citoplasma (Che et al.

2015).
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Figura 9. Localizacao intracelular de nanoparticulas 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 a esquerda representam a sobreposi-
¢do de citoplasma (verde), NPs MRC (vermelho), gotas lipidicas (amarelo) e nacleo (azul).

Algumas caracteristicas observadas nos espectros de MRC intracelu-
lar sdo tipicas de estruturas vesiculares como endossomos e lisossomos (Fi-
gura 10). A frequéncia do modo de respiracdo do anel aromético da fenilala-
nina em torno de 1000 cm ! pode ser atribuida aos endossomos (Xie et al.
2005). As bandas entre 1275 a 1300 cm™ sdo atribuidas ao estiramento e os
modos de flexao da estrutura de CHz do imidazol. Da mesma forma, = C-H no
modo flex&o e respiracéo do anel encontrados na frequéncia em torno de 1285
- 1300 cm é atribuido a imidazol nos endossomos e tende a sofrer alteragédo
para 1275-1285 cm™ em lisossomos (Stewart & Fredericks 1999; Mesu et al.
2005). Um pico forte a 1349 - 1357 cm nos endossomos corresponde ao
alongamento do anel = N-C e C = N em imidazol. Este pico sobrepde-se com
o modo de ondulagdo em CH:z encontrado a 1325 cm™ nos endossomos e é

deslocado até 1370 cm™ em lisossomos possivelmente devido ao pH mais
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baixo. Além disso, N-H no modo flexao junto com o estiramento da estrutura
de C=N nos aneis de imidazol possui frequéncia em torno de 1472-1482 cm-
em endossomos (Huefner et al. 2005). Os principais picos observados nos
espectros das nanoparticulas dentro das células estdo resumidos na Tabela
2 com suas respectivas interpretacoes.

Conjuntamente esses dados sugerem que as nanoparticulas MRC séo
incluidas em vesiculas em ambas as células. Este resultado foi esclarecedor,
principalmente para a captagdo em células MDA-MB-231 nas quais ndo foi
possivel visualizar estruturas de vesiculas em torno dos aglomerados de na-

noparticulas nas imagens adquiridas por MET.
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Figura 10. Espectros das regides de interesse (lipideos, NPs, nlcleo e citoplasma) de células MDA-
MB-231 e MCF-7 mostrando a co-localizacdo de MRC com vesiculas endociticas. A figura mostra a
regido do espectro entre 750 e 1500 cm -1.
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Tabela 2. Resumo dos picos em destaque no espectro

PICOS (cm )
MDA-MB-231 MCF-7
1349 - 1357 1349 - 1357
1275-1300 1275-1300
650/670 650/670
788 788

INTERPRETACAO
=N-CeC=N
em imidazol
(alongamento
do anel) Estruturas ve-

CH> do Imidazol
(flexao)

Tirosina / Gua-
nina

Modo de estira-
mento O-P-0O da
estrutura do
DNA

siculares

Elementos nu-
cleares
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6.4 EFICIENCIA DA CAPTACAO CELULAR DE NPS

Para avaliar a captagdo de nanoparticulas de MRC por MDA-MB-231,
MCF7 e HNTMC, as regibes de células foram selecionadas a partir das ima-
gens adquiridas por MEV. A sele¢éo das células foi definida pela intensidade
luminosa (Figura 11A, B). A presencga do elemento 6smio no espectro foi uti-
lizada como um padré&o interno para definir as regides celulares, uma vez que
os diferentes componentes celulares contém moléculas de metal pesado (usu-
almente 6smio) usadas durante a preparacdo das amostras para MET. Esse
agente contrastante esta presente principalmente em lipidios, como na regido
de membranas. Apesar de ser um 6timo controle das regifes celulares, inter-
fere e sobrepde significativamente nos espectros do EDS (Wyroba et al. 2015)

O nivel 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). Propor¢céo semelhante da distribuicdo de concentra-
¢ao de nanoparticulas MRC (NPs/um?) entre os trés tipos celulares foi reve-
lada por analises de imagens adquiridas por MET (Figura 11D). Estes resul-
tados reforcam os diferentes padrdes de captacdo de NPs em células de can-
cer da mama nao metastatico (MCF-7), cancer de mama metastéatico (MDA-
MB-231) e células mesenquimais ndao tumorais (HNTMC) ja observadas em
micrografias de MET. A avaliacéo in vitro utilizando células semelhantes a
HNTMC revelou uma menor internalizacdo de NPs de maghemitas em com-
paracdo com células tumorais (HelLa), corroborando os nossos resultados

(Auffan et al. 2006). Ambos os métodos foram particularmente contributivos
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para este trabalho por alcangar concentracdes de NPs dentro das células (de-
vido a seccédo) e por excluir variaveis indesejaveis tais como variagdes de ta-
manho de células e nanoparticulas associadas a superficie das células. Além
disso, as técnicas aplicadas sé&o livres de marcacdo. Técnicas de dosimetria
livre de marcacéo e de imagens sao vantajosas pois permitem o estudo direto
de nanomateriais auténticos. Metodologias que empregam o laser confocal e
a citometria de fluxo utilizadas usualmente para a localizacdo e quantificacao
de nanoparticulas requerem marcacao fluorescente e moléculas de fluoréforos
gue podem alterar significativamente as propriedades superficiais dos nano-
materiais e, assim, mascarar sua captacéao e distribuicao celular (Collins et al,
2016). A diferenca na eficiéncia da absorcéo de particulas pode ser explicada
por varia¢cdes na composicao da membrana celular e na atividade metabdlica
das células testadas (Brunner et al. 2006; Kettler et al. 2014). As células MDA-
MB-231 e MCF-7 tém uma captacédo de aproximadamente 3 e 2 vezes (res-
pectivamente) mais elevadas do que as células HNMTC (células ndo tumo-
rais). A alta atividade metabdlica das células tumorais pode levar a superex-
pressao dos receptores de superficie, 0 que pode contribuir para 0 aumento

da captacdo de NPs (Kholer et al. 2005).
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Figura 11. Eficiéncia da captacédo de MRC. (A) Células em seccdes de resina visualizadas por Micros-
copio Eletrénico de Varredura. (B) A regido do contetdo de células selecionada por intensidade de luz
para realizar a analise de EDS. (C) Percentagem de ferro em células analisadas por EDS. (D) Quanti-
dade de MRC em pym? 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 captacédo de NPs de
MRC, foi realizado um teste de Western blot para avaliar os niveis de expres-
sdo de clatrina e caveolina, proteinas que caracterizam duas rotas importantes
de endocitose, tanto em células tumorais como normais, controles ou tratadas

com NPs. E possivel notar que as células tumorais, MCF-7 e MDA-MB-231,
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apresentaram niveis basais muito mais elevados de expresséo de clatrina do
gue as células HNTMC (Figura 12A e Figura 13). O tratamento com NPs le-
vou a um aumento na expressao de clatrina em todas as linhagens celulares,
mas de forma mais pronunciada nas células HNTMC e MCF-7 (Figura 12A).
No que diz respeito a expressao da caveolina, ndo foram observadas diferen-
cas entre o controle e as células tratadas em todas as trés linhagens celulares,
e como esperado, as células epiteliais MCF-7 apresentaram niveis muito mais
baixos de caveolina. Esses resultados sugerem que a endocitose de MRC é
provavelmente dependente de clatrina devido a sua ocorréncia ubiqua em cé-
lulas eucaridticas e, como as células HNTMC expressam niveis basais mais
baixos desta proteina, isso pode explicar a melhor seletividade das NPs para
as células tumorais em comparacao com células normais neste trabalho. Para
testar esta hipotese, as vias endociticas dependentes de clatrina e caveolina
foram inibidas individualmente com doses ndo citotoxicas (Figura 14 e 15) de
Pit Stop 2 e metil beta ciclodextrina (MBCD), respectivamente, em células
MDA-MB-231. Esta andlise foi conduzida com avaliacéo por citdbmetro de fluxo
dos parametros Forward Scatter (FSC) e Side Scatter (SSC) (Figura 12B). As
intensidades de FSC e SSC séo proporcionais ao tamanho da célula e a den-
sidade intracelular, respectivamente, permitindo a distincdo 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
internalizacdo da transferrina marcada com Alexa-488 foi inibida em 40% com
o tratamento com Pit Stop 2 e a absorcao de lactosilceramida também foi sig-

nificativamente reduzida na presenga de MBCD (Figura 14), confirmando a
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inibicao efetiva dessas vias endociticas. A incubacao de células MDA-MB-231
tratadas com MCR e previamente, com Pit Stop 2 resultou em aproximada-
mente 30% de inibicdo da absor¢do de nanoparticulas. No entanto, a absor¢éo
celular de MRC néo foi reduzida quando a via dependente de caveolina foi
inibida. Juntos, esses dados corroboram os resultados anteriores do WB, indi-
cando que a internalizagdo dessas NPs parece ocorrer de maneira depen-
dente de clatrina. A via da caveolina parece nao participar da captacéo de
nanoparticulas MRC nessas linhagens celulares (Figura 12C).

Particulas e fArmacos endocitados pela via da clatrina tem como destino
a degradacéo lisossomal ou a reciclagem para a superficie celular. Portanto
essa via tende a ser evitada na formulacdo de nanoestruturas que nao 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 préton” que
postula que o aumento de ions dentro dos endossomos causa osmalise e con-
sequente liberacdo de sua carga no citosol. Esse efeito € alcancado por parti-
culas catibnicas que séo capazes de absorverem prétons dentro dos compar-
timentos endossdmicos (Canton & Battaglia 2012). Apesar de MRC diluida em
agua apresentar carga superficial negativa, elas tendem a perder ions em
meio biologico (Tabela 1). Deve-se considerar que no meio extra e intracelular
as NPs interagem com diversas proteinas e moléculas, algumas das quais sao
capazes de adsorverem a suas superficies e alterarem algumas de suas ca-
racteristicas como carga superficial (Nel et al. 2009). Além disso, variacao da
localizacé&o intracelular de NPs com e sem coroa proteina proveniente do SFB

ja foi relatada (Lesniak et al. 2012). A coroa proteica das MRC pode torna-las
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catidnicas no seu percurso até os endossomos de onde as NPs sao liberadas
e alcangam o nucleo celular onde, provavelmente, esta centrada sua acao an-
titumoral.

E possivel conectar o maior agrupamento de nanoparticulas, encontra-
das principalmente em MDA-MB-231 (Figura 6C) com o0 seu mecanismo de
endocitose de MRC dependente de clatrina, uma vez que o tamanho das par-
ticulas pode influenciar a via de endocitose (Chithran et al. 2006). No entanto,
os dados que suportam esta relacdo e mecanismo € limitado e controverso,
especialmente com modelos de células tumorais (Nel et al. 2009). Os dados
encontrados nesse trabalho estdo de acordo com estudos que mostraram que
a captacdo de particulas ou aglomerados com um diametro de 500 nm é me-
diada por clatrina (Zhang et al. 2010, Blechinger et al. 2013). Alguns trabalhos
sustentam que a internalizacdo de particulas com diametros inferiores a 200
nm envolve vesiculas revestidas com clatrina enquanto particulas maiores sédo
absorvidas por mediacéo de caveolina (Rejman et al. 2004; Suen et al. 2014).
Estes dados conflitam, no entanto, com as estimativas de diametros de 50-80
nm e 120 nm para vesiculas de caveolina e revestidas com clatrina, respecti-
vamente. Com base nessa estimativa, presume-se que as dimensdes das ve-
siculas de revestimento provavelmente limitam o tamanho das particulas que
serdo 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 proliferacdo e migracédo de células cancerigenas. Es-
tes processos requerem a modulacéo dinamica de proteinas de superficie ce-

lular por endocitose. Dada esta conexao funcional, tem sido sugerido que a
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endocitose é desregulada no cancer resultando em células com diferentes fe-
notipos (Elkin et al. 2015). Os presentes resultados demonstraram alto nivel
basal de expresséo de clatrina em células tumorais. Esta relacdo funcional
pode revelar um importante marcador de fenétipo tumoral. No entanto, mais
estudos sao necessarios para explorar diretamente o papel e a regulacdo de

clatrina em células de cancer de mama.
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Figura 12. Estudo de endocitose. (A) Western blot mostrando expresséo de clatrina e caveolina em MDA-
MB-231, MCF-7 e HNTMC. As amostras foram normalizadas para igualar a proteina total. (B) Analise de
disperséo de luz por citometria de fluxo mostrando células MDA-MB-231 com nanoparticulas de MRC (ver-
melho) e sem nanoparticulas de MRC (azul). (C) A captacao de MRC por MDA-MB-231 foi quantificada ap6s
inibicdo de clatrina (pit stop 2) e caveolina (metil beta ciclodextrina). *P < 0,05.
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Figura 14. Inibicdo das vias de endocitose dependente de clatrina e caveolina. Os histogramas mostram
que as vias de caveolina (acima) e clatrina (abaixo) foram inibidas. A internalizacéo dos controles de en-
docitose BODIPY-LacCER (caveolina) e Ferritina-Alexa 488 (clatrina) foram avaliados antes e apos a ini-
bicdo das vias de caveolina e clatrina com metil-B-ciclodextrina e Pit Stop 2, respectivamente.
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Figura 15. Viabilidade celular apés tratamento com inibidores de endocitose. O gréafico representa a
viabilidade de células MDA-MB-231 tratadas com 20 uM de inibidores da via clatrina (Pit Stop 2) e
caveolina (MBCD) por 2 horas.

6.6 ANALISE DE CITOTOXICIDADE

As células ndo tumorais (HNTMC) néo tiveram suas viabilidades estatis-
ticamente alterada pelo tratamento por até 72h com as NPs MRC, e RC nas
concentracdes de até 200 uM (Figura 16A, B, C). Estudos de viabilidade com
MRC em linhagens ndo tumorais j& 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
imortalizagdo que as modificam, tornando-as mais resistentes (Bana & Bagrel
2011). A utilizagédo de células de cultivo primério como as utilizadas no pre-

sente trabalho, foi essencial para complementar a elucidacao in vitro de um
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possivel efeito especifico passivo das NPs. O tratamento contendo nanoparti-
cula (200 uM MRC) induziu significativamente a inviabilidade de células MDA-
MB-231, em 24 horas de tratamento (Figura 16A). No entanto, observou-se
uma maior reducao de células viadveis apos 48 e 72h (Figura 16B, C). Nota-
se que o composto contendo nanoparticulas 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 ndo foi de-
pendente do tempo de exposi¢cao (Figura 16A, B, C). Apesar de terem sua
viabilidade reduzida significativamente em 24 horas de tratamento com MRC
j& na dose intermediaria (100 uM), as células parecem recuperar sua viabili-
dade a partir de 48 horas de exposicao (Figura 16A, B). Os diferentes com-
portamentos observados nos dois modelos celulares testados podem contri-
buir para um melhor entendimento da acéo dessas NPs. Consequentemente,
esses dados podem auxiliar na predicao posolégica mais apropriada para as
diferentes células. Assim, em tumores com caracteristicas semelhantes as cé-
lulas MCF-7, a exposicao repetitiva a formulacdo parece ser mais indicada,
enquanto em tumores semelhantes as células MDA-MB-231, por ter um efeito
mais duradouro, vias de administracao intravenosa com intervalos maiores de
aplicacao podem ser suficiente (Eastman, 2017). No entanto, testes de toxici-

dade in vivo S840 necessarios.
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Figura 16. Viabilidade celular de linhagem metastatica de cancer de mama (MDA-MB-231), linhagem n&o
metastatica de carcinoma maméario (MCF-7) e n&do tumorais (HNTMC). O ensaio foi realizado apés 24 (A),
48 (B) e 72h (C) de exposicao ao tratamento com 50, 100 e 200 uM de citrato de rodio livre (RC) e associado
a nanoparticulas (MRC). *p<0.05, ** p<0.01, **p<0.005.
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6.7 ACUMULO DE MRC E SEU EFEITO NAS CELULAS TUMORAIS

Apods 24 h de tratamento, ambas linhagens apresentaram caracteristicas
de citotoxicidade como vacuolos e ndcleo picnotico. Algumas células, especi-
almente MCF-7, apresentaram um grande vacuolo (V) unico (Figura 17) su-
gestivo de processo autofagico (Park et al. 2009; Al-Bahlani et al. 2017). Apés
48 h de exposicdo as NPs, observa-se um acumulo maior de NPs em células
MDA-MB-231 nas mesmas regides que foram detectadas em 24h (citoplas-
matica e perinuclear) com aglomerados maiores alcangando mais de 5 um de
diametro, enquanto em MCF-7 o espectro das NPs MRC ndo 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 auséncia de NPs em MCF-7 apés 48h de tratamento
pode ser devido a algum mecanismo de resisténcia ativada por essas células
gue causam efluxo de droga (Han et al. 2012; Lu et al. 2012). Estudos recentes
tém relacionado a autofagia como um mecanismo protetor e sugerem que a
inducdo autofagica é um mecanismo de quimiorresisténcia (Levy & Thorburn
2011; Guo et al. 2016). Por outro lado, além da controversa em relacdo ao
papel da autofagia em mecanismos preventivos ou promotores tumorais, tes-
tes especificos seriam necessarios para confirmar a inducao de autofagia por
MRC nestes modelos de células tumorais.

Os espectros dos nucleos das células tratadas por 24 e 48h em relacao

a células controles (ndo tratadas) apresentaram variacbes em MCF-7 e MDA-
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MB-231 no pico 2862 cm™ (Figura 18C), sugestivo de alteracdes conformaci-
onais (alongamento simétrico/assimétrico de CH2) de lipideos e proteinas (Mo-
vasaghi et al. 2007). Padrdes de altera¢des na conformacao destas moléculas
ja foram descritos em tecidos e 6rgdos murinos tratados com cisplatina (Huang
et al. 2011). Em células MDA-MB-231 as varia¢des dos picos foram mais pro-
eminentes apds 48h de tratamento e sdo compativeis com o espectro de gli-
cogénio (Figura 18C, setas amarelas). Para a divisao celular, as células de-
pendem de energia proveniente, principalmente, de glicélise. Esta demanda é
especialmente maior em células tumorais metastaticas, sendo este processo
incompativel com a producédo de reservas em forma de glicogénio. Portanto,
0 aumento de glicogénio em células MDA-MB-231, ap0s 48 horas de exposi-
¢cédo a NPs MRC pode estar relacionado com a reducéo de atividades celulares
como a divisdo e metastase (Crow et al. 2005; Lyng et al. 2007; Daniel et al.
2014). Apesar de o glicogénio estar localizado predominantemente no cito-
plasma, esta molécula também pode acumular-se no nucleo e mitocondrias
especialmente na forma de glicogénio sintase quinase-3p (GSK3p). O au-
mento de GSK3p no ndcleo de células ja foi relacionado com efeito apoptético

apos o tratamento com Camptotecina ou Tapsigargina (Bijur & Jope 2003).
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Figura 17. AlteracBes morfologicas em células tumorais induzidas por MRC. A figura mostra célula
MCF-7 tratada com MRC por 24 horas com um grande vacuolo (V) no citoplasma e ndcleo picnético
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Figura 18. Micro espectroscopia das células de cancer de mama apos 48 h de tratamento com MRC. Ima-
gem da distribuicdo de MRC (48h) em células MCF-7 (A) e MDA-MB-231 (B). Espectros dos nucleos de
células MCF-F (C acima) e MDA-MB-23 (C abaixo). Os espectros pretos correspondem aos nucleos células
controle ndo tratadas e os vermelhos e azuis correspondem aos nulcleos de células tratadas com 100 uM
de MRC por 24 e 48 horas, respectivamente. As setas amarelas apontam picos alterados (glicogénio) em
células MDA-MB-231 tratadas por 48 horas com MRC.

6.8 AVALIACAO DE EXPRESSAO DE GLICOPROTEINA-P (GPP) EM
CELULAS TUMORAIS TRATADAS COM MRC

As células MDA-MB-231 néo tiverem o nivel de expresséo de glicopro-
teinas-P alterada ap6s exposicado ao tratamento com MRC por 24 e 48h. Ja

em células MCF-7, houve um amento significativo da detec¢do dessa proteina
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em 24 horas de tratamento (Figura 19). Glicoproteina-P medeia um dos prin-
cipais processos de resisténcia a multifarmaco, por meio do efluxo em células
tumorais (Jain, 2008). Estudos ja demonstraram a inducdo de resisténcia
nesta linhagem (Tsou et al. 2015). Resisténcia a NPs mediante proteina GPP
em células MCF-7 pode explicar a auséncia do espectro de Raman de MRC
nestas células apds 48 horas de exposicdo as MRC (100 uM). Este resultado
pode ainda relacionar-se com os dados que demonstraram uma acao mais
brandas na citotoxicidade ao longo do tempo. Estudos indicam que o aumento
da expressao da proteina GPP esta relacionado com a resisténcia adquirida
pelas células (Nath et al. 2013). Sabe-se também, que a alta expressao basal
dessa proteina, como a demonstrada nesse estudo em MCF-7 comparadas a
MDA-MB-231 (Figura 19), significa uma maior predisposi¢ao de resisténcia a
multifarmacos (Wishart et al. 1990). A alta meia concentracdo inibitéria (IC50)
também j& foi relacionada a um maior indice de resisténcia (Wu et al. 2014).
No presente estudo o IC50 de MRC calculado para 24 horas de tratamento foi
125 e 162 pM para MDA-MB-231 e MCF-7, respectivamente. Ja foi sugerido
gue o mecanismo de efluxo de NPs pode ser evitado mantendo uma alta con-
centracao de nanoparticulas no local do tratamento e com menor tempo de
incubagédo (Panyam & Labhasetwar 2003). Esta relagéo faz sentido para as
células MCF-7 cuja a reducéo de sensibilidade, de acimulo e aumento de ex-
presséo de proteinas GPP acontecem a partir de 24 horas de exposicao (Fi-

gura 16-19).
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Figura 19. Producao de glicoproteina-P em células MCF-7 e MDA-MB-231. As bandas referentes aos
grupos controle (sem tratamento) e tratadas com MRC (100 uM, 24 e 48 horas) das células MCF-7 e
MDA-MB-231 foram quantificadas e normalizadas em relagdo a expressao de beta actina. Os gréaficos
representam os resultados da quantificacdo da producéo de GPP.
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6.9 EFEITO DAS NANOPARTICULAS DE MRC NA REPLICACAO DE

DNA E CICLO CELULAR

O tratamento com NPs por 24h reduziu a sintese de DNA em células
MDA-MB-231 e MCF-7. Apés 24h, a partir do ponto Oh, houve um aumento da
incorporacao de timidina em células ndo tratadas enquanto em células que
receberam tratamento (MRC), a deteccédo de BrdU foi reduzida (comparada
com células controles nédo tratadas em 24 horas), especialmente em células
MDA-MB-231 (Figura 20). Muitos compostos metalicos atuam no nucleo das
células causando alteracfes que levam a inviabilidade celular (Zhang, 2003).
A acédo no nucleo por meio de inibicdo de enzimas essenciais para replicacao
celular ou por inibicdo de sintese de DNA do citrato de rodio livre, ja foi de-
monstrada em estudos (Erck et al. 1974; Zyngier et al. 1989). Esta acdo nu-
clear do RC parece manter-se ap0s a associacdo com nanoparticula de ma-
ghemita (MRC) nas células tumorais. Um possivel mecanismo de acdo de
MRC, ja sugerido por Zyngier e colaboradores (1989) para o citrato de rodio é
a atuacao do farmaco na inibicdo de sintese de DNA. No entanto, uma vez
gue a sintese de DNA pode ser iniciada independentemente da mitose, por
exemplo durante a duplicacdo de genes, reparacdo ou apoptose, 0 marcador
BrdU é indicador apenas de sintese de DNA e ndo necessariamente de divisao
celular (Kuan at al. 2004; Duque & Rakic 2011).

A figura 21 mostra as altera¢des 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 reducéo da fase G2, principal-
mente em MDA-MB-231 (Figura 21, abaixo). A progresséao do ciclo celular é
regulada por multiplos pontos de checagem em diferentes fases do ciclo celu-
lar; os 3 principais sdo G1/S, G2/M, e na transicdo metafase/anafase durante
a mitose. A falha desses pontos de controle pode levar a um crescimento anor-
mal ou apoptose. O ponto de verificagdo G1/S € o mais critico para o controle
da proliferacdo celular por meio de sinais intracelulares e extracelulares rela-
cionados ao transporte e integracdo de moléculas no nucleo (Skotheim et al.
2008). J& foi estabelecida uma relagéo positiva entre a quantidade de células
em fase S e apoptose (Zhu et al. 2014). Além disso, estudo anterior conduzido
No Nosso grupo ja relatou que NPs MRC sédo capazes de induzir células MCF-
7 a apoptose (Chaves et al. 2015). Conjuntamente, nossos dados sugerem
gue as NPs MRC se acumulam no nudcleo das células tumorais inibindo a sin-

tese de DNA, a proliferacao celular e induzindo a morte celular.
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Figura 20. Efeito de NPs MRC na sintese de DNA de células MDA-MB-231 e MCF-7. (A) Analise de
sintese de DNA em células tratadas com NPs (24h) comparadas com o controle ndo tratado (Oh e 24h).

(*) p<0,05.
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Figura 21. Andlise do ciclo celular. G1, S e G2 em células tratadas com NPs (MRC 100 uM, 24h) na
coluna da direita comparadas com o controle ndo tratado na coluna da esquerda.
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6.10 ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR

Uma importante caracteristica de células metastaticas é a capacidade
de migracdo. Essa propriedade permite a mobilidade das células para outros
sitios. As células MDA-MB-231 tratadas com MRC tiveram sua capacidade de
migracao reduzida (Figura 22). Apos tratamento com as NPs, o nimero 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
nao tratado (média = 1500 células). Ndo so a citotoxicidade em células tumo-
rais sdo alvos importantes para o desenvolvimento de farmacos antitumorais;
visto que um dos grandes problemas no controle do cancer é a capacidade
metastética das células, farmacos e nanocompostos que atuem neste pro-
cesso também sdo necessarios (Huo 2015). Apesar do mecanismo ainda ndo
ser compreendido, a reducdo de migracao de células MDA-MB-231 tratadas
com complexos metélicos a base de ruténio ja foi relatada (Cao et al. 2015). A
reducdo in vitro da migracdo de células metastaticas de cancer de mama apos
o tratamento com as NPs (Figura 22), sugere uma acao importante de MRC

no controle da metastase. No entanto, teste in vivo SA0 necessarios.
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Figura 22. Analise da capacidade de migracdo celular de MDA-MB-231 apds tratamento com NPs.
Micrografias de células MDA-MB-231 migrantes tratadas com NPs (MRC) e controle sem tratamento.
O grafico representa a contagem das células (**) p<0,01.
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7. CONCLUSOES

Até o presente momento, muitos estudos tém relacionado o tamanho,
composicdo e carga diferentes das nanoparticulas com o seu processo de
captacdo e localizacdo 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 captacdo de uma mesma nanopar-
ticula em diferentes linhagens celulares. Nossos resultados demonstraram
gue o tipo celular é um fator critico na interacéo celular de nanoparticulas. O
tipo de célula pode definir a eficiéncia de captacédo, a localiza¢éo intracelular
e acao intracelular. Por conseguinte, para estudos in vitro de mecanismo cito-
toxico com nanoparticulas, nés encorajamos a validacéo dos estudos com di-
ferentes tipos celulares. Além disso, temos demonstrado a captacao preferen-
cial de aglomerados de MRC em células tumorais (MCF-7 e MDA-MB-231)
gue coincidem com a sua elevada expresséo basal de clatrina que medeia a
internalizacdo dessas NPs (Figura 23). Concluimos também, que os meios de
culturas alteram as caracteristicas das nanoparticulas, especialmente o dia-
metro hidrodinamico, mas as altera¢des foram uniformes entre os meios L15,
DMEM e RPMI nédo influenciando nos diferentes padrdes de captacdo de NPS
MRC nas células utilizadas nesse estudo. As nanoparticulas MRC alcancaram
0 nucleo apenas de células tumorais (MCF-7 e MDA-MB-231) sugerindo uma
possivel acdo especifica, modulada pelas caracteristicas das nanoparticulas
e associadas caracteristicas naturais das células e suportada pela baixa toxi-
cidade dessas NPs em células ndo tumorais, HNTMC (Figura 16). Uma vez

gue a localizacdo nuclear estd associada a uma agédo mais eficaz de farmacos
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antitumorais, estes resultados mostram um grande potencial de MRC como
um composto antitumoral. Em relacdo a atividade antitumoral, as MRC tém
seu efeito citotoxico dependente da concentragéo e do tempo de exposicao
em células metastatica MDA-MB-231 enquanto a exposi¢cado prolongada nédo
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
nucleo, inibindo a sintese de DNA, a proliferacdo 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 metastaticas de células remanes-
centes reduzindo sua capacidade migratéria. Nossos resultados sugerem que
as nanoparticulas de MRC sdo um nanomaterial promissor que podem forne-

cer uma rota conveniente para direcionamento e tratamento tumoral.
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Figura 23. Esquema da internalizacéo de nanoparticulas MRC dependente de clatrina em células de
cancer de mama MDA-MB-231 (A) e MCF-7 (B) e células nao tumorais HNTMC (C). As células tumorais
(A e B) produzem mais clatrina favorecendo a internalizacdo de NPs MRC nessas células. Em células
ndo tumorais HNTMC as NPs MRC acumulam-se preferencialmente na superficie da membrana (C).
As NPs MRC alcancam o nucleo de células tumorais (A e B) mas ndo de das células ndo tumorais
HNTMC.
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8.1 PERSPECTIVAS

Tomado em conjunto os resultados apontam para estudos posteriores
com MRC que avaliem a inducdo de autofagia in vitro, assim como testes de
toxicidade, de biodistribui¢cdo e de controle de metastases in vivo, afim de uma
melhor compreenséo do efeito de MRC tumor-especifico e de sua acao anti-
metastética. A relagdo de expressdo de clatrina como marcador tumoral tam-
bém deve ser avaliada pois é de grande valia o estabelecimento de novos

alvos terapéuticos de células de cancer.
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Abstract: Nanocarriers have the potential to improve the therapeutic index of currently avail-
able drugs by improving their efficacy and achieving therapeutic steady-state levels over an
extended period. The association of maghemite-rhodium citrate (MRC) nanoparticles (NPs)
has the potential to increase specificity of the cytotoxic action. However, the interaction of these
NPs with cells, their uptake mechanism, and subcellular localization need to be elucidated. This
work evaluates the uptake mechanism of MRC NPs in metastatic and nonmetastatic breast
cancer-cell models, comparing them to a nontumor cell line. MRC NPs uptake in breast cancer
cells was more effective than in normal cells, with regard to both the amount of internalized
material and the achievement of more strategic intracellular distribution. Moreover, this process
occurred through a clathrin-dependent endocytosis pathway with different basal expression
levels of this protein in the cell lines tested.

Keywords: maghemite, nanomaterials, cells uptake, endocytosis

Introduction

Over the years, the nanotechnology field has emerged as a promising approach for the
development of novel diagnostic and therapeutic applications.' The scale of the nanoma-
terials allows better access to biological sites.>* Among other applications, cancer-cell
targeting would benefit greatly from highly specific and localized drug delivery.>”’

Iron oxide nanoparticles (NPs) hold great promise as diagnostic and therapeutic
agents in oncology. Their intrinsic physical properties are particularly interesting for
simultaneous drug delivery, molecular imaging, and such applications as localized
hyperthermia.®® These technical features provide special perspectives to breast cancer
treatment and diagnosis, especially because of the high incidence, drug resistance, and
recurrence risk related to this disease.!*!2

Current studies with maghemite (an iron oxide compound) NPs have demonstrated
in vitro- and in vivo-specific cytotoxic action for target cells, indicating these NPs are
a promising option for drug delivery.'*'* Maghemite-rhodium citrate (MRC) NPs have
been recently tested, and showed colloidal stability and antitumor activity in breast
cancer cells.''® However, MRC interaction with cells, their uptake mechanism, and
subcellular localization are not understood.

Despite remarkable advances in nanoscience, relatively little is known about
the intracellular destination and mechanism of action of NPs. This research field is
particularly important in developing effective and safe delivery systems based on
nanocomposites. NPs induce a large variety of intracellular responses, depending on
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their physicochemical properties, intracellular concentration,
duration of contact time, subcellular distribution, and interac-
tions with biological molecules.'**

Cellular uptake of NPs includes endocytic pathways,
such as pinocytosis, clathrin or caveolin involvement, and
clathrin/caveolin-independent internalization.?' Each of these
processes involves distinctive mechanisms and molecules.
Different endocytic routes may be correlated with cell-uptake
velocity and cytotoxicity in cells.?? The physicochemical
properties and surface reactivity of NPs are essential in
determining the endocytosis pathway. In addition, cell types
and their differentiation states may also determine the choice
of route. The size and shape of the particles are important
parameters with regard to the space available in these endo-
cytic compartments, '3

In the present study, the uptake and distribution of the
most stable NPs composition based on maghemite were
analyzed in vitro in different cell lines. Moreover, we evalu-
ate the mechanism of endocytosis and discuss the uptake
efficiency of MRC NPs in different cell lines: human breast
cancer cell lines (MCF7 and MDA-MB23 1) and human non-
tumor mesenchymal cells (HNTMCs). We focused mainly
on NPs interactions with different cells. We concluded that
MRC NPs uptake in breast cancer cells is more effective than
in normal cells with regard to both the amount of internal-
ized nanomaterial and the achievement of more strategic
intracellular distribution. Overall, our study demonstrates that
cellular response after exposure to MRC NPs varies among
cell lines and that different basal expression levels of clathrin
in cells can define the biological pathway of MRC NPs and
their uptake efficacy. This phenomenon can be potentially
exploited for nanotherapeutic delivery.

Materials and methods

Reagents and equipment
Magnetic fluids used were synthesized by the coprecipitation
method of Fe** and Fe** ions in alkaline medium and sub-
sequently oxidized by bubbling oxygen. The functionalized
fluids of MRC NPs and citrate-loaded maghemite (MC) NPs
were obtained by adsorption experiments. MRC with 59.6
UM of y-Fe,0, and 2.85 uM of RC, MC with 64.7 uM of
v-Fe,0,and 2.55 uM of RC and 2.513 mM Rh,(H,Cit), were
synthesized at the Institute of Chemistry of Federal Univer-
sity of Goias (Goiania, Brazil). For cell-culture maintenance,
we used DMEM, RPMI, FBS, and 0.25% trypsin—-EDTA (all
from Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and
Leibovitz L15 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA).

The antibodies used in this study were monoclonal
anti-B-actin produced in mice, monoclonal anticlathrin

heavy chain produced in mice, polyclonal anti-caveolin 1
produced in rabbits (Sigma-Aldrich), and 1IgG HRP-
conjugated antimouse and antirabbit (Sigma-Aldrich). The
reagents used throughout the work were: MTT, BoDipy FL
C-lactosylceramide (N-[4,4-difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-
3a,4a-diaza-s-indacene-3-pentanoyl]), sphingosyl 1-B-D-
lactoside and transferrin from human serum, fluorescein
conjugate (Thermo Fisher Scientific), methyl-B-cyclodextrin
(MBCD; Sigma-Aldrich), Pitstop 2 (Abcam, Cambridge,
UK), and bicinchoninic acid (Thermo Fisher Scientific).
For Western blot analyses, we used a protease inhibitor
(Hoffman-La Roche, Basel, Switzerland). The develop-
ment was made with Amersham ECL prime Western blot-
ting detection reagent, and image acquisition and analyses
were performed with an Image Quant LAS 4000 (GE
Healthcare, Little Chalfont, UK).

Ultrastructural analyses were performed with transmis-
sion electron microscopy (TEM, JEM-1011; JEOL, Tokyo,
Japan) operating at 100 kV and field-emission scanning
electron microscopy (SEM, JSM-7000F; JEOL). Absorbance
reading was performed using SpectraMax M5 equipment,
and data were analyzed by SoftMax Pro 5.2, both from
Molecular Devices (Sunnyvale, CA, USA). Flow cytometry
was performed with a FACSCalibur (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA), and data analysis was performed with
FlowJo 5.2.7 (Tree Star, Ashland, OR, USA). Raman analy-
ses were carried out by confocal Raman microspectroscopy
(CRM, Alpha300R*; WITec, Ulm, Germany). Statisti-
cal analyses and graphs were performed using GraphPad
Prism 5 software.

Cell culture

The human breast cancer cell lines MCF7 and MDA-MB231
were obtained from the American Type Culture Collec-
tion and cultured in DMEM and Leibovitz L15 medium
without CO,, containing 1% (v/v) penicillin-streptomycin
and 10% (v/v) heat-inactivated FBS, respectively. FBS and
penicillin-streptomycin were obtained from GIBCO — Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA. Primary cultures of HNT-
MCs from dental pulp were obtained from health volunteers,
who provided informed consent, and with approval from
the human ethics committee of the University of Brasilia
(104934/2008). HNTMCs were cultured with DMEM and
supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated fetal bovine
serum and 1% (v/v) penicillin—streptomycin.

NPs characterization
Diameter distribution and surface charge of the NPs were
analyzed by a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments,
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Malvern, UK) using a technology called dynamic light
scattering, which enables estimation of average particle
diameter and distribution. Assays were performed at 25°C.
Magnetic fluids were characterized by their loading and
hydrodynamic diameter in water and diluted with culture
medium (DMEM, 10% FBS). Readings were taken imme-
diately after dilutions and after 12 hours of incubation.

Transmission electron microscopy

For ultrastructural analysis of MRC NPs uptake, 8x10° MCF7
and MDA-MB231 cells were plated in six-well plates, and
after adhesion, cells were exposed to NPs (200 uM) for
6 hours. Cells were then washed with PBS and fixed with
Karnovsky’s fixative (2% glutaraldehyde, 2% paraformalde-
hyde, 3% sucrose, 0.005 M calcium chloride in sodium caco-
dylate buffer 0.1 M) overnight at 4°C. Subsequently, cells
were washed with 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH 7.2)
and postfixed for 30 minutes with 1% osmium tetroxide and
0.8% potassium ferricyanide in sodium cacodylate buffer and
5 mM CaCl,. Cells were then washed twice with water and
then contrasted with 0.5% uranyl acetate at 4°C. Samples
were then dehydrated in increasing gradients of acetone
(30%-100%) for 10 minutes each and embedded in Spurr’s
resin. Ultrathin sections were obtained with ultramicrometry
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) and analyzed with
TEM and SEM.

Raman microspectroscopy

NPs distribution in MDA-MB23 1 and MCF7 cells was ana-
lyzed using CRM. A continuous laser beam was focused into
a 300 nm-size spot on a single cell with CRM (Alpha300R*)
equipped with a piezoelectric scanner (P-500; Physik Instru-
mente, Karlsruhe, Germany). The 532 nm laser excitation
was used in combination with a water-immersion objective
(63x/NA1.0; Carl Zeiss Meditec AG, Jena, Germany).
Spectra were acquired using a charge-coupled device cooled
to —61°C (PI-Max; Princeton Instruments, Trenton, NJ,
USA) behind grating (600 g-mm™') spectrography (Acton;
Princeton Instruments) with a spectral resolution of 4 cm™'.
The cell surface was scanned with steps of 0.2 um and inte-
grated over a time of about 0.1-0.3 seconds at 36 mW laser
power to produce high-quality cell mapping. Cells were
plated on glass-bottom dishes (WillCo Wells, Amsterdam,
the Netherlands) for Raman analysis and incubated with
the MRC (100 uM) NPs for 24 hours. Afterward, the cells
were washed with PBS several times, fixed with 3.7%
formaldehyde in PBS for 30 minutes, and washed again.
Cell spectra (at least five cells per sample) were obtained
and analyzed.

Quantification of cellular uptake

Cells in the growth medium containing 100 uM MRC were
fixed in Karnovsky’s fixative, postfixed in 1% osmium
tetroxide for 1.5 hours, dehydrated, and embedded in resin
as previously described. The samples were then cut into
slices of 0.3-0.6 um thickness from resin-embedded cells.
Elemental analysis by energy-dispersive spectroscopy was
then performed under high vacuum using SEM operating
at 15-20 kV. The sections were imaged with secondary
electrons for subsequent demarcation of cells, followed by
induction, collection, and analysis of X-ray spectra from the
selected areas. Assessment of intracellular iron was carried
out with strictly the same acquisition settings for all samples.
Moreover, micrographs acquired by TEM were used to quan-
tify the mean of intracellular NPs with the software Image-
Pro Plus (Media Cybernetics, Rockville, MD, USA).

Endocytosis study

The clathrin and caveolin inhibitors — Pitstop 2 (20 uM) and
MBCD (20 uM) — were administered in MDA-MB231 cell
culture for 30 minutes. As a positive control for endocyto-
sis, we used ferritin associated with Alexa 488 (clathrin-
dependent endocytosis) and lactosylceramide conjugated
to BoDipy (caveolin-dependent endocytic pathway).
Quantification of cells containing NPs, control or treated
with endocytic pathway inhibitors, was performed by flow
cytometry. For Western blot, MDA-MB231, MCF7, and
HNTMCs (10°) were grown in flasks. Fresh medium with
100 uM MRC was added to the flasks, which were incubated
for 6 hours at 37°C. Cells were rinsed three times in ice-cold
PBS, and protein extraction was performed with lysis buffer
(50 mM Tris, pH 7,4; 150 mM NaCl; S mM EDTA and 1%
Triton X-100 and protease-inhibitor cocktail). Lysates were
centrifuged (10 minutes, 4°C). Protein concentrations were
determined by bicinchoninic acid assay. Total lysates (20 LLg)
were separated by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide-
gel electrophoresis in a 4%-12% gradient and transferred
to a nitrocellulose membrane. Membranes were blocked
with 5% nonfat dry milk in Tris-buffered saline-Tween
0.1%, followed by incubation with primary (1:1,000 anti-
caveolin 1, 2 uL/mL anticlathrin and 1:5,000 anti-f-actin)
and secondary (goat antimouse and goat antirabbit HRP
1:5,000) antibodies. Development was performed with the
ECL chemiluminescence kit. The experiment was repeated
three times.

Statistical analysis
All graph values are plotted as means + SE. One-way
analysis of variance was used to perform statistical pairwise
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comparisons among cell types. We assigned statistical
significance for all tests at P<<0.05.

Results

NPs characterization

MRC solution diluted in H,0 had a mean hydrodynamic
diameter of 119.5 nm, with a polydispersity index (PDI) of
0.17 and C-potential of =35 mV, and similar values were
maintained after subsequent measurements at different inter-
vals. This nanocomposite diluted in culture medium showed
a mean hydrodynamic diameter of 161 nm (PDI 0.17) and
165 nm (PDI 0.17) and {-potential of —12.9 mV and —10.6 mV
at 0 and 12 hours, respectively. The MC NPs in water kept
a mean hydrodynamic diameter of 97 nm (PDI 0.2) and a
mean surface charge of —44.7 mV. In culture medium, the
mean hydrodynamic diameter of these NPs was 411 nm,
with {-potential of —12 mV and PDI of 0.37 (0 hours) and
309 nm and —12 mV and PDI of 0.28 (12 hours). MRC NPs
showed stability in both water and culture medium. However,
MC NPs were not stable in physiological fluids, such as culture-
medium conditions. Both NPs formulations had surface-
charge and hydrodynamic-diameter alterations (Table 1).
These changes were progressive with incubation time.

NPs localization by transmission electron

microscopy

After 6 hours of exposure, HNTMC images showed some
MRC NPs inside the cytoplasm (Figure 1A and D) and
a substantial amount of these elements surrounding the
cell-membrane surface (Figure 1D). Images of MCF7 and
MDA-MB231 cells revealed MRC NPs often present within
cytoplasm. It was possible to identify vesicles containing
NPs derived from uptake through the cellular membrane,
especially in MCF7 cells (Figure 1B and E). In MDA-MB23 1
cells, MRC NPs occurred in high concentrations, forming
large NPs clusters (Figure 1C, E, and F). It was possible to
visualize NPs within nuclei in MCF7 and MDA-MB231

Table | Nanoparticle characterization

Types of nanoparticles T (°C) HD (nm) PDI mV

MRC H,0 25 12041 0.1740.01 —35+6
MRC DMEM - 0 hours 25 1612 0.17 -13£2
MRC DMEM - 12 hours 25 16613 0.17+0.01 =11+l
MC H,0 25 97+1 0.20+0.02 —45+6
MC DMEM - 0 hours 25 411£15 0.3740.05 =121
MC DMEM - 12 hours 25 31017 0.280+0.003 —I12+I

Note: Data presented as mean * standard deviation.

Abbreviations: T, temperature; HD, hydrodynamic diameter; PDI, polydispersity
index; MRC, maghemite-rhodium citrate; MC, maghemite-citate; HD (nm),
hydrodynamic diameter in nanometers; T (°C), temperature in degrees Celsius;
DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle’s medium.

cells. However, the presence of NPs in HNMTC nuclei was
not identified (Figure 1A, D, and G). Cytotoxicity hallmarks
were observed in MCF7 and MDA-MB231 cells, such as
karyorrhexis (Figure 1H and I) and vacuoles (Figure 1H
[arrowhead]). It is known that the occurrence of different
sized NPs clusters among cell lines can happen during NPs
dilution in culture medium, since the components and pH of
culture media can alter their colloidal behavior and stability,
favoring aggregation.’** MRC NPs were analyzed regard-
ing hydrodynamic-diameter alterations after incubation with
the three different culture media (L15, RPMI, and DMEM)
used in this study, under the same conditions as in MRC
treatment of the cells. The results excluded the influence of
culture-medium type on the formation of bigger aggregates
in MDA-MB231 cells and different uptake patterns observed
in the three cell types studied (Figure S1).

NPs translocation in MCF7 and MDA-
MB231 cells by confocal Raman

microspectroscopy

Uptake and translocation patterns of MRC NPs at the single-
cell level were studied in MCF7 and MDA-MB231cell lines
by means of label-free CRM. Raman spectra of MRC NPs
dispersed in water and dried on quartz glass exhibited peaks
that were characteristic of maghemite (y-Fe,O,) and hematite
(0-Fe,0,) crystal structures (Figure 2). The presence of two
crystal phases can be explained by a laser-induced thermal
effect that leads to phase transition from y- to o-phase.”
The maghemite peaks at 360-370 and 490 cm™ were able
to be assignedto T, and E, modes of vibration. In hematite
nanostructures of MRC NPs, the peaks at 210, 280, 488,
and 600 cm™' were able to be attributed to A[g, Eg, Alg, and
E, modes, respectively.” The two main peaks at 210 and
280 cm™ were used as fingerprint peaks for the identification
of the NPs in a biological environment. Figure 2 shows the
basic spectra of different cell components of control MDA-
MB231 cells, together with their barcodes. The spectra were
generated calculating the average of all spectra in regions of
interest (eg, lipid droplets [LDs]) and then demixed using the
Demix algorithm. Cluster analysis was also used to receive
the basic spectra.

The nuclear region of cells was identified by Raman
peaks at 788, 1,097, and 1,340 cm™'. The peak at 788 cm™!
was assigned to the O—P-O stretching mode of the DNA
backbone.” The Raman peak in the nucleus spectrum at
1,097 em™ was attributed to the PO, stretching mode of
the DNA,* and 1,340 cm™' corresponded to guanine and
adenine.”” The high-frequency region above 2,000 cm™
contained mainly information about C—H stretching modes
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Figure | Electron micrography of cells exposed to maghemite—rhodium citrate nanoparticles (MRC NPs) for 6 hours.

Notes: Human nontumor mesenchymal cells (HNTMC) in first column showing some MRC NPs (indicated by red arrows) inside the cytoplasm (A, D), and a substantial
amount of NPs surrounding the cell membrane (CM) surface (D). Images of MCF7 (second column) and MDA-MB231 (third column) cells revealed MRC NPs, often present
within cytoplasm (B, C). MRC NPs within vesicles in MCF-7 cells (E). Bigger clusters of MRC NPs (white arrows) were found in MDA-MB231 cells (C, F). MRC NPs reached
the nucleus (N) in MCF7 and MDA-MB231 cells (H, 1) while free NPs in the nucleus were observed in HNTMCs (G). Red arrowhead shows perinuclear vacuoles in MCF7
cells (H). *Karyorrhexis evidenced in MCF7 (H) and MDA-MB23| (I) nuclei.

—— Dry MRC Lipid bodies Cytoplasm
—— MRC in MDA-MB231 Nucleus
* * * *
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Figure 2 Raman spectra of maghemite-rhodium citrate (MRC) nanoparticles dried on quartz and in MDA-MB231 cells (left).
Notes: The average spectra of different cellular components of MDA-MB23 | cells are shown with their characteristic barcodes (right). The assignment of typical vibrational
bands is denoted. ? and ' (*) indicate protein and lipid vibrational modes, respectively.

International Journal of Nanomedicine 2017:12 submit your manuscript 5515
Dove:

112



Chaves et al

Dove

of methylene and methyl groups. In particular, the
high-frequency region revealed the presence and proportion
of CH, and CH, groups, which are important for identify-
ing both lipid-rich and protein-rich regions. The symmetric
stretch bands of CH, (2,850 cm™) are much more intense
in lipids than in the cytoplasm, due to a lower density of
CH, groups in proteins compared to lipids. In LDs, this
stretching mode is very intense. The high specific adenine
and guanine bands of nucleus, amide I of proteins and CH,
stretching, and CO and C=C modes of LDs were able to
be observed easily, and served as a tool for the label-free
discrimination of cell chemical composition.”’** Figure 3
shows the Raman images of NPs-exposed MCF7 and
MDA-MB231 cells generated from molecular fingerprints
of different cellular components and NPs. The NPs were
fully internalized in both cell lines, showing their cytoplas-
mic location and heading in the direction of the nucleus
after 24 hours. However, NPs revealed a different trans-
location pattern in MCF7 and MDA-MB231 cells. MRC
NPs were found to be strongly aggregated intracellularly

(Figure 3B). This observation was in agreement with TEM
data. Furthermore, small agglomerates with low NPs
concentration were also localized in the peripheral cyto-
plasm, close to the plasma membrane. In MCF7 cells, NPs
were distributed throughout the whole cell, but most NPs
were detected as aggregates, ranging from 0.5 to 1 um in
the perinuclear region (Figure 3). MRC NPs were found
also to be partially localized with LDs. Additionally, altera-
tion in cell morphology in both cell lines was observed
when cells were exposed to MRC NPs. Most cells showed
cytoplasmic vacuole formation and signs of nucleus deg-
radation (Figure 3A).

Endocytosis study

In order to elucidate the endocytosis pathway involved in
MRC NPs uptake, we performed a Western blot analysis
to evaluate the expression levels of clathrin and caveolin,
proteins that characterize two important endocytosis routes
in both tumor and normal cells, both control and treated
with NPs for 6 hours. MCF7 and MDA-MB231 tumor cells

MCF7

MDA-MB231

Cytoplasm @ MRC

LDs @ Nucleus

Figure 3 Intracellular maghemite-rhodium citrate nanoparticle (MRC NPs) location by confocal Raman microspectroscopy.
Notes: Images of different components of MCF7 (A) and MDA-MB23| (B) cells exposed to MRC NPs over 24 hours. The color-coded images on the left represent the

overlapping of cytoplasm (green), nuclei (blue), lipids (yellow), and MRC NPs (red).
Abbreviation: LDs, lipid droplets.
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showed much higher basal levels of clathrin expression than
HNTMCs (Figures 4A and S2). NPs treatment led to an
increase in clathrin expression in all cell lines, but in a more
pronounced way in HNTMCs and MCF7 cells (Figures 4A
and S2). With regard to caveolin expression, no differences
were observed between control and treated cells in any of the
three cell lines, and as expected epithelial MCF7 cells pre-
sented much lower levels of caveolin. These results suggest
that MRC NPs endocytosis is probably clathrin-dependent,
due to its ubiquitous occurrence in eukaryotes, and since
HNTMCs express lower basal levels of this protein, this
can explain the better selectivity of MRC NPs for tumor
cells compared to the normal cells used in this work. To test
this hypothesis, clathrin- and caveolin-dependent endocytic
pathways were individually inhibited with noncytotoxic
doses (Figure S3) of Pitstop 2 and MBCD, respectively, in
MDA-MB231 cells. This analysis was conducted by flow-
cytometry evaluation of forward-scatter and side-scatter
parameters (Figure 4B). Forward-scatter and side-scatter

intensities are proportional to cell size and intracellular
density, respectively, enabling the distinction of cells that
have internalized NPs (Figure 4A). Alexa 488-labeled trans-
ferrin and lactosylceramide BoDipy—LacCer were used as
positive control for clathrin- and caveolin-dependent endo-
cytosis, respectively. Uptake of Alexa 488-labeled transferrin
was inhibited by 40% with Pitstop 2 treatment (Figure S4),
and uptake of lactosylceramide was also significantly reduced
in the presence of MBCD (Figure S5), confirming the effec-
tive inhibition of these endocytic pathways. Incubation of
MCR NPs-treated MDA-MB231 cells with Pitstop 2 resulted
in about 30% inhibition of NPs uptake. However, cell uptake
of MRC was not reduced when the caveolin-dependent
pathway was inhibited.

Taken together, these results corroborate the previous
Western blot results, indicating that this NPs internal-
ization seemed to happen in a clathrin-dependent way.
Caveolin seemed not to play a role in the uptake of MRC
NPs in these cell lines (Figure 4C).

A HNTMCs

MCF7 MDA-MB231
C il C T C T

180 kDA s e WY SHENND SNSSS SN Cthrin

22 kDa “__ < “ Caveolin

210 U — . "

C
1,000 o
] 40
800 7
] 30 4
:II: 600 - *
Q ] *
% : 20 1
400
200 - 10
0 T T T T T 0 T
0 200 400 600 800 1,000 MRC uptake
FSC-H
1 Control
I MDA-MB231 Control 3 Clathrin inhibitor (Pitstop 2)
Il MDA-MB231 MRC B Ceveolin inhibitor (MBCD)
Figure 4 Endocytosis study.

Notes: (A) Western blot showing clathrin and caveolin expression in MDA-MB23 |, MCF7, and human nontumor mesenchymal cells (HNTMCs), both control (C) and treated (T).
Sample loading was adjusted to equalize total protein. (B) Flow-cytometry light-scattering analysis showing MDA-MB231 cells with maghemite-rhodium citrate (MRC)
nanoparticles (red) and without MRC nanoparticles (blue). (C) MRC uptake by MDA-MB23 | was quantified after clathrin (Pitstop 2) and caveolin (MBCD) inhibition. *P<<0.05.

International Journal of Nanomedicine 2017:12

submit your manuscript

5517

Dove

114



Chaves et al

Dove

MRC NPs-uptake efficiency

To evaluate MRC NPs-uptake efficiency in MDA-MB231,
MCEF7 and HNTMCs, SEM and X-ray microanalysis were
performed. Cells were demarcated on samples after visu-
alization with secondary electrons (Figure SA and B), and
the presence of osmium on the chemical spectra of the
selected areas was used as a control to confirm that no
extracellular material was considered in the analysis. This
heavy-metal element is used during sample preparation for
the fixation of cell membranes, providing resistance to the
electron beam and contrast for image formation.>' Cellular
levels of Fe in MDA-MB231 cells were significantly higher
than in the other two cell lines. HNTMCs had the lowest

A

7,839 ] 26,855

25+ T 1

-
[4)]
1

Cellular % Fe

0.5 1

0 T

intracellular amounts of this element (Figure 5C). Similar
results were obtained regarding the quantification of intracel-
lular MRC (MRC/um?) NPs on TEM images (Figure 5D).
These results reinforce the different patterns of intracellular
NPs for breast cancer nonmetastatic (MCF7), breast cancer
metastatic (MDA-MB231), and HNTMCs observed in TEM
micrographs. Both methods were especially enlightening for
this work to achieve clear NPs concentrations inside the cells
(due to the slicing) and to exclude undesirable variables,
such as cell-size variations and external NPs bound to the
cell surface. Furthermore, the techniques applied here are
label-free. The use of label-free dosimetry and imaging
techniques is encouraged, since they are advantageous in

B
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Figure 5 Maghemite-rhodium citrate nanoparticle (MRC NPs)-uptake efficiency in breast tumor cells (MCF7 and MDA-MB231) and human nontumor mesenchymal cells

(HNTMCs).

Notes: (A) Cells in a resin section imaged by scanning electron microscopy. (B) Cellular areas demarcated using Point & Shoot acquisition mode (Thermo Fisher Scientific)
and completely analyzed by energy-dispersive spectroscopy. (C) Percentage of iron in the analyzed cells. (D) Relative areas (%) containing MRC NPs on transmission electron
micrography of MDA-MB231, MCF7, and HNTMCs. *P<0.05; *P<0.01; ***P<0.001. Magnification in A and B x1,800.
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the study of authentic nanomaterials. Such techniques as
confocal laser microscopy and flow cytometry employed
to NPs localization and quantification require fluorescent
labels and dyes, which may significantly change the surface
properties of nanomaterials, and thus misrepresent their cel-
lular distribution and uptake.’> We have demonstrated that
MDA-MB231 and MCF7 cells had an uptake approximately
three- and twofold higher than HNTMCs (nontumor cells),
respectively (Figure SB).

Discussion

We have shown preferential uptake of MRC agglomerates
in MDA-MB231 and MCF7 cells that coincide with their
high basal clathrin expression, which mediates endosomal
internalization. The data found in our work are in accordance
with studies showing that the uptake of particles of 500 nm
diameter is mediated by clathrin-dependent endocytosis.*3*
Despite studies showing that internalization of particles
smaller than 200 nm in diameter was mediated by clathrin-
coated pits, and when their size was increased, uptake shifted
to caveolae-mediated internalization,*>*¢ however, these data
conflict with other studies that estimated caveolae-dependent
internalization of 50-80 nm-diameter NPs, while NPs of
120 nm diameter were internalized by clathrin-coated pits.*’*
Higher internalization is an index for more accumulation of
drug molecules, which release slowly and have sustained
effects on cancer cells. Internalization and prolonged reten-
tion of nanomedicine by tumor cells are desirable for more
effective tumor killing and specific action. Previous studies
have already estimated internalization of magnetic NPs of
similar size in MDA-MB23 1, MCF7,*#! and cells similar to
HNTMC:s. In vitro evaluation using cells similar to HNTMCs
revealed less internalization of maghemite NPs compared to
tumor cells (HeLa),* consistent with our findings. Chithrani
and Chan® demonstrated that the endocytosis mechanism of
gold NPs in MCF7 cells was clathrin-dependent. Further-
more, also in accordance with our work, higher uptake of
iron oxide NPs by MDA-MB231 compared to MCF7 cells
has been evidenced.*

The endocytosis process can potentially control many
activities related to cancer-cell proliferation and migration.
These processes require dynamic modulation of cell-surface
proteins by endocytosis. Given this functional connection,
it has been suggested that endocytosis is unregulated in
cancer, resulting in different cell phenotypes.* Therefore,
further work is necessary to explore the role and regulation
of clathrin associated with breast cancer-cell phenotype and
cancer hallmarks directly.

MRC NPs reached the nuclear region in tumor cells only
(MCF7 and MDA-MB231). A recent study demonstrated
that cellular localization of drugs can determine their anti-
cancer mechanism of action. In this context, compound
translocation to the cell nucleus induces cell-cycle arrest in
the S phase through triggering p53-mediated DNA damage
response, showing higher anticancer efficacy than other
formulations that remain localized in the cytoplasm.* Since
nuclear location is associated with more efficient action of
antitumor drugs, these results show that MRC NPs potential
as an antitumor compound must be explored. Furthermore,
it is possible to suggest a selective action modulated by
the natural design of NPs and cell features. Differences in
particle-uptake efficiency can be explained by variations in
cell-membrane composition and metabolic activity of the
tested cells.***” The high metabolic activity of tumor cells can
lead to overexpression of surface receptors, contributing to
an increase in NPs uptake.*® In this case, clathrin expression
may have favored MRC NPs uptake in breast tumor cells.

Conclusion

In the past few years, many studies have related different
NPs size, composition, and charge to uptake processes and
localization in cells. However, despite some works mention-
ing cell type as an important factor in evaluating this process,
few experiments have compared single-NPs uptake in dif-
ferent cell lines. Our results demonstrated that cell type is
a critical factor in NPs cellular interaction. The expression
of different protein levels involved in endocytic pathways
among cell types can define the route, mechanism, uptake
efficiency, and intracellular distribution of NPs. Therefore,
in vitro experiments using different cell lines are encouraged
to validate cytotoxic studies. Our results suggest that MRC
NPs are a promising nanomaterial, which may provide a
convenient route for cellular targeting with great potential
for clinical application in cancer treatment.
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Figure S| Hydrodynamic diameter analysis in culture media.

Notes: Maghemite-rhodium citrate (MRC) diluted in culture medium had larger
hydrodynamic diameter than in water dilution (a¥). There was no difference among
hydrodynamic diameters of MRC diluted in LI5, RPMI, and DMEM culture medium.
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Figure S2 Relative densities of clathrin bands.

Note: Bands in human nontumor mesenchymal cells (HNTMCs), MCF7, and MDA-
MB23 | cells after 6 hours of exposure of maghemite-rhodium citrate nanoparticles
(treatment) in gray bars and control group in black bars (normalized to B-actin,
protein loading control).
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Figure S3 Endosome inhibitor-cytotoxicity analysis. Cell viability analyzed by MTT
did not show viability reduction after 2 hours' exposure.
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Figure S4 Clathrin inhibition. Alexa 488-labeled transferrin-uptake reduction after
Pitstop2 inhibition of clathrin.
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Figure S5 Caveolin inhibition. BoDipy-LacCer-uptake reduction after MBCD inhibition of caveolin.
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Abstract

Despite many technological breakthroughs, even the best breast cancer treatments avail-
able today are not 100% effective. Chemotherapy has improved, but many drugs still
do not reach the tumor site at effective doses and are often associated with high sys-
temic toxicity and poor pharmacokinetics. Moreover, for many malignancies, diagnosis
is obtainable only in metastatic stages of development, reducing the overall effectiveness
of treatment. The choice of available treatments depends on tumor characteristics such
as biomarkers, tumor size, metastatic disease, ligands, and antigen or endocrine recep-
tor expression. Combined with surgical resection, chemotherapy and radiation remain
the first line of treatment for patients with cancer. Even with these treatments, however,
cancer continues to have high fatality rates and current therapeutic modalities have yet
to significantly improve the often dismal prognosis of this disease. Nanotechnology is
a highly focused approach, which may provide more effective and less toxic treatment
when compared to chemotherapy. This area of research has emerged as cancer treatment
in the form of new drugs and has reached promising results in preclinical and clinical
trials proving its value as a potential tumor therapy.

Keywords: breast cancer, therapy, nanomaterials, nano-oncology

1. Introduction

Nanobiotechnology is defined as the biomedical application of nano-sized systems [1].
Nanomaterials, which measure a few nanometers in length, allow for unique interaction
with biological systems at the molecular level. They can also facilitate important advances in
detection, diagnosis, and treatment of human cancers and this approach is known as nano-
oncology. Breast cancer is one of the most common cancers worldwide [2]. The choice of
available treatments depends on tumor characteristics such as biomarkers, tumor size, meta-
static disease, ligands, and antigens or endocrine receptors expression. Combined with sur-
gical resection, chemotherapy and radiation remain the first line of treatment for patients
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with cancer [3]. Improvements have been made to chemotherapies, because drugs are still
not reaching the tumor site at effective doses, and are often associated with high systemic
toxicities and poor pharmacokinetics. The nanotechnology is an approach which allows more
effective and less toxic chemotherapy.

For many malignancies, diagnosis is obtainable only during metastatic stages of develop-
ment, reducing the overall effectiveness of treatment [4]. Multidrug resistance, the principal
mechanism by which many cancers develop resistance to drugs, is also a key factor in the
failure of many forms of chemotherapy. It affects patients with a variety of blood cancers and
solid tumors, including breast cancers [5]. Triple-negative breast cancer (TNBC), with absent
or minimal expression of estrogen and progesterone receptors, and human epidermal growth
factor receptor 2 are most common in younger women. In later stages, the prognosis is more
dire, when compared to that of other breast cancer subtypes, with a higher risk of relapse,
often involving other organs [6]. Emerging nanotechnologies have exhibited the possibility of
specifically treating or targeting breast cancer. Among nanoparticles, various lipid nanopar-
ticles, namely liposomes, solid lipid nanoparticles, nanostructured lipid carriers, and lipid
polymer hybrid nanoparticles, have been developed over the past few years for breast cancer
therapy and evidence of this is documented [2].

Nanoparticles are also being actively developed for tumor imaging in vivo, biomolecular
profiling of cancer biomarkers, and targeted drug delivery. These nanotechnology-based
techniques can be widely applied for management of varying malignant diseases [7].

2. Breast cancer

2.1. Incidence and epidemiology

Breast cancer is the most frequent carcinoma in females and the second most common cause
of cancer-related mortality in women worldwide. Approximately 61,000 new cases of in situ
and 246,000 cases of invasive breast carcinoma, respectively, are expected to be diagnosed
in the United States in 2016. Within this same period in the United States, breast cancer will
account for an estimated 40,500 deaths among women [8]. The decline in cancer-related
death rates over the past two decades has been driven by continued decreases in fatalities
from breast cancer. Death rates for female breast cancer are down 36% from peak rates,
most likely, as a result of improvements in early detection and treatment [9, 10]. By con-
trast, incidence rates increased in men for cancer of the breast. Some suggestive correla-
tions about the increased cancer rate involve changes in environmental risk factors, such as

obesity [8, 11].

2.2, Current breast cancer diagnosis and treatment

Breast cancer diagnosis, according to the European guidelines, is based on clinical exam-
ination in combination with imaging and confirmed by pathological assessment [3].
Clinical examination includes manual palpation of the breasts and locoregional lymph
nodes, along with assessment for distant metastases (bones, liver, lungs, and neurological
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examination in the case of symptoms). Other forms of assessment include complete per-
sonal and family medical history, including evaluation of menopausal status, physical
examination, blood count analysis, liver and renal function tests, and alkaline phosphatase
and calcium checks [12].

Pathological diagnosis should be based on core-needle biopsies obtained by manual or
preferably by ultrasound or stereotactic guidance. The pathological report should include
the histological type, grade, estrogen receptor (ER), and for invasive cancer, progesterone
receptor (PgR) along with human growth factor receptor type 2 (HER2) [13]. Routine stag-
ing evaluations are directed at locoregional diseases, as asymptomatic distant metastases
are very rare and patients do not profit from comprehensive laboratory and radiological
staging. Bilateral mammography and ultrasound of the breast and regional lymph nodes are
included in imaging [3].

Subsequent to diagnosis, the prognostic and treatment are based on histology and immu-
nohistochemistry (IHC) data. The selection of a treatment strategy is based upon the tumor
extent/location (size and location of primary tumor, number of lesions, and number and
extent of lymph node involvement) and other factors such as age, lifestyle, and general health
status of the patient [14].

Women with a high risk of breast cancer (previous chest wall irradiation for lymphoma or car-
rying the BRCA1 or BRCA2 gene mutations) may be offered risk-reducing surgery including
prophylactic bilateral mastectomy and reconstruction [15].

Ductal carcinoma in situ may be treated with breast conservation therapy (BCT), which has
replaced radical mastectomy as the treatment of choice for early breast cancer, providing clear
resection margins achieve, or with mastectomy, usually followed by radiotherapy and/or che-
motherapy [16]. Whole-breast radiotherapy (WBRT) after breast-conserving surgery (BCS)
for diagnosis of ductal carcinoma in situ (DCIS) decreases the risk of local recurrence [17].
Mastectomy may still be carried out based upon tumor size (relative to breast size), tumor
multicentricity, prior radiation of the chest wall or breast, or patient choice [18]. Sentinel
lymph node biopsy (SLNB) is now the standard of care. All modalities of chemotherapy,
endocrine therapies (ETs), and targeted therapies as adjuvant treatments may be used preop-
eratively for patients with isolated tumor cells [13].

In HER2-positive breast cancer, trastuzumab therapy should be started in the neoadjuvant
setting in association with the taxane part of the chemotherapy regimen. The chemotherapy
regimens to be used in the neoadjuvant setting are the same ones used in the adjuvant setting.
Unfortunately, there are no validated predictive markers which allow for the tailoring of the
regimen to the individual patient. It is therefore recommended that a sequential program of
anthracyclines and taxanes is used. ER-positive, HER2-negative carcinomas, especially of the
lobular subtype, are generally less responsive to primary chemotherapy than ER-negative and
HER2-positive tumors and may benefit more from primary ET. ET is usually given 4-6 months
before surgery and continued postoperatively; for post-menopausal patients, aromatase inhibi-
tors (Als) are more effective than tamoxifen in decreasing tumor size and require less extensive
surgery [3, 19].
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2.3. Limitations of the current breast cancer treatments

One major challenge to the treatment of cancer is the lack of selective toxicity, which results
in a reduced therapeutic index and, as consequence, compromises clinical prognosis. In order
to reduce damage to normal tissues, suboptimal doses of anticancer chemotherapeutics are
often administered [20].

Furthermore, the high interstitial fluid pressure (IFP) of solid tumors forms a barrier to trans-
capillary transport and results in poor biodistribution and penetration of drugs [21]. Another
determinant of drug distribution within tissues is the half-life of the drugs in circulation; a drug
with longer half-life will establish a more uniform distribution in tissues, even if its extravasa-
tion and penetration of tissues are relatively slow, whereas a drug that has a short half-life will
have nonuniform distribution [22]. Moreover, vessels in tumor sites are heterogenic and may
have fenestrations that increase the extravasation of drugs [23].

It has been shown that the amount of drug accumulated in normal viscera is 10- to 20-fold
higher than that in a similarly weighted tumor site [24] and that many anticancer drugs are
not able to penetrate more than 40-50 mm (equivalent to the combined diameter of three
to five cells) from the vasculature [20, 25, 26]. These defects often lead to incomplete tumor
response, multiple drug resistance (MDR), and ultimately therapeutic failure [27-29]. MDR,
when tumor cells are treated with one anticancer drug and become resistant to a whole spec-
trum of drugs, is usually based on overexpressed drug efflux proteins and therefore is an
important challenge for breast cancer therapy [30-33].

3. Nanobiotechnology-based platforms for breast cancer therapy

3.1. Properties of nanocarriers

The most current anticancer agents do not have an adequate job of differentiating between
cancerous and normal cells and can lead to systemic toxicity and severe side effects. To
overcome limitations of conventional chemotherapeutics, nanotechnology offers a more tar-
geted approach and could therefore provide significant benefits to cancer patients. The size,
shape, and charge are important parameters in nanoparticle systems that indicate the in vivo
distribution, targeting ability, and biological destination of nanoparticles.

Nanoparticles have many advantages over free drugs. Some of them are listed below:
® Protect the drugs from early degradation.

¢ Enhance absorption of the drugs into a selected tissue.

¢ Control the drug tissue distribution and pharmacokinetic.

¢ Improve intracellular penetration.

* Prevent drugs from premature interaction with the biological environment.

* Reduce systemic toxicity.
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Particles with hydrodynamic diameters below 10 nm are subject to rapid kidney clearance.
Most of injected nanoparticles end up in the liver and spleen. Resident macrophages will
phagocytose nanoparticles, degrade a small part of them, and exocytose both the degraded
and intact nanoparticles. To avoid mechanical filtration by the liver and spleen, particles
require size limitations above 200 nm [34, 35].

The zeta potential (surface charge) of nanoparticles has been shown to influence the nanopar-
ticles direction within the tumor. It has been described that positively charged nanoparticles
show increased cell uptake and binding due to the interaction between cationic nanoparticles
and negatively charged cell membranes. Neutral particles have demonstrated lower interaction
with the cell membrane than those nanoparticles with the same size and charge, resulting from
the lower number of electrostatic interactions between charged cell membranes and nanopar-
ticles surface [36-38]. In addition, studies have shown that systemically administered nanopar-
ticles, with 30-40 nm [39] and 70 nm [40] in size and having a slightly negative surface charge,
revealed internalization by tumor cells in mice and movement away from blood vessels [38].

Neutral polymers are used to minimize nanoparticle surface charge. The polymers are gen-
erally used to reduce aggregation caused by particle-particle interactions as well as limiting
potential electrostatically induced interactions with other components of circulation, such as
plasma membranes of cells (negative charge). Supposing the nanoparticle surface charge is
increased, both positively and negatively, the probability that the particle will be removed from
circulation by macrophage increases [36, 41]. When nanomaterials are administered into the
blood, they are taken up within minutes or by the phagocytic cells of mononuclear phagocyte
(MPS). The opsonization can be prevented by adding poly (ethylene) glycol (PEG) to the sur-
face of nanomaterials. This addition drastically increases the blood half-life of all nanomaterials
regardless of surface charge, improving the circulation time and accumulation in the target tis-
sue. To create long-circulating nanoparticles, a diameter between 30 and 200 nm is desired [42].

The nanoparticle surface is the site that is modified to include targeting ligands. The reason
for including a target ligand is that the cell surface of the cognate receptor is elevated in tar-
get cancer cells relative to other cells [43]. The advantages of surface coating are that it offers
biocompatibilities, biodistribution of the nanoparticles, and modulating interaction between
nanoparticles and cells, tissues, and biomolecules [44].

3.2. Nanoparticle drug delivery arsenal

To construct an appropriate nanocarrier for rapid and effective clinical translation, some impor-
tant characteristics need to be considered. The nanocarriers must be made from a material that
is biocompatible and easily functionalized along with being well characterized, soluble, exhibit
extended circulation ability, no aggregation, and high uptake efficiency by the target cells.

Nanocarriers can be classified into three categories based upon materials that they are made
from: (1) lipid-based, (2) polymeric, and (3) inorganic (Figure 1). These nanocarriers have been
used for a variety of applications such as drug delivery, imaging, apoptosis detection, radia-
tion sensitizers, and photothermic ablation of tumors [7, 45, 46]. Some of these nanocarriers
are described below.

415

126



416

Breast Cancer - From Biology to Medicine

A) Lipid-based nanocarriers
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Figure 1. Schematic of different kinds of nanocarriers used for drug delivery. (A) Lipid-based nanocarriers, (B) polymeric
nanoparticles, (C) inorganics particles.

3.2.1. Lipid-based nanocarriers

Lipid-based drug delivery systems have attractive properties, as well as biocompatibility, bio-
degradability, and the ability to entrap both hydrophobic and hydrophilic drugs. Lipid-based
nanocarriers include liposomes, nanoemulsion, solid lipid nanoparticles, and phospholipid
micelles.

Liposomes were the first nanocarriers, described in 1965 by Bangham [47], and the first that
have been clinically approved by the FDA (Food and Drug Administration) to carry che-
motherapy drugs (DaunoXome™) (50-80 nm) in 1996 [48]. Liposomes are small vesicles
consisting of a bilayer lipid membrane surrounding an aqueous interior compartment [49].
The membranes consist of amphiphilic compounds, such as phospholipids and glycolipids,
which make them biodegradable. Hydrophobic molecules are intercalated within the bilayer
membrane, and hydrophilic molecules can be entrapped in their aqueous core, making lipo-
somes a good therapeutic carrier [50]. To improve stability and circulation half-life, liposomes
can be coated with targeting ligands and polymers such as PEG [51]. For example, a recent
study showed that PEG-modified liposomes of ursolic acid enhanced in vitro cytotoxicity in
gastric cancer cells when compared to standard ursolic acid [38]. Liposomal drug formula-
tion improves the biodistribution and pharmacokinetics of a drug. This means higher drug
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concentration can be achieved within tumors while reducing drug concentration in normal
tissue [51]. Some disadvantages have been identified in the use of liposomes. Studies have
shown that 50-80% of liposomes are adsorbed by the reticuloendothelial system (RES) and
mainly by liver cells (Kupffer cells) within the first 15-30 min following intravenous admin-
istration [52, 53]. Other problems are related to their stability, poor batch-to-batch reproduc-
ibility, and difficulty with sterilization [54].

3.2.2. Polymeric

Polymeric nanoparticles systems are engineered from biocompatible and biodegradable poly-
mers. Polymeric nanocarriers include micelles, dendrimers, and polymer-drug conjugates.

Many biodegradable polymers have been used to produce polymeric nanoparticles such as
poly D L-lactic-co-glycolic acid (PLGA), poly D L-lactic acid (PLA), and poly ethylene gly-
col (PEG) [55]. Polysaccharides such as chitosan, alginate, and pectin have also been used
to encapsulate these nanostructures [56, 57]. These nanoparticles are formulated through a
self-assembly process using block copolymers with different hydrophilicity and consisting
of two or more polymer chains [58]. Polymeric nanoparticles have been formulated to encap-
sulate either hydrophilic or hydrophobic drugs. This system facilitates surface modifications,
and controlled pH- dependent controlled release [59]. A recent study revealed developed
albumin-polymer conjugate nanoparticles of curcumin and demonstrated growth inhibition
of three-dimensional LNCaP (epithelial cell line derived from a human prostate carcinoma)
multicellular tumor spheroids when compared to native curcumin [60]. This result is an inter-
esting option for controlled and target-based delivery.

Dendrimers are polymeric macromolecules with numerous arms extending from a center, result-
ing in a well-defined topological structure [61]. They have three main components: (1) a central
core with two or more groups and repeated units attached to a central core called generations;
(2) peripheral functional groups on the surface which determine the physicochemical properties
of a dendrimer; (3) peripheral groups that can be modified to obtain both a charged hydrophilic
and lipophilic function [62]. Dendrimers are appealing since they can be synthesized at vari-
ous sizes, molecular weights, and chemical compositions [62]. With the modification of surface
groups, interiors, and core, the properties of dendrimers can be optimized to obtain favorable
physical characteristics, biodistribution, and receptor-mediated targeting. Dendrimers have
shown promise for biomedical applications because they can be easily conjugated with targeting
molecules, are biodegradable, biocompatible, and have high water solubility [63, 64]. A success-
ful study using dendrimers was demonstrated in 2005 when methotrexate conjugated to poly-
amidoamine (PAMAM) dendrimers resulted in a 10-fold reduction in tumor size compared with
that achieved using free systemic methotrexate [60]. In spite of promising results, dendrimers
are relatively expensive as compared to other nanoparticles and require many repetitive steps in
order to be synthesized, presenting a challenge for large-scale production [65].

3.2.3. Inorganic

The iron oxide nanoparticles (IO) are classified based on their sizes as standard superpara-
magnetic iron oxide (SSPIOs) at 60-150 nm, superparamagnetic iron oxide (USPIO) 5-40 nm,
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and ultra-small and monocrystalline iron oxide (MION) 10-30 nm. Magnetic nanosystem is
attractive due to its ability to become magnetized after exposure to a magnetic field but does
not retain permanent magnetization once the field is turned off. These nanoparticles need to
be small so that they can be superparamagnetic in order to avoid agglomeration after stop-
page of the magnetic field and remain in circulation without being removed by the immune
system [36]. The IO can be degraded to Fe+ ions in the body in the acidic compartments of
cells, for example, lysosomes, reducing the potential toxicity of nanoparticles (Figure 2). The
magnetic flux density and permeability of exterior magnetic fields should be optimized to
be strong enough to mediate penetration of nanoparticles across the biological barriers, and
provide for sufficient accumulation at target sites while reducing risk to normal tissue [66, 67].

Gold nanoparticles have received attention due to their unique properties. These nanopar-
ticles are easily synthesized and size can be readily controlled by turning the synthesis pro-
cedure [68]. These nanoparticle conjugates can exhibit increased targeting rapid transport
kinetics, long circulatory half-life, size-enhanced tumor uptake, and biocompatibility. These
nanoparticles represent one of the most stable and easily surface functionalized for molecular
conjugation [69]. Gold is resistant to oxidation under ambient or physiological conditions,
which permits interaction in the biological environment. The shape of gold nanoparticles
has been demonstrated to penetrate the cell membrane. When functionalized, they can show
increased binding affinity and targeting selectivity with multiple targeting groups as well as
tumor selective uptake due to their size [69].

Figure 2. Intracellular occurrence of iron oxide nanoparticles in breast cancer cells analyzed through microscopy. (A)
Representative confocal of Raman micrographs after digital contrast enhancement in MDA-MB-231 cells. (B) Ultra-
micrographs from transmission electronic microscopic (TEM) in MCE-7 are shown. The cells were treated with 200 uM
iron oxide nanoparticles at 37°C for 24 and 6 h, respectively. The black arrow denotes accumulation of particles in the
cytoplasm of tumor cells.
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Inorganic nanocarriers have been used due to their physiochemical properties, such as chemi-
cal composition, size, shape, good stability, ease of functionalization, and higher surface-to-
volume ratios. Inorganic nanoparticles include gold nanoparticles, magnetic nanomaterials,
carbon nanotubes, silica nanoparticles, and quantum dots [49].

4. Tumor targeting and uptake

4.1. Types of targeting agents

Targeting agents can be broadly classified as proteins (mainly antibodies and their fragments),
nucleic acids, peptides, aptamers, vitamins, and carbohydrates, and they may be conjugated
to the carriers [70]. The surface marker should be overexpressed on target cells relative to nor-
mal cells. When targeting agents are used to deliver nanocarriers to cancer cells, it is essential
that the agent binds with high selectivity to molecules that are uniquely expressed on the cell
surface. Nanocarriers will recognize and bind to target cells through ligand-receptor inter-
actions. The carriers are then internalized and the drug is released inside the cell [71]. The
vitamin folic acid (folate) has also been used because folate receptors (FRs) are overexpressed
in many tumor cells including kidney, ovarian, and endometrial cancer. The folate receptor is
used to deliver drug conjugates to selectively accumulating drugs into cancer cell-mediated
endocytosis [72]. One of the more commonly used ligands for cancer cells is transferrin (Tf)
protein. Transferrin interacts with Tf receptors (TfRs), which are overexpressed in a range
of tumor cells including lung, colon, pancreatic, and bladder cancers to increased metabolic
rates [73]. Tf receptors binding directly to nanoparticles such as liposomes have resulted in
improved intracellular delivery and therapeutic outcomes in animal tumor models [65, 74,
75]. Studies show that Tf is also used to facilitate small interfering RNAs (siRNA) delivery
through transferrin receptors, allowing for antitumor activity [76]. Targeting receptors whose
expression correlates with metabolic rate, such as folate and Tf, are also expressed in fast-
growing healthy cells such as endothelial, epithelial, and fibroblasts cells, and this could lead
to non-specific targeting and may increase toxicity and decrease drug efficiency [77].

4.2, Passive nanoparticle target

Nanoparticles circulating in the bloodstream can reach the neoplastic tissue by passive drug
targeting through the enhanced permeation and retention effect (EPR) (Figure 3) [45, 78].
When a solid tumor reaches a certain size, the normal vasculature present in its early stage is
not sufficient enough to provide the oxygen required for proliferation [79]. Because of this, the
cells start to die and they secrete growth factors, which trigger angiogenesis, where budding
of new blood vessels from the surrounding capillaries occurs, increasing their permeability.
Angiogenesis in tumors is the process of rapid development of new, irregular blood vessels
that present a discontinuous epithelium and lack the basal membrane of normal vascular
structures [80, 81]. Fenestrations in the capillaries, depending on the location and tumor type,
can reach sizes from 200 to 2000 nm. The fenestrations between endothelial cells facilitate the
extravasation of nanocarriers from the surrounding vessels into the tumor [82]. The extracel-
lular fluids are constantly drained into the lymphatic vessels, and this allows for the renewal
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Figure 3. Schematic representation showing enhanced permeability and retention of nanoparticles in tumor.

of interstitial fluid and the recycling of extravagated solutes and colloids back to the circula-
tion [83]. In tumors, the lymphatic function is defective and, consequently, the uptake of the
interstitial fluid is minimal [84]. Free drugs may diffuse nonspecifically and a nanocarrier
can extravasate into the leaky vessels of tumor tissues through the EPR effect. A study using
liposomes of different sizes suggests that particles with a diameter of 200-300 nm are able to
extravasate, whereas in another part of the same tumor, molecules only a few nanometers in
size may have difficulty entering the interstitium [85]. The success of EPR effect depends on
factors such as lymphatic drainage rate, blood flow that is different in various tumor types
and degrees of capillary disorder.

4.3. Active nanoparticle target

Passive targeting is available only in certain types of tumors and does not, necessarily,
insure internalization of nanocarriers by targeted cells. Nanocarriers can be engineered
to attach targeting with selective agents to employ active targeting [86]. As previously
described in topic 4.1, some of these agents include peptides [87], proteins [88], antibodies
[89], and small organic molecules [90-92]. These agents are complementary to receptors
that are overexpressed or present in tumor cells [93]. The objective of passive targeting is
to increase interactions between nanoparticles and cells and to enhance internalization of
drugs without altering biodistribution [94, 95]. Some physicochemical properties might also
affect the efficacy of active targeting in vitro and in vivo. These properties, such as the size of
nanoparticles [96], choice of the targeting ligand [97], and ligand density [98] may affect the
efficacy of the active targeting of nanoparticles. The nonspecific biding of proteins during
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Figure 4. Cellular uptake mechanism. The ligand-coated nanoparticle binds to the membrane receptor, enters the cells
by primary endosome, and then forms an acidified endosome. The enzymatic digestion of nanoparticles is done by
fusion of lysosomes.

the nanoparticles dislocation through the blood stream and the administration route has
been shown to affect the targeting ability of nanocarriers [99]. Active targeting can be used
for controlled drug release applications, where the drug is released into the extracellular or
intracellular environment. The targeting agents can be used to facilitate nanocarrier inter-
nalization into cells, primarily via endocytosis (Figure 4) [100].

5. Nanocarriers and multidrug resistance

Multidrug resistance (MDR) limits the potency of many chemotherapeutics can be classified
into two types: acquired MDR that can be developed during traditional chemotherapy in
common doses and intrinsic MDR that can be developed from preexisting resistance pres-
ent in tumor cells. MDR is the decreased cell uptake and increased efflux of a drug. MDR
transporters carry a variety of anticancer drugs out of cancer cells reducing the intracellular
drug doses and produce resistance to chemotherapy [101]. If there is tumor recurrence, che-
motherapy may fail because of residual drug-resistant cells dominating the tumor popula-
tion [5]. Chemotherapy will kill only drug-sensitive cells that do not, or only mildly, express
MDR transporters, leaving behind drug-resistant cells that overexpress MDR transporters.
The main drug efflux transporters include P-glycoprotein (MDR1 or ABCB1), multidrug
resistance-associated proteins (MRP1 or ABCC1), and the breast cancer resistance protein
(ABCG2) [102-104]. To combat MDR, stimuli-responsive multifunctional nanoparticle-based
drug delivery systems, which can deliver drugs into cells, release the drug in a specific site or
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at a specific time. To overcome MDR, an optimal drug delivery system has to release drugs
into cytoplasm rapidly and completely, leading to sufficiently high intracellular drug con-
centration to exceed drug efflux and limit concentration, in order to inhibit the proliferation
of drug-resistant cancer cells and kill them. A study done using non-ionic copolymer with
a hydrophobic core containing doxorubicin, called SP1049C, has been shown to circumvent
p-glycoprotein-mediated drug resistance. The study was done on a mouse model of leukemia
and it is currently in clinical evaluation. This study demonstrated the possibility of using
nanocarriers to bypass MDR transporters [102, 105-107].

6. Preclinical and clinical trials for nanoparticles breast cancer therapy

The nanomedicine industry perspective toward oncology-based nanomedicinal therapeutics
is very promising. The aim of these compounds to improve the therapeutic index of antican-
cer drugs by modifying their pharmacokinetics and tissue distribution to improve delivery to
the site of action is well known and has also been demonstrated clinically. The first anticancer
nanomedicine approved by the FDA in 1995, Doxil™/Caelyx™ [108], achieves a differential
distribution of doxorubicin versus the free drug and is now approved for several applications,
including breast cancer, based upon improved safety with equivalent or superior efficacy
versus standard therapies.

Nanomedicines for breast cancer therapy or diagnosis in clinical development can be broadly
divided into five main types: liposomes, polymeric conjugates, polymeric nanoparticles, poly-
meric micelles, and others. Examples of marketed anti-breast cancer nanomedicines and those
in clinical development are summarized in Table 1.

Nanomedicine type Drug Product name/company  Indication Phase
Liposomes Doxorubicin ~ Myocet™/Teva UK Metastatic Breast Cancer Approved
Paclitaxel LEP—ETU/Insys Breast cancer Phase II
EndoTAG-1/MediGene Breast cancer Phase II
Polymeric conjugates Irinotecan NKTR102 (PEG)/Nektar ~ Metastatic breast cancer Phase IIT
Polymeric micelles Paclitaxel Genexol-PM™/Samyang  Breast cancer Approved
Biopharmaceuticals
Docetaxel Genexol-PM™/Samyang  Breast cancer (NSCLC, Marketed in
Biopharmaceuticals prostate, ovarian, head and South Korea
neck, gastric, and esophageal
cancer)
Paclitaxel NK105/NanoCarrier™ Breast cancer Phase III
Other Paclitaxel Abraxane ™/Celgene Advanced breast cancer Approved

Phospholipid = SonoVue/Bracco Imaging  Ultrasound enhancement for ~Approved
stabilized breast and other cancers
microbubble

Table 1. Clinically and preclinical nanoparticle for breast cancer therapies and diagnostics, grouped by their trial phases.
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7. Conclusions

The choice of appropriate nanocarriers is a difficult one. It is important to understand the key
nanoparticle features such as properties, size, targeting ligand, and charge to improve the
design for oncology applications. Nanoparticle therapeutics has been used for many treat-
ments of most cancers. Although the field of nanomedicine is developing rapidly, there are
still a limited number of nanocarriers approved by the FDA and limited available clinical
data. More clinical trials are required to better understand the advantages and disadvantages
of nanoparticle therapeutics. Well-designed studies are important for development of these
drugs. Further research is needed to develop new nanotherapeutics incorporating a variety
of characteristics along with good experimental design in order to achieve improvements in
treatments and nanoparticle targeting to overcome current limitations.
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