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RESUMO

O cancer é considerado uma das principais causas de morbidade e mortalidade no
mundo, representando um grande problema de saude publica. Uma das formas de
tratamento amplamente utilizadas no tratamento de diferentes tipos de cancer tem sido a
quimioterapia, apesar de causar efeitos adversos. A doxorrubicina (DOX) se destaca por
ser considerada um dos farmacos mais eficazes aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA). A fim de contornar o surgimento dos efeitos colaterais, urge a
necessidade de desenvolvimento de estratégias para aprimorar os tratamentos. Nesse
contexto, a nanotecnologia desponta como uma alternativa promissora para o
direcionamento e liberagdo controlada do farmaco. Neste estudo, investigou-se a
citotoxicidade da DOX pura em linhagens celulares normais e tumorais, bem como a
capacidade de automontagem da proteina capsidial do Sida yellow spot virus (SiYSV) em
moléculas de dsDNA e a eficiéncia dessas nanoparticulas como carreadoras de
quimioterapicos. Os resultados demonstraram que a proteina capsidial € capaz de interagir
e formar nanoparticulas estaveis e nao téxicas para as células. Além disso, demonstrou-
se que a linhagem tumoral apresenta maior sensibilidade a DOX do que as células normais
e que as nanoparticulas carregadas com o farmaco apresentaram citotoxicidade
diferenciada quando comparadas com a droga livre. Deste modo, apesar de serem
necessarios mais estudos, o presente trabalho apresenta uma alternativa inovadora e
potencialmente viavel, bem como reforga a possibilidade de aplicagdo da nanotecnologia

no tratamento do céancer.

Palavras-chave: Cancer; doxorrubicina; nanotecnologia; citotoxicidade; proteina.
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1. INTRODUGAO

O “cancer” é um termo usado, de forma geral, para nomear o crescimento
desordenado de células anormais. Apesar de existirem mais de 100 formas da doenca e
cada uma possuir suas caracteristicas unicas, os processos basicos que levam ao

surgimento de diversos tumores sao, normalmente, semelhantes (WEINBERG, 1996).

As células cancerigenas, diferentemente das células saudaveis, ignoram os
controles do ciclo celular e se multiplicam descontroladamente, além de possuirem a
capacidade de migrar do local onde se originaram e invadir outros tecidos do corpo,
formando as chamadas metastases (WEINBERG, 1996).

O cancer colorretal (CCR) é o segundo tipo de cancer mais diagnosticado em
mulheres e o terceiro em homens, sendo considerado a quarta causa mais comum de
morte no Brasil. Essa neoplasia € caracterizada por tumores no célon e no reto, possuindo
carater multifatorial e de diagndstico tardio (PEREIRA et al., 2024).

Apesar da idade acima de 50 anos ser considerada o maior fator de risco, nos
ultimos anos houve um aumento da incidéncia de cancer colorretal em jovens. Esse
aumento esta relacionado ao estilo de vida e nutricdo da populagao, uma vez que dietarica
em alimentos gordurosos e com baixo teor de calcio, obesidade e sedentarismo, consumo
excessivo de bebidas alcodlicas e tabagismo também sédo classificados como fatores
importantes (PEREIRA et al., 2024).

A conscientizagdo quanto aos comportamentos que aumentam os fatores de risco
€ de extrema relevancia para a prevencao dessa doencga. Um estudo realizado por Pifierua-
Gonsalvez et al. (2023), analisou 101 pacientes que foram diagnosticados com CCR antes
dos 50 anos. Desses pacientes, 14,9% faziam consumo de alcool, 29,7% eram fumantes
e 22,8% tinham histérico de CCR na familia. Os resultados desse estudo enfatizam a
importancia da implementagao de habitos saudaveis visando prevenir ndo sé o CCR, como
também outras enfermidades (ANDRADE et al., 2024).

O tratamento do cancer colorretal depende do tamanho, localizagéo e extensao do
tumor, além da saude geral do paciente. Pode ser tratado com cirurgia (curativa ou

paliativa), quimioterapia e/ou radioterapia. O tratamento cirdrgico é de carater cur7ativo



quando o tumor primario e metastases (quando existentes) sdo removidos completamente

e, é paliativo quando tem o objetivo de aliviar os sintomas (PEREIRA et al., 2024).

O tratamento com quimioterapia desempenha papel importante na redugao da
recidiva. No caso da radioterapia, s&do usados raios-X de alta energia para destruir as
células cancerosas. Tanto a quimioterapia quanto a radioterapia podem ser usadas antes
ou depois da cirurgia . Por ser um céancer de diagnéstico tardio e de baixa taxa de
sobrevida, € evidente a necessidade de desenvolvimento de terapias novas e mais

eficazes no tratamento dessa neoplasia (PEREIRA et al., 2024).

A quimioterapia para tratamento do cancer colorretal se da, principalmente, a base
de 5-fluorouracil e acido folinico. O protocolo tipico prevé a administragdo dos farmacos
durante cinco dias consecutivos, com intervalos de 21 dias, durante seis meses (PEREIRA
et al., 2024).

A doxorrubicina (DOX) € um quimioterapico da classe das antraciclinas que tem um
potencial terapéutico significativo, sendo reconhecida como um dos farmacos mais
eficazes aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento de varios
tipos de cancer, como cancer de mama, carcinomas, sarcomas € nheoplasias
hematoldgicas. O modo de agdo da DOX se da pela intercalagdo ao DNA, formando

ligagdes de hidrogénio com as guaninas entre pares de base GC (KCIUK, et al., 2023).

Apesar da alta atividade antineoplasica, os efeitos téxicos da doxorrubicina sao
multifacetados, causando efeitos adversos e indesejados, como danos ao cérebro, figado,

rins, mas principalmente ao coragao (KCIUK, et al., 2023).

Desta forma, alternativas que contornem tais efeitos colaterais se fazem
necessarias para o emprego desta droga na quimioterapia e alguns estudos apontam o
uso da nanotecnologia como uma possivel solugao. Na literatura ja foi demonstrado, por
exemplo, que a DOX carreada em nanoparticulas que utilizam o capsideo do Virus
Mosaico do Tabaco como componente carreador, ofereceu maior citotoxicidade e
seletividade que a DOX pura, em experimentos tanto in vitro e quanto in vivo (TIAN et
al., 2016).

Em trabalho desenvolvido em nosso grupo de pesquisas obtivemos um8a



nanoparticula revestida por proteina viral virus-like (Virus-Like DNA Protein),
constituida de moléculas DNA carreando a droga intercalante doxorrubicina (DOX-
VLDP). Os estudos demonstram que esta construcdo causou morte celular por
apoptose em linhagens tumorais de melanoma (B16F10) e glioma (C6) murinos apos
ser interiorizada pelas células e liberar seu conteudo no citosol, causando aumento da
autofagia celular e inducao do processo de apoptose em taxas mais elevadas que a
DOX pura (Gongalves, 2023).

Novas pesquisas possuem como foco central a avaliacdo de proteinas naturais
com capacidade auto-montavel sobre moléculas bioldgicas, que possam ser
utilizadas como carreadoras de farmacos. Neste sentido, as proteinas capsidiais de
virus de plantas tem sido demonstradas como possivel fonte nanobiotecnoldgica.
Uma vez que diversos quimioterapicos conhecidos sdo capazes de intercalar na
molécula de DNA dupla fita, virus de plantas com material genémico constituido de
moléculas de DNA nos pareceu a escolha correta para o desenvolvimento de

nanoparticulas naturais.

A familia Geminiviridae € composta por virus com um ou dois componentes
gendmicos de DNA circular de fita simples (ssDNA) de 2.600 a 2.800 nucleotideos
(nt) de comprimento, encapsulados em particulas geminadas quase icosaédricas e
transmitidos por diferentes vetores insetos (Fiallo-Olive et al., 2021). De acordo com
sua organizacdo gendmica, gama de hospedeiros, vetor inseto e relagbes
filogenéticas, os membros da familia Geminiviridae sao divididos em 14 géneros:
Becurtovirus, Begomovirus, Capulavirus, Citlodavirus, Curtovirus, Eragrovirus,
Grablovirus, Maldovirus, Mastrevirus, Mulcrilevirus, Opunvirus, Topilevirus,

Topocuvirus e Turncurtovirus (Fiallo-Olive et al., 2021).

O género Begomovirus constitui o grupo com o maior numero de espécies e é
0 mais importante economicamente. De acordo com sua arquitetura genémica e
relacdes filogenéticas, os begomovirus sao divididos em dois grandes grupos: Novo
Mundo (NM - as Américas) e Velho Mundo (VM - Africa, Asia e Europa) (Briddon et

al., 2010). Os begomovirus do NM sao predominantemente bipartidos e seus
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componentes gendmicos sao denominados DNA-A e DNA-B, enquanto os
begomovirus do VM podem ser monopartidos ou bipartidos e geralmente estao
associados a moléculas de DNA satélite (Zhou, 2013). Dentre as proteinas
codificadas no genoma dos begomovirus, a proteina capsidial (CP — codificada pela
ORF [open reading frame] AV1) é essencial para a transmissao pelo vetor, além de
ser a proteina mais conservada dos begomovirus (Harrison et al., 2002). No entanto,
Xavier (2015) descreveu um begomovirus bipartido com uma CP altamente
divergente, quando comparados com outros begomovirus, denominado Sida yellow
spot virus (SiYSV) (Xavier, 2015).

Por outro lado, Lima (2022) ndo observou particulas virais ao microscopio
eletrénico de transmissao (MET) e mostrou que este virus ndo é transmitido pela

mosca branca . Bemisia tabaci MEAMA1.

Assim, tais conhecimentos e resultados obtidos nos motivou ao
desenvolvimento destes experimentos, a fim de investigar o potencial de formacéao da
nanoparticula de proteinas capsidiais do SiYSV e sua aplicagdo como carreadora do

farmaco doxorrubicina.

2. OBJETIVO
2.1. Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo analisar e comparar a citotoxicidade da
doxorrubicina pura e de nanoparticulas virais em linhagens celulares normais e
tumorais.

2.2. Objetivos especificos

¢ Analisar o desempenho citotoxico da doxorrubicina pura em linhagens normais
e tumorais.

e Avaliar a capacidade de automontagem da proteina capsidial do virus Sida yellow
spot virus (SiYSV).

e Comparar o efeito citotoxico das nanoparticulas virais em linhagens celulares

humanas.

10



3. MATERIAL E METODOS
3.1. DOX pura

3.1.1. Cultivo e plagueamento

As células foram cultivadas em frascos de polietileno contendo 5 mL de meio
de cultura RPMI 1640 (Sigma Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB — Gibco). As linhagens celulares de epitélio normal de rim de macaco BGM
(CVCL-4125), e a linhagem de adenocarcinoma de célon humano — SW480 (ATCC
CCL-228™) foram incubadas e mantidas em estufa a 37 °C, 5% CO2 e 95% de
umidade atmosférica, que sdo as condicbes adequadas para a replicagcao celular.
Apos passagem do tempo necessario para que as celulas se replicassem e

chegassem a subconfluéncia sobre o fundo da garrafa, o meio de cultura foi retirado

e foram realizadas trés lavagens com 2 mL de soluc¢do salina PBS-EDTA (2 ng'1),
para retirar todo o meio de cultura e nao ficar resquicios de SFB, ja que ele inibe a

acao enzimatica da tripsina na proxima etapa. Em seguida, foi adicionado 1000 uL da

solugdo de tripsina-EDTA (2,5 ng'1), que é uma enzima que age nas jungdes
celulares, fazendo com que as células se soltem umas das outras, bem como do fundo

da garrafa.

Ainda nessa etapa, apos adicionada a solugao, as garrafas contendo as células
foram incubadas mais uma vez em estufa por cerca de 5 minutos (tempo necessario
para que a enzima atue sobre as jungdes e as células se desprendam). Assim que as
células de cada linhagem se encontraram soltas na garrafa (fato que foi observado ao
microscopio), as garrafas foram levadas para a cabine de fluxo laminar, onde podiam
ser manipuladas em ambiente estéril, sem risco de contaminacio. Ja dentro do fluxo,

foi adicionado entre 3000 e 4000 L de meio de cultura, para cessar a ag&o da tripsina.

Apods o estagio de tripsinizacao, as solugdes de células foram utilizadas para

montagem de placas de experimentos. Sendo necessario 100 mL de solugao

contendo 1 x 104 células em cada poco, foi realizada a contagem das células em
camara de Neubauer, que é dividida em quatro quadrantes (Figura 1). O calculo do

volume de suspenséao de células necessario foi realizado de acordo com a seguinte
11



formula:

Y. numero de células em cada quadrante

namero de quadrantes

O resultado obtido foi o numero de células por mL, sendo necessario calcular
também quantas células existiam na garrafa, com base na quantidade total de solugao
obtida e, apds isso, calcular a quantidade necessaria para preencher a placa, o que

podia ser feito a partir de regra de trés.

Figura 1 - Camara de Neubauer

Apds a montagem do experimento, as placas foram incubadas em estufa por
24horas.

3.1.2. Aplicagao da droga

Apods o periodo de incubacéo, foi aplicada a doxorrubicina, com concentracdes
diferentes em cada coluna da placa. As diferentes concentragbes foram obtidas
através de diluigdo seriada. Na primeira coluna foi aplicada uma solugdo com
concentragado de 20 uM e, na penultima, de 0,08 uM. Na ultima coluna foi aplicado

apenas meio de cultura, a fim de ser utilizada como controle negativo.

As diluicbes foram feitas da seguinte maneira: primeiramente foram pipetados
2000 uL de meio de cultura na primeira canaleta e 1000 pL nas demais. Posterior a

isso, foram adicionados 40 uL da DOX na concentragdo 1 mM, na primeira canalet1a2



e devidamente homogeneizado, em seguida, foi iniciada a diluicdo seriada, retirando
1000 pL da primeira canaleta e passando para a segunda e, assim, respectivamente,
até a penultima canaleta. Apds isso, 0 meio de cultura antigo foi retirado da placa e
foram pipetados 100 pL da solugdo de DOX recém preparada em cada poco da

respectiva coluna, conforme descrito acima.
Apos a aplicagao, as placas foram incubadas em estufa por 48 horas.
3.1.3. Ensaiode MTT

Decorridas as 48 horas, as placas foram retiradas da estufa e as solugées da DOX
foram substituidas por solugdo de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo de
difeniltetrazolio] (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA). A solucgao foi preparada utilizando
10% de MTT a 0,5 mg x L-3 e 90% de meio de cultura completo.

Apds o preparo, foram pipetados 50 pL da solugdo em cada pogo da placa (como
o MTT é um composto fotoreativo, essa etapa foi realizada com a luz do fluxo apagada).
Assim que finalizadas as aplicagdes, as placas foram envolvidas em papel aluminio e

incubadas novamente na estufa por aproximadamente 3 horas.

Passadas as 3 horas, a solucdo de MTT foi retirada e substituida por DMSO
puro, também 50 uL em cada pog¢o, sendo pipetado, também, na ultima coluna da
placa, que estava vazia. Em seguida, as placas foram lidas em espectrofotdmetro no

comprimendo de onda de 570 nM.
3.1.4. Anadlises estatisticas

A partir dos valores dos trés experimentos independentes, realizados com
diferentes concentragcdes da DOX pura, foi possivel calcular a concentragao inibitéria
de 50% das células (IC50) e, com esse valor de concentragdo, calcular o indice de
seletividade (IS) das células em relagdo ao composto. Tal indice é calculado com a

seguinte formula:

B IC50 células normais

"~ IC50 células tumorais
13



As analises estatisticas feitas por meio de regressédo nao linear e analise de
variancia ANOVA one-way (post test Tukey) foram performadas no software GraphPad

Prism versao 5.0.
3.2. DOX carreada por nanoparticula

Apods a realizagdo dos experimentos citados acima, novos experimentos foram
realizados para as mesmas linhagens celulares, utilizando proteinas virais naturais como
carreadoras. A obtencdo, transformacao e confirmacdo do clone contendo a regiao
codificadora da proteina capsidial (ORF AV1) do Sida yellow spot virus (SiYSV), bem
como o desenvolvimento dos protocolos de inducéo e purificagcdo foram realizados nos
laboratérios de Biologia Molecular de Plantas (BIOAGRO) e no laboratério de

Imunoglicobiologia (DBG) por pesquisador em estagio de pds-doutorado.
3.2.1. Obtencgao das proteinas virais

O vetor pET24a+ contendo a sequéncia codificadora da proteina capsidial (CP) do
virus SiYSV (Sida yellow spot virus) foi adquirido da Symbio Technologies (FastBio Ltda
EPP). Tal construgao foi utilizada na transformacéao de E. coli estirpe Artic (DE3), a qual
foi selecionada, armazenada a -20°C e induzida com IPTG (Isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranosideo) para expressao da proteina viral. Apds a expressao a proteina foi

purificada por cromatografia de afinidade e quantificada.

3.2.2. Avaliagdo da interacdo da proteina capsidial de SiYSV com

moléculas de DNA

A avaliacao da autoformacao de complexos DNA-proteina in vitro foi realizada por
meio da incubacdo, em baixas temperaturas da proteina capsidial do virus SiYSV e
fragmentos de DNA seguida de Ensaio de Deslocamento de Mobilidade Eletroforética em
gel (EMSA) proposto por Hellman e Fried (2007). A partir de resultados obtidos em
Gongalves (2025) e em experimentos obtidos por nosso grupo de pesquisadores com a
proteina viral do capsideo de Cabbage leaf curl virus, foi proposta a utilizagdo do DNA de
600 pares de bases, na concentragdo de 50 ng e de 10 ug da purificagdo obtida da
proteina capsidial de SiYSV (Sida yellow spot virus). A eletroforese foi realizada em gel
de agarose (SIGMA Aldrich) 1% em tampéao TAE 1X (Tris- Acetato — EDTA) a 60 \4£100



mA por 60 minutos.
3.2.3. Avaliagao do efeito citotoxico das nanoparticulas

As linhagens celulares BGM e SW480 foram cultivadas como descrito
anteriormente no item 3.1.1. A fim de obtermos 5 x 103 células por poco foram

necessarias 35 x 104 células totais. O resultado obtido na contagem foi o numero de
células por mL, e o volume total necessario para a montagem da placa pdde ser

calculado.

Apods a montagem do experimento, as placas da linhagem BGM foram incubadas
em estufa por 24 horas e as da SW480 por 48 horas, uma vez que ja havia sido observada,
em experimentos anteriores, certa resisténcia da segunda linhagem a aderéncia ao fundo

da placa.
3.2.4. Montagem das nanoparticulas

Para a montagem das nanoparticulas carregadas (DOX — VP) foram utilizados 4uL
de DNA 600 pb a 100 ngxuL-" acrescidos de 16 uL de Doxorubicina 1mM. A mistura foi
incubada por 1 hora no escuro a temperatura ambiente. Posteriormente foi adicionado
62,5uL da proteina capsidial de SiYSV a 1,28 mgxmL-' e incubado por 48 horas a 4°C.
Para o preparo de nanoparticulas vazias a solugao contendo 4uL de DNA 600 pb a 100
ngxuL' acrescidos de 16 uL de Tris-HCI 10mM foi incubada por 1 hora no escuro a
temperatura ambiente. Posteriormente, foi adicionado 62,5 uL da proteina capsidial de
SiYSV e incubado por 48 horas a 4°C.

3.2.5. Aplicagao da droga e nanoparticulas

Passado o tempo de incubagao das células na placa de 96 pogos, esta foi
dividida em quatro partes, sendo as trés primeiras com trés colunas em cada e a
ultima com uma unica coluna. Nas colunas de 2 a 4 foi aplicada a doxorrubicina pura,
na concentracgdo inicial de 10 uM na coluna 2, sendo feita diluicdo seriada nas duas

colunas seguintes. Nas colunas de 5 a 7, foi aplicada a nanoparticula + DNA e nas de
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8 a 10 a nanoparticula + DNA + DOX 10 uM. Na coluna 11 foi aplicado apenas meio

de cultura, a fim de ser utilizada como controle negativo (Figura 2).

Figura 2 — Divis&do da placa para a aplicagéao

NANO + DNA
DOX pura NANO + DNA +DOX C-

Para a preparacao de uma placa, as diluicbes foram feitas da seguinte maneira:
na primeira canaleta de cada uma das trés partes foram pipetados 1500 uL de meio
de cultura e 750 pL nas demais. Posterior a isso, foram adicionados 15 yL da DOX a
1mM na primeira canaleta e devidamente homogeneizado, em seguida, foi iniciada a
diluicdo seriada, retirando 750 uL da primeira canaleta e passando para a segunda e,
depois 750 uL da segunda para a terceira. Na quarta canaleta (ja contendo 1500 pL
de meio de cultura), foram pipetados 82,4 pL da solugdo contendo as nanoparticulas
+ DNA e a diluigdo seriada foi feita da mesma maneira. Nas canaletas contendo
nanoparticulas + DNA + DOX foi usado o mesmo volume de solugao da anterior e
feita a diluigdo seriada, também da mesma forma. Na ultima canaleta adicionou-se

apenas 750 uL de meio de cultura.

Apos isso, 0 meio de cultura antigo foi retirado da placa e foram pipetados 100

ML das solugdes em cada pogo da respectiva coluna.
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Apos a aplicagao, as placas foram incubadas em estufa por 48 horas.
3.2.6. Ensaiode MTT

Decorridas as 48 horas, as placas foram retiradas da estufa e as solugées da DOX
pura e das nanoparticulas foram substituidas por solu¢gédo de MTT. Procedeu-se ao ensaio
de MTT, leitura no espectrofotdmetro e analise estatistica, conforme os itens 3.1.3 e 3.1.4

ja descritos anteriormente.

Os valores de absorbancia lidos para cada pogo possibilitaram o calculo da
viabilidade celular, que sdo os valores de absorbancia do tratamento divididos pelos
valores do controle (meio RPMI completo) multiplicando tudo por 100. A viabilidade
celular representa a porcentagem de células viaveis (células vivas) (KAMILOGLU et al.,
2020). A partir desses valores, foi possivel estimar a porcentagem de morte celular

(citotoxicidade), de acordo com a seguinte formula:

absorbancia do tratamento

Citotoxicidade = 100 — ( X 100)

absorbancia do controle

4. Resultados e discussao
4.1. Citotoxicidade da DOX pura

Alinhagem de células normais (BGM) n&o foi sensivel a DOX em nenhuma das
concentracgdes testadas, ndo sendo possivel dessa forma calcular o valor do IC50 e o
indice de seletividade. Isso indica que essa linhagem dispbe de algum mecanismo de
resisténcia a droga. Este resultado é interessante, uma vez que se trata de uma
resisténcia observada em um tipo celular ndo tumoral, o que sugere uma possivel

seletividade da DOX em relagao ao tecido renal.

Ja a linhagem de células tumorais (SW480), foi sensivel a DOX apenas nas
concentragdes de 5 yM, 10 uM e 20 pM. Ao calcular a regressao néo linear do log das
concentragdes de DOX versus a viabilidade celular, foi possivel calcular um valor de

IC50= 4,59 + 1,38 uM (Figura 3).
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Figura 3 - Viabilidade das linhagens SW480 e BGM em funcdo da concentragdo de

doxorrubicina, apés 48h de tratamento

SW480 BGM
— 100 B3
= 1 ‘I‘ < 100-pm B h T R +
g 75 2 75
o o=
©
E 50 - - - >9 50
3 =
o ﬂﬁ ©
0 AL AL LT Ien o
<C O O O S O & O S C O O O N N N PN
SIS, AASSS S LTSS AL, S
&o N ? P VT P @9 '\99 «Q.o TN T W2 S o @Q
& >

o
[DOX] pM [DOX] uM

C)

1254

100 QQ = ?

754

® SW480 (ICs0 =4.59 + 1.38 uM)
i i é m BGM (ICso = not converged)

b
$ 3

50

Cell Viability (%)

254 é

c T T T T
15 -1.0 -05 0.0 0.5 1.0 15

Log [DOX] uM

Os dados séo apresentados como média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes (Figuras
2A e 2B). Figura 2C é apresentada como regressdo nao-linear log [Dose] versus Resposta
Normalizada (porcentagens de células vivas). Fonte: a autora
4.2.Interacao da proteina capsidial AV1 com DNA e DOX

Nos experimentos de EMSA, observamos que as moléculas do dsDNA incubado
com tampéao (controle negativo) foram capazes de se deslocar com facilidade na malha
de gel de agarose, ao passo que amostras incubadas com a proteina capsidial ficaram
retidas no topo do gel de agarose. Esse comportamento indica a formagao de complexos
DNA-proteina. Assim, foi possivel comprovar que a proteina capsidial do virus SiYSV,
obtida por expressao heterdloga, possui a capacidade de interagir com moléculas de
dsDNA (Figura 4).
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Figura 4 - Ensaio de Deslocamento de Mobilidade Eletroforética.

Imagem representativa do Ensaio de Deslocamento de Mobilidade Eletroforética em gel de agarose
1%. Canaleta 1 - marcador de pares de bases 1Kb; Canaleta 2 - DNA incubados com PBS (controle
negativo); Canaleta 3 — elui¢cdo [1280] de purificagdo da proteina SiYSV + DNA; Canaleta 4 - eluigdo
[225] de purificagdo da proteina SiYSV + DNA. Fonte: a autora

Este resultado mostra que a proteina CP de SiYSV, apesar de ser altamente
divergente (Xavier, 2015), ndo tendo sido observada a formagéo de particulas virais ao
MET e nem a sua transmissao pelo inseto vetor (Lima, 2022), é capaz de interagir com
moléculas de dupla fita de DNA, sugerindo a possibilidade de formagdo de

nanoparticulas.

Uma vez sugerida a capacidade de auto-montagem das nanoparticulas procedeu-
se a avaliagcao da citotoxidade destas. Os experimentos com as linhagens BGM e SW480
mostraram que a nanoparticula vazia (DNA 600pb + proteina CP) ndo induziu morte
celular quando comparado ao controle, na realidade, foi observada proliferacdo celular
em todas as concentragdes avaliadas (Figura 5). Isto mostra que os constituintes da
nanoparticula ndo sao téxicos e permite inferir que podem ser utilizados como

ferramentas nanobiotecnolégicas na clinica médica.
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Figura 5 - Viabilidade das linhagens SW480 e BGM em funcdo da concentragcdo de

nanoparticulas vazias e carregadas com doxorubicina, apés 48h de tratamento
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Os dados séo apresentados como média de 2 experimentos independentes (Figuras 1 A e 1B). Fonte:
a autora

Ao mesmo tempo, pbde-se observar que a nanoparticula carregada diminuiu a
viabilidade da linhagem BGM, ao contrario da linhagem SW480, que ndo apresentou
diferenca nas taxas de morte celular quando comparadas aos tratamentos com as
concentragbes correspondentes de doxorrubicina pura. Esse resultado pode estar
relacionado & uma superestimacéo da concentragdo de DOX na nanoparticula carregada.
Segundo Gongalves (2023), aproximadamente 70% da doxorrubicina usada para
preparar a amostra pode nao ser incorporada no processo de automontagem da
nanoparticula proteica. Outro fator que pode estar diretamente relacionado a esses

resutados é o tamaho da nanoparticula, que depende diretamente do comprimentz% de



controno do DNA utilizado. Em trabalhos anteriores do nosso grupo, foi observado que
nanoparticulas proteicas montadas com DNA de 3000bp, provocam taxas de morte
celular mais elevadas do que o tratamento com particulas montadas com DNA de 600bp.
(GONCALVES, 2023)

As diferengas observadas entre o primeiro e o segundo grupo de experimentos,
com relagao a resposta a doxorrubicina pura obtidas pela linhagem BGM, podem estar
relacionados a diferengas na idade da cultura celular e seu estado fisiolégico. Ja para a

linhagem SW480, ndo houve variagdes tdo grandes na sensibilidade a DOX.
5. CONCLUSAO

Neste trabalho demonstramos que a proteina CP de SiYSV, um begomovirus
divergente, é capaz de formar estruturas automontaveis quando na presenca de dsDNA.
Além disso, mostramos que nanoparticulas carregadas com DOX promovem a morte
celular das linhagens estudadas,enquanto a nanoparicula pura (sem farmaco) induz a
proliferacdo das mesmas. Vale a pena ressaltar que as diferencas nas taxas de
citotoxicidade da DOX pura e da nanoparticula contendo DOX se mostraram muito
similares, apesar de possiveis perdas do farmaco na montagem das nanoparticulas.
Assim, faz-se necessario avaliagcdes complementares a fim de descbrir a concentracéo
final correta presente nas nanoparticulas montadas e, dessa forma, obter resultados mais

robustos.
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