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RESUMO

O metotrexato é amplamente empregado como agente quimioterapico no tratamento
do cancer. Todavia sua elevada excrecdo na forma inalterada colabora para a sua
liberacdo exacerbada no meio ambiente, promovendo em dltima analise a
contaminagdo aquatica. A adsorcdo de contaminantes por meio do uso de quitosana
magnética (CS-Fes3O4) € uma alternativa que atende as demandas a remocédo de
poluentes de recursos hidricos. Em razdo dos excelentes resultados obtidos para
adsorcdo de MTX em CS-Fes04 este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
biolégica in vitro do complexo MTX/CS-Fes04 por meio dos ensaios do MTT, e LDH
em células tumorais de melanoma humano e células de fibroblastos de
camundongos. De acordo com os resultados obtidos o complexo apresenta maior
biocompatibilidade que o MTX livre. Em relagéo a atividade antitumoral, evidenciou-
se que o complexo € mais citotoxico que o MTX livre, possibilitando que estudos

futuros explorem essa atividade frente outras linhagens.
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1. INTRODUCAO

A contaminacgdo dos recursos hidricos, em decorréncia da ampla utilizacédo de
compostos classificados como contaminantes de preocupacdo emergente, S80 um
problema ambiental, atualmente. Dentre as substancias contempladas nessa classe
estdo 0s medicamentos, pesticidas, metais pesados e compostos organicos
arométicos (SKUFCA et al., 2021). A exposicdo a estes contaminantes pode
desencadear problemas fisiolégicos ao ser humano como mutacdes génicas,
distarbios no sistema reprodutor, resisténcia a terapias antimicrobianas, cancer e
inflamacdes (FAVRE et al., 2022; De VIDALES et al., 2022).

Um dos medicamentos encontrados no ambiente aquéatico é o metotrexato
(MTX), o qual possui uma estrutura analoga a vitamina B9 ou acido folico. Ele
apresenta a capacidade de inibir a enzima dihidrofolato redutase, o que causa uma
reducdo de tetrahidrofolato, e que consequentemente gera a inibicdo da sintese de
DNA, RNA e proteinas (DENG et al., 2020).

Diante de suas propriedades citotoxicas e mutagénicas, este farmaco, é
empregado para o tratamento de diversas neoplasias como, leucemia linfocitica
aguda, osteossarcoma, cancer de pulmao e cancer de mama. Além disso, em doses
reduzidas ele também é utilizado no tratamento de artrite reumatoide. No entanto,
ele apresenta toxicidade as células renais e hepdticas, além de causar danos a
medula éssea e em alguns casos inflamacéo pulmonar (LANGEROUDI et al., 2018).

N&o obstante, sua baixa solubilidade aquosa afeta a sua biodisponibilidade na
corrente sanguinea e resulta na sua excre¢do elevada na forma inalterada (WANG,
YAN et al., 2017). Dessa forma, a sua remog¢ao se faz necessaria para que este ndo
cause danos ao ambiente e aos organismos Vivos.

A adsorcao de contaminantes por meio do uso de quitosana é uma alternativa
que atende as demandas a remocdo de poluentes de recursos hidricos. Este
biopolimero apresenta biocompatibilidade, biodegradabilidade e grupos funcionais
em sua estrutura quimica que permitem sua interacdo com outras substancias, como
as nanoparticulas magnéticas (NUNES et al., 2022).

Dentre as possiveis funcionalizagcfes estruturais da CS, a incorporacdo de

nanoparticulas magnéticas, como a magnetita (FesOas), vem sendo amplamente
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estudadas em nosso grupo de pesquisa (BRUCKMANN et al., 2022). Esse

comportamento permite a reutilizagdo do nanoadsorvente, evitando etapas de
filtragdo/centrifugacdo necessarias para adsorventes convencionais possibilitando
uma facil separacdo do complexo adsorvente/adsorbato pela aproximacdo de um
campo magnético externo (RHODEN et al., 2021).

Além disso, estudos reportam a atividade citotdxica da magnetita por meio da
inducdo da ferroptose, decorrente do estresse oxidativo proveniente de sua
internalizacdo celular. N&o obstante, tais nanoparticulas também podem ser
utilizadas para hipertermia magnética, fornecendo outras possibilidades para o
tratamento do cancer. Tendo em vista as excelentes propriedades dos
nanomateriais mencionados este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade

biolégica do complexo MTX/CS-Fe3Oa.
2. METODOLOGIA

2.1 Cultura celular

Neste estudo foram utilizadas células tumorais de melanoma humano (A375)
e células de fibroblastos de camundongos (L929). As células foram incubadas com
diferentes tratamentos. Em CS pura, CS-Fes04 1:1, CS-Fe304 1:5 e CS-Fes04 1:10
(proporgcéo massa:massa de quitosana para o reagente de partida para obtencédo de
CS magnética, FeClz) em concentracdes que variaram de 1-30 uyg mL* durante 24
horas. As células foram cultivadas em Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina/estreptomicina. Para os ensaios de
citotoxicidade as células foram semeadas em placa de 96 pocos, em uma
concentragdo de 1x10* por poco em ambiente com atmosfera controlada (37°C, 5%
de CO2 e 95% de umidade relativa). A citotoxicidade dos complexos foi avaliada
pelos ensaios de brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio (MTT), e
ensaio da lactato desidrogenase (LDH) (MOSMANN et al. 1983; BORENFREUND
and PUERNER, 1985).
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2.2 Ensaio de MTT

O efeito citotoxico das nanoparticulas foram investigadas por meio do ensaio
MTT utilizando a metodologia proposta por Mosmann et al (1983). Apos 24 horas de
incubagdo, uma solucdo de 5 mg mL* diluida em 1x de solucdo salina tamponada
com fosfato (PBS) (Prolab®) e posteriormente adicionou-se 20 uyL por poco nas
placas de 96 pocos mantidas a 37 °C sob atmosfera de CO2 durante 4 horas. O
sobrenadante foi entdo removido e adicionou-se 200 pL de dimetilsulfoxido (DMSO)
(Synth®) para solubilizar os cristais formados. Por fim, a absorbancia foi medida em
comprimento de onda de 570 nm em um leitor de microplacas (SpectraMax® i3x —

Molecular Devices).
2.2 Ensaio de LDH

A atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) liberada no meio
extracelular foi medida utilizando o ensaio colorimétrico ndo radioativo CyToTox96
de acordo com as instrucdes do fabricante. Para o ensaio LDH, um volume de 100
uL de sobrenadante + 100 pL de substrato foram transferidos para outra placa de 96
pocos. Ap6s 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, a absorbancia foi
medida em 490 nm em leitor de microplacas (SpectraMax® i3x — Molecular

Devices).
3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Ensaio de MTT

O ensaio de MTT é comumente utilizado para investigar a atividade
citotéxica de novos compostos (RODRIGUES et al. 2012). A figura 1 e 2 evidencia
os resultados deste teste apdés um periodo de 24 horas de tratamento para as
linhagens celulares L929 e A375. Estas células foram tratadas com diferentes
concentracbes de CS e CS-FesOs com diferentes propor¢cdes de magnetita
incorporada.
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De acordo com os resultados obtidos foi possivel verificar que na faixa de 1,

3, 10, 15 e 30 pug mL* todos os compostos causaram uma diminuigéo na viabilidade
celular para a linhagem L929. Cabe destacar que a quitosana pura apresentou
toxicidade significativa apenas nas maiores concentracfes utilizadas (15 e 30 ug
mL1). Em contrapartida os materiais magnéticos apresentaram uma capacidade
maior de diminuir a viabilidade celular, visto que, a partir das concentragfes 10 e 3
ug mL* efeitos téxicos ja poderiam ser observados.

Em relacdo a linhagem tumoral, foi possivel verificar que a quitosana
magneética apresentou maior atividade citototoxica para as células de melanoma em
comparacao com a quitosana pura. Sendo que, este efeito foi mais pronunciado para
a CS-Fes304 1:10, evidenciando a significativa influencia da magnetita para os efeitos
antitumorais. A diminuicdo da viabilidade celular para a CS-Fe3O4 1:10 ficou em
torno de 50% na concentracéo de 30 ug mL1.

Os resultados obtidos evidenciaram que maiores propor¢des de magnetita
incorporada causam maiores danos celulares, tal resultado pode ser decorrente da

inducao do estresse oxidativo pelas nanoparticulas de 6xido de ferro.

Figura 1: ensaio MTT para CS e CS com diferentes quantidades de magnetita

incorporada
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Visando investigar e comparar a citotoxicidade dos nanoadsorventes apos a
adsorcdo do MTX, o0 mesmo ensaio in vitro has mesmas condicdes experimentais e
linhagens celulares foi realizado. Além disso, considerando a confiabilidade do

estudo, os efeitos toxicos do Fe3Os pura e do metotrexato livre também foram
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avaliados. A Figura 2 mostra a toxicidade do adsorbato/adsorvente (CS/MTX e
CS-Fe304 1:1/MTX) apos adsorcdo, além da citotoxicidade do MTX livre e da FesOa4

pura.

Figura 2: ensaio MTT para as amostras CS-MTX, CS-Fez04 1:1-MTX, MTX

livre e Fe3Oas pura

L929 (24h) Fe;04 A375 (24h) Fe;0,
mm MTX m MTX
180 Em CSMTX 150 Wl CS-MTX

BB CSFe.0, 1:1-MTX Wl CSFe0,1:1-MTX

% viability (MTT)
% viability (MTT)

Conforme a Figura 2, € possivel observar que a FezO4 pura ndo causa uma
diminuicdo significativa na viabilidade celular. O complexo pds-adsor¢cdo e 0 MTX
livre, apresentaram efeitos toOxicos somente nas maiores concentracdes utilizadas
para a celular da linhagem L929. Uma vez que a porcentagem de células viaveis
ficou em torno de 79% para todos os compostos, exceto nas maiores diluicoes
utilizadas (p<0,01** ep<0,001***),

Em relacdo a linhagem celular A375, o efeito mais pronunciado foi
evidenciado para CS-Fes04 1:1-MTX. Visto que, a partir da concentracdo de 10 ug
mL?!, a taxa de viabilidade celular diminui significativamente de forma dose-
dependente (p<0,001***). O decréscimo na viabilidade celular observada nas
maiores concentracdes empregadas pode ser decorrente do estresse causado pelo
blogueio da entrada de substancias intrinsecas para o crescimento celular. Cabe
salientar que estas nanoparticulas magnéticas apresentaram um perfil de toxicidade
similar em outros estudos retrogados (BRUCKMANN et al., 2020; NGUYEN et al.,
2020).
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3.2 Ensaio LDH

O ensaio LDH é um teste amplamente utilizado para determinar a liberacéo
da enzima lactato desidrogenase das células apos a ruptura da membrana celular
(BRUCKMANN et al., 2022). Segundo o ensaio realizado a linhagem celular L929
apenas as maiores concentracdes de CS-Fe3Os4 1:5 e CS-Fes304 1:10 induziram a
liberacdo da enzima lactato desidrogenase (p<0,05*, p<0,01**, ep< 0,001***), Para a
linhagem A375, é possivel verificar que os tratamentos apresentaram baixa
citotoxicidade, visto que a integridade celular permaneceu semelhante ao controle
positivo, com significancia estatistica apenas na concentracdo de 30 ug mL* dos
compostos CS-Fes304 1:5 e CS-Fes0a4 1:10.

Figura 3: ensaio LDH para CS e CS-Fe304 com diferentes proporcdes de
magnetita incorporada
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Os efeitos citotoxicos da magnetita, MTX e do adsorvente apOs adsorcdo
(CS:-Fe304 1:1-MTX) sobre as linhagens celulares L929 e A375 também foram
investigados por meio do ensaio LDH, conforme mostrado na Figura 4.

Figura 4: ensaio LDH para as amostras separadas e para o complexo pés adsorcao
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Os resultados obtidos mostraram que o tratamento com MTX e CS-MTX livre
nao foi capaz de induzir a liberacdo da enzima LDH na linhagem celular L929
(RODRIGUES et al. 2012). Em contraste, os compostos Fe3O4 e CS-Fe304 1:1-MTX
tiveram a capacidade de induzir esta resposta nas concentraces de 15 e 30 pug mL?
(p<0,05* ep<0,001***, respectivamente) (BRUCKMANN et al., 2022).

Para as células de melanoma humano, uma liberacéo significativa de LDH é
observada apds 24 horas de tempo de contato nas maiores concentracdes
utilizadas. Sabe-se que células tumorais apresentam um maior nimero de cargas
negativas em comparacao as células normais.

Dessa forma, as forcas de atracdo entre 0s grupos amino protonados da
quitosana séao favorecidas, podendo resultar na ruptura da membrana celular e na
liberacdo de citocinas inflamatérias (Zhang et al., 2010). Em relacdo as
nanoparticulas magnéticas, diversos mecanismos sao descritos, como geracao de
espécies reativas, danos ao material genético e ferroptose (JACOB et al., 2016;
REVIA e ZHANG, 2016).

4. CONCLUSAO

De acordo com o estudo biolégico in vitro realizado neste estudo foi possivel
evidenciar que o complexo adsorvente/adsorbato era citotoxico contra a linhagem
celular A375. Alem disso, a sinergia entre quitosana magnética e metotrexato
conferiu uma maior biocompatibilidade ao complexo CS:Fe3Os4 1:1-MTX em
comparacdo a todos o0s outros compostos testados. Os resultados obtidos
demonstraram que além da elevada capacidade de adsorcdo do nanoadsorvente

utilizado, o complexo formado é capaz de reduzir a toxicidade do MTX livre. Em
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relacdo a atividade antitumoral, evidenciou-se que o complexo apresenta maior
atividade citotoxica que o MTX livre possibilitando dessa forma estudos futuros que

explorem essa atividade frente outras linhagens.
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