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(57) Resumo: PLATAFORMA NANOESTRUTURADA PARA TRATAMENTO DE CANCER, METODO
PARA A PREPARACAO DESTA E USO DA PLATAFORMA. A presente invencéo refere-se a uma
plataforma nanoestruturada revestida com vesiculas extracelulares e/ou membranas celulares para
aplicacdo em terapia fototérmica. A nanoparticula da invengcdo compreende a) um nucleo interno
constituido de um nanomaterial plasmdnico, como nanobastdes de ouro; e b) uma superficie externa
elaborada de vesiculas extracelulares e/ou membranas celulares derivadas de célula de macréfago. A
presente invencéo descreve um método para fabricacdo da plataforma nanoestruturada. Além disso, é
descrito 0 uso da plataforma nanoestruturada em conjunto com um farmaco antitumoral na fabricacéo
de uma composicao farmacéutica para o tratamento de cancer.
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PLATAFORMA NANOESTRUTURADA PARA TRATAMENTO DE CANCER,
METODO PARA A PREPARAGCAO DESTA E USO DA PLATAFORMA

CAMPO DA INVENGCAO

[001] A presente invencéo refere-se a uma
plataforma nanoestruturada revestida com vesiculas
extracelulares e/ou membranas celulares para aplicacdo em
terapia fototérmica. A nanoparticula da invencdo compreende
a) um nucleo interno constituido de um nanomaterial
plasmdébnico, logo, sem origem celular; e b) uma superficie
externa, elaboradas de vesiculas extracelulares e/ou
membranas celulares derivadas de célula de macrdéfago. A
invencdo fornece métodos de desenvolvimento e seu uso para
tratar doencgas originadas em ambiente celular como o cancer.

[002] O principal objetivo foi desenvolver sistemas
especificos para tratamento de cdncer wutilizando as
propriedades de direcionamento ativo das vesiculas
extracelulares e/ou membranas celulares combinadas com as
propriedades de o6tica ndo linear e fototérmicas das

nanoparticulas plasménicas.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO E ESTADO DA TECNICA

[003] Nanoparticulas plasmédnicas sdo nanomateriais
de metais nobres, que além das suas propriedades cataliticas,
possuem o efeito de ressondncia plasmbénica de superficie
(RPS) . Quando uma nanoparticula metdlica é exposta a uma
onda eletromagnética, h& uma oscilacdo coerente dos elétrons
da banda de condugdo em ressonancia com a frequéncia da luz.
A frequéncia da RPS, assim como a intensidade da banda, é
dependente de fatores como a densidade de carga eletrdnica
na superficie, o tamanho, o formato e a constante dielétrica

do meio. Assim, uma caracteristica notédvel dessa classe de
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materiais é a versatilidade na qual as propriedades déticas
podem ser modificadas por meio do tamanho, formato e
composicdo ampliando o uso em diversas aplicacgdes.

[004] Na &rea de biomedicina hd o desenvolvimento
de nanoparticulas plasmbénicas para contraste de imagens e
também como agentes terapéuticos, em decorréncia das
propriedades de espalhamento de luz. O contraste de imagens
em células tumorais ocorre por meio de diversas técnicas
6ticas, como por exemplo, microscopia de campo escuro,
fluorescéncia por dois fétons (Durr, N. J. et al., 2007),
espalhamento de Raman e imagem fotoacustica (Cai, X. et al.,
2011) . A acdo terapéutica é baseada na irradiacdo externa de
luz, na qual os nanomateriais convertem esse estimulo em
calor, podendo ser utilizado para a liberacdo controlada de
farmacos e para terapia fototérmica plasmbénica (de
Aberasturi, D. J. et al., 2015). Além da alta estabilidade,
0 uso dessas nanoparticulas como agentes fototérmicos
melhora a absorcdo de luz do infravermelho préximo gquando
comparados com agentes de fototerapias convencionais. Outra
vantagem que auxilia a aplicacdo desses nanomateriais é o
efeito de permeabilidade e retencdo (EPR), no qual tais
nanomateriais se acumulam mais em locais tumorais quando
comparados com pequenas moléculas (Maeda, H. et al., 2009).

[005] Nanomateriais baseados em ouro tém se
destacado devido as suas propriedades plasmdénicas combinadas
com alta estabilidade e baixa toxicidade. Dentre essas
nanoestruturas, as em formato de bastéo, chamadas de
nanobastdes (nanorods) sdo interessantes uma vez que a banda
de ressondncia de superficie plasmdnica é dividida em duas

bandas quando comparada a nanoparticulas de ouro, decorrente
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do movimento coerente da banda de conducdo dos elétrons ao
longo dos dois sentidos da particula. A banda transversal
ocorre na regido visivel, enquanto que a banda longitudinal
ocorre perto da regido do infravermelho (Pérez-Juste, J. et
al., 2005; Nikoobakht, B. & El-Sayed, M. a., 2003a;
Nikoobakht, B. & El-Sayed, M. a., 2003b). Enquanto a banda
transversal ndo é dependente do tamanho dos nanobastdes, a
banda longitudinal é transladada da regid&o do visivel para
o infravermelho préximo, com o aumento da razdo de aspecto
(comprimento/largura) (Huang, B. X. et al., 2009).

[006] Apesar do efeito EPR, ainda menos de 1% da
dose administrada de nanomateriais atinge o tumor sdélido
(Bisso, S. & Leroux, J. C., 2020; Wilhelm, S. et al., 2016).
Quando um nanomaterial é administrado no corpo, ele encontra
vadrias interfaces complexas que possuem mecanismos para
eliminar corpos estranhos (Nel, A. E. et al., 2009). Por
exemplo, quando na corrente sanguinea as proteinas sé&o
absorvidas na superficie das nanoparticulas e podem
comprometer seu desempenho (Salvati, A. et al., 2013).
Portanto, a biomimetizacdo eficiente dos nanomateriais é uma
etapa 1importante para uma traducdo bem-sucedida in vivo
(Fang, R. H. et al., 2018).

[007] A Dbiomimetizacdo de nanoparticulas usando
substratos naturais ligados a membranas permite aplicacdes
além dos tratamentos tradicionais. A principal hipdtese da
abordagem ¢é que as nanoparticulas funcionalizadas com
membrana celular herdam as propriedades das células de
origem. Como um exemplo, 0S nanomateriais revestidos com
membrana celular de gldbulos vermelhos conferem o tempo de

circulacdo prolongado e as nanoparticulas baseadas em
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membranas de células cancerosas visam ativamente os locais
do tumor por ligacdo homotipica (Hu, C.-M. J. et al., 2011;
Chen, 7Z. et al., 2019; Sun, H. et al., 2016; Jin, J. et al.,
2016) .

[008] O revestimento de vesiculas extracelulares
(EVs) tem se tornado uma abordagem valiosa para aumentar o
tempo de circulacdo, os locais de tumor alvo e modular o
microambiente tumoral (Tkach, M. & Théry, C., 2016; Kanada,
M. et al., 2015; Nie, W. et al., 2020, Lara, P. et al., 2020,
Kamerkar, S. et al., 2017; Lara, P. et al., 2020; Yuan, L.
et al., 2019). As EVs sdo conhecidas por serem carreadores
de comunicacdo entre as células, e dependendo de suas células
de origem possuem atributos (Kanada, M. et al., 2015). Estes
portadores ligados a membrana s&do classificados por seu
tamanho, como vesiculas extracelulares pequenas (50-200 nm),
médias (200-1000 nm) e grandes (1-10 pm) (Théry, C. et al.,
2018) . Na classe pequena, eles se originam de duas formas:
por liberacéo endossdémica (exossomos) ou membranas
plasmaticas (microvesiculas) (Antonyak, M. A. & Cerione, R.,
2015) .

[009] Diante deste cendrio, a presente invencéo
teve como avanco a expansdo da sintese e caracterizacdo de
nanomateriais. Para isso, vesiculas extracelulares e
membranas celulares isoladas das células de macréfagos
(RAW264.7) foram usadas para recobrir os nanobastdes de ouro
por meio de extrusdo mecédnica. Nas andlises de caracterizacéo
mostrou-se que houve o recobrimento eficiente e com
propriedades fototérmicas. Ensaios in vitro mostraram que o
sistema foi capaz de ser internalizado por células

cancerigenas e células do microambiente tumoral.
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[010] Hu et al. (2008) foram os primeiros que
recobriram nanoparticulas poliméricas com membranas de
hemécias e mostraram gque esse nanomaterial possui um tempo
de circulacgdo superior se comparado com nanoparticulas
recobertas com poli(etileno glicol) (PEG), que é o polimero
mais utilizado para estender o tempo de circulacdo de
nanomateriais no organismo. Esses autores patentearam o
sistema formado  por nanoparticulas poliméricas como
poli(dcido latico-co-glicdlico) (PLGA), poli(acido 1latico)
(PLA), poli(dcido glicdlico) (PGA) , poli (caprolactona)
(PCL), poli-lisina e poli(adcido glutémico) recobertas com
membranas celulares derivadas de células do sangue,
tumorais, do sistema imune, vesiculas extracelulares e
células tronco (US 20130337066 Al). Mais tarde, os autores
reivindicaram o uso de nanoparticulas recobertas com
membrana de células do sangue para o tratamento de doencas
hemoliticas e para a transfusdo de sangue (W02015187502 Al
e W02016109306 Al).

[011] Marangoni et al. (2019) desenvolveram
nanobastdes de ouro revestidos com membranas extraidas de
células tumorais de pulmdo conjugadas a um agente anticéncer,
beta-Lapachona. O sistema apresentou a seletividade para
células tumorais além de serem eficientes na terapia
fototérmica em modelos in vitro e in vivo (Souza, J. P. et
al., 2021). Em 2020, Sun et al. revestiram também os
nanobastdes de ouro com membranas extraidas de células
tumorais orais de KB. Além de mostrarem a alta seletividade
para célula origem, a combinacdo da terapia fototérmica e
radioterapia mostrou a alta aplicabilidade do sistema para

o tratamento de céncer.
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[012] Kauscher, U. et al. (2020) desenvolveram
supra-particulas Dbaseadas no self-assembly de vesiculas
extracelulares e nanoparticulas esféricas de ouro (AuNPs) de
menos de 3 nm de tamanho. As AuNPs hidrofdébicas se localizam
na bicamada das vesiculas extracelulares. Nesse sistema, as
nanoparticulas tém a UGnica funcdo de facilitar a
identificacdo do 1local de internalizacdo das vesiculas
extracelulares. Lara, P. et al. (2020) também mostraram EVs
com AuNPs em seu espac¢o interno e ndo na bicamada, para uma
melhor marcacdo das EVs em eventos de metastase.

[013] O artigo de revisdo “Synthesis of gold
nanorods and their performance in the field of cancer cell
imaging and photothermal therapy”, publicado em 2021, trata
sobre o desenvolvimento de métodos de preparacdo de
nanobastdes de ouro e a aplicacdo dos referidos nanobastdes
no diagnéstico por imagem e terapia fototérmica para
tratamento de cncer. Embora funcionalizacdes de nanobastdes
de ouro sejam citadas, nenhuma dessas funcionalizacdes
utiliza membrana celular ou vesiculas extracelulares, apenas
anticorpos e polimeros Jj& conhecidos na literatura e
patenteados para o direcionamento ativo ou evasdo dos
macrdéfagos, como transferrina e polietileno glicol. Além
disso, nesse artigo de revisdo ndo ¢é citada nenhuma
metodologia de funcionalizacdo de nanobastdes com membranas
pelo método de sonicacdo e extrusdo e tampouco a modificacéo
por vesiculas extracelulares. O revestimento por vesiculas
extracelulares adiciona uma complexidade de direcionamento
ativo associada ao conjunto de lipidios e proteinas unicos
na superficie dos nanobastdes.

[014] O artigo “Pursuing specific chemotherapy of
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orthotopic breast cancer with lung metastasis from docking
nanoparticles driven by bioinspired exosomes”, publicado em
2019, revela o revestimento de nanoparticulas que contém
Pt (IV) com exossomos de células RAW 264.7. No entanto, a
plataforma final se refere a entrega de pro farmaco Pt (IV)
utilizando nanoparticulas de albumina humana. Na plataforma
da presente invengcdo, o uso dos nanobastdes permite o
tratamento via terapia fototérmica, o que até entdo nédo foi
reportado na literatura com o revestimento de vesiculas
extracelulares.

[015] 0 artigo “Macrophage-cancer hybrid
membrane-coated nanoparticles for targeting lung metastasis
in breast cancer therapy”, publicado em 2020, revela
nanoplataformas carregadas com Dox-PLGA com revestimento
biomimético hibrido (RAW-4T1) de membranas de RAW264.7 e
membranas de células de cancer de mama 4T1. O objetivo desse
artigo é melhorar a entrega de um quimioterédpico, focado
apenas na terapia utilizando nanoparticulas poliméricas.
Além do foco da presente invencdo ser o tratamento com os
nanobastdes, o revestimento usado das vesiculas
extracelulares possui uma identidade proteica e lipidica
diferente do revestimento utilizado no referido artigo, uma
vez que no artigo trabalham com a membrana das células
RAW264.7 e 4T1.

[016] O documento patentdrio EP 3 583 955 revela um
compbdésito de nanoparticulas de nucleo/casca (core/shell),
incluindo nlcleos de exossomos derivados de linhagem celular
carregados com farmaco, por exemplo, doxorrubicina, e
invdélucros de copolimero PEO-PPO-PEO associados na

superficie dos nucleos de exossomos derivados de linhagem
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celular. A  modificacdo de superficie com polimeros
sintéticos pode aumentar a estabilidade das vesiculas
extracelulares, no entanto, polimeros como o utilizado podem
blindar interag¢des nas células. Na presente invencdo as
vesiculas 1isoladas ndo s&o alteradas na sua superficie
externa.

[017] O documento WO 2017/173034 revela o uso de
exossomos derivados de RAW264.7 em diversas aplicacgdes. Os
exossomos foram carregados com catalase, paclitaxel e
doxorrubicina e foram utilizados também no revestimento de
nanoparticulas de ouro. O documento WO 2017/173034 descreve
0 encapsulamento de nanoparticulas pequenas (<5 nm) nas
vesiculas extracelulares (Figura 11) por diversos métodos,
e a eficiéncia de encapsulamento maxima que foi atingida é
de 29%. A primeira diferenca desse documento é o uso de
nanoparticulas esféricas que ndo possuem as mesmas
propriedades que os nanobastdes utilizados na presente
invengdo que apresentam, por exemplo, O6tima conversdo
fototérmica e hipertermia. Os tecidos bioldgicos tém uma
menor autofluorescéncia préximo ao infravermelho, que é
possivel alcancar na sintese dos nanobastdes e ndo nas
nanoparticulas esféricas. Além disso, no método de
encapsulamento das nanoparticulas esféricas n&o foi avaliada
a eficiéncia de encapsulamento via extrusdo que & o processo
realizado para a producdo da plataforma nanoestruturada da
presente invencdo.

[018] O documento WO 2020/078520 refere-se a
nanoparticulas revestidas com lipidios e seu uso na terapia
fototérmica plasménica no tratamento de céncer. As

nanoparticulas consistem preferencialmente em metais de
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transicdo ou o 6xido de metal de transicdo. Além disso, sé&o
citados nanobastdes de ouro e nanoparticulas esféricas de
ouro. O documento descreve, ainda, que as membranas lipidicas
utilizadas podem ser selecionadas, inter alia, de exossomos.

[019] Os nanobastdes sdo citados no documento WO
2020/078520, no entanto sdo usados como um contra-argumento
de que apds a sua producdo pelo método de semente temos a
presenca de CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio) que é
comprovadamente téxico. Na Plataforma da presente invencéo
tem-se a etapa de deplecdo do CTAB e a funcionalizacdo com
citrato de sdédio gque torna os nanobastdes ndo tdxicos.

[020] O sistema descrito na presente invencdo se
difere de outros nanomateriais plasmdnicos recobertos com
componentes celulares, principalmente pelo uso de
nanobastdes de ouro de didmetro menor que 5 nm, além do uso
das vesiculas extracelulares ou membranas celulares como
recobrimento, produzindo a plataforma nanoestruturada.

[021] Além disso, o recobrimento com as vesiculas
extracelulares ou com membranas celulares de macréfagos
mimetiza as nanoparticulas, evitando sua eliminacdo réapida
pelo sistema imune. Este novo sistema representa um avancgo
significativo para o desenvolvimento de métodos seguros para
o diagnéstico e tratamento de céncer, sendo um candidato
promissor para aplicacgdes em medicina personalizada.

SUMARIO DA INVENCAO

[022] A presente invencdo se refere a uma
plataforma nanoestruturada com potencial para aplicacdo no
tratamento de cdncer. Esta nova plataforma é constituida por
nanobastdes de ouro recobertos com vesiculas extracelulares

e/ou membranas celulares de macréfago. Para o)
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desenvolvimento da plataforma, nanobastdes de ouro foram
sintetizados pelo método mediado por nucleacdo na presenca
do tensoativo Dbrometo de cetiltrimetilambénio (CTAB) e,
entdo, funcionalizados com citrato de sédio. As vesiculas
extracelulares e membranas celulares foram isoladas e
purificadas por ultracentrifugacdo. Os nanobastdes foram
entdo recobertos com as vesiculas e com as membranas por
extrusdo mecadnica através de membrana de 200 nm.

[023] A caracterizacdo do sistema demonstrou que a
irradiacdo com laser na regido do infravermelho préximo (808
nm) para o) material desenvolvido mostrando sua
aplicabilidade em terapia fototérmica. Além disso, estudos
in vitro revelaram que essa plataforma foi capaz de
internalizar em células chave do microambiente tumoral,
resultando em uma seletividade alta para o tratamento de
céncer.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[024] Figura 1. Caracterizacdo de sementes de
sintese de tamanho regular. A) Espectro de extingcdo das
sementes e sua cor. B) Distribuicdo de tamanho por
Espalhamento de luz diné&mico (DLS) (n=1, PdI=0,195).

[025] Figura 2. Caracterizagdo do crescimento
anisotrépico de nanobastdes de ouro de tamanho regular. A)
Espectros de extingédo de nanobastdes sintetizados
adicionando quantidades crescentes de nitrato de prata (600,
800 e 900 uL), utilizando um volume fixo de sementes em 100
uL. B) Espectro de extingdo de nanobastdes sintetizados
adicionando quantidades crescentes de sementes (50, 70, 100
e 170 pL), utilizando-se um volume fixo de nitrato de prata

em 600 pL.
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[026] Figura 3. Caracterizacdo do crescimento
anisotrépico de nanobastdes de ouro com adigcdo de &cido
sulftrico. D) Espectro de extincéo de nanobastdes
sintetizados adicionando 1mL de &cido sulfurico 0,5 mol L-!
com 600 pL de nitrato de prata e 200 pL de sementes. B)
Imagens de microscopia eletrdnica de varredura (SEM) da
sintese. C) Histograma da largura. D) Histograma do
comprimento avaliando 100 particulas de imagens de SEM.

[027] Figura 4. Luminescéncia de dois fbétons de
nanobastdes de ouro (AuNRs) . A) espectros de
fotoluminescéncia de AuNRs em diferentes poténcias de laser
Ti:safira a 800 nm de excitacéo. B) Dependéncia da
intensidade de luminescéncia em funcdo da poténcia de
excitacdo em 522 nm.

[028] Figura 5. Caracterizacdo da reprodutibilidade
dos nanobastdes. O espectro de extingdo de AuNRs mostra que
as bandas plasmbénicas transversais e longitudinais estdo com
intensidades proéximas, o que resulta na alta presenca de
particulas esféricas. Além disso, a Dbanda longitudinal
mostra assimetria.

[029] Figura 6. Caracterizacdo da sintese de mini
AuNRs. Espectros de extincdo de mini AuNRs variando nitrato
de prata em A) 120 pL e B) 200 pL e C) diminuindo o volume
de sementes pela metade.

[030] Figura 7. Imagens de sintese de mini AuNRs.
A) Imagens de microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) de
mini AuNR com banda longitudinal préxima a 750 nm, utilizando
nitrato de prata 200 pL como na Figura 6B. B) Imagens de MET
de mini AuNRs com pico longitudinal préximo a 810 nm,

diminuindo a concentracdo de sementes pela metade em relacdo
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a Figura 6C.

[031] Figura 8. Estudo de conversdo fototérmica de
mini AuNRs com banda longitudinal de 750 nm. Grafico de
temperatura vs. tempo ao irradiar mini AuNRs (densidade
6ptica a 750 nm de 0,4, diluido 1:10 em PBS) usando
comprimento de onda continuo irradiado em 808 nm, com
poténcia de 1,5 W cm?. Apds atingir 90 °C, o laser foi
desligado para avaliacdo do primeiro ciclo fototérmico.

[032] Figura 9. Caracterizacédo de vesiculas
extracelulares (EVs) e extrato de membrana de macréfagos
RAW264.7. A) Esquema da biogénese de EVs e andlise de Western
blot utilizando anti-CD47, anti-Flotilina 1 (FLOTl) e anti-
Anexina 2 (ANXA2). Vesiculas extracelulares isoladas de
RAW264.7 por etapas de filtracdo e ultracentrifugacéo
caracterizadas por B) microscopia eletrdnica de transmisséao
criogénica (Cryo-TEM) e C) Anadlise de Rastreamento de
particulas (NTA) e Espalhamento de 1luz dindmico (DLS).
Extrato de membrana celular de RAW264.7 obtido por lise
hipotdénica combinada com ruptura mecdnica de membrana e
ultracentrifugacdo também foram caracterizados por D) Cryo-
TEM, E) Andlise de Rastreamento de particulas (NTA) e DLS.
Barra de escala: 50 nm.

[033] Figura 10. Caracterizacgcdo de nanobastdes de
ouro revestidos com membrana celular (mAuNRs) e vesiculas
extracelulares (eAuNR) por extrusdo com membrana de tamanho
de poro de 200 nm. A) Visdo esquemdtica da funcionalizacéo
que resultou em diferentes padrdes de proteinas e lipidios
na superficie das nanoparticulas. B) espectros no
ultravioleta visivel (UV-Vis), C) andlise de média Z em ANOVA

unidirecional com comparacdes de Tukey com trés sinteses
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independentes, D) potencial =zeta e E) espectros FTIR de
eAuNRs e mAuNRs. Imagens de MET com coloracdo negativa de F)
Citrato de AuNR G) eAuNRs e H) mAuNRs. Barra de escala: 100
nm e 20 nm (As medidas s&o representadas pela média e as
barras de erro representam o erro padrdo de trés sinteses
independentes, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

[034] Figura 11. Estudos de toxicidade das
nanoparticulas na fonte de linhagens de células saudiveis e
cdncer metastdtico. Viabilidade celular de A) RAW 264.7
(verde, n=3), B) 4T1 (azul, n=3) e C) L929 (preto, n=3) de
24 horas por MTT dos nanomateriais funcionalizados com PEG,
citrato, EVs e membrana celular na concentracdo de 1x10°
particulas mL7t. Ensaio de wviabilidade de MTT dos
nanomateriais funcionalizados com exossomos e membrana
variando as concentracdes de 1x10® a 5x10° particulas mL7!
para D) RAW264.7, E) 4Tl e F) L929. Estudos de espécies
reativas de oxigénio (ROS) para avaliar, nas duas
concentracdes mais baixas, o estresse causado pelos bastdes
em todas as linhagens de células G) fonte, H) céncer e 1I)
sauddveis. (Andlise estatistica em ANOVA unidirecional com
comparacdes de Tukey, as medicdes de MTT sdo representadas
por barras de média e barras de erro representam o erro
padrdo, as medidas de ROS sdo representadas pela média
normalizada com a barra de controle e erro pelo erro padréo,
* p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

[035] Figura 12. Andlise de captacdo celular dos
eAuNRs e mAuNRs. Estudos de endocitose de eAuNR em 1x108
particulas mL™! marcadas com DiO apds 4 horas de incubacéo
com células A) RAW264.7 (verde, n=3), B)4T1l (azul, n=3) e C)

L929 (preto, n= 3) a 37°C em atmosfera com 5% de CO,. Estudos
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de internalizacdo mAuNR em 1x10°® particulas mL-! também
marcados com DiO apds 4 horas de incubacdo com células E)
RAW264.7 (verde, n=3), F) 4T1 (azul, n=3) e G) L929 (preto,
n= 3) a 37°C em atmosfera com 5% de CO,. As concentracdes
utilizadas para amilorida, nistatina, nocodazol, hidroxi-
dinasore e cadaverina foram 100 pg mL7!, 40 pg mL7!', 10 ng
mL-', 100 pmol L', 100 umol L°! respectivamente. D) Teor
proteico de EVs e extrato de membrana com lisados celulares
por Western Blot para identificar a presenca de CD47 e ALIX.
H) Andlise de internalizacdo de ICP-MS por teor de ouro em
RAW264.7 e 4T1 incubando as nanoparticulas em 5x108
particulas mL™! por 4 horas (Andlise estatistica em ANOVA de
uma via com comparacdes de Tukey, as medigdes sédo
representadas por média e as barras de erro representam o
erro padrédo, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001).

[036] Figura 13. Anadlise da captacdo celular por
microscopia confocal de varredura a laser de RAW264.7 e 4T1
tratados com eAuNR e mAuNR com DiO na mesma intensidade de
fluorescéncia inicial por 4 horas. As imagens foram tiradas
com uma lente objetiva de imers&o em agua de 60x.

[037] Figura 14. Rendimento do isolamento das
vesiculas extracelulares diminuindo o volume do meio de
extracao.

[038] Figura 15. Otimizacdo da funcionalizacdo dos
nanobastdes com citrato de sédio com as vesiculas
extracelulares. A esquerda, método de sonicacdo, e a direita,
funcionalizacdo apds a extruséo.

[039] Figura 16. Nanobastdes de ouro
funcionalizados com polietilenoglicol nédo revestidos por

vesiculas extracelulares.
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[040] Figura 17. Internalizacdo preferencial dos
nanobastdes funcionalizados com vesiculas extracelulares nas
células tumorais de mama (4T1) e nos macrdéfagos (RAW264.7).

[041] Figura 18. Caracterizacdo do eAuNR. A)
Microscopia eletrdénica de transmiss&o dos nanobastdes de
ouro funcionalizados com vesiculas extracelulares. B)
Grafico representativo da mudancga da temperatura vs. tempo
em suspensdes irradiadas com laser de 808 nm com densidade
de poténcia de 2 W/cm?. C) Potencial Zeta das amostras
confirmando a mudanca de superficies e D) tamanho préximo a
membrana de extrusdo do processo.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[042] A presente invencéao refere-se ao
desenvolvimento de uma plataforma nanocestruturada que
compreende mini nanobastdes de ouro revestidos com vesiculas
extracelulares de macréfagos e/ou com membranas celulares de
macréofagos. A referida plataforma possui um potencial de
aplicacdo no tratamento de cancer, preferencialmente céncer
de mama.

[043] A plataforma nanoestruturada da presente
invencdo representa um avanco na medicina personalizada. Os
nanobastdes de ouro podem ser uUteis no tratamento de céncer
quando complexados com farmacos antitumorais,
preferencialmente farmacos antitumorais hidrofdébicos, tais
como curcumina, lapachonas e doxorrubicina, melhorando a
entrega (delivery) destes farmacos.

[044] Uma modalidade da invencdo se baseia em
diversas etapas otimizadas durante o processo de producdo da
plataforma nanoestruturada. Inicialmente, a extracdo das

vesiculas extracelulares fol melhorada em torno de 15 vezes
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alterando o volume usado para a extracgdo (Figura 14). Em uma
condicdo n&do otimizada sdo extraidas 10° vesiculas por litro.
No entanto, para a funcionalizacgd&o com o0s nanobastdes de
ouro sdo necessarias 10!'% vesiculas por litro. O referido
processo foi otimizado aumentando o numero de garrafas para
a extracdo e diminuindo o volume do meio de extracéo.

[045] Além da otimizacdo na concentracdo das
vesiculas extracelulares, o método de funcionalizacdo dos
nanobastdes de ouro com as vesiculas extracelulares (eAulNR)
também foi aprimorado. A etapa de extrusdo é crucial para o
recobrimento dos nanobastdes com as vesiculas extracelulares
(Figura 15). Uma vez confirmado o método, foi avaliado se a
carga dos nanobastdes influenciava na metodologia. Concluiu-
se que a funcionalizacéo com polietileno glicol
impossibilita a colocalizacdo das vesiculas ao redor dos
nanobastdes (Figura 16).

[046] Em uma modalidade da invencdo, as vesiculas
extracelulares e membranas celulares podem ser isoladas a
partir de macréfagos, células tumorais ou células tronco. Em
uma modalidade preferida, as vesiculas extracelulares e
membranas celulares s&o isoladas a partir de macréfagos,
preferencialmente de células RAW264.7.

[047] Além disso, a plataforma nanoestruturada foi
testada para uso por meio de internalizacdo celular e entrega
dos nanobastdes em células do microambiente tumoral. Assim,
para comparacdo, nanobastdes foram revestidos com membrana
celular de macrdéfago (mAuNR) com intuito de avaliar se a
entrega ¢é preferencial. Observou-se gque héd uma entrega
preferencial do eAuNR em relacdo aos mAuNR (Figura 17). Esse

resultado é promissor para o tratamento de cédncer por meio
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de fototermia, uma vez que o direcionamento ativo dos
nanobastdes garante que o0s mesmos atuem apenas nas células
tumorais.

[048] Em uma modalidade da invencéo, (1) uma
plataforma nanoestruturada, e (ii) um férmaco antitumoral
hidrofdébico, s&do empregados na fabricacdo de uma composicédo
farmacéutica para o tratamento de cancer, preferencialmente
cancer de mama.

[049] Em uma modalidade da presente invenc¢do, a
plataforma nancestruturada é usada em combinacdo com um
fadrmaco antitumoral hidrofdébico na fabricacdo de uma
composicdo farmacéutica para o tratamento de céncer. Nessa
modalidade, o farmaco antitumoral hidrofdébico, de baixa
distribui¢cdo quando administrado na forma livre, fica
localizado na bicamada das vesiculas extracelulares. Assim,
as vesiculas auxiliariam no aumento do tempo de circulacéo
no corpo desses farmacos quando comparado com os farmacos
administrados na forma livre. O farmaco antitumoral
hidrofébico pode ser selecionado a partir de curcumina,
lapachonas e doxorrubicina.

[050] Em uma modalidade da presente invencdo, as
nanoparticulas plasmbébnicas sdo selecionadas a partir de
nanossistemas com capacidade de absorver luz no
infravermelho. Em uma modalidade preferida, as
nanoparticulas plasménicas sdo nanobastdes de ouro.

[051] Em uma modalidade da presente invencdo, o0s
nanobastdes de ouro (AuNRs) de tamanho regular sdao preparados
através do método que compreende as etapas explicitadas a
seguir. As sementes de ouro foram preparadas da seguinte

forma: 250-500 pL de HAuCl,; a 0,01 mol L°! foram adicionados
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a 7,5-15 mL de CTAB a 0,1 mol L7! e misturados sob agitacéo
magnética por um minuto. Em seguida, 600-1200 pL de NaBH4
0,01 mol L! foram adicionados rapidamente e deixados sob
agitacdo por 10-15 minutos. A solugdo de NaBH; foi preparada
antes da reducao e sob um banho de gelo. As sementes foram
mantidas a 25-30 °C antes do uso por 1h30-2 horas, a fim de
liberar os gases produzidos na reacédo.

[052] A solugdo de crescimento fol preparada pela
adicdo de 3-9 mL de HAuCl; a 0,01 mol L' em 47-141 mL de
CTAB (0,1 mol L!). Para avaliar a influéncia do nitrato de
prata na relacdo de aspecto, quantidades crescentes de AgNOs;
0,01 mol L7t foram adicionadas (600, 800 e 900 pL) e 480-1440
pL de &acido ascoérbico 0,1 mol L' foi adicionado a solucgao
sequencialmente. Finalmente, foram adicionados 100-300 pL de
sementes de ouro pré-preparadas. Adicionalmente, para
analisar a influéncia das sementes na sintese, a solucdo de
crescimento foil preparada como acima, com a diferenca de que
o volume de nitrato de prata foi fixado em 600-1800 uL a
0,01 mol L. Diferentes concentracgdes de sementes (50-510uL)
foram adicionadas a solucédo de crescimento. Os sistemas foram
mantidos em temperatura ambiente entre 12-24 horas e depois,
centrifugados 5x a 1500 g por 5 minutos a 4 °C, para remocéo
do excesso de CTAB.

[053] Em uma modalidade da presente invencdo os
nanobastdes de ouro de diametro abaixo de 5 nm (Mini AuNRs)
foram preparados através do método compreendendo @ as
seguintes etapas: utilizacdo de sementes de ouro para o
crescimento em presenca do tensoativo CTAB33. A solucdo de
crescimento foil preparada pela mistura de 9,75-29,25 mL de

CTAB 0,1 mol L' a 250-750 ulL de HAuCl, 0,01 mol L' sob
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agitacdo durante um minuto. Em seguida, 600-1800 pL de NaBH4
0,01 mol L' gelado é adicionado continuamente sob agitacéao
durante 10-15 min. Essa suspensédo é mantida a 25 °C antes de
ser utilizada, por duas horas para a liberacdo de gases
produzidos na reducdo.

[054] Em seguida, 2-6 mL de HAuCl4 0,01 mol L-! sé&o
misturados com 36-108 mL de CTAB 0,1 mol L°!. Na sequéncia
120-360 pL de AgNOs 0,01 mol L-!, 800-2400 pL de HC1 1 mol L~
1 e 320-960 uL de &cido ascdérbico 0,1 mol L-! sdo adicionados
a solucdo sequencialmente. Por fim, sdo adicionados 2-6 mL
de sementes de ouro previamente preparadas. O sistema é
mantido a temperatura ambiente durante pelo menos 24 horas
e, em seguida, centrifugado a 1500 g durante 2 minutos para
remover o excesso de CTAB sé6lido em solucdo repetindo 5 vezes
esse processo.

[055] Os nanobastdes resultantes foram
posteriormente funcionalizados com citrato, devido a
citotoxicidade de CTAB para estudos bioldgicos. Para isso,
10-100 mL de CTAB AuNRs foram centrifugados trés vezes (16000

g, 85 minutos), para remover o excesso de tensoativo.

[056] O sedimento (pellet) de CTAB AuNRs foi
redisperso em 0,15% em peso de Na-PSS

(poliestirenossulfonato de sédio) até um volume final de 20-
100 mL e deixado em repouso por pelo menos 2 horas antes da
proéxima etapa. Essa amostra foi centrifugada duas vezes
(16000 g, 85 minutos), redispersas em 0,15% em peso de Na-
PSS para um volume final de 500 - 1000 pL. Esta etapa com o
PSS garante a remocdo eficiente do CTAB. Por fim, a amostra
foi centrifugada com os mesmos parametros estabelecidos

antes de ser redispersa em 500 - 1000 pL de citrato de sdédio
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a 5 mmol L-1, mantendo em repouso por pelo menos 12 horas.
A  dispersdo foi submetida a um segundo ciclo de
centrifugacd&o, com volume final de 500 - 1000 pL disperso em
5 mmol L7 ! de citrato de sdédio.

[057] Para os estudos de funcionalizacdo, os NRs
foram submetidos a um terceiro ciclo de centrifugacdo e
ressuspensos em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS)
1X.

[058] Para estudos de viabilidade, AuNRs PEG foram
produzidos pelo seguinte procedimento: apds a remocdo do
excesso de CTAB, foi adicionado PEG-SH (Sigma Aldrich) a
dispersdo de nanobastdes de ouro em uma concentracdo final
de 200 umol L' e sonicado por 30 minutos. As nanoparticulas
foram deixadas durante a noite em uma agitacdo suave em
temperatura ambiente e depois centrifugado para remover o
excesso de polimero livre.

[059] Linhagens celulares utilizadas: wvirus da
leucemia murina do macréfago Abelson transformado (RAW264.7,
American Type Culture Collection, ATCC), fibroblastos
saudaveis (L929, ATCC), hepatoma de rato (HTC, Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ)) e células de figado de
camundongo saudéavel (FC3H, BCRJ) foram cultivadas em
Meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado
com 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS) e 1% (v/v) L-
Glutamina a 37 °C em atmosfera umidificada com 5 % CO,.
Células de céncer de mama metastdtico (4T1, BCRJ) foram
cultivadas no meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS), a
37°C em atmosfera Umida com 5% de CO,.

1) Microscopia eletrdnica de transmissdo (MET)
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[060] Para microscopia eletrdnica de transmisséo
(MET), 3 pL ou 10 pL das amostras foram depositadas em grades
de cobre por 60 segundos e secas com papel filtro. As
amostras foram coradas com 3 pL de acetato de uranila a 2%
por 30 segundos e novamente secas com papel de filtro.
CryoTEM, amostras de transmissdo criogénica foram preparadas
depositando 3 pL da amostra em uma grade de cobre, 0 excesso
foi seco por 3 segundos com papel filtro e a grade mergulhada
em etano liquido. O procedimento foi realizado por Vitrobot
Mark. As imagens foram obtidas nos microscédpios eletrdnicos
de transmissdo JEOL 1400 e JEM-2100.

2) Espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR)

[061] As amostras foram preparadas por drop-casting
de 10 pL das amostras diluidas em PBS 1x em substratos de
silicio limpos e secas sob atmosfera reduzida. O espectro
foi coletado por meio de um espectrdmetro de infravermelho
Nicolet 6700/GRAMS Suite, com 128 varreduras por amostra com
resolucdo de 4 cm! de 4000 a 400 cm™l.

3) Viabilidade celular

[062] A viabilidade celular foi investigada pelo
ensaio de MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazdélio) apdés 24 horas de incubacdo com as
amostras. Todas as células foram semeadas a uma densidade de
2x103 células por poco em placas de 96 pogos e cultivadas
por 24 horas. Antes da incubacédo, o meio foi removido e 100
pL de nanoparticulas em diferentes concentracdes (1x108,
5x108, 1x10° e 5x10° particulas mL™l) foram incubadas em DMEM
suplementado com 10% (v/v) de FBS foram adicionadas a cada

poco. Para 4T1, as nanoparticulas foram ressuspensas em RPMI
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10% FBS. Apds 24 ou 48 horas, as nanoparticulas foram
removidas, as células foram lavadas com 1X PBS e 100 upL a
0,5 mg mL! brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazdélio (MTT) foi incubado durante 3 horas. Além
disso, os cristais de formazan foram dissolvidos em 100 upL
de dimetilsulféxido (DMSO) por poco e deixados sob agitacédo
orbital durante pelo menos 15 minutos. As medicdes foram
realizadas em 570 e 630 nm usando um leitor de microplacas
SpectraMax M3. A wviabilidade <celular foi calculada em
comparacdo com o0s controles sem tratamento, conforme

descrito na Equacado 1.

. (Aamostra570 — Aamostra630)
viabilidade celular (%) = x 100
Acontrole570 — Acontrole630

[063] Onde A.mostras7o © a absorbdncia em 570 nm e
Aamostras3o em 630 nm de amostras tratadas, enquanto Acontroles70
e  Acontroles3o representam a absorbdncia de amostras ou
controles ndo tratados. A anadlise dos dados foi realizada
usando o Origin 2020.

4) Ensaio de espécies reativas de oxigénio (ROS)

[064] O ensaio de espécies reativas de oxigénio
(ROS) foi realizado usando 2',7'-diclorodi-hidrofluoresceina
diacetato (H,;DCFDA) como uma sonda. Em placas de 96 pocos,
2x103 células por poco foram semeadas durante 24 horas. Em
seguida, eAuNRs e mAuNRs foram incubados por 24 horas em
duas concentracdes (1x10% e 5x108 particulas mL7l). O controle
positivo foi H;0, a 100 pM e incubado 1 hora antes das 24
horas finais. As células foram lavadas com PBS e incubadas
com 50 pM de H,DCFDA em meio de cultura de células por 1 hora
a 37 °C com 5% de CO;. A fluorescéncia foi medida em

comprimentos de onda de excitacdo de 485 nm e emissdo em 530
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nm utilizando um leitor de microplacas SpectraMax M3, apds
lavagem e adigd&o das células com PBS. Os wvalores de
intensidade de fluorescéncia foram normalizados pelo ROS do
controle.

5) Estudos de absorcao celular:

[065] Image Xpress: Em placas de 96 pocos, 5x103
células por poco (RAW264.7, 4T1 e L929) foram semeadas e
cultivadas por 24 horas. O meio foi removido, seguido pela
incubacdo de 100 pL por poco de 1x108 particulas mL-! eAuNRs
ou mAuNRs (contendo DiO como a sonda fluorescente) por 4
horas. Para estudos de inibicdo, os agentes: amilorida (100
Bng mL'), nistatina (40 pg mL!'), nocodazol (10 pg mL71),
hidroxi-dinasore (100 pmol L7!) e dansil-cadaverina (100 pmol
L-') foram incubados por 30 minutos antes da incubacdo das
nanoparticulas e ndo removidos durante a incubacdo das
nanoparticulas. Apds a incubacdo, as células foram lavadas
com PBS duas vezes, fixadas com paraformaldeido 3,7% (PFA)
por 10 minutos e lavadas novamente 3x com PBS. Adicionou-se
2% (p/v) de albumina de soro bovino (BSA) durante 15 minutos.
As células foram lavadas 3 vezes com PBS e incubadas com
dicloridrato de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 100 upL a
2 pg mL') por 10 minutos. As amostras foram lavadas com PBS
seguido de uma lavagem com agua destilada. Para as medicgdes,
as células foram imersas em 100 pL de PBS.

6) Microscopia confocal de varredura a laser (MCVL)

[066] A internalizacdo de RAW264.7 e 4T1 d eAuNRs
e mAuNRs foi observada usando um microscépio confocal de
varredura a laser (MCVL). As células foram incubadas em
lé&minas de vidro, usando placa de 24 pogos como suporte, na

semeadura inicial de 5x10% células por pog¢o e cultivado por
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24 horas. As células foram incubadas com 50 uL de
nanoparticulas da solugdo estoque em 500 upL por 4 horas.
LysoTracker™ Deep Red foi incubado a 75 nmol L°! por uma hora
antes do final da incubag¢do das nanoparticulas. As células
foram lavadas duas vezes com 1X PBS e fixadas com 3,7% de
PFA por 10 minutos. Antes da incubacdo com 2% (p/v) de BSA,
as células foram lavadas duas vezes com PBS e depois
incubadas durante 15 minutos. O DAPI (4',6'-diamino-2-fenil-
indol) foi incubado a 2 pg mL™! por 10 minutos e, em seguida,
as ladminas foram lavadas com PBS seguido de &agua destilada.

[067] As laminas foram montadas com Fluoroshield. A
aquisicdo de imagens foili realizada em microscédpio confocal
Zeiss LSM780 com imersdo em agua e analisada usando Image J.

7) Espectrbmetro de massa com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS):

[068] A internalizacdo de RAW264.7 e 4T1 das
nanoparticulas também foi avaliada com ICP-MS. Na placa de
12 pocgos, as células foram semeadas em 1x10° células por
poco. Apds 24 horas, 1 mL de 5x108® particulas mL™! em DMEM e
RPMI com 10% de FBS e foram incubados por 4 horas. Apds a
incubacd&o, o meio contendo as particulas foi removido, as
células foram lavadas duas vezes com PBS e tripsinizadas ou
raspadas. As células foram centrifugadas a 800 g por 5
minutos, ressuspensas em PBS e a concentracdo celular foi
avaliada com teste de exclusdo de azul de tripano. As células
foram novamente centrifugadas (800 g, 5 min) e cada pellet
foi dissolvido com 500 uplL de &gua régia e posteriormente
diluido em 10 mL de &gua desionizada. Finalmente, as amostras
foram analisadas conforme recebidas pelo LabExata usando

NexIon 2000.
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8) Western Blot:

[069] As amostras (10 pL e usando 6x10% particulas
mL~1) foram misturadas com tamp&o de amostra Laemmli,
fervidas a 100 ©°C por 5 minutos, diluidas em tampdo de
amostra, carregadas em géis de acrilamida a 8% e corridas a
100 V por aproximadamente 1,5 horas. Os géis foram
transferidos para membranas de nitrocelulose (0,45 um,
Biorad) e bloqueados com 5% (p/v) de albumina de soro bovino
(BSA) em solugdo salina tamponada com Tris com 0,05% (v/v)
de Tween 20 (TBST) por 1-2 horas. Para identificacdo de
proteinas, as membranas foram sondadas com anticorpos
primdrios anti-flotilina 1 (1:1000, BD, 610821), anti-CD47
(1:1000, Thermo Fischer PA5-81591) e anti-anexina 2 (1:1000,
Sigma Aldrich QC5535), anti-ALIX (1:1000, Abcam Ab186429) e
incubado durante a noite a 4 °C. Além disso, as membranas
foram lavadas com TBS-T por quatro vezes (5 minutos cada),
e 0s anticorpos secunddrios foram adicionados e detectados
por guimioluminescéncia intensificada (ECL, Thermo
Scientific, 32106 e 34095). Para o lisado celular, as células
foram incubadas 2x10¢ células por poco. Apds 24 horas, as
células foram lavadas duas vezes com 1X PBS. O lisado de
células foi realizado pela adicdo de 15 pL de tampdo de lise
por 106 células em gelo e deixou repousar por 2 horas.
Finalmente, o lisado foi centrifugado (10.000 g, 4 °C) por
10 minutos e o sobrenadante foi coletado. Imagens de
membranas foram adguiridas utilizado o ChemidocTM XRS.

EXEMPLOS DE CONCRETIZAGAO

1) Método de preparacdo de nanobastdes de ouro
[070] Para os AuNRs de tamanho regular, as sementes

foram preparadas da seguinte forma: 250 pL de HAuCl, a 0,01

Peticéio 870220024772, de 23/03/2022, pég. 40/82



26/49

mol L-! foram adicionados a 7,5 mL de CTAB a 0,1 mol L! e
misturados sob agitacdo magnética por um minuto. Em seguida,
600 pL de NaBH; 0,01 mol L-! foram adicionados rapidamente e
deixados sob agitacdo por 10 minutos. A solucdo de NaBH, foi
preparada antes da reducdo e sob um banho de gelo. As
sementes foram mantidas a 25 °C antes do uso por 1h30, a fim
de liberar os gases produzidos na reacédo.

[071] A solugdo de crescimento fol preparada pela
adicdo de 3 mL de HAuCl; a 0,01 mol Lt em 47 mL de CTAB (0,1
mol L7!). Para avaliar a influéncia do nitrato de prata na
relacdo de aspecto, gquantidades crescentes de AgNOs3 0,01 mol
L-! foram adicionadas (600, 800 e 900 pL) e 480 pL de &cido
ascdrbico 0,1 mol Lt foi adicionado a solucéo
sequencialmente. Finalmente, foram adicionados 100 uL de
sementes de ouro pré-preparadas. Adicionalmente, para
analisar a influéncia das sementes na sintese, a solucdo de
crescimento foil preparada como mencionado acima, com a
diferenca de que o volume de nitrato de prata foi fixado em
600 pL a 0,01 mol L-!. Diferentes concentracdes de sementes
(50, 70, 100 e 170uL) foram adicionadas a solucdo de
crescimento. Os sistemas foram mantidos em temperatura
ambiente por pelo menos 24 horas e depois centrifugados 5x
a 1500 g por 5 minutos a 4 °C para remogdo do excesso de
CTAB.

2) Método de preparacdo de nanobastdes de ouro de
didmetro abaixo de 5 nm (Mini AuNRs)

[072] A sintese dos nanobastdes ouro se baseia no
método de sementes para o crescimento em presenca do
tensocativo CTAB33. A solucgdo de crescimento foi preparada

pela mistura de 9,75 mL de CTAB 0,1 mol L ! a 250 uL de HAuCl,
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0,01 mol L°! sob agitacdo durante um minuto. Em seguida, 600
pL de NaBH; 0,01 mol L°! gelado é adicionado continuamente
sob agitacdo durante 10 min. Essa suspensdo é mantida a 25
°C antes de ser utilizada, por duas horas para a liberacéo
de gases produzidos na reducgdo.

[073] Em seguida, 2 mL de HAuCl,; 0,01 mol L7! sé&o
misturados com 36 mL de CTAB 0,1 mol L°!. Na sequéncia 120
pL de AgNOs 0,01 mol L', 800 pL de HCl 1 mol L' e 320 uL de
dcido ascdrbico 0,1 mol L1 sdo adicionados a solucéo
sequencialmente. Por fim, sdo adicionados 2 mL de sementes
de ouro previamente preparadas. O sistema ¢é mantido a
temperatura ambiente durante pelo menos 24 horas e, em
seguida, centrifugado a 1500 g durante 2 minutos para remover
o excesso de CTAB s6lido em solucdo repetindo 5 vezes esse
processo.

[074] Os nanobastdes resultantes foram
posteriormente funcionalizados com citrato, devido a
citotoxicidade de CTAB para estudos bioldgicos. Para isso,
20 mL de CTAB AuNRs foram centrifugados trés vezes (16000 g,
85 minutos), para remover o excesso de tensoativo.

[075] O sedimento (pellet) de CTAB AuNRs foi
redisperso em 0,15% em peso de Na-PSS até um volume final de
20 mL e deixado em repouso por pelo menos 2 horas antes da
préxima etapa. Essa amostra foili centrifugada duas vezes
(16000 g, 85 minutos) redispersas em 0,15% em peso de Na-PSS
para um volume final de 20 mL. Esta etapa com o PSS garante
a remocdo eficiente do CTAB. Por fim, a amostra foi
centrifugada com os mesmos pardmetros estabelecidos antes de
ser redispersa em 1000 ML de citrato de sdédioa 5 mmol L°1,

mantendo em repouso por pelo menos 12 horas. A dispersédo foi
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submetida a um segundo ciclo de centrifugacdo, com volume
final de 1000 pL disperso em 5 mmol L! de citrato de sédio.

3) Caracterizacdo das sementes

[076] A sintese das sementes reside na rapida
reducdo de Au® + para Au’ por NaBH,. Assim, o reagente NaBHq4
é uma etapa importante para produzir sementes passiveis de
serem adicionadas posteriormente a solucdo de crescimento.
A mudanca da solucdo amarela para a cor marrom (insercdo na
Figura 1A) mostra a reducdo efetiva das nanossementes,
resultando em uma banda de plasmon de baixa intensidade
proxima a 500 nm, caracteristica de nanoparticulas com
tamanhos abaixo de 10 nm (Figura 1A). Esta banda de
Ressondncia de Plasmon de Superficie Localizada (LSPR)
caracteristica estd relacionada ao amortecimento da alta
taxa de colisdes de elétrons quando em oscilacdo coletiva,
devido ao pequeno tamanho das nanoparticulas. A banda LSPR
relacionada a tamanhos pequenos é confirmada pelo
espalhamento de luz dindmico (DLS) na Figura 1B, com uma
distribuicdo de tamanho em torno de 1 nm e indice de
polidispersidade (PdI) de 0,195. Medidas DLS sem distorcéo
de tamanho sé foram possiveis devido ao baixo indice PdI.

4) Caracterizacdo dos pardmetros de crescimento de
AuNRs

[077] Para melhor compreender 0s efeitos do
reagente na sintese, a concentracdo de nitrato de prata e as
sementes foram variadas na solugcdo de crescimento e o0s
resultados sdo mostrados na Figura 2.

[078] A Figura 1A mostra os espectros de UV-Vis dos
nanobastdes usando quantidades crescentes de nitrato de

prata em uma concentragdo fixa de sementes de 100 L.
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Concentracgdes mais altas de nitrato de prata mudaram a banda
longitudinal do plasmon para perto do infravermelho,
produzindo nanobastdes com razdes de aspecto mais altas. O
AgNO3 desempenha um papel fundamental no crescimento
anisotrépico e, quando ndo utilizado na sintese, a suspenséo
final apresenta uma grande populacdo de nanoparticulas de
formato esférico. Existem diversos mecanismos propostos
sobre os efeitos dos ions Ag + na sintese de AuNRs. A
principal consideracdo ao uso de ions Ag + é que, no pH de
sintese, o0s ions ndo sdo reduzidos na presenca de acido
ascodrbico.

[079] Sementes preparadas na presenca de CTAB
mostram uma morfologia cuboctaédrica e, quando adicionadas
a solucdo de crescimento, cresceram até 4-6 nm
isotropicamente. Na presenca de nitrato de prata, had a
formacdo de superficies truncadas nas facetas de intersecédo
{111}, que sé&o locais preferidos para a deposicdo de ions de
prata, resultando em crescimento orientado.

[080] A proporcdo de aspecto também pode ser
controlada alterando a concentracdo de sementes na disperséo
de crescimento. Ao fixar a concentracdo de nitrato em 600
uL, diferentes quantidades de sementes foram adicionadas, e
0 espectro UV-Vis é mostrado na Figura 2B. Conforme o nUmero
de sementes aumenta, hé& um deslocamento ndo linear para
vermelho da Dbanda longitudinal, de acordo com dados da
literatura. A Figura 2 mostra que ao alterar a concentracéo
de sementes e nitrato de prata ocorre um deslocamento de a
banda longitudinal em direcdo ao infravermelho préximo,
entretanto, ainda ndo é suficiente para aplicacgdes

biomédicas. Portanto, a mudanca de pH foi avaliada na sintese
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de nanobastdes. Quando a solucdo de <crescimento foi
acidificada com &cido sulfdrico, ocorreu um crescimento
lento e aumento da proporcao de aspecto, conforme mostrado
na Figura 3A. A analise de microscopia eletrdnica de
varredura (SEM) (Figura 3B) mostra uma populacdo homogénea
de bastdes. As avaliacdes do histograma mostraram uma largura
de 14 nm e um comprimento de 42 nm, resultando em uma razao
de aspecto de 3 (Figuras 3C e 3D).

5) Andlises de fluorescéncia de dois fétons

[081] A luminescéncia de dois fdétons ou multi-
fétons s&o ferramentas promissoras para o diagndéstico, pois
proporcionam maior penetracdo nos tecidos quando comparadas

a fluorescéncia de féton uUnico. A luminescéncia ndo linear

(OB

baseada na colocalizacdo de dois ou multiplos fdétons de
baixa energia (geralmente préximo ao infravermelho) em uma
molécula. Esta fluorescéncia é semelhante a luminescéncia de
féton UGnico, porém, com um sinal mais fraco. Nanoparticulas
metdlicas podem ser usadas como agentes para amplificar esse
sinal por acoplamento ressonante com plasmons de superficie
localizados. Os bastdes de ouro sdo atraentes como agentes,
uma vez que sua banda de plasmon longitudinal é ressonante
no infravermelho préximo, explorando a Jjanela bioldgica.
Além disso, sua anisotropia mantém o plasmon de superficie
localizado (LSPR) sem fendmeno de amortecimento. Sabe-se que
a anisotropia dos sistemas AuNRs favorece a excitacdo por
dois fétons, guanto maior a razdo de aspecto, maior a
fluorescéncia intensidade.

[082] Assim, a caracterizacdo dos AuNRs por
luminescéncia de dois fdétons (TPL) é uma etapa fundamental

para aplicacgdes biomédicas. A Figura 4 mostra a
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caracterizacdo do TPL dos nanobastdes de ouro antes da
otimizacdo com &cido sulfarico.

[083] A intensidade do TPL tem uma dependéncia
quadratica da poténcia do laser (Figura 4A). Portanto, no
grafico de logaritmo espera-se que apresente uma inclinacdo
préxima a 2. O ajuste linear confirmou a natureza ndo linear
do TPL, uma vez que a inclinacdo é maior que 1.

6) Desafios de reprodutibilidade na sintese de AuNRs

[084] Alguns aspectos foram avaliados durante a
otimizacdo de fabricacdo de AuNRs. Os nanobastdes geraram
bandas plasménicas longitudinais assimétricas (Figura 5),
provavelmente como consequéncia de tragos de contaminantes
na agua ou da mudanca no pH. Além disso, o envelhecimento do
dcido tetraclorodurico foi o principal desafio enfrentado na
sintese. Em uma solucdo nova, had um alto teor de Cl-,
coordenando os ions de ouro, que ndo produz nanoparticulas
no formato de bastdo.

7) Caracterizacdo de Mini AuNRs

[085] Mini AuNRs possuem diversas vantagens qgquando
comparados aos AuNRs de tamanho normal. Ao diminuir a
largura, h& uma minimizacdo do espalhamento e da dominédncia
da secdo transversal de absorcdo, o que aumenta a eficiéncia
de conversdo fototérmica. Além disso, mini AuNRs exibem uma
taxa de depuracdo mais répida e maior captacdo pelas células.
A mudanca no protocolo estd relacionada a adicdo de A&cido
cloridrico na solucdo de crescimento e a adicdo de 20 vezes
mais sementes do que o protocolo tradicional. A Figura 6
mostra a otimizacdo de mini AuNRs alterando o nitrato de
prata e os volumes das sementes.

[086] Ao aumentar a concentracdo de nitrato de
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prata, ocorre um deslocamento do pico longitudinal em direcéo
ao vermelho (Figuras 6A-B). Esses resultados confirmam a
importédncia da prata no crescimento anisotrdépico pelos
mecanismos anteriormente propostos.

[087] Assim como para os AuNRs de tamanho regular,
a proporcdo de sementes:Au’"” tem um efeito importante no
tamanho. Ao aumentar essa proporgdo, ocorre uma diminuicdo
dos ions de ouro por semente disponiveis para o crescimento,
afetando a espessura das hastes finais. Menos sementes levam
a AuNRs mais espessos. Assim, para produzir a sintese de
mini AuNRs hé& aumento de 10-20 vezes na concentracdo de
sementes quando comparados aos métodos tradicionais. Ao
contrario dos AuNRs de tamanho normal, uma diminuicdo nas
sementes: Au3+, ainda com excesso de sementes, a sintese
produziu bastdes mais alongados (Figura 6C).

[088] As anadlises de microscopia eletrdnica de
transmissdo (MET) sdo exibidas na Figura 7. Ambas as sinteses
apresentaram largura inferior a 10 nm. Mini AuNRs usando 200
nL de AgNOs3 (Figura 7A) mostram uma largura média de 9 nm e
comprimento médio de 34 nm, resultando em uma razdo de
aspecto de 3,7 (100 particulas foram consideradas) . Mantendo
a mesma concentracdo de nitrato de prata e diminuindo a
concentracdo de sementes pela metade, obteve-se mini AuNRs
com largura média de 7 nm e comprimento de 28 nm, portanto,
a razdo de aspecto foi de 4 (Figura 7B, foram consideradas
100 particulas).

[089] Nanobastdes de ouro podem ser aplicados como
agentes fototérmicos para terapia do céncer, e sabe-se que
mini AuNRs apresentam melhor desempenho quando comparados

aos AuNRs de tamanho normal. Mini AuNRs com banda prdéxima a

Peticao 870220024772, de 23/03/2022, pég. 47/82



33/49

750 nm foram escolhidos para conversdo fototérmica (Figura
8). A temperatura aumentou de 25 para 90 °C, com variacdo
total de 65 °C. A temperatura maxima foi atingida em 11,3
minutos de irradiacdo. O regime de hipertermia, que requer
uma faixa de temperatura de 41-50 °C, foi atingido em 1,8
minutos. Quando o laser ¢é desligado, s&do necesséarios
aproximadamente 30 minutos para diminuir a temperatura para
33 °C, mostrando sua forte capacidade de absorcéo.
8) Isolamento de vesiculas extracelulares

[090] As células RAW264.7 foram cultivadas em
frascos de 175 cm?. Apds 70% da confluéncia das células, o
meio de cultura foi substituido por DMEM suplementado com 1%
(v/v) L-Glutamina e 10% (v/v) FBS depletado de exossomos. O
meio de cultura celular foi coletado entre 24 - 48 horas e
centrifugado a 800 g por 4 minutos em temperatura ambiente
para remover as células destacadas. Para evitar contaminacéo
por vesiculas maiores, como Corpos apoptdbdticos, o
sobrenadante foi submetido a filtracdo com membrana com
tamanho de poro de 0,22 pm. O sobrenadante filtrado foi
ultracentrifugado a 100000 g por 2 horas a 4 °C. O sedimento
foi lavado com PBS seguido por uma segunda etapa de
ultracentrifugacdo a 100000 g por 2 horas a 4 °C usando uma
ultracentrifuga Optima MAX-XP (Beckman Coulter, rotor TLA
110) .

[091] O sedimento foi coletado e ressuspenso em PBS
contendo comprimidos de cogquetel de inibidor de protease
SIGMAFASTTM preparados/diluidos de acordo com as
especificacdes do produto/fabricante. Para armazenamento de
longo prazo, os EVs foram armazenados a -80 °C e usados

dentro de 1 més apds o isolamento.
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9) Extracdo de membrana celular

[092] Células RAW264.7 em 70% de confluéncia
(frascos de 175 cm?), foram destacadas do frasco usando um
raspador de células e subsequentemente centrifugadas a 800
g por 5 minutos em temperatura ambiente. O sedimento foi
centrifugado (800 g, 5 minutos) e lavado pelo menos duas
vezes com PBS. Em seguida, o sedimento foil ressuspenso com
tampdo hipotdénico (Trisbase 10 mM, MgCl2 1,5 mM, NaCl 10 mM,
pH 6,8) e, apds 5 minutos, a sedimentacdo foi realizada por
centrifugacdo a 800 g, por 5 minutos, a 4 °C. O sedimento
foi ressuspenso em tampdo de lise (sacarose 0,25 M, HEPES 10
mM, &cido succinico 100 mM, EDTA 1 mM, CaCl, 2 mM, MgCl, 2
mM, pH 7,4), e a solucdo final foi homogeneizada 70 vezes
(1400 revolugdes/minuto) em um homogeneizador de vidro
VIRTUS PII. O homogenato foi centrifugado a 10000 g, por 20
minutos, a 4 °C para remocdo dos restos celulares. Por fim,
0 sobrenadante foi ultracentrifugado a 100000 g, por 2 horas,
a 4°C, em ultracentrifuga Optima MAX-XP (Beckman Coulter,
rotor TLA 110). O sedimento ultracentrifugado contendo as
membranas fol ressuspenso em 1x PBS com coquetel de inibidor
de protease (SIGMAFASTTM). Para armazenamento de longo
prazo, os extratos de membrana celular foram armazenados a
-80 °C e usados dentro de 1 més apds a extracdo.

10) Caracterizacdo de vesiculas extracelulares e
membrana celular

[093] O uso de vesiculas extracelulares derivadas
de macréfagos para recuperar nanoparticulas reside na
vantagem do biorreconhecimento e do perfil proteico para
camuflar, facilitando sua entrega as células cancerosas

alvo.
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[094] Vesiculas extracelulares (EVs) obtidas por
filtragcdo e wultracentrifugacdo diferencial e extrato de
membrana celular obtido por ultracentrifugacdo foram
caracterizadas por Western Blot, Cryo-TEM, NTA e DLS (Figura
9). O contetdo de proteinas das EVs e extrato de membrana
foram avaliados por Western Blot para identificar a presenca
de CD47, flotilina 1 e anexina 2 (Figura O9A). CD47 e a
anexina 2 foram detectados apenas nas membranas celulares.
Além disso, a flotilina 1 estava presente em ambas as
vesiculas dos macrdéfagos.

[095] Comparando os niveis de expressdo, destaca-
se a presenca de CD47 apenas no extrato da membrana celular.
A tetraspanina CD47 é um receptor de superficie celular
presente na membrana das células tumorais gque modula a
resposta imune e inibe a fagocitose por células do sistema
imune. Sua auséncia em EVs estd relacionada com sua biogénese
endossdémica, na qual ocorre uma inversdo da bicamada lipidica
e alteracdo das proteinas expressas. A flotilina 1 tem papel
crucial na producdo de EVs e é amplamente explorada como
marcador EV, portanto, temos a expressdo nos extratos
celulares e no EVs. A anexina 2 apresenta moléculas
citoplasmaticas residuais nas vesiculas da membrana celular
como esperado, devido ao protocolo de isolamento por
hipotdénico e tampdo de lise.

[096] A Figura 9B mostra imagens de Cryo-TEM de EVs
isoladas de RAW264.7 em que bicamadas lipidicas claras podem
ser observadas dentro de uma faixa de tamanho com média de
145,1 + 37,5 nm, de acordo com as medic¢des NTA e DLS (Figura
9C) . Da mesma forma, Figura 9D exibe vesiculas de bicamadas

obtidas de extratos de membrana de RAW264.7 e sua
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distribuicdo de tamanho com NTA de 233 £ 16,8 nm, também
semelhante a DLS (Figura 9E). Esses resultados mostraram que
a ultracentrifugacd&o (UC) né&o alterou sua caracteristica
vesicular. A concentracdo de particulas medida em NTA para
EVs 1isoladas e extrato de membrana celular foi (2,1 =+
1,2)x10" e (1,2 £ 1,1)x10! particulas mL!, respectivamente,
O que indica um isolamento de alto rendimento para ambas as
vesiculas.

11) Funcionalizagdo de nanoparticulas com membrana
celular e EVs

[097] Apbs a extracdo, membranas derivadas de
células, EVs isolados e nanobastdes de ouro foram sonicados,
separadamente, em um banho de ultrassom por 15 minutos a 4°C
a 37 Hz com 80% de ©poténcia. Em sequéncia, para
funcionalizacdo das nanoparticulas, membrana celular ou EVs
(100 pl, 1x10!! particulas mL7!) foram adicionados a 1000 uL
de citrato-AuNRs (densidade éptica da solucdo estoque a 700
nm = 0,4) e sonicados com o0s mesmos pardmetros acima.
Posteriormente, as nanoparticulas foram extrudadas 15 vezes
através de membrana de policarbonato de poro de 200 nm usando
a mini-extrusora da Avanti, para garantir a localizacdo dos
nanobastdes no interior das vesiculas.

[098] A fim de identificar as diferencas na
funcionalizacdo dos NRs que revestem a captacdo celular,
nanobastdes de ouro revestidos por vesiculas extracelulares
e membranas celulares (eAuNRs e mAuNRs, respectivamente)
foram marcados com 3,3-dioctadeciloxacarbocianina perclorato
(Dio) . As nanoparticulas foram incubadas, apbds extrusdo, por
1 hora a 37 °C com Di0O a 5 pg mL!, para tingir a bicamada

lipidica dos EVs e as membranas celulares que revestem oOS
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AuNRs. As amostras foram dialisadas por no minimo 12 horas
para remover o excesso de sonda fluorescente ndo ligada.
Potencial zeta e medicgdes de distribuicdo de tamanho (DLS)
de todas as nanoparticulas foram realizadas usando Zetasizer
Nano 7S, Malvern. A concentracdo das vesiculas e das
nanoparticulas foi avaliada com nanotracking analysis (NTA),
Nanosight NS300, Malvern.

12) Caracterizacdo de eAuNRs e mAuNRs

[099] Apbds a extracdo das vesiculas, os nanobastdes
de ouro foram funcionalizados por extrusdo usando membranas
de tamanho de poro de 200 nm como demonstrado na Figura 10A.
A fabricacdo de nanobastdes de ouro funcionalizados por
extrusdo foi bem-sucedida para definir os nanobastdes de
ouro dentro das vesiculas.

[100] Inicialmente, os espectros de UV-Vis (Figura
10B) mostraram que as propriedades dos nanobastdes
funcionalizados mudaram apdbds sua funcionalizacdo com EVs
(eAuNRs) e membranas (mAuNRs). O espectro mostra uma curva
de absorbéncia tipica para AuNRs, com uma banda em torno de
520 nm e outra entre a regido do vermelho distante e do
infravermelho préximo. Para os NRs funcionalizados, houve
uma diminuicdo nos espectros de absorcdo. Ambos, eAuNRs e
mAuNRs apresentaram uma mudanca em direcdo ao comprimento de
onda vermelho na presenca das vesiculas devido a mudancas na
natureza dielétrica em torno dos nanobastdes.

[101] As medidas DLS e NTA mostraram um aumento no
tamanho dos bastdes funcionalizados com as vesiculas (Figura
10C) e uma diminuig¢do na concentracdo quando comparada as
vesiculas isoladas). A Figura 10C mostrou um tamanho de 177, 9

+ 19,3 nm para eAuNRs e 149,5 + 9 nm para valores de mAuNRs
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proximos a membrana de policarbonato usada na extrus&o. Os
indices de polidispersidade foram de 0,46 + 0,14 para eAuNRs
e 0,32 £ 0,07 para mAuNRs. A concentracdo de nanoparticulas
medida pelo NTA sb6 é possivel, devido a relacdo de aspecto
baixa de 3,4 e sua largura abaixo dos limites de deteccédo do
equipamento. A andlise de NTA mostrou uma concentracgdo de
1,4x101 + 1,6x101% e 3,4x10!r + 5x10'% particulas mL! para
eAuNRs e mAuNRs, respectivamente.

[102] Os AuNRs revestidos com EVs sao
principalmente cobertos individualmente e com largura
inferior a 5 nm, o que n&o é detectadvel pelo equipamento.
Para o caso dos mAuNRs essa extrapolacdo estd relacionada a
montagem de nanobastdes dentro da membrana que se comportam
como uma particula esférica maior. Os NRs exibiram valores
de potencial zeta de -37,5 * 3,8 mV que mudaram para -16,4
+ 2,4 mV para os eAuNRs e -18 £+ 1 mV para os mAuNRs, valores
préximos aos valores das membranas isoladas (-27,3 £ 2 mV)
e EVs (-20,7 £ 2 mV), indicando a funcionalizacdo bem-
sucedida (Figura 10D).

[103] A Figura 10E mostra a analise FTIR dos AuNRs
associados ao material de partida CTAB (AuNRs CTAB), citrato
(AuNRs cit), EVs (eAuNRs) e extrato de membrana celular
(mMAuUNRs) . A troca de CTAB por citrato de sédio pode ser
confirmada pela diminuicdo das duas bandas intensas em 3000
e 2800 cm! que correspondem ao alongamento simétrico e
assimétrico das cadeias de metileno presentes na estrutura
CTAB. Além disso, a presenca de duas bandas em torno de 1500
cm™l, correlacionadas ao alongamento dos grupos carboxilatos,
confirma a presenca de citrato (citrato AuNRs).

[104] Apds a extrusdo dos AuNRs com EVs e membranas

Peticao 870220024772, de 23/03/2022, pég. 53/82



39/49

derivadas de células, os espectros de infravermelho
mostraram bandas entre 1500 e 1350 cm ! que correspondem aos
modos de deformagdo de CH2 e CH3 a partir de lipidios. Por
volta de 1700-1500 cm! observamos picos correspondentes as
bandas das amidas I e II. Uma banda em 3400 cm! foi
encontrada mais proeminente na amostra de mAuNRs, que esta
relacionada a presenca de grupos -0OH. 1Isso pode estar
relacionado ao nivel de hidratacdo da membrana, uma vez que
as amostras foram preparadas para minimizar a influéncia do
espectro de &gua livre.

[105] eAuNRs e mAuNRs mostraram diferencas de
espectro entre 1500 e 1350 cm™!, 1700-1500 cm?! e 3400 cm!
bandas caracteristicas de lipidios, proteinas e nivel de
hidratacdo de lipidios, respectivamente. A Ultima banda é
mais intensa no mAuNR, e pode estar relacionada ao nivel de
hidratacdo da membrana, para o gqual as amostras foram
preparadas para minimizar isso.

[106] Para melhor investigar a morfologia e o
tamanho, oS nanomateriais foram avaliados por MET,
utilizando coloracdo negativa (Figura 10F-H). Conforme
mostrado nas imagens MET dos nanobastdes funcionalizados
(Figura 10G-H), ha& uma camada visivel ao redor das hastes em
ambos o0s sistemas. Imagens de MET de mAuNRs revelam mais
AuNRs montados juntos com forma irregular, gquando comparadas
com as imagens de eAuNRs gque mostram um revestimento mais
individual. A montagem dos nanobastdes de ouro qgquando
funcionalizados com a membrana celular nas imagens MET,
confirma os efeitos plasmbnicos observados na Figura 10B.

13) Caracterizacdo de eAuNR

[107] Para melhor investigar o revestimento e o
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tamanho, os eAuNRs (nanobastdes de ouro funcionalizados com
vesiculas extracelulares) foram avaliados por microscopia
eletrbnica de transmisséao (MET) , utilizando <coloracéo
negativa por acetato de uracila (Figura 18A). Observou-se
revestimento completo em todos os AuNRs.

[108] Além disso, suspensdes de PBS e AuNR foram
irradiadas com laser de 808 nm de densidade de poténcia de
2 W/cm? (Figura 18B), mostrando que o potencial de fototermia
dos AuNRs ndo foram alterados com o revestimento. Nas Figuras
18C e 18D sao apresentados o potencial Zeta das amostras
confirmando a mudanca de superficies e o tamanho préximo a
membrana de extrusdo do processo.

14) Estudos de toxicidade de eAuNR e mAuNR

[109] Estudos in wvitro foram realizados para
analisar o efeito de diferentes funcionalizacdes dos AuNRs
na viabilidade celular. A viabilidade celular de trés tipos
celulares, células semelhantes a macrdéfagos (RAW 264.7),
células de tumor de mama (4Tl1l) e fibroblastos (L929), foi
avaliada por ensaio de MTT com incubacdo de 24 horas (Figura
11) . mAuNRs, eAuNR e citrato AuNR mostraram alta toxicidade
na célula de origem (Figura 11A). AuNRs PEG ndo mostrou
reducdo na viabilidade com base no fato de que o PEG impede
a identificacdo por células do sistema imunoldégico. A alta
toxicidade estd relacionada a caracteristica intrinseca dos
macréfagos em internalizar mais nanoparticulas, gque podem
ser ajustadas para aplicacdes biomédicas.

[110] No caso de 4T1, os resultados para incubacéo
de 24 horas mostraram uma diferenca estatistica entre
AuNRs cit e AuNRs PEG (Figura 11B), com um aumento na

atividade mitocondrial para AuNR de citrato. A viabilidade
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celular de células de cancer de mama metastatico ndo reduziu
com as plataformas nanoestruturadas derivadas de células e
a Unica diferenca foi um aumento na atividade mitocondrial
quando incubadas com citrato AuNR, como resultado do citrato
ser uma parte central da via bioquimica na producdo de
energia das células, e altamente usado em células tumorais
para crescimento rapido. Todas as formulacdes ndo mostraram
nenhuma reducgdao estatisticamente significativa na
viabilidade de fibroblastos L929, apenas uma tendéncia de
mAuNRs para diminuir visualmente a viabilidade (Figura 11C).

[111] Ensaios dependentes da concentracdo foram
realizados para analisar as diferencas entre os grupos eAulNRs
e mAuNRs. Para células RAW264.7, na concentracdo mais baixa
de 1x10%® particulas mL™!, mAuNR causou uma toxicidade maior
quando comparado com eAuNR (Figura 11D), um indicativo de
diferentes vias de internalizacdo. As concentracdes mais
altas de ambos os nanomateriais diminuiram a viabilidade
aproximadamente em 50%. A viabilidade de 4T1 e 1929 (Figuras
11E e 11F) ndo foi afetada pelas mudancas de concentracdo ou
funcionalizacéo.

[112] A deteccdo de ROS intracelular, usando 1x108
particulas mL! e 5x10% particulas mL"! de nanoparticulas
mostrou que ndo houve estresse oxidativo em todas as células
(RAW 264.7, 4T1 e L929) apds o tratamento com nanobastdes
funcionalizados com PEG, citrato, EVs ou membrana celular
(Figura 11G-1) . Algumas células quando expostas a
nanobastdes de ouro apenas aumentam a producdo de ROS por
causa da irradiacdo e terapia fototérmica.

15) Ensaios de absorcdo celular

[113] Para elucidar as diferencas de revestimento
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(EVs, membranas celulares) que poderiam ser responsaveis por
diferentes ©perfis de toxicidade entre as linhagens
celulares, os mecanismos de endocitose foram avaliados por

inibidores farmacoldédgicos das principais vias endociticas

das nanoparticulas (Figura 12). A captacdo celular foi
investigada usando técnicas de fluorescéncia, as
nanoparticulas foram marcadas com DiO, uma sonda

fluorescente que se internaliza na bicamada lipidica das
vesiculas. Como inibidores de captacdo foram utilizados
nistatina, amilorida, hidroxi-dinasore, nocodazol e dansil-

cadaverina inibe cavéolas, macropinocitose, dinamina,

microttbulos e endocitose dependente de clatrina,
respectivamente.
[114] Para eAuNRs (Figuras 12A-C), a internalizacéo

foi impulsionada por endocitose dependente de dinamina
independentemente do tipo de célula. Essa via endocitica é
mediada por varios receptores de superficie celular, por
exemplo, heparan sulfato proteglicano e galectina-5.

[115] Para células RAW264.7, ao inibir a endocitose
dependente de clatrina (Figura 12A), a captacdo de eAulNRs
aumentou, mostrando uma regulacao cruzada entre os
mecanismos endociticos. Além disso, eAuNRs interagiram mais
com a fonte em comparacdo com outras linhagens de células.
A Figura 12E mostrou que a endocitose de mAuNR na célula
fonte foi impulsionada pelas vias de macropinocitose,
dinamina e microttbulos, relacionadas aos inibidores de
amilorida, hidroxi-dinasore e nocodazol, respectivamente. A
inibicdo dependente de clatrina aumentou ligeiramente para
esses mAuUNRs como um mecanismo de regulacdo cruzada do

macréfago para compensar as deformacdes na membrana celular.
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Em particular para células de céncer de mama metastatico
(Figura 12B), a macropinocitose também mostrou ser uma via
de endocitose importante para eAuNR. Ressalta-se que a
internalizacd&o desses mAuNRs pelas células 4T1 (Figura 12F)
sugeriu outra via endocitica. A linhagem de células saudaveis
endocita o eANR e mAuNR via dinamina e dependentes de
clatrina, respectivamente (Figura 12C-G).

[116] As diferencas nas vias podem ser explicadas
pelas diferencas na expressdo de proteinas nas células
(Figura 12D). A principal diferenca entre as nanoparticulas
analisadas é a falta de expressdo do CD47, a sinalizacéo
'ndo me coma' nas EVs, o que corrobora para o aumento da
captacdo dos eAuNRs pela célula fonte do macréfago. Outro
resultado interessante obtido no Western Blot é a alta
expressao de CD47 em 4T1, em comparacgdo com as outras
linhagens celulares. Este resultado estd de acordo com a via
dirigida pela tetraspanina para internalizar mAuNRs, como
uma adesdo celular homotipica, que se mostrou dependente de
filamentos de actina. Essa adesdo homotipica ¢é um dos
mecanismos de desenvolvimento de tumores metastdticos e
comumente usada na membrana celular de nanoparticulas. A
expressdo de ALIX em células é conhecida por caracterizar
preferencialmente a internalizacdo de moléculas por meio de
uma endocitose independente de clatrina. Além disso, esse
marcador é usado como caracterizacdo de EVs pequenos porque
estd relacionado a vias endossomais. Em nossos ensaios de
inibicdo, a endocitose mediada por clatrina é responséavel
apenas por uma pequena porcdo da internalizacdo em L929 para
mAuUNRs, e a expressdo de ALIX é semelhante para todos os

lisados celulares.
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[117] A andlise de ICP-MS (Figura 12H) mostrou que
a funcionalizacdo de nanobastdes de ouro com as vesiculas
diminuiu a absorcédo pelos macrdé6fagos na mesma concentracédo
de nanoparticulas, porém n&do foram observadas diferencas
estatisticas entre eAuNRs e mAuNRs. Esses resultados
corroboram o ensaio de viabilidade e em concentracdes acima
de 5x10% particulas mL™! a toxicidade é a mesma, uma vez que
libera a mesma concentracdo de ouro.

[118] Os estudos de internalizacdo foram feitos por
microscopia confocal de varredura a laser (Figura 13). eAulNRs
e mAuNRs foram incubados com células RAW264.7 e 4T1 na mesma
intensidade de fluorescéncia inicial por pogo, por 4 horas.
As imagens mostram uma absorcdo preferencial de eAuNRs em
vez de mAuNRs na célula de origem, e o oposto ocorre ao
comparar as nanoparticulas na linhagem de células de céncer
de mama. Em 4T1 observou-se um aumento da captacao de mAulNRs
do qgque eAuNRs e uma tendéncia de colocalizacdo com
Lysotracker, também mostrada na Figura 13.

[119] Por fim, a plataforma nanoestruturada da
presente invencdo, <cujo recobrimento com as vesiculas
extracelulares ou com membranas celulares de macrdéfagos
mimetiza as nanoparticulas evitando sua eliminacdo rapida
pelo sistema imune, representa um avanco significativo para
o desenvolvimento de métodos seguros para o diagnéstico e
tratamento de cédncer. Além disso, estudos in vitro revelaram
que essa plataforma possui excelente direcionamento tumoral,
sendo um meio ideal para liberacdo de farmacos hidrofdébicos.

[120] Todas as terminologias e abreviacdes técnicas
ou cientificas usadas no presente relatdério descritivo tém

0s mesmos significados que os normalmente entendidos por um
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versado na técnica que pertence ao dominio da invencdo, salvo
indicacdo em contrario.

[121] A descricdo precedente ¢é fornecida para
propdsitos ilustrativos somente, n&o devendo ser entendida
como uma limitac&o do escopo da presente invencéo.
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REIVINDICACOES
1. Plataforma nanoestruturada caracterizada por
compreender nanoparticulas plasmdbnicas e vesiculas

extracelulares,
em que as nanoparticulas plasmdnicas sdo recobertas
com as vesiculas extracelulares.

2. Plataforma nanoestruturada caracterizada por

compreender nanoparticulas plasmdénicas e membranas
celulares,

em que as nanoparticulas plasmdnicas sdo recobertas
com as membranas celulares.

3. Plataforma nanoestruturada, de acordo com a

reivindicagcdo 1 ou 2, caracterizada pelo fato de que as

vesiculas extracelulares e membranas celulares sdo isoladas
a partir de macréfagos, células tumorais ou células tronco.
4. Plataforma nanoestruturada, de acordo com a

reivindicacdo 3, caracterizada pelo fato de que as vesiculas

extracelulares e membranas celulares sdo isoladas a partir
de macréfagos.
5. Plataforma nanoestruturada, de acordo com qualquer

uma das reivindicacdes 1 a 4, caracterizada pelo fato de que

as vesiculas extracelulares e membranas celulares séo
isoladas a partir de células RAW264.7.
6. Plataforma nanoestruturada, de acordo com qualquer

uma das reivindicacgdes 1 a 5, caracterizada pelo fato de que

as nanoparticulas plasmbénicas s&o selecionadas a partir de
nanossistemas com capacidade de absorver luz no

infravermelho.
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7. Plataforma nanoestruturada, de acordo com qualquer

uma das reivindicacdes 1 a 6, caracterizada pelo fato de que

as nanoparticulas plasmbénicas sdo nanobastdes de ouro.
8. Plataforma nanoestruturada, de acordo com a

reivindicacdo 7, <caracterizada pelo fato de que ©s

nanobastdes de ouro possuem didmetro inferior a 5 nm.
9. Plataforma nanoestruturada, de acordo com a

reivindicagcdo 1, caracterizada pelo fato de que as

nanoparticulas plasmdnicas recobertas com vesiculas
extracelulares apresentam tamanho de 177,9 + 19,3 nm, indice
de polidispersidade de 0,46 + 0,14, concentracdo de
particulas de 1,4x10' + 1,6x10!° mL-! e potencial zeta de -
16,4 £ 2,4 mv.

10. Plataforma nanoestruturada, de acordo com a

reivindicacdo 2, caracterizada pelo fato de que as

nanoparticulas plasmdédnicas recobertas com membranas
celulares apresentam tamanho de 149,5 + 9 nm, indice de
polidispersidade de 0,32 £ 0,07, concentracdo de particulas
de 3,4x10! + 5x10!% mL-! e potencial zeta de -18 + 1 mV.

11. Plataforma nanoestruturada, de acordo com qualquer

uma das reivindicacdes 1 a 10, caracterizada por demonstrar

irradiacdo com laser na regido do infravermelho prdéximo.
12. Plataforma nanoestruturada, de acordo com qualquer

uma das reivindicagbes 1 a 11, caracterizada por ser

utilizada para tratamento de céncer.
13. Plataforma nanoestruturada, de acordo com qualquer

uma das reivindicagdes 1 a 12, caracterizada por ser

utilizada em combinacdo com um farmaco antitumoral,

preferencialmente um farmaco antitumoral hidrofébico
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selecionado a partir de curcumina, lapachonas e
doxorrubicina.
14. Método de preparacao da plataforma

nanoestruturada, conforme definida em qualquer uma das

reivindicacgdes 1 a 13, o método caracterizado por compreender

as etapas de:

(a) sintetizar nanoparticulas plasmbnicas;

(b) isolar e purificar vesiculas extracelulares e/ou
membranas celulares; e

(c) recobrir as nanoparticulas plasmbénicas com as
referidas vesiculas extracelulares e/ou membranas celulares.

15. Método, de acordo com a reivindicacdo 14,

caracterizado pelo fato de que a etapa (a) compreende as

subetapas de:

(1) adicionar 9,75-29,25 mL de CTAB 0,1 mol Lt a 250
a 750 pL de HAuCls; 0,01 mol L' sob agitacdo durante um
minuto;

(ii) adicionar continuamente sob agitacdo 600 a 1800
pnL de NaBH; 0,01 mol L-! gelado durante 10 a 15 min;

(iii) manter a suspensdo a 25 °C por uma hora e meia a
duas horas;

(iv) adicionar 2 a 6 mL de HAuCls; 0,01 mol L7l a 36 a
108 mL de CTAB 0,1 mol L71;

(v) adicionar 120 a 360 pL de AgNO; 0,01 mol L-!, 800
a 2400 pL de HC1l 1mol L' e 320-960 puL de &cido ascérbico 0,1
mol L! & solucdo;

(vi) adicionar 2 a 6 mL de sementes de ouro;

(vii) manter a temperatura ambiente durante pelo menos
24 horas;

(viii) centrifugar 5 vezes a 1500 g durante 2 minutos;
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(ix) centrifugar trés wvezes a 16000 g durante 85 min
10 a 100 mL da solucdo de CTAB AuNR;

(x) ressuspender o pellet em Na-PSS a 0,15% em peso até
um volume final de 10 a 100 mL;

(xi) manter em repouso durante pelo menos 2 horas antes
da etapa seguinte;

(x1i) centrifugar duas vezes a solugdo a 16000 g por
85 min redispersas em 0,15% em peso de Na-PSS para um volume
final de 500 a 1000 uL;

(x1ii) centrifugar a solucdo a 16000 g durante 85 min;

(xiv) redispersar a solucgdo em 500 - 1000 pL de citrato
de sédio a 5 mmol L°1;

(xv) manter em repouso durante pelo menos 12 horas; e

(xvi) centrifugar a dispersdo a 16000 g durante 85 min
com volume final de 500 - 1000 pL mL disperso em 5 mmol L-!
de citrato de sédio.

16. Método, de acordo com a reivindicacéo 14,

caracterizado pelo fato de que, para o isolamento de

vesiculas extracelulares, a etapa (b) compreende as
subetapas de:

(1) cultivar as células em frascos de 175 cm?;

(ii) apds 70% da confluéncia das células, substituir
o meio de cultura por DMEM suplementado com 1% (v/v) L-
Glutamina e 10% (v/v) FBS depletado de exossomos;

(1iii) coletar o meio de cultura celular entre 24 e 48
horas e centrifugar a 800 g por 4 minutos em temperatura
ambiente;

(iv) filtrar o sobrenadante com membrana de 0,22 um;

(v) submeter o sobrenadante a ultracentrifugacdo a

100000 g por 2 horas a 4 °C;
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(vi) lavar o pellet com PBS;

(vii) submeter o sobrenadante a uma segunda
ultracentrifugacdo a 100000 g por 2 horas a 4 °C; e

(viii) <coletar e ressupender o sedimento em PBS
contendo comprimidos de coquetel de inibidor de protease.

17. Método, de acordo com a reivindicacdo 14,

caracterizado pelo fato de que, para a extracdo de membranas

celulares, a etapa (b) compreende as subetapas de:

(1) cultivar as células em frascos de 175 cm?;

(ii) apds 70% da confluéncia das células, destacar as
células do frasco e centrifugad-las a 800 g por 5 minutos em
temperatura ambiente;

(iii) centrifugar o sedimento a 800 g por 5 minuto e
lavar pelo menos duas vezes com PBS;

(iv) ressuspender o sedimento com tampdo hipotdnico;

(v) apos 5 minutos, submeter o sobrenadante a
centrifugacdo a 800 g por 5 minutos a 4°C;

(vi) ressuspender o sedimento em tampdo de lise e
homogeneizar 70 vezes (1400 revolugdes /min);

(vii) centrifugar o homogenato a 10000 g por 20 minutos
a 4 °C;

(viii) submeter o sobrenadante a ultracentrifugacdo a
100000 g por 2 horas a 4 °C;

(ix) ressuspender o sedimento em PBS contendo coquetel
de inibidor de protease.

18. Método, de acordo com a reivindicacéo 14,

caracterizado pelo fato de que a etapa (c) compreende as

subetapas de:
(1) apds a extracéo, sonicar as vesiculas

extracelulares, as membranas celulares derivadas de células

Peticéio 870220024772, de 23/03/2022, pag. 69/82



6/7

e o0s nanobastdes de ouro, separadamente, em um banho de
ultrassom por 15 min a 4 °C a 37 Hz com 80% de poténcia;

(ii) adicionar 100 uL da suspensdo a 1000 uL de
citrato-AuNRs;

(iii) sonicar a suspensdo em um banho de ultrassom por
15 min a 4 °C a 37 Hz com 80% de poténcia;

(iv) realizar a extrusdo da amostra 15 vezes através
de membrana de policarbonato de 200 nm.

19. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagcbes 14 a 18, caracterizado pelo fato de que as

vesiculas extracelulares e membranas celulares s&o isoladas
a partir de macrdéfagos, células tumorais ou células tronco.
20. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagcdes 14 a 19, caracterizado pelo fato de que as

vesiculas extracelulares e membranas celulares sdo isoladas
a partir de macréfagos.
21. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 14 a 20, caracterizado pelo fato de que as

vesiculas extracelulares e membranas celulares sdo isoladas
a partir de células RAW264.7.
22 . Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 14 a 21, caracterizado pelo fato de que as

nanoparticulas plasmbébnicas sdo selecionadas a partir de

nanossistemas com capacidade de absorver luz no
infravermelho.
23. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 14 a 22, caracterizado pelo fato de que as

nanoparticulas plasmbénicas sdo nanobastdes de ouro.
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24. Método, de acordo com a reivindicacdo 23,

caracterizado pelo fato de que os nanobastdes de ouro possuem

didmetro inferior a 5 nm.
25. Uso de (1) uma plataforma nanoestruturada,
conforme definida em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 13,

e (i1i1) um fédrmaco antitumoral hidrofdbico, caracterizado por

ser na fabricacdo de uma composicdo farmacéutica para o
tratamento de céncer.

26. Uso, de acordo com reivindicacdo 25, caracterizado

por o féarmaco antitumoral hidrofébico ficar localizado na
bicamada das vesiculas extracelulares.
27. Uso, de acordo com reivindicacdo 25 ou 26,

caracterizado por o farmaco antitumoral hidrofdébico ser

selecionado a partir de curcumina, lapachonas e
doxorrubicina.

28. Uso, de acordo com reivindicacdo 25, caracterizado

pelo fato de o céncer ser cancer de mama.
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RESUMO

PLATAFORMA NANOESTRUTURADA PARA TRATAMENTO DE CANCER, METODO
PARA A PREPARACAO DESTA E USO DA PLATAFORMA
A presente invencdo refere-se a uma plataforma nanoestruturada
revestida com vesiculas extracelulares e/ou membranas celulares
para aplicacdo em terapia fototérmica. A nanoparticula da invencédo
compreende a) um nlUcleo interno constituido de um nanomaterial
plasmébnico, como nanobastdes de ouro; e b) uma superficie externa
elaborada de vesiculas extracelulares e/ou membranas celulares
derivadas de célula de macrdéfago. A presente invencdo descreve um
método para fabricagdo da plataforma nanocestruturada. Além disso,
é descrito o uso da plataforma nanocestruturada em conjunto com um
fadrmaco antitumoral na fabricacdo de uma composicdo farmacéutica

para o tratamento de céncer.
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