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INTRODUGAO:

Células tumorais circulantes (CTCs) correspondem aquelas que originaram-se em um tumor e
estdo disseminadas na corrente sanguinea, contribuindo significativamente para o processo de
metastase. A detecgdo e analise destas células viabilizam a identificagdo da doenca e, uma vez que as
CTCs podem espalhar-se ainda no inicio do tumor, é de extrema relevancia ao progndstico que as
células cancerigenas sejam constatadas o mais cedo possivel. Neste cenario, biomarcadores de
CTCs tém sido amplamente estudados e desenvolvidos na area de nanotecnologia, visando o
aprimoramento de métodos de deteccdo e isolamento destas células [1,2]. Ademais, € de suma
importancia que as tecnologias neste dmbito sejam altamente seletivas, para que selecionem apenas
as células cancerosas e inibam as células sanguineas comuns [3]. Assim, a técnica de Layer-by-Layer
(LbL), bastante utilizada no Laboratério de Engenharia e Quimica de Produtos (LEQUIP), emerge
como um método que permite a producdo de biomateriais nanoestruturados para aplicagoes

biomédicas devido a sua versatilidade em automontagem [4].

A técnica de LbL consiste na montagem de camadas de polieletrolitos por meio da imersao
alternada e em sequéncia de um substrato em solugdes de cargas opostas. Esta abordagem permite a
formagao de multicamadas interpenetradas, a fim de formar filmes nanoestruturados com propriedades
variaveis [5]. A escolha dos polieletrélitos utilizados afeta intrinsecamente as caracteristicas do filme,
portanto é preferivel o uso de biopolimeros em razao das propriedades de biocompatibilidade,

biodegradabilidade e atoxidade desses materiais [6,7,8]. Estes aspectos sdo desejados para materiais
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com aplicacbes em contato direto ao sangue [9]. Os biopolimeros escolhidos para a produgado de
recobrimentos e estudo deste projeto foram o acido hialurénico (HA) e a quitosana (CHI).

O HA se sobressai por ser um co-regulador do comportamento celular, em especial, no
processo tumoral [10]. Além disso, € um importante ligante do receptor CD44, o qual é altamente
expressivo em células tumorais e se destaca por seu eficiente desempenho em técnicas de
biorreconhecimento devido, em especial, a sua funcédo de adesao celular [9,11]. A CHI, por sua vez, é
interessante para a técnica devido ao seu carater catidbnico em solugdes acidas, admitindo interagdes
com cargas negativas e neutras [12]. Todavia, um desafio importante o uso de polimeros em meio
sanguineo € evitar o comprometimento do biomaterial devido a hemocompatibilidade. O acumulo por
adsorgao a superficie do dispositivo por plaquetas (e proteinas em geral encontradas no plasma) pode
ocasionar a formagao de coagulos, que por sua vez formam trombos. Este processo é conhecido como
bioincrustacao [4,9]. Desta forma, o uso de heparina tem sido extensivamente investigado a fim de
evitar os empecilhos citados.

A heparina é um polissacarideo de carater anticoagulante por sua semelhanga ao sulfato de
heparano. Mi (2018) demonstrou que a incorporagao de heparina em superficies altamente adesivas a
plaquetas resultou em uma reducao significativa dessa adesao [13,14]. Assim, infere-se que a adigédo
de heparina aos filmes de CHI/HA possa repelir biomoléculas sanguineas indesejadas, favorecendo a
adesao seletiva de CTCs.

Nesse contexto, o presente estudo tem como objetivo produzir, via LbL, filmes a base de HA e
CHI para investigar a incorporacao de heparina, por apresentar propriedades antitrombogénicas, a fim

de obter-se biomateriais para biossensoriamento de CTCs.

METODOLOGIA:

A metodologia adotada para o estudo e producdo dos biofilmes iniciou-se com a preparagao
das solug¢des de polietilenoimina (PEI), quitosana (CHI), acido hialurénico (HA) e heparina, todas na
concentracao de 1 g/L, por solubilizagdo em agua Milli-Q e ajuste de pH para aproximadamente 4,0.
Quanto aos substratos, 1daminas de vidro foram submetidas a etapas sucessivas de limpeza, seguidas

por tratamento com plasma.

A aplicagdo de camadas aos

= recobrimentos foi realizada no

@ equipamento Opentrons OT-2 com a

H : \.w“ técnica LbL. A principio, os substratos
foram imersos em PEIlI e, em seguida,
ol alternadamente em solugoes de CHI e HA

Figura 1 Etapas da metodologia layer-by-layer e representagéio dos para deposﬂar 3’5’ 5’5 e 8’5 bicamadas de
recobrimentos ilustrados. Fonte: E.B. Paglia (coautora) policétion/poliénion em trés diferentes
l&minas. Variado numero de bicamadas foi investigado a fim de analisar a acdo dos biopolimeros

quanto a espessura do filme. Cada imersao durou 15 minutos e entre cada uma foram realizadas trés
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lavagens em agua Milli-Q por 2, 1 e 1 minutos. Assim, foram formados filmes nomeados de CHI/HA. O
mesmo processo foi executado para filmes CHI/HA-hep, com o adicional final da monocamada de
heparina solubilizada por 15 minutos, seguido das mesmas trés lavagens em agua Milli-Q.

A caracterizagcao topografica dos recobrimentos foi realizada pela técnica de Microscopia de
Forca Atdémica, (AFM FlexAxiom SLD, Nanosurf, Suica) no Laboratério de Caracterizacdo de
Biomassa, Recursos Analiticos e de Calibracao da UNICAMP. A andlise dos dados obtidos foi
realizada utilizando o software Gwyddion. A caracterizagado dos filmes quanto a sua molhabilidade foi
feita por medidas de angulo de contato nos substratos com a utilizagdo de agua. Essas foram
conduzidas com gotas de agua ultrapura (3 uL, pH ~7.1 a 25 °C) em quintuplicata. As analises foram
realizadas no Centro de Tecnologia da Informagdo Renato Archer (CTI), no Medidor de Angulo de
Contato DataPhysicsInstruments. modelo OCA 15.

Para os testes biologicos dos recobrimentos foram utilizadas células tumorais epiteliais
prostaticas (PC3), obtidas da BCRJ em colaboracdo com o Prof. Dr. Hernandes F. Carvalho (IB-
UNICAMP). As células foram cultivadas em meio HAM F12 com 10% de soro fetal bovino e 1% de
penicilina/estreptomicina, a 37 °C e 5% de CO.. A contagem celular foi realizada com Azul de Tripan e
camara de Neubauer.

Para o ensaio de adesao, 200 pyL de suspenséao celular (~6,25%x10* células) foram aplicados
sobre os filmes em placas de pogos e incubados por 1h. Apds lavagem com PBS para remocgao das
células nao aderidas, as células fixadas com paraformaldeido (4%) foram coradas com Faloidina-
TRITC (1:500) e DAPI (1:1000). A analise foi feita no microscépio Axio OBSERVER.z1 ZEISS (lente

20x%/0.4), com captura de quatro imagens por filme (49 tiles cada).

RESULTADOS E DISCUSSAO:
Os filmes com 3,5, 5,5 e 8,5 bicamadas tanto na composi¢do de controle (sem heparina)
CHI/HA, quanto na CHI/HA-hep

(contendo heparina), foram analisados
RMS: 17,64 £ 7,04 nm RMS: 34,29 + 15,82 nm RMS: 44,05 = 9,195 nm

Ra: 12,46 £ 4,258 nm Ra: 25,12 = 10,18 nm Ra: 36,31 * 8,403 nm 1
CHI/HA hep 3.5 EHI/IA S35 g il Os dados revelam uma direta
R TR " - . s X

RMS: 7,768%1,848 = "RMS: 18,64 + 5,621 nm RMS: 41,28 * 8,805 nm acompanhado de um aumento

Ra: 5,829 = 1,153 nm Ra: 14,24 * 3,652 nm Ra: 32,61 = 6,404 nm

CHI/HA 3.5 CHI/HA 5.5 CHI/HA 8.5

em microscopia de forga atdmica (AFM) e

representados via software Gwyddion

(Figura 1).

relagdo entre o niumero de bicamadas e a
rugosidade superficial dos filmes: o

I aumento do numero de bicamadas é

progressivo na rugosidade média (RMS)

Figura 2 Microscopia de for¢a atémica (AFM) dos filmes CHI/HA e CHI/HA-hep,
em diferentes niimeros de bicamadas em ambos os tipos de filmes. Observa-se
que, nos filmes mais finos (menor numero

de bicamadas), a presenca de heparina reduz a rugosidade de forma mais evidente. Ja nos filmes
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mais espessos, 0 impacto da heparina na topografia é atenuado, possivelmente devido a contribuigdo
das camadas subjacentes de CHI/HA. Esse efeito pode ser explicado pela capacidade da heparina de
se acomodar melhor em superficies menos rugosas, devido ao seu menor tamanho molecular.

Os angulos de contato dos filmes CHI/HA foram de 9,60+3,03° para 3,5 bicamadas,
14,15+ 1,98° para 5,5 bicamadas e 18,55 + 1,84° para 8,5 bicamadas, indicando que a hidrofilicidade
diminui com o aumento da espessura do filme. Ja os filmes contendo heparina (CHI/HA-hep)
apresentaram angulos de contato de 10,60 +2,03° (3,5 bicamadas), 11,00 £0,08° (5,5 bicamadas) e
8,00+ 0,96° (8,5 bicamadas), valores relativamente baixos e estaveis, sem variagao significativa com o
numero de bicamadas. A presenga da heparina, um polissacarideo altamente sulfatado e carregado
negativamente, confere a superficie grupos hidrofilicos e cargas negativas, promovendo uma forte
interagdo com a agua e mantendo a hidrofilicidade dos filmes mesmo com o aumento da espessura.

Em relacdo a elipsometria, apenas os filmes CHI/HA-hep puderam ser analisados, devido a
limitagbes na leitura dos filmes CHI/HA. As espessuras médias obtidas foram de 16,0+2,0 nm (3,5
bicamadas), 23,0+2,0nm (5,5 bicamadas) e 59,5+ 0,6 nm (8,5 bicamadas), indicando um aumento
consistente com o numero de bicamadas para essa condicdo. Embora os dados sugerem uma
tendéncia de espessura crescente, ndo € possivel generalizar esse comportamento para os demais
filmes sem medigbes complementares. Ainda assim, a variagdo observada pode estar relacionada a
alteragdes em propriedades como rugosidade e molhabilidade.

ApoOs a caracterizacdo dos filmes e a confirmagao da incorporacdo de heparina na ultima
camada, foram realizados testes de adesao celular para avaliar se a presenca de heparina modificaria
o perfil de adesao das células PC3. No entanto, devido a dificuldades experimentais no laboratério de
A) CHI/HA 3.5 B) CHI/HA-hep 3.5 biologia celular, apenas os filmes de 3,5 bicamadas foram
testados. Os resultados (Figura 2), indicam perfis distintos
de adesao celular nos filmes estudados. Como esperado,
a ultima camada com acido hialurénico (HA) favoreceu a
adesdo de células tumorais, enquanto a presengca de

heparina parece reduzir essa adesdo. Essa diferenca

ol

pode estar relacionada as propriedades fisico-quimicas

dessas moléculas. O HA se liga diretamente ao receptor

Figura 3 Imagens de microscopia confocal na lente ~ , . . .
transmitida dos filmes CHI/HA e CHI/HA-heparina, ambos CD44, promovendo adeséo celular. Ja a heparina, devido a

com 3,5 bicamadas sua forte carga negativa dos grupos sulfato, pode gerar
repulsao eletrostatica com o filme ou as células, dificultando a adesao. Além disso, se incorporada na
ultima camada, pode nao estar suficientemente exposta para interagir eficazmente, ao contrario do HA,

que possui uma interagao mais favoravel.
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CONCLUSOES:

Neste projeto, investigou-se a influéncia da heparina na adesao celular quando incorporada a
filmes de polieletrélitos produzidos via LbL. As analises por AFM e angulo de contato indicaram que a
heparina altera a rugosidade e aumenta a hidrofilicidade dos filmes, o que pode dificultar a adeséo
celular por barreiras fisicas e eletrostaticas.

A menor adesao nos filmes com heparina pode também estar relacionada a auséncia de HA
na camada final, j& que este polimero interage com o receptor CD44, favorecendo a adesdo. A
heparina, por outro lado, ndo apresenta essa interacado especifica.

Devido a limitagdes experimentais, apenas os filmes com 3,5 bicamadas foram testados,
impedindo conclusdes mais amplas. Para trabalhos futuros, recomenda-se continuar os testes com os
filmes restantes e avaliar a incorporagdao conjunta de heparina e HA na camada final, buscando

equilibrar propriedades antitrombogénicas e reconhecimento celular.
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