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RESUMO

A leucemia representa um grupo de neoplasias hematoldgicas que tém origem nas
células-tronco, causando a proliferacdo e acimulo de leucécitos na medula éssea e no sangue.
Em 2018, a leucemia foi mundialmente classificada como o 15° cancer mais frequente e a 112
principal causa de mortalidade. As nanoparticulas como carreadores de medicamentos
oferecem vantagens, como a capacidade de se direcionar especificamente as células cancerosas,
reduzir a toxicidade do tratamento e aumentar a eficacia do medicamento. O objetivo deste
estudo foi avaliar a atividade anticancerigena e imunomoduladora de nanoparticulas de bismuto
e a nanoparticula contendo crajiru (nanoparticula-CRJ) em linhagens celulares de leucemia
mieloide. Todos os testes foram realizados in vitro, utilizando as linhagens cancerigenas HL60
(leucemia mieloide aguda) e K562 (leucemia mieloide crbnica), e as células ndo cancerigenas
da linhagem Vero e células monoclueares do sangue periferico (PBMC) de doadores de sangue.
A atividade citotoxica das nanoparticulas foi avaliada por meio do teste MTT, enquanto que
capacidade de inibir a expansdo clonal de células cancerigenas foi investigada por meio do
ensaio de formacdo de colbnias. Para avaliar o potencial imunomodulador, citocinas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatérias foram dosadas por meio de um ensaio imunoenzimatico
(ELISA), em sobrenadante de PBMC tratadas com as nanoparticulas. Os resultados
demonstraram que tanto a nanoparticula-CRJ quanto a de Bismuto apresentaram atividade
citotoxica significativa contra as linhagens cancerigenas HL60 (p<0.05) e K562 (p< 0.05) em
todas as concentragdes testadas quando comparado ao controle (células néo tratadas). N&o foi
observada atividade citotoxica significativa da nanoparticula-CRJ em células ndo cancerigenas.
A nanoparticula de bismuto apresentou atividade citotoxica em células ndo-cancerigenas,
reduzindo a viabilidade das células em uma média de 27%, porém menor do que em relagao as
células cancerigenas que reduziram em uma média de 43%. A nanoparticula de bismuto reduziu
a formac&o de coldnias de células HL60 em 79%, enquanto que a nanoparticula-CRJ reduziu
em 93,95%. Em relacéo as celulas K562, a nanoparticula-CRJ inibiu totalmente a formacao de
colbnias. A nanoparticula-CRJ induziu a expressdo das citocinas IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-a, o
que demonstra seu potencial imunomodulador. Os resultados deste estudo indicam que a
nanoparticula de bismuto apresenta um potencial anticancerigeno, enquanto a nanoparticula-
CRJ possui potencial antincancerigeno e imunomodulador. Estes dados sugerem que esses
compostos sdo candidatos promissores para estudos prospectivos no tratamento de leucemia
mieldide.

Palavras-chave: Leucemia, Imunomodulacdo, Nanoparticulas, Citotoxicidade.
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ABSTRACT

Leukemia represents a group of hematologic malignancies that originate from stem cells,
causing the proliferation and accumulation of leukocytes in the bone marrow and blood. In
2018, leukemia was ranked the 15th most common cancer worldwide and the 11th leading cause
of death. Nanoparticles as drug carriers offer advantages such as the ability to specifically target
cancer cells, reduce treatment toxicity, and increase drug efficacy. The aim of this study was to
evaluate the anticancer and immunomodulatory activity of bismuth nanoparticles and the
nanoparticle containing crajiru (nanoparticle-CRJ) in myeloid leukemia cell lines. All tests
were performed in vitro, using the HL60 (acute myeloid leukemia) and K562 (chronic myeloid
leukemia) cancer cell lines, and non-cancer Vero cell lines and peripheral blood monoclonal
cells (PBMC) from blood donors. The cytotoxic activity of the nanoparticles was evaluated
using the MTT test, while the ability to inhibit the clonal expansion of cancer cells was
investigated using the colony formation assay. To evaluate the immunomodulatory potential,
pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines were measured by means of an
immunoenzymatic assay (ELISA) in supernatant of PBMC treated with nanoparticles. The
results showed that both the CRJ and Bismuth nanoparticle showed significant cytotoxic
activity against the cancer cell lines HL60 (p<0.05) and K562 (p< 0.05) at all tested
concentrations when compared to the control (untreated cells). No significant cytotoxic activity
of the nanoparticle-CRJ was observed in non-cancer cells. The bismuth nanoparticle showed
cytotoxic activity in non-cancer cells, reducing cell viability by an average of 27%, but less
than that of cancer cells which reduced by an average of 43%. The bismuth nanoparticle reduced
the formation of HL60 cell colonies by 79%, while the CRJ-nanoparticle reduced it by 93.95%.
Regarding K562 cells, the nanoparticle-CRJ totally inhibited the formation of colonies. The
nanoparticle-CRJ induced the expression of cytokines IL-6, 1L-10, IL-12 and TNF-a, which
demonstrates its immunomodulatory potential. The results of this study indicate that the
bismuth nanoparticle has an anticancer potential, while the CRJ-nanoparticle has an anticancer
and immunomodulatory potential. These data suggest that these compounds are promising
candidates for prospective studies in the treatment of myeloid leukemia.

Keywords: Leukemia, Immunomodulation, Nanoparticles, Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

As leucemias sdo grupos de neoplasias malignas que tém origem nas células-tronco
hematopoiéticas, causando a proliferacdo e acimulo de leucdcitos na medula 6ssea e no sangue
(1). Dependendo da linhagem celular afetada, a leucemia pode ser subdividida em linfoide ou
mieloide podendo ainda ser caracterizada como aguda ou cronica. Fatores como evolucao da
doenca, resposta ao tratamento e manifestacGes clinicas, também servem de base para a
diferenciacdo dos subtipos de leucemia (2, 3). As leucemias cronicas sdo caracterizadas por
apresentar maior percentual de células maduras, enquanto que nas leucemias agudas este
aumento é observado em células imaturas. Desta forma, as leucemias sdo classificadas em:
leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide crénica (LMC), leucemia linfoide aguda
(LLA) e leucemia linfoide crénica (LMC) (4, 2, 5).

Segundo Bray, em 2018 ocorreram 249 mil novos casos de leucemia em todo o mundo.
Ainda no contexto mundial, as leucemias representam o 112 cancer mais incidente, sendo a
LLA o cancer mais frequente durante a infancia com casos ocorrendo em 75% das vezes abaixo
dos 6 anos (6). As maiores taxas de incidéncia pertencem ao sexo masculino. A leucemia a

LMA tem maior incidéncia em adultos, especialmente a partir dos 65 anos (4).

No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), para cada ano do
triénio 2021-2023, sdo estimados 11.540 casos novos de leucemia, sendo 6.250 em homens e
5.290 em mulheres. Essa estimativa equivale a um risco estimado de 5,90 casos hovos/100 mil
homens e 4,78 casos novos/100 mil mulheres, ocupando a nona e a décima posicao,
respectivamente, entre as neoplasias malignas mais incidentes. A leucemia em homens da
regido Norte é 0 quinto cancer mais comum com estimativa de 4,45/100 mil, ndo levando em

consideracdo o cancer de pele ndo melanoma (7).

Em 2019, ainda na regido Norte, ocorreram 7.370 dbitos, sendo 4.014 homens e 3.356
mulheres (7). No ano de 2008, a cidade de Manaus apresentou um dos maiores indices de
ocorréncia de LLA do pais, de acordo com os Registros de Cancer de Base Populacional
(RCBP). Em 2011, foi identificada novamente como a capital brasileira com maior incidéncia,
apresentando 76,8 casos por milhdo de habitantes (8) e em 2016 houve um aumento para 87,1

casos (9).

O tratamento para a leucemia inclui quimioterapia, radioterapia e transplante de medula

Ossea, que podem causar diversos efeitos colaterais prolongados, como toxicidade (10).



Portanto, a quimioterapia apresenta uma série de efeitos colaterais indesejados, como nauseas,
diarreia, imunossupressdo, neuropatia e fadiga, devido a sua citotoxicidade tanto para as células

neoplasicas quanto para as células saudaveis (10).

Atualmente a busca por agentes quimioterapicos mais eficientes e menos invasivos é
um desafio para a ciéncia (11). A terapia direcionada as células neoplasicas representa uma
abordagem promissora para um tratamento mais eficaz e menos téxico para os pacientes (11,
12). No entanto, a resisténcia a quimioterapia € um grande obstaculo para o sucesso total do
tratamento e a cura da leucemia (11, 12).

A resisténcia a multiplas drogas (MDR) é frequentemente um dos principais obstaculos
para o sucesso do tratamento quimioterapico e recidiva em neoplasias hematoldgicas. Existem
varios mecanismos que ajudam as células neoplasicas a desenvolver resisténcia contra os efeitos
citotoxicos dos medicamentos quimioterapicos, sendo uma das principais € a via de regulacéo
negativa responsavel pela producdo de proteinas que inibem a apoptose, como Bcl-2 e Bax,
além da excregdo de farmacos por meio da via de glicoproteina-P (11, 12).

A nanotecnologia oferece novas vantagens no diagnostico, prevencédo e tratamento do
cancer, nas quais as tecnologias convencionais ndo conseguiram alcangar (14). A
nanotecnologia € uma estratégia terapéutica promissora para a entrega direcionada de
compostos ativos as células cancerigenas, pluripotentes ou ao microambiente tumoral/estroma,
proporcionando alta especificidade e seletividade. 1sso reduz a toxicidade e melhora a eficacia
dos farmacos, tornando-a uma alternativa para superar a MDR (15). As nanoparticulas tém um
grande potencial como carreadores de medicamentos, ajudando a manter a sua estabilidade e
biodisponibilidade, protegendo-os contra a degradacdo no organismo, melhorando a absor¢éo
pelas células alvo e modificando a farmacocinética. Dessa forma, 0s medicamentos
quimioterapicos carregados por nanoparticulas podem resistir a degradacdo, exibir menor

toxicidade e apresentar maior solubilidade e eficacia (16).

Os compostos de bismuto possuem diversas aplica¢cdes medicinais (17) , Por exemplo,
em relacdo a atividade antitumoral do bismuto, sdo exemplos 0os compostos de tropolonas e
ditiocarbamatos de bismuto (111), que apresentam efeito citotdxico descrito contra células
leucemia L1210 e células leucémicas promielociticas humanas (LPA)(18). A espécie vegetal
Fridericia chica ou Arrabidaea chica é conhecida popularmente como crajiru, pertence a
familia Bignoniaceae e é¢ amplamente distribuida em regides tropicais do Brasil, especialmente

no estado do Amazonas (19). Diversos estudos apontam a eficiéncia dos extratos das folhas de



crajiru com atividades antitumorais, antivirais, cicatrizantes, anti-inflamatorias e antioxidantes
(20, 21).

Considerando o atual contexto da resisténcia a quimioterapia e seus efeitos colaterais
em pacientes leucémicos, € de extrema importancia a realizacdo de estudos que avaliem a
atividade antineoplasica e imunomoduladora de compostos nanoparticulados. Esses estudos
podem contribuir significativamente para o surgimento de novos medicamentos que superem
esses obstaculos e melhorem o tratamento desses pacientes. Nesse sentido, o presente estudo
teve como principal objetivo avaliar a atividade antiproliferativa e imunomoduladora in vitro

da nanoparticula de bismuto e da contendo crajiru.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 HISTORICO DO TRATAMENTO CONTRA LEUCEMIA

A descoberta da leucemia envolve quatro principais pesquisadores: Peter Cullen, John
Bennett, Rudolf Virchow, John Bennett e Henry Fuller, denominados como os descobridores
da leucemia. Nao ha um consenso a respeito sobre quem as relatou pela primeira vez (22). No
século XIX, foram analisados e publicados os primeiros casos a respeito de possiveis

transformacdes nas células sanguineas (23).

Em 1811, Peter Cullen publicou um caso sobre esplenite aguda no qual foi observado o
soro do paciente sendo semelhante a cor e consisténcia de leite por causa do acumulo de
leucdcitos (24). Em 1845, John Bennett, o fundador da microscopia clinica francesa, foi o
primeiro a nomear a doenca como leucocitemia. Tendo como base as suas observacdes sobre
leucdcitos purulentos (18, 19). Em 1847, Rudolf Virchow definiu a doenca como leukamie do
grego leukos = branco e haima = sangue (“sangue branco”). Ele observou a diminui¢do da
quantidade de eritrdcitos e aumento desproporcional de leucécitos. Em 1846, Henry Fuller foi

0 primeiro a diagnosticar a leucemia utilizando um microscopio (18, 19).

Durante o século XIX, o tratamento da leucemia consistia no uso de compostos como
quinino para febre, morfina e 6pio para diarreia e dores, e ferro para anemia, 0s quais
amenizavam os sintomas da doenca (22). O uso de arsénico na leucemia foi um dos tratamentos
mais relatados, aplicado pela primeira vez em uma mulher com leucemia mieloide cronica sob
supervisdao do médico Lissauer. Embora o arsénico causasse a diminuicdo significativa de

leucocitos, o efeito era em um curto prazo (22).
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O advento da quimioterapia para o tratamento da leucemia ocorreu durante a década de
1950. Na primeira e segunda guerra mundial, o gas de mostarda foi utilizado como uma arma
quimica (27). Pesquisadores do exército dos Estados Unidos estudavam diversos derivados do
gas de mostarda, quando observaram efeitos do gas de mostarda nitrogenado nos tecidos
linfoides e em neoplasias malignas (27). Posteriormente, realizaram estudo de fase clinica na
Universidade de Yale, observaram que metil-bis- (B-cloroetil) amina apresentava atividade
antiproliferativa para o linfoma de Hodgkin(27). O gas de mostarda nitrogenada teve a molécula
de enxofre substituida pela de nitrogénio e o metotrexato, o que induz a apoptose na fase S do
ciclo celular, causando a diminuicéo significativa de leucdcitos tumorais (27). A quimioterapia
e a radioterapia se tornaram as principais técnicas terapéuticas para o cancer. Somente, com 0s
avancos do conhecimento em imunologia que passou a ser realizado os transplantes de 6rgéos,

como o de medula 6ssea (28).

Em 1959, Richard Feynman, ganhador do prémio Nobel de Fisica, foi o primeiro
abordar o conceito de nanotecnologia na Reunido Anual da American Physical Society em uma
palestra com nome “Ha muito espaco no fundo”(29). Em 1960, Bangham descobriu
nanoparticulas a base de lipossomas (30). Em 1972, Scheffel produziu nanoparticulas a base de
albumina (31), posteriormente esta serviu como base para a producdo do nanofarmaco
Abraxane (paclitaxel ligado a albumina), que foi aprovado em 2005 pela Food and Drug

Administration (FDA) dos Estados Unidos para ser utilizado no cancer de mama (32).

Em 1990, Schwendener foi o primeiro a usar nanoparticulas de lipossomal anexado a
quimioterapicos, o qual encapsula 0 mitoxantrona em lipossomas. Foi observado que o fa&rmaco
encapsulado foi mais eficaz contra células de leucemia linfocitica murina (L1210) do que
somente o mitoxantrona livre (33). Em 2000, a primeira nanoparticulas (Mylotarg) para uso
clinico das leucemias foi aprovada (34) e em 2006 Oncospar para leucemia linfoide aguda
infantil (35). Em 2012, foi aprovada o Margibo, uma alternativa bastante importante para
pacientes adultos com leucemia linfoide aguda (36), e em 2017 a VY XEOS sendo a primeira
nanoparticulas a ter a combinacdo de dois medicamentos quimioterapicos, a citarabina e

daunorrubicina (37).
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2.2 LEUCEMIAS

A leucemia é um grupo heterogéneo de neoplasias liquidas originadas de um clone
maligno das células-tronco hematopoiéticas que resulta na proliferacdo exacerbada e acimulo
de leucdcitos na medula 6ssea e no sangue (figura 1) (3, 4). Desse modo, as células leucémicas
inibem a multiplicacéo de células sanguineas saudaveis que, progressivamente, sdo substituidas
por células leucemicas, o que ocasiona anemia, aumento de suscetibilidade a infeccGes e

plaguetopenia (3, 4).

Normal blood Leukemia

Limphocyte Abnormol profireration

Figura 1. Sangue normal e sangue leucémico durante a leucemia.

Fonte: http://hematologiaclinicafarma.blogspot.com/

A etiologia da leucemia é multifatorial e existem diversos fatores relacionados ao seu
desenvolvimento, como: radia¢do ionizante, exposicdo a agrotdxicos, pesticidas, inseticidas,
infeccdes virais (38). As alteracdes genéticas adquiridas nas células hematopoiéticas e as
aberracGes cromossémicas clonais contribuem de forma significativa para o desenvolvimento
da leucemia (39). Estas anormalidades favorecem o surgimento de distdrbios no processo de
reparo do DNA. As alteracdes cromossomicas hereditarias responsaveis por causar doencas
como Anemia de Fanconi e sindrome de Down também podem ser fatores de predisposicdo a

leucemia (38).

2.2.1 Tipos de leucemias

Existem diversos tipos de leucemias, que sao classificadas de acordo com a linhagem
celular (mieloide ou linfoide), com tempo de evolucgéo (aguda ou crénica) e com tipo de célula

acometida (frequentemente leucocitos e raramente megacariécitos e eritrocitos) (4). Desta
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forma, os principais tipos de leucemia s&o: leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide

cronica (LMC), leucemia linfoide aguda (LLA) e leucemia linfoide crénica (LLC) (2, 5).

A leucemia aguda evolui rapidamente e as mutac¢des induzem a proliferagdo anormal
das células imaturas (blastos), diminuicdo e interrupcdo do processo de diferenciacdo dos
leucdcitos (4). Sendo assim, umas das caracteristicas mais marcantes das leucemias agudas é a
presenca exagerada de blastos que, por sua vez, sdo incapazes de exercer as suas funcoes
normais, gerando insuficiéncia da medula dssea, anemias, suscetibilidade a infeccdes e
sangramentos (40). A leucemia cronica evolui progressivamente, caracterizada pela diminuigéo
da apoptose e 0 acimulo de células maduras ou em processo de diferenciacdo na medula 0ssea
e no sangue. Os pacientes com leucemia crénica costumam apresentar leucocitose acentuada e

infiltracdo tecidual (3).

A LMC foi o primeiro tipo de cancer relacionado a uma alteracdo cromossémica, a
classica translocacdo do cromossomo 9 e 22, denominado Cromossomo Filadélfia (PH) (40). A
LMC acomete pessoas de todas as faixas etarias, especialmente entre 50 e 60 anos de idade,
que sdo diagnosticadas em uma das trés fases: cronica, acelerada e blastica (40). Na fase blastica
ou crise blastica ocorre o aumento significativo de células imaturas da linhagem mieloide,
linfoide ou blastos indistinguiveis (40). Em cerca de 70% dos casos de crise blastica, a
transformacdo maligna se desenvolve nas células mieloides, pelo menos duas vezes a mais

frequentes que nas células linfoides (25).

A LMA é a neoplasia mais comum em adultos, correspondendo ao tipo que acomete de
forma grave pessoas entre 30 e 40 anos de idade, sua frequéncia esta associada ao aumento da
idade, ainda que seja capaz de ser desenvolvida em qualquer faixa etaria (26, 27). As
translocagBes cromossdémicas sdo as principais anormalidades relacionadas a doenga, embora
também ocorram mutacGes nos genes dos processos de proliferacdo e diferenciacdo das células
hematopoiéticas. A LMA é considerada heterogénea, sua classificacdo depende de qual tipo de

célula progenitora € afetada (42).

Existem dois sistemas que classificam os tipos de LMA, o sistema de classificacdo
franco-americano-britanico (FAB) e o da Organizacdo Mundial de Saude (OMS). A FAB foi
definida em 1976 com o intuito de diferenciar os oito subtipos (MO a M7) da LMA, usando

como critérios os aspectos morfoldgicos e citoquimicos das células leucémicas (tabela 1) (43).
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Tabela 1. Classificacdo FAB (franco-americano-britanico) das LMA.

Subtipos Principais caracteristicas de cada subtipo de LMA.
LMA MO Blastos minimamente diferenciados.
LMA M1 Sem maturacdo de blastos.
LMA M2 Promieldcitos de 3 a 20% maduros, frequentemente com bastéo de
Auer. Subtipo M2Baso.
- — 5 — - -
LMA M3 Promielocitica > 30% de promieldcitos, bastdes de Auer e células de
Faggot.
- — - — — 5
LMA M4 Mlel_omonocmca Fracdo de promondcitos e mondcitos > 20%.
Subtipo M4Eo.
Monocitica/monobléstica > 80% das células ndo eritroides sdo da
LMA M5 . o ;
linhagem monocitica Subtipo M5a.
Eritroleucemia > 50% de todas as células nucleadas sao eritroides e >
LMA M6 . AP .
30% das células ndo eritrdides sdo blastos.
Megacarioblastica com populacéo de blastos heterogénea,
LMA M7 ., .
megacariocitos anormais.

A classificagdo da OMS acrescenta as alteragcdes citogenéticas mais as manifestacoes
clinicas, imunofenotipagem e morfologia para a distin¢ao de seis tipos da doenca, sendo eles:
(i) correlacionada a terapia; (ii) com anormalidades genéticas recorrentes; (iii) com
particularidades referente a mielodisplasia; (iv) ndo especificada de outra forma; (v) sarcoma

mieloide; e (vi) proliferacdo mieloide associada a sindrome de Down (tabela 2) (2).

Tabela 2. Classificacdo da Leucemia Mieloide Aguda e das Neoplasias de Células Precursoras

Relacionadas segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) 2016.

LMA com anormalidades genéticas recorrentes
LMA com 1(8;21)(g22;922.1); RUNX1-RUNX1T1
LMA com inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
LPA com PML-RARA
LMA com t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A
LMA com t(6;9)(p23;g34.1); DEK-NUP214

LMA com inv(3)(g21.3926.2) ou t(3;3)(q21.3;026.2); GATA2, MECOM

LMA (megacarioblastica) com t(1;22)(p13.3;913.3); RBM15-MKL1
Entidade provisoria: LMA com BCR-ABL1 LMA com mutacdo NPM1
LMA com mutacdo bialélica de CEBPA

Entidade proviséria: LMA com mutacdo RUNX1

LMA com alteragdes mielodisplasicas relacionadas
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Neoplasia Mieloides relacionadas com terapia

LMA ndo classificaveis LMA com minima diferenciacdo

LMA néo classificaveis LMA com minima diferenciagdo
LMA sem maturagéo

LMA com maturacéo

Leucemia Mielomonocitica Aguda 6

Leucemia Monoblastica e Leucemia Monocitica Aguda
Leucemia Eritroide Pura

Leucemia Megacarioblastica Aguda

Leucemia Basofilica Aguda

Panmielose aguda com mielofibrose

Sarcoma mieloide

Proliferacfes mieloides relacionadas com sindrome de Down

Mielopoese anormal transitéria (MAT)

Leucemia mieloide associada a sindrome de Down

2.2.2 Epidemiologia

A leucemia é um cancer universal que afeta pessoas de todas as faixas etarias, sendo
classificada em 2018 como décimo quinto cancer mais comum, com cerca de 437.033 casos, e
a décima primeira causa de morte por cancer, com 309.006 mortes. Apesar da leucemia ser mais
prevalente em paises desenvolvidos, as taxas de mortalidade sdo mais elevadas em paises

subdesenvolvidos (6).

Segundo os dados fornecidos pela American Cancer Society, nos Estados Unidos
estima-se que em 2021 a leucemia represente 3,2% (61.090) de todos casos de cancer incidentes
e aproximadamente 3,2% (23.660) em Obitos. A leucemia é mais frequente em homens,
apresentando maior mortalidade (8,7/100.000) do que em mulheres (4,7/100.000) (44).

A raca e a idade séo fatores que influenciam na incidéncia e mortalidade da leucemia.
No Estados Unidos, a incidéncia € 15/100.000 habitantes na populagdo branca, enquanto a
populacdo preta é 11/100.000, seguida de hispanicos em 10,6/100.000. As taxas de
mortalidades ajustadas conforme a idade por 100.000 habitantes foram 7 para brancos, 5,6 para

pretos, 4,8 para hispanicos, 3,8 para asiaticos/ilhas do Pacifico e 3,3 para indios/nativos do
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Alasca entre os anos de 2008 a 2012 (45). Os individuos pretos de qualquer idade tém menor
sobrevida comparada a populacdo branca, mesmo que a doenca seja mais prevalente em
brancos. Sendo assim, a sobrevida de 5 anos a partir do diagndstico em pacientes pretos com
menos de 65 anos é de 63%, enquanto em pacientes brancos é de 73%. Em relagdo, ao paciente
acima de 65 anos, a sobrevida é de 43% para pretos e 50% para brancos (46).

A leucemia representa aproximadamente 20-30% de todas as neoplasias em criancgas e
jovens com menos de 20 anos (38). A LLA é considerada o tipo mais comum em criancas e
adolescentes, abrangendo 75% do total de casos de leucemia em individuos abaixo de 20 anos
de idade, o que corresponde a um quarto de todos os tipos de cancer em criangas. Seu pico de
incidéncia é de 7,8/100.000 habitantes entre criancas de 2 a 4 anos de idade, principalmente
meninos (30, 34). A LMA ¢é mais predominante em adultos, sua incidéncia geral representa 3-
5 casos por 100.000 habitantes com uma estimativa de 20.240 casos para o ano de 2021. E
importante ressaltar que a média de idade dos individuos diagnosticados com LMA corresponde
aos 68 anos, onde 54% dos individuos descobrem a doenca apos 0s 65 anos e 33% depois dos
75 anos (44).

No Brasil, para cada ano do triénio 2020-2022, sdo estimados 10.810 casos novos de
leucemia, sendo 5.920 em homens e 4.890 em mulheres. Esta estimativa equivale a um risco
estimado de 5,67 casos novos por 100.000 homens e 4,56 por 100.000 em mulheres (7). Em
2019, ocorreram 7.370 6bitos, sendo 4.014 homens e 3.356 mulheres. Na regido norte, nao
levando em consideracdo o cancer de pele ndo melanoma, a leucemia em homens € o quinto

cancer mais comum, com estimativa de 4,45 por 100.000 e em mulheres 3,29 por 100.000 (7).

Um estudo retrospectivo que analisou a progressdo dos nimeros de mortes causado por
leucemias no Brasil entre os anos de 2010 a 2016 demonstrou que a mortalidade neste periodo
foi igual a 68.769 Obitos (9.824+543 o6bitos/ano), dos quais 53,72% eram homens e 57,24%
brancos, demonstrando uma maior mortalidade no sexo masculino. Em relacdo aos estados
brasileiros, o Rio Grande do Sul foi o que obteve a maior predominancia, enquanto aqueles com
menor mediana de mortes s&o 0 Amapa (com excecao para 0 ano de 2013 e 2015), seguida de

Roraima, Pard, Tocantins e Rondénia (figura 2) (48).
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Mortality rate
B 3694727-4935100
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Figura 2. Mapa coroplético do Brasil demonstrando os obitos por 100.000 habitantes associados a
leucemia no ano de 2016.
Fonte: Gouveia et al. (2020)

A cidade de Manaus apresentou um dos maiores indices de ocorréncia de LLA do pais,
de acordo com os registros de cancer de base populacional (RCBP) de 2008. Em 2011, foi
identificada novamente como a capital brasileira com maior incidéncia de casos, equivalente a

76,8 casos por milhdo de habitantes (8), enquanto em 2016 aumentou para 87,1 casos (9).

Silva-Janior et al. (49), realizaram um estudo transversal retrospectivo no estado do
Amazonas durante o periodo de 2005 a 2015. Os resultados mostraram 843 casos de leucemias
diagnosticados no HEMOAM, sendo que 68,45% (n=577) eram de LLA e 31,55% (n=266) de
LMA. Em relagdo a faixa etéria dos pacientes, 38,55% (325 casos, a maioria) com LLA
apresentam menos de 10 anos de idade, enquanto a maior parte dos pacientes com LMA
estavam acima dos 60 anos. A leucemia promielocitica aguda foi a mais prevalente com
13,16%. Conforme ja foi mencionado em outros estudos, as leucemias afetam, principalmente,

0s homens. Neste estudo, 328 casos para LLA e 151 em LMA.

2.2.3 Patogénese

A hematopoese é processo de producdo de células sanguineas pela medula 6ssea, um

tecido esponjoso encontrado dentro dos 0ssos chatos e epifises dos 0ssos longo, como fémur e
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0 Umero (50). Todas as células sanguineas sdo oriundas de uma Unica célula-mée, conhecida
como células-tronco pluripotente que amadurecem e diferenciam-se para formar os eritrdcitos,
leucdcitos e plaquetas (figura 3) (4). No microambiente da medula dssea, as células-tronco séo
favorecidas para sua sobrevivéncia e a capacidade de autorrenovacdo e producdo de células
progenitoras diferenciadas que vdo dar origem as células maduras da linhagem mieloide e
linfoide. Todos esses processos decorrem da regulacdo de fatores de transcricdo e fatores de

crescimento hematopoiéticos (1, 37).

IL=interlaukin Epo=erythropoietin

GM-CSF=granulocyte/ phage colony-stimulating factor  SCF=stem cell factor
G-CSFegranulocyte colony-stimulating factor Tposthrombopoietin
M-CSF Y lony-atimulating factor

Figura 3. Diagrama esquematico representativo das fases da hematopoese.
Fonte: Rose-Inman et al. (2014).

As células pluripotentes sofrem mutacGes no rearranjo do DNA que as transformam em
clones malignos. Estas mutacdes podem ocorrer devido a radiacdo, substancias quimicas
(fatores externos) e anormalidades cromossdmicas (fator interno). As células multipotentes
mieloide ou linfoide raramente estdo envolvidas na origem do processo de transformacéo
maligna das células hematopoiéticas. O processo de proliferacdo e expansdo clonal dos

leucdcitos ainda ndo esta esclarecida em todos os casos de leucemia (36, 38).

As modificagdes nos rearranjos moleculares possibilitam a alteragdo na estrutura ou
regulacao dos genes oncongenes das células sanguineas. Por exemplo, na LLA existe a presenca

de varias alteracdes cromossémicas do tipo estrutural e quantitativas que incluem hipodiploidia
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(<44 cromossomos), hiperdiploidia (>50 cromossomos), assim como as principais
translocagbes cromossémicas [t(12; 21), t(1; 19), t(4; 11) e t(9; 22)] conhecido como
cromossomo Filadélfia. A translocacdo cromossdmica t(12; 21) esta presente em cerca de 22%
dos pacientes pediatricos e e sdo observadas anos antes da manifestacdo clinica da doenca (39,
40). Na LLC, a possibilidade de desenvolvé-la € sete vezes maior em parentes de pessoas com
a doenca. O que mostra como existe uma predisposicao genética e grande parte dos genes
envolvidos continuam desconhecidos. Entretanto, as aberracdes cromossémicas como delecéo

13q14, 11923 e trissomia 12 séo as mais encontradas em pacientes diagnosticados com a doenga
(4).

A LMC é decorrente da translocacao reciproca entre 0s bracos longo dos cromossomos
9e 221 (9;22) (g34; gl1), dando origem ao cromossomo PH. Ocorre fuséo de parte do gene
Abelson murine leucemia (ABL) do cromossomo 9 com o gene reakpoint cluster region (BCR)
do cromossomo 22, gerando o gene BCR-ABI que codifica a oncoproteina BCR-ABL de 210
kDA com funcdo de tirosina quinase exacerbada, o que provoca a proliferacdo de leucocitos e
inibicdo da apoptose. Ainda que o cromossomo PH esteja presente, principalmente na LMC,
ele ainda pode ser encontrado em outras leucemias dependendo do ponto de quebra entre os
genes BCR e ABL, por exemplo, se for de forma distinta, consequentemente podera causar a
formacdo de um gene ABL-BCR de 190 kDA associado a LLA (55).

2.2.4 Diagnostico

O diagnostico das leucemias é constituido pela distingdo entre os tipos da doenca por
meio de exames como 0 hemograma, imunofenotipagem, mielograma e analises citogenética e
molecular (25, 39). Na rotina, o hemograma é o principal exame que direciona para uma
suspeita de leucemia, quase sempre apresentando elevada quantidade de leucécitos. A
confirmacdo da leucemia é realizada através de pun¢do da medula éssea e posterior analise (57)
a partir dos seguintes métodos: 1) Citometria de fluxo — permite avaliar caracteristicas das
células leucémicas como morfologia e tamanho, possibilitando desta forma a diferenciacdo dos
tipos de leucemias (58); 2) Por meio da Citometria de Fluxo é possivel realizar a
Imunofenotipagem — possibilita a detecg@o deteccdo e distingdo dos marcadores de superficie
presentes nas células cancerigenas das células saudaveis (58); 3) Citogenética — permite detectar

alteracdes cromossémicas; e 4) Molecular — permite identificar os tipos de mutagdes (56).
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2.2.5 Tratamentos convencionais para leucemia

Atualmente, o tratamento para leucemia € selecionado de acordo com o diagndstico e
caracteristicas da doenca e do paciente, com a finalidade de escolher o tratamento mais
adequado, por isso é necessario avaliar varios aspectos tais como a idade, a fase da doenca e o
tipo de leucemia. Os principais tratamentos sdo quimioterapia, radioterapia, terapia direcionada,
imunoterapia e transplante de medula déssea, podendo serem usados de forma isolada ou

combinados (55).

A quimioterapia € a forma de tratamento mais aplicada atualmente. Os principais
medicamentos utilizados sao citarabina, daunorrubicina, mitoxantrona e metotrexato para LMA
(59). Na LMC, uso de hidroxiureia e o agente alquilante busulfan sé@o os mais frequentes (60).
Para LLA, s&o utilizados prednisona, doxorrubicina, asparaginase e vincristina (61). Para LLC,
utiliza-se cytox-a e fludarabina. Com intuito de melhorar a eficacia do tratamento, muitas vezes
é realizada a combinacdo desses medicamentos (62). Apesar de prolongar a vida do paciente, a

quimioterapia nem sempre promove a sua cura (15).

Os medicamentos quimioterapicos agem sistematicamente, danificando tanto as células
neoplasicas como as células saudaveis e produzem muitos efeitos colaterais no paciente como:
desnutricdo, distdrbios neuroldgicos, enddcrinos, hipotireoidismo, doencgas cardiovascular,
pulmonares e osteonecrose, cancer secundario e dor cronica (63). Os medicamentos
quimioterapicos tém sido capazes de melhorar a eficiéncia do tratamento dos pacientes com
LMA, levando ao aumento da sobrevida de aproximadamente 65% das criangas com LMA (64).
Apesar disso, a quimioterapia apresenta sérias desvantagens tais como: existem pacientes que
ndo respondem ao tratamento; cerca de metade dos que respondem ao tratamento sofrem

recidiva e geralmente vao a obito (64).

A radioterapia causa a supressdo e morte das células neoplésicas mediante o uso de
radionuclideo como: actinio-225, iodo-131, astato 211, cobre-67, itrio-90, lutécio-177,
bismuto-213 (65). A radioterapia e a quimioterapia podem ser administradas em um mesmo
paciente, especialmente, os que serdo submetidos ao transplante de células-tronco. A
imunossupressao grave da medula 6ssea € um dos principais efeitos colaterais da radioterapia,

fazendo com que o paciente desenvolva leucopenia, anemia e trombocitopenia (66).

A imunoterapia consiste em estimular o aumento da eficacia da resposta imune para

eliminacdo de células cancerigenas, ja que o cancer tem como um dos seus mecanismos de
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defesa a imunossupressdo. Todos 0s subtipos de leucemias apresentam antigenos especificos,
por exemplo, a LMA com CD33, LLA com CD19 e CD22, a LLC com CD20 e CD200. Estes
antigenos especificos sdo alvos para os receptores usados na imunoterapia aplicada como as
celulas natural Killer ativadas, linfocitos T, anticorpos monoclonais (28). Embora a
imunoterapia apresente efeitos colaterais reduzidos comparada a quimioterapia convencional,
0 Seu custo € muito elevado e os medicamentos imunoterapicos com alvo pra os inibidoresde
de checkpoint podem gerar uma regulacdo negativa, 0 que induz ao desenvolvimento de

doencas autoimunes e até mesmo o obito de pacientes leucémicos (54,55).

O transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) € classificado de acordo com
o0 local de onde sera retirado as células: células-tronco do sangue periférico, medula 6ssea e
corddo umbilical. O seu principal efeito colateral é o enxerto-contra-hospedeiro (GVHD). Em
razao disso, € importante induzir a imunossupressdo no paciente e verificar a compatibilidade
do antigeno leucocitario humano (HLA) entre o doador e o receptor, pois quanto maior a

compatibilidade, menos chances de rejeigdo pelos linfocitos T (52, 56).

Os tratamentos atuais para leucemia apresentam limitacdes e dificuldades relacionadas
a resisténcia aos medicamentos quimioterapicos e recidiva do cancer. A partir disso, surge a
necessidade da combinagdo de compostos e medicamentos ja existentes com a aplicacdo da
nanotecnologia para oferecer uma nova perspectiva contra a resisténcia a quimioterapia, a

recorréncia do cancer e, principalmente, uma possivel cura sem a necessidade de transplante.

2.3 RESISTENCIA A QUIMIOTERAPIA

A resisténcia das células cancerigenas aos medicamentos quimioterapicos é um grande
desafio para o sucesso da terapia curativa do cancer, uma vez que reduz significativamente a
eficacia do tratamento e aumenta o risco de recidiva (70). Existem dois tipos de resisténcia: a
primaria ou intrinseca (quando as células ndo respondem ao medicamento antes da exposi¢éo
ao mesmo) e a adquirida (quando as células se tornam resistentes apds o tratamento) (11,12). A
resisténcia adquirida esta relacionada a exposicdo ao medicamento, que inicialmente é eficaz
contra 0 cancer, mas que, com o tempo, pode levar selecdo clonal no qual as células
cancerigenas sofrem mutagdes, resultando em resisténcia ao medicamento. A exposi¢do a um
unico tipo de medicamento pode levar a resisténcia a outros farmacos com estrutura e funcéo
diferentes, o que é conhecido como resisténcia cruzada ou resisténcia a multiplas drogas (MDR)
(57, 58).
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O desenvolvimento da MDR é um indicador de mau progndstico, pois diminui a
sobrevida de pacientes com leucemia, especialmente em casos de LLA infantil e LMA(72). A
resisténcia a quimioterapia € a principal causa de recorréncia e 6bito em pacientes com leucemia
linfoide aguda de células T (LLA-T), tanto em criangas quanto em adultos. Estudos mostram
que cerca de 20% das criancas e 40% dos adultos recidivam ap6s o tratamento intensivo com

medicamentos quimioterapicos (73).

As células neoplésicas hematopoéticas desenvolvem diversas estratégias para
sobreviver, adaptar e proliferar, o que resulta em uma resisténcia aos medicamentos (71). Essa
resisténcia pode ser conferida por diversos mecanismos independentes, como modificacdes na
farmacocinética e no metabolismo da droga, diminui¢do da capacidade de reparo do DNA,
alteracGes nas vias de sinalizacdo relacionadas a apoptose, proliferagdo, diferenciacgéo,
autofagia e aumento de proteinas que interferem no transporte celular de drogas (bombas de
efluxo)(74). Essas células também podem sofrer novas anormalidades cromossémicas e

epigenéticas que contribuem para a resisténcia (59, 60).

O principal mecanismo de resisténcia as drogas € mediado pela glicoproteina P (PGP),
que resulta da expressdo dos genes de resisténcia a maltiplas drogas 1 (MDR1) (76). A PGP ¢
uma glicoproteina presente na membrana celular que atua como uma bomba de efluxo,
utilizando a energia da quebra do ATP para realizar o transporte ativo de medicamentos
quimioterapicos para fora da célula (76). Esse processo diminui a concentracdo citoplasmatica
dos medicamentos nas células neoplasicas, o que resulta na resisténcia cruzada a medicamentos

que ndo sdo estruturalmente semelhantes (76).
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Figura 4. Mecanismos de multipla resisténcia aos medicamentos.
Fonte: Adaptado Kapse-Mistry et al. (2014).
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A maior parte dos medicamentos quimioterapicos entram nas células neoplasicas
através de difusdo da membrana celular, o que os torna vulneraveis a acdo de bombas de efluxo
e evitam que as drogas entrem no citoplasma (62, 63). Entretanto, as nanoparticulas possuem
tamanho elevado para serem transportadas por difusdo. Elas sdo endocitadas e passam pela
membrana celular, resultando em maior acumulo intracelular (62, 63). As nanoparticulas
quando internalizadas nos endossomos liberam os medicamentos nas regides perinucleares
mais proximo do seu sitio de agdo. Contudo, as nanoparticulas aumentam a concentragcdo dos
medicamentos pela endocitose, fornecem uma forma de carregar, encapsular medicamentos

quimioterapicos para deter o desenvolvimento da MDR (62, 63).

A resisténcia a quimioterapia € um desafio frequente no tratamento da leucemia,
podendo levar a recidiva e, em casos mais graves, a morte do paciente. No entanto, a aplicacdo
do uso de sistemas nanoparticulados de entrega tem sido considerada uma estratégia promissora
para superar essa limitagdo(62, 63) Por meio de seu mecanismo de direcionamento, as
nanoparticulas séo capazes de entregar o farmaco diretamente as células cancerigenas, evitando
sua expulsdo pelas bombas de efluxo um dos principais mecanismos de resisténcia a
quimioterapia. Isso resulta em um aumento da absorcao intracelular do farmaco, melhora a
solubilidade do farmaco nas células leucémicas e aumenta sua biodisponibilidade. Além disso,
as nanoparticulas reduzem o efeito citotoxico nas células saudaveis devido ao seu sistema de

entrega direcionada (62, 63).

2.4 NANOTECNOLOGIA

Nanotecnologia € o estudo da producdo de particulas com tamanhos que variam entre
10 e 1000 nm, sendo aplicada em diversas areas, incluindo a medicina (64, 65). Nos ultimos
anos, a nanotecnologia tem sido reconhecida como uma alternativa promissora e inovadora para
encapsular diferentes classes de farmacos, com o objetivo de aumentar a eficécia terapéutica e
reduzir a toxicidade, principalmente dos medicamentos quimioterapicos (81). A falta de
especificidade dos farmacos as células neoplésicas e a alta resisténcia a quimioterapia séo as
principais desvantagens do tratamento convencional do cancer, além de seus frequentes efeitos
colaterais (82). O desenvolvimento de nanoparticulas tem representado uma das principais
aplicagOes desta tecnologia, visando superar e melhorar as dificuldades do tratamento de
diversos tipos de cancer, sendo que um terco das pesquisas relacionadas as nanoparticulas tem

sido voltado para esta area (82).
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2.4.1 Classificacao das Nanoparticulas

As nanoparticulas (NPs) podem ser classificadas em orgénicas e inorganicas, que sdo
produzidas por diferentes tipos de materiais com tamanhos variados, podendo ser encontradas
nas formas de 0D, 1D, 2D ou 3D (53, 68). As NPs organicas sdo compostas principalmente por
proteinas, lipossomos, polimeros e lipidios, enquanto as inorganicas sdo compostas por metais,
ouro, carbono, silica mesoporosa e particulas magnéticas (53, 68). Quando esses materiais estao
em nanoescala, apresentam varias propriedades unicas, como propriedades eletrdnicas, Opticas
e cataliticas (84). As NPs organicas geralmente demonstram elevada biocompatibilidade,
enquanto as NPs inorgéanicas oferecem vantagens em termos de funcdo e propriedades. O
tamanho pequeno das NPs, em torno de 10 a 500 nm, permite uma excelente absorcdo
intracelular, e sua grande area superficial possibilita a funcionalizacdo com diferentes

biomoléculas (85).

As NPs apresentam a capacidade de transportar tanto drogas hidrofilicas quanto
hidrofobicas. Além disso, os farmacos podem ter sua taxa de liberacdo controlada através da
modificacdo da cadeia lateral do polimero, desenvolvimento de novos polimeros ou sintese de
copolimeros (86). Quando encapsulados, esses farmacos possuem uma taxa de liberacdo
controlada que pode depender do tempo ou do ambiente (86). Existem dois tipos principais de
NPs: as nanoesferas, formadas por uma matriz polimérica, e as nanocapsulas, que possuem um
sistema reservatorio contendo um ndcleo oleoso ou aquoso coberto por uma fina parede

polimérica (Figura 5) (87).

Nanocapsulas Nanoesferas
Parede Matriz
polimérica © o o palimérica
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Niicleo 0.0
oleoso A
Férmaco a) b) c) d) armaco

Figura 5: Representagdo esquematica de nanocéspulas e nanoesferas poliméricas: a) farmaco
dissolvido no nucleo oleoso das nanocéspulas; b) farmaco adsorvido a parede polimérica das
nanocaspulas; c) farmacoretido na matriz polimérica das nanoesferas; d) farmaco adsorvido ou
disperso moleculamnete na matriz polimérica das nanoesferas.

Fonte: Schaffazick et al. 2003
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2.4.2 Mecanismo de acdo das nanoparticulas

As NPs tém o potencial de induzir a apoptose em células cancerigenas por meio de
varios mecanismos, sendo um dos mais bem elucidados a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS) (88). Por exemplo, as NPs de metal, como prata e zinco, podem levar a
apoptose ou necrose celular por meio da geracdo de EROS (89). Essas moléculas danificam a
membrana celular, desnaturam proteinas e causam danos ao DNA. Ja as NPs de proteinas séo
vantajosas por serem biodegradaveis, caracteristica que os metais ndo possuem (90). A
albumina é um exemplo comumente utilizado, pois ¢é facilmente degradada e apresenta boa
biocompatibilidade (91).

Conforme o estudo de Chung et al.(85), as NPs de zinco foram aplicadas em células de
carcinoma hepatocelular (HepG2) em diferentes concentrag¢fes de 50-500mg. A dosagem mais
alta (500mg) mostrou que cerca de 86% das células HepG2 morriam dentre 24 horas (92). As
NPs de prata j4 foram aplicadas em varios estudos com células cancerigenas do epitélio
alveolares humanas (A549) e células de ovario (90). Além disso, ja foi comprovada a eficacia
de NPs de metal em células de leucemia mieloide e cancer de mama (93).

As NPs apresentam outros mecanismos que induzem a apoptose em células
cancerigenas, como a regulacdo positiva e negativa de proteinas, alteragdes nas respostas
imunoldgicas e inibicao da transcrigdo. Esses mecanismos podem ter atividade citotoxica contra
as células cancerigenas. E importante ressaltar que ainda ha muita especulacdo sobre os
processos envolvidos nesses mecanismos, mas € consolidado que o resultado final é a morte

celular, principalmente por apoptose (88).

2.4.2 Mecanismo de direcionamento das nanoparticulas

As NPs direcionam o farmaco ao tecido tumoral por meio de dois mecanismos de acao:
vetorizacgdo ativa e passiva (figura 6). Ambos os mecanismos aumentam o acimulo de farmacos
no local de acdo, permitindo a reducdo das doses administradas e, consequentemente,

diminuindo a toxicidade do tratamento (94).
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Figura 6. Mecanismo de direcionamento Ativo e Passivo das NPs.
Fonte: Adaptado de Farokhzad et al. (2009).

O efeito de permeacéo e retencdo aumentada (Enhanced Permeability and Retention,
EPR) é um exemplo de vetorizacdo passiva, que ocorre devido ao aumento da permeabilidade
vascular no tecido neoplésico. Esse aumento é resultado da angiogénese e do processo
inflamatorio, permitindo que as NPs extravasem para 0 espago extravascular. Importante
destacar que as NPs ndo extravasam para tecidos saudaveis. (76, 77). As fenestracdes nos vasos
sanguineos de um tecido saudavel variam entre 15 e 30 nm, enguanto que, com a
permeabilidade aumentada, podem chegar a 100 a 780 nm. Portanto, as NPs, com um tamanho
médio de 200 nm, conseguem acessar as células neoplasicas através dessas fenestragdes (76,
77).

A vetorizacdo ativa das NPs consiste em modificar a sua superficie pela adicdo de
ligantes, tais como anticorpos, peptideos, aptameros de RNA e glicose, para direciona-las
especificamente as células neoplasicas que possuem receptores especificos para estes ligantes.
Isso reduz a ag&o inespecifica dos tratamento, o que diminui a toxicidade nos tecidos saudaveis
(75, 10). Esse método tem se mostrado promissor para o tratamento de leucemias, uma vez que
a base molecular de cada subgrupo de pacientes com doencgas hematolégicas tende a ser bem
definida, com translocacbes cromossémicas comuns, variacbes oncogénicas, perfis de

expressdo génica e fendtipo imune distintos (97).
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As células de tumores sélidos exigem um direcionamento especifico para serem
atingidas pelas NPs, enquanto as células de tumores liquidos estdo presentes em toda a corrente
sanguinea, tornando-as mais expostas as NPs (97). Como resultado, muitas das barreiras que as
NPs enfrentam para alcancar tumores sdlidos ndo séo criticas em tumores liquidos. No entanto,
é importante enfatizar que as NPs ainda podem ser opsonizadas por proteinas do sangue e
reconhecidas pelo sistema fagocitario mononuclear, o que pode afetar sua eficacia no

tratamento de tumores liquidos (97).

2.4.3 Nanoparticulas e sustentacdo da liberagdo prolongada de medicamentos
antileucémicos

As NPs possuem a capacidade de sustentar a liberacdo das drogas que estdo carreadas a
elas por um determinado periodo, o que permite reduzir a frequéncia de aplicagdo dos
medicamentos, diminuindo, consequentemente, a toxicidade das drogas para 0s pacientes. Por
esse motivo, a aplicacdo de NPs é reconhecida como uma alternativa promissora para

ultrapassar os limites da quimioterapia convencional (9, 78).

O etoposideo é um dos medicamentos mais utilizados na quimioterapia para LLA e da
LMA, apresentando biodisponibilidade oral variavel de 24-74% e meia-vida terminal de 1,5
horas pela via intravenosa. Em um estudo utilizando as nanoparticulas de PLGA (polimérica)
para encapsular o etoposideo, apresentou liberacao sustentada por até 72h (99). Em outro estudo
a citarabina, antimetabdlito, usado na LMA, apresentou liberacdo in vitro completada em
aproximadamente 2h, ja quando encapsulada em nanoparticulas de PLGA, a liberacdo foi
sustentada por cerca de 24h. A liberacdo sustentada desses medicamentos diminuiria os efeitos
colaterais quando comparada a exposicdo as altas dosagens na quimioterapia convencional
(100).

2.4.4 Bismuto

Os compostos de bismuto possuem diversas aplicacGes. Sendo frequentemente utilizado
para tratar doencas gastrointestinais, como por exemplo, os sais de bismuto mais usados: o
subsalicilato de bismuto (Pepto-Bismol), citrato de bismuto coloidal (De-Nol), bismuto
ranitidina citrato (Pylorid). O bismuto também é conhecido pela sua a¢do antibacteriana contra
a bactéria Helicobacter pylori (98, 99). Em relacdo, a atividade antitumoral do bismuto, temos

como exemplo os compostos de tropolonas e ditiocarbamatos de bismuto (I11) (18).
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A atividade citotoxica do bismuto esta relacionada ao seu mecanismo de inibi¢do de
enzimas lipases, glicosidases e a producao de espécies reativas de oxigénio (EROS) que causam
danos a membrana das mitocondrias (101, 102). Marzano et al. (2021), observaram que dois
novos complexos Bi (Il) com ligantes assimeétricos [NN'O] apresentaram elevada
citotoxicidade nas celulas de leucemia mieloide cronica, com valores de IC 5 na faixa de 0,3—
0,4 pmol L -1 (103).

O estudo de Cabral-Romero et al. (2020) investigou a atividade antitumoral de um
hidrogel carregado com nanoparticulas lipofilicas de bismuto (Bis-BAL) em diferentes
linhagens celulares, incluindo células cancerigenas de cancer cervical (Hela), prostata
(DU145) e célon humano (HCT-116), e células ndo cancerigenas como fibroblastos pulmonares
ndo cancerigenos HLF e LL 47 [MaDo]. Os resultados demonstraram que o hidrogel de
nanoparticulas de bismuto lipofilico reduziu significativamente o crescimento das células
cancerigenas, apresentando eficacia in vitro comparavel a das drogas docetaxel e cisplatina.
Além disso, 0 composto ndo apresentou atividade citotdxica contra as células ndo cancerigenas

utilizadas como controle (104).

2.4.5 Crajiru

A espécie vegetal Fridericia chica ou Arrabidaea chica é conhecida popularmente
como crajiru, pertence a familia Bignoniaceae e € amplamente distribuida em regides tropicais
do Brasil, especialmente no estado do Amazonas (19). Dentre os seus usos populares, destacam-
se os efeitos contra cdlicas intestinais, diarreia, anemia e infecgdes (19). Um dos motivos que
explicam o potencial do crajiru como agente terapéutico € a presenca de compostos fendlicos,
que sdo metabolitos secundarios encontrados nos extratos das suas folhas (118). Estudos
apontam a eficiéncia dos extratos das folhas de crajiru com atividades antitumorais, antivirais,

cicatrizantes, anti-inflamatorias e antioxidantes (20, 21).

No estudo de Ribeiro et.al (2012) foi avaliada a atividade antitumoral de extratos aquoso
e etanolico do Crajiru em modelo in vivo. Os resultados demonstram que apds dez dias de
tratamento com os extratos ocorreu diminuicao consideravel do tumor soélido de Ehrlich. Além
disso, observaram que a atividade antitumoral do extrato de crajiru possa esta relacionada a sua
acao anti-inflamatoria, ja que os resultados apontaram uma diminui¢do da quantidade de

linfocitos TCD4+ e o0 aumento de neutréfilos (105).
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Em outro estudo Rodrigues M et.al (2015), o extrato de crajiru foi avaliado em forma
nanoemulsdo (ACE-NE) como fonte de fotossensibilizadores para terapia fotodindmica
antitumoral. Observou-se que 0 ACE-NE tem uma excelente absorcéo da luz vermelha e, sob
fotoativacao (y 660 nm, 4,5 J/ cm2), produz espécies reativas de oxigénio. Além disso, quando
0 ACE-NE foi testado fotoativado in vitro este apresentou uma IC50 de 1,3 pg ACE/mL contra
células de adenocarcinoma de mama humano (MCF-7). Na auséncia de luz, a ACE néo
demonstrou atividade citotoxica tanto para células epiteliais mamarias humanas (MCF-10A)
quanto para células MCF-7 (106).

2.4.6 Entrega intracelular pelas nanoparticulas

A entrega intracelular de farmacos é uma abordagem que visa direcionar as NPs para
compartimentos subcelulares ou organelas das células neoplésicas, aumentando a
biodisponibilidade dos medicamentos em seus locais de acéo e reduzindo significativamente 0s
efeitos colaterais (98). Estudos realizados por Chen et al. (107) utilizando NPs de nanofibras de
poli(acido latico) e dioxido de titanio (TiO2) mostraram uma alta concentracdo da
daunorrubicina em células leucémicas K562. Ja as NPs acopladas a oligopeptideo duplo,
desenvolvidas por Fan et al. (108), foram testadas para entregar trioxido de arsénio em nichos
vasculares e osteoblasticos da medula 6ssea. Essas NPs apresentaram melhor protecdo do
trioxido de arsénio até atingir as células leucémicas, além de ter induzido a eliminacdo de

células precursoras da LMC in vitro.

Em um estudo realizado por Yadav et. al (109), os autores avaliaram a citotoxicidade e
absorcdo celular de NPs de PLGA carregadas de etoposideo (ETO-PLGA NP), copolimero em
bloco PLGA-MPEG (ETO-PLGA-MPEG NP) e copolimero PLGA-Plurénico (ETO-PLGA-
PLU NP) em linhagem celular L1210 (Leucemia linfocitica em camundongos). Os resultados
demostraram aumento da citotoxicidade devido a elevada captacdo de NPs pelas células
neoplasicas. As NPs PLGA-MPEG carregada com etoposideo e PLGA-Plurdénico
demonstraram citotoxicidade sustentada por até cinco dias. Desta forma, as NPs que carrearam
0s medicamentos apresentaram melhor reducdo da viabilidade das células L1210 em um
periodo de trés dias, quando comparadas com o uso isolado do etoposideo, o qual alcancou a
sua eficiéncia total em 24h. Nesse estudo, foram usadas imagens confocais Z-stack para
demonstrar a atividade de fluorescéncia em cada se¢édo das células L1210, demostrando que as
nanoparticulas foram internalizadas pelas células (figura 7).
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Figura 7. Comparacéo da imagem de fluorescéncia (F), imagem diferencial (D) e sobreposic¢ao da
imagem da diferenca de fluorescéncia (F — D) em células L1210 para captacdo de PLGA — MPEG NP.
Imagens 1, 2 e 3 foram tomadas a 62,3um ¢ 4, 5 ¢ 6 a 48,2um da superficie.

Fonte: Yadav et al. (2011).

2.4.7 Nanoparticulas e aplicacdo clinica em pacientes leucémicos

Atualmente, varias NPs terapéuticas foram aprovadas para uso clinico pelo FDA nos
Estados Unidos ou pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) (110, 111). Entre as
primeiras aprovadas para leucemia estdo a mylotarg-LMA em 2000 (34), a Oncospar-LLA
infantil em 2006 e a lipossomal doxorrubicina (Dox®), que demonstrou melhor eficacia e
seguranc¢a em comparac¢édo ao tratamento convencional com a doxorrubicina (35). Em 2012, foi
aprovado o Margibo, uma formulacgéo de vincristina encapsulada em bicamada lipidica rigida
de esfingomielina, sendo uma importante alternativa para pacientes adultos com LLA do tipo
cromossomo Filadélfia negativo que sofreram recidiva por duas ou mais vezes. Em um estudo
clinico, o Margibo atingiu taxa de resposta global de 35% (36). Outras nanoparticulas aprovadas

para aplicacdo em cancer incluem mylotarg, Ontak, Ocospar e Abraxane (Figura 8) (110, 112).
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Abraxane®
- Cancer de pancreas
metastético

Ontak®
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Data de aprovagao (FDA)

Figura 8: Linha do tempo representando exemplos de nanoparticulas que foram aprovadas pela Food
and Drug Administration (FDA).
Fonte: Adaptado de Vieira et al. (2015).

Em 2017, a VYXEOS foi a primeira nanoparticula aprovada clinicamente com
combinacéo sinérgica de medicamentos quimioterapicos anexados em uma propor¢do molar de
citarabina para daunorrubicina de 5:1 para o tratamento de LMA em adultos. Tendo como
resultado a melhora na sobrevida global de 9,6 meses em comparacdo com 5,9 meses no
controle (medicamento isolado). Essa pesquisa também demonstrou que VY XEOS possibilitou
a melhora na eficicia da dose cumulativa de daunorrubicina e citarabina mais baixa em

comparagdo com seus equivalentes isolados (37).

Aproximadamente metade dos pacientes com cancer ndo sdo curados pelos tratamentos
atuais, tornando o uso de nanoparticulas uma alternativa promissora para reduzir esse
percentual (16). Embora a quimioterapia convencional seja essencial para o tratamento da
leucemia, seus resultados ainda ndo sdo completamente satisfatorios devido aos varios
problemas relacionados a formulacdo e farmacocinética, resisténcia adquirida aos
medicamentos e toxicidade prolongada. Portanto, € necessario desenvolver tratamentos
alternativos mais seguros e eficazes na entrega de agentes terapéuticos aos locais alvo, como

proposto pelo uso dos sistemas nanoencapsulados (16).
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O uso de nanoparticulas terapéuticas apresenta grande potencial como alternativa no
tratamento da leucemia, visando superar as limitacbes da quimioterapia convencional, tais
como a resisténcia aos quimioterapicos e seus efeitos colaterais. De fato, varias nanoparticulas
ja foram aprovadas para uso clinico, como a mylotarg-LMA, Oncospar-LLA e o Margibo,
demonstrando sua eficacia no combate a leucemia. Com isso, a utilizacdo de compostos
nanoparticulados representa uma importante estratégia para alcancar melhores resultados

terapéuticos e reduzir o percentual de casos de leucemia que ndo alcancam a cura.
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3 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a atividade anticancerigena e imunomoduladora in vitro de compostos

nanoparticulados.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade citotoxica in vitro de compostos nanoparticulados contra células
cancerigenas e ndo cancerigenas;
e Analisar a atividade imunomoduladora dos compostos nanoparticulados;

e Avaliar a capacidade dos compostos em inibir a expansdo clonal de células

cancerigenas.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Fundacio HEMOAM
(NUmero do Parecer: 4.982.395) (CAAE 51257921.2.0000.0009) dia 17 de setembro de 2021,
em concordancia com a resolucéo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude (CNS), a qual
preconiza as diretrizes e Normas Regulamentares da Pesquisa Envolvendo Seres Humanos.
Este estudo faz parte do projeto Horizon 2020-MSCA-RISE-2016-734759, acrdnimo
VAHVISTUS, realizado em parceria com o Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia —
INPA via acordo firmado com a Unido Europeia.

4.2 OBTENCAO DA NANOPARTICULA DE BISMUTO

Neste estudo, foram utilizados dois compostos nanoparticulados de Bismuto e Crajiru.
A nanoparticula de bismuto (BI-MES) e o controle Mercaptoetano sulfonato de sodio (MESNa)
(ligante) foram fornecidos pelo Departamento de Quimica da Universidade de Helsingue.
Sendo a nanoparticula de 6xido hidratado de bismuto (Bi-MES) (BiCls solution 1.0 M in 1.0
HCI; peso molecular (Bi)=208.98) e o ligante Mercaptoetano sulfonato de sodio
(MESNa), peso molecular (MESNa)=164.18. Este ligante é necessario para manter a

estabilizacdo das nanoparticulas e assim evitar a agregacéo.

4.3 OBTENCAO DA NANOCAPSULA CARREGADAS COM CRAJIRU

A nanocépsula carregadas com crajiru foram produzidas e fornecidos pelo Laboratério
de Tecnologia Farmacéutica da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal do Amazonas.
O extrato de Crajiru para producdo das nanocapsulas foi cedido pelo Dr. Francisco Célio da
Embrapa/AM.

4.4 PREPARACAO DE NANOCAPSULA CARREGADAS COM CRAJIRU

As nanocapsulas de Crajiru foram preparadas pelo método de deposi¢éo interfacial de
polimero seguido de deslocamento do solvente. Segundo FESSI et al.(1989) (113) e Florentino
et al.(2021) (114).
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Preparacao da fase organica: em um agitador magnético a 400 rpm (Fisatom, Brasil),
foi preparada uma solugéo acetona (15 mL), Span 20 (500 mg), palmitato de isopropila (500
mq) e Crajiru (50mg). Posteriormente, foi adicionado o Kollicoat MAE (500 mg) previamente
dissolvido em 5 mL de etanol 96% e a agitacdo foi mantida por 20 minutos.

Preparacdo da fase aquosa: composto por dgua (50 mL) e Tween 80 (500mg), foi
mantida em agitacdo a 400 rpm por 20 minutos, em temperatura ambiente. A fase organica foi
adicionada a fase aquosa (=1mL/min) usando uma bureta e a mistura foi agitada por mais 15
minutos a 400 rpm. Posteriormente, a mistura foi homogeneizada por 5 min em agitador de alta
cisalha Ultraturrax® (IKA, Suica) a 10 mil rpm. Para formar as nanocapsulas de Crajiru, o
solvente foi eliminado em um evaporador rotativo a vacuo (IKA, Suica) a 50°C e as
nanocapsulas armazenadas em frasco ambar. As nanoparticulas foram preparadas no
laboratorio de Tecnologia Farmacéutica da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM) e apds todas as andlises fisico-quimicas para avaliar a qualidade das

nanoparticulas, as mesmas foram cedidas para a realizacdo do presente estudo.

4.5 PREPARACAO DE NANOPARTICULA DE BISMUTO

Foram utilizadas as solugdes: BiCI3 1,0 M em 1,0 HCI; M.w. (Bi) = 208,98 e Sulfonato
de mercaptoetano de sédio (MESNa), P.M.=164,18. Foi dissolvido 0,985 g de MESNa (~ 6
mmol) em 3 mL de 4gua sob agitacdo suave a temperatura ambiente. Em seguida foi adicionado
3,0 mL de solucdo de Bi. A solucéo transparente tornou-se amarelo claro e foi filtrado através
da membrana filtrantes de 0,45 um. Depois sob agitacdo moderada, foi adicionado gota a gota
30 mL de &gua no béquer de 100ml. O que demorou cerca de 30 min. Em seguida foi adicionado
solugdo de NaOH 1,0 M até pH= 7,0 £ 0,5. Apds isso, a solugéo foi transferida para a bolsa de
dialise e e realizada a dialise em 2,5 L de agua deionizada por 2,5 - 3 h. Teste para Bi e Cl e,
em seguida a solucéo dialisada foi transferida para um frasco de armazenamento. Este protocolo
é pioneiro e foi desenvolvido por pesquisadores do Departamento de Quimica da Universidade

de Helsingue.

4.6 CULTURA DE CELULAS

As Linhagens de células leucémicas humanas HL-60 (ATCC® CCL-240™ - Leucemia
mieloide aguda) e K-562(ATCC® CCL-243TM-Leucemia mieloide crénica) foram cultivadas
em meio RPMI (meio RPMI 1640/Gibco, Rockville, MD) suplementado com 10% de soro
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bovino fetal inativado (SFB; Gibco), 100 ug/mL de penicilina ¢ 100 pg/mL de estreptomicina.
Todas as células serdo mantidas a 5% de CO2, na temperatura de 37 °C e em incubadora de
CO.. Essas linhagens celulares foram gentilmente cedidas pelo Laboratorio de Biologia
Molecular da UNICAMP. A linhagem celular Vero foi gentilmente cedida pela Fundacéo
Oswaldo Cruz de Manaus e foram utilizadas neste estudo com o objetivo de verificar se 0s
compostos nanoparticulados apresentam alguma acdo citotdxica contra células néao
cancerigenas. A linhagem Vero foi mantida em frascos T75 contendo Dulbecco’s modified
Eagle’s médium (DMEM) suplementado nas mesmas condicOes descritas acima para células
de linhagem cancerigenas. A troca de meio de cultura e repique foi efetuado em media de 48h

para cada linhagem celular.

4.7 ISOLAMENTO E PREPARACAO DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGUE
PERIFERICO HUMANO (PBMC)

Os individuos que decidiram participar do presente estudo foram convidados a
assinarem um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Apds a assinatura foi feita
a coleta de sangue periférico com anticoagulante (EDTA) de doadores de sangue (n=10) do
HEMOAM. As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram isoladas por meio
de centrifugacdo gradiente de densidade utilizando Ficoll-Hypaque (GE Healthcare). Em
sequida, as células mononucleares foram coletadas e lavadas trés vezes em RPMI antes de

serem cultivadas sob as mesmas condi¢6es mencionadas anteriormente.

4.8 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi medida por ensaio de Metiltiazoletrazolium (MTT) utilizando
as linhagens celulares K562, HL60 e as linhagens ndo cancerigenas Vero e PBMC, conforme
descrito anteriormente (115). A linhagem celular permanente (10* células/pogo) e a primaria
(PBMCs, 10° células/poco) foram cultivadas em placas de cultura de 96 pogos e tratadas em
triplicatas com diferentes concentracbes dos compostos, variando de 0,37ug/mL a 50ug/mL
para a nanoparticula cotendo Crajiru nos tempos de 24h e de 0,18 pug/mL a 3ug/mL para Bl-
MES e MES, nos tempos de 24h. As placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C em atmosfera
de 5% de CO2. Apds o periodo de incubagdo, foi retirado o sobrenadante ¢ adicionado 10uL de

uma solugdo de MTT (5mg /mL) e 100uL. de meio RPMI sem vermelho de fenol em cada pogo,
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seguido por uma incubacdo a 37°C durante 4h. A reacéo foi interrompida utilizando 100uL de
DMSO.

O crescimento celular foi avaliado por meio da absorbancia através de
espectrofotometria utilizando um filtro de comprimento de onda de 570 nm. A viabilidade
celular relativa das células foi estimada usando a seguinte equacdo: (absorbancia éptica A 570
da amostra tratada) / (A 570 da amostra ndo tratada) x 100. Todos os testes foram feitos em

triplicata.

4.9 ENSAIO DE FORMACAO DE COLONIAS

O crescimento clonal foi avaliado por meio de ensaio de formacéo de coldnias, conforme
descrito anteriormente (115). Em resumo, cerca de 0,5x10° da linhagem K-562 e HL-60 foram
cultivadas em placas de 6 pocos com diferentes concentracdes das substancias em metilcelulose
semissolida (MethoCult 4230, StemCell Technologies Inc., Vancouver, BC, Canada). As
coldnias foram detectadas apds 8 a 10 dias de cultura com adi¢do de reagente MTT (1 mg/mL)
e a contagem das colbnias foi realizado por meio software de quantificagdo Image J (US
National Institute of Health, Bethesda, MD, EUA). Todos os experimentos foram realizados

em triplicata.

4.10 ANALISE DE DOSAGEM DE CITOCINAS

As PBMCs isoladas foram cultivadas em meio RPMI-1640 na placa de 96 pogos e
incubadas a 37 °C por um periodo de 18h. Em seguida, as células foram tratadas com diferentes
concentragdes dos compostos nanoparticulados, conforme descrito anteriormente (115). Apos

a incubacdo, os sobrenadantes foram coletados para dosagem de citocinas.

Os niveis das interleucina-4 (I1L4), IL6, IL10, 1L12, interferon-y (IFNy) e fator de
necrose tumoral-o (TNFa) foram avaliados por meio de kit de ensaio imunoenzimatico (ELISA)
comercialmente disponivel (ImunoTools, Friesoythe, Germany). O ensaio foi realizado de
acordo com instruc@es do fabricante. Foram utilizados po¢os em duplicata para cada amostra

individual. Os resultados das concentracOes de cada citocina sdo expressos em pg/mL.
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4.11 ANALISE DE DADOS

Os dados obtidos foram analisados por meio do software GraphPad Prism (v.8.0). Todas
as variaveis quantitativas foram expressas por média + desvio padrdo ou mediana. Os teste Qui-
quadrado ou exato de Fisher para variaveis categoricas também foram utilizados. Teste ‘t” de
student ou ANOVA foram utilizados para avaliar citotoxicidade relativa dos compostos
nanoparticulados testados. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significantivos.
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5 RESULTADOS
5.1 ATIVIDADE CITOTOXICA DAS NANOPARTICULAS DE BISMUTO

Em relacdo a nonoparticula de bismuto (BI-MES), os resultados indicam que a
nonoparticula apresentou uma atividade citotoxica significativa nas concentracdes de 0,18
pg/ml al,5 pg/ml na linhagem celular HL60 (P<0.0001) e K562 (P<0.001) em comparagéo
com o controle (células ndo tratadas) (Figuras 9.A e 9.C), respectivamente. Ja o ligante MES
(controle) apresentou efeito citotoxico significativo nas concentragdes de 0,37 a 1,5 pg/ml
(P<0.01) em células HL60 (Figura 9.B), porém essa atividade foi muito inferior quando
comparado ao BI-MES. Nao foi observada atividade citotdxica do controle em células K562

(Figura 9.D) nas concentragdes testadas.

Em células Vero, a nanoparticula Bi-MES apresentou atividade citotdxica (p<0.05) em
todas as concentragdes testadas (p<0.05) (Figura 9.E), enquanto que o ligante MES (controle)
ndo demonstrou efeito citotoxico nestas células (Figura 9.F). Entretanto, a atividade de Bi-
MES em células Vero foi menor quando comparada a atividade citotdxica observada nas células
cancerigenas HL60 e K562. Em média, a nonoparticula Bi-MES reduziu a viabilidade das
células HL60 em 49% e de K562 em 38%, enquanto que nas células Vero a reducdo média foi
de apenas 27%. Embora a citotoxicidade de BI-MES tenha sido menor em células nao
cancerigenas em comparacdo a células cancerigenas, outros testes sdo necessarios realizar para

confirmar a eficécia e seguranca desta nanoparticula.
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Figura 9: Atividade citotoxica da nanoparticula de bismuto (Bi-MES) e seu ligante (MES). Células
HL60 (A) e K562 (C) tratadas nas concentragdes de 0,18-1,5ug/ml com a nanoparticula Bi-MES no
periodo de 24h. Células HL60 (B) e K562 (D) tratadas nas concentragdes de 0,18-3pg/ml com o ligante
MES (controle) no periodo de 24h. Células Vero tratadas nas concentragbes de 0,37-3ug/ml da
nanoparticula Bi-MES (E) e o ligantes MES (F) no periodo de 24h. A anélise estatistica realizada através
do ANOVA. *: indica diferenga significativa em comparacdo ao controle (células ndo tratadas), sendo:
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.

5.2 ANALISE DE FORMACAO DE COLONIAS DAS NANOPARTICULAS DE BISMUTO

Para avaliar o efeito das nanoparticulas na inibicdo ou reducdo da expansdo clonal de
celulas cancerigenas, foi realizado o ensaio de formagdo de colbnias, como descrito
anteriormente. Os resultados indicaram que o tratamento com a nanoparticula de Bi-MES e
ligante (MES) reduziu significativamente a formacéo de colénias de células HL60 em 79% e
62%, respectivamente, em comparacao com células ndo tratadas (p<0,0001) (Figuras 10.A e

10.B).
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Além disso, os resultados indicaram que o tratamento ocasionou a diminuicdo no
tamanho das colonias de células quando comparado as células ndo tratadas (controles). Essa
observacdo pode ser evidenciada ns imagens das coldnias apresentadas nas Figuras 10.C e

10.D, respectivamente para Bi-MES e MES em comparagdo aos seus respectivos controles.
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Figura 10: Efeito da nanoparticula de bismuto (Bi-MES) e seu ligante (MES) na formacéo de
col6nias de células leucémicas HL60. Quantificacdo de col6nias formadas por células HL60 apos o
tratamento com a concentragio de 0,37ug/mL de Bi-MES (A) e MES (C). Imagem de microscopia Optica
representativa (40x) retrata a formacao da col6nia para células HL60 apds tratamento com BI-MES (B)

e MES (D). A significancia estatistica foi representada por asteriscos: ****p<0,0001.
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5.3 ATIVIDADE CITOTOXICA DAS NANOPARTICULAS CONTENDO CRAJIRU

Os resultados demonstraram que a nanoparticula contendo crajiru (nanoparticula-CRJ)
apresentou atividade citotdxica significativa contra a linhagem celular HL60 em todas as
concentragdes testadas (0,75 a 50 ug/mL; p<0,01) no periodo de tratamento de 24 horas, em
comparacao ao controle (células ndo-tratatas) (Figura 11.A).

Em relacdo a linhagem K562, a nanoparticula-CRJ apresentou atividade citotoxica
significativa nas concentragoes de 0,75 a 0,25 pg/mL (p=0,05) e 50 ug/mL (p=0,01) (Figura
11.C). A Nanoparticula (controle) ndo apresentou atividade citotoxica tanto na linhagem HL60
quanto na K562 nas mesmas concentracdes testadas (Figura 11.B e D). Tanto a nanoparticula-
CRJ como o controle (nanoparticula) ndo apresentaram atividade citotoxica significativa contra
células ndo cancerigenas Vero (Figura 11.E e F) e PBMCs humanas (Figura 11.G e H). A
auséncia de atividade citotoxica em células ndo cancerigenas (em todas as concentracdes
testadas) demonstra seletividade da atividade citotoxica da nanoparticula-CRJ contra células

cancerigenas.
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Figura 11: Atividade citotoxica da nanoparticula contendo Crajiru. Células HL60 (A) e K562 (C)
tratadas nas concentragfes de 0,75-50pg/mL com a nanoparticula-CRJ no periodo de tempo de 24h.
Células HL60 (B) e K562 (D) tratadas nas concentragdes de 0,75-50ug/mL com a nanoparticula
(controle), no periodo de tempo de 24h. Células Vero (E) e PBMCs (G) humanas tratadas com a
nanoparticula-CRJ, e da nanoparticula controle (F e H), respectivamente. A andlise estatistica realizada
através do ANOVA. *: indica diferenca significativa em comparagdo ao controle (células ndo tratadas),

sendo: *p<0.05. ** p<0.01; ***p<0.001.

5.4 ANALISE DE FORMACAO DE COLONIAS NANOPARTICULAS CONTENDO
CRAJIRU

Para a nanoparticula-CRJ, os resultados obtidos indicaram uma diminuicéo significativa
de aproximadamente 93,95% na formacdo de coldnias em células HL60 na concentragdo de 25
pg/mL e de 100% na concentracdo de 50 pg/mL (Figuras 12.A e 12.B) quando comparada ao
controle (células ndo tratadas). Ja em células K562, foi observada uma inibicdo completa na
formacé&o de coldnias ja na concentracédo de 25 pg/mL em comparagdo com células ndo tratadas
(p<0,0001). Além disso, assim como aconteceu com as nanoparticulas de bismuto, os tamanhos

das colonias foram reduzidos ap6s o tratamento com a nanoparticula-CRJ (Figuras 12.C e

12.D).
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Figura 9: Efeito da nanoparticula contendo crajiru na formag&o de col6nias de células leucémicas
HL60 e K562. Quantificacdo de colbnias formadas por células HL60 ap6s o tratamento com a
nanoparticula-CRJ, em suas respectivas concentragdes 25ug/mL ¢ 50ug/mL (A) e (C). Imagem de
microscopia Optica representativa retrata a formagéo da col6nia para células HL60 e K562 (B) e (D). A

significancia estatistica foi representada por asteriscos; ****p<0,0001.

55 ATIVIDADE IMUNOMODULADORA DA NANOPARTICULAS CONTENDO
CRAJIRU

Os resultados demonstraram que a nanoparticula-CRJ (12ug/mL) estimulou de forma
significativa a producdo das citocinas IL-6 (p=0.0002), IL-10 (p=0.0005), IL-12 (p=0.001) e
TNF-a (p=0.005) em PBMCs humano ap6s 24 horas de tratamento com a nanoparticula CRJ
(12pug/mL) em comparagdo com PBMCs néo tratadas (controle) (Figura 13). Dentre as
citocinas dosadas, a IL-6 apresentou concentracdo mais elevada pds-tratamento com a
nanoparticula-CRJ. Estes resultados sugerem que a nanoparticula-CRJ possui potencial para
modular a resposta imunoldgica.
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Figura 10: Atividade imunomoduladora da nanoparticula contendo o Crajiru( nano+CRJ). Os
niveis das citocinas IL4, IL6, IL10, IL12, IFNy e TNFa foram dosados do sobrenadante de PBMCs
humanas tratadas com a concentragdo de 12pg/mL do a nanoparticula-CRJ por ELISA. A analise
estatistica realizada através do ANOVA. **: indica diferenca significativa em comparacdo ao grupo
controle, sendo: p<0.005, ***p<0,0005, ***p<0.0002 e **p<0,001.
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6 DISCUSSAO

Nanoparticulas tém sido estudadas como uma opcao para o tratamento de leucemia,
apresentando vantagens como baixa toxicidade e superagdo da resisténcia aos quimioterapicos
(16, 15). Neste estudo, avaliou-se a atividade citotoxica e imunomoduladora in vitro das
nanoparticulas de bismuto e das contendo crajiru e contra linhagens celulares de Leucemia

mieloide.

A nanoparticula de bismuto (Bi-MES) demonstrou atividade citotdxica significativa
contra as células K562 e HL60 em todas as concentracdes avaliadas. Por outro lado, o ligante
MES (controle) apresentou atividade citotoxica apenas na concentracdo de 3 pg/ml na linhagem
K562 e nas concentracfes de 0,37 pg/ml e 1,5 pg/ml na linhagem HL60. Embora tenha sido
observada atividade citotdxica da nanoparticula de bismuto em células Vero, essa atividade foi

menor em comparacao com a linhagem cancerigena HL60 e K562.

Entre os diversos metais pesados, o bismuto é considerado menos toxico para o
organismo humano (15, 16). Além disso, o bismuto € um metal que € estavel em pH muito
baixo. Isso significa que em pH mais alto, como o encontrado em condi¢des bioldgicas normais,
0 bismuto pode se tornar citotoxico para as células humanas (116). No entanto, a estratégia de
utilizar nanoparticulas de bismuto permite que esse metal seja usado em pH mais alto,
otimizando as concentracOes necessarias para obter um efeito bioldgico. Ou seja, 0 bismuto na
forma de nanoparticula, pode ser entregue as células em um pH fisioldgico apresentanto
citotoxicidade para células cancerigenas ao mesmo passo que gera um menor dano as células
saudaveis (15, 16).

Vale ressaltar que as nanoparticulas de bismuto tém a capacidade de serem oxidadas e
dissolvidas em ions de bismuto em pH baixo devido aos ions de bismuto estarem totalmente
hidratados e estaveis em condigdes acidas. Isso implica que o microambiente &cido do cancer,
que geralmente possui um &cido pH entre 6,4 e 7,2, pode induzir a biodegradacdo das
nanoparticulas de bismuto (116). Essa caracteristica é relevante do ponto de vista terapéutico,
porque a degradacao das nanoparticulas de bismuto no microambiente do cancer pode permitir
que os ions de bismuto exercam seus efeitos no combate ao cancer. Portanto, a biodegradacao
das nanoparticulas de bismuto em ions de bismuto no microambiente &cido do cancer é uma

propriedade vantajosa para aplicacdes terapéuticas especifica (116).
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Em relacdo a atividade antineoplasica antitumoral do bismuto, sdo exemplos 0s
compostos de tropolonas e ditiocarbamatos de bismuto (I11), que apresentam efeito citotoxico
descrito contra células leucemia L1210 e células leucémicas promielociticas humanas
(LPA)(18). Emum estudo anterior, avaliou-se nanoparticulas de 6xido de bismuto (I11), as quais
apresentam um grande potencial para aplicacdes biomédicas devido as suas propriedades fisico-
quimicas ajustaveis (117). Em nosso estudo nédo foi possivel realizar os testes de apoptose para
analisar o mecanismo de acdo das nanoparticulas de bismuto. Entretanto, estudos apontam que
a atividade citotoxica do bismuto, como a observada em nosso estudo, estd relacionada
principalmente ao seu mecanismo de inibi¢cdo de enzimas lipases, glicosidases e a producéo de
especies reativas de oxigénio (EROS) que causam danos a membrana das mitocondrias (118,
(119).

No estudo de Hernandez-Delgadillo et al. (2018), observaram que NPs lipofilicos de
bismuto (BisBAL) exibem citotoxicidade significativa para células MCF-7 de cancer de mama
e toxicidade relativamente baixa para células MCF-10A ndo cancerigenas (120). Em um outro
estudo Ahmed et al. (2021) observaram que nanoparticula de éxido de bismuto (1)
(Bi 2 O 3 NPs) apresentaram citotoxicidade significativa para células de céncer de pulméo
(A549) e de figado (HepG2). Enguanto nas células ndo cancerigenas de hepatdcitos primario
ndo foi apresentado atividade citotoxica demonstrando a seletividade da nanoparticula de 6xido
de bismuto (1) (117).

Em nosso estudo encontramos resultados semelhantes uma vez que foi observado que a
nanoparticula de bismuto teve um impacto significativo na reducdo da viabilidade das células
cancerigenas K562 e, principalmente, nas células HL60, além de apresentarem menor
citotoxicidade em relagédo as células ndo cancerigenas Vero. Foi observado que o tratamento
com a nanoparticula de bismuto teve um efeito significativo na inibicéo e reducdo da formacéo
de coldnias nas células HL60. Esses resultados indicam que as nanoparticulas de bismuto tém
um potencial efeito inibitorio na expansdo clonal de células cancerigenas. Infelizmente, devido
as limitagOes da quantidade de nanoparticulas de bismuto, ndo foi possivel avaliar a atividade
citotoxica em PBMC humano. No entanto, testes adicionais serdo realizados pelo nosso grupo

de pesquisa posteriormente para melhor caracterizar a atividade citotoxica desta nanoparticula.

Neste estudo, também foram avaliadas as atividades citotoxicas de nanoparticulas
contendo Crajiru (nanoparticula -CRJ). Estudos tém mostrado a eficicia terapéutica dos
extratos de F. chica, com atividade antiviral, cicatrizante, anti-inflamatéria e antitumoral

descrita contra varias linhagens celulares tais como ACC-62 (melanoma), NCI-h460 (pulmao),
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PC-3 (préstata), HT29 (co6lon ), OVCAR-03 (ovario), 786-0 (rim) e K562 (leucemia mieloide
cronica) (20, 21, 121).

O estudo realizado por Servat-Medina L et al. (2015) foi demonstrado que o uso de NPs
carregadas com o extrato de A. chica mostrou uma reducdo do indice de lesdo ulcerativa em
doses mais baixas em comparacdo com o uso do extrato livre. 1sso indica que encapsular o
extrato em NPs de quitosana permitiu uma reducdo da dose necessaria para alcancar o efeito
gastroprotetor desejado. Além disso, o estudo mostrou que as NPs contendo o extrato de A.
chica (ACE-NPs) apresentaram um comportamento distinto quando comparadas ao extrato
livre. Elas foram capazes de manter a concentracdo efetiva em niveis mais baixos,
demonstrando a capacidade de preservar a atividade do composto bioativo mesmo em
concentragdes reduzidas. Por outro lado, em concentragdes mais elevadas, as ACE-NPs
estimularam a proliferacdo celular, evidenciando uma associagcdo positiva entre a

nanotecnologia e a fitoterapia no que diz respeito a atividade proliferativa (122).

Em nosso estudo as nanoparticulas-CRJ apresentaram uma a¢do citotdxica seletiva,
demonstrando atividade citotdxica nas células cancerigenas HL60 e K562, mas sem afetar as
células ndo cancerigenas Vero e PBMC. Esse resultado € de extrema importancia, pois indica
que as nanoparticulas-CRJ tém potencial para combater especificamente as células
cancerigenas, sem prejudicar as células saudaveis. Além disso, as nanoparticulas CRJ
apresentaram um efeito inibitorio significativo na formacéo e reducdo do tamanho de coldnias
de células HL60 e K562. Sugererindo que a nanoparticula-CRJ pode ter um efeito inibitorio no

crescimento e na proliferagdo das células cancerigenas.

Durante o desenvolvimento do cancer, € comum que ocorra uma supressdo do sistema
imunologico (123). No entanto, isso pode ser alterado por meio de drogas imunomoduladoras
que tém se mostrado promissoras no combate a doenca (123). Compostos que influenciam o
sistema imune, seja através da supressdo ou do estimulo a resposta imune séo considerados 0s
mais eficazes no tratamento do cancer (124). Assim, é evidente que o sistema imunoldgico
desempenha um papel ativo na carcinogénese e, portanto, € um importante aliado no combate
a doenca (125).

Neste estudo, investigamos o potencial imunomodulador das nanoparticulas-CRJ.
Infelizmente, ndo foi possivel avaliar a atividade imunomoduladora das nanoparticulas de

bismuto devido a limitacdo de sua quantidade necessaria para os testes imunol6gicos. Os
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resultados para as nanoparticulas CRJ indicaram que o composto foi capaz de estimular a
producdo das citocinas IL-6, 1L-10, IL-12/23p40 e TNF-a em PBMCs humanas.

A IL-6 tem uma funcédo antitumoral importante, pois estimula a ativacao, proliferacéo e
sobrevivéncia de linfocitos T, além de induzir sua migracdo para os linfonodos e para o
microambiente tumoral, onde podem exercer sua acéo citotoxica contra as células cancerigenas
(126, 127). Dessa forma, a sinalizacdo da IL-6 pode remodelar a resposta imune dos linfécitos
T, transformando-a de imunossupressora para responsiva, 0 que contribui para o controle da
progressao do cancer (126). No entanto, dentro do microambiente tumoral, a IL-6 também pode
agir promovendo a progressdo do cancer e a metastase (128, 129). Portanto, a funcdo da
sinalizacdo da IL-6 relacionada a carcinogénese pode depender de diversos fatores, como o tipo

de linhagem celular, a localizagéo e a gravidade do cancer (130).

A IL-10 é uma citocina com perfil anti-inflamatorio que exerce um papel fundamental
na regulacdo do microambiente tumoral(131). Esta citocina é responsavel por regular diversos
fatores pré-inflamatoérios e pode favorecer a regressdo do tumor, uma vez que aumenta a
citotoxicidade de células T CD8+ no microambiente tumoral (131). Além disso, os resultados
indicaram um aumento significativo nos niveis de IL-12/23p40 e TNF-o apds o tratamento com
as nanoparticulas CRJ. A 1L-12/23p40 sdo citocinas pleiotrépicas e essenciais na resposta
imune contra o cancer, por meio da regulacdo de células Natural Killer e linfécitos T CD8+ do
tipo Thl (132, 120). J4 a TNF-a desempenha importante funcéo na vigilancia do crescimento

tumoral e ¢ alvo de estudos de imunoterapias anticancer (121, 122).

Em resumo, os resultados deste estudo indicam que tanto as nanoparticulas de bismuto
quanto as de contendo crajiru apresentam potencial anticancerigeno, sem causar citotoxicidade
significativa em células ndo cancerosas nas concentracdes testadas. Além disso, a nanoparticula
contendo crajiru demonstra uma atividade imunomoduladora promissora, tornando-se uma
possivel aliada terapéutica no contexto das leucemias mieloides. No entanto, sdo necessarios
estudos adicionais para compreender melhor os mecanismos de acdo e a seguranca das

nanoparticulas de bismuto e as de contendo crajiru.
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7 LIMITACOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste estudo, enfrentamos algumas dificuldades que impediram a realizacdo de testes
adicionais para uma melhor caracterizacdo do potencial antineoplasico das nanoparticulas.
Entre elas, destaca-se a impossibilidade de realizar a analise da fase especifica do ciclo celular
em que atuam para induzir a apoptose em células cancerosas. As dificuldades encontradas
incluiram atrasos no envio das nanoparticulas de bismuto provenientes da Universidade
Helsinque para Manaus, (principalmente durante o periodo pandémico). Além disso, a
limitacdo na quantidade disponivel da nanoparticula de bismuto impossibilitou a realizac6es de

varios testes.

Para uma caracterizacdo mais abrangente do potencial das nanoparticulas de bismuto e
da contendo crajiru, sdo necessarios outros testes, tais como ensaios de COX para avaliar sua
atividade anti-inflamatoria, ensaio de apoptose para avaliar sua capacidade de induzir a morte
celular programada, e ensaios de expressdo génica para avaliar sua capacidade de modular a
expressao de genes relacionados a progressao do cancer e resisténcia aos tratamentos. Além
disso, sdo necessarias a utilizacdo das técnicas de microscopia de varredura eletronica de
transmissédo (TEM) e de varredura (SEM) para a obtencdo de imagens de alta resolucdo das
nanoparticulas em diversos niveis de detalhamento. Essas imagens permitiriam a andlise da
morfologia, tamanho, distribuicdo e localizacdo celular das nanoparticulas, possibilitando a
avaliacdo da eficacia da entrega das nanoparticulas no local-alvo, bem como sua capacidade de
penetrar em tecidos e células especificas. Tais andalises serdo feitas em estudos posteriores

realizados pelo no grupo de pesquisa.

Além disso, é imprescindivel avaliar a atividade antineoplasica dessas nanoparticulas
em outros tipos de neoplasia hematoldgicas, como leucemia linfoide aguda e cronica. Esses
testes adicionais fornecerdo informacdes cruciais sobre o potencial terapéutico dessas

nanoparticulas em diferentes tipos de leucemia, bem como sua possivel aplicacao clinica.



50

8 CONCLUSOES

e As nanoparticulas contendo crajiru e as nanoparticulas de bismuto apresentaram
atividade citotoxica significativa contra as células leucémicas da linhagem mieldide,
enguanto tiveram menor ou nenhuma toxicidade em células ndo cancerigenas. O que
sugere que as nanoparticulas utilizadas neste estudo apresentam potencial terapéutico
no tratamento da leucemia miel6ide.

e Tanto as nanoparticulas contendo crajiru quanto as de bismuto apresentaram atividade
inibitoria na expanséo clonal de células cancerigenas, demonstrando seu efeito inibitorio
no crescimento e proliferacdo clonal.

e As nanoparticulas contendo crajiru estimularam a producédo de citocinas (IL-6, I1L-10,
IL-12/23p40 e TNF-a) em PBMC humano, indicando um potencial imunomodulador.

e Os resultados destacam a relevancia das nanoparticulas de bismuto e crajiru como
possiveis agentes eficazes no tratamento da leucemia, com perspectivas promissoras
para futuras pesquisas e desenvolvimento de tratamentos anticancerigenos.

e Estudos adicionais sdo necessarios para compreender melhor 0s mecanismos
subjacentes as atividades anticancerigenas e imunomoduladoras observadas, bem como

para avaliar melhor a eficacia e seguranca das intervencGes em modelos experimentais.
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