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Resumo 

 

O cancro é uma das causas mais comuns de mortalidade no mundo. 

Parte da grande mortalidade associada ao cancro reside no facto de que a eficácia dos 

tratamentos correntes na prática clínica, como a quimioterapia, radioterapia, cirurgia, terapia 

hormonal e imunoterapia, ou a sua combinação, são ainda limitados e estão associados a 

elevadas taxas de resistência. Para além disso, estes tratamentos induzem uma elevada taxa 

de efeitos colaterais significativos devido à sua ação em células saudáveis. Como tal, de 

forma a ultrapassar tais problemas, esforços atuais têm sido focados no desenvolvimento de 

novas plataformas de entrega de fármacos, como é o caso de terapias direcionadas, que 

permitem aumentar o efeito do fármaco nas células cancerígenas, poupando os tecidos 

saudáveis.  

Estas novas terapias dirigidas a um alvo, como os nanossistemas, permitem um 

tratamento mais específico no sítio alvo enquanto permitem transportar, simultaneamente, 

dosagens mais elevadas do agente anti-cancerígeno, com redução significativa dos efeitos 

secundários comparativamente ao tratamento convencional. Para além disso, partículas 

lipídicas, nomeadamente os lipossomas, são suficientemente biocompatíveis e estáveis no 

sangue, tornando-os num sistema de entrega altamente atrativo. 

Neste contexto, nanopartículas PEGuiladas de base lipídica com um ligando específico 

(peptídeo F3) incorporado à superfície foram desenvolvidas com o propósito de encapsular 

e promover a entrega da doxorrubicina - um agente citostático que atua como fármaco de 

primeira linha no tratamento de muitos cancros - em linhas celulares de leucemia 

representando diferentes linhagens: leucemia linfoblástica aguda (CCRF-CEM), leucemia 

mielóide crónica (K562) e células de leucemia mieloblástica (monocítica) aguda (THP-1). 

Desta forma, com o intuito de se compreender os mecanismos inerentes à 

formulação desenvolvida, analisaram-se as características da nanopartícula, incluindo o 

tamanho da partícula lipídica e a sua homogeneidade, bem como a eficiência de encapsulação 

do fármaco. Foram ainda realizados estudos quanto à especificidade do ligando F3 para o 

recetor nucleolina que se encontra sobreexpresso nas células do cancro, à internalização da 

nanopartícula, entrega celular e atividade citotóxica. A expressão do recetor nucleolina foi 

confirmada por imunocitoquímica, indicando o potencial clínico desta abordagem 

terapêutica. 
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 Verificou-se que a internalização da nanopartícula aumentou com a presença do 

ligando F3 nalgumas das linhas utilizadas nos estudos. Contudo, apesar da internalização do 

lipossoma ter aumentado, a taxa de morte celular induzida pela doxorrubicina contida na 

partícula funcionalizada foi semelhante à taxa de morte causada pelas partículas lipossómicas 

sem ligando à superfície ou com um ligando inespecífico.  

Em suma, conclui-se que o desenvolvimento destas partículas vetorizadas não 

representa uma eficácia superior quando incubadas em células tumorais desta natureza, 

comparativamente às partículas usadas como controlo, embora possam, contudo, reduzir 

efeitos secundários inerentes aos tratamentos convencionais. 



Abstract 

 

Cancer is one of the most common causes of death worldwide. 

Part of the high mortality associated with cancer resides in the fact that the 

effectiveness of current treatments such as chemotherapy, radiation, surgery, hormone 

therapy and immunotherapy, or their combination, is still limited and is associated with a 

high rate of resistance. Moreover, these treatments induce high rates of significant side 

effects due to their action on healthy cells. Therefore, to overcome these problems, current 

efforts focus on the development of novel drug delivery platforms, such as targeted 

therapies, than can increase the effect of the drug on cancer cells, while sparing healthy 

tissue.  These novel targeted therapies include nanosystems, which allow a more specific in 

situ treatment while simultaneously carrying higher dosages of anticancer drugs, with a 

significant reduction in side effects, compared to conventional treatment. In addition, lipidic 

particles, including liposomes, are sufficiently biocompatible and stable in the blood to be an 

attractive delivery system.  

 

In this context, lipid-based PEGylated nanoparticles functionalized with a specific 

ligand (F3 peptide) on the surface have been developed for the encapsulation and delivery of 

doxorubicin - a cytostatic agent used as the first line treatment of many cancers - to 

leukemia cell lines representing different lineages: acute lymphoblastic leukemia (CCRF-

CEM), chronic myeloid leukemia (K562) and acute myeloblastic (monocytic) leukemia (THP-

1). 

Thus, in order to understand the mechanisms inherent to the developed formulation, 

we analysed the characteristics of the developed formulation, including the size of the lipidic 

particle and its homogeneity, as well as the drug encapsulation efficiency. We studied the 

specificity of the F3 ligand for the nucleolin receptor that is overexpressed on cancer cells, 

the internalization of the nanoparticle, its cell delivery and its cytotoxic activity. The 

expression of the nucleolin receptor in the different cell lines was confirmed by 

immunocytochemistry, indicating the potential clinical advantage of this therapeutic 

approach. 

 

We found that the internalization of this nanoparticle was increased by the presence 

of the F3 ligand in some of the studied cell lines. However, although the internalization of 

the liposome was increased, the rate of cell death induced by doxorubicin contained in these 
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specific particles was similar to the death rate caused by liposomal particles without a 

surface ligand or with a non-specific ligand.  

In summary, it is concluded that the development of these particles does not have a 

higher efficacy when administered in this kind of cancer cells, compared with the particles 

used as control. However, they may reduce side effects inherent to the conventional 

treatments. 
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1. Introdução 

1.1. Cancro - Evolução e Progressão 

 

O cancro é um dos maiores problemas de saúde pública no mundo e uma das 

doenças de maior incidência na sociedade atual, com mais de 10 milhões de novos casos por 

ano (Diao et al., 2011, Hu et al., 2012, Peer et al., 2007). Nas últimas décadas, têm sido 

descritos grandes avanços científicos na compreensão das bases moleculares do cancro e no 

seu diagnóstico e tratamento (Martinez et al., 2003). 

As doenças oncológicas são a principal causa de morte nos países economicamente 

desenvolvidos, e a segunda causa de morte nos países em desenvolvimento (American 

Cancer Society 2011). Estima-se que ocorreram cerca de 14,1 milhões de novos casos de 

cancro e 8,2 milhões de mortes, a nível mundial em 2012, de acordo com a World Health 

Organization (Ferlay et al., 2012). Devido ao envelhecimento e crescimento da população e a 

uma progressiva adoção de hábitos de risco de desenvolvimento da doença, a incidência 

mundial de cancro tem vindo a aumentar (Donaldson, 2004).  

 

O cancro caracteriza-se por ser um distúrbio hiperproliferativo, no qual se verifica 

um crescimento e proliferação descontrolados de células anómalas, induzidos por fatores 

externos (como radiações e exposição a compostos químicos) e/ou por fatores internos 

(como o perfil genético e epigenético, mutações e microambiente imunológico), fatores 

esses que podem atuar em conjunto ou em sequência, promovendo e iniciando a 

tumorigénese (Kumar et al., 2010, Martinez et al., 2003, Subramaniam et al., 2010). A elevada 

capacidade de crescimento e divisão celular, a invasão dos tecidos adjacentes e possíveis 

metastizações para outros órgãos são características que estão associadas ao 

comportamento das células cancerígenas (Coleman et al., 2006, Weinberg, 1994, Weinberg, 

1988). Atualmente, sabe-se que o cancro está claramente associado a um aumento do 

número de células devido a alterações nos mecanismos de regulação e proliferação celular, 

bem como a uma diminuição da taxa de morte celular programada ou apoptose das células 

(Dai et al., 2009b). 

Todos os cancros envolvem uma disfunção genética (American Cancer Society 2011). 

Milhares de mutações pontuais, translocações, amplificações e deleções contribuem para o 

desenvolvimento do cancro (Cairns et al., 2011). A desregulação de genes pode induzir a sua 

sobreexpressão bem como a sua supressão, o que proporciona a diminuição da apoptose e 

o aumento da proliferação e invasão celular (Coleman &Tsongalis, 2006). A ativação de 
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oncogenes (genes que contribuem para um aumento da proliferação celular e redução da 

apoptose) e a inativação de genes supressores tumorais (genes que, direta ou indiretamente, 

regulam o crescimento das células) são exemplos de mecanismos de alteração de genes 

essenciais nos processos de regulação celular (Crans et al., 2001, Vanneman et al., 2012). 

Um dos casos representativos de mutação em oncogenes é a ativação do oncogene RAS, o 

qual é responsável pela proliferação, diferenciação e sobrevivência celular (Fernandez-

Medarde et al., 2011). Mutações de ganho de função neste gene condicionam um aumento 

exagerado da taxa proliferativa das células (Fernandez-Medarde &Santos, 2011).  

A acumulação de diversas mutações proporciona uma vantagem competitiva das 

células tumorais comparativamente às outras restantes, induzindo um crescimento clonal 

daquelas e, consequentemente, um processo de tumorigénese (Polyak, 2007). 

 

Segundo Hanahan and Weinberg (2011), o cancro manifesta-se através de 6 

alterações essenciais na fisiologia celular, responsáveis pelo seu comportamento 

desregulado: auto-suficiência em relação a sinais de crescimento, insensibilidade a inibidores 

proliferativos e de crescimento, capacidade de contornar a morte celular programada 

(apoptose), potencial replicativo ilimitado, sustentação do tumor por indução da angiogénese 

(no caso de tumores sólidos) e, por último, evasão e metastização tecidular (Hanahan et al., 

2000, Hanahan et al., 2011). A perda da resposta apoptótica devido às alterações na 

maquinaria celular tem um papel crucial na resistência das células tumorais a uma ampla 

variedade de terapias anti-cancerígenas correntes (Dai et al., 2009a). 

 

Apesar dos recentes avanços científicos na área da oncologia, as características 

moleculares da maioria dos cancros ainda não estão claramente estabelecidas e, até ao 

momento, não existem marcadores validados para uma deteção precoce e, 

fundamentalmente, uma terapia dirigida (Nass et al., 2007). Desta forma, a identificação de 

fatores que contribuem para o desenvolvimento do cancro e a elucidação de mecanismos de 

ação tornam-se importantes e essenciais na medida em que não só permitem explicar as 

características fenotípicas exibidas pelas células cancerígenas mas também proporcionam 

alvos para o desenvolvimento de agentes terapêuticos com vista a uma maior eficácia de 

tratamento (Martinez et al., 2003, Polyak, 2007).  
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1.2. Hematopoiese 

 

A hematopoiese é um processo complexo e altamente regulado na medula óssea, 

caracterizado por uma renovação contínua de células sanguíneas a partir de um número 

reduzido de células estaminais percursoras pluripotentes, de acordo com as necessidades do 

organismo (Guarnerio et al., 2014, Jung et al., 2014, Kiel et al., 2008). Estas células estaminais 

hematopoiéticas (CEH) definem-se pelo seu elevado potencial proliferativo, elevada 

capacidade de auto-renovação e multipotência para gerar todas as diferentes linhagens 

hematopoiéticas linfóides e mielóides (Belov et al., 2001, Roshal et al., 2013). Moléculas 

sinalizadoras e fatores de crescimento coordenados induzem as células estaminais a 

manterem o seu estado indiferenciado ou, pelo contrário, a diferenciarem-se (Hoffbrand et 

al., 2006). As CEH produzem progenitores imaturos que, gradual e progressivamente, 

através de uma série de eventos de proliferação e diferenciação, originam as diferentes 

linhagens (Crans &Sakamoto, 2001) (Figura 1.1). Nos adultos, as CEH são responsáveis por 

gerar 1 x 109 glóbulos vermelhos e 1 x 108 de glóbulos brancos por hora no sangue (Wang 

et al., 2011).  

Fatores de transcrição são essenciais na regulação do crescimento, desenvolvimento 

e diferenciação celular no sistema hematopoiético. Alterações nos mecanismos que 

controlam todas estas funções, como uma falha no controlo do mecanismo de produção ou 

da morte celular programada das células hemáticas, podem originar neoplasias 

hematológicas, onde se incluem as leucemias (Crans &Sakamoto, 2001, Pokharel, 2012).  
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Figura 1.1. Hierarquia hematopoiética. 

As células estaminais hematopoiéticas estão na origem da hierarquia, sendo responsáveis pela 

produção de células do sangue maduras; CEH: células estaminais hematopoiéticas; CMP: progenitor 

comum para a linhagem mielóide; MLP: progenitor mielóide/linfóide; MEP: progenitor 

etritróide/megacariócito; GMP: progenitor monócito/granulócito; MDP: progenitor de células 

dendríticas e de macrófagos; CDP: progenitor comum de células dendríticas; CLP: progenitor 

comum para a linhagem linfóide; ETP: percursor tímico precoce; B/NP: progenitor de células B e de 

células Natural Killer. Adaptado de (Hayden et al., 2011). 

 

1.3. Neoplasias Hematológicas 

 

Os inúmeros estadios de diferenciação hematopoiética podem dar origem a 

diferentes tipos de cancro, biológica e clinicamente distintos, devido ao diferente fenótipo da 

célula envolvida e às diversas alterações genéticas que adquirem (Nass &Moses, 2007). 

Nas últimas décadas, o conhecimento biológico acerca destas doenças tem sido 

crescente, permitindo uma classificação mais sofisticada que incorpora não só as 

características morfológicas “tradicionais” e já conhecidas, como também características 

imunofenotípicas, genéticas e clínicas (Nass &Moses, 2007). 

 

 

Leucócitos Granulados Leucócitos Agranulados Leucócito 

Agranulado 
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1.3.1. Leucemias 

 

 O termo leucemia (do grego: leukos branco, aima sangue) foi descrito pela primeira 

vez por Rudolf Virchow (Geary, 2000, Reckzeh et al., 2010).  

A leucemia é uma doença maligna e progressiva caracterizada por uma proliferação 

clonal e excessiva, com bloqueio maturativo e disfunção celular, de células das linhas 

mielóide ou linfóide, ou dos seus percursores, na medula óssea e/ou sangue (Crans 

&Sakamoto, 2001). Estima-se que em 2012 ocorreram 151 317 mortes em indivíduos do 

sexo masculino e cerca de 114 144 mortes relativamente ao sexo feminino a nível mundial 

devido a estas patologias (Ferlay et al., 2012) que atingem todas as faixas etárias, com um 

pico de incidência no idoso e outro nas crianças e adolescentes com idades inferiores a 15 

anos (American Cancer Society 2011). Apesar da alta taxa de mortalidade, as leucemias 

representam uma pequena fração (<5%) de todos os cancros no Homem (Howlader et al., 

2013).  

 

Os diferentes tipos de leucemia são classificados de acordo com a célula envolvida e 

o tempo de evolução, condicionado pela taxa de crescimento celular (Crans &Sakamoto, 

2001). Esta classificação permite agrupá-las em 4 grandes tipos, de acordo com a linhagem 

afetada (Leucemia Linfóide e Leucemia Mielóide) e a fase de bloqueio maturativo e índice 

proliferativo (Leucemia Aguda e Leucemia Crónica) (Hamerschlak, 2008, Saha et al., 1998). 

A maioria das leucemias é diagnosticada no idoso, sendo as mais comuns a Leucemia 

Linfocítica Crónica (LLC) e as Leucemias Mieloblásticas Agudas (LMA) (American Cancer 

Society 2014). Na idade pediátrica predominam as Leucemias Linfoblásticas Agudas (LLA) 

(Shah et al., 2013). 

Nas leucemias agudas, a célula neoplásica é uma célula imatura em estadios precoces 

da diferenciação hematopoiética, designada blasto, que se tornam independentes 

relativamente aos mecanismos de controlo da hematopoiese e, como tal, permanecem 

indefinidamente em divisão (Pokharel, 2012). A continuada proliferação de blastos, sem 

capacidade de diferenciação em células hematopoiéticas maduras, resulta na acumulação de 

células imaturas disfuncionais, substituindo os elementos normais da medula e levando à 

progressiva depleção de células maduras no sangue (Morais et al., 2014). Como 

consequência, podem ocorrer infeções por falta de glóbulos brancos maduros funcionais, 

anemia por falta de glóbulos vermelhos, e hemorragias por falta de plaquetas (Pokharel, 

2012). 
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Nas leucemias crónicas a célula neoplásica já tem características de maturação, com 

menor capacidade proliferativa sendo, contudo, funcionalmente anómala (Pokharel, 2012).  

 

   1.3.1.1. Leucemia Linfoblástica Aguda  

 

A Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA) (Figura 1.2.) é o tipo de leucemia mais comum 

nas crianças, sendo rara em adultos (Marnitz et al., 2014).  

 

A terapêutica da LLA passa pela utilização de protocolos quimioterápicos com a 

utilização síncrona e/ou sequencial de vários fármacos, incluindo antraciclinas como a 

doxorrubicina. Em casos selecionados, podem ser utilizados inibidores de tirosina cinase e 

anticorpos monoclonais, podendo ainda haver indicação para o transplante alogénico de 

medula óssea ou de progenitores hematopoiéticos de sangue periférico (Hamerschlak, 2008, 

Inaba et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1.2. Leucemia Linfoblástica Aguda. As células hematopoiéticas estaminais (CHE) produzem 

percursores de granulócitos (G) e de linfócitos (L) que irão gerar células diferenciadas. Modificações 

genéticas e/ou epigenéticas nas células estaminais (S) ou nos percursores de linfócitos (L) (células 

listradas) induzem uma acumulação neoplásica das células devido a uma hiperproliferação e 

decréscimo da apoptose. Adaptado de (Buzzeo et al. 2007). 

 

1.3.1.2. Leucemia Mielóide Crónica  

 

A Leucemia Mielóide Crónica (LMC) é uma neoplasia maligna mieloproliferativa 

clonal e progressiva, na qual se observa uma produção excessiva de glóbulos brancos 

maduros e seus progenitores intermédios (Doepfner et al., 2007, Radich, 2010). Na grande 

maioria dos casos, a causa envolve uma translocação que origina o cromossoma Philadelphia 
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(Cortes et al., 1996, Deininger et al., 2000, Savage et al., 2002), que será desenvolvido mais 

adiante. 

A célula neoplásica da LMC desenvolve-se a partir de células estaminais 

hematopoiéticas multipotentes primitivas (Buzzeo et al., 2007) (Figura 1.3.). Verifica-se, 

ainda, um aumento da população de células estaminais causado, possivelmente, pela redução 

na diferenciação ou apoptose, com aumento de auto-renovação celular (Goldman et al., 

2003). O aumento da taxa de proliferação reflete a insensibilidade dos progenitores celulares 

hematopoiéticos aos reguladores negativos da proliferação, contribuindo para a inibição da 

maturação normal das células e para a uma vantagem proliferativa das células leucémicas 

(Goldman &Melo, 2003, Gordon, 1999). 

Em consequência da expansão medular de progenitores em estadios intermédios, 

células progenitoras de todas as linhagens surgem na circulação em número elevado, um 

fenómeno denominado mielémia (Gordon 1999). 

A LMC caracteriza-se por apresentar três fases distintas: 1. A fase crónica, em que há 

a característica expansão clonal massiva de células mielóides, acima descrita; 2. A fase 

acelerada, caracterizada pela perda progressiva da capacidade de diferenciação dos clones 

leucémicos, com aumento do índice proliferativo e do número de progenitores mais 

imaturos (blastos); 3. A crise blástica, em que a preponderância de blastos origina um 

comportamento sobreponível ao de uma leucemia aguda (Druker et al., 2001, Hamerschlak, 

2008, Hirji et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3. Leucemia Mielóide Crónica. Modificações genéticas e/ou epigenéticas (células 

listradas) nas células estaminais (S) ou nas células progenitoras de granulócitos (G) induzem 

uma acumulação de células neoplásicas devido a uma proliferação excessiva e a um 

simultâneo decréscimo da apoptose. Adaptado de (Buzzeo et al. 2007). 

O tratamento passa pela quimioterapia e/ou irradiação intensiva e, para uma minoria 

de doentes, pelo transplante de medula óssea alogénica (Clarkson et al., 2003). 
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- Biologia da neoplasia: Cromossoma Philadelphia 

A ativação dos fatores de transcrição que controlam a diferenciação hematopoiética 

e a ativação constitutiva de componentes de recetores de tirosina cinase são as duas 

principais alterações genéticas responsáveis pelo desenvolvimento da LMC (Clarkson et al., 

2003). 

A proteína abl funciona como tirosina cinase, transferindo um grupo fosfato 

proveniente da molécula ATP para resíduos tirosina de outros substratos (Zhu et al., 2014). 

Esta enzima inicia uma cascata de eventos e vias de sinalização intracelulares incluindo vias de 

proliferação e sobrevivência celular (Bellodi et al., 2009). 

 Uma das translocações presentes em cerca de 95% das LMC e nalgumas LLA (cerca 

de 20-25%) ocorre entre os cromossomas 9 e 22 (Hirayama et al., 2008, Izraeli et al., 2014, 

Radich, 2010, Rowley, 1973). Parte do proto-oncogene ABL é removida do cromossoma 9, 

sendo inserido no cromossoma 22, adjacente ao gene BCR. Da mesma forma, parte do 

cromossoma 22 é removida distalmente ao ponto de quebra e translocada para o 

cromossoma 9. Esta translocação origina um gene quimérico BCR-ABL e consequente 

diminuição do tamanho do cromossoma 22, originando um derivado do 22 designado 

cromossoma Philadelphia (Druker et al., 2001, el-Shami et al., 2008, Karimiani et al., 2013) 

(Figura 1.4.). A proteína de fusão bcr-abl codificada pelo gene quimérico tem a actividade de 

tirosina-cinase da ABL mas encontra-se constitucionalmente ativada, originando 

perturbações no ciclo celular, diminuição da apoptose e aumento da divisão e proliferação 

celular que conferem uma vantagem proliferativa sobre os elementos hematopoiéticos não-

mutados, e subjazem ao desenvolvimento da LMC (Aloisi et al., 2006, Buzzeo et al., 2007, 

Deininger et al., 2000). Basta uma única célula estaminal hematopoiética pluripotente 

adquirir o cromossoma Philadelphia e, com isso, uma vantagem proliferativa para 

proporcionar a formação gradual de clones Ph-positivos que substituem os elementos 

hematopoiéticos normais (Goldman &Melo, 2003). 
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Figure 1.4. Formação do cromossoma Philadelphia (Ph). Translocação entre os cromossomas 

9 e 22, levando à formação do cromossoma Philadelphia (Ph) e posterior ação do oncogene 

BCR-ABL na patogénese da CML (Lydon, 2009). 

 

 Os inibidores da tirosina-cinase BCR-ABL são o tratamento indicado para a LMC 

(Savage &Antman, 2002). O imatinib, o primeiro fármaco da classe com aprovação para uso 

humano, é um inibidor seletivo da tirosina-cinase BCR-ABL, utilizado como terapêutica de 

primeira linha na LMC (Buzzeo et al., 2007, Hamerschlak, 2008, Mendonca et al., 2010). 

Contudo, têm sido descritas cada vez mais mutações que conferem resistência a este 

fármaco (Baselga, 2006, Nass &Moses, 2007).  

 

1.3.1.3. Leucemia Mieloblástica Aguda: LMA-M5 ou Leucemia 

Monocítica Aguda 
 

A Leucemia Monocítica Aguda (LMC), ou Leucemia Mieloblástica Aguda tipo M5, é 

um subtipo de LMA definido pelo grupo FAB (Tallman et al., 2004). Neste subtipo, as células 

de linhagem monocíticos ou monoblástica/monocítica apresentam-se em elevada 

percentagem no sangue periférico, excedendo os 5 × 103/L (Belov et al., 2001, da Fonseca et 

al., 2003, Tallman et al., 2004), e associa-se frequentemente a translocações cromossómicas 

como a translocação 11q23 (Ferrara et al., 2013, Tallman et al., 2004).  
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1.3.2. Tratamento 

 

Quimioterapia, radioterapia, excisão cirúrgica, imunoterapia, terapia hormonal e 

transplante alogénico de células estaminais são os tratamentos possíveis para a maior parte 

dos tipos de leucemia (Goldman &Melo, 2003). No caso específico da LMC, como 

previamente descrito, já foram desenvolvidos fármacos dirigidos, como o imatinib, às 

anomalias genéticas que a caracterizam (Radich, 2010, Savage &Antman, 2002). 

Contudo, o tratamento representa um desafio difícil devido à elevada taxa de 

recaídas e complicações associados ao mesmo (Doepfner et al., 2007).  

A quimioterapia é um dos tratamentos mais utilizados no tratamento do cancro 

(Diao et al., 2011) e visa a eliminação de células que possuem uma taxa de crescimento mais 

acelerada, como é o caso das células cancerígenas, não sendo, contudo, específica para estas 

últimas (Brannon-Peppas et al., 2004). A resistência à quimioterapia, que passa pela múltipla 

resistência intrínseca a fármacos e a eficácia limitada de estratégias de tratamento 

convencionais no tratamento das leucemias, quer pela incapacidade de fornecer 

concentrações terapêuticas do fármaco no tecido-alvo, quer por efeitos secundários severos 

sobre os órgãos e tecidos normais, gera um considerável interesse e necessidade no 

desenvolvimento de novas terapêuticas com melhor especificidade celular, dirigida ao alvo 

molecular subjacente à leucemogénese (Doepfner et al., 2007, Gomes-da-Silva et al., 2012b, 

Gubernator, 2011, Hamerschlak, 2008, Morais et al., 2014, Soundararajan et al., 2009).  

O verdadeiro desafio atual centra-se no desenvolvimento de uma medicina “precisa” 

e dirigida para os diferentes subtipos de leucemia, com redução dos efeitos secundários 

(Napper et al., 2013, Savage &Antman, 2002).  

O desenvolvimento de novas plataformas em nanoescala oferece um grande potencial 

nos avanços no tratamento de doentes com cancro (Cuenca et al., 2006). Estudos anteriores 

utilizando lipossomas sensíveis ao pH em células de neoplasias hematológicas obtiveram 

resultados promissores. Estudos liderados por Ishida et al. (2001) em linhas celulares de 

linfoma B comprovaram o aumento da citotoxicidade da doxorrubicina encapsulada, in vitro 

(Ishida et al., 2001). Também Fonseca et al. (2005) demonstraram existir uma facilidade de 

associação celular entre uma partícula sensível ao pH e a membrana celular de células T 

leucémicas humanas (Fonseca et al., 2005). 

 

Assim, o direcionamento de fármacos para alvos específicos presentes apenas nos 

órgãos, tecidos ou células afetadas pela doença, inclusive em combinação com a 
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quimioterapia convencional, tem vindo a ser proposto como uma estratégia promissora para 

o aumento da eficácia dos tratamentos correntes, resultando no aumento da sobrevivência e 

da qualidade de vida do doente (Andresen et al., 2005, Dai et al., 2009a, Vanneman 

&Dranoff, 2012). 

 

1.4. Novas estratégias terapêuticas lipossómicas: nanopartículas de base lipídica 

 

A utilização de dosagens tradicionais de agentes anticancerígenos apresenta alguma 

limitação devido a barreiras com que os fármacos se deparam antes de atingirem o tecido-

alvo; uma delas é o grande volume de distribuição após a administração intravenosa (Celano 

et al., 2004). Esta situação desencadeia uma elevada toxicidade nos tecidos saudáveis, 

acompanhada de efeitos adversos e de um baixo índice terapêutico ([dose letal do fármaco 

para 50% da população (LD50)]/[dose efetiva mínima para 50% da população (ED50)]) (To et 

al., 2003).  

Os sistemas de entrega não baseados em vírus têm vindo a ser estudados como uma 

alternativa atrativa, tendo como principais vantagens a reduzida imunogenicidade, facilidade 

de manuseamento, controlo das suas propriedades e caracterização estrutural e molecular 

(Allen, 1998, Ambegia et al., 2005, Fonseca et al., 2005, He et al., 2013, Mokhtarieh et al., 

2012). Nas últimas décadas, têm-se alcançado grandes avanços no desenvolvimento de 

sistemas de libertação de agentes terapêuticos através de vetores lipossómicos, os quais têm 

vindo a ser aplicados em diversos campos, desde a quimioterapia à terapia genética (Fenske 

et al., 2005, Simoes et al., 2004). 

Devido à sua elevada estabilidade no sangue e à sua composição fosfolipídica, que lhes 

permite serem biocompatíveis e biodegradáveis, os lipossomas são sistemas de entrega 

promissores e adequados a uma variedade de aplicações em áreas como a terapia celular ou 

terapia do cancro (Fonseca et al., 2014, Immordino et al., 2006). Estas nanopartículas de base 

lipídica têm sido o método de entrega de quimioterapia mais estudado, permitindo 

ultrapassar limitações quanto à biodistribuição sistémica do fármaco livre, solubilidade de 

agentes quimioterapêuticos hidrofóbicos e sua toxicidade (Gomes-da-Silva et al., 2012a, 

Gomes-da-Silva et al., 2012b, Pathak et al., 2014). 

Os requisitos para uma estabilidade e internalização vantajosa destas formulações 

lipídicas na célula-alvo, com vista a uma aplicação clínica, incluem ainda um pequeno tamanho 

da partícula, uma elevada eficiência de encapsulação, e uma farmacocinética e biodistribuição 
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favoráveis (Andresen et al., 2005, Brannon-Peppas &Blanchette, 2004, Klimuk et al., 2000, 

Monck et al., 2000). A encapsulação de diversas moléculas de tamanho reduzido pelos 

lipossomas (< 200 nm) tem demonstrado eficácia em humanos em ensaios clínicos de Fase I 

e II (Pathak et al., 2014). Ainda um aumento da associação celular com uma acumulação do 

fármaco no tumor entre 50 a 100 vezes superior ao agente terapêutico livre tem sido 

verificado com a utilização destas nanotecnologias (Jeffs et al., 2005). 

  

Em ordem a maximizar a entrega intracelular do seu conteúdo, estas partículas 

devem interagir especificamente com as células tumorais e serem internalizadas por estas 

(Haley et al., 2008, Wheeler et al., 1999). Idealmente, no interior das células as partículas 

destabilizarão no compartimento endossomal, induzindo a libertação do agente encapsulado 

para o citoplasma (Fenske &Cullis, 2005, Santos et al., 2010). Estes sistemas de entrega 

deverão ser seguros e bem tolerados após repetições de administração sistémica, de modo a 

permitir a administração cíclica dos quimiofármacos (Gomes-da-Silva et al., 2012a), de 

acordo com os protocolos terapêuticos actuais. 

 

A principal limitação da administração intravenosa das nanopartículas é a interação da 

sua carga positiva com a carga negativa das proteínas do soro, levando à formação de 

agregados que se acumulam nos pulmões, fígado e baço, sendo rapidamente eliminadas, de 

seguida, pelo Sistema Reticuloendotelial (SRE) (Abraham et al., 2005, Cuenca et al., 2006).  

Novas formulações têm sido desenvolvidas com o intuito de modular diferentes 

propriedades da partícula, adequada à utilização clínica, nomeadamente através da 

incorporação de derivados lipídicos de poli(etileno glicol) (PEG) na superfície dos lipossomas 

(Moreira et al., 2001, Sawant et al., 2010). A natureza hidrofílica do PEG permite diminuir a 

imunogenicidade da partícula lipídica ao permitir “mascarar” a sua superfície, diminuindo a 

agregação e o reconhecimento daquela pelo Sistema Reticuloendotelial (Ishida et al., 2001, 

Lasic, 1998, Song et al., 2002) (Figura 1.5.). Permite, ainda, uma estabilização da partícula e 

uma farmacocinética favorável à acumulação tumoral, melhorando o perfil de biodistribuição 

dos agentes terapêuticos com a redução das doses a serem administradas (Fonseca et al., 

2014, Semple et al., 2005, Zhang et al., 1999).  

A funcionalização adicional com ligandos específicos para o tumor, suscetíveis de 

promover a internalização das nanopartículas mediante interação especifica com proteínas 

de membrana sobreexpressas na superfície das células-alvo tumorais, incluindo as células 

cancerígenas em circulação, melhora a eficácia destes sistemas de entrega de fármacos 
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(Malam et al., 2009), otimizando o rácio dos fármacos desde o local de administração até ao 

sítio-alvo (Moura et al., 2012, Peer et al., 2007, Xing et al., 2012) (Figura 1.6.). Estas 

nanopartículas aumentam, ainda, o tempo de circulação e semi-vida do fármaco no sangue 

após a administração sistémica, verificando-se que uma concentração significativa dos 

lipossomas permanece no sangue 24 h após a administração (Mendonca et al., 2010, Moura 

et al., 2012).  

 

 

 

Figura 1.5. Lipossomas com poli(etileno glicol) (PEG) incorporado na sua superfície. Opsoninas do 

sangue são repelidas devido à presença de PEG e das moléculas de água que este atrai em redor da 

partícula. Uma diminuição da extensão de opsonização dos lipossomas leva, por sua vez, a uma 

diminuição da extensão de captação de lipossomas pelo Sistema Reticuloendotelial, resultando no 

aumento do tempo de meia-vida da partícula em circulação (Allen, 1998). 
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Figura 1.6. Terapia direcionada para o tratamento do cancro. A internalização da partícula com o 

fármaco encapsulado ocorre através da ligação do recetor ao ligando presente na superfície da célula, 

permitindo a entrega do conteúdo lipossómico intracelularmente. Adaptado de (Koumoutsakos et 

al., 2013). 

1.4.1. Lipossomas sensíveis ao pH  

 

A preparação dos lipossomas pode ser feita de forma a torná-los sensíveis a uma 

diversidade de estímulos químicos e físicos, nomeadamente à temperatura, luz ou pH, 

potenciando a sua aplicação terapêutica (Hafez et al., 2000a). 

Os lipossomas que podem ser “ativados” e destabilizados para libertar os seus 

conteúdos em resposta a estímulos de pH são de particular interesse, uma vez que podem 

responder a ambientes ácidos in vivo, como é o caso do microambiente tumoral (Simoes et 

al., 2004). Lipossomas sensíveis ao pH são constituídos por uma mistura lipídica, contendo o 

lípido dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) e o lípido colesterol hemisuccionato (CHEMS). O 

DOPE adota uma estrutura hexagonal invertida e tem a capacidade de permitir o aumento 

da hidrofobicidade da membrana lipídica, o que favorece as interações com a membrana 

celular (Cullis et al., 1978, Simoes et al., 2004). Lípidos aniónicos como CHEMS, um éster de 

colesterol acídico, são frequentemente utilizados com o DOPE com o objetivo de formar 

partículas sensíveis ao pH (Hafez et al., 2000b). A valores de pH acima de 6,0, 

aproximadamente, a carga negativa do CHEMS induz a estabilidade do DOPE na bicamada 

lipídica (Ishida et al., 2001). Contudo, quando há uma diminuição do pH no ambiente celular 

ocorre a protonação do CHEMS, com redução da estabilidade do DOPE na organização 

lipídica (Lai et al., 1985). Ou seja, o conjugado CHEMS/DOPE é estável a pH neutro 
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(incluindo o pH fisiológico 7,35 a 7,45) e básico mas instável a pH ácido (Hafez &Cullis, 

2000b). Assim, nestes lipossomas sensíveis ao pH, quando sujeitos ao ambiente acídico da via 

endocítica, o CHEMS é protonado, o que inicia um comportamento fusogénico da partícula 

lipídica, levando à libertação intracelular do fármaco encapsulado e ao seu acesso a alvos 

terapêuticos no citoplasma e no núcleo (Fonseca et al., 2005, Moura et al., 2012). É 

igualmente devido a esta característica que o lipossoma consegue libertar-se do 

aprisionamento feito pelo endossoma antes deste se fundir e ser destruído pelo lisossoma 

(Simoes et al., 2004) (Figura 1.7.). 

A utilização do complexo CHEMS/DOPE, bem como o uso de lípidos como DSPC, 

CHOL e PEG, é frequentemente selecionada para plataformas nanotecnológicas de 

libertação de agentes terapêuticos devido à favorável retenção do fármaco e razoável tempo 

de circulação (Fenske &Cullis, 2005). 

Verifica-se, assim, que formulações lipídicas sensíveis ao pH são estratégias 

terapêuticas competentes capazes de aumentar a eficácia do tratamento (Ishida et al., 2001).  

 

 

 

Figura 1.7. Esquematização do princípio de funcionamento dos lipossomas sensíveis ao pH e 

funcionalizados com ligandos. Mecanismo de endocitose, seguido de inclusão da nanopartícula nos 

endossomas numa fase precoce, maturando, posteriormente, em endossomas tardios com 

diminuição do pH. Tal processo induz a destabilização dos lipossomas direcionados devido ao 

comportamento fusogénico de CHEMS/DOPE e consequente libertação do seu conteúdo no interior 

da célula antes de se fundirem com o lisossoma (Simoes et al., 2004). 
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1.4.2. Lipossomas com doxorrubicina 

 

Doxorrubicina (DXR) é o fármaco anticancerígeno do grupo das antraciclinas mais 

comumente utilizado na clínica (Ichikawa et al., 2014), em resultado do seu amplo espetro de 

atividade e excelente mecanismo de ação antineoplásica contra múltiplos cancros humanos, 

nomeadamente, no tratamento das leucemias (Diao et al., 2011, Fenske &Cullis, 2005).  

As antraciclinas intercalam-se no ácido desoxirribonucleico (ADN) celular e inibem a 

topoisomerase II, interferindo com a funcionalidade da enzima para religar o ADN (Pinto et 

al., 2009).  

Contudo, a elevada toxicidade do fármaco apresenta-se como uma barreira ao 

tratamento devido aos efeitos adversos limitantes de dose (Malam et al., 2009) como 

mielossupressão, toxicidade gastrointestinal, cardiotoxicidade, vómitos e alopécia (Brannon-

Peppas &Blanchette, 2004). Em muitos casos, a terapêutica tem de ser descontinuada antes 

do cancro poder ser erradicado, devido aos efeitos tóxicos severos decorrentes do mesmo 

(Brannon-Peppas &Blanchette, 2004). 

Com o aumento da incidência da resistência à quimioterapia, o uso de lipossomas 

oferece um tratamento mais efetivo (Malam et al., 2009). Tem sido demonstrado que o 

fármaco encapsulado em lipossomas, mesmo em concentrações mais reduzidas, tem um 

índice terapêutico mais elevado, com uma diminuição dos efeitos adversos associados ao 

agente livre (Fonseca et al., 2005).  

 

Desde o desenvolvimento dos lipossomas no início da década de 80 do século XX, a 

tecnologia tem feito consideráveis avanços; formulações para o tratamento de diversas 

doenças atingiram já o mercado (Tabela 1) (Immordino et al., 2006). Formulações 

lipossómicas de doxorrubicina estão atualmente aprovadas para uso humano em cancro da 

mama metastático, Sarcoma de Kaposi e LMC, nomeadamente o Myocet® (aprovado pela 

EMA- European Medicines Agency), Doxil®e Marqibo® (aprovados pela FDA- Food and 

Drug Administration), respetivamente (Fonseca et al., 2014, Haley &Frenkel, 2008).  
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Tabela I. Formulações lipossómicas comercialmente disponíveis. As formulações 

aprovadas caracterizam-se por diferirem nos seus constituintes e nas suas aplicações 

terapêuticas a diferentes doenças. Adaptado de (Immordino et al. 2006). 

 

 

 

A doxorrubicina sob a forma neutra é internalizada nos lipossomas, difundindo-se no 

interior acídico da vesícula (Gubernator, 2011). Na sequência da criação de um gradiente de 

sulfato de amónio entre o exterior e o interior dos lipossomas, ocorre uma diminuição dos 

valores de pH de 7,4 para 5,5, sensivelmente, tornando o ambiente intravesicular acídico 

mesmo que no exterior dos lipossomas permaneça um pH neutro (Celano et al., 2004). Ao 

adquirir carga positiva, o agente fica protonado e ocorre a sua precipitação, ficando o 

mesmo retido no interior hidrofílico do lipossoma, devido à baixa permeabilidade 

membranar após a entrada do agente, com elevada eficiência de encapsulação e sem difusão 

do fármaco para o exterior do mesmo (Fritze et al., 2006, Gubernator, 2011, Ishida et al., 

2001).  

 

1.4.3. Recetor Nucleolina 

 

A nucleolina é uma proteína multifuncional expressa em células de crescimento 

exponencial que está envolvida na transcrição, proliferação e crescimento celular (Ginisty et 

al., 1999, Hovanessian et al., 2010). Esta proteína encontra-se em diversos compartimentos 

celulares: no nucléolo, onde controla parte do metabolismo do ADN e ARN; no citoplasma 

onde induz o transporte de proteínas para o núcleo, controlando a regulação pós-

transcricional; e na superfície onde funciona como proteína de fixação para diversos ligandos 

(Hovanessian, 2006, Otake et al., 2007, Storck et al., 2007). 
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Recentemente, Moura et al. (2012) propuseram uma nanopartícula de base lipídica 

sensível ao pH dirigida para a entrega eficiente de agentes quimoterapêuticos, utilizando o 

ligando F3 que reconhece especificamente a nucleolina que se encontra sobreexpressa em 

diversas células cancerígenas, incluindo no cancro da mama, e endoteliais (Fonseca et al., 

2014, Moura et al., 2012). A capacidade que este recetor tem em permitir a internalização 

de moléculas que se ligam a si, faz da nucleolina um alvo potencial e atrativo no 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas anti-tumorais (Christian et al., 2003). 
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1.5. Objetivos 

 

No seguimento do que foi descrito anteriormente, e tendo em conta a necessidade 

de novas terapêuticas com o intuito de dirigir especificamente os tratamentos apenas a 

células cancerígenas sem afetar células saudáveis, e sem comprometer a sua eficácia, este 

trabalho experimental foi realizado com o intuito de desenvolver e caracterizar uma 

nanopartícula de base lipídica, tendo como alvo células leucémicas (de leucemia linfoblástica 

aguda, leucemia mielóide crónica e leucemia mieloblástica aguda de linhagem monocítica).  

Com a perspetiva futura de desenvolver uma possível estratégia terapêutica 

lipossómica para o tratamento das leucemias, este projeto teve como objetivo compreender 

os mecanismos de associação, internalização e citotoxicidade de uma nanopartícula 

PEGuilada sensível ao pH, funcionalizada com o peptídeo F3 e contendo doxorrubicina. O 

ligando F3 é um peptídeo de 31 aminoácidos específico para o domínio N-terminal do 

recetor nucleolina que se encontra sobreexpresso na superfície das células cancerígenas 

(Barel et al., 2008). 

 

Será expectável que a formulação funcionalizada, composta por lípidos que 

permanecem estáveis a pH fisiológico ou básico mas que destabilizam a pH ácido, possam 

aumentar a concentração intracelular do agente quimioterapêutico nas células de leucemia, 

e, consequentemente, aumentar a eficácia da terapêutica. 
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2. Materiais e Métodos 

2.1. Materiais  

2.1.1. Materiais 

Para a preparação da nanopartícula foram utilizados diferentes constituintes lipídicos 

fornecidos pela empresa Avanti Polar Lipids (Alabaster, Alabama, EUA).  

Os peptídeos NS (ARALPSQRSR) e F3 

(KDEPQRRSARLSAKPAPPKPEPKPKKAPAKK) foram obtidos a partir da firma Genecust 

(Luxemburgo) e o agente quimioterapêutico doxorrubicina foi adquirido à IdisPharma (Reino 

Unido). 

2.1.2. Culturas Celulares 

As linhas celulares MDA-MB-435s (células de melanoma), CCRF-CEM (células de 

leucemia linfoblástica aguda), K562 (células de leucemia mielóide crónica), THP-1 (células de 

leucemia mieloblástica aguda de linhagem monocítica) e MOLT-3 (células de leucemia 

linfoblástica aguda) foram fornecidas pela American Type Culture Collection (Virginia, EUA).  

As culturas dos diversos tipos celulares foram preparadas em meio RPMI-1640 

(Sigma), suplementado com 10% (v/v) de Soro Fetal Bovino (FBS) (Invitrogen), 100 µg/mL de 

estreptomicina e 100 U/mL de penicilina. As células foram mantidas a 37ºC numa atmosfera 

húmida a 90%, contendo 5% de CO2. 

 

2.2. Métodos 

2.2.1. Preparação de lipossomas 

2.2.1.1. Ativação dos peptídeos  

 Para a realização dos estudos, foram preparadas três partículas lipídicas, em duas das 

quais foi incorporado um peptídeo na superfície dos lipossomas sensíveis ao pH 

(DOPE:CHEMS:DSPC:CHOL:DSPE-PEG,4:2:2:2:0.8 rácio molar) através do método de pós-

inserção (Gomes-da-Silva et al., 2012b, Moreira et al., 2001, Santos et al., 2010).  

Inicialmente, procede-se à ativação dos ligandos, não específico (NS) e específico (F3), 

a partir da tiolação dos peptídeos após reação com o reagente 2-iminotiolano (Sigma) em 

HBS a pH 8, durante 1 h à temperatura ambiente. Esta metodologia foi realizada por ser 

descrita como uma das mais eficientes reações de bioconjugação, que resulta numa ligação 

estável (Fonseca et al., 2005). Após este período de tempo, os peptídeos já tiolados foram 
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acoplados a micelas de DSPE-PEG-MAL, preparadas previamente a 50 ºC, em tampão MES 

salino pH 6,5. Posteriormente, estes conjugados (peptídeo-micelas) foram deixados a reagir 

durante 16 - 18 h à temperatura ambiente. As micelas correspondentes aos lipossomas sem 

ligando foram preparadas utilizando o lípido DSPE-PEG. Após 12 h a 24 h, as diferentes 

formulações foram sujeitas ao método injeção de etanol (Maurer et al., 2001, Semple et al., 

2001), abaixo descrito.  

 

2.2.1.2. Preparação de lipossomas pelo método de Injeção de Etanol e pós-

inserção 

A mistura lipídica utilizada para a preparação de lipossomas foi preparada através do 

método de injeção de etanol, caracterizado pela formação das partículas em 40% de etanol e 

60% de tampão de sulfato de amónio sob agitação e prévio aquecimento, mantendo, no final, 

as formulações ressuspendidas em etanol a 60 ºC. A utilização de etanol permite uma maior 

solubilidade lipídica e uma redução do tamanho das partículas, característica fundamental 

para a utilização da terapia in vivo (Semple et al., 2001).  

Quarenta microlitros de solução orgânica lipídica foram adicionados ao tampão de 

sulfato de amónio, gota a gota, sob 30 segundos de vórtex, seguido do aquecimento das 

formulações a 60 ºC durante 1 min. Todo este procedimento foi repetido até que todo o 

lípido fosse adicionado ao tampão. 

Após a adição dos lípidos ao sulfato de amónio, as formulações foram 

sequencialmente passadas 21 vezes através de membranas de policarbonato de 50 nm de 

diâmetro de porosidade, utilizando um extrusor LipoFast Basic (Avestin, Canadá) 

previamente aquecido. Tal extrusão permite obter uma distribuição uniformizada do 

tamanho das partículas (Semple et al., 2001). 

Após a formação dos lipossomas, o tampão foi trocado recorrendo a cromatografia 

de exclusão molecular através de uma coluna Sephadex G-50 (Sigma), para permitir a 

encapsulação da doxorrubicina. 

A doxorrubicina foi encapsulada ativamente na ausência de luz, durante 1,5 h a 60 °C 

(Bolotin et al., 1994). A remoção do fármaco que não foi encapsulado (fármaco livre) foi 

realizada através de cromatografia de exclusão molecular usando uma coluna G-50 

equilibrada com 25 mM de HEPES e 140 mM de NaCl (tampão salino HEPES, HBS), a pH 7,4. 

Após a passagem dos lipossomas pela coluna de cromatografia, os lipossomas já 

formados foram submetidos ao processo de pós-inserção. Este método caracteriza-se pela 

incorporação dos ligandos à superfície dos lipossomas a 50 ºC em todas as formulações 
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preparadas, com uma proporção lípido total/conjugado de 2 mol%. Os lipossomas não 

direcionados, embora sem peptídeo, foram também sujeitos a 1 h de incubação à mesma 

temperatura. 

2.3. Caracterização de Lipossomas 

2.3.1. Tamanho, Índice de Polidispersão e Eficiência de encapsulação 
 

A média do diâmetro dos lipossomas preparados, bem como o Índice de 

Polidispersão, foi determinada por dynamic light scattering usando o analisador de tamanhos 

N5 (Beckman Coulter, Califórnia, EUA).  

A fim de aferir a concentração final de lípido, foi quantificado o fosfolípido colina 

através do kit Phospholipids C (Wako Chemicals, EUA). 

A absorvância do fármaco encapsulado foi determinada a 492 nm por interpolação 

em curva padrão sob solubilização dos lipossomas em 90% de etanol absoluto, de forma a 

determinar a eficiência de encapsulação (%) através da equação: 

[(Fármaco/LT)final/(Fármaco/LT)inicial]x100. 

 

2.3.2. Estudos de Imunocitoquímica 

 

Com o intuito de verificar a presença da nucleolina nas células utilizadas, realizaram-

se ensaios de imunocitoquímica para três das linhas celulares de leucemia (CCRF-CEM, K562 

e THP-1). Para tal, 500 000 células de cada linha foram preparadas em meio de cultura sem 

soro, até atingirem 80%-90% de confluência, em placas de cultura de 12 poços previamente 

revestidos com gelatina 0,1% (Sigma, G1890-100G), para potenciar a adesão das células. 

Posteriormente, as células foram fixadas com etanol a 96% para permitir a aplicação do 

método de marcação com estreptavidina biotina (LSAB) (Kammerer et al., 2001). 

Inicialmente foi adicionado peróxido de hidrogénio 3% durante 15 min, seguido de 5 min 

com soro de cabra (Ultravision Protein Block -125 mL- TA-125-PBQ, Kit ThermoScientific). 

Ao anticorpo primário monoclonal (anticorpo de ratinho anti-nucleolina humana- Bond 

Primary Antibody Diluent - 500 mL - AR9352, Leica Bond- diluição de 1:50 por lâmina) foi 

de seguida adicionado o anticorpo secundário biotinilado (Biotinylated Goat Anti-Polyvalent 

- 125 mL - TP-125-BNK, Kit ThermoScientific) durante 15 min e, logo após, a estreptavidina-

peroxidase (Streptavidin Peroxidase - 125 mL - TS-125-HR) também durante 15 min. Foi 

adicionado o revelador colorimétrico 3,3'-diaminobenzidina (DAB- Novocastra DAB 
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Substrate Buffer - 30 mL - RE7106; Novocastra DAB Chromogen - 30 mL - RE7105, Leica 

Microsystems) durante 5 min e contrastado com hematoxilina, permitindo a deteção do 

complexo anticorpo-antigénio. 

As imagens de microscopia foram obtidas utilizando um microscópio ótico composto 

com uma câmara digital DXM 1200F (Nikon, Germany) com uma ampliação de 400×, 

detetando o complexo anticorpo-antigénio por bright field microscopy, e utilizando um 

microscópio morfológico Carl Zeiss Axioskop 2 plus, com objetiva Plan-Neofluar de 

ampliação 40×/1.25.  

 

 
 

Figura 2.1. Reação entre anticorpo-antigénio visualizado em imunocitoquímica por microscopia por 

aplicação do revelador clorimétrico DAB. Ao antigénio de interesse, neste caso a nucleolina, é 

adicionado o anticorpo primário, seguido do anticorpo secundário biotinilado. É adicionado, 

posteriormente, o complexo estreptavidina-peroxidase que se liga à biotina do anticorpo secundário, 

visualizando-se a presença da proteína. Adaptado de (Kumar et al., 2009). 

 

2.3.3. Estudos de entrega intracelular por citometria de fluxo 

 

Duzentas mil células das linhas celulares MDA-MB-435s, CCRF-CEM, K562, THP-1e 

MOLT-3 foram incubadas em tubos de citometria a 4ºC e a 37ºC, durante 1 h, com 

lipossomas não direcionados e direcionados sensíveis ao pH com 0,4 mM de lípido total, 

marcados com rodamina-PE (Rhod-PE) (0,78 mM) (Avanti Polar Lipids). 

Após a hora de incubação, as células foram centrifugadas a 300 g durante 5 min e 

lavadas com 500 μL de tampão fosfato salino (PBS, pH 7,4), novamente centrifugadas 

durante 5 min a 300 g e lavadas, pela segunda vez, com 300 μL de PBS. Imediatamente 
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depois, as células foram analisadas por citometria de fluxo, utilizando um citómetro 

FACScalibur (BD Biosciences). 

A fluorescência correspondente à RhoD-PE foi avaliada por FL2, num total de 20 000 

eventos registados. Os resultados obtidos foram analisados pelo software CellQuest Pro 

(BD Biosciences) e normalizados contra células não sujeitas a incubação com lipossomas. Os 

resultados foram ainda comparados com células da linha MDA-MB-435s usadas como 

controlo positivo nos ensaios com os lipossomas preparados. 

 

2.3.4. Estudos de Viabilidade Celular 

 

De forma a avaliar as diferentes subpopulações existentes nas linhas celulares, 200 

000 células foram incubadas com lipossomas sem doxorrubicina, duplamente marcados com 

RhoD-PE e 7-aminoactinomicina D (7-AAD) (Sigma) (Santos et al., 2008). Controlos 

celulares não incubados com lipossomas e sem terem sido sujeitos à execução do protocolo, 

também marcados com 7-AAD, foram utilizados como controlo para identificar as diferentes 

populações e a respetiva taxa de morte verificada nos ensaios de citometria de fluxo 

(Zembruski et al., 2012).  

O 7-AAD é um composto fluorescente que se intercala no ADN de células com a 

membrana celular danificada ou permeabilizada, permitindo a deteção da perda da 

integridade membranar associada aos eventos de morte celular, quer seja por apoptose 

precoce ou tardia, quer por necrose (Khan et al., 2005, Lecoeur et al., 2001, Mancuso et al., 

2009, Zembruski et al., 2012). O seu nível de incorporação depende da extensão da 

alteração da membrana durante o processo de morte celular, sendo que, quanto maior o 

grau de destruição e consequente permeabilização da membrana, maior são os níveis de 7-

AAD no interior da célula (Lecoeur et al., 2001). 

 

2.3.5. Estudos de Citotoxicidade 

 

De forma a avaliar a capacidade citotóxica de cada uma das formulações com o 

fármaco encapsulado, foram realizados estudos de citotoxicidade. Neste ensaio, procedeu-se 

à incubação das linhas celulares com diferentes concentrações de doxorrubicina encapsulada 

nas partículas lipídicas (10 µM; 2,5 µM; 0,625 µM; 0,156 µM; 0,039 µM; 0,00976 µM; 0,00244 

µM; 0,000610 µM; 0,000153 µM). Neste sentido, de acordo com as curvas de crescimento 

determinadas para cada linha celular, 32 000 células CCRF-CEM, 14 000 células K562 e 32 
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000 células THP-1 foram incubadas quer com lipossomas direcionados com os ligandos NS e 

F3, quer com lipossomas não direcionados durante 1, 4 e 24 h. Após os respetivos tempos 

de incubação, o meio de cultura das células foi renovado com novo meio, sem lipossomas, e 

as células foram mantidas até 96 h (no caso das linhas CCRF-CEM e K562) e 144 h (para a 

linha THP-1), para que completassem 3 a 4 ciclos de crescimento celular após as incubações.  

Após este período de tempo, a viabilidade celular foi avaliada pelo método de 

resazurina (Alamar Blue), a qual é reduzida apenas pelas células metabolicamente ativas, 

permitindo avaliar a função metabólica celular e a citotoxicidade induzida pelo fármaco 

(O'Brien et al., 2000, Pinto et al., 2009, Rampersad, 2012). A absorvância das microplacas foi 

medida a 570-600 nm, permitindo a elaboração de curvas de dose-resposta. 

 

2.3.6. Análise Estatística 

 

Os dados foram analisados através do cálculo da média ± SEM e as diferenças 

estatísticas foram avaliadas por análise de variância (one-way ou two-way ANOVA), 

constando os níveis de significância nas respectivas figuras (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). 

Considerou-se como estatisticamente significativo um valor de p< 0,05.  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                  

  3. Resultados e Discussão 
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3.1. Caracterização das propriedades físico-químicas das nanopartículas 

 

Segundo os resultados verificados na Figura 3.1.A, o tamanho médio das três 

formulações varia entre 70 a 90 nm, sensivelmente, sendo que a partícula lipídica sem ligando 

(lipossomas SL_NT) apresenta um tamanho ligeiramente inferior comparativamente aos 

lipossomas sem ligando específico (SL_NS) e aos lipossomas direcionados especificamente 

(SL_T). O menor tamanho associado aos lipossomas não vetorizados estará associado à 

ausência de ligando na superfície da partícula lipídica. Contudo, apesar dos tamanhos 

variarem ligeiramente entre as três formulações, as diferenças não são estatisticamente 

significativas e todas elas apresentam um tamanho inferior a 100 nm, o que representará 

uma vantagem terapêutica comparativamente a partículas de maiores dimensões (>200 nm) 

quanto à administração sistémica (Fenske &Cullis, 2005, Simoes et al., 2004). 

Está descrito que o método por injeção de etanol tem um impacto na média final do 

tamanho das partículas, proporcionando uma redução significativa do mesmo (Semple et al., 

2001) e, após a utilização deste método, os nossos resultados pareceram confirmar a sua 

utilidade. 

No que diz respeito ao índice de polidispersão (Figura 3.1.B), que reflete a 

heterogeneidade das amostras quanto ao tamanho dos lipossomas preparados, verifica-se 

não existirem diferenças significativas entre as 3 formulações lipossómicas. No entanto, é 

possível observar um ligeiro aumento da heterogeneidade referente à formulação SL_NT. 

Isto poderá indicar que as duas restantes formulações, ambas vetorizadas, poderão 

apresentar uma estabilidade adicional e superior devido à presença dos peptídeos NS e F3, o 

que lhes poderá possivelmente permitir, comparativamente a partículas sem ligando, adquirir 

uma maior homogeneidade lipídica quanto ao tamanho. 
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Figura 3.1. Caracterização físico-química das nanopartículas não funcionalizadas (SL_NT), 

funcionalizadas com peptídeo não específico (SL_NS) e com o peptídeo F3 (SL_T), contendo 

doxorrubicina. (A) Representação do tamanho médio (nm) de nanopartículas lipídicas preparadas 

pelo método de injeção de etanol descrito em Materiais e Métodos. (B) Índice de Polidispersão (PDI) 

como medida de homogeneidade de tamanho das nanopartículas. (C) Eficiência de encapsulação (%) 

da doxorrubicina em cada uma das três formulações (não vetorizada e vetorizadas com ligando). Os 

dados estatísticos são referentes à média ± SEM de 3 experiências independentes. One-way ANOVA 

foi o teste estatístico utilizado. Nenhuma das diferenças observadas foram estatisticamente 

significativas. 
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Pela observação do gráfico da Figura 3.1.C verifica-se que a eficiência de encapsulação 

do fármaco no interior dos lipossomas é ligeiramente diferente entre as três formulações, 

embora, também, sem diferenças consideráveis e significativas. 

 

3.2. Estudos de Imunocitoquímica nas linhas celulares de leucemia 

 

A imunocitoquímica constitui uma importante ferramenta que permite a visualização 

da morfologia celular individual e uma localização in situ de proteínas sub-celulares (Paciorek 

et al., 2006, Sauer et al., 2006). Embora apresente algumas limitações, esta técnica alcança 

uma sensibilidade semelhante à citometria de fluxo por proporcionar uma deteção 

amplificada, simples e direta, sendo estas duas técnicas complementares (Risberg et al., 

2000).  

Para comprovar a presença da nucleolina, realizaram-se estudos de imunocitoquímica 

nas células CCRF-CEM, K562 e THP-1. Confirmou-se a presença da proteína nestas linhas 

celulares leucémicas (demarcada com cor mais escura acastanhada), como é possível 

verificar nas imagens abaixo representadas (Figura 3.2.). 

Apesar de confirmada a presença da nucleolina no citoplasma e núcleo, a presença 

deste recetor à superfície celular torna-se difícil de validar. No entanto, a ausência ou a 

reduzida observação da nucleolina na membrana não é indicador de que esta não possa estar 

presente na superfície celular, uma vez que este recetor caracteriza-se pela sua capacidade 

de se deslocar entre os diferentes compartimentos da célula, nomeadamente entre a 

superfície e o núcleo (Christian et al., 2003, Said et al., 2002, Shibata et al., 2002), estando 

presente à superfície durante apenas uma fração da sua semi-vida (Hovanessian et al., 2010).  

Adicionalmente, as técnicas de imunocitoquímica não são específicas para a deteção 

de proteínas à superfície celular, visto que a fixação das células pode ter sido feito no 

momento em que a nucleolina não estivesse disponível em quantidades suficientes à 

superfície celular para que fosse possível a sua deteção. 

 



 

 

34 

 

 

 

Figura 3.2. Observação da expressão do recetor nucleolina em linhas celulares leucémicas, por 

imunocitoquímica. De forma a verificar a existência do recetor nucleolina nas linhas celulares CCRF-

CEM (A), K562 (B) e THP-1 (C), 500 000 células foram preparadas. De seguida, procedeu-se ao 

bloqueio, à incubação com os anticorpos primário e secundário e, por fim, à revelação da reação 

entre anticorpo-antigénio, utilizando um composto colorimétrico (DAB). A visualização da proteína 

foi observada através de um microscópio ótico composto (400 ×) para as linhas CCRF-CEM e K562 

e de um microscópio morfológico (40×) para a linha THP-1. 

 

Nos nossos ensaios, embora não seja possível quantificar a nucleolina nos diferentes 

compartimentos nas três linhas, foi possível detetá-la qualitativamente, o que permitiu 

avançar para a realização dos estudos de associação celular. 

 

3.3. Estudos de associação celular por citometria de fluxo 

 

Os estudos de associação celular foram realizados com o intuito de se analisar a 

entrega intracelular das nanopartículas produzidas. As células foram incubadas durante 1 h 

com as diferentes formulações sem fármaco, de forma a avaliar se a presença do peptídeo F3 

à superfície das nanopartículas e se a utilização de diferentes peptídeos (NS e F3) altera a 

especificidade para as diferentes linhas celulares leucémicas.  

Nestes estudos de associação celular avaliou-se não só a ligação dos lipossomas à 

superfície da célula mas também a sua internalização pela análise da fluorescência da sonda 

de rodamina-PE (RhoD-PE) que se insere na bicamada lipídica dos lipossomas. A distinção 

entre estes dois mecanismos confirma-se pela diferença verificada nos resultados obtidos 

quanto aos valores do sinal de fluorescência da RhoD-PE nas experiências realizadas a duas 

diferentes temperaturas: 4 ºC e 37 ºC. Como se sabe, os mecanismos biológicos, 



 

 

35 

 

nomeadamente os de endocitose mediados por recetores (mecanismo pelo qual a partícula 

internaliza na célula), estão inativos a 4 ºC e, como tal, ocorre apenas a ligação da partícula à 

célula (Moura et al., 2012). Pelo contrário, a 37 ºC a maquinaria celular está normalmente 

ativa e ocorre a ligação bem como a internalização do lipossoma no interior da célula, o que 

sugere que este processo ocorre de uma forma dependente de energia (Gomes-da-Silva et 

al., 2012b, Moura et al., 2012).  

Desta forma, tentou determinar-se se a variação na constituição das partículas 

desenvolvidas poderia influenciar a ligação e entrada dos lipossomas em cada uma das linhas 

celulares: CCRF-CEM, K562, THP-1 e MOLT-3. Como controlo, foram utilizadas células 

MDA-MB-435s (células de melanoma) por demonstrarem ser uma linha com uma extensa 

internalização celular (Gomes-da-Silva et al., 2012b, Moura et al., 2012). 

Como se pode observar no gráfico da Figura 3.3., os valores do sinal de fluorescência 

da RhoD-PE são, de uma forma geral, ligeiramente mais baixos a 4 ºC que a 37 ºC devido às 

razões anteriormente mencionadas.  

À exceção da linha MDA-MB-435s (Figura 3.3.A), caracterizada pela elevada 

expressão de nucleolina à superfície da célula, as linhas CCRF-CEM (p<0,05*) (Figura 3.3.B), 

THP-1 (p<0,001**) (Figura 3.3.D) e MOLT-3 (p<0,001**) (Figura 3.3.E)  são as que 

apresentam uma internalização da nanopartícula significativamente maior a 37ºC quando 

incubadas com os lipossomas SL_T, comparativamente às incubações com lipossomas SL_NT 

e SL_NS. Já a linha K562 (Figura 3.3.C) não demonstraram aumento da internalização com 

os mesmos lipossomas.  

Pelos dados obtidos, percebe-se a existência de diferenças quanto à utilização de um 

ligando não específico e de um ligando específico, como é o caso do peptídeo F3. Os dois 

peptídeos apresentam especificidades diferentes, sendo que a associação celular é maior 

quando utilizados lipossomas com ligando F3 (SL_T), o qual demonstra ser mais específico 

para o recetor nucleolina presente nas células leucémicas, de que resulta uma maior 

extensão da internalização celular da nanopartícula correspondente. 

A diferença de valores que se observa entre as linhas celulares, no que diz respeito às 

incubações com lipossomas SL_T, poderá estar relacionada com a expressão do recetor 

nucleolina à superfície de cada tipo celular. Perante os resultados adquiridos, o maior valor 

de fluorescência de RhoD-PE atribuída às células THP-1, MOLT-3 e CCRF-CEM poderá 

relacionar-se com o facto destas três linhas celulares apresentarem uma maior sobre-

expressão do recetor comparativamente às células K562. Este facto poderá ter reflexos na 

eficácia do tratamento com nanopartículas dirigidas para nucleolina na leucemia mielóide 



 

 

36 

 

crónica. De facto, segundo Soundararajan et al. (2009), as células K562 apresentam uma 

expressão diminuída da nucleolina à sua superfície e, como tal, menor poderá ser a ligação 

dos lipossomas à membrana celular e, consequentemente, a sua internalização no citoplasma 

da célula leucémica (Soundararajan et al., 2009). 

Outras hipóteses podem explicar a diminuída internalização das nanopartículas na 

linha K562. Para além das possíveis variações na expressão e na presença da nucleolina nas 

células, a própria especificidade do peptídeo F3 poderá contribuir para os resultados 

verificados, uma vez que a sua especificidade poderá variar de acordo com as linhas utilizadas 

(Moura et al., 2012). Moura et al. (2012) também comprovaram a diferença de expressão da 

nucleolina em diferentes células utilizadas nos seus estudos, tendo-se observado uma 

sobreexpressão do recetor nas linhas celulares cancerígenas MDA-MB-435s, MDA-MB_231 

e Hs578T e uma reduzida expressão em linhas T47D e MCF-7 (Moura et al., 2012). 

Também o facto de poder ocorrer uma rápida saturação dos recetores à superfície 

por ligação à nanopartícula, uma vez que a sua presença se encontra diminuída, juntamente 

com um tempo reduzido da presença da proteína na superfície da célula poderá, 

eventualmente, impedir uma internalização significativa. Segundo Hovanessian et al. (2010) a 

semi-vida da nucleolina à superfície celular nalgumas células cancerígenas é de, 

aproximadamente, 45 min enquanto que no núcleo é possível detetar a sua presença durante 

cerca de 8 h (Hovanessian et al., 2010). Possivelmente para esta linha celular poderá ocorrer 

algo semelhante e, como tal, haverá uma menor captação da nanopartícula para o interior da 

célula, uma vez que a disponibilidade da nucleolina na membrana celular poderá ser reduzida 

após saturação e internalização.  

Ainda uma outra hipótese para a baixa eficiência da internalização das formulações 

SL_T neste tipo de células poderá relacionar-se com mecanismos moleculares intracelulares 

que regulam a expressão da nucleolina à superfície. Segundo Payne & Dovat (2014) e 

Yamada et al. (2014), algumas proteínas presentes nas células de leucemia mielóide crónica 

têm a capacidade de ser ligar à nucleolina, causando a sua retenção no citosol e bloqueando 

tanto as suas funções pró-proliferativas no núcleo, como a sua expressão à superfície celular 

(Payne et al., 2014, Yamada et al., 2014). 
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Figura 3.3. Estudos de associação celular de lipossomas funcionalizados (SL_NS e SL_T) e não 

funcionalizados com diferentes linhas celulares de melanoma ((A) MDA-MB-435) e de leucemia ((B) 

CCRF-CEM; (C) K562; (D) THP-1; (E) MOLT-3). Para a realização dos estudos de entrega 

intracelular da partícula lipídica, 200 000 células foram incubadas com lipossomas a uma 

concentração de 0,4 mM de lípido total, marcados com rodamina-PE (RhoD-PE), a 4 °C e a 37 °C, 

durante 1 h. Os dados representam a média ± SEM, em que p<0,001** e p<0,05* representam a 

significância estatística obtidas a partir do teste estatístico two-way ANOVA. Para a todas as linhas, 
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foram feitas 3 ou mais experiências independentes a 37 °C. Para as linhas MDA-MB-435s, CCRF-

CEM e K562 foi feita apenas uma experiência a 4 °C; para as linhas THP-1 e MOLT-3, foram feitas 2 

experiências à mesma temperatura. 

 

Os resultados obtidos nas nossas experiências sugerem que, à exceção das células 

K562, a presença do peptídeo F3 poderá trazer um ganho importante na quimioterapêutica 

lipossómica e, portanto, que se torna necessária e vantajosa uma terapêutica direcionada e 

específica para células cancerígenas de forma a aumentar a eficácia do tratamento. 

 

3.3.1. Estudos de associação celular de diferentes subpopulações  

 

No decorrer dos estudos de associação celular, foi verificada em todas as linhas a 

presença de duas subpopulações celulares com características distintas quanto ao seu 

tamanho e complexidade citoplasmática, interpretadas como correspondendo a uma 

subpopulação de células vivas e a uma subpopulação de células mortas, sendo que as células 

aparentemente não viáveis pareciam possuir um sinal de fluorescência de RhoD-PE superior 

ao emitido pelas células viáveis. Para clarificar estes resultados, foram realizados ensaios de 

associação celular analisando separadamente as duas subpopulações. 

Como é demonstrado no gráfico da Figura 3.3.1., as células consideradas não viáveis, 

em virtude da elevada expressão de 7-AAD (R1), das linhas CCRF-CEM, K562 e MOLT-3 

não apresentaram um aumento significativo de internalização após a incubação com a 

formulação SL_T, quando comparada com a internalização induzida pelas duas restantes 

formulações lipídicas. Pelo contrário, nas células da linha THP-1 observou-se uma associação 

celular marcadamente aumentada com a incubação com lipossomas específicos. Tais 

resultados poderão indicar que existe, nesta linha (THP-1), uma subpopulação que apresenta 

uma maior sobreexpressão do recetor nucleolina. Nenhuma das subpopulações celulares 

consideradas viáveis pela ausência de marcação pelo 7-AAD (R2) das restantes linhas 

apresentou um valor tão elevado do sinal de associação celular como o observado na 

subpopulação não viável da linha THP-1.  

Recordando que os lipossomas usados nestas experiências não continham fármaco, 

foi colocada a hipótese de que algumas subpopulações presentes nas linhas celulares 

poderiam estar a internalizar a nanopartícula numa extensão superior do que outras 

subpopulações e que, após a endocitose, estas células poderiam ter entrado em apoptose 
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por elevada sensibilidade aos lípidos constituintes dos lipossomas ou, até mesmo, aos 

procedimentos inerentes aos ensaios de associação celular.  

Assim, estudou-se, em seguida, o impacto da nanopartícula livre de fármaco sobre a 

viabilidade celular. 

 

 

Figura 3.3.1. Estudos de associação celular das subpopulações observadas nas linhas celulares de 

leucemia. Para avaliar o comportamento entre as populações consideradas não viáveis, positivas para 

7-AAD (R1), e viáveis, negativas para 7-AAD (R2), presentes em todas as linhas celulares (CCRF-

CEM, K562, THP-1 e MOLT-3), foram incubadas 200 000 células com lipossomas não vetorizados 

(SL_NT) e vetorizados (SL_NS e SL_T) sem fármaco encapsulado. A incubação decorreu durante 1 h 

a 37 ºC. Foram feitas, para todas as linhas, entre 4 a 6 experiências a 37ºC. Os dados apresentados 

no gráfico representam a média ± SEM, no qual p<0,001*** reproduz a significância estatística. Two-

way ANOVA foi o teste estatístico utilizado. Como controlo, foram usadas células não incubadas 

com lipossomas. R1- células consideradas não viáveis pela sua elevada expressão de 7-AAD. R2- 

células consideradas viáveis pela ausência de marcação pelo 7-AAD. 

 

3.4. Estudos de análise do impacto da nanopartícula na viabilidade celular 

 

Como descrito acima, no decorrer da realização dos ensaios de citometria de fluxo, 

observou-se a existência de duas subpopulações distintas de células em cada uma das linhas 

celulares. Tal como está demonstrado na Figura 3.3.1., as subpopulações caracterizadas 

como não viáveis foram as que apresentaram um maior sinal de fluorescência de RhoD-PE, 

embora nem sempre de forma significativa, em resultado, possivelmente, de uma maior 
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ligação da partícula. Considerando que as células não viáveis exibiram uma maior extensão 

de internalização da nanopartícula, e que as células consideradas viáveis apresentaram uma 

menor internalização, poder-se-ia estar perante uma citotoxicidade provocada pelos 

próprios lipossomas (pelos lípidos e/ou pelo ligando e/ou pela rodamina-PE), após a entrada 

das nanopartículas nas células consideradas não viáveis. Por outro lado, os métodos de 

preparação celular do protocolo experimental poderiam induzir uma suscetibilidade maior à 

morte celular. Tornou-se, assim, necessário compreender o mecanismo de morte celular 

ocorrida. 

Efetuaram-se ensaios com 7-AAD, comparando células não incubadas com 

lipossomas, células incubadas com as 3 formulações, sem encapsulação do agente 

terapêutico, e células não sujeitas aos procedimentos experimentais. 

 

De acordo com a Figura 3.4., não se verificam diferenças significativas em termos de 

morte celular em nenhuma das linhas entre as amostras não sujeitas a incubação com as 

partículas lipídicas (UNT), incubadas com lipossomas sem citostático (SL_NT, SL_NS e 

SL_T) e não sujeitas a protocolo (UNT_NP). Tais resultados indicam que a morte observada 

por citometria de fluxo não se deve nem a uma eventual citotoxicidade lipídica induzida 

pelos lipossomas, nem ao manuseamento experimental. Foi demonstrada a existência de 

subpopulações caracterizadas como não viáveis (R1) em percentagem sempre 

significativamente inferior às viáveis (R2) em todas as amostras celulares, não aumentando 

com nenhuma das diferentes condições a que as células foram sujeitas nesta experiência.  

 

Uma vez que ficou demonstrado que a constituição da nanopartícula e o 

procedimento experimental não afetaram a viabilidade celular, a elevada fluorescência de 

RhoD-PE verificada nas subpopulações não viáveis, em particular na linha THP-1, poderá 

estar relacionada com o mecanismo de morte celular, o qual poderá induzir uma exposição 

elevada da nucleolina à superfície das células ou intracelularmente, após disrupção da 

membrana. Ao haver uma elevada exposição dos recetores com a lise celular, estes estariam 

mais disponíveis para que houvesse uma maior ligação da partícula. Desta forma, poder-se-á 

estar perante um mecanismo de morte celular e não perante um aumento de internalização 

da nanopartícula dirigida, como foi presumido inicialmente. 
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Figura 3.4. Estudo de viabilidade celular utilizando 7-aminoactinomicinaD (7-AAD) como marcador 

nuclear de necrose celular. Duzentas mil células foram preparadas e incubadas durante 1 h a 37 ºC 

sem fármaco encapsulado. Após o tempo de incubação e de adicionado o marcador 7-AAD, as 

amostras foram imediatamente analisadas por citometria de fluxo. Foram realizadas 3 ou mais 

experiências para cada uma das linhas, à exceção da linha MOLT-3 em que foram efetuados 2 

ensaios. Como controlo, foram utilizadas amostras de células sem que tenham sido sujeitas a 

incubação com lipossomas e ao processo experimental. Os dados obtidos representam a média ± 

SEM. A diferença estatística entre R1 e R2, resultante do teste two-way ANOVA, foi significativa 

(p<0,001). UNT, SL_NT, SL_NS, SL_T e UNT_NP correspondem às células não sujeitas a incubação, 

a células incubadas com lipossomas não direcionados, células incubadas com lipossomas vetorizados 

com ligando não específico, células incubadas com lipossomas vetorizados com peptídeo específico e 

células não sujeitas ao processo de experimentação, respetivamente. R1 corresponde às 

subpopulações não viáveis, e R2 corresponde às subpopulações viáveis. 

 

3.5. Estudos de citotoxicidade celular utilizando as formulações lipossómicas 

com doxorrubicina encapsulada 

3.5.1. Linha celular CCRF-CEM  

 

Com o intuito de se avaliar o efeito do fármaco encapsulado nas nanopartículas na 

proliferação celular, células na fase de crescimento exponencial foram incubadas com 

diferentes concentrações de fármaco, com diferentes tempos de incubação. 

Os resultados representados na Figura 3.5.1. A mostram que, após 1 h de incubação 

das células com o fármaco, a taxa de morte provocada pela partícula não direcionada e pelas 

partículas vetorizadas com ligandos é semelhante. Em diversas concentrações de fármaco, 

nomeadamente a 2,5 µM e a 10 µM, verifica-se a existência de desvios-padrão mais 
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demarcados que poderão também indicar a existência de alguma variabilidade quanto ao 

comportamento associado a este tipo de células após a incubação com as três partículas 

lipídicas, o que impede verificar quaisquer possíveis diferenças que poderiam ocorrer. 

Apesar da variabilidade estatística observada, os dados parecem demonstrar que a taxa de 

morte celular máxima ao fim de 1 h, para todas as formulações, atinge um plateau de cerca 

de 70% a 80%. 

Quando as células são incubadas com o fármaco durante 4 h (Figura 3.5.1.B), ocorre 

mais de 50% de morte celular com apenas um quarto da dose máxima (2,5 µM), 

aproximadamente, aquando a incubação com os lipossomas SL_NT e SL_NS, taxa que 

alcança os 80% a 90% com a concentração máxima (10 µM). Ao contrário do esperado, os 

lipossomas SL_T atingem taxas de morte não-superiores às provocadas pelas restantes 

nanopartículas. Contudo, os resultados obtidos com esta nanopartícula dirigida 

especificamente apresentam, uma vez mais, desvios padrões no que diz respeito à morte 

celular com um quarto da dose e até mesmo com a concentração máxima de doxorrubicina 

encapsulada, essencialmente. Uma vez mais, tais resultados advêm, possivelmente, da 

variabilidade celular que é característica destas células. Novamente, verifica-se que os 

lipossomas direcionados com o ligando F3 apresentam um efeito semelhante que as 

formulações não direcionadas e não específicas, já que a diferença entre as três formulações 

é mínima.  

Quando as células estão em contacto com o fármaco durante 24 h (Figura 3.5.1.C), 

cerca de 80% da população torna-se não viável, mesmo com concentrações mínimas do 

agente quimioterapêutico, com todas as formulações. Esta taxa de morte manteve-se de 

forma mais ou menos constante ao longo do ensaio mesmo para concentrações de fármaco 

mais elevadas, o que indica que existe um limiar a partir do qual a morte celular não 

aumenta de forma considerável, mesmo com o aumento das concentrações do fármaco. 
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Figura 3.5.1. Estudos de citotoxicidade dos lipossomas desenvolvidos contendo doxorrubicina 

encapsulada na linha celular CCRF-CEM. Trinta e duas mil células foram incubadas com as três 

formulações com doxorrubicina encapsulada. Foram realizados diferentes tempos de incubações (1, 4 

e 24 h) a 37 ºC com diferentes concentrações de fármaco obtidas através de diluições em série, a 

partir dos 10 µM. Após os diferentes tempos de incubação, o meio foi substituído e, de acordo com 

a curva de crescimento para esta linha celular, a experiência foi prolongada por um total de 96 h. A 

inibição do crescimento celular foi analisada pelo método de resazurina a partir da leitura a 570-600 

nm. (A), (B) e (C) representam a morte celular (%) da linha celular CCRF-CEM às 1, 4 e 24 h, 

respetivamente. A taxa de morte induzida após a exposição ao fármaco encapsulado nas 

nanopartículas está expressa relativamente a células não incubadas com lipossomas (% do controlo). 

Os dados representam a média ± SEM de 3 experiências realizadas. Os lipossomas sem ligando, com 

ligando inespecífico e com ligando específico para o recetor estão representados no gráfico por 

SL_NT, SL_NS e SL_T, respetivamente. A linha a tracejado mais clara representa o valor IC50, e a 

linha a tracejado mais escura representa o valor IC90 do fármaco nestas células. 

 

Nestes três tempos de incubação (1, 4 e 24 h), como é possível verificar pelas figuras 

acima representadas e ao contrário do que seria expectável devido aos resultados obtidos 

pelos ensaios de associação celular, não é possível inferir diferenças entre a incubação com 

lipossomas sem ligando (SL_NT) e vetorizados com ligando (SL_NS e SL_T), o que poderá 

sugerir a ausência de maior eficácia da formulação com o peptídeo F3 utilizado à superfície 

A B 
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do lipossoma para o recetor nucleolina presente nas células e, como tal, a ausência de 

vantagens na morte celular numa terapêutica direcionada desta natureza para estas linhas 

celulares. Por outro lado, os resultados demonstram uma elevada sensibilidade das células à 

doxorrubicina mesmo em baixas concentrações, podendo ainda surgir a hipótese de que se 

torna difícil de aumentar a qualidade de resposta obtida, mesmo com lipossomas 

especificamente direcionados, pelo facto da eficácia da doxorrubicina lipossómica ser por si 

só tão elevada.  

Para além disso, é possível concluir que o efeito de citotoxicidade provocado pelo 

fármaco, em qualquer uma das condições, é um processo dependente do tempo de 

incubação e, simultaneamente, da dose. 

 

3.5.2. Linha celular K562 

 

Tal como se verificou na linha celular CCRF-CEM, também as células K562 

apresentaram uma elevada sensibilidade ao fármaco (Figura 3.5.2.). 

Após a incubação ter sido prolongada até 4 h (Figura 3.5.2.A), a taxa de morte para 

esta linha celular atingiu valores compreendidos entre 70% a 80% para concentrações 

superiores do fármaco em todas as partículas preparadas, sem haver maior eficácia dos 

lipossomas SL_T. Verifica-se, ainda, uma elevada sensibilidade das células à ação da 

doxorrubicina, mesmo em baixas concentrações. 

Às 24 h após a incubação (Figura 3.5.2.B), a taxa de morte é semelhante à observada 

após 4 h de incubação com o fármaco, uma vez que a morte celular máxima atingida é cerca 

de 80%, o que parece indicar que a taxa de morte não aparenta aumentar de forma 

considerável com o prolongamento do tempo de incubação. 

Em todos os casos, a morte induzida pelas formulações SL_NT, SL_NS e SL_T é 

semelhante ao longo do ensaio, indicando que a nanopartícula desenvolvida com o ligando F3 

não é superiormente eficaz, pois proporciona a mesma eficácia que as restantes formulações 

desenvolvidas; e/ou que a eficiência da doxorrubicina encapsulada nesta partícula lipídica é 

tão elevada que se torna difícil de obter taxas de morte consideravelmente superiores 

mesmo com esta partícula. A reduzida taxa de morte celular nesta linha, ao contrário do que 

se observa na linha CCRF-CEM, comprova os resultados de associação celular 

anteriormente mencionados, pois em ambos os ensaios não se verificam diferenças entre os 

lipossomas SL_NT, SL_NS e SL_T.  
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Figura 3.5.2. Estudos de citotoxicidade dos lipossomas contendo doxorrubicina contra a linha celular 

K562. Nos ensaios de citotoxicidade foram incubadas 14 000 células com cada uma das formulações 

de lipossomas com o fármaco encapsulado. As células foram sujeitas a diferentes concentrações de 

fármaco através de diluições em série realizadas a partir de 10 µM, durante 4 e 24 h a 37 ºC. Após as 

incubações, o meio foi substituído e a experiência prolongada por um total de 96 h, de acordo com a 

curva de crescimento desta linha celular. O método de resazurina permitiu averiguar a inibição do 

crescimento celular, efetuando-se a leitura a 570-600 nm. (A) e (B) representam a morte celular (%) 

da linha celular K562 às 4 e 24 h, respetivamente. A citotoxicidade induzida após a incubação está 

expressa comparativamente a células não sujeitas à incubação com lipossomas (% do controlo). Para 

todas a linhas foram feitas 3 experiências, sendo que os dados representam a média ± SEM. Os 

lipossomas não direcionados, direcionados inespecificamente e direcionados de forma específica 

estão representados por SL_NT, SL_NS e SL_T, respetivamente. A linha a tracejado mais clara 

representa o valor IC50, enquanto que a linha a tracejado mais escura representa o valor IC90 do 

fármaco nestas células. 

 

Pode assim concluir-se que, nesta linha celular, os diferentes tempos de incubação e 

as partículas utilizadas não apresentam diferenças consideráveis entre si, já que a taxa de 

morte é semelhante e se mantém, de uma forma geral, constante com os diferentes tempos 

de incubação e para as diferentes formulações desenvolvidas, traduzindo a elevada 

sensibilidade intrínseca da linha à doxorubicina. 

 

3.5.3. Linha celular THP-1 

 

No que diz respeito à linha THP-1 (Figura 3.5.3.), verifica-se uma elevada sensibilidade 

das células a baixas concentrações de doxorrubicina, tal como foi verificado nas duas linhas 

celulares acima descritas. 
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Figura 3.5.3. Estudos de citotoxicidade dos lipossomas contendo doxorrubicina encapsulada na linha 

celular THP-1. Trinta e duas mil células foram incubadas com cada uma das formulações lipossómicas, 

encapsulando o fármaco. As células foram sujeitas a incubações com diferentes concentrações de 

fármaco através de diluições em série realizadas e durante 4 e 24 h a 37ºC. Após as incubações, o 

meio foi substituído e a experiência prolongada por um total de 144 h, de acordo com a curva de 

crescimento desta linha celular. Pelo método de resazurina foi verificada a inibição do crescimento 

celular através da leitura a 570-600 nm. (A) e (B) representam a morte celular (%) da linha celular 

THP-1 às 4 e 24 h, respetivamente. A citotoxicidade após a incubação está expressa relativamente a 

células não incubadas com lipossomas (% do controlo). Os dados representam a média ± SEM em 3 

experiências efetuadas. SL_NT, SL_NS e SL_T representam lipossomas não vetorizados, vetorizados 

inespecificamente e vetorizados com ligando específico. A linha a tracejado mais clara representa o 

valor IC50, e a linha a tracejado mais escura representa o valor IC90 do fármaco nestas células. 

 

 Para incubações de 4 h (Figura 3.5.3.A) e 24 h (Figura 3.5.3.B), taxas de morte de 

cerca de 90% são alcançados com concentrações muito baixas de doxorrubicina, sendo a 

citotoxicidade praticamente total no final do ensaio. Às 4 h, a partir de 2,5 µM de 

concentração do fármaco, cerca de 90% de morte celular é alcançada, mantendo-se a mesma 

percentagem ao longo das restantes concentrações utilizadas no ensaio. Já às 24 h, a morte 

celular atinge, desde as baixas doses iniciais, valores ligeiramente superiores a 90%. A taxa de 

morte vai aumentando com o aumento da concentração de doxorrubicina a que as células 

estão sujeitas. 

Contudo, apesar da elevada taxa de morte induzida pelas nanopartículas contendo 

doxorrubicina, não se verificam diferenças significativas nos resultados obtidos entre as três 

partículas que foram desenvolvidas, presumivelmente induzidos pela não superior vantagem 

dos lipossomas com o ligando F3 ou pela elevada sensibilidade das células à excessiva eficácia 
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do fármaco encapsulado. Tais resultados indicam que, de facto, não existe correlação entre 

os ensaios de associação celular e os de citotoxicidade, uma vez que diferenças verificadas 

nos primeiros ensaios não se observam nem se traduzem numa superior taxa de morte 

celular induzida pelos lipossomas SL_T. 

 

 De uma forma geral, para todas as linhas de leucemia utilizadas nos ensaios, a 

incubação de lipossomas não dirigidos ou dirigidos quer de forma inespecífica, quer de forma 

específica, encapsulando doxorrubicina, mostram a ausência de melhoria dos resultados de 

citotoxicidade usando a partícula com o ligando F3, sem benefício em termos de eficácia na 

morte celular.  

Perante os resultados de citotoxicidade celular induzida pela doxorrubicina 

encapsulada nas diferentes formulações de lipossomas, surgem algumas hipóteses que 

poderão, possivelmente, explicar a inexistência de diferenças quanto à eficácia entre a 

partícula direcionada especificamente (SL_T) e as partículas não direcionadas (SL_NT) ou 

direcionadas inespecificamente (SL_NS) nas linhas celulares. Apesar de os resultados obtidos 

nos ensaios de associação celular, nomeadamente no que diz respeito às células CCRF-CEM 

e THP-1, demonstrarem uma ligação e internalização significativa da nanopartícula, o número 

de recetores nucleolina presentes nestas linhas celulares poderá não ser suficiente para 

aumentar e despoletar uma citotoxicidade tão significativa, relativamente aos resultados já 

tão favoráveis obtidos com os lipossomas SL_NS e, particularmente, com os SL_NT. Por 

outro lado, estes resultados poderão ser um reflexo da elevada eficácia intrínseca da 

doxorrubicina encapsulada nas diferentes nanopartículas nas células leucémicas, tornando-se, 

portanto, difícil de obter uma resposta mais favorável por parte dos lipossomas SL_T 

comparativamente à já obtida pelas restantes formulações. Para clarificar estes aspetos, 

estudos experimentais alternativos poderiam ser propostos, passando pela utilização de 

lipossomas encapsulados com fármacos menos eficazes que a doxorrubicina ou com maior 

dificuldade em atravessar a membrana lipídica. 

Ainda uma possível libertação e extravasamento de fármaco para o exterior dos 

lipossomas SL_NT e SL_NS, por mais pequena que seja, poderá ser suficiente para induzir a 

mesma taxa de morte celular provocada pelos lipossomas SL_T e, como tal, mascarar 

possíveis diferenças que poderiam ser verificadas pelos estudos de citotoxicidade e que são 

demonstradas nos ensaios de associação celular. 
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Quanto à linha celular K562, os estudos de citotoxicidade induzidos pelas três 

formulações corroboram a reduzida internalização celular verificada nos ensaios de 

associação celular, uma vez que não existem diferenças de internalização e de morte celular 

provocadas pelas três formulações em ambos os ensaios. 

 

Após a análise de todos os resultados obtidos, verifica-se a ausência de melhoria da 

eficácia de morte celular com os lipossomas contendo o ligando F3 nos estudos de 

citotoxicidade, concluindo-se que a partícula não é mais eficaz comparativamente às 

formulações SL_NT e SL_NS, ainda que ocorram diferenças entre as mesmas nos estudos de 

associação celular nalgumas das linhas celulares. O recetor encontra-se presente em todas as 

células estudadas mas diversos fatores terão contribuído para a inexistência de vantagem 

com a utilização de lipossomas direcionados especificamente.  

 

A cardiotoxicidade causada pela doxorrubicina é um sério fator limitante de dose 

administrada na situação clínica (To et al., 2003). Apesar destes lipossomas com o ligando F3 

incorporado à superfície não traduzirem um benefício de eficácia, em parte devido à 

utilização de um fármaco já muito eficaz por si só, apresentam, ainda assim, benefícios 

clínicos por terem a capacidade de direcionar fármacos à nucleolina presente nas células 

leucémicas. Este direcionamento permite alcançar uma maior afinidade às células 

cancerígenas e uma diminuição da dose de fármaco administrada com redução da toxicidade 

em células saudáveis e, consequentemente, dos efeitos secundários (como a 

cardiotoxicidade) que estão inerentes à utilização dos fármacos na prática clínica. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

     

 

4. Conclusões e Perspetivas Futuras 
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Conclusões e Perspetivas Futuras 
 

Os sistemas de entrega de fármacos em nanoescala usando lipossomas são 

tecnologias que têm vindo a emergir, de forma a promover a entrega racional de fármacos 

quimioterapêuticos para o tratamento do cancro (Malam et al., 2009). A sua utilização 

oferece uma melhoria das propriedades farmacocinéticas, uma libertação controlada dos 

agentes terapêuticos e, acima de tudo, uma redução dos efeitos colaterais que estão 

inerentes à ação da terapia sobre as células saudáveis (Haley &Frenkel, 2008).  

A enorme versatilidade destas plataformas em termos de tamanho e parâmetros 

físico-químicos, condicionados pela variabilidade da sua constituição lipídica, consiste num 

potencial atrativo para o desenvolvimento de veículos destinados a uma ampla variedade de 

aplicações (Ulrich, 2002). A aplicação de nanotecnologias inovadoras tem, portanto, o 

potencial de beneficiar marcadamente a prática clínica, oferecendo soluções para muitas das 

limitações no tratamento dos doentes oncológicos (Malam et al., 2009).  

Com o intuito de desenvolver uma estratégica terapêutica para o tratamento de 

leucemias, formulações lipídicas desenvolvidas neste trabalho, encapsulando doxorrubicina, 

incorporaram na sua superfície o peptídeo F3 específico para o recetor nucleolina, 

sobreexpresso na superfície das células cancerígenas. Como principais conclusões, registou-

se que: 

1) o tamanho dos lipossomas encontra-se numa escala compatível com a 

administração endovenosa e bastante favorável ao escape endossomal; 

2) a expressão da nucleolina foi confirmada em 3 das linhas celulares de leucemia 

estudadas por imunocitoquímica; 

3) a nanopartícula internaliza de forma específica e significativa em 3 linhas celulares 

de leucemia aguda testadas, sendo inespecífica numa linha de leucemia mielóide crónica; 

4) a citotoxicidade provocada por doxorrubicina internalizada nesta partícula lipídica 

(SL_T) não é superior à provocada pela doxorrubicina encapsulada em lipossomas não 

direcionados (SL_NT) ou direcionados de forma não específica (SL_NS). 

Ou seja, apesar dos resultados obtidos a partir dos estudos de associação celular, os 

ensaios de citotoxicidade não evidenciaram um aumento da eficácia da nanopartícula com 

doxorrubicina dirigida com o peptídeo F3, neste tipo de células cancerígenas. Apesar do 

reduzido benefício terapêutico, existe, contudo, um benefício clínico quanto aos efeitos 

secundários durante a quimioterapia. 
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A preparação dos lipossomas com um ligando mais específico para um outro recetor 

alvo que esteja presente à superfície das células cancerígenas leucémicas, ou com maior 

densidade de expressão, poderia ser uma outra estratégia que, possivelmente, poderia 

aumentar a interação entre a partícula e as células e, consequentemente, a eficácia 

terapêutica através de estratégias lipossómicas. Estudos anteriores dentro do mesmo 

domínio demonstraram o acesso de lipossomas sensíveis ao pH a células de cancros 

hematológicos (Fonseca et al., 2005, Ishida et al., 2001), pelo que estudos mediados por 

estas plataformas nanotecnológicas com fármacos que apresentam uma eficácia menos 

exuberante seriam também uma possível proposta experimental com vista ao tratamento de 

leucemias. 

Apesar das conclusões retiradas quanto aos estudos de citotoxicidade, seria, ainda 

assim, conveniente e oportuno a realização dos mesmos ensaios com amostras de células 

leucémicas de doentes. Visto que as características das linhas celulares in vitro, 

nomeadamente o seu comportamento e as mutações adquiridas, não são exatamente as 

mesmas que ocorrem in vivo, tais ensaios poderiam, eventualmente, evidenciar diferenças 

quanto à eficácia citotóxica da nanopartícula desenvolvida. Apesar de ter já sido 

demonstrado no nosso grupo que a nanopartícula desenvolvida não induz níveis significativos 

de hemólise (Gomes-da-Silva et al., 2013), novos estudos de biocompatibilidade poderia ser 

realizados com células leucémicas de doentes e, simultaneamente, com células normais, a fim 

de confirmar tais resultados. 

 

A oncologia é uma das áreas médicas que mais beneficia destas novas estratégias 

terapêuticas, pelo que novas medidas e novas descobertas ao nível de plataformas 

nanotecnológicas são urgentes, a fim de melhorar a entrega específica dos agentes no tecido-

alvo, com decréscimo do índice de toxicidade em órgãos e tecidos saudáveis. No futuro, 

tecnologias baseadas em nanopartículas para a terapia do cancro continuarão a expandir-se. 

Espera-se que a procura de novos alvos tumorais, novos ligandos e novas estratégias com 

vista à direção de fármacos ao alvo terapêutico permitirão alcançar grandes avanços em prol 

da qualidade de vida dos doentes. 
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