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RESUMO 
 

O Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR) é codificado pelo gene 
EGFR. A superexpressão do receptor EGFR pode estar ligada a malignidades com 
pior prognóstico e suas vias de sinalização EGFR são ativadas pela proteína EGF, 
regulando as ações celulares. Como resultado, o receptor EGFR está sendo estudado 
para uma variedade de diagnósticos de tumores, estimulando o desenvolvimento de 
abordagens inovadoras para aumentar a qualidade e a eficiência dos exames 
diagnósticos. Os nanomateriais podem reconhecer células cancerígenas por 
direcionamento específico de vias moleculares, ressaltando a importância da 
nanomedicina. Neste estudo, bionanossensores foram sintetizados para detecção da 
EGFR, pelo processo de funcionalização da proteína EGF e Clorina e6 (Ce6) em 
nanopartículas de ouro. Essas nanopartículas utilizam o direcionamento ativo para 
entrega da proteína EGF ao receptor EGFR, e a Ce6 serve como uma molécula 
marcadora fluorescente. Bionanossensores foram examinados in vitro em linhagens 
celulares MDA-MB-468 e M059J. A distribuição, absorção, internalização e 
intensidade de fluorescência dos bionanossensores in vitro foi determinada por 
Microscopia Confocal e Citometria de Fluxo. Os resultados mostram que ambas as 
linhagens celulares analisadas acumulam bionanossensores, no entanto, a MDA-MB-
468 possui maior intensidade devido às suas propriedades de superexpressão do 
receptor EGFR. Os achados apontam para propriedades ideais para a concepção de 
um diagnóstico inovador, cuja acurácia se dará pela detecção de células 
superexpressas do receptor de EGFR em estágios precoces do câncer.  
 
Palavras-chave: Bionanossensores. Nanomedicina. EGFR. EGF. Ce6. 
Fluorescência. 



ABSTRACT 

 

The Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) is encoded by the EGFR gene. EGFR 
receptor overexpression may be linked to malignancies with a worse prognosis and its 
EGFR signaling pathways are activated by the EGF protein, regulating cellular actions. 
As a result, the EGFR receptor is being studied for a variety of tumor diagnoses, 
spurring the development of innovative approaches to increase quality and efficiency. 
Nanomaterials can recognize cancer cells by targeting specific molecular pathways, 
underscoring the importance of nanomedicine. In this study, bionanosensors were 
synthesized for the detection of EGFR, by the process of functionalization of the EGF 
protein and Chlorine e6 (Ce6) in gold nanoparticles. These nanoparticles use active 
targeting to deliver the EGF protein to the EGFR receptor, and Ce6 serves as a 
fluorescent marker molecule. Bionanosensors were examined in vitro in MDA-MB-468 
and M059J cell lines. The distribution, absorption, internalization, and fluorescence 
intensity of the bionanosensors in vitro was determined by Confocal Microscopy and 
Flow Cytometry. The results show that both analyzed cell lines accumulate 
bionanosensors, however, MDA-MB-468 has greater intensity due to its EGFR 
receptor overexpression properties. These findings point to ideal properties for the 
conception of an innovative diagnosis, due to the detection of EGFR receptor 
overexpressed cells. 

 
Keywords: Bionanosensor. Nanomedicine. EGFR. EGF. Ce6. Fluorescence. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR) é uma glicoproteína 

que pertence à subclasse do receptor tirosina quinase (HYNES; LANE, 2005; KJAER 

et al., 2018; SAIYAROS et al., 2019). No contexto genômico, o gene EGFR codifica 

este receptor, que é expresso em vários órgãos, incluindo placenta, pulmão, pele e 

tireoide (HYNES; LANE, 2005; KJAER et al., 2018; SAIYAROS et al., 2019). 

O EGFR é situado na membrana celular e possui três regiões estruturais: 

extracelular, transmembrana e intracelular. O domínio extracelular serve como um 

domínio de ligação extracelular. Esta região é especializada para ligantes como a 

EGF. O domínio transmembranar lipofílico permeia a membrana celular, aumentando 

a comunicação intracelular e extracelular. O domínio intracelular é uma região 

hidrofóbica intracelular que está envolvida na atividade da tirosina quinase (HYNES; 

LANE, 2005; KJAER et al., 2018; SAIYAROS et al., 2019; YANG et al., 2017). O EGFR 

é ativado por ligantes específicos extracelulares, como a proteína EGF. A ativação do 

domínio extracelular ocorre pela ligação e dimerização ligante-receptor A dimerização 

gera sinais intracelulares que são transduzidos por processos moleculares, ativando 

uma cascata de sinalização e transcrevendo genes. A ativação da via aumenta as 

funções celulares, como proliferação, adesão, diferenciação e invasão (HYNES; 

LANE, 2005; KJAER et al., 2018; SAIYAROS et al., 2019; SUN et al., 2017). 

A mutação do gene ou distúrbio atípico dessa via pode causar a ativação 

anormal do gene EGFR. Visto que os éxons 18 a 21 do gene EGFR codificam a 

atividade da tirosina quinase deste receptor, e a ativação anormal pode resultar na 

superexpressão do receptor EGFR (sEGFR). A sEGFR leva à sinalização mitogênica 

e a uma variedade de ações celulares, que promovem a formação de tumores, com o 

aumento do potencial de proliferação celular, da angiogênese e a resistência à 

apoptose. A quebra de complexos de junção prejudica a adesão celular e contribui 

para a motilidade e o fenótipo invasivo (HYNES; LANE, 2005; KJAER et al., 2018; 

SAIYAROS et al., 2019; SUN et al., 2017; YANG et al., 2018). 

Como resultado, as mutações do gene EGFR causam os fenótipos mais 

agressivos em algumas doenças, como glioblastoma, câncer de pulmão e câncer de 

mama (LEMMON; SCHLESSINGER; FERGUSON, 2014). A sEGFR é encontrada em 

60% dos pacientes com glioblastoma primário e em 10% dos casos de glioblastoma 

secundário (LEMMON; SCHLESSINGER; FERGUSON, 2014; XU et al., 2017). O 
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câncer de pulmão de células não pequenas também é afetado pela mutação do gene 

EGFR, que é responsável por 85% dos pacientes com câncer de pulmão, com uma 

taxa de sobrevida em 5 anos de 17% (LEMMON; SCHLESSINGER; FERGUSON, 

2014; ROENGVORAPHOJ et al., 2013). Porém, a sEGFR é associada a 50% das 

ocorrências de câncer de mama triplo negativo, sendo caracterizado pela alta taxa de 

crescimento, recorrência e metástase (LEMMON; SCHLESSINGER; FERGUSON, 

2014; SUN et al., 2017; UENO; ZHANG, 2011). 

A biologia molecular e a imuno-histoquímica são abordagens amplamente 

utilizadas para a detecção do gene EGFR. Após investigação anatomopatológica, a 

biologia molecular mapeia sequências específicas de genes somáticos. Este método 

é bem conhecido para diagnóstico de genes e subtipagem (GOMES et al., 2018; 

KARLOVICH et al., 2016; RAMOS et al., 2019). Na imuno-histoquímica, os anticorpos 

monoclonais associados a cromógenos identificam a expressão de proteínas, que  

estão relacionadas aos genes expressos da amostra, identificando variáveis 

prognósticas e preditivas da doença (GOMES et al., 2018; KARLOVICH et al., 2016; 

RAMOS et al., 2019; SUN et al., 2017; YANG et al., 2018). 

Dessa forma, a comunidade científica tem buscado o desenvolvimento de 

novas tecnologias para os procedimentos padrão na área da saúde, aumentando a 

especificidade e a sensibilidade dos diagnósticos. Como resultado, vários estudos 

buscam desenvolvimento de técnicas para detecção do EGFR, principalmente na área 

da nanomedicina (FURRER et al., 2016; GOMES et al., 2018; KARLOVICH et al., 

2016; RAMOS et al., 2019; ROENGVORAPHOJ et al., 2013; SUN et al., 2017; XU et 

al., 2017). 

Embora o gene EGFR tenha sido extensivamente estudado para o diagnóstico 

de diversas mutações, a sEGFR em células ainda é pouco explorada no campo da 

nanomedicina. O objetivo deste estudo é investigar bionanossensores fluorescentes 

na detecção do EGFR, por meio de ensaios in vitro, em cultura celular 2D e 3D. Estes 

bionanossensores são compostos por complexos de proteína EGF e Clorina e6 (Ce6) 

que foram funcionalizados em nanopartículas de ouro (AuNPs). Essas AuNPs são 

carreadoras da Ce6 e da proteína EGF para ligar a EGFR, enquanto que a Ce6 

funciona como uma molécula marcadora, exibindo fluorescência sob excitação de luz 

(AMIRSHAGHAGHI et al., 2019; KJAER et al., 2018; PELAZ et al., 2017; SAIYAROS 

et al., 2019; TENG et al., 2021; VAN DER MEEL et al., 2019). É importante ressaltar 

que este é o primeiro trabalho em cultura 3D do grupo de pesquisa.
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1.1 OBJETIVOS 

 

Analisar o comportamento in vitro de fluorescência dos bionanossensores nas 

linhagens celulares MDA-MB-468 e M059J e assim investigar seu potencial 

diagnóstico, em cultura celular 2D e 3D. Os objetivos específicos são: 

 

a) Sintetizar o bionanossensor e caracterizá-lo por espectroscopia de 

UV- Visível; 

b) Desenvolver a cultura 3D e caracterizar os esferoides por histologia, MEV 

e imunofluorescência; 

c) Aplicar o bionanossensor nas linhagens celulares MDA-MB-468 e M059J, 

em cultura celular 2D e 3D; 

d) Analisar a atividade metabólica nas culturas celulares em monocamada, 

pelo ensaio de MTT; 

e) Analisar a via de morte celular em esferoides, pela citometria de fluxo; 

f) Analisar a internalização do bionanossensor nas células, pela microscopia 

de fluorescência e confocal; 

g) Determinar a intensidade de fluorescência emitida pelo bionanossensor, 

pela citometria de fluxo. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

A literatura científica acerca dos principais assuntos (câncer, diagnóstico, 

nanotecnologia) abordados nesta dissertação é muito extensa. Com isso, o estado da 

arte das questões abordadas é descrito neste capítulo de revisão de literatura, por 

uma estrutura conceitual que enfatiza a importância do desenvolvimento de novos 

métodos diagnósticos. Neste caso, diagnósticos específicos com uso da 

nanotecnologia para os cânceres com superexpressão de EGFR. 

2.1 RECEPTOR DO FATOR DE CRESCIMENTO EPIDÉRMICO 

 

O EGFR é uma glicoproteína que pertence à subclasse de receptores tirosina 

quinase (RTK). A subclasse I dos RTKs é composta por quatro membros, 

apresentados na Figura 1: EGFR/ERBB1/HER1, ERBB2/HER2, ERBB3/HER3 e 

ERBB4/HER4. Todos estes membros possuem uma região extracelular de ligação 

para os ligantes específicos, uma região transmembrana entre as regiões extra e 

intracelular; e uma região citoplasmática responsável pela atividade tirosina-quinase 

(CHEN et al., 2021; HYNES; LANE, 2005; LEMMON; SCHLESSINGER; FERGUSON, 

2014). 

 

Figura 1 – Esquema de representação dos membros da família EGFR, regiões estruturais e 
cascata de eventos intracelulares. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

 

 

A Figura 2 apresenta os receptores da classe ERBB e seus ligantes, membros 

da família de fatores de crescimento epidérmico. Os ligantes específicos para o EGFR 
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são o EGF, TGFα, AR, BTC, HB-EGF e EPR (HYNES; LANE, 2005; KJAER et al., 

2018).  

 

Figura 2 - Receptores membros da família ERBB e seus ligantes, da família de fatores de 
crescimento epidérmico (EGF).  

 
Nota: EGF - fator de crescimento epidérmico, TGFα - fator de crescimento transformante alfa, 

AR - anfirregulina, BTC - betacelulina, HB-EGF - fator de crescimento semelhante ao EGF 
ligado a heparina, EPR – epiregulina, NRG1 - neuregulina 1, NRG2 - neuregulina 2, NRG3 - 

neuregulina 3, NRG4 - neuregulina 4. 
Fonte: Adaptado de Hynes; Lane (2005). 

 

A associação entre o ligante e o receptor pelos domínios I e III da região 

extracelular, induz a ativação dos receptores e sua consequente dimerização (Figura 

1). A dimerização pode acontecer entre homodímeros (receptores iguais, como 

EGFR/EGFR) ou heterodímeros (receptores diferentes, como ERBB2/ERBB4). Esta 

dimerização resulta na internalização do receptor e consequente fosforilação de 

resíduos específicos de tirosina na região intracelular. Esta fosforilação ancora várias 

proteínas, desencadeando a transdução de sinais e a consequente cascata de 

eventos intracelulares. Logo, o complexo ligante-receptor é internalizado, o ligante 

degradado e o receptor retorna para o domínio original da membrana, dando início a 

um novo processo de sinalização (HYNES; LANE, 2005; KARLOVICH et al., 2016; 

KJAER et al., 2018; SUN et al., 2017). 

O processo de sinalização pode mediar sinalizações mitogênicas e promover 

o downregulation, ou seja, controlar a expressão na membrana plasmática. O controle 

da sinalização mitogênica e o downregulation controlam respostas biológicas como a 

proliferação, adesão, diferenciação, migração celular, além da modulação da 

apoptose (Figura 1) (SUN et al., 2017). Dessa forma, mutações e superexpressões 

deste receptor são frequentemente relacionadas a doenças hiperproliferativas, como 

o câncer (CHEN et al., 2021; HARDBOWER et al., 2017; HYNES; LANE, 2005). 
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2.2 MUTAÇÕES NO GENE EGFR E DOENÇAS ASSOCIADAS 

 

O gene EGFR codifica o EGFR, expresso em vários tecidos de origem 

epitelial, mesenquimal e neuronal, conforme apresentado pela Figura 3 

(FAGERBERG et al., 2013; SAIYAROS et al., 2019). Logo, visto que os éxons 18 a 

21 do gene EGFR codificam a atividade da tirosina quinase do receptor, a ativação 

anormal pode resultar no descontrole das sinalizações mitogênicas e downregulation, 

desencadeando a superexpressão do receptor EGFR (FAGERBERG et al., 2013; 

HYNES; LANE, 2005; KJAER et al., 2018; SUN et al., 2017).  

 
Figura 3 – Esquema representativo da expressão normal e da mutação do EGFR. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

 

A superexpressão e ativação de EGFR pode ocorrer por diversos 

mecanismos. Entre eles, estão o aumento exacerbado da produção de ligantes 

específicos; ativação do receptor por deleção múltipla de éxons1 ou mutações 

missense2; aumento da proteína do receptor pela amplificação de genes; e o mau 

funcionamento da degradação do receptor. A superexpressão e ativação do EGFR 

acentuam os traços característicos das células cancerígenas, como aumento da 

 
1 Perda ou deleção de parte do DNA. 
2 Alteração de uma das bases do DNA, codificando um aminoácido diferente. 
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sobrevivência celular, proliferação e invasão (LI et al., 2019; XU et al., 2017; YANG et 

al., 2018). 

A superexpressão do EGFR (sEGFR) leva a um conjunto de ações celulares 

que promovem a formação de tumores, que podem ser comumente relacionados a 

proliferação celular, resistência à apoptose e angiogênese, quebra de complexos de 

junção prejudicando a adesão celular, contribuição para a motilidade e fenótipo 

invasivo. Como resultado, a sEGFR derivada das mutações do gene EGFR, sendo 

muito comum em algumas doenças como o câncer, como os de pulmão, o 

glioblastoma e o câncer de mama (Figura 3) (GOMES et al., 2018; KJAER et al., 2018; 

LEMMON; SCHLESSINGER; FERGUSON, 2014; SAIYAROS et al., 2019; SUN et al., 

2017). 

Segundo o Instituto Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva (INCA), 

o câncer é o principal problema mundial de saúde pública. Sendo considerado uma 

entre as quatro principais causas de morte prematura, ou seja, antes dos 70 anos de 

idade. A incidência e mortalidade do câncer aumentam com o envelhecimento, 

crescimento populacional e fatores de risco. Estes fatores, associados ao 

desenvolvimento socioeconômico, como a incorporação de hábitos e atitudes 

associados à urbanização, como o sedentarismo, alimentação inadequada, entre 

outros, intensifica ainda mais a incidência (INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER 

JOSÉ ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019). 

Com isso, o INCA provê estimativas de novos casos de incidência de câncer 

no Brasil, para todos os anos, considerando 19 localizações primárias específicas no 

corpo humano. A estimativa foi desenvolvida com base em modelos de predição de 

curto prazo ou pela razão incidência/mortalidade, de metodologia análoga às 

estimativas realizadas para o Global Cancer Observatory3 pela Organização Mundial 

de Saúde (INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER JOSÉ ALENCAR GOMES DA 

SILVA, 2019). Na Figura 4 é mostrado as taxas de incidência de câncer em mulheres 

(Figura 4a) e homens (Figura 4b) para o triênio 2020-2022. 

 

 

Figura 4 – Taxas de incidência de câncer no Brasil em a) mulheres e b) homens no triênio 
2020-2022. 

 

 
3GCO. Plataforma da International Agency for Research on Cancer (Organização Mundial da 
Saúde), apresenta estatísticas globais de câncer, para controle e pesquisa. 
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Nos cânceres de pulmão de células não pequenas (NSCLC, do inglês non-

small cell lung cancer), a sEGFR está igualmente presente. As mutações são mais 

comuns na região intracelular do receptor, o que corresponde, geneticamente, em 

deleções no éxon 19 e uma mutação no éxon 21. Ambas as mutações são 

responsáveis por aproximadamente 80-90% das mutações detectadas no EGFR. O 

NSCLC é responsável por mais de 85% dos casos de câncer de pulmão em 

adenocarcinomas (40%), carcinoma de células escamosas (25%) e carcinoma de 

grandes células (10%). Aproximadamente 15% dos pacientes com câncer de pulmão 

apresentam doença localizada, i.e., sendo um câncer de alto índice metastático. Logo, 

a taxa global de sobrevida, em 5 anos, é de apenas 17% para todos os estágios do 

NSCLC. As mutações de ativação do EGFR para esta doença são mais comuns em 

mulheres, não fumantes e adenocarcinoma (LEMMON; SCHLESSINGER; 

FERGUSON, 2014; LI et al., 2019; ROENGVORAPHOJ et al., 2013; YANG et al., 

2018). 

A sEGFR é encontrada em aproximadamente 60% dos glioblastomas 

primários e em 10% dos glioblastomas secundários, caracterizando fenótipos de 

glioblastoma mais agressivos. Além da superexpressão, vários mecanismos induzem 

a ativação anormal de EGFR em glioblastomas, como a expressão autócrina4 

aumentada de ligantes específicos. A amplificação e mutação do gene EGFR também 

aumenta a ativação do receptor EGFR, presente em mais de 57% dos glioblastomas. 

Destas, as mutações de EGFR de domínio extracelular são mais comumente 

observadas em glioblastoma (LEMMON; SCHLESSINGER; FERGUSON, 2014; XU et 

al., 2017). 

 
4 Ligante liberado no meio extracelular ativa a própria célula que o liberou.  
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No mundo, mais de 1,5 milhão de mulheres (25% de todas as mulheres com 

câncer) são diagnosticadas com câncer de mama todos os anos. Os fatores de risco 

mais comuns são gênero, envelhecimento, histórico familiar, mutações genéticas e 

estilo de vida pouco saudável (INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER JOSÉ ALENCAR 

GOMES DA SILVA, 2019; LEMMON; SCHLESSINGER; FERGUSON, 2014; SUN et 

al., 2017). 

O câncer de mama triplo negativo (TNBC, do inglês triple-negative breast 

cancer) possui como característica “negativo” para: receptor de estrogênio (ER-), 

receptor de progesterona (PR-) e HER2 (HER2-). O TNBC representa pelo menos 

20% dos cânceres de mama, é altamente proliferativo, agressivo e possui o pior 

prognóstico quando comparado a outros subtipos de câncer de mama (como o HER2+ 

ou ER+). Mais de 50% dos casos de TNBC apresentam sEGFR. A causa de morte de 

pacientes com TNBC é frequentemente devido a recorrência/reincidência (30-40% 

dos casos de TNBC), que se apresenta como metástase (CHEN et al., 2021; SUN et 

al., 2017). 

A metástase do câncer de mama pode ocorrer em órgãos distantes, como 

ossos, fígado, pulmão e cérebro, o que explica principalmente a dificuldade no 

tratamento e cura. A metástase deste tumor causa mais de 90% das mortes por 

câncer. Portanto, o diagnóstico precoce da doença pode levar a um bom prognóstico 

e uma alta taxa de sobrevida (CHEN et al., 2021; SUN et al., 2017). 

 

2.3 TÉCNICAS DIAGNÓSTICAS PARA DETECÇÃO DE MUTAÇÕES NO GENE 

EGFR 

 

As superexpressões e mutações de EGFR podem ser detectadas por meio de 

uma variedade de métodos, invasivos ou não-invasivos, representados na Figura 5. 

Atualmente, ainda não há consenso ou recomendação para a implementação de 

testes padronizados na prática clínica, destinados a detecção de mutações de EGFR 

(KJAER et al., 2018; ROENGVORAPHOJ et al., 2013; SUN et al., 2017). 
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Figura 5 – Esquema representativo dos métodos diagnósticos invasivos e não-invasivos para 
a detecção da mutação do EGFR. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

 

Entre os métodos não-invasivos, a mamografia e a ressonância magnética 

(RM) são ferramentas de rastreamento amplamente utilizadas para o câncer de mama 

(Figura 5). A RM é mais sensível que a mamografia em alguns casos, devido às 

limitações de detecção da mamografia em mamas densas e em mulheres até 50 anos. 

No entanto, não há benefícios identificados da RM no prognóstico de pacientes ou na 

taxa de detecção de recorrência do tumor. Ademais, a especificidade da RM para 

diagnóstico de cânceres de mama é inferior à mamografia. A ultrassonografia direta 

de mama também é uma opção, mas requer alta experiência do operador (LEMMON; 

SCHLESSINGER; FERGUSON, 2014; SUN et al., 2017). 

Dentre os métodos invasivos, a biologia molecular e a imuno-histoquímica são 

abordagens atualmente disponíveis para a detecção do gene EGFR (Figura 5). Após 

investigação anatomopatológica, a biologia molecular mapeia sequências específicas 

de genes somáticos. Na imuno-histoquímica, a expressão de proteínas relacionadas 

aos genes da amostra é identificada por anticorpos monoclonais específicos 

marcados com cromógenos, que identificam as variáveis prognósticas e preditivas da 

doença (GOMES et al., 2018; KARLOVICH et al., 2016; RAMOS et al., 2019). Porém, 

estas técnicas requerem grandes porções de amostra, mão de obra especializada e 

demanda tempo de processamento, mas existe limitações na identificação de 

mutações incomuns.  

Entretanto, os procedimentos padrão estão em constante desenvolvimento, 

de forma a aumentar a especificidade e a sensibilidade dos diagnósticos. Os 
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preditores mais confiáveis da sensibilidade do EGFR são as mutações que envolvem 

o próprio EGFR. O diagnóstico de mutações somáticas da região intracitoplasmática 

(responsável pela atividade tirosina quinase) do EGFR no diagnóstico de NSCLC tem 

sido cada vez mais utilizado. Embora não haja um consenso sobre a escolha do 

métodos de detecção das mutações do EGFR, a National Comprehensive Cancer 

Network (NCCN) recomenda o teste de mutação de EGFR para adenocarcinomas, 

células grandes e NSCLC (CHEN et al., 2021; KJAER et al., 2018; 

ROENGVORAPHOJ et al., 2013). Como resultado, a precisão da detecção do 

receptor EGFR é extremamente útil na prática de saúde. Com isso, há a necessidade 

de elucidar um biomarcador robusto, independentemente da heterogeneidade do 

tumor para um avanço no tratamento dos cânceres com sEGFR. 

A nanotecnologia vem revolucionando o tratamento e diagnóstico de doenças, 

corroborando para diagnósticos mais rápidos e precisos. Esta área de atuação junto 

a saúde é conhecida como nanomedicina (FURRER et al., 2016; GOMES et al., 2018; 

KARLOVICH et al., 2016; RAMOS et al., 2019; ROENGVORAPHOJ et al., 2013; SUN 

et al., 2017; XU et al., 2017). 

 

2.4 NANOTECNOLOGIA E BIONANOSSENSORES 

 

A nanotecnologia engloba a observação, manipulação e controle de materiais 

na escala nanométrica (1 a 100nm; 1nm = 10-9m). Esta compreende ciência, 

engenharia e tecnologia, em que, fenômenos únicos intrínsecos permitem novas 

aplicações em vários campos de estudo, como a química, física, biologia, medicina, 

engenharia e eletrônica (BAYDA et al., 2020; HE; DENG; HWANG, 2019).  
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Figura 6 – Esquema representativo da formação da nanomedicina e seu principal produto. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

 

 

Os materiais nanoestruturados podem ser sintetizados por duas metodologias 

diferentes, sendo elas top-down e bottom-up. Dentro da metodologia top-down, um 

material é fragmentado até atingir tamanho nanométrico. Por outro lado, dentro da 

metodologia bottom-up, um material é construído dentro da nanoescala, átomo por 

átomo ou molécula por molécula, por síntese química ou física. Estes materiais podem 

ser nanopartículas, nanocompósitos, nanorobôs, nanotubos, etc (BAYDA et al., 2020).  

As nanopartículas são utilizadas desde o século IV a.C., e desde então têm 

sido utilizadas nas mais diversas áreas. Um dos mais antigos exemplos famosos é a 

taça de Licurgo, que se apresenta na cor verde na luz refletida e vermelha quando em 

luz transmitida. Esta taça possui composição de vidro em duas cores, dado a presença 

de nanopartículas de ouro e prata em diâmetros de 50 a 100 nm. Estas também foram 

largamente encontradas em vitrais de antigas catedrais (BAYDA et al., 2020). 

Dentre o histórico de progresso em nanotecnologia, é possível destacar 

algumas técnicas e equipamentos, como o microscópio de força atômica, microscopia 

eletrônica de transmissão, microscopia eletrônica de varredura, difração de raios-x, 

entre outros. Apesar do uso interdisciplinar, essas técnicas correspondem à evolução 

dentro da física. Outras áreas, como a química, biologia, as engenharias e a ciência 

da computação se beneficiam igualmente. Dentro da biologia, por exemplo, as 
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medidas de um anticorpo, uma bactéria ou um vírus foram coletadas devido ao avanço 

da nanotecnologia (BAYDA et al., 2020). A figura 7 apresenta alguns materiais na 

escala nanométrica. 

 

Figura 7 – Escala nanométrica com apresentação de alguns materiais.  

 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

 

Desde o século XX, a nanotecnologia tem sido extensivamente aplicada na 

área biomédica, dado o desenvolvimento de nanoestruturas inteligentes de ação 

direta em interações biomoleculares. Estas nanoestruturas podem contornar os 

obstáculos que impedem o sucesso das abordagens farmacológicas tradicionais. Por 

isso, a bionanotecnologia é considerada um dos campos mais intrigantes de aplicação 

da nanociência. Nas últimas décadas, as aplicações biológicas da nanotecnologia têm 

crescido cada vez mais objetos de estudo, oferecendo excelentes resultados. Alguns 

exemplos são as nanoestruturas utilizadas para entrega de drogas (drug delivery), 

medicina regenerativa, oncologia, combate de infecções bacterianas, vacinas, 

doenças degenerativas, toxicologia, diagnósticos por imagem e detecção de 

biomarcadores (BAYDA et al., 2020; CONTERA; DE LA SERNA; TETLEY, 2021).  

A nanotecnologia se envolve em um campo interdisciplinar com a nanociência 

e a nanoengenharia, dando origem à nanomedicina. Esta abrange uma ampla gama 

de pesquisa e desenvolvimento, que se difere de outros tipos de medicina (PELAZ et 

al., 2017).  
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Dentro da área oncológica, pode ser observado que a maior parte dos piores 

prognósticos são devido a um diagnóstico tardio. Dessa forma, a complexidade desta 

patologia requer um diagnóstico mais simples e precoce (CONTERA; DE LA SERNA; 

TETLEY, 2021). Assim, a nanomedicina aplicada aos estudos do câncer se expandiu 

exponencialmente nos últimos anos. Entretanto, existe um hiato entre os avanços das 

pesquisas e a aplicabilidade na prática clínica. Este número relativamente pequeno 

de nanomedicamentos cancerígenos aprovados para uso clínico, se deve às múltiplas 

barreiras biológicas e farmacêuticas, como perfusão, permeabilidade e internalização 

tumoral, bem como a distribuição para as células alvo (PELAZ et al., 2017; VAN DER 

MEEL et al., 2019). 

Progressos notórios têm sido estudados na oncologia, aperfeiçoando as 

técnicas teranósticas tradicionais para cânceres agressivos. Estes avanços foram 

atingidos direcionando ao tumor diversas moléculas funcionais, como nanopartículas, 

anticorpos e outros agentes citotóxicos. Dessa forma, é possível entender que os 

nanomateriais podem ser empregados na modulação de processos biológicos, 

principalmente atuando nas limitações das técnicas atuais (BAYDA et al., 2020; 

CONTERA; DE LA SERNA; TETLEY, 2021; PELAZ et al., 2017). 

O uso de vários nanomateriais ou de um bionanossensor funcionalizado com 

agentes terapêuticos pode permitir o diagnóstico e tratamento com eficácia 

aprimorada. Tradicionalmente, os bionanossensores são usados para modular a 

biodistribuição e o acúmulo de quimioterápicos administrados sistemicamente, 

melhorando assim o equilíbrio entre sua eficácia e toxicidade (PELAZ et al., 2017; 

VAN DER MEEL et al., 2019). 

Os nanomateriais podem ser utilizados de diversas formas para o diagnóstico 

de cânceres. As nanopartículas metálicas, especialmente as AuNPs, tem sido cada 

vez mais utilizada na nanomedicina, destacando-se na oncologia. Estas podem ser 

utilizadas como um bionanossensor para diagnóstico não invasivo da doença, 

limitando os efeitos colaterais (CONTERA; DE LA SERNA; TETLEY, 2021). 

Neste contexto, as propriedades físicas e químicas das AuNPs podem ser 

controladas alterando o tamanho e morfologia da nanoestrutura. Além disso, as 

AuNPs têm natureza óptica dependente de tamanho e forma, devido à oscilação 

coerente de elétrons livres, o chamado efeito de ressonância de plasmônica de 

superfície (SPR), podendo ser empregados em biossensores (XU et al., 2021; YANG 

et al., 2022). 
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As AuNPs se tornam promissoras no carreamento de drogas, uma vez que 

possuem elevada área superficial em relação ao volume. A afinidade química 

superficial permite sua funcionalização, por exemplo, com drogas, ácidos nucleicos, 

proteínas ou peptídeos, anticorpos, ligantes direcionados, entre outras. Sua 

funcionalização deve-se à presença das cargas negativas na superfície e pela forte 

afinidade por grupos tiol, amino e carboxílico (YANG et al., 2022). Os 

bionanossensores atuam como nanomedicamentos direcionados, que dependem do 

reconhecimento ativo de receptores superexpressos em sítios patológicos. A inserção 

de proteínas em bionanossensores minimiza a toxicidade sistêmica e o 

direcionamento ativo de ligantes intensifica a absorção pelas células cancerígenas 

(VAN DER MEEL et al., 2019). 

Uma das proteínas que podem ser utilizadas na funcionalização do 

bionanossensor, no contexto da superexpressão do EGFR é a EGF, que possui 

ligante específico para o ERBB1 (KJAER et al., 2018; PELAZ et al., 2017; SAIYAROS 

et al., 2019; VAN DER MEEL et al., 2019). A análise imunoenzimática via Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay (ELISA) determina a presença da proteína EGF em 

bionanomarcadores por anti-EGF utilizando o EGF ELISA Kit (RayBiotech, ELH-EGF-

1). A funcionalização do EGF-α-ácido lipóico em AuNPs pode modificar as 

propriedades de ligação (ligante-receptor) da proteína EGF e EGFR (CASTILHO, 

2017). 

Em estudos de análise imunoenzimática feitos previamente pelo grupo 

(Figura 8), o ELISA investigou a especificidade e sensibilidade da proteína EGF 

funcionalizada no bionanossensor, sendo o Kit EGF estabelecido como parâmetro de 

controle.  
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Figura 8 – Análise imunoenzimática pelo teste de ELISA. 

1 10 100

0,01

0,1

1

 

 

A
b

s
o

rb
â

n
c
ia

 (
u
.a

.)

Concentração (pg.mL
-1
)

 Kit da proteína EGF

 Bionanossensor

 AuNPs

 Proteína EGF
OD= 450nm

 

Nota: Gráfico de absorção em 450nm para a proteína EGF em soluções antes da aplicação nas 
células. O gráfico demonstra a concentração de EGF em pg/mL no eixo X pela absorbância em 

450nm no eixo Y. A solução EGF Kit foi utilizada como controle, pois possui curva de 
calibração por fabricante. 

Fonte: Adaptado de Castilho (2017). 

 

A solução de AuNPs, de proteína EGF e a curva de absorção do 

bionanossensor em comparação com o EGF Kit não revelam nenhuma diminuição nas 

propriedades de ligação ligante-receptor da proteína EGF e EGFR. A proteína EGF 

seguiu os padrões do fabricante, porém, sua absorbância foi inferior ao kit EGF. A 

proteína EGF funcionalizada a AuNPs (como bionanossensor) foi altamente ativa ao 

anti-EGF, seguindo o padrão do kit. Portanto, a funcionalização da proteína EGF para 

AuNPs melhorou suas características de interação, quando comparada à proteína 

EGF isolada (CASTILHO, 2017; LUCAS et al., 2015). 

Embora o gene EGFR tenha sido extensivamente estudado para o diagnóstico 

de diversas mutações, a superexpressão do receptor EGFR em células ainda é pouco 

explorada no campo da nanomedicina (PELAZ et al., 2017; VAN DER MEEL et al., 

2019). 

 

 

 

2.5 MÉTODOS DIAGNÓSTICOS EM CITOMETRIA DE FLUXO 
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A citometria de fluxo providencia análises rápidas e multi-paramétricas de 

partículas suspensas em solução salina, enquanto elas fluem rapidamente por feixes 

de luz. Essas partículas devem possuir entre 0,2 e 50 µm e podem ser ácidos 

nucleicos, células, pequenas moléculas orgânicas, proteínas ou microrganismos. 

Cada partícula da amostra em suspensão passa pelos três sistemas que compõem o 

citômetro de fluxo, o fluídico, óptico e eletrônico (COSTA, 2020; MCKINNON, 2019).  

O sistema fluídico permite que as partículas sejam conduzidas do tubo de 

amostras com o auxílio do fluído envoltório, como representado pela Figura 9. As 

partículas suspensas são dispostas em um foco hidrodinâmico, que as alinha uma a 

uma e conduz até o conjunto de feixes de luz, no sistema óptico (COSTA, 2020; 

MCKINNON, 2019).  

Na porção do sistema óptico, os lasers de excitação incidem sobre a partícula 

e são direcionados para o núcleo da amostra. A partícula analisada dispersa a luz e 

moléculas presentes emitem fluorescência. As lentes do equipamento coletam a luz 

dispersada e a fluorescência emitida. Na citometria de fluxo, a luz 

dispersada/espalhada por todas as células detectadas é medida por dois detectores 

ópticos: dispersão frontal (Forward Scatter, FSC), que detecta a dispersão ao longo 

do caminho do laser, e dispersão lateral (Side Scatter, SSC), que mede a dispersão 

em um ângulo de noventa graus em relação ao laser. Os detectores FL, detectam a 

fluorescência de células coradas, de acordo com as partículas e corantes utilizados 

(COSTA, 2020; MCKINNON, 2019).  

Ao final da leitura, os dados sobre as partículas são coletados pelo sistema 

eletrônico por amplificação, convertendo a luz em sinais eletrônicos proporcionais à 

fluorescência, gerando dados numéricos (COSTA, 2020; MCKINNON, 2019). A figura 

9 apresenta uma representação do mecanismo de funcionamento de um citômetro de 

fluxo. 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Representação do mecanismo de funcionamento do citômetro de fluxo. 
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Nota: FSC = Forward Scatter. SSC= Side Scatter. FL= Fluorescência. 
Fonte: Elaborado pela autora (2023). 

 

A citometria de fluxo é uma técnica extensivamente empregada em diferentes 

áreas dentro da pesquisa científica biológica, como a virologia, imunologia, biologia 

celular, microbiologia e oncologia. Entretanto, a técnica é utilizada em laboratórios 

clínicos para o monitoramento de doenças infecciosas. No Brasil, esta técnica é 

utilizada pelo Sistema Único de Saúde (SUS) para quantificar a carga viral do HIV e o 

percentual de linfócitos T CD4+ e T CD8+, no monitoramento da síndrome da 

imunodeficiência humana (Aids) (COSTA, 2020; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2003; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE et al., 2021).  

Dessa forma, o emprego do citômetro de fluxo na detecção de marcadores 

tumorais viabiliza o diagnóstico precoce, dado que este já é utilizado pelos sistemas 

público e privado de saúde, o que pode ser um grande aliado para minimizar esta 

situação de saúde pública. 

 

2.6 CLORINA E6 

 

A Ce6 é um fotossensibilizador de segunda geração utilizado nas práticas 

clínicas, caracterizado pela eficácia de alta sensitividade e rápida eliminação do 

organismo (estrutura química apresentada pela Figura 10). A Ce6 exibe fluorescência 

sob excitação de luz entre 660-670nm e possui ação penetrante superior em tecidos 

humanos, quando comparada aos lasers convencionalmente utilizados (cerca de 
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630nm) em fotossensibilizadores de primeira geração (AMIRSHAGHAGHI et al., 2019; 

TENG et al., 2021).  

 

Figura 10 – Estrutura química da Clorina e6. 

 
Fonte: National Center for Biotechnology Information (2022). 

 

A Ce6 apresenta eficácia terapêutica melhorada e efeitos colaterais reduzidos 

em comparação com fotossensibilizadores convencionais derivados de 

hematoporfirina. Entretanto, o uso da Ce6 nas práticas clínicas tem sido limitado pela 

baixa solubilidade em água. Inúmeros tipos de carreadores têm sido desenvolvidos 

para a funcionalização da Ce6 com o intuito de superar a baixa solubilidade em água, 

porém, a eficiência tende a ser suprimida. Além disso, a síntese reprodutível pode ser 

um grande desafio. Neste contexto há a necessidade de desenvolver novas 

formulações envolvendo a Ce6 que sejam estáveis, reprodutíveis e capazes de 

fornecer Ce6 aos tumores de forma eficiente (AMIRSHAGHAGHI et al., 2019; TENG 

et al., 2021). 

Este estudo objetivou investigar a fluorescência in vitro de bionanossensores 

compostos por complexos de proteína EGF e Ce6 funcionalizadas em AuNPs. Essas 

nanopartículas direcionam ativamente a proteína EGF para o receptor EGFR e a Ce6 

atua como uma molécula marcadora, exibindo fluorescência sob excitação de luz 

(AMIRSHAGHAGHI et al., 2019; KJAER et al., 2018; PELAZ et al., 2017; SAIYAROS 

et al., 2019; TENG et al., 2021; VAN DER MEEL et al., 2019). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Inicialmente, os complexos EGF-α-ácido lipóico e Ce6-cisteamina foram 

sintetizados e funcionalizados às AuNPs para o desenvolvimento dos 

bionanossensores. Esta solução foi caracterizada pela análise de espectroscopia de 

UV-visível para determinação das bandas de absorção de cada solução e na 

funcionalização delas. Após a caracterização, os bionanossensores foram estudados 

in vitro nas linhagens celulares MDA-MB-468 e M059J para avaliar o comportamento 

do bionanossensor, por meio da análise da atividade metabólica, via de morte celular, 

do microambiente celular e a determinação da intensidade de fluorescência. Cada um 

destes processos será descrito nas próximas seções. A figura 11 apresenta um 

resumo do fluxograma experimental deste estudo. 

 

Figura 11 – Fluxograma experimental resumido. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

 

3.1 SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DOS BIONANOSSENSORES 

 

A síntese dos bionanossensores foi feita com base em metodologias 

previamente estabelecidas pelo grupo (BHATTACHARJEE et al., 2018; CASTILHO et 

al., 2021; CASTILHO; HEWITT; RANIERO, 2017).  
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A síntese das AuNPs, representada pela Figura 12, foi realizada com base 

nos estudos de Lee e Meisel, para obtenção de coloides esféricos de 

aproximadamente 20nm (LEE; MEISEL, 1982). Em suma, uma solução de cloreto de 

ouro (III) trihidratado (HAuCl4.3H2O, Sigma Aldrich, 520918, 0,048%) foi aquecida sob 

agitação constante até atingir o ponto de ebulição em balão volumétrico de três 

pescoços acoplado a um condensador. Em seguida, o citrato de sódio tribásico 

dihidratado (Na3C6H5O7.2H2O, Sigma Aldrich, S4641, 1%) foi adicionado, com a 

temperatura de ebulição da solução mantida por mais 1h. Após o período de 

estabilização, o aquecimento foi cessado e a solução mantida sob agitação até atingir 

a temperatura ambiente. Dentre as etapas do processo, a síntese por bottom up passa 

por mudanças de colorações divididas em fases amarelo, transparente, acinzentado 

e vermelho escuro na solução coloidal final. Esta foi armazenada a 4ºC, ao abrigo da 

luz.  

 

Figura 12 – Esquema de síntese das AuNPs. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

 

Para a síntese do complexo Clorina e6-Cisteamina, os grupos carboxílicos da 

Clorina e6 foram ativados. Para isso, a Clorina e6 (5 mg/mL) foi diluída em uma 

solução de volumes iguais de NaOH 0,1M e Metanol (v/v). O pH foi ajustado para 6,2 

e então as soluções de Sulfo-NHS (40,7 mg/mL) e EDC (16mg/mL), foram 

adicionadas. Em seguida, a solução foi deixada sob baixa agitação constante por 30 



41 

 

minutos. Em seguida, a cisteamina (0,62 mg/mL) foi adicionada, e o pH da solução foi 

ajustado para 7,0. A reação foi colocada sob baixa agitação constante por 2 horas. 

Após esta incubação, o pH foi ajustado para acima de 9. A solução foi incubada por 

mais 30 minutos. Em suma, a clorina e6 foi funcionalizada à cisteamina pela química 

carbodiimida, ligando uma amina a um radical carboxílico. Esta é esquematizada pela 

Figura 13 (CASTILHO; HEWITT; RANIERO, 2017).  

 

Figura 13 – Esquema de síntese do complexo Ce6-Cisteamina. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

 

Para a síntese do complexo EGF-α-ácido lipóico, a proteína de fator de 

crescimento epidérmico (EGF) foi reconstituída em ácido acético (10mM) e diluída 

emPBS 1x (1mg/mL). A molécula de α-ácido lipóico foi diluída em volumes iguais de 

metanol e solução tampão fosfato-salino (PBS 1x, 10mM, pH 7,2). A solução diluída 

de α-ácido lipóico foi adicionada às soluções de Sulfo-NHS e EDC, ativando os grupos 

carboxílicos presentes na solução de α-LA e assim, ligar a EGF ao α-LA a partir da 

reação química via carbodiimida. A solução foi mantida em agitação constante por 30 

minutos. Após a incubação, a solução de EGF foi adicionada à solução. Então, esta 

foi mantida em agitação constante por 2 horas. Em seguida, o pH da solução foi 

ajustado para acima de pH 9,0. A solução foi mantida em agitação constante por mais 

30 minutos. Em suma, o α-ácido lipóico foi ligado a proteína EGF (LUCAS et al., 2015), 

ligando uma amina a um radical carboxílico e assim, formado o complexo EGF-α-ácido 

lipóico. Esta é representada pela estrutura rosa esquematizada na Figura 14 

(BHATTACHARJEE et al., 2018; LEE et al., 2016; LUCAS et al., 2015).  
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Figura 14 – Esquema de síntese do complexo Ce6-Cisteamina. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

 

No processo final, os complexos clorina e6-cisteamina e EGF-α-ácido lipóico 

foram purificados após a modificação química, por uma série de lavagens em água 

ultrapura, removendo os subprodutos formados durante a síntese do complexo. A 

clorina e6 e a EGF foram quimicamente modificadas para funcionalizar às AuNPs, 

compondo o bionanossensor, conforme esquematizado na Figura 15. A 

funcionalização foi feita para um recobrimento de 50% Clorina e6-cisteamina e 50% 

EGF-α-ácido lipóico, almejando recobrir totalmente a superfície (BHATTACHARJEE 

et al., 2018; CASTILHO et al., 2021; CASTILHO; HEWITT; RANIERO, 2017). 
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Figura 15 – Estrutura simplificada dos complexos EGF-α-ácido lipoico e Clorina e6-cisteamina 
e a formação do bionanossensor.  

 

.  
Nota: O círculo vermelho representa as nanopartículas de ouro. A estrutura verde representa o 
complexo Clorina e6-Cisteamina. A estrutura rosa representa o complexo EGF-α-ácido lipoico. 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

 

Para a primeira parte, o complexo EGF-α-ácido lipóico foi funcionalizado às 

AuNPs, recobrindo 50% das partículas. Sendo assim, as duas soluções foram 

adicionadas em um frasco e a nova solução foi incubada a temperatura ambiente por 

24h, mantida em baixa agitação constante. Na segunda parte, o linker clorina e6-

cisteamina foi funcionalizada às AuNPs, para recobrir os 50% restantes de área 

superficial da partícula. Para isso, após as 24 horas da incubação das AuNPs com o 

complexo EGF-α-ácido lipóico, a solução do complexo de clorina e6-cisteamina foi 

adicionada à solução, onde permaneceu por mais 24h incubada a temperatura 

ambiente em baixa agitação constante. A esquematização do processo está ilustrada 

na Figura 16. 
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Figura 16 – Esquema do processo de síntese dos bionanossensores. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

 

Em suma, a síntese dos bionanossensores ocorreu pela incubação das 

soluções. As soluções de AuNPs (2,49x1012 AuNPs/mL) e as soluções dos complexos 

clorina e6-cisteamina e EGF-α-ácido lipóico  foram incubadas a temperatura ambiente 

em agitação constante por 48h (BHATTACHARJEE et al., 2018; CASTILHO et al., 

2021; CASTILHO; HEWITT; RANIERO, 2017). Após a incubação, as amostras foram 

purificadas por diversos ciclos de lavagem em água ultrapura e centrifugação a 13000 

rpm por 4 minutos. Os bionanossensores foram quantificados e caracterizados 

utilizando o espectrofotômetro DeNovix DS-11 (DeNovix Inc.). O espectro de UV-

visível revelou comprimentos de onda específicos e bandas de absorção dos produtos 

das amostras. 

 

3.2 CULTURA CELULAR 

 

Os bionanossensores foram testados in vitro nas linhagens celulares MDA-

MB-468 (câncer de mama triplo-negativo, monocamada e esferoides) e M059J 

(glioblastoma maligno, monocamada) adquiridos no Banco de Células do Rio de 

Janeiro. 

A maior parte dos tipos celulares possuem uma média de 2x104 a 2x105 

receptores de EGFR por célula, enquanto as células que possuem superexpressão 
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do receptor EGFR possuem cerca de 106 receptores EGFR por célula, como mostrado 

na figura 17 (BRANDT et al., 2006). A linhagem celular MDA-MB-468 possui 

características de sEGFR; as quais, o receptor EGFR é presente em 1x106 por célula. 

A linhagem celular M059J não apresenta aspectos de superexpressão de receptor 

EGFR (HO; LIN, 2018; LICCARDI; HARTLEY; HOCHHAUSER, 2014).  

 

Figura 17 – Diferenças de tecidos com baixa ou alta superexpressão de EGFR. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

 

3.2.1 Cultura celular em monocamada 

 

A cultura celular em monocamada ou bidimensional (2D) foi realizada com as 

linhagens celulares MDA-MB-468 e M059J.  

A linhagem celular MDA-MB-468 foi cultivada em meio de cultura L-15 

completo (Leibovitz, Sigma Life Science, L4386), suplementado com 10% (v/v) de soro 

fetal bovino (Sigma Aldrich, F2561).  

A linhagem celular M059J foi cultivada em meio de cultura completo DMEM/F-

12 (Sigma Life Science, D8900), suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino e 

0,05 mM de aminoácidos não-essenciais. As células foram incubadas a 37 ºC em uma 

atmosfera de 95% (ThermoFisher Scientific, series 8000 Water-Jacketed CO2 

Incubator). 
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Nos experimentos realizados com a cultura em monocamada, cada replicata 

(n=1) foi feita com uma alíquota de células a uma concentração de 1x105, depositada 

em placas experimentais.  

 

3.2.2 Cultura celular tridimensional  

 

A cultura celular tridimensional (3D) formou esferoides com a linhagem MDA-

MB-468. Estes foram gerados utilizando agarose ultrapura micromoldada (3D Petri 

Dish®; MicroTissues, Inc). Em que géis de agarose a 2% (Ultrapure agarose, 

Invitrogen) foram moldados produzindo microressecções. Neste processo, a agarose 

estéril (agarose ultrapura 2% em salina 0,9% NaCl) foi aquecida até atingir entre 60 e 

70ºC. Esta foi pipetada nos micromoldes estéreis. Após a solidificação da agarose em 

temperatura ambiente, o micromolde foi removido com cuidado. Os moldes foram 

transferidos para as placas a serem utilizadas, que permaneceram por 45 minutos sob 

luz UV. Os géis foram então equilibrados com meio de cultura completo por dois 

processos de 20 minutos cada.  

 

Figura 18 – Processo de fabricação de micromoldes de agarose e esferoide. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

 

Após o equilíbrio dos géis, as células foram retiradas das garrafas de 

monocultura com uma solução de Tripsina-EDTA a 0,025%, centrifugadas a 2000 rpm 

por 10 minutos e ressuspensas para a densidade celular de 1x105. As células foram 

pipetadas nos géis e o meio de cultura restante foi adicionado. Ao longo de 20 dias de 
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incubação, as células dentro das microressecções se formaram espontaneamente em 

agregados, recuperados dos géis por centrifugação e/ou pipetagem manual e foram 

então movidos para as placas de experimentos. 

Nos experimentos realizados com os esferoides, cada replicata (n=1) foi feita 

com um esferoide após 21 dias de incubação, alocado em placas experimentais. 

 

3.3 ANÁLISE HISTOLÓGICA DO MICROAMBIENTE CELULAR TRIDIMENSIONAL 

 

Ao final dos 21 dias de incubação dos esferoides, os micromoldes de agarose 

foram submetidos à criotomia (CM1100, Leica Biosystems). Neste processo, mostrado 

pela Figura 19, o criostato foi resfriado até -20ºC (temperatura ideal para cortes em 

tecidos mamários, conforme indicação do fabricante) e os micromoldes foram 

alocados no porta amostra com o meio de congelamento (Tissue Freezing Medium, 

Leica Biosystems) para resfriamento. Este meio de congelamento é altamente viscoso 

e solúvel em água, sendo assim, uma excelente escolha para o suporte de tecidos 

durante a criotomia. Em seguida, foram depositadas na câmara de congelamento. 

Após a solidificação completa do material, os blocos foram seccionados para obtenção 

de vários cortes com cerca de 5μm de espessura, os quais foram depositados em uma 

lâmina de vidro.  

 

Figura 19 – Processo de corte das amostras por criostato. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 
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A coloração em hematoxilina-eosina (H&E) foi utilizada para coloração das 

amostras pré-fixadas nas lâminas. Este procedimento permite a visualização do 

citoplasma e núcleo das células para análise do tecido formado in vitro. Para isso, as 

amostras passaram por uma lavagem em água destilada, a fim de remover algum 

resíduo presente na amostra. Em seguida, foi banhada em Hematoxilina de Meyer por 

2 minutos, lavadas novamente em água destilada para remover todo o excesso do 

produto e banhada em Eosina amarelada por 1 minuto. Após este processo de 

coloração, as amostras foram lavadas novamente em água destilada, retirando o 

excesso de umidade em um papel absorvente. Para a desidratação da amostra, foram 

feitas duas lavagens em álcool absoluto com 3 mergulhos de 4 segundos cada. Para 

o processo de diafanização, as amostras foram embebidas em xilol puro por duas 

vezes em 2 mergulhos de 4 segundos.  

A montagem da lâmina foi feita utilizando lamínulas e um meio de montagem 

à base de xilol, o Bálsamo do Canadá Sintético (Soldan, Pró-Cito, Brasil). Sendo 

assim, uma gota do Bálsamo do Canadá foi colocada sobre o corte e a lamínula foi 

posicionada para cobrir a amostra. A lamínula foi comprimida com firmeza sobre o 

corte, fazendo com que o meio de montagem se espalhasse formando uma película 

fina entre lâmina e lamínula. Após a estabilização do meio de montagem, lâmina e 

lamínula foram firmemente aderidas uma à outra.  

 

3.4 ANÁLISE MORFOLÓGICA DO MICROAMBIENTE CELULAR 

TRIDIMENSIONAL 

 

A microscopia eletrônica de varredura foi realizada a fim de analisar a 

morfologia dos esferoides cultivados. Ao final dos 21 dias de incubação dos 

esferoides, estes foram transferidos para uma placa de petri e lavados com solução 

de PBS 1X por 3 vezes. A solução fixadora (tampão cacodilato de sódio 0,1M + 

Glutaraldeído 2,5% + Paraformaldeído 2%) foi adicionada e a placas foram deixadas 

em incubação por duas horas em temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Após esta 

incubação, a solução fixadora foi retirada e foram feitas três lavagens de 5 minutos 

em tampão cacodilato de sódio 0,1 M. Após este banho, os esferoides foram lavados 

em água destilada para a desidratação etílica gradual. Esta foi feita mergulhando os 

esferoides em banhos álcool de 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e três vezes de 100%, 

sendo 15 minutos para cada banho. Após a desidratação etílica, foram realizados dois 
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banhos de acetona pura e o material foi levado para secagem. Depois de secas, as 

amostras foram dispostas na metalizadora (EMITECH 5550X), onde receberam 

deposições de ouro. Para a leitura, foi utilizado o equipamento Microscópio Eletrônico 

de Varredura (MEV - Zeiss EVO MA10), EHT = 20 kV; WD = 11mm. Todo o processo 

foi esquematizado na Figura 20. 

 

Figura 20 – Processo de preparo das amostras para a leitura da morfologia superficial. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2022). 

 

3.5 MARCAÇÃO DE PROTEÍNAS DOS ESFEROIDES POR 

IMUNOFLUORESCÊNCA 

 

A marcação das proteínas dos esferoides feita pela análise de microscopia de 

fluorescência via imunofluorescência verificou a presença de proteínas de adesão 

célula-célula, estrutura celular e formação de matriz extracelular nos esferoides da 

linhagem celular MDA-MB-468. Ao final dos 21 dias de incubação dos esferoides, 

estes foram alocados nas placas experimentais, conforme a Tabela 1.  
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Tabela 1 – Detalhamento de grupos experimentais para a marcação de proteínas dos 
esferoides.  
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1 X - - - - - X - 

2 - X - - - - - X 

3 - - X - - - X - 

4 - - - X - - - X 

5 - - - - X - - X 

6 - - - - - X X - 

Nota: Em que “X” = presente e “-” = ausente. Anti-E-caderina = anticorpo de camundongo, 
67A-4, Santa Cruz. Anti-Actina = anticorpo de coelho, A2663, Sigma Aldrich. Anti-β-integrina = 

anticorpo de camundongo, I8638-2ML, Sigma Aldrich. Anti-Laminina = anticorpo de coelho, 
L9393-5ML, Sigma Aldrich. Anti-Fibronectina = anticorpo de coelho, F3648-5ML, Sigma Aldrich. 
Anti-Paxilina = anticorpo de camundongo, P1093-5ML, Sigma Aldrich. Anti-camundongo IgG = 
Anti-Mouse IgG (molécula inteira) – anticorpo peroxidase produzido em cabra. Anti-coelho IgG 

= Anti-Rabbit IgG (molécula inteira) – anticorpo peroxidase produzido em cabra. 

 

Todos os grupos foram incubados à 37ºC em uma atmosfera de 95% por 5 h 

com o meio de cultura ou meio de cultura e bionanossensor, conforme indicado pela 

Tabela 1. Ao final da primeira incubação, todos os grupos experimentais foram fixados 

com uma solução de tampão PHEM (10,36g de Pipes, 3,25g de Hepes, 1,9g de EGTA, 

0,27g de MgCl2) + Paraformaldeído 4% + Triton X-100 0,5%, em uma segunda 

incubação à temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, as amostras foram 

lavadas em tampão PHEM + BSA 0,1%. A terceira incubação foi feita por 1 h a 37ºC, 

com anticorpos primários E-caderina, Actina, β-integrina, Laminina e Fibronectina em 

diluição 1:1000, conforme descrito na Tabela 1. A quarta incubação foi feita com 

anticorpos secundários anti-camundongo e anti-coelho em diluição 1:5000, conforme 

descrito na Tabela 1. Após o tempo de incubação, os esferoides foram levados 

imersos em PBS 1X para leitura no microscópio de fluorescência confocal. 

As fotomicrografias foram registradas no microscópio de fluorescência 

confocal ZEISS LSM 700 laser-scanning (Carl Zeiss AG, Germany), utilizando a 

objetiva Zeiss Plan-apochromat 63x/1.4 Oil Iris M27. As fotomicrografias foram obtidas 

utilizando uma linha de laser a 405 nm (5 mW) para o DAPI (emissão de 435 nm) e 

um laser line de 639 nm (5 mW) para a Ce6 (emissão de 669 nm). Após a aquisição, 
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as fotomicrografias foram processadas no software ZEISS ZEN 2 Microscope (VIEIRA 

et al., 2022). 

 

3.6 ANÁLISE DA ATIVIDADE METABÓLICA EM MONOCAMADA 

 

A análise da atividade metabólica foi utilizada para determinar o status 

metabólico das células cultivadas em monocamada após a incubação com os 

bionanossensores. O ensaio colorimétrico de MTT (Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-

tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio, Sigma Aldrich, M5655) foi feito para investigar a 

atividade metabólica das linhagens MDA-MB-468 e M059J após a aplicação dos 

bionanossensores. Este teste busca o estado funcional da cadeia metabólica, na qual 

é utilizada para determinar o potencial citotóxico da amostra. Dessa forma, ao incubar 

o MTT com células vivas, este tem o substrato quebrado pelas enzimas mitocondriais 

oxidoredutase dependentes de NADH, alterando sua cor amarela para azul escuro 

(cristais de formazan. De acordo com a ISO 10993-5/2009, as drogas aplicadas in 

vitro que resultam em atividade metabólica abaixo de 70%, são consideradas 

citotóxicas (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2009). 

Este teste é baseado na redução do sal tetrazolium em cristais de formazan pelas 

enzimas desidrogenases mitocondriais (LI et al., 2012).  A análise possuiu quatro 

grupos, conforme descrito na Tabela 2.  

 

Tabela 2  – Detalhamento de grupos experimentais para a análise da atividade metabólica em 
monocamada.  

Grupo Linhagem celular 
Bionanossensor 

(µg/mL) 
MTT 

Teste MDA-MB-468 103,9 X 

Controle MDA-MB-468 - X 

Teste M059J 103,9 X 

Controle M059J - X 

Nota: Em que “X” = presente e “-” = ausente. As drogas (bionanossensor) contém as 
concentrações utilizadas.  

 

Todos os grupos foram incubados à 37ºC em uma atmosfera de 95% por 1h, 

3h e 5h. Após os tempos de incubação, todos os grupos foram incubados por 4h com 

uma solução de MTT a 2mg/mL, à temperatura de 37ºC em uma atmosfera de 95%. 

Os cristais de formazan foram diluídos com uma solução de dimetilsulfóxido, para a 
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solubilização completa do precipitado formado. Os dados foram coletados no 

espectrofotômetro SpectraCountTM (Packard) em um comprimento de onda de 

570nm. 

 

3.7 ANÁLISE DA VIA DE MORTE CELULAR EM ESFEROIDES 

 

A análise da via de morte celular em esferoides via citometria de fluxo foi 

utilizada para analisar o status das células após a incubação com os 

bionanossensores. Após a formação dos esferoides, estes foram alocados em placas 

experimentais a 37ºC. Para a análise da via de morte celular via citometria de fluxo, a 

solução dos bionanossensores foi incubada às células em um tempo de 5 horas de 

incubação. A Tabela 3 detalha os grupos experimentais. Alguns controles foram 

preparados, na ausência de quaisquer drogas testadas, em overdose de DMSO, com 

clorina e6 e com AuNPs.  Após o tratamento, as células dos esferoides foram 

desagregadas entre si por uma solução de tripsina-EDTA à 0,025% e transferidas para 

microtubos eppendorf. As células foram lavadas com PBS 1x e centrifugadas a 2.000 

rpm por 10 minutos. Após a lavagem, as células foram ressuspensas em 100μL de 

tampão de ligação à Anexina 1x. Foram adicionadas a cada uma dessas amostras 

5μL de anexina V-FITC e 100 μg/mL de solução de iodeto de propídio. As células 

foram incubadas à temperatura ambiente durante 20 minutos.  

 

Tabela 3  – Detalhamento de grupos experimentais para a análise da via de morte celular em 
esferoides. 
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Controle Positivo - - - X X X 

Controle Negativo - - - - X X 

Teste 1 103,9 - - - X X 

Teste 2 200 - - - X X 

Teste 3 300 - - - X X 

Controle Ce6 1 - 2 - - X X 

Controle Ce6 2 - 4 - - X X 
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Tabela 3 – Detalhamento de grupos experimentais para a análise da via de morte celular em 
esferoides. 
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Controle Ce6 3 - 6 - - X X 

Controle AuNPs 1 - - 5,3.1012 - X X 

Controle AuNPs 2 - - 10,8.1012 - X X 

Controle AuNPs 3 - - 16,2.1012 - X X 

Nota: Em que “X” = presente e “-” = ausente. As drogas (bionanossensor, clorina e6 e AuNPs) 
contém as concentrações utilizadas.  

 

Após o período de incubação, foram adicionados 400 μL de tampão de ligação 

à anexina 1x em cada uma das amostras e então, essas foram mantidas no gelo até 

a leitura. As células coradas foram analisadas por citometria de fluxo, medindo a 

emissão de fluorescência a 530nm e 575nm usando excitação de 488nm. Detecção 

do espalhamento da luz: Forward (0°±13°) e Side (90°±13°). Filtros ópticos de 

detecção de emissão: FL1 533/30 nm (eg, FITC/GFP); FL2 585/40 nm (eg, PE/PI); 

FL3 > 670 nm (eg, PerCP, PerCP-Cy5.5, PE-Cy™7); FL4 675/25 nm (eg, APC). Os 

dados coletados foram processados no software BD Accuri C6 system (VIEIRA et al., 

2022). 

 

3.8 ANÁLISE DA INTERNALIZAÇÃO DOS BIONANOSSENSORES NO 

MICROAMBIENTE CELULAR 

 

A análise de microscopia confocal foi realizada para certificar a internalização 

dos bionanossensores nas linhagens celulares MDA-MB-468 e M059J. A análise foi 

feita em todos os grupos experimentais descritos na Tabela 4. Após 24 h de incubação 

à 37ºC para aderência das células da cultura em monocamada em lamínulas nos 

fundos dos poços e a formação dos esferoides, o meio de cultura destes foi substituído 

por um meio de cultura contendo as amostras a serem analisadas, de acordo com a 

Tabela 4. Todos os grupos foram incubados à 37ºC em uma atmosfera de 95% por 1 

h, 2 h, 3 h, 4 h e 5 h.  



54 

 

 

Tabela 4 – Detalhamento de grupos experimentais para a análise da internalização dos 
bionanossensores no microambiente celular. 

Grupo Linhagem celular Cultura 
Bionanossensor 

(µg/mL) 

Teste MDA-MB-468 Monocultura 103,9 

Controle MDA-MB-468 Monocultura - 

Teste M059J Monocultura 103,9 

Controle M059J Monocultura - 

Teste MDA-MB-468 Esferoide 103,9 

Controle MDA-MB-468 Esferoide - 

Nota: Em que “X” = presente e “-” = ausente. As drogas (bionanossensor) contém as 
concentrações utilizadas.  

 

Para as lamínulas onde a monocultura foi aderida, ao final dos tempos de 

incubação com os bionanossensores, a placa de experimento foi centrifugada a 2000 

rpm por 10 minutos. Os poços foram lavados com PBS 1x. Em seguida, 500µl de 

Paraformaldeído a 4% foram adicionados e deixados em incubação à temperatura 

ambiente por 20 minutos. A lamínula foi removida do fundo dos poços da placa de 

experimentos com auxílio de uma agulha pequena e uma pinça. A lamínula foi lavada 

em solução de PBS 1x e grudada em uma lâmina de microscopia com uma gota 

(aproximadamente 8 µl) de ProLong Gold Antifade Mountant com marcador de DNA 

azul DAPI (DAPI, ThermoFisher Scientific) (CASTILHO et al., 2021). O DAPI (2-(4-

Amidinofenil)-6-indolecarbamidina dicloridrato) se liga ao DNA nas regiões A-T, 

promovendo uma melhor análise do núcleo celular.  

Ao final dos tempos de incubação com os bionanossensores, os esferoides 

foram lidos em meio fresco. Para isso, o meio de cultura contendo os 

bionanossensores foi retirado e estes foram lavados com meio de cultura. Em seguida, 

foi adicionada a solução de tetrametilrodamina (TMRM - T668, Life Technologies, 

Invitrogen, ThermoFisher Scientific) a 10 nM/mL, diluída em meio de cultura leibovitz 

por 30 minutos à 37ºC. Após esta incubação, uma segunda foi feita em uma solução 

de corante Hoechst (H3570, Invitrogen, ThermoFisher Scientific) a 300 nM/mL 

também diluído em meio de cultura Leibovitz por aproximadamente 20 minutos à 37ºC. 

Após as duas incubações, todo o meio de cultura foi retirado e PBS 1x foi adicionado 

para a leitura. 
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As fotomicrografias foram registradas no microscópio de fluorescência 

confocal ZEISS LSM 700 laser-scanning (Carl Zeiss AG, Germany), utilizando a 

objetiva Zeiss Plan-apochromat 63x/1.4 Oil Iris M27. As fotomicrografias foram obtidas 

utilizando uma linha de laser a 405 nm (5 mW) para o DAPI (emissão de 435 nm) e 

um laser line de 639 nm (5 mW) para a Ce6 (emissão de 669 nm). Após a aquisição, 

as fotomicrografias foram processadas no software ZEISS ZEN 2 Microscope (VIEIRA 

et al., 2022). 

 

3.9 DETERMINAÇÃO DA INTENSIDADE DE FLUORESCÊNCIA EMITIDA PELO 

BIONANOSSENSOR  

 

A análise de citometria de fluxo foi realizada para investigar a intensidade de 

fluorescência dos bionanossensores nas linhagens celulares MDA-MB-468 e M059J, 

além de um estudo prévio sobre o desempenho da fluorescência do bionanossensor 

em ambiente 3D. A análise foi feita em todos os grupos experimentais descritos na 

Tabela 5. Após 24 h de incubação à 37ºC para aderência das células da cultura em 

monocamada nos fundos dos poços e a formação dos esferoides, o meio de cultura 

destes foi substituído por um meio de cultura contendo as amostras a serem 

analisadas, de acordo com a Tabela 5. Alguns controles foram preparados, na 

ausência de quaisquer drogas testadas, com clorina e6 e com AuNPs.  

 

Tabela 5 – Detalhamento de grupos experimentais para a análise da via de morte celular em 
esferoides. 

(continua) 

Grupo 
Linhagem 

celular 
Cultura 

Bionanos

sensor 

(µg/mL) 

Clorina 

e6 

(µg/mL) 

AuNPs 

(part/mL) 

Controle 

MDA-MB-468 Monocultura 

- - - 

Teste 103,9 - - 

Controle Ce6 - 2 - 

Controle AuNPs - - 5,3.1012 

Controle 

M059J Monocultura 

- - - 

Teste 103,9 - - 

Controle Ce6 - 2 - 
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Tabela 6 – Detalhamento de grupos experimentais para a análise da via de morte celular em 
esferoides. 

(conclusão) 

Grupo 
Linhagem 

celular 
Cultura 

Bionanos

sensor 

(µg/mL) 

Clorina 

e6 

(µg/mL) 

AuNPs 

(part/mL) 

Controle AuNPs   - - 5,3.1012 

Controle 

MDA-MB-468 Esferoides 

- - - 

Teste 1 103,9 - - 

Teste 2 200 - - 

Teste 3 300 - - 

Controle Ce6 1 - 2 - 

Controle Ce6 2 - 4 - 

Controle Ce6 3 - 6 - 

Controle AuNPs 1 - - 5,3.1012 

Controle AuNPs 2 - - 10,8.1012 

Controle AuNPs 3 - - 16,2.1012 

Nota: Em que “X” = presente e “-” = ausente. As drogas (bionanossensor, clorina e6 e AuNPs) 
contém as concentrações utilizadas.  

 

Após o tratamento, os esferoides foram desagregados entre si e as células 

desagregadas das placas por uma solução de tripsina-EDTA à 0,025%. Cada solução 

foi transferida para microtubos eppendorf. As células foram lavadas com PBS 1x e 

centrifugadas a 2.000 rpm por 10 minutos. Após a lavagem, as células foram 

ressuspensas em 500μL de solução PBS 1x. As células foram analisadas por 

citometria de fluxo Accuri™ C6 Plus (BD Biosciences), medindo a emissão de 

fluorescência a 530nm e 575nm usando excitação de 488nm. Detecção do 

espalhamento da luz: Forward (0°±13°) e Side (90°±13°). Filtros ópticos de detecção 

de emissão: FL1 533/30 nm (eg, FITC/GFP); FL2 585/40 nm (eg, PE/PI); FL3 > 670 

nm (eg, PerCP, PerCP-Cy5.5, PE-Cy™7); FL4 675/25 nm (eg, APC). Os dados 

coletados foram processados no software BD Accuri C6 system (VIEIRA et al., 2022). 
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4 RESULTADOS 

 

Nesta seção são apresentados os resultados obtidos no desenvolvimento 

desta dissertação. Estes foram divididos com relação a análise, com o início na 

caracterização dos bionanossensores e seguindo para as caracterizações celulares e 

análise de fluorescência.  

 

4.1 SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DOS BIONANOSSENSORES 

 

A espectroscopia de UV-visível foi empregada na caracterização e 

quantificação da síntese dos bionanossensores.  A figura 21 apresenta os espectros 

de UV-Visível das amostras utilizadas, providenciando as bandas de absorção dos 

complexos e do bionanossensor, como demonstrado em estudos prévios do grupo 

(CASTILHO et al., 2021; CASTILHO; HEWITT; RANIERO, 2017; VIEIRA et al., 2017). 

Essas bandas incluem proteína EGF (283 nm), AuNPs (523 nm) e Ce6 (Banda de 

Soret - 401 nm e Banda Q - 671 nm).  

 

Figura 21 – Espectros de UV-visível da formação a) do bionanossensor sintetizado; b) do 
complexo EGF-α-ácido lipóico funcionalizado às AuNPs; c) do complexo Clorina e6-

cisteamina; d) a sobreposição dos espectros para análise das bandas. 
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Fonte: Dados da pesquisa (2022). 
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4.2 ANÁLISE HISTOLÓGICA DO MICROAMBIENTE CELULAR TRIDIMENSIONAL 

Os esferoides foram cultivados por 21 dias em incubação a 37ºC. A figura 22 

apresenta os passos deste processo desde a fabricação dos moldes até o fim da 

cultura destes. Neste processo, a Figura 22a mostra os moldes recém-fabricados 

dentro da placa, após equilíbrio com o meio de cultura ainda sem adição de células. 

Em 22b pode ser observado o molde equilibrado, ainda sem adição de células, porém 

em maior tamanho. Nesta imagem podemos observar as microressecções onde as 

células são depositadas e que então, formarão os esferoides. A Figura 22c apresenta 

o mesmo molde da Figura 22b, entretanto, após os 21 dias de incubação. É possível 

observar uma massa branca em cada uma das microressecções, que correspondem 

aos esferoides alocados sem adesão. As Figuras 22d, 22e e 22f apresentam os 

esferoides formados após os 21 dias de incubação, em aumentos de 4x, 10x e 20x, 

respectivamente.  

 

Figura 22 – Processo de cultivo dos esferoides, em a) moldes recém-fabricados; b) molde 
equilibrado sem adição de células; c) molde com esferoides após 21 dias de incubação. Os 

esferoides formados após 21 dias de incubação, em aumentos de d) 4x; e) 10x; f) 20x. 

 

Fonte: Dados da pesquisa (2022). 
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 No decorrer dos 21 dias de incubação, os esferoides foram monitorados e 

imagens foram capturadas e concentradas na Figura 23. Nesta, é possível identificar 

os esferoides pelas objetivas de 4x, 10x e 20x em 0, 7, 14 e 21 dias. O tempo zero foi 

considerado o momento de deposição das células e o 21º dia, o último da incubação. 

 

Figura 23 – Crescimento dos esferoides. 

 

Fonte: Dados da pesquisa (2022). 

 

 A figura 24 apresenta os resultados da análise histológica dos esferoides após 

o fim da incubação. Estes foram seccionados em um criostato de mesa e corados com 

hematoxilina e eosina, conforme descrito na seção 3.3. Na figura 24a é possível 

observar a totalidade do esferoide em objetiva de 4x, com a presença de partes do 

molde de agarose em seu contorno. Em 24b é possível ter uma percepção geral do 

tecido pelo aumento de 40x. Em 24c, o aumento de 100x nos permite observar as 

características celulares e teciduais mais importantes, como a comunicação célula-

célula e célula-matriz extracelular. 
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Figura 24 – Análise histológica dos esferoides em aumentos de a)20x; b) 40x e; c) 100x. 

 

Fonte: Dados da pesquisa (2022). 

 

4.3 ANÁLISE MORFOLÓGICA DO MICROAMBIENTE CELULAR 

TRIDIMENSIONAL 

 

A morfologia superficial dos esferoides está destacada na Figura 25. Nesta 

figura, é possível observar o esferoide formado em diferentes magnitudes.  
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Figura 25 – Fotomicrografias da Microscopia Eletrônica de Varredura em aumentos de: a) 200x; 
b) 1000x e c) 3000x. 

 

Fonte: Dados da pesquisa (2022). 
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A Figura 25a possibilita a visualização completa do esferoide, em um aumento 

de 200x. Nesta figura, é possível observar a morfologia e o formato esferoidal com 

alguns prolongamentos. A Figura 25b apresenta um aumento de 1000x em um ponto 

central da amostra, onde é possível observar as células e sua organização tecidual, 

com junções célula-célula. A Figura 25c apresenta as células para uma visualização 

mais detalhada, onde é possível observar pequenas estruturas pertencentes ao 

microambiente.  

 

4.4 MARCAÇÃO DE PROTEÍNAS DOS ESFEROIDES POR 

IMUNOFLUORESCÊNCIA 

 

A marcação de proteínas dos esferoides foi realizada por meio da análise de 

microscopia de fluorescência com marcação de anticorpos específicos. Foram 

marcados os anticorpos: E-caderina, actina, β-integrina, laminina, fibronectina e 

paxilina. Ademais, o corante DAPI se liga ao DNA, emitindo fluorescência azul 

revelando o núcleo da célula como referência, evidenciando assim, quaisquer outras 

marcações feitas nas células. 

A figura 26 apresenta o corante DAPI com a marcação dos anticorpos paxilina 

e actina, em que a paxilina é encontrada no citoesqueleto e a actina em 

microfilamentos.   
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Figura 26 – Fotomicrografia dos esferoides com marcações de DAPI e anticorpos de paxilina e 
actina. 

 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

 

A figura 27 apresenta o corante DAPI com a marcação dos anticorpos anti-

fibronectina e anti-β-integrina, em que a fibronectina e a β-integrina são glicoproteínas 

encontradas na matriz extracelular. 
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Figura 27 - Fotomicrografia dos esferoides com marcações de DAPI e anticorpos de 
fibronectina e β-integrina. 

 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

 

A figura 28 apresenta o corante DAPI com a marcação dos anticorpos laminina 

e e-caderina, em que ambas são constituintes da membrana celular.  
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Figura 28 - Fotomicrografia dos esferoides com marcações de DAPI e anticorpos de laminina e 
e-caderina. 

 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

 

A figura 29 apresenta a fusão dos anticorpos, em que é possível observar a 

estrutura da célula (Figura 29a), a estrutura da matriz extracelular (Figura 29b) e a 

estrutura das membranas celulares (Figura 29c). 

 

Figura 29 – Fotomicrografia dos esferoides com marcações de DAPI e fusão de anticorpos. 

 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 
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4.5 ANÁLISE DA ATIVIDADE METABÓLICA EM MONOCAMADA 

 

O teste de MTT foi realizado para investigar a variação do percentual de 

atividade mitocondrial após a aplicação dos bionanossensores, que foram estudados 

nos tempos de incubação de 1 h, 3 h e 5 h nas linhagens celulares MDA-MB-468 e 

M059J. Os resultados deste teste são apresentados na figura 30. Os grupos controle 

demonstram um padrão de atividade mitocondrial de 100% em ambas linhagens e 

tempos de incubação, estabelecendo um parâmetro de avaliação para os grupos de 

aplicação de bionanossensores. A linhagem celular MDA-MB-468 revela baixa 

variação do percentual de atividade mitocondrial comparado ao grupo controle, 

apresentando um resultado de 95-100%. Ademais, a linhagem celular M059J indica 

uma variação de porcentagem da atividade mitocondrial entre 115-130%, não 

expressando nenhuma redução desta em nenhum grupo. 

 

Figura 30 – Atividade mitocondrial após aplicação do bionanossensor em linhagens celulares 
MDA-MB-468 e M059J.  
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Nota: O gráfico demonstra o tempo de incubação em horas no eixo x por porcentagem de 
atividade mitocondrial no eixo y.  
Fonte: Dados da pesquisa (2022). 
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4.6 ANÁLISE DA VIA DE MORTE EM ESFEROIDES 

 

Para os esferoides, foi feito um teste de identificação da via de morte celular 

via citometria de fluxo, sendo assim, utilizada para analisar o status das células após 

a incubação com os bionanossensores. A Figura 31 apresenta os resultados brutos 

desta análise. 

 

Figura 31 – Resultados brutos da análise da via de morte celular em esferoides. 

 

Fonte: Dados da pesquisa (2022). 

 

Para melhor entendimento e efeitos de comparação, os dados foram 

compilados e colocados no gráfico apresentado pela figura 32. Este quantifica as 

porcentagens de células viáveis, apoptóticas e necróticas em cada grupo 

experimental. 
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Figura 32 – Análise da via de morte celular em esferoides. 
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Fonte: Dados da pesquisa (2022). 

 

4.7 ANÁLISE DA INTERNALIZAÇÃO DOS BIONANOSSENSORES NO 

MICROAMBIENTE CELULAR 

 

A análise de microscopia de fluorescência confocal investigou a internalização 

dos bionanossensores nas linhagens celulares MDA-MB-468 e M059J (Figura 33). A 

marcação DAPI, conforme descrito no item 4.4., revela o núcleo da célula como 

referência, neste aspecto, para mostrar a ausência de fluorescência vermelha no 

núcleo. A fluorescência vermelha indica a presença de bionanossensores no 

citoplasma. Portanto, a fusão de rotulagem DAPI e bionanossensor é crucial para a 

detecção de células. A fluorescência em azul revela o DAPI anelado ao DNA no núcleo 

celular. A fluorescência em cor vermelha revela os bionanossensores no citoplasma 

celular. As colunas indicam DAPI isolado, bionanossensor isolado e a sobreposição 

entre eles, respectivamente, da esquerda para a direita. As linhas indicam as 

fotomicrografias de um mesmo tempo de incubação, sendo 1h, 2h, 3h, 4h e 5h, 

respectivamente, de cima para baixo. 
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Figura 33 – Fotomicrografia de fluorescência confocal das linhagens MDA-MB-468 e M059J.   

 

Nota: Barra de escala = 20µm. 
Fonte: Dados da pesquisa (2022). 

 

A Figura 34 apresenta a internalização dos bionanossensores no 

microambiente celular dos esferoides. A fluorescência vermelha indica a presença de 

bionanossensores no citoplasma. A fluorescência em azul revela o DAPI anelado ao 

DNA no núcleo celular. A fluorescência em cor vermelha revela os bionanossensores 

no citoplasma celular. As colunas indicam DAPI isolado, bionanossensor isolado e a 

sobreposição entre eles, respectivamente, da esquerda para a direita. As linhas 

indicam as fotomicrografias de um mesmo tempo de incubação, sendo 1h, 2h, 3h, 4h 

e 5h, respectivamente, de cima para baixo. 
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Figura 34 - Fotomicrografia de fluorescência confocal dos esferoides. 

 

Fonte: Dados da pesquisa (2022). 
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4.8 DETERMINAÇÃO DA INTENSIDADE DE FLUORESCÊNCIA EMITIDA PELO 

BIONANOSSENSOR 

 

A análise de citometria de fluxo investigou intensidade de fluorescência do 

bionanossensor nas linhagens celulares MDA-MB-468 e M059J, como mostrado na 

Figura 35. O estudo foi realizado com tempos de incubação de 1 h, 2 h, 3 h, 4 h e 5 h, 

contemplando dez mil eventos (células analisadas) por grupo e por tempo de 

incubação.  

A linhagem celular MDA-MB-468 revela um padrão de intensidade de 

fluorescência entre os grupos. Os grupos controle MDA-MB-468 e AuNPs MDA-MB-

468 apresentam uma intensidade de fluorescência entre 102 e 103. Enquanto isso, o 

grupo Ce6 MDA-MB-468 oferece uma intensidade de fluorescência de 104. O grupo 

bionanossensor MDA-MB-468 apresenta a maior fluorescência da linhagem, entre 105 

e 106. 

A linhagem celular M059J também revelou um padrão de intensidade de 

fluorescência entre grupos. Os grupos controle M059J e AuNPs M059J apresentaram 

uma intensidade de fluorescência entre 101 e 103. O grupo Ce6 M059J emitiu uma 

intensidade de fluorescência na ordem de 103. Enquanto isso, o bionanossensor 

M059J demonstrou a maior intensidade de fluorescência entre grupos, variando entre 

102 e 105. 

A Figura 35 resume os resultados obtidos da intensidade de fluorescência em 

função do tempo de incubação, permitindo uma comparação entre grupos.  
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Figura 35- Análise do pico de intensidade de fluorescência nas linhagens celulares MDA-MB-

468 e M059J. O gráfico revela o tempo de incubação em horas no eixo x por pico de 
intensidade de fluorescência no eixo y. Os círculos representam a linha celular MDA-MB-468 e 

os quadrados representam a linha celular M059J. Sumarização de todas as regiões de 
intensidades de fluorescência.  
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Fonte: Dados da pesquisa (2022). 

 

 A análise de intensidade de fluorescência emitida pelo bionanossensor 

também foi realizada nos esferoides, apresentado pela Figura 36. Neste caso, o 

padrão se repete, em que há uma distância grande de fluorescência entre os grupos 

em que os bionanossensores foram incubados e todos os outros grupos. 
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Figura 36 - Análise do pico de intensidade de fluorescência nos esferoides. O gráfico revela o 
tempo de incubação em horas no eixo x por pico de intensidade de fluorescência no eixo y. 

Sumarização de todas as regiões de intensidades de fluorescência.  
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Fonte: Dados da pesquisa (2022). 
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5 DISCUSSÃO 

 

A sEGFR como mutação do gene EGFR desencadeia o fenótipo mais 

agressivo e de pior prognóstico de algumas doenças como glioblastoma, câncer de 

pulmão e câncer de mama. Até o momento, as técnicas disponíveis para o diagnóstico 

do gene EGFR incluem biologia molecular e imuno-histoquímica. No entanto, requer 

profissionais altamente especializados e custos elevados, o que muitas vezes a 

inviabiliza o acesso. Como resultado, vários estudos e tecnologias mostraram-se 

promissores no desenvolvimento de técnicas de detecção de EGFR mais eficazes, 

que são altamente relevantes para a prática clínica. Neste sentido, a nanomedicina 

permite a síntese de bionanossensores específicos de EGFR, utilizando AuNPs para 

transportar a proteína EGF para EGFR, detectada por fluorescência Ce6 (FURRER et 

al., 2016; GOMES et al., 2018; HYNES; LANE, 2005; KARLOVICH et al., 2016; KJAER 

et al., 2018; LEMMON; SCHLESSINGER; FERGUSON, 2014; OHNO et al., 2013; 

PELAZ et al., 2017; RAMOS et al., 2019; ROENGVORAPHOJ et al., 2013; SUN et al., 

2017; UENO; ZHANG, 2011; VAN DER MEEL et al., 2019). 

A síntese de bionanossensores é baseada na funcionalização dos complexos 

Ce6-cisteamina e EGF-α-ácido lipóico em AuNPs. Os bionanossensores 

desenvolvidos são detectados por medidas de fluorescência, devido à presença do 

fluoróforo Ce6, que fluoresce na presença de luz, adequado para um fotodiagnóstico 

(CASTILHO et al., 2021; VIEIRA et al., 2017). Os complexos produzidos, AuNPs e os 

bionanossensor sintetizados podem ser caracterizados pela espectroscopia UV-

visível, sendo possível determinar a eficácia da funcionalização, bem como a 

integridade dos componentes por meio das bandas de absorção (CASTILHO et al., 

2021; LEE; MEISEL, 1982; VIEIRA et al., 2017). VIEIRA et al. e CASTILHO et al. 

produziram as nanosondas AuNP-Ce6 e EGF-AuNP-Ce6 (respectivamente) para 

Terapia Fotodinâmica (CASTILHO; HEWITT; RANIERO, 2017; VIEIRA et al., 2017). 

Os resultados encontrados neste estudo corroboram com este estudo, apresentando 

uma reprodutibilidade no protocolo (CASTILHO; HEWITT; RANIERO, 2017; VIEIRA 

et al., 2017). 

A fabricação dos micromoldes de agarose foram feitos de acordo com as 

especificações do fabricante MicroTissues, Inc (Anexo A). As incubações foram feitas 

a uma densidade de 105, também seguindo o protocolo do fabricante (Anexo B). Todas 

as etapas foram registradas na seção de resultados. O desenvolvimento do esferoide, 



75 

 

sustentado pelas observações microscópicas, sugere que as células são depositadas 

nas microressecções e se espalham. Após alguns dias elas estão completamente 

unidas novamente e então sim começam a crescer em uma esfera (LAUAND, 2015; 

MORA, 2018). 

A histologia feita em criostato e corada por hematoxilina e eosina nortearam 

a formação efetiva de um tecido, dada a possibilidade de observar a comunicação 

entre células e entre célula e matriz extracelular. Como um terceiro passo, os 

esferoides foram fixados e então, sua superfície foi analisada pelo microscópio 

eletrônico de varredura. É possível observar as formações e prolongamentos celulares 

superficiais. As células apresentaram características teciduais como o contato com as 

membranas das células adjacentes com a presença de junções aderentes e 

desmossomos (LAUAND, 2015; MORA, 2018). 

A marcação de proteínas nos esferoides formados é feita via 

imunofluorescência. Nesta técnica, proteínas específicas são marcadas com 

anticorpos ligados a moléculas fluorescentes. Isto permite que as proteínas sejam 

localizadas em tecidos ou células cultivadas. Neste sentido, com a formação dos 

esferoides, este ensaio foi feito para verificar a presença de proteínas de estrutura, 

adesão e formação de matriz extracelular. Foram utilizados os anticorpos anti-paxilina, 

anti-actina, anti-fibronectina, anti-β-integrina, anti-laminina e anti-e-caderina (as 

especificações dos fabricantes estão em anexo).  

A paxilina é um componente do citoesqueleto encontrado nas extremidades 

das fibras aderidas e é comumente relacionada às contrações musculares (Anexo C). 

A actina reage com fibras de estresse de fibroblastos e cora as bandas I do músculo 

esquelético, principal constituinte dos filamentos finos musculares e microfilamentos 

em células não-musculares (Anexo D). A fibronectina desempenha um papel 

estrutural na morfologia celular e organização do citoesqueleto (Anexo E). A ligação 

da integrina regula a adesão celular, forma, motilidade, sinalização intracelular e 

expressão gênica (Anexo F). A laminina é uma glicoproteína constituinte das 

membranas basais (Anexo G). A e-caderina compreende uma família de moléculas 

de adesão dependentes de Ca2+ que mediam a ligação célula-célula para a 

manutenção da estrutura e morfogênese do tecido (Anexo H). 

Dessa forma, esta identificação de proteínas de adesão, estrutura e 

comunicação corrobora com os dados de histologia e MEV, apontando a presença de 

fatores cruciais no cultivo de um tecido. A presença desses fatores sugere 
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seguramente a comunicação célula-célula e célula-matriz extracelular. Além disso, 

como o meio de cultura não possui componentes exógenos, ou seja, foi cultivado com 

o mesmo meio de cultura da monocultura, evitando interferências externas (LAUAND, 

2015). 

As linhagens celulares MDA-MB-468 e M059J apresentaram em seus grupos 

controles uma atividade mitocondrial de 100%, o que estabeleceu um parâmetro de 

avaliação para os grupos que continham bionanossensores. O grupo teste de células 

MDA-MB-468 apresentou atividade mitocondrial de 95 % com 1h de incubação e 100 

% para 3 h e 5 h de incubação. Para 1 h de incubação foi observado uma redução no 

percentual da atividade mitocondrial em 5 %, quando comparado ao grupo controle, 

resultados estes que caracterizam nenhum dano celular. O grupo de teste de células 

M059J apresentou uma atividade mitocondrial de quase 127 %, 115 % e 130 % para 

uma 1h, 3 h e 5 h de incubação, respectivamente. A porcentagem revelada no grupo 

celular M059J indica que os bionanossensores também não causaram danos nessa 

linhagem.  

Em resumo, a variação percentual da atividade mitocondrial não foi 

significativamente reduzida e não foi citotóxica devido a valores superiores a 70%, 

indicando que a membrana celular está completamente operacional, capaz de 

internalizar o biomarcador e com potencial para aplicação in vivo (INTERNATIONAL 

ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2009).  

Esses achados são consistentes com DING et al. e KUMARI et al., que 

analisaram o percentual de variação da atividade mitocondrial e a avaliação de 

citotoxicidade após aplicação de Ce6. Ambos estudos observaram ausência de 

redução na viabilidade celular quando Ce6 era conjugada, em comparação com dose 

livre de Ce6 (DING et al., 2018; KUMARI et al., 2019). Sendo que em baixas 

concentrações, a Ce6 não apresenta danos às células. Desta forma, os 

bionanossensores podem ser utilizados para diagnóstico in vivo, durante 

procedimentos que necessitem localizar tecidos com maior número de EGFR. 

A análise da via de morte celular nos esferoides pode ser correlacionada com 

esses resultados. Da mesma forma em que os bionanossensores não causaram 

redução da viabilidade celular nas estruturas em monocamada, o resultado se repete 

nos esferoides. É possível observar as altas taxas de células viáveis quando os 

bionanossensores são aplicados nos esferoides, mantidas em relação ao controle de 

células. Este teste também pode mostrar resultados de apoptose e necrose. Assim, 
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revela que independente do grupo teste, as células dos esferoides não obtiveram 

taxas significativas de apoptose ou necrose, mantendo-se predominantemente 

viáveis, com taxas acima de 90% (AMARAL, 2010; LAUAND, 2015). 

A presença e a eficácia da internalização de bionanossensores em 

monocultura e em esferoides foi investigada como um diagnóstico qualitativo. Nas 

fotomicrografias apresentadas, a fluorescência vermelha demonstrou a captação de 

bionanossensores em ambas as linhagens celulares no citoplasma, dados estes que 

corroboram com os resultados obtidos de CASTILHO et al. (2021). O estudo de DING 

et al. (2018) mostrou uma comparação entre Ce6 livre e funcionalizada, na qual, 

demonstra que o Ce6 funcionalizado possui maior intensidade de fluorescência na 

análise de microscopia confocal (AMARAL, 2010).  

Considerando esses achados, a fluorescência azul apresenta o marcador 

DAPI fornecendo manchas de DNA no núcleo das células, orientando a localização 

dos bionanossensores. Enquanto isso, a fluorescência vermelha revela a 

internalização efetiva dos bionanossensores e sua distribuição no citoplasma celular. 

A sobreposição (DAPI + bionanossensor) demonstra fácil detecção do 

bionanossensor nas células, reafirmando seu potencial diagnóstico (AMARAL, 2010; 

DING et al., 2018).  

Além disso, o estudo não apresenta nenhum sinal de variação morfológica 

celular, tanto nas células cultivadas em monocultura quanto nas células cultivadas 

como esferoides, o que indica nenhum sinal de citotoxicidade apoiando os dados dos 

ensaios de análise da atividade metabólica e da via de morte em esferoides. Além 

disso, as células em ambas as linhagens celulares e cultivos revelaram estabilização 

na fluorescência ao longo do tempo (DING et al., 2018). Estes resultados apresentam 

a internalização do marcador é internalizado, entretanto, a diferença populacional 

quantitativa da discriminação da sEGFR foi determinada pela citometria de fluxo. 

Assim, a intensidade de fluorescência de bionanossensores em monocultura 

(MDA-MB-468 e M059J) e em cultura tridimensional foi determinada por citometria de 

fluxo para obtenção de um diagnóstico quantitativo. Ambas as linhagens e culturas 

celulares apresentam um padrão de intensidade de fluorescência entre os grupos, 

entretanto a intensidade do bionanossensor foi significativamente maior na linhagem 

celular MDA-MB-468, tanto em monocultura quanto em cultura tridimensional devido 

às suas características de sEGFR.  
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Em ambos casos, o grupo controle e o grupo AuNPs apresentam a menor 

intensidade de fluorescência. Enquanto isso, o Grupo Ce6 e o Grupo Bionanossensor 

demonstram maiores intensidades de fluorescência, atribuídas às propriedades 

físicas do fluoróforo. Os grupos Ce6 foram utilizados para um controle de 

fluorescência, para melhor análise do padrão de fluorescência do bionanossensor. No 

entanto, os grupos de bionanossensores apresentaram a maior intensidade de 

fluorescência, apresentando-se acima de todos os grupos.  

A fluorescência mais aumentada mostrou a seletividade dos 

bionanossensores devido ao direcionamento ativo do EGF, pois aumentou 

significativamente a absorção pelas células-alvo. De acordo com MORITA et al. o 

precursor do fotossensibilizador ácido 5-aminolevulínico (5-ALA) (usado em cirurgias 

neurológicas guiadas) foi aplicado para detecção do câncer de mama, nas linhagens 

celulares MCF7, MDA-MB-231 e MCF10A. O precursor do 5-ALA é clinicamente 

estabelecido em procedimentos intraoperatórios em tumores cerebrais e apresentou 

intensidade de fluorescência entre 102 e 104 (MORITA et al., 2019). Assim, os 

bionanossensores gerados neste estudo apresentaram uma fluorescência duas 

ordens de grandeza maior do que o 5-ALA, variando de 105 a 106. Devido à 

intensidade de fluorescência e à falta de efeito de citotoxicidade, o bionanossensor 

tem potencial para ser usado para operações diagnósticas in vitro. 

Considerando esses achados, os bionanossensores produzidos possuem 

relevante potencial diagnóstico in vitro, sustentado em um ensaio performado em 

esferoides, mais próximo de uma realidade in vivo. A sensibilidade e especificidade 

da proteína EGF permite que ela se ligue ao EGFR, direcionando o bionanossensor 

para o alvo. A Ce6 por ser uma molécula fluorescente, fluoresce na presença de luz e 

as AuNPs possuem papel de carreador, permitindo a funcionalização com EGF e Ce6 

(AMIRSHAGHAGHI et al., 2019; TENG et al., 2021). Portanto, estes resultados 

sugerem que o bionanossensor é altamente ativado em células cancerosas com 

superexpressão do receptor EGFR, e pouco ativado em células com expressão 

regular. Para confirmação desta abordagem, sugere-se a realização de estudos in vivo 

ou ex vivo, entretanto inferimos que esses resultados são promissores no diagnóstico 

precoce de células superexpressas de EGFR, como visto no câncer de mama triplo 

negativo. 
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6 CONCLUSÃO 

 

O processo de funcionalização de AuNPs aos complexos Ce6-cisteamina e 

EGF-α-ácido lipóico, desenvolveu bionanossensores fluorescentes. A funcionalização 

da proteína EGF para AuNPs não afetou as interações ligante-receptor, nem 

apresentou dano celular; portanto, os bionanossensores são adequados para 

aplicações in vitro. As células foram capazes de internalizar o bionanossensor, 

sustentado pela localização citoplasmática e marcação nuclear. Em ambas linhagens 

e modos de cultivo, os bionanossensores foram internalizados eficientemente. 

Ademais, os bionanossensores foram distribuídos pelo meio de cultura com eficiência 

em se propagar para todas as células inclusive no ambiente 3D, o que sugere um 

direcionamento ativo para os alvos desejados, que revelaram forte intensidade de 

fluorescência. Portanto, foi desenvolvido um bionanossensor fluorescente 

potencialmente específico para o diagnóstico de células superexpressas do receptor 

EGFR in vitro, com um grande potencial para análise in vivo. 

 



80 

 

REFERÊNCIAS 

 

AMARAL, J. B. DO. CÉLULAS MCF-7 COMO MODELO 3D NO ESTUDO DE 
CÂNCER DE MAMA HUMANO. [s.l.] Universidade de São Paulo, 2010. 

AMIRSHAGHAGHI, A. et al. Chlorin e6-Coated Superparamagnetic Iron Oxide 
Nanoparticle ( SPION ) Nanoclusters as a Theranostic Agent for Dual- Mode Imaging 
and Photodynamic Therapy. Scientific Reports, v. 9, n. October 2018, p. 1–9, 2019.  

BAYDA, S. et al. The history of nanoscience and nanotechnology: From 
chemical-physical applications to nanomedicine. MoleculesMDPI AG, , 2020.  

BHATTACHARJEE, T. T. et al. FTIR study of secondary structure changes in 
Epidermal Growth Factor by gold nanoparticle conjugation. Biochimica et Biophysica 
Acta - General Subjects, v. 1862, n. 3, p. 495–500, 2018.  

BRANDT, B. et al. Mechanisms of egfr gene transcription modulation: Relationship to 
cancer risk and therapy response. Clinical Cancer Research, v. 12, n. 24, p. 7252–
7260, 2006.  

CASTILHO, M. L. NANOSSONDAS BIFUNCIONAIS FOTOSSENSIBILIZADORAS 
PARA O TRATAMENTO DO CÂNCER DE MAMA. [s.l.] Universidade do Vale do 
Paraíba, 2017. 

CASTILHO, M. L. et al. Chlorin e6-EGF conjugated gold nanoparticles as a 
nanomedicine based therapeutic agent for triple negative breast cancer. 
Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, v. 33, n. December 2020, p. 102186, 
2021.  

CASTILHO, M. L.; HEWITT, K. C.; RANIERO, L. FT-IR characterization of a 
theranostic nanoprobe for photodynamic therapy and epidermal growth factor receptor 
targets. Sensors and Actuators, B: Chemical, v. 240, p. 903–908, 2017.  

CHEN, X. et al. Prognostic Role of EGFR / p-EGFR in Patients With Nasopharyngeal 
Carcinoma: A Meta-Analysis. Frontiers in oncology, v. 11, n. August, p. 1–11, 2021.  

CONTERA, S.; DE LA SERNA, J. B.; TETLEY, T. D. Biotechnology, 
nanotechnology and medicine. Emerging Topics in Life SciencesPortland Press 
Ltd, , 1 dez. 2021.  

COSTA, R. N. Introdução à citometria de fluxo: Um manual básico para 
iniciantes. Curitiba: Independently published, 2020.  

DING, Y. et al. Highly Biocompatible Chlorin e6-Loaded Chitosan Nanoparticles for 
Improved Photodynamic Cancer Therapy. ACS Applied Materials and Interfaces, v. 
10, n. 12, p. 9980–9987, 2018.  

FAGERBERG, L. et al. Analysis of the human tissue-specific expression by genome-
wide integration of transcriptomics and antibody-based proteomics. Molecular and 
Cellular Proteomics, v. 13, n. 2, p. 397–406, 2013.  



81 

 

FURRER, D. et al. Tissue Microarray Is a Reliable Tool for the Evaluation of HER2 
Amplification in Breast Cancer. Anticancer Research, v. 36, n. 1, p. 4661–4666, 2016.  

GOMES, R. V. et al. Expressão do receptor do fator de crescimento epitelial (EGFR) 
em colangiocarcinomas: fatores preditivos e sobrevida. Revista do Colegio 
Brasileiro de Cirurgioes, v. 45, n. 3, p. 1–9, 2018.  

HARDBOWER, D. M. et al. EGFR-mediated Macrophage Activation Promotes Colitis-
associated Tumorigenesis. Oncogene, v. 36, n. 27, p. 3807–3819, 2017.  

HE, X.; DENG, H.; HWANG, H. MIN. The current application of nanotechnology in 
food and agriculture. Journal of Food and Drug AnalysisElsevier Taiwan LLC, , 1 
jan. 2019.  

HO, S. R.; LIN, W. C. RNF144A sustains EGFR signaling to promote EGF-dependent 
cell proliferation. Journal of Biological Chemistry, v. 293, n. 42, p. 16307–16323, 
2018.  

HYNES, N. E.; LANE, H. A. ERBB RECEPTORS AND CANCER: The complexity of 
targeted inhibititors. Nature Reviews, v. 5, n. May, p. 341–354, 2005.  

INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER JOSÉ ALENCAR GOMES DA SILVA. 
Estimativa 2020: Incidência de câncer no Brasil.  Rio de Janeiro: MINISTÉRIO DA 
SAÚDE INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER JOSÉ ALENCAR GOMES DA SILVA 
(INCA), 2019.  

INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION. Biological 
evaluation of medical devices. International Organization for Standardization, 
2009.  

KARLOVICH, C. et al. Assessment of EGFR Mutation Status in Matched Plasma and 
Tumor Tissue of NSCLC Patients from a Phase I Study of Rociletinib (CO-1686). Clin 
Cancer Res, v. 22, n. 10, p. 2386–2395, 2016.  

KJAER, I. M. et al. Prognostic and predictive value of EGFR and EGFR-ligands in 
blood of breast cancer patients : a systematic review. Clin Chem Lab Med, v. 56, n. 
5, p. 688–701, 2018.  

KUMARI, P. et al. Development of chlorin e6-conjugated poly(ethylene glycol)-poly(d,l-
lactide) nanoparticles for photodynamic therapy. Nanomedicine, v. 14, n. 7, p. 819–
834, 2019.  

LAUAND, C. Avaliação da proliferação e migração celular mediadas pela 
ativação do EGFR em linhagens celulares de câncer de pulmão cultivadas como 
monocamadas e esferoides. São Paulo: Universidade de São Paulo, 2015. 

LEE, C. L. D. et al. Epidermal Growth Factor Receptor-Specific Nanoprobe 
Biodistribution in Mouse Models. Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 105, n. 1, 
p. 25–30, 2016.  

LEE, P. C.; MEISEL, D. Adsorption and surface-enhanced Raman of dyes on silver 
and gold sols. Journal of Physical Chemistry, v. 86, n. 17, p. 3391–3395, 1982.  



82 

 

LEMMON, M. A.; SCHLESSINGER, J.; FERGUSON, K. M. The EGFR family: Not so 
prototypical receptor tyrosine kinases. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 
v. 6, p. 1–18, 2014.  

LI, W. et al. The role of EGFR mutation as a prognostic factor in survival after diagnosis 
of brain metastasis in non-small cell lung cancer: a systematic review and meta-
analysis. BMC Cancer, v. 19, n. 145, p. 1–9, 2019.  

LI, Y. et al. Screening of anti-cancer agent using zebrafish: Comparison with the MTT 
assay. Biochemical and Biophysical Research Communications, v. 422, n. 1, p. 
85–90, 2012.  

LICCARDI, G.; HARTLEY, J. A.; HOCHHAUSER, D. Importance of EGFR/ERCC1 
interaction following radiation-induced DNA damage. Clinical Cancer Research, v. 
20, n. 13, p. 3496–3506, 2014.  

LUCAS, L. J. et al. Development of a sensitive, stable and EGFR-specific molecular 
imaging agent for surface enhanced Raman spectroscopy. Journal of Raman 
Spectroscopy, v. 46, n. 5, p. 434–446, 2015.  

MCKINNON, K. M. Flow cytometry: An overview. Current Protocols in Immunology, 
v. 2018, n. 120, p. 5.1.1-5.1.11, 1 fev. 2019.  

MORA, T. D. ESTABELECIMENTO DE ESFEROIDES MULTICELULARES TIPO 
TECIDO ADIPOSO : ASPECTOS MORFO-FUNCIONAIS Florianópolis. p. 1–106, 
2018.  

MORITA, M. et al. Fluorescence-based discrimination of breast cancer cells by direct 
exposure to 5-aminolevulinic acid. Cancer Medicine, v. 8, n. 12, p. 5524–5533, 2019.  

OHNO, S. I. et al. Systemically injected exosomes targeted to EGFR deliver antitumor 
microrna to breast cancer cells. Molecular Therapy, v. 21, n. 1, p. 185–191, 2013.  

PELAZ, B. et al. Diverse Applications of Nanomedicine. ACS Nano, v. 11, p. 2313–
2381, 2017.  

RAMOS, I. A. DE S. et al. Phylogeography of msp4 genotypes of Anaplasma marginale 
in beef cattle from the Brazilian Pantanal. Revista Brasileira de Parasitologia 
Veterinária, v. 28, n. 3, p. 451–457, jul. 2019.  

ROENGVORAPHOJ, M. et al. Epidermal growth factor receptor tyrosine kinase 
inhibitors as initial therapy for non-small cell lung cancer: Focus on epidermal growth 
factor receptor mutation testing and mutation-positive patients. Cancer Treatment 
Reviews, v. 39, n. 8, p. 839–850, 2013.  

SAIYAROS, K. et al. Detection of epidermal growth factor receptor (EGFR) gene 
mutation in formalin fixed paraffin embedded tissue by polymerase chain reaction-
single strand conformational polymorphism (PCR-SSCP) in non-small cell lung cancer 
in the northeastern region of Tha. Asian Pacific Journal of Cancer Prevention, v. 
20, n. 5, p. 1339–1343, 2019.  

SUN, Y. S. et al. Risk factors and preventions of breast cancer. International Journal 



83 

 

of Biological Sciences, v. 13, n. 11, p. 1387–1397, 2017.  

TENG, C. W. et al. Combined Fluorescence-Guided Surgery for Glioblastoma 
Multiforme using Cyanine and Chlorin Nanocluster. Journal of Neurooncology, v. 
149, n. 2, p. 243–252, 2021.  

UENO, N. T.; ZHANG, D. Targeting EGFR in Triple Negative Breast Cancer. Journal 
of Cancer, v. 2, n. 1, p. 324–328, 2011.  

VAN DER MEEL, R. et al. Smart cancer nanomedicine. Nature Nanotechnology, v. 
14, n. 11, p. 1007–1017, 1 nov. 2019.  

VIEIRA, L. et al. Synthesis and characterization of gold nanostructured Chorin e6 for 
Photodynamic Therapy. Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, v. 18, p. 6–
11, 2017.  

VIEIRA, P. et al. Specific nanomarkers fluorescence: in vitro analysis for EGFR 
overexpressed cells in triple-negative breast cancer and malignant glioblastoma. 
Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, v. 39, p. 102997, set. 2022.  

XU, H. et al. Epidermal growth factor receptor in glioblastoma (Review). Oncology 
Letters, v. 14, n. 1, p. 512–516, 2017.  

XU, Y. et al. Application of nanotechnology in the diagnosis and treatment of bladder 
cancer. Journal of Nanobiotechnology, v. 19, n. 393, p. 1–18, 2021.  

YANG, J. et al. Significance of Phosphorylated Epidermal Growth Factor Receptor and 
Its Signal Transducers in Human Soft Tissue Sarcoma. International Journal of 
Molecular Sciences, v. 18, n. 1159, p. 1–13, 2017.  

YANG, Y. et al. Multifunctional Gold Nanoparticles in Cancer Diagnosis and Treatment. 
International Journal of Nanomedicine, v. 17, n. April, p. 2041–2067, 2022.  

YANG, Z. Y. et al. Predictive biomarkers for EGFR tyrosine kinase inhibitors in 
treatment of advanced non-small- cell lung cancer : a systematic review and meta- 
analysis of randomised controlled trials. Hong Kong Med J, v. 24, n. 4, p. 34–37, 2018.  

 



84 

 

APÊNDICE A – ARTIGO “CHLORIN E6-EGF CONJUGATED GOLD 

NANOPARTICLES AS A NANOMEDICINE BASED THERAPEUTIC AGENT FOR 

TRIPLE NEGATIVE BREAST CANCER” PUBLICADO NO PERÍODO. 

 

  

https://doi.org/10.1016/j.pdpdt.2021.102186
https://doi.org/10.1016/j.pdpdt.2021.102186
https://doi.org/10.1016/j.pdpdt.2021.102186


85 

 

APÊNDICE B – ARTIGO “TRIPLE-NEGATIVE BREAST CANCER TREATMENT IN 

XENOGRAFT MODELS BY BIFUNCTIONAL NANOPROBES COMBINED TO 

PHOTODYNAMIC THERAPY” PUBLICADO NO PERÍODO. 

 

  

https://doi.org/10.1016/j.pdpdt.2022.102796
https://doi.org/10.1016/j.pdpdt.2022.102796
https://doi.org/10.1016/j.pdpdt.2022.102796


86 

 

APÊNDICE C – ARTIGO “NANOMARKERS FLUORESCENCE: IN VITRO ANALYSIS 

FOR EGFR OVEREXPRESSED CELLS IN TRIPLE-NEGATIVE BREAST CANCER AND 

MALIGNANT GLIOBLASTOMA” PUBLICADO NO PERÍODO. 

 

 

  



87 

 

ANEXO A –  ESPECIFICAÇÕES DO FABRICANTE MICROTISSUES, INC SOBRE A 

FABRICAÇÃO DOS MICROMOLDES DE AGAROSE.  

 

 

 

As demais informações podem ser adquiridas e/ou visualizadas em 

microtissues.com/protocols. 
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ANEXO B –  ESPECIFICAÇÕES DO FABRICANTE MICROTISSUES, INC SOBRE A 

MANIPULAÇÃO DOS ESFEROIDES FORMADOS EM MICROMOLDES DE AGAROSE.  

 

 

 

As demais informações podem ser adquiridas e/ou visualizadas em 

microtissues.com/protocols. 
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ANEXO C –  ESPECIFICAÇÕES DO REAGENTE DE ANTICORPO ANTI-PAXILINA 

COMERCIALIZADO PELA SIGMA. 
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ANEXO D –  ESPECIFICAÇÕES DO REAGENTE DE ANTICORPO ANTI-ACTINA 

COMERCIALIZADO PELA SIGMA. 
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ANEXO E –  ESPECIFICAÇÕES DO REAGENTE DE ANTICORPO ANTI-

FIBRONECTINA COMERCIALIZADO PELA SIGMA. 

 

 

 

  



92 

 

ANEXO F –  ESPECIFICAÇÕES DO REAGENTE DE ANTICORPO ANTI-β-INTEGRINA 

COMERCIALIZADO PELA SIGMA. 
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ANEXO G –  ESPECIFICAÇÕES DO REAGENTE DE ANTICORPO ANTI- LAMININA 

COMERCIALIZADO PELA SIGMA  
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ANEXO H –  ESPECIFICAÇÕES DO REAGENTE DE ANTICORPO ANTI- E-CADERINA 

COMERCIALIZADO PELA SIGMA 
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ANEXO I –  RESUMOS APRESENTADOS EM CONFERÊNCIAS INTERNACIONAIS  
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ANEXO J –  RESUMOS APRESENTADOS EM CONFERÊNCIAS NACIONAIS  
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