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Resumo

A terapia fotodinamica (TFD) tem se mostrado eficiente no tratamento de cancer
pela sua alta especificidade e seguranga sob irradiacdo, além de promover respostas
imunogénicas, acabando com metdstase como demonstrado em diversos experimentos in
vivo. Dentre os quimioterapicos, a doxorrubicina (DOX), se destaca, apresentando alta
acdo anticancer, contudo é cardiotéxica, devido a um evento facilitado pela acumulacao
do farmaco no tecido cardiaco, o que causa a morte das células do miocardio. O trabalho
teve como objetivo: 1) desenvolver nanoparticulas poliméricas sensiveis a oxidacdo para
liberagdo de farmacos. 2) Avaliar a cinética de liberagao do farmaco doxorrubicina (DOX),
com e sem irradiacdo. 3) Avaliar a atividade anticancer do sistema in vitro. Foram
desenvolvidas nanoparticulas constituidas de um nucleo sélido, poli(vinil, metil-co—
anidrido maleico (PVYMMA) associado a um agente cross linking, 2-aminofenil dissulfeto
(2SS), que estabiliza as fitas poliméricas viabilizando o carregamento de DOX em seu
nucleo e cloreto de aluminio ftalocianina (AIPHCN) adsorvida em sua superficie. Tal
engenharia da-se pela possibilidade da clivagem oxidativa da superficie da nanoparticula
através da producdo progressiva de EROs durante a irradiagdo do sistema, resultando na
producdo da forma reduzida do agente cross linking 2SS através do mecanismo de
eliminagdo radicalar. Para avaliar a atividade anticancer in vitro, foram realizados testes
em células de adenocarcinoma mamario murino (4T1), fibroblasto murino (NIH-3T3) e
células de adenocarcinoma mamario humano (MCF-7). Os resultados demonstraram que
tanto a DOX quanto a LSN (nanoparticulas poliméricas associadas ao 2SS contendo DOX e
AIPHCN), possuem agao citotdxica contra células 4T1 e MCF-7 além do efeito aditivo de
citotoxicidade da DOX e da AIPHCN apds a irradiacdao do sistema. Estudos de citometria
avaliaram o potencial de interiorizacdo das nanoparticulas LNS; LSNIRR e DOX livre (FDOX)
demonstrando que as nanoparticulas LSN s3o interiorizadas de forma mais rapida que a
DOX e de forma semelhante a LSNIRR; O ensaio de potencial de membrana demonstrou
gue houve a despolarizacao da mitocéndria apds o tratamento com LSNIRR; LSN; NFTCIRR
e FDOX. Foi entdo desenvolvido nesse trabalho um sistema susceptivel a clivagem
oxidativa através de um mecanismo radicalar de fotooxidacdao que pode ser utilizado para
aumentar a taxa de liberacdo de farmacos, causando efeitos de citotoxicidade tanto por

efeito do farmaco quanto por efeito das EROs geradas no processo de irradiacao.



Abstract

Photodynamic therapy (PDT) has being widely used for cancer treatment for its high
selectivity under irradiation, besides its immunogenic activity, decreasing metastatic effect
of cancer cells, as shown in several in vivo studies. Doxorubicin (DOX) although it shows
high cytotoxic effects, it is also cardiotoxic, which easily occurs by its high selectivity for
the cardio tissue. For this work, the main objectives were: 1) The development of
polymeric nanoparticles sensitive to oxidation for drug release. 2) Evaluate the drug
doxorubicin release kinetic with and without irradiation. 3) Evaluate its activity on cancer
cells, in vitro. The nanoparticle was developed by reacting the polymer poly(vinyl methyl-
co-maleic anhydride) (PVMMA) with 2-aminophenyl disulphide (2SS), with DOX occupying
the core of the nanoparticle and aluminium phthalocyanine chloride (AIPHCN) adsorbed
on nanoparticle’s surface. Such engineering allows the surface of the nanoparticle to suffer
oxidative cleavage, for progressive ROS production after irradiation, allowing water to
access its core and by doing that, increasing the rate of drug release. The cytotoxicity tests
were performed on mice mammary adenocarcinoma (4T1), fibroblast (NIH-3T3) and
human mammary adenocarcinoma (MCF-7) cancer cells. Both DOX and LSN (polymeric
nanoparticle attached to 2SS with DOX and AIPHCN) had shown high cytotoxic effects
against 4T1 and MCF-7 cancer cells. Experiments had shown additive effect of DOX and
AIPHCN over irradiation. By cytometry experiments, were evaluated endocytosis effect of
LSN, LSNIRR and Free DOX, and was concluded that LSN nanoparticles were instantly
internalized by cells, similar to LSNIRR, while Free DOX (FDOX) took longer to permeate
the cell membrane. In all treatments (LSN, LSNIRR, NFTCIRR and FDOX) experiments had
shown depolarization of mitochondria’s membrane. This work shows the development of
a system susceptible to surface degradation in the presence of intense oxidative stress,
caused by irradiation, which increase the drug release performance, causing cell death by
two different mechanisms, one by located oxidative stress and the second one by drug

effect.
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cloreto de aluminio ftalocianina (LSN) e nanoparticulas contendo apenas cloreto de
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contendo cloreto de aluminio ftalocianina e DOX (LSN); (b). Viabilidade das células tratadas
com nanoparticulas poliméricas contendo DOX e cloreto de aluminio ftalocianina (LSN) e
nanoparticulas contendo apenas cloreto de aluminio ftalocianina (NFTC) e avaliagao de
viabilidade de nanoparticulas sob irradiacdo (15 minutos LED 660 nm; Poténcia de 202,91
mW/cm?2; distancia de 5 cm; Fluéncia de 185,57 J/cm2), das nanoparticulas poliméricas
contendo apenas cloreto de aluminio ftalocianina (NFTCIRR) e das nanoparticulas
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(LSN); Nanoparticulas de PVYM/MA contendo apenas DOX (NDOX) e DOX livre (FDOX); (b).
Avaliacdo de viabilidade dos tratamentos ndo irradiados, nanoparticulas poliméricas
contendo DOX e cloreto de aluminio ftalocianina (LSN) e nanoparticulas contendo apenas
cloreto de aluminio ftalocianina (NFTC) e avaliacao de viabilidade de nanoparticulas sob
irradiacdo (15 minutos LED 660 nm; Poténcia de 202,91 mW/cm?2; distdncia de 5 cm;
Fluéncia de 185,57 J/cm2), das nanoparticulas poliméricas contendo apenas cloreto de
aluminio ftalocianina (NFTCIRR) e das nanoparticulas poliméricas contendo DOX e cloreto

de aluminio ftalocianina (LSNIRR).

Figura 31. Avaliacdo de interiorizacdo por citometria de fluxo em células de linhagem 4T1
nos periodos de a) 15 min; b) 30 min; ¢) 1 h; d) 2 h e e) 3 h; A. Interiorizacdo de DOX livre
(FDOX). B. Cinética de interiorizacdo das nanoparticulas poliméricas contendo cloreto de
aluminio ftalocianina e DOX (LSN) avaliando a fluorescéncia da DOX. C. Avaliacdo da
interiorizacdo no sistema irradiado (15 minutos LED 660 nm; Poténcia de 202,91 mW/cm2;
distancia de 5 cm; Fluéncia de 185,57 J/cm2) nanoparticulas poliméricas contendo DOX e
cloreto de aluminio ftalocianina (LSNIRR) avaliando a fluorescéncia da DOX; D. Relacdo de
fluorescéncia entre DOX e cloreto de aluminio ftalocianina na cinética de interiorizacdo e
E. Média geométrica dos histogramas de internalizacdo para a DOX livre (FDOX) e

nanoparticulas antes e apds irradiacdo, LSN e LSNIRR respectivamente.
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Figura 32. Padrdo de alteragdes morfoldgicas em células de linhagem 4T1, 24 h apds os
tratamentos: b) DOX livre (FDOX); c) Nanoparticulas poliméricas contendo cloreto de
aluminio ftalocianina e DOX (LSN); d) Nanoparticulas sob irradia¢do (15 minutos LED 660
nm; Poténcia de 202,91 mW/cm?2; distancia de 5 cm; Fluéncia de 185,57 J/cm2), das
nanoparticulas poliméricas contendo apenas cloreto de aluminio ftalocianina (NFTCIRR);
e) Nanoparticulas sob irradiagao contendo cloreto de aluminio ftalocianina e DOX (LSNIRR)
e a) Controle. Células que apresentaram diminuicdo de tamanho e aumento de
granulosidade Q1; Células que apresentaram aumento tamanho e granulosidade Q2;
Células que apresentaram aumento de tamanho e diminui¢cdo de granulosidade Q3 e

Células que apresentaram diminuicdo de tamanho e granulosidade Q4.

Figura 33. Histogramas do potencial de membrana mitocondrial de células de linhagem
4T1 24 h apds os tratamentos: a) DOX livre (FDOX); b) Nanoparticulas poliméricas
contendo cloreto de aluminio ftalocianina e DOX (LSN); c) Nanoparticulas sob irradiacao
(15 minutos LED 660 nm; Poténcia de 202,91 mW/cm?2; distancia de 5 cm; Fluéncia de
185,57 J/cm2), das nanoparticulas poliméricas contendo apenas cloreto de aluminio
ftalocianina (NFTCIRR); d) Nanoparticulas sob irradiacdo contendo cloreto de aluminio
ftalocianina e DOX (LSNIRR) e Controle que representa o potencial normal de membrana
mitocondrial. Na figura A estd expressa o efeito de despolarizacdo da membrana
mitocondrial apds os tratamentos e controles e na figura B esta representado o efeito do
tratamento principal, LSN (d) despolarizando de forma consideravel a membrana

mitocondrial.

Figura 34. Avaliacdo quantitativa por média geométrica dos histogramas obtidos para o
potencial mitocondrial 24 h apds os tratamentos: DOX livre (FDOX); Nanoparticulas
poliméricas contendo cloreto de aluminio ftalocianina e DOX (LSN); Nanoparticulas sob
irradiacdo (15 minutos LED 660 nm; Poténcia de 202,91 mW/cm?2; distdncia de 5 cm;
Fluéncia de 185,57 J/cm2), das nanoparticulas poliméricas contendo apenas cloreto de
aluminio ftalocianina (NFTCIRR) e Nanoparticulas sob irradiacdo contendo cloreto de
aluminio ftalocianina e DOX (LSNIRR) em funcdo do potencial mitocondrial normal

representado pelo controle.
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1. Introducgdo

A terapia fotodindmica (TFD), foi descrita pela primeira vez por Finsen ! para o
tratamento de variola e tuberculose cutanea. Anos apds o sucesso da terapia, em 1942, Auler e
Banzer 2, buscando alternativas para o tratamento do cancer, verificaram que a utilizacdo de
porfirinas sob a acdo de luz ultravioleta (UV) causava necrose em tecidos tumorais. Com os
avancos tecnoldgicos, fotossensibilizantes mais eficientes e com melhor biodistribui¢ao surgiram,

tais como as ftalocianinas 3, tornando a TFD mais eficaz.

A TFD é uma modalidade terapéutica baseada na utilizacdo da luz, e um
fotossensibilizante, cuja combinacdo provoca um estresse oxidativo localizado, levando assim a
necrose ou apoptose das células as atingidas *. A causa desse estresse oxidativo é a formac3o de
uma espécie excitada de oxigénio molecular, o oxigénio singlete (*0,), que é gerada pela absorc3o
de energia quantizada, ou através do relaxamento do agente fotossensibilizante que foi

previamente excitado por uma radiac3o incidente. ®

Inimeros estudos demonstram os efeitos oxidativos de EROs tanto em sistemas
bioldgicos, causando morte celular 8, quando em reacdes orgénicas. Neste tabalho desenvolveu-
se um sistema inovador que utiliza nanoparticulas ativadas através de mecanismos de
fotooxidacdo radicalar para aumentar a taxa de liberacdao de farmacos de forma localizada, com
isso diminuindo seus efeitos adversos em tecidos sadios, ja que ha um controle externo para

liberagdo de farmacos.

Os mecanismos de fotooxidacdo dao-se por duas formas, como a peroxidacdo de

hidrocarbonetos insaturados ’

, ou através de ressonancias radicalares, causando clivagens e
elimina¢cdes em compostos orgénicos 8. O foco principal foi 0 mecanismo de acdo radicalar, que
pode causar eliminacdes e redugbes através de ressonancia aromatica, causando fragmentacgoes

da superficie das nanoparticulas facilitando a difusdo simples de farmacos para o meio externo.

Diversas formas de entrega de farmacos tém sido exploradas, podendo essas ser pela
acdo de luz °, pela aplicacdo de um campo magnético °, ou utilizando as condic¢des fisioldgicas
como pH para liberacdo do farmaco no sitio alvo *. Este projeto propde o desenvolvimento de
um polimero, que seja degradado pelas espécies reativas geradas pela TFD. Com isso, foram
obtidas nanoparticulas poliméricas carregadas com fotossensibilizante (cloro aluminio
ftalocianina) e um farmaco quimioterapico (doxorrubicina) que atuem sobre o cancer ndo apenas
pelo mecanismo de TFD, mas que também liberem o farmaco quimioterdpico quando submetidas
a TFD. Assim, tal sistema seria usado para terapia combinatdria do cancer, fundamentada no uso

concomitante de TFD e quimioterapia local ativada por luz.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1.APLICACOES DA TERAPIA FOTODINAMICA (TFD) NO TRATAMENTO DE CANCER

A TFD é um tratamento que consiste na fotoativacdo de um agente fotossensibilizante (FS)
com consequente geracao de espécies reativas.'? Assim, o efeito terapéutico da TFD se d& por meio
da formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs), de maneira a formar um estresse oxidativo
local, tendo como consequéncia eventual a morte celular.’® Tais espécies reativas podem ser
radicais anidnicos ou oxigénio singlete, os quais podem causar danos irreparaveis as células
tumorais e a pequenos vasos que irrigam o tumor.'* Existem dois mecanismos fotoquimicos de
formacao de espécies reativas de oxigénio, as chamadas reacdes tipo I, que envolvem a formacao
de espécies radicalares, e as reacdes do tipo Il, que sdo decorrentes da transferéncia de energia de
estados triplete de excitacdo do agente FS para o oxigénio. Ainda, a TFD possui trés mecanismos

biolégicos de a¢do antitumoral:

1) A morte direta de células cancerosas através da formacdo de EROs.1> 16

2) O ataque da vascularizagdo do tumor, causando morte por falta de nutrientes e hipdxia na

regido tumoral.l” 18

3) A ativacdo ou reforco da resposta imunitaria adaptativa contra células cancerosas.® 202

O uso clinico de TFD foi proposto entre o fim do século XIX e o inicio do século XX, tendo
inicio com o experimento de fototoxicidade vislumbrado por Oscar Raab, que posteriormente
rendeu o prémio Nobel de Medicina a Niels Finsen ! por seu trabalho no tratamento de uma
condicdo especial de tuberculose na pele. Desde entdo, sua aplicagdo na medicina evoluiu e a
utilizacdo da luz passou a fazer parte do tratamento de diversas condi¢gdes. Dessa maneira, em
1942, Auler e Banzer comegaram as observacgdes do efeito da luz UV sobre o cancer e em 1976 foi
reportado o primeiro veiculo carregado com fotossensibilizantes para aplicacdo em TFD.?? Desde
entdo diversas classes de agentes fotossensibilizantes foram desenvolvidas visando aplicacdo

antineoplasica, 22 como representados na figura 1.
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Figura 1. Representagdo adaptada da histéria da terapia fotodinamica, figura retirada do artigo

da Nature, referéncia 113.
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Duas limitagBes hipotéticas surgiram para questionamento sobre a TFD, sendo essas: 1)
Sobre a ineficacia da terapia pela escassez de oxigénio na regido tumoral devido ao seu consumo
pela TFD, ja que o efeito de inativagcdo da microvascularizagao entorno da regido tumoral poderia
interromper o tratamento por hipdxia local. Contudo, estudos através de projecées matematicas
mostraram que nem toda a vascularizacdo é comprometida e que as restantes apés o tratamento

com TFD s3o suficientes para garantir a eficicia do tratamento.

E 2) A existéncia de problemas associados ao tempo de vida das espécies fotoexcitadas em
meio aquoso, ja que um tempo de vida curto demais poderia tornar o tratamento excessivamente
localizado, enquanto tempos de vida muito longos levariam a uma grande difusdo de tais espécies
reativas, aumentando chance de ocorréncia de efeitos colaterais negativos. O tempo ideal foi
encontrado com uma classe de compostos do tipo benzoporfirinas, que sdo capazes de propagar
o estresse oxidativo pelo decaimento radicalar de oxigénio para perdxido de hidrogénio, assim
degradando proteinas e aumentando o raio de ac¢do das EROs a uma difusdo nao letal,

consequentemente fazendo com que a aplicacdo seja mais efetiva. *

Além das diversas classes de agentes FS desenvolvidos, novas plataformas para
carregamentos de tais agentes também tém avancado 2> 2° %7, Nesse contexto, a escolha de
sistemas nanoestruturados tem sido uma saida vidvel e vantajosa, por sua alta area superficial e
biocompatibilidade, excluindo problemas de extingdo de agentes FS por agregacdo e por
proporcionar um aumento notdvel no acimulo de farmaco na regido tumoral 2 2%, além de ser
uma forma simples e eficaz de dispersar farmacos hidrofébicos em meio aquoso. 3*° Ainda, estudos
do microambiente tumoral, demonstram a presenca do efeito de permeacdo e retencdo
aumentados (efeito EPR), que é aproveitado para aumentar o acimulo de nanoparticulas de
tamanhos especificos (aproximadamente 100 nm) no tumor 3!, Dentre as estruturas nanométricas,
aquelas formadas por matriz polimérica constituem um sistema muito suscetivel a transformagdes
quimicas, podendo assim ser multifuncionalizadas e dotadas de propriedades, como adesdo de
anticorpos 3% 3, incorporacdo de biossensores,3* 3* entre outros, que favorecam sua entrega ao

tumor. 3¢

Novas plataformas orgénicas e inorganicas 3 3 vém sendo aprimoradas. Para a producio
de nanoparticulas poliméricas, novos polimeros com melhor perfil de biocompatibilidade tém sido
desenvolvidos.3® 4% Além disso, matrizes inorganicas com caracteristicas Opticas do tipo

upconversion tém ganhado espaco na area médica. ** Assim, tendo em vista a alta susceptibilidade
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a transformagles que tais sistemas apresentam, hoje, uma particula pode apresentar

propriedades diversas.
2.1.1. Mecanismo de agao das EROs em tecido tumoral

Os mecanismos de morte celular podem ser divididos em dois grupos, Morte por necrose
gue é resultado de lise celular, gerando danos a membrana e extravasamento de constituintes
celulares, o que leva a inflamac3o local e danos aos tecidos que circundam a regido necroética. #
A morte por necrose causada por TFD acontece pela producao de EROs localizados no citoplasma
da célula, sem que haja a liberacdo de qualquer fator imuno indutor. O segundo mecanismo de
morte celular é a forma de apoptose, tal mecanismo é controlado e ocorre pela agdo de proteases
e nucleases, sem dano a membrana plasmatica, e suas caracteristicas sdo: 1) aumento da

permeabilidade da membrana plasmatica e 2) alteracdo no potencial de membrana mitocondrial.

43,44, 45

No tratamento de cancer, espera-se que além da morte celular haja a resposta imunitaria
alertando o sistema imune contra a enfermidade, para isso, diversos farmacos foram
desenvolvidos para ndo apenas causarem morte celular, mas também desencadear uma resposta
imunitdria, tais agentes como B — Lapachona, Apoptolidina e Honkil. ¢ Além dos farmacos
convencionais, a TFD é um método capaz de induzir necrose e apoptose de tecidos tumorais,
sendo efetivo até mesmo em células resistentes a quimioterdpicos classicos e desencadeando,

em muitos casos, de forma efetiva respostas imunitérias especificas contra o cancer. 4748

Foi descrita a eficiéncia de agentes FS em diversos tipos de cancer e células selvagens,
extraidas de pacientes, que s3o resistentes a tratamento quimioterapico classico, 4% %% 552 A TFD
induz apoptose por dois mecanismos, o0 modo mediado por mitocondria, ou por receptor, os
métodos intrinsecos, ou mitocondriais se d3o pelo acimulo de FS na mitocondria, clivando sua
membrana e liberando o fator citocromo c ao citosol ativando complexos enzimaticos hidroliticas,

como representado pela figura 2. 33



24

Estimulo de Morte

Iniciador de Caspases

ROS

Mitocondria
| Smase

Yy
Ceramida

Poro

Citocromo C

Caspase 11 Apaf1

Caspase
de Efeito

\
| Apoptose |

Figura 2. llustracdo do mecanismo de morte celular apoptdtica mediado por EROs, imagem
adaptada da referéncia 114.

O segundo mecanismo de morte celular mediado por FS é seu acimulo na membrana
plasmatica ativando os fatores de necrose tumoral, nesse caso, as EROs lisam a membrana
causando inflamac&o local. 3* Os dois processos de morte celular ocorrem no processo de ativacdo
do agente FS, contudo, a acdo necrdtica é visivel, causando inflamacdo local, contudo apoptose
se mostrou como uma forma efetiva e dominante de morte celular em diversos tipos de células

cancerosas. >*

Estudos imunoldgicos mais recentes desvendam a supressao imunolégica causado por
células cancerosas, o que diminui a efetividade do tratamento imunogénico, ja que na presenca
de células pertencentes ao sistema imunolégico, como linfécitos, as células cancerosas comegam
a produzir agentes supressores como prostaglandina E > 5¢; Adenosina; > interleucinas; *® Fator
de necrose tumoral entre outros %, dessa forma, apesar de diversos compostos apresentarem
atividade imunogénica, é dificil prever a atenua linha entre um tratamento efetivo e uma resposta
imunitdria ndo compensada, ja que ha diversos mecanismos de supressdo atuantes ao mesmo

tempo.
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Dente os farmacos que tem o poder de estimular uma resposta imunogénica, a
Doxorrubicina (DOX) possui alta acdo antineoplasica, agindo na inibicdo da sintese de
macromoléculas por danificar o DNA celular, pela inativacdo de topoisomerases 11.°° Além disso, a
DOX também pode se acumular na mitocéndria celular, o que pode levar a produgdo endégena

de EROs. ©*

Além do alto potencial citotdxico da DOX, um de seus principais problemas é a sua
inespecificidade, tendo acumulo preferencial no coracao, o que causa a morte de células no
miocardio, causando insuficiéncia cardiovascular. InUmeros estudos demonstram solucdes
voltadas a esse problema utilizando nanoparticulas carregadoras. Em especial, o polimero
PVM/MA forma nanoparticulas interessantes, ja que sua elasticidade quimica abre uma gama de

possibilidades para a montagem de diferentes tipos de nanoestruturas.®?
2.2. AGENTES FOTOSSENSIBILIZANTES

Os primeiros testes clinicos voltados ao tratamento de cancer foram realizados com
fotossensibilizantes denominados de primeira geracdo, as porfirinas, contudo, seus principais
problemas eram baixa seletividade, baixo tempo de vida do estado tripleto de excitacdo do FS,
acumulo prolongado em tecidos ndo tumorais, que poderiam durar mais que 6 semanas apds o

tratamento, entre outras desvantagens. 63

De forma geral, o desenvolvimento de novos FS buscou superar problemas que foram
observados na primeira geragdo. Assim, tendo como objetivo criar agentes fotossensibilizantes
com estados de excitacao de vida longa, maior seletividade para regidao tumoral, baixo efeito
guimiotdxico, baixo acimulo em tecidos normais e que fossem ativados em comprimentos de

onda préximos a 700 nm. &

A necessidade da utilizagdo de uma faixa de comprimento de onda estreita no tratamento,
600 — 800 nm ¢é pela absor¢do de luz por moléculas como a hemoglobina em comprimentos de
onda entre 500 e 600 nm, e pela absor¢do de luz na faixa UV por quaisquer compostos insaturados,
inclusive o proprio DNA. Assim, a luz na regido do vermelho e do infravermelho préximo possui
maior poder de penetragao em tecidos bioldgicos em comparagdo a outras faixas do espectro

visivel ou da regido UV, como demonstrado na figura 3.
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Figura 3. Dependéncia entre o comprimento de onda de incidéncia gerado por uma fonte LED com
a profundidade de penetracdo em tecidos. %

2.2.1. Fotossensibilizantes de 1% geragao

O macrociclo porfirinico é um dos principais representantes da primeira geracdo de
fotossensibilizantes. Sua estrutura, demonstrada na figura 4, consiste de uma porfirina livre de
coordenacdo. Sua descoberta levou a aplica¢des clinicas, contudo, com diversos problemas, como
baixo rendimento de producdo de EROs, além de apresentar alto acimulo em tecidos normais, e

longo tempo de excre¢do do composto. &

Figura 4. Representacdo estrutural de um macro ciclo porfirinico em sua forma neutra.

Apesar da elucidagdo da estrutura da classe das porfirinas, préximo de 1950, Schwartz
provou através de estudos investigativos de mecanismo de a¢do molecular, que, na verdade, o
gue causa agao fototdxica das porfirinas € um complexo oligomérico, representado pela figura 5.

Porfirinas em sua forma primordial ndo acumulavam de forma eficiente no tumor e a sua excre¢ao
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era muito rapida. Contudo a mistura oligomérica conferia ao composto grande acumulo na regido

tumoral, assim como nos tecidos normais, explicando os resultados clinicos.

OAc

AcO.

o

R

R = CH,CH,COOH

Figura 5. Representacdo da mistura oligomérica com atividade fototdxica descoberta por
Schwartz.

2.2.2. Fotossensibilizantes de 22 geragao

Os fotossensibilizantes de segunda geracado foram desenvolvidos com o intuito de suprir
as necessidades técnicas observadas em testes clinicos com agentes sensibilizantes de primeira
geracdo. Derivados de porfirinas e fotossensibilizantes ndo porfirinicos foram sintetizados e sua
aplicacdo rendeu grande melhoria comparada aos agentes da primeira geracdo. Estudos utilizando
metais para e diamagnéticos renderam diferentes resultados quanto ao tempo de vida do estado
tripleto do fotossensibilizante, por aproximar as bandas dos orbitais moleculares do agente FS,
tornando o estado excitado mais estavel, aumentando consequentemente a eficiéncia fotofisica e
fotoquimica dos fotossensibilizantes. Também foram desenvolvidos compostos mais seletivos a

regidao tumoral.
2.2.2.1. Ftalocianinas

A classe das ftalocianinas (figura 6) sdo amplamente utilizadas por possuirem alta
absortividade molar, 2.5x10° M.cm™, em compara¢do com as porfirinas de primeira gera¢3o
significativo acimulo em regides tumorais e longo tempo de retencdo por células cancerosas.
Apesar da grande evolugdo com a entrada da classe das ftalocianinas, um agravante em sua
aplicagdo bioldgica é devido a sua alta hidrofobicidade, formando agregados em meio aquoso por

sobreposicdo nt de orbitais moleculares.
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Tais agregados diminuem a eficiéncia do tratamento por causar efeito de perda de
florescéncia por agregacdo, ou, extincdo, que diminui a producdo de EROs por inativagdo do

67, 68

agente fotossensibilizante , além do alto acimulo do FS em sua grande maioria nos tecidos

saudaveis, como figado, baco e rins %.

:; Y \;
N/ N HN \N
/ NH N——

Figura 6. Forma estrutural bdsica da classe de agentes fotossensibilizantes chamados de
ftalocianinas.

Para contornar tal inconveniente, inicialmente foi proposto acoplar em sua estrutura
grupamentos anfifilicos ou hidrofilicos, aumenta a solubilidade do fdrmaco em agua, contudo,
junto com essa possivel solucdo, surgiu um segundo problema, sendo esse, a ma retencdo do
farmaco por células neoplasicas em comparacdo com a ftalocianina ndo modificada.”® 7% 72 Outra
solug¢do foi a aplicagdo de nanoparticulas como carregadores, com o intuito de manter as
moléculas de ftalocianina desagregadas, reduzindo os efeitos negativos na extingao sobre sua
atividade fotodinamica e melhorando sua biodistribuicdo, como demonstrado em estudos in

vivo.”>74

2.2.3. Mecanismo de transferéncia de energia para formagdo de EROs

O modo de excitagao do oxigénio molecular se da pela sua estrutura eletrénica especifica,
tornando esse composto peculiar, como demonstrado na figura 7. Mais de 10 anos de estudos
sobre o oxigénio foram necessarios para compreender de fato como ocorrem as transferéncias
de energia, com todas suas formas excitadas possiveis, e concluiu-se que tal peculiaridade é
consequéncia de sua estrutura eletrénica aberta. Visto isso, Mullikan previu trés estados
eletrénicos possiveis, o estado triplete de energia, ou estado fundamental O,(X3 2.g)- Espécies
com estado triplete de energia tem como caracteristica a participacdo em reagbes de forma

radicalar, dessa maneira os dois estados excitados de menor energia, sdo previstos como sendo
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Oz(alAg) e 0(b? Z;), gue sdo estados singletes de excitacdo. Posteriormente, por praticas
espectroscdpicas utilizando marcadores de spin ou marcadores fluorescentes, todos os estados

de excitacdo foram comprovados. ®

Figura 7. Representacdo dos orbitais moleculares (TOM) para o oxigénio molecular em seu estado
triplete.

Estados de excitacdo de moléculas sdo usualmente decorrentes da interagdo da matéria
com uma radiagdo de alta energia, como o ultravioleta. Contudo, é invidvel a utilizagdo de ondas
eletromagnéticas de alta energia para fins bioldgicos, tanto pela fototoxicidade quanto pela baixa
penetracdo destes fotons.®” %8 Dessa forma, foi pertinente a busca de métodos que combinam a
quimica de compostos com a fisica de transferéncia de energia entre sistemas, para controlar a
formacao de tais estados excitados de oxigénio e possibilitar sua aplicagdo em sistemas bioldgicos.
Assim os agentes fotossensibilizantes foram o foco dos estudos apds as observagdes feitas for

Finsen ! em 1901.
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Figura 8. llustracdo de excitacdo de um féton para transferéncia de energia gerando estados
excitados de oxigénio, onde FS representa os estados do agente fotossensibilizante, 1SC
representa a transferéncia cruzada de energia entre estados excitados do agente
fotossensibilizante e PS representa um decaimento de energia ndo radioativo do agente
fotossensibilizante.

Agentes fotossensibilizantes sdo amplamente estudados a fim de se desenvolver métodos
de tratamentos menos prejudiciais ao paciente e com alto rendimento quantico, possibilitando
atingir altas concentrac®es de oxigénio em estados excitados.””” 78 A transferéncia de energia se
dd como representado na figura 8, o agente fotossensibilizante absorve energia dos fétons
introduzidos no sistema, podendo tal absorg¢do ser de um ou dois fétons, entdo o decaimento da
espécie excitada pode ser de trés formas: a primeira é a perda de energia em forma ndo
radioativa, como movimentos de vibracdo, translacdo e rotacgdo, ”° a segunda forma é na emissdo
de energia eletromagnética e a terceira é um cruzamento entre estados dando origem a um novo
estado de energia, chamado de estado tripleto.®% 8! Tal estado tripleto pode decair em forma de
fosforescéncia ou transferir energia em estado tripleto — tripleto de excitacdo para um agente

aceptor, tal como o oxigénio, nesse caso, dando origem a suas formas excitadas. &

Além da transferéncia de energia utilizando uma fonte de excitagdo luminosa, existem
outras formas quimicas de produgdo de espécies reativas de oxigénio que foge do escopo do
trabalho, contudo, é valido ressaltar clivagens hemoliticas e heteroliticas para formacdo de
estados excitados de oxigénio, onde a transferéncia de energia se da pela quebra de um composto

organico instavel, liberando porc¢des de baixa energia apds sua clivagem, 88485
2.2.4. Mecanismo de foto-oxidagao radicalar

Ha duas maneiras pelas quais pode ocorrer extingdo envolvendo reacdes com oxigénio
singleto. Tal extingdo pode ser: 1) Redutiva, na qual ocorre a reducdo do agente FS, oxidando um
aceptor ou oxidante, ou 2) Oxidativa, na qual ocorre a oxidacdo de agente FS reduzindo um

doador,2% 8788 como demonstrado na figura 9. &°
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Quench Oxidativo Quench Redutivo
A FS* 2
. A -+
A D

FS

-, —
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Figura 9. Representacdao esquematica do processo de quenching redutivo e oxidativo gerando
espécies radicalares cationicas e anidnicas, onde A representa um aceptor; S representa um
substrato; D representa um agente doador e FS representa um agente fotossensibilizante.

Hidrocarbonetos halogenados usualmente respondem a interagdo oxidante de formas
variaveis, na figura 10, por exemplo, utilizou-se o agente fotossensibilizante N-metilquinolino
tetrafluoroborato (NMQ*) que é excitado no comprimento de onda de 313 nm, onde a resposta
reacional deu-se com a formacdo de sulféxido. Reagdes radicalares sdo de extrema complexidade
em questdo de controle. Assim como demonstrado nas figuras 10 e 11, diversos tipos de reagbes
podem ocorrer na presenca de oxigénio singlete e, dessa forma, misturas de produtos sdo muito
comuns em solugdes que contenham haletos orgdnicos em sistemas insaturados *°. No sistema
proposto nesse trabalho, é certo que a clivagem de nanoparticulas pela presenca de oxigénio
singlete n3o seja a via preferencial, ja que podem ocorrer diversos tipos de oxidac¢do." 92 Contudo,

ela ocorre, de forma significativa, como sera demonstrado nos sessao de resultados.

o) ,> OH
/N
Yan . o o~

|
S H S+

Il O\ ?O R™ ?
= R/S\‘_ > R/Sj %—» 2 eq. R/Sj

Figura 10. Representagcdo mecanistica envolvendo a foto-oxidagcdo do enxofre.
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3. JUSTIFICATIVA

A quimioterapia anticancer demanda aperfeicoamentos devido a sua inespecificidade e
acOes adversas negativas irreversiveis, que sdo relacionadas muitas vezes a aplicacdo sistémica
de farmacos quimioterapicos. Muitos estudos sugerem o uso de nanotecnologia para aumentar a
eficacia e diminuir os efeitos adversos destes farmacos anticancer, ja que certas nanoestruturas
possuem caracteristicas que melhoram a farmacocinética de quimioterdpicos convencionais,
propiciando sua liberacdo sustentada, maior biodisponibilidade, entrega aumentada ao sitio alvo,
entre outras vantagens. Além disso, a liberacao do farmaco associado a nanoestruturas pode ser
ativada no sitio alvo por estimulos externos, tais como a irradiacdo com luz, reduzindo assim a

chegada do farmaco em tecidos sadios.

Dessa forma, esse projeto tem como hipdtese a possibilidade de desenvolver um sistema
nanoestruturado fotossensivel para liberacdo controlada de farmacos por fotooxidacdo de
superficie, além de promover efeito sinérgico/aditivo do farmaco quimioterapico com o agente
FS que causa oxidacdo de superficie. Assim promovendo um efeito mais direcionado e efetivo,
por aumentar a toxicidade do fdrmaco no sitio alvo e liberar uma dose maior de farmaco apds a
fotoativacdo. Tal sistema é interessante cientificamente, pois abre uma porta para inUmeras

possibilidades de criacdo no campo de controle de liberacdo de fdrmacos em sistemas

nanoestruturados, melhorando a seletividade e a dosagem de compostos bioativos.
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4. OBIJETIVOS

4.1.OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma solugdo de nanoparticulas poliméricas que atuem por TFD e por

guimioterapia localizada fotoativada, tendo como indutora de liberagcdo do farmaco

guimioterdpico processos fotodinamicos.

4.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

Utilizar compostos organicos que possuem grupos funcionais fisseis sob reagdo com
oxigénio singleto, para transformac3o do polimero PVM/MA. %

Produzir, por meio de nanoprecipitagdo, uma nanoparticula polimérica sensivel a
TFD e carregada com doxorrubicina.

Associar as nanoparticulas o agente fossensibilizante cloreto de aluminio-
ftalocianina.

Estudar a cinética de liberacdo, fotoativada ou ndo, do farmaco doxorrubicina
associado as nanoparticulas.

Realizar ensaio in vitro de citotoxicidade em células cancerosas 4T1 (
adenocarcinoma; mamario murino), MCF-7 (adenocarcinoma mamadrio humano); e
células normais NIH-3T3 (fibroblasto murino).

Analisar o perfil de distribuicdo intracelular das nanoparticulas poliméricas.
Analisar o perfil de morte de células tratadas com as nanoparticulas no escuro ou

sob irradiagao.



5. METODOS
5.1. MATERIAIS

Tabela 1. Materiais utilizados nos experimentos
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Materiais

Fabricante

Acetonitrilo (99,96% - Grau HPLC)

PVMMA (Gantrez AN-119)

2-Aminofenil dissulfeto

Acido trifluoro acético (TFA)

Dimetilsuféxido (DMSO)

Dimetilformamida (DMF)

Metanol (99,96% - Grau HPLC)

Membrana éster de celulose mista 47mm

0.47um

Etanol (99,3 2 INPM)

Acetona (99,6%)

cloreto de aluminio-ftalocianina

Tween 80

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélico (MTT)

Azul de tripan

J.T. Jacker, Brasil

ISP, Brasil

Sigma Aldrich, EUA

Sigma Aldrich, EUA

Sigma Aldrich, EUA

Sigma Aldrich, EUA

J.T. Jacker, Brasil

Analitica, Brasil

J.T. Jacker, Brasil

J.T. Jacker, Brasil

Sigma Aldrich, EUA

Sigma Aldrich, EUA

Invitrogen, EUA

Sigma Aldrich, EUA



Hidrocloridrato de doxorrubicina

Etanol (99,3° INPM)

Parafolmaldeido

Meio do Instituto Memorial Park Roswell

(RPMI)

Meio Eagle Modificado por Dulbecco

(DEMEM)

Penicilina

Perdxido de hidrogénio

Rhodamina 123

Soro fetal bovino

Tripsina

Tampdo de ligagdo (0,1 M HEPES (pH 7,4); 1,4
M de NaCl e 25 mM de CaCl2

Metanol (99,96% Grau HPLC)

Grid de cobre 300 Mesh

Solucdo Salina Tamponada (PBS)

Estreptmicina

Sigma Aldrich, EUA

J.T. Backer, Brasil

Sigma Aldrich, EUA

Gibco, EUA

Gibco, EUA

Gibco, EUA

Vetec, Brasil

Probes — ThermoFisher, EUA

Gibco, EUA

Gibco, EUA

Sigma, EUA

J.T. Backer, Brasil

PELCO® Grids for TEM

Laborclin, Brasil

Gibco, EUA

35
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5.2.SINTESE DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas poliméricas foram preparadas pelo método classico de nanoprecipitagao,
representado de forma esquematica na figura 11, chamado precipitacdo de Ouzo, onde ocorre
um processo de aglomeracgao de fitas poliméricas devido a sua baixa solubilidade no meio aquoso.
Em um frasco &mbar, uma solucdo de 20 mg/mL °* de PVM/MA foi preparada em acetonitrilo sob
agitacdo magnética durante 10 minutos. Em seguida 15 mg de 2-aminofenil dissulfeto (2SS) foram
adicionados ao sistema junto a 2,5 mg de doxorrubicina (DOX). Imediatamente apds a adicdo de
DOX e 2SS, 10 mL de dgua foram adicionados ao sistema, causando a precipitacdao do polimero
em forma de nanoparticulas carregadas de DOX, ja que o fdrmaco doxorrubicina em sua forma
neutra possui carater hidrofébico, sendo direcionada ao nucleo das nanoparticulas. O sistema
prosseguiu por 24 h sob agitacdo magnética a temperatura ambiente (TA) para a completa reacédo
do 2SS com o polimero dando ao PVMMA estabilidade e conferindo propriedades especificas,

como a sensibilidade a EROs.

Apdbs 24 h de agitacdo magnética a temperatura ambiente, 50 uL de Tween 80 foram
adicionados ao sistema, tendo como funcgao principal de aumentar o poder de adsor¢do do agente
FS na superficie da nanoparticula, aumentando a dispersao do agente FS e assim evitando o efeito
de quenching causado por empacotamento entre moléculas de AIPHCN através de interacao
entre os orbitais m moleculares dos anéis aromaticos, conseguinte apds 10 minutos de
homogeneizacdo, 6 uL de uma solugdo etandlica de AIPHCN (300 uM) foram adicionados. Por fim,
o sistema foi rotaevaporado para retirada de residuos de solventes organicos utilizados durante

a sintese tendo como resultado uma solucdo de nanoparticulas dispersas em meio aquoso.
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Figura 11. Representacdo ilustrativa de hipdtese estrutural da nanoparticula polimérica.

5.3.CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS POLIMERICAS CONTENDO DOX E AIPHCN

5.3.1. Avaliacao das propriedades coloidais

As nanoparticulas poliméricas foram armazenadas a condi¢des normais de temperatura e
analisadas em um fotémetro de dispersdo dindmica de luz (DLS) (Zetasizer Nano ZS®, Malvern
Instruments Ltd., Reino Unido; laser 633 nm), para determinacgdo de seu didmetro hidrodinamico,
potencial zeta e indice de polidispers&o. Solu¢des de 5% (v/v) de nanoparticulas em 4gua MiliQ
foram analisadas a temperatura de 25 °C com incidéncia de laser a 90°. Todas as analises foram

realizadas em triplicata.
5.3.2. Estabilidade fisica das nanoparticulas

Aliquotas contendo nanoparticulas poliméricas (LSN) foram mantidas sob as seguintes
condigdes: 20 — 30 °C sob condi¢Ges ambientes, 4 °C em geladeira e 40 °C em estufa e, por fim,

uma das aliquotas passou pelo processo de centrifuga¢dao a 5000 rpm durante 15 minutos para
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investigar uma eventual separacao de fases. As amostras expostas a diferentes condi¢des foram

analisadas pelo periodo de 1 ano por DLS.
5.3.3. Avaliacdao de morfologia e estrutura superficial

Para avaliar a morfologia de superficie das nanoparticulas, foi realizada microscopia
eletronica de varredura (Quanta Feg 250, FEI Company, EUA). Tipicamente, a dispersdo de
nanoparticulas foi diluida 1:1000 (v/v) em &gua destilada, e 30 pL da dispersdo final foram
depositados sobre a superficie de um suporte metalico (Stub). O suporte foi deixado para secar
por 24 horas sobre a bancada e, em seguida, foi metalizado em um metalizador Blazers SCD 050®

(Blazers Union AG, Liechteinstein).

Para avaliacdo de forma, as nanoparticulas foram analisadas em um microscépio
eletrénico de transmissdo (JEOL GEM 1011%, Japdo). A amostra foi diluida 1:1000 (v/v) em agua e
depositada sobre telas de cobre de 300 mesh recoberta com Formvar 0,5%. Ainda, a amostra foi

contrastada negativamente com acido fosfotungstico por 10 minutos.
5.3.4. Quantificacdao da concentra¢ao do corante IR-780 por espectrofotometria de UV-VIS

Para avaliacdo de hipdtese deste trabalho, a DOX foi substituida por um corante inerte,
IR-780, evitando reacdes inespecificas pelos sitios ativos do polimero PVM/MA, o que impede que
100% do farmaco seja liberado do interior das nanoparticulas. Para andlise de liberacdo do
corante IR-780, utilizou-se 0 método de didlise por membrana de éster e celulose mista 47 mm
com poros de 50 KDa. As membranas de celulose foram previamente hidratadas por 36 h, entdo
foram realizados trés experimentos para avaliar a taxa de liberagdo do corante; 1) 1,0 mL da
formulacdo contendo o corante IR-780 livre na concentra¢do de 0,25 mg/mL. 2) 1,0 mL da
formulacdo NPD (nanoparticulas contendo o polimero PVYM/MA associado a 2SS carregando o
corante IR-780), na concentracdo 0,25 mg/mL, na auséncia de irradiacdo, e 3) 1,0 mL da
formulacdo NPD, na concentracdo de 0,25 mg/mL, apds irradiagdo (50 minutos, 5,0 cm de
distancia, comprimento de onda de 660 nm de excitacdo, Poténcia de 198,23 mW/cm? e Fluéncia
de 594,68 J/cm?), utilizando o equipamento de LED 660nm, [Desenvolvido pelo Professor Paulo

Eduardo N. de Souza (psouza@unb.br — psouzal974@gmail.com) no Laboratdrio de Softwares e

Instrumentacdo em fisica aplicada do Instituto de Fisica (IF) da Universidade de Brasilia]. As
amostras foram adicionadas a uma membrana, que foi selada e imersa em 50 mL de solucdo
contendo acetonitrilo e agua MiliQ 4:1 (viv) por 24 horas sobre agitacdo continua. Em
determinados tempos, 2,0 mL da solucdo de didlise foi coletada e imediatamente analisada por

espectrofotometria de UV-VIS em A igual a 780nm. Os valores de concentra¢do plotados sdo


mailto:psouza@unb.br
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referentes a porcentagem de IR-780 acumuladas no meio de didlise, determinados pela seguinte

equagao:

. . [IR — 780 Liberadal]
Liberagdo (%) = [IR — 780 Total] x100%

No qual IR-780 liberado é a concentrac¢do de IR-780 determinado no meio dialisador e IR-

780 total é a concentracdo do maximo tedrico (2,0 ug/mL).

5.3.5. Quantificagdo da concentragcdo de DOX por Cromatografia Liquida de Alta

Performance (HPLC)

Para anadlise do perfil de liberacdo de DOX, foi utilizada cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), com um cromatdgrafo (Shimadzu-Prominence) acoplado a um degaseificador
(DGU 2045), com mddulo de distribuicdo de solvente (LC-20AT), amostrador automatico (SIL-
20AHT), forno de coluna (CTO-20A), detector de fluorescéncia (RF 10-AXL) e controlador de
sistema (CBM-20A). A coluna utilizada foi C18 de fase-reversa ACE 5AQ (25 x 0,4 cm, 5 um) (ACE,

Aberdeen, Scotland) com pré-coluna (1,0 x 0,4 cm, 5 um) (ACE, Aberdeen, Scotland).

Para curva de calibracao, foram feitas solucées padrdoes de DOX com concentragdes entre
0,5 e 2,0 ug/mL preparadas em agua MiliQ. A fase mével foi composta por 65% de uma solugdo
0,012% (v/v) de TFA em Agua MiliQ e 35% de acetonitrilo (v/v). *> A detecgdo foi realizada em
célula de fluxo de 12 pL com excitacdo em 470 nm e emissdao em 555 nm. O volume de injecado foi
de 20 pL com fluxo de 1,0 mL/min e temperatura de coluna de 30 °C. O tempo de corrida foi de 7
minutos e o processamento e identificacdo de picos foram realizados no software LC Solution

(Shimadzu, Tokyo, Japan).
5.3.6. Perfil de liberagio de DOX

Para anadlise de liberacdo de DOX das nanoparticulas poliméricas, utilizou-se o método de
didlise ! por membrana de ésteres de celulose de 47 mm com poros de 50 kDa. As membranas
de celulose foram hidratadas por 36 h e entdo trés experimentos de liberagcdo foram realizados,
avaliando diversos tempos em um periodo de 24 h; 1). 1,0 mL de DOX livre, na concentracdo de
0,25 mg/mL. 2). 1,0 mL da formulagdo LSN, na concentracdo de 0,25 mg/mL de DOX e 3). 1.0 mL
da formulacdo LSN, na concentracdo de 0,25 mg/mL de DOX, o sistema foi previamente irradiado
antes da analise de liberagdo, (50 minutos, 5,0 cm de distancia, comprimento de onda de 660 nm
de excitac3o, Poténcia de 198,23 mW/cm? e Fluéncia de 594,68 J/cm?). Os sacos de didlise foram
entdo selados e imersos em 250 mL de solugdo contendo agua MiliQ e metanol 1:1 (v:v) por 24

horas sob agitacdo continua. Em determinados tempos, 500 pL da solugdo de didlise foram
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coletados e imediatamente analisados por HPLC. Os resultados foram plotados como
porcentagem de DOX liberada ao meio de didlise, de acordo com a seguinte equacdo abaixo, na
qual [DOX Liberada] é a concentracdo de DOX quantificada no meio dialisador e [DOX Total] é a

concentragdo maxima tedrica (2,0 pug/mL).

. . [DOX Liberadal]
Liberagdo (%) = [DOX Total] x100%

5.3.7. Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

Para compreensdo dos acoplamentos envolvidos na estrutura das nanoparticulas entre o
polimero PVM/MA, 2SS e DOX, o método de FTIR foi utilizado. As amostras foram preparadas e
secadas a TA sobre laminas de microscopia. Apds a secagem, os filmes formados sobre as laminas
foram raspados e os produtos foram entdo analisados pelo método ATR-FTIR, que utiliza o modulo
de refletancia total atenuada (ATR), ndo sendo necessario o preparo da pastilha KBr para analise.
Para tal, 15 mg das amostras foram comprimidos sobre a sonda ATR e as amostras foram
analisadas pelo espectroscdpio FTIR (Vertex 70, Bruker, EUA) a temperatura ambiente com 64

varreduras por amostra.

5.3.8. Avaliacdo da fotodegrada¢ao do 2-aminofenil dissulfeto (2SS) por espectrometria

de massas (UHPLC-MS/MS)

Para avaliacdo da formacdo de produtos de degradacdo do 2SS apds irradiagcdo, uma
amostra de 5 mL de uma solugdo hidroetandlica 80% contendo 10 mg/mL de 2SS, e 6 uM de
AIPHCN, foi irradiada durante 50 minutos, 5,0 cm de distancia, comprimento de onda de excitacdo
de 660 nm, poténcia de 198,23 mW/cm? e fluéncia de 594,68 J/cm?2. Apds o periodo de irradiac3o,
a solucdo foi seca por rotaevaporacdo e os produtos de degradacdo foram fracionados por
cromatografia de coluna, com fase mével composta por uma solugdo de 80% cloroférmio e 20%
etanol, e a fase estacionadria de silica em poé. Fragdes de aproximadamente 10 mL foram coletadas
e o conteudo dos tubos de coleta foram avaliados por cromatografia em camada delgada (TLC).

Os tubos que continham os mesmos produtos foram secos por rotaevaporagao.

Para avaliacdo no espectrometro de massas, uma solucdo de 1 ppm foi preparada em
metanol padrao HPLC contendo 5% (v:v) de acido férmico. Como controle foi utilizado um padrao
de 2SS puro e ndo irradiado. Os produtos foram injetados no UHPLC-MSMS (Cromatografo Liquido
Eksigent Ekspert 100-XL; Espectrometro AB Sciex TripleTOF 5600+) utilizando metanol puro como
eluente na auséncia de coluna. O espectro base foi obtido por Time of Flight (TOF-MS) com faixa

de razdo massa (m)/carga (z) entre 0 e 250 m/z no periodo de tempo de 0.382 a 0.576 minutos
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de corrida do UHPLC e, a partir do espectro base, o pico em 126.0385 m/z foi fragmentado por
TOF-MSMS em potencial positivo, utilizando cdmara de gas CID de nitrogénio na pressdo de 1x10

> torr.

5.4.ENSAIOS IN VITRO

5.4.1. Cultivo Celular

Células de adenocarcinoma mamadrio murino da linhagem 4T1 foram obtidas do
banco de células da American Type Culture Collection (ATCC), EUA. Células de adenocarcinoma
mamario humano MCF-7 e fibroblastos murinos NIH-3T3 foram obtidos do Banco de Células do
Rio de Janeiro. As células 4T1 foram cultivadas em meio RPMI suplementado com 10% (v/v) SFB
(Soro fetal bovino) e 1% (v/v) antibiotico contendo 100 U/mL de penicilina e 100 mg/ml de
estreptomicina. As células NIH-3T3 e MCF-7 foram ambas cultivadas em meio DEMEM, seguindo
as mesmas proporc¢oes de suplementacdo da linhagem 4T1. Todas as células foram mantidas em

incubadora a 37 °C e atmosfera Umida com 5% de CO,.
5.4.2. Analise de viabilidade pelo método MTT

O ensaio de MTT (3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio brometo) foi realizado a fim
de se estudar a viabilidade celular resultante dos tratamentos.?® Para tal, foram utilizadas placas
de 96 pocos — 0,5 x 10* células/pogo-expostas por 24 h aos seguintes tratamentos: 1) FDOX (DOX
livre dissolvida em meio de cultivo); 2) NDOX (nanoparticulas de PYM/MA contendo DOX); 3) NFTC
(nanoparticulas de PVM/MA contendo AIPHCN); 4) LSN (nanoparticulas de PYM/MA contendo
DOX e AIPHCN); 5) LSNIRR (nanoparticulas LSN, irradiadas por 15 minutos, LED 660 nm; Poténcia
de 202,91 mW/cm?; distancia de 5 cm; Fluéncia de 185,57 J/cm?); 6) NFTCIRR (nanoparticulas
NFTC, irradiadas por 15 minutos, LED 660 nm; Poténcia de 202,91 mW/cm?; distancia de 5 cm;
Fluéncia de 185,57 J/cm?); 7) NPol (nanoparticulas de PVM/MA), 8) meio de cultivo (controle).

Cada experimento foi realizado em quadruplicata e em 9 concentragdes diferentes de DOX
(0.049, 0.098, 0.195, 0.391, 0.781, 1.563, 3.125, 6.250 e 12.500 pg/mL) e 9 concentragGes
diferentes de AIPHCN (1.953x107°, 3.906x10°, 7.812x10°, 15.625x10>, 31.250x10, 62.500x10°7,
100.000x10°, 300.000x10° e 500.000x10° pM). As concentracdes de PVM/MA foram mantidas
constantes para todos os tratamentos (1, 690x107°, 5,080x107°, 1,520x10*, 4,570x107, 1,372x10"
3,4,115x103, 0,012, 0,037, 0,111 mg/mL).

Depois de 24 h, as amostras foram incubadas por 2 horas e 30 minutos a 37 °C em
atmosfera Umida contendo 5% de CO, com uma concentragdo de 0,5 mg/mL de MTT. Apds o

periodo de 2,5 h, os cristais de formazan aderidos no fundo da placa foram dissolvidos em 150 pL
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de DMSO e a absorbancia foi medida em um espectrofotometro (Spectramax M2, Molecular
Devices, EUA) de placa usando comprimento de onda A de 595 nm. Os resultados foram plotados
como porcentagem de células vidveis em relagdo ao controle tratado com meio de cultivo,

utilizando o software Origin 8.0.
5.4.3. Avaliacao de Interiorizacdo

Este procedimento foi realizado para verificar o perfil de interiorizacdo de nanoparticulas,
por células 4T1. Para tal, células 4T1 foram plaqueadas na concentracdo de 6x10* células/poco em
uma placa de 24 pogos. Apds 24 h, as células foram expostas a concentragdes de 15 ug/mL de DOX
e 6 nM de AIPHCN nos seguintes experimentos: 1) FDOX; 2) LSN; 3) LSNIRR e 4) PBS (controle). As
células foram expostas aos tratamentos por 30, 60, 120 ou 180 minutos e foram analisados no
citbmetro de fluxo (FACSVerse, BD, EUA) em seguida. As fluorescéncias da DOX e AIPHCN foram
analisadas nas linhas de A igual a 575 nm e 660 nm respectivamente. Foram analisados 1x10*

eventos por amostra em triplicata, e os dados foram analisados pelo software FlowJO vX 0.7.
5.4.4. Analise de morfologia celular

A fim de verificar a mudanga na morfologia celular apds as realizagdes dos tratamentos,
células 4T1 foram semeadas em placas de 24 pocos, em concentra¢do de 6x10* células/pogo. Os
seguintes tratamentos foram realizados apds 24 h: 1) FDOX; 2) NFTCIRR; 3) LSNIRR; 4) LSN; 5) Meio
de cultivo. Todos os tratamentos a concentracdo de DOX e AIPHCN foram de 1,6 ug/mL e 6,3 nM
respectivamente. As células pertencentes aos grupos de experimentos 2 e 3 foram incubadas por
um periodo de 1 h e ent3o irradiadas por 15 minutos, LED 660 nm; poténcia de 202,91 mW/cm?;
distancia de 5 cm; Fluéncia de 185,57 J/cm?. As demais células receberam apenas seus devidos
tratamentos sem irradiacdo. Apds 24 h, foram analisados 1x10% eventos por amostra em triplicata,

e os dados foram analisados pelo software FlowJO vX 0.7.
5.4.5. Analise de potencial de membrana mitocondrial

Células 4T1 foram semeadas na concentracdo de 6x10* células/poco em uma placa de 24
pocos, 24 h apds o plagueamento, as células foram expostas aos seguintes tratamentos: 1) LSN; 2)
LSNIRR; 3) NFTCIRR; 4) FDOX; 5) controle H,0; 6) meio de cultivo. As células dos grupos 2 e 4
receberam seus tratamentos por um periodo de 1 h e foram entdo irradiadas por 15 minutos, LED
660 nm; Poténcia de 202,91 mW/cm?; distancia de 5 cm; Fluéncia de 185,57 J/cm?. As demais
células receberam seus devidos tratamentos sem serem irradiadas. Em todos os tratamentos a
concentracdo de DOX e AIPHCN foram de 1,6 ug/mL e 6,3 nM respectivamente. Vinte e quatro

horas apds o tratamento as células foram marcadas com Rodamina a 12 pug/mL por 15 minutos no
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escuro e lavadas com PBS em seguida. A emissdo de fluorescéncia de DOX e Rodamina 123 foram
analisadas nos comprimentos de onda A igual a 575 nm e 530 nm, respectivamente. Foram
analisados 1x10* eventos por amostra em triplicata, e os dados foram analisados pelo software

FlowJO vX 0.7.
5.4.6. Testes estatisticos

As correlagdes entre varidveis num grafico XY foram analisadas por meio do teste de
Spearman. O nivel de significancia (a) utilizado foi de 0,05 para todas as andlises. Os testes

estatisticos graficos foram realizados com o programa Graphpad Prism® 6.

6. RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1. CARACTERIZAGAO DAS NANOPARTICULAS POLIMERICAS

6.1.1. Avaliagao das caracteristicas coloidais e estabilidade das nanoparticulas poliméricas

Na quimioterapia, muitas vezes, agentes antineopldsicos sdo administrados livres, tendo
como consequéncia a necessidade aumentar a dosagem de farmaco, ja que grande parte é
perdida por interagdes inespecificas dentro do sistema bioldgico. Nanossistemas carregadores ja
sdo bem aceitos e aplicados no carregamento de diversos fdrmacos, como a docetaxel e a DOX,
os quais diminuem os efeitos adversos, como a cardiotoxicidade da DOX e aumentam o acumulo
do farmaco na regido de interesse, atualmente ja é autorizado o uso clinico no Brasil da forma

lipossomada da DOX com o produto CAELYX, para cancer de mama, ovario e mieloma multiplo.

A nova geragdo de nanosistemas apresentam a multifuncionalidade como caracteristica
principal, além de explorarem uma gama de mecanismos que estimulam a liberagao de farmacos,

podendo esses mecanismos ser por influéncia de pH %7, temperatura *® e irradiacdo *.

Neste trabalho foi utilizado o método ouzo de nanoprecipitagcdo que consiste na dissolugdo
do polimero PVM/MA em um solvente organico (acetonitrilo) seguido da adi¢do de um solvente
precipitante (dgua), o que forma enovelados de fitas poliméricas com sua decorrente
precipita¢do. Ja que os grupos funcionais majoritarios no polimero sdo anidridos, isso o torna
altamente hidrofébico, gerando um nucleo sélido e bem estruturado quando exposto a altas
concentragdes de 3agua, em sua forma primordial, o polimero possui baixa constante de

solubilidade, favorecendo a precipita¢do.

Para determinar as caracteristicas fisico-quimicas do sistema em um periodo de um ano, foram
realizados testes de DLS na formulagdo LSN. Foi demonstrado que as nanoparticulas possuem alta
estabilidade de tamanho mantendo-se com didametro hidrodindmico médio de 134 nm no

primeiro dia e 169 nm no ultimo, também apresentando sempre um indice de polidispersado (PDI)
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baixo — menor que 0,14 — o que demonstra baixa dispersao do sistema. As amostras expostas a
testes de temperatura, figura 12, (c)-(f) ndo perderam sua estabilidade, apresentando diametro
hidrodinamico médio de 134 nm para o dia inicial e 169,3 nm e 173,6 nm em 365 dias para os
testes de geladeira (4 °C) e estufa (40 °C) respectivamente. Apresentaram também bom indice de
polidispersdo — 0,119 e 0,089 — e potencial zeta negativo em pH 5,5 para os testes de geladeira e
estufa.

<o~ Indice de polidispersdo (PDI) <=~ Diametro Hidrodinamico (nm) == Potencial Zeta (mV)
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Figura 12. Representacdo grafica da estabilidade hidrodindmica das nanoparticulas LSN no
periodo de 365 dias em diferentes condi¢des. (a)-(b). Analise de diametro hidrodinamico e indice
de polidispersdao, a temperatura ambiente (20 °C - 30 °C); (c)-(d). Andlise de diametro
hidrodinamico e indice de polidispersdo, a temperatura ambiente (20 °C - 30 °C); (c)-(d). Andlise
de didametro hidrodindmico e indice de polidispersao, realizados a 4°C (geladeira); (e)-(f). Analise
de didmetro hidrodinamico e indice de polidispersao, realizados a 40 °C (estufa).

A provavel explicagdo para a alta estabilidade das nanoparticulas se encontra em seu baixo
PDI, como demonstrado por Z. Zhou e colaboradores 1%, tais estudos indicam que diversos efeitos
influenciam o processo de floculagdo, tais como PDI, varia¢do da rigidez de superficie, elasticidade

e concentracdo. O baixo PDI trabalha contra o efeito chamado de maturagao, que é o um processo
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natural de aglomeragdo entre particulas grandes e pequenas, gerando separacdo de fases. Outro
fator de suma importancia é a carga superficial, j4 que a aglomerac¢do entre as nanoparticulas é

evitada por efeito de repulsdo eletrostatica.

Um método alternativo aplicado para estimular a singularidade das nanoparticulas é o uso de
polimeros de alto peso molecular de carater hidrofilicos, como demonstrado por K. Nejati-Koshki,
101 onde nanoparticulas s3o estabilizadas tanto por efeito repulsivo, quanto por efeito estérico
causado por adorgao de um derivados de polietileno glicol com o polimero PLGA para tratamento
de cancer de pulmao, o efeito de impedimento estérico previne a maturacao de Ostwald por

impossibilitar a aproximacdo das particulas, j& que os polimeros formam uma exoprotecao a

nanoparticula.

O potencial de superficie das nanoparticulas favorece sua endocitose em sistemas biolégicos

102,103 o fisicamente mantém o sistema estavel por repulsdo eletrostatica, as

por diversas vias
nanoparticulas produzidas apresentaram potencial Zeta negativos. O potencial de superficie das
nanoparticulas contendo PVM/MA pode ser atribuido a presenca de grupamentos carboxilatos
em sua superficie, ja que o crosslinking entre as fitas de polimero e o 2SS ndo é estequiométrica,
as porgoes de polimero que ndo foram funcionalizados, na presenca de agua sofre hidrélise dos
grupamentos anidrido, como demonstrado na figura 13 e por |. Atodiresei, !** que demonstra
inUmeras reacdes de abertura de anéis anidridos, gerando extremidades carboxiladas, e
decorrente disso, os grupamentos acidos possuem pKa em torno de 4, sua forma majoritaria no

sistema bioldgico é desprotonada, levando em consideragao que o meio de suspensao possui pH

em torno de 5.5.

------ H,0

Y

Figura 13. Representa¢do esquematica da hidrélise dos grupamentos anidrido presentes no
polimero PYM/MA.
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6.1.2. Analise de morfologia por microscopia eletronica

O polimero PVM/MA que em sua forma inicial é hidrofébico devido a presenga de
seus grupos anidrido simétricos, que diminui a polaridade total da molécula, em poucas horas de
exposicdo a agua se torna hidrofilico pelo efeito de hidrélise. A aplicacdo do polimero PYM/MA
como carregador nanoestruturado seria invidvel em sua forma pura, devido a sua estabilidade.
Porém, no sistema desenvolvido, os grupamentos anidridos sao reagidos com 2SS, onde as aminas
aromaticas do ligante 2SS realizam um processo semelhante ao da agua, atacando os grupos
anidridos, gerando uma extremidade amida e outra acida, estabilizando as fitas poliméricas. 1%
Tal processo é denominado crosslinking, pois mantém as fitas poliméricas unidas, como uma rede

de pesca, de tal forma que a dgua nado acessa o nucleo da nanoparticula, mantendo assim o

polimero em sua forma inicial por tempo indefinido.

A avaliagdo de morfologia realizada por microscopia eletronica de varredura (MEV)
demonstrou particulas esféricas de superficie rugosas. Também, como demonstrado na se¢do
6.1.1, pelo experimento de DLS, as particulas possuem baixo indice de polidispersdo, o que foi
comprovado na figura 14 (a), (b) e (c). De acordo com o grafico de frequéncia de distribuicdo, ha
grande correlacdo com o prévio experimento demonstrado por DLS, que indica um sistema de
alta estabilidade devido a seu baixo PDI, ja que em um sistema homogéneo a taxa de aglomeracao
entre nanoparticulas de diferentes tamanhos é diminuida fazendo com que o processo de

floculacdo do sistema seja quase inexistente.
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Figura 14. Avaliacao da morfologia superficial das nanoparticulas LSN por microscopia eletronica
de varredura (MEV), (a) e (b). Imagens com diferentes aproximagdes. (c) Frequéncia de
distribuicdo em fungdo dos tamanhos das nanoparticulas LSN.

Além da andlise de morfologia superficial, as nanoparticulas LSN foram estudadas por
microscopia eletrénica de transmissdo (TEM), a fim de se verificar o aspecto de seus nucleos e sua
distribuicdo de diametros (figura 15). De forma semelhante, foram obtidos resultados de PDI e
diametro que corroboram os experimentos anteriores, apresentando baixa polidispersao e
tamanhos préximos a 50 nm. A discrepancia de tamanhos entre o experimento de microscopia e
o experimento de DLS se dd por influéncia do meio, tal que as camadas de solvatacdo decorrentes
da ordenagdo do solvente ao redor da nanoparticula em um sistema aquoso, influencia na
difracdo da luz sobre a amostra, tendo como consequéncia um aumento no diametro estimado
para a nanoparticula. Enquanto que através da microscopia, é visivel apenas as nanoparticulas

secas, tendo seu didametro estimado através de medidas manuais utilizando o programa ImageJ.
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Figura 15. Avaliacdo da morfologia superficial das nanoparticulas LSN por microscopia eletronica
de transmissdao (MET), (a) e (b). Imagens com diferentes magnificagdes; (c). Frequéncia de
distribuicdo em fungdo dos tamanhos das nanoparticulas LSN.

6.1.3. Espectroscopia de Infravermelho (FTIR).

O polimero PVYM/MA possui caracteristicas muito peculiares devido a presenga dos
grupamentos funcionais anidrido, conferindo assim ao polimero grande elasticidade quimica,
podendo ser facilmente modificado. Através da anadlise de FTIR é possivel inferir sobre algumas

mudancas superficiais realizadas no polimero, como demonstrado na figura 16.
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Figura 16. Espectro de transmitancia no infravermelho (FTIR) dos componentes presentes na
nanoparticula polimérica LSN. (a). Espectro dos controles e do produto de reagdo entre o polimero
PVM/MA e a DOX (POLDOX); (b). Espectro dos controles e do produto de reacdo entre o polimero
PVM/MA e 2-aminofenil disulfeto (POL2SS); (c) Espectro da nanoparticula (LSN) e controles.

A estrutura quimica das nanoparticulas foi investigada por espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). No espectro de FTIR, figura 16 (a), pode-se
notar um grande aumento da intensidade do pico presente em 3614 cm, que ocorre apds a
reacdo entre o polimero PVM/MA e a DOX. Tal incremento pode ser atribuido aos grupamentos
hidroxil (-OH) derivados da abertura dos anéis anidrido presentes no polimero, o que acontece
devido ao ataque nucleofilico da DOX ao polimero, dando origem a dois novos grupos funcionais,
um acido carboxilico e uma amida. O que indica a formacdo desses grupamentos funcionais
distintos é o pico presente no deslocamento de onda de 1713 cm?, representando pelo grid em
vermelho, que é caracteristico da flexdo no plano do grupamento carbonila do grupo funcional

amida, corroborando com o aumento do pico em 3614 cm™.

Apds a reagdo de 2SS com o polimero PVM/MA, Figura 16 (b), pode ser observada uma
elevacdo na linha de base em 3614 cm?, da mesma forma como ocorreu na figura 16 (a). O ataque
nucleofilico do 2SS aos grupamentos anidridos do polimero PVYM/MA d3o origem a dois
grupamentos funcionais distintos, uma amida e um 4acido carboxilico, representado pela figura
17. Tal evidéncia fica clara ao observar o deslocamento de onda presente em 1700 cm™, associado

ao grid em vermelho, sendo referente a uma flexdo no plano do grupamento carbonila do grupo
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funcional amida, confirmando que o crosslinking ocorreu no polimero, o que confere estabilidade
as nanoparticulas em meios aquosos. A Figura 16 (a) e (b) confirmam a competicdo entre DOX e
2SS nos ciclos anidridos presentes no polimero PVM/MA. Finalmente, o sistema completo (LSN)

mostra uma unido de espectros envolvendo os estudados previamente (Figura 16.c).

Polimero PVM/MA

HO (@)
S NH
2 Eq. o I NS g O | (i N
q __ﬁ NH2 S
O (@] OH ||O NH
m  2-Aminofenil Dissulfeto Y
S

Figura 17. Representacdo da estrutura esperada para o cross linking entre o polimero PVM/MA e
o 2-Aminofenil dissulfeto.

A presenca da DOX pode ser um inconveniente ao sistema, ja que ela também apresenta
um grupamento amino livre, podendo se associar ao polimero como faz o 2SS, contudo, o efeito
dos grupos amina presentes no 2SS se sobressaem em questdo de reatividade, ja que o anel
aromatico nesse sistema é um forte doador eletrénico, por sua alta densidade eletronica que é
intensificada por efeito do enxofre, podendo aumentar a disponibilidade do par de elétrons livres
da amina, tornando-a mais reativa. Dessa forma, a representag¢do hipotética mais aceita para essa

superficie é expressa pela representa¢ao da4 figura 18.
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Figura 18. Representacdo da estrutura esperada para a mistura do polimero PVM/MA com o 2-
Aminofenil dissulfeto e o farmaco Doxorrubicina.
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6.1.4. Prova de conceito; Avalia¢ao da taxa de liberagao do corante IR-780

Testes de eficacia de liberagdo foram realizadas a fim de se determinar a eficiéncia da
fotoativacdo sobre o sistema. Para prova de conceito, realizou-se um ensaio substituindo a DOX
por um corante, IR-780, ja que ndo é possivel atingir 100% de liberacao da concentracdo tedrica
com o farmaco doxorrubicina, pois grande parte dele reage de forma covalente ao polimero,
como averiguado pelo experimento de FTIR descrito na sessdo 6.1.3. A ligacao covalente entre o
farmaco e o polimero é extremamente estavel, dentre os grupos funcionais organicos, a ordem
de energia decai de acordo com a figura 19, onde o grupamento cloreto de acila possui maior
energia e o grupamento amida possui menor. Esse fato se dd pela alta disponibilidade do par de
elétrons presentes nas aminas, que por ressonancia estabiliza o carbono da carbonila, diminuindo
sua necessidade eletronica e consequentemente, evitando qualquer interacdo com as EROs
formadas apéds a irradiacdo. Por essa razao, foi avaliado o perfil de liberacdo do corante das
nanoparticulas NPD (nanoparticulas polimérica associada ao 2SS contendo a sonda corante IR-
780) por didlise acompanhada por Espectrofotometria basica, UV-VIS, antes e apds irradiacdo,

utilizando o corante em sua forma livre como controle de didlise.

EPN SN I3 IS W

R,” R”H R” OH R” “NH,

-«
Mais Energético Menos Energético

Figura 19. Representagdo energética de grupamentos carbonila.

A figura 20 demonstra a taxa de liberagdo por espectrofotometria de UV-VIS do corante
na nanoparticula NPDIRR apds a irradiagdo por 50 minutos, 5,0 cm de distancia, comprimento de
onda de 660 nm de excitacdo, poténcia de 198,23 mW/cm? e Fluéncia de 594,68 J/cm?,
comparado ao sistema ndo irradiado, NPD. O maximo foi atingido 24 horas apés a irradiacdo do
sistema. Apds a irradiacdo houve um aumento consideravel na taxa de liberacdo do corante,
sendo esse aumento 1,5 vezes maior na taxa de liberagdo do sistema irradiado, em comparacao

com o nao irradiado.
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Figura 20. Espectrofotometria de UV-VIS para avaliacdo de taxa de liberac¢do por dialise do corante
IR-780 das nanoparticulas; (a). Curva de calibracdo utilizando o padrdo IR-780; (b). Perfil de
liberacdo do controle, FIR780, puro; da nanoparticula nao irradiada, NPD e da nanoparticula
irradiada, NPDIRR, 5,0 cm de distancia, comprimento de onda de 660 nm de excitacao, Poténcia
de 198,23 mW/cm? e Fluéncia de 594,68 J/cm?.

6.1.5. Perfil de liberagao da doxorrubicina

A avaliacdo da liberacdo de DOX foi feita pelo método de HPLC tal que diversas condi¢Oes
foram avaliadas utilizando o sistema nanoestruturado LSN, como demonstrado na figura 21.
Comparando os perfis de liberacdo da DOX livre (FDOX), figura 21 (b), e da DOX encapsulada (LSN),
figura 21 (c), é evidente que a nanoparticula é capaz de reter a DOX por um tempo muito maior,
tal que no tempo de 90 minutos, 100% da concentragdo tedrica da DOX livre (FDOX) ja foram
liberados, enquanto no mesmo intervalo de tempo, o sistema LSN liberou apenas 8.3% de sua

guantidade de DOX total.

Como esperado, grande parte da DOX se associou ao polimero, pois ao se analisar os
perfis de liberagcdo apenas 50% da concentragdo total de DOX é liberada tanto para o sistema
controle, POLDOX, quanto para o sistema irradiado LSNIRR. Comparando os dois sistemas, hd uma
perca de 5% na concentragao de DOX para o sistema irradiado, como demonstrado pela figura 21
(c), isso possivelmente se deve ao fato da sensibilidade da DOX as EROs, o que é expresso pela
figura 21 (e), onde temos a taxa de decaimento da fluorescéncia da DOX na presenga de EROs,

possivelmente por efeito degradativo.

A diferenca entre as concentra¢des de DOX pode ser atribuida a fracdo de DOX que ndo
foi encapsulada, ja que a nanoparticula protege o fdrmaco de qualquer efeito externo, como
também explorado por S. Sahoo e colaboradores, 1% no caso do sistema descrito nesse projeto,
uma vez que os anéis aromaticos que fazem parte do crosslinking sdo muito mais ativos contra as
EROs que a prépria DOX, a protegendo. Comparando os sistemas irradiado e ndo irradiado, no
sistema ndo irradiado, houve a liberagdo de apenas 23,7% em 24 horas de dialise, enquanto no

sistema irradiado houve a liberagdo de 42.3% da concentragao total de DOX no mesmo intervalo

NPDIRR
NPD
FIR780
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de tempo, tal resultado assemelha-se ao obtido na prova de conceito de liberagdo, figura 20 (b),

contudo, em uma menor proporcdo devido a interagdo covalente da DOX com o polimero

PVM/MA.
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Figura 21. Avaliagdo da taxa de liberagdo da DOX por HPLC nas condicGes de (a). Curva padrdo de
calibracdo; (b). DOX livre comparado com a nanoparticulas LSN na auséncia de irradiacdo; (c).
Comparacado entre POLDOX, LSN sob irradiac3o (poténcia de 198,23 mW/cm? e fluéncia de 594,68
J/ecm?) e LSN n3o irradiada; (d). Relacdo entre fluéncia e taxa de liberacdo de DOX; (e). Taxa de
degradacdo da DOX livre na presenca de EROs.

Os parametros utilizados para avaliar a taxa de liberagao ndao foram compativeis com os
estudos in vitro ja que as células estdo totalmente expostas, o que aumenta de forma extrema
sua sensibilidade a EROs, entdo foi necessaria a diminuicdo na concentracao de AIPHCN e no
tempo de irradiacdo, dessa forma o experimento representado pela figura 21 (d) demonstra a
forma pela qual a taxa de liberagdo decai com a diminuigado da fluéncia aplicada no sistema, pode-
se concluir que o efeito sobre a taxa de libera¢do é imenso, contudo, ainda é possivel relacionar
um ponto aditivo entre a TFD e a liberacdo fotoativada de DOX in vitro, como foi visto pelos

experimentos em duas linhagens de células cancerosas
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Através dos dados obtidos pelo experimento de espectrometria de massas, comparados
com a avaliacdo do perfil de liberagdo das estruturas, é possivel propor um modelo de liberagdo
para esse tipo de sistema. Inicialmente, a nanoparticula se comporta como uma massa sélida,
impermedvel, tal que em sua superficie sdo encontrados massas poliméricas trangadas e fixas,
devido a acdo do ligante 2SS junto ao agente FS. No momento da irradia¢do, possivelmente
comegam a ocorrer pequenas fraturas na matriz sélida, devido ao rompimento das pontes
dissulfeto que compde o crosslinking entre as fitas poliméricas. Tais rupturas permitem que a dgua
acesse as camadas interiores do polimero, que até entdo eram formadas por grupamentos
anidridos intactos. Com a aproximacao das moléculas de agua, ocorre hidrdlise parcial do nucleo,
0 que causa aumento significativo na taxa de liberacdo do farmaco, que é demonstrado pelo
experimento de HPLC. Como demonstrado por espectrometria de massas e estudos literarios,

1% nem todas as moléculas do agentes ligantes 2SS que estd associadas

descrito por E. Clennan
as fitas poliméricas irdo se comportar de modo semelhante perante as EROs, parte das moléculas
sofrerdo apenas oxidacdo do enxofre, como demonstrado também pela figura 10 e parte ird sofrer
reducdo, como evidenciado por espectrometria de massas. Assim, as camadas que sofreram
apenas oxidacdo, se mantém intactas e ainda agem no crosslinking das fitas poliméricas. As

rupturas fazem parte da porcentagem de ligantes 2SS que foram clivadas, aumentando a taxa de

liberagdo do farmaco, como evidenciado por HPCL. Tal hipdtese estd representada pela figura 22.

Irradiagéo A=660 nm

Figura 22. Hipdtese de ruptura da superficie das nanoparticulas apds a irradiagdo em A igual a 660
nm.

6.1.6. Analise de subprodutos de degrada¢ao por Ultra Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia acoplada ao Espectrometro de Massas - UHPLC-MS/MS

Inicialmente, pensava-se sobre as espécies que sdo formadas no meio reacional, se o
efeito de clivagem da nanoparticula ocorre de forma radicar, envolvendo estados tensos de

excitacdao do oxigénio, ou se tal efeito é devido a interagao planar entre o oxigénio e os enxofres
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de forma direta, através de espécies de oxigénio relaxadas, como demonstrado pela distribuicdo
de elétrons nos orbitais moleculares de oxigénio molecular na figura 24. O processo mecanistico
comegou a ser tragado, visando as possiveis espécies radicalares. Como demonstrado por J.
Maccallum 7, inimeras espécies sdo possiveis de existir no meio reacional apds irradiacdo na
presenca de um agente FS, tais como radicais oxianios, oxigénio singlete e éxidos nitricos, nesse
sentido, as investigacdes mecanisticas foram melhor interpretadas através do experimento de

espectrometria de massas.
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Figura 23. Estados de excita¢cdo do oxigénio molecular apds a irradiagao na presenga de um agente
fotossensibilizante.

E esperado uma clivagem redutiva no dissulfeto, ja que quimicamente, o enxofre é um
atomo muito volumoso e com alta densidade eletrénica, capaz receber elétrons em seus orbitais
moleculares d vazios. No grupo funcional dissulfeto estdo presentes um par de enxofres muito
proximos, o que certamente gera uma tensdo imensa por repulsdo eletrénica, facilitando a

clivagem especifica nessa regiao.

A analise por espectrometria de massas demonstra um aumento na proporg¢do entre
alguns produtos. Na figura 24 (a) € mostrado o resultado obtido para o padrdo 2SS n3o irradiado,
com o ion molecular referente ao 2SS é observado em m/z de 249.0517 Da. Na figura 24 (b),
chama a atencdo a grande diminuicdo entre as propor¢des dos picos m/z 126.0375 Da e 124.0219
Da, o que demonstra que apds a irradiacdo, uma maior concentra¢do do produto m/z 126,0375

Da foi formado.
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Para determinar a possivel formula do produto formado, a técnica TOF-MSMS foi aplicada

para essa massa, tendo como resultado o espectro da figura 24 (c) e que esta interpretado na

figura 25.
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Figura 24. Espectro de massas por time of flight (TOF-MS) de (a) Padrdo 2-aminofenil dissulfeto;
(b) 2-aminofenil dissulfeto irradiado (poténcia de 198,23 mW/cm2 e fluéncia de 594,68 J/cm2);
(c) Espectro de fragmentacdo TOF-MSMS do pico m/z 126.0375 Da.
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Figura 25. Proposta mecanistica para degradacdo fotoativada do 2-aminofenil dissulfeto
suportada pelo experimento de EPR e TOF-MSMS.

Na figura 25, estd representada uma proposta mecanistica para a formacado de produtos
de clivagem do 2SS, que demonstra a formac3o de espécies radicalares apds a irradiacdo % O
efeito redutivo pode se dar através da ressonancia radicalar, tal que o radical aromatico formado
é doado para o orbital d do enxofre, gerando uma forma de alta energia, que rouba um elétron
da ligagdo dissulfeto, eliminando a forma reduzida do agente 2SS. A hipdtese de ressonancia
radicalar em sistemas aromaticos foi calculada e estudada através de estados energia por A. Arts,

199 corroborando a proposta mecanistica apresentada na figura 25.

Apds a eliminagdo, ocorre o reestabelecimento da aromaticidade do anel. A proposta
mecanistica sugere uma eliminagdo de organoenxofre, formando assim o produto m/z de
126.0388, que tem sua proposta estrutural suportada pelo experimento de TOF-MSMS dando
origem aos picos de m/z 109.0115 Da; 93.0597 Da e 65.0422 Da, podendo explicar a diminui¢do
na proporgdo entre os picos m/z 126.0375 Da e 124.0219 Da demonstrado nas figuras 25 (a) e (b).

Outro pico caracteristico observado no espectro de massas estd localizado em m/z
138.0382 Da, figura 26, esse pico é interessante pois sua origem se assemelha a formacao de

6xido nitrico mediado pela enzima éxido nitrico sintase que oxida a L-arginina para L-citrolina. *°
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Figura 26. Espectro de fragmentacdo TOF-MSMS do pico m/z 138.0382 Da.
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Figura 27. Proposta mecanistica alternativa para formagdo de um segundo produto de degradacdo
fotoativada do 2-aminofenil dissulfeto suportada pelo experimento de EPR e TOF-MSMS.

De forma semelhante, o oxianion radicalar formado por transferéncia de energia oxida o
nitrogénio do 2SS liberando dxido nitrico radicar e formando uma espécie oxidada do anel
aromatico. O dxido nitrico liberado ataca novamente o anel aromatico ndo oxidado causando a
eliminagdo radicalar do dissulfeto, tal mecanismo é evidenciado pela fragmentagdo do pico m/z
138.0382 Da, pois ha uma perca do grupo didxido de nitrogénio (NO,) dando origem ao m/z
94.0674 Da seguido pela perca de amodnia (NHs;) dando origem ao m/z 77.0416 Da, como
representado esquematicamente pela figura 27. E possivel inferir sobre a ocorréncia de duas
formas simultaneas de clivagem no sistema, sendo a representacao da figura 25 possivelmente a
via principal pela qual ocorre a clivagem, apesar que por comparac¢ao de proporgao entre os picos
m/z 126.0375 Da e 138.0382 Da, a maior taxa é representada por 138.0382 Da, ao reagir o 2SS
com as fitas poliméricas, a por¢do amina do agente crosslinking é inativada, inibindo a via

representada pela figura 27.

1]

m/z = 51.0235 Da
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6.2. AVALIACAO IN VITRO

6.2.1. Avaliacao de viabilidade celular

Os estudos In vitro demonstraram alta toxicidade para a nanoparticula NFTCIRR, que
continha concentracdo muito baixa de AIPHCN, pode-se especular que o motivo pelo grande
aumento na citotoxicidade das nanoparticulas irradiadas contendo apenas AIPHCN deve-se ao
fato da producdo de diversos tipos de radicais in situ, muitos deles desconhecidos pelos sistemas

de defesa da célula, como os radicais de enxofre e aromaticos.

Na linhagem de células cancerosas 4T1, houve reducdo estatisticamente significativa da
viabilidade celular 24 h apds o tratamento com LSN (p<0,04). Para as nanoparticulas controle
contendo DOX (p<0,02) e para FDOX (p<0,0002), figura 28 (a), foi observada reducgao significativa
de viabilidade das células 4T1, em concentracBes a partir de 50 ng/mL de DOX, em comparagao
com a nanoparticula controle, representado por Branca. Houve toxicidade, significativa para a
nanoparticula branca em concentracbes a partir de 1,0 pg/mL. Estudos demonstram que o
polimero PVM/MA é biocompativel e n3o toxico % e, dessa forma, é possivel que a toxicidade seja
relacionada a presenca do 2SS. Para os tratamentos demonstrados na figura 28 (b), os controles
positivos e negativos foram representados por NFTCIRR (p<0,0008) e LSN (p<0,0001) e NFTC
(p<0,02) respectivamente, tal que o efeito aditivo existente entre a DOX e o agente FS é
evidenciado estatisticamente, sendo significativamente superior, causando maior reducdo na
viabilidade celular pela nanoparticula LSNIRR, com o apice de sinergismo em 1,7 ug/mL de DOX e
0.6 nM de AIPHCN apds irradiagao por 15 minutos LED 660 nm. Os valores de IC50 para LSN,
NFTCIRR e LSNIRR sdo respectivamente 0,456; 1.330 e 0.539 ug/mL de DOX.

b
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Figura 28. Viabilidade de células 4T1. (a) Viabilidade das células apds tratamento com controles
contendo apenas polimero PVM/MA conjugado a 2SS (Branca); DOX livre (FDOX); Nanoparticulas
de PVM/MA contendo apenas DOX (NDOX) e nanoparticulas poliméricas contendo cloreto de
aluminio ftalocianina e DOX (LSN); (b). Avaliacdo de viabilidade dos tratamentos nao irradiados,
nanoparticulas poliméricas contendo DOX e cloreto de aluminio ftalocianina (LSN) e
nanoparticulas contendo apenas cloreto de aluminio ftalocianina (NFTC) e avaliacdo de
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viabilidade de nanoparticulas sob irradiagdo (15 minutos LED 660 nm; Poténcia de 202,91
mW/cm?; distncia de 5 cm; Fluéncia de 185,57 J/cm?), das nanoparticulas poliméricas contendo
apenas cloreto de aluminio ftalocianina (NFTCIRR) e das nanoparticulas poliméricas contendo
DOX e AIPHCN (LSNIRR).

Para a linhagem MCF-7, figura 29 (a), os efeitos de reducdo da viabilidade celular pelos
controles ndo foram tao drasticos em comparagao com a linhagem 4T1. Tal que a DOX livre (FDOX)
ndo houve significancia estatistica (p<0,06). O controle de nanoparticulas, representado por
Branca, se mostrou menos tdxico (p<0,001), apresentando reducdo na viabilidade celular apenas
nas concentracdes acima de 4,79 pg/mL. A nanoparticula LSN apresentou significante reducdo na
viabilidade celular (p<0,01). J& nos tratamentos representados na figura 29 (b), o controle de
AIPHCN n3o demonstrou toxicidade alguma na auséncia de irradiacdo (p<0,06), contudo, quando
irradiada, NFTCIRR, o efeito citotdxico é bem evidente. Apesar de o tratamento com NFTCIRR
(p<0,0001) e LSN (p<0,0002) serem citotodxicos, o efeito aditivo é estatisticamente superior apds
o tratamento representado por LSNIRR (p<0,0001), tal que na concentracdo de 1,56 pug/mL de
DOX e 0,6 nM de AIPHCN foi observado o apice de citotoxicidade em células MCF-7. Os valores de
IC50 para NFTCIRR, LSN e LSNIRR foram de 0,90 nM de AIPHCN), 8,84 ug DOX/mL e 0.950 pg

DOX/mL, respectivamente.
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Figura 29. Viabilidade de células MCF-7. (a). Viabilidade das células tratadas com os controles
contendo apenas DOX livre (FDOX), PVM/MA conjugado a 2SS (Branca), nanoparticulas de
PVM/MA contendo apenas DOX (NDOX), ou nanoparticulas de PVM/MA contendo cloreto de
aluminio ftalocianina e DOX (LSN); (b). Viabilidade das células tratadas com nanoparticulas
poliméricas contendo DOX e cloreto de aluminio ftalocianina (LSN) e nanoparticulas contendo
apenas cloreto de aluminio ftalocianina (NFTC) e avaliacdo de viabilidade de nanoparticulas sob
irradiacdo (15 minutos LED 660 nm; Poténcia de 202,91 mW/cm?; distancia de 5 cm; Fluéncia de
185,57 J/cm?), das nanoparticulas poliméricas contendo apenas cloreto de aluminio ftalocianina
(NFTCIRR) e das nanoparticulas poliméricas contendo DOX e cloreto de aluminio ftalocianina
(LSNIRR).

Na linhagem NIH-3T3, foi observado que as nanoparticulas controle exercem baixa
citotoxicidade, conforme demonstrado na figura 30 (a), tal que apenas em concentra¢des mais

altas, a partir de 2,76 ug/mL é evidenciado o efeito citotoxico. Contudo, estatisticamente as

—+— LSNIRR
-= NFTCIRR
+ LSN
- NFTC
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nanoparticulas LSN apresentaram p<0,07 indicando irrelevancia citotdxida, apenas a
nanoparticula NDOX (p<0,0009) apresentou significancia em sua citotoxicidade. Ambos os casos
foram testados na auséncia de irradiacdo. Para os tratamentos mostrados na figura 30 (b), o efeito
aditivo entre a irradiacdo e a liberagdo da DOX também foi significativo, para nanoparticula
LSNIRR (p<0,0001), tendo seu apice em 2,48 ug/mL de DOX, tal que em comparagdo com as outras
linhagens, a linhagem NIH-3T3 ndo é tdo sensivel ao tratamento quanto as células 4T1. Para os
tratamentos, foram calculados os valores de IC50 das nanoparticulas NFTCIRR, LSN e LSNIRR de

1,293 pg/mL (equivalente a 0,5 nM de AIPHCN), 2.345 pg/mL e 0,747 pug/mL de DOX.
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Figura 30. Avaliacdo de viabilidade celular por MTT da linhagem de células NIH-3T3; (a). Avaliacdo
da viabilidade dos controles contendo apenas polimero PVM/MA conjugado a 2SS (Branca);
nanoparticulas poliméricas contendo cloreto de aluminio ftalocianina e DOX (LSN);
Nanoparticulas de PYM/MA contendo apenas DOX (NDOX) e DOX livre (FDOX); (b). Avaliacdo de
viabilidade dos tratamentos ndo irradiados, nanoparticulas poliméricas contendo DOX e cloreto
de aluminio ftalocianina (LSN) e nanoparticulas contendo apenas cloreto de aluminio ftalocianina
(NFTC) e avaliagdo de viabilidade de nanoparticulas sob irradiagdo (15 minutos LED 660 nm;
Poténcia de 202,91 mW/cm?; distidncia de 5 cm; Fluéncia de 185,57 J/cm?), das nanoparticulas
poliméricas contendo apenas cloreto de aluminio ftalocianina (NFTCIRR) e das nanoparticulas
poliméricas contendo DOX e cloreto de aluminio ftalocianina (LSNIRR).

Atabela 2 expressa os valores de IC50 para os tratamentos irradiados. Pela analise de IC50
temos que a linhagem ndo cancerosa NIH-3T3 é mais sensivel ao tratamento com DOX livre
(FDOX), contudo, o sistema carregador LSN diminui a citotoxicidade da DOX para linhagem nao
cancerosa e aumenta consideravelmente a citotoxicidade para linhagem 4T1. A linhagem MCF-7
se apresenta mais resistente as nanoparticulas e mais sensivel a FDOX. Analisando os sistemas
sob irradiacdo, todas as linhagens se comportam de maneira semelhante quando expostas a
NFTCIRR, sendo que a dose de AIPHCN utilizada foi baixa o suficiente para ndo causar alta
inviabilidade celular, contudo, no sistema fotossensivel, LSNIRR, apds a irradiagao houve um alto

potencial citotdxico, indicando que hd agao aditiva entre os fadrmacos, e o aumento da difusdo da

NFTC
LSNIRR
NFTCIRR
LSN
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DOX na nanoparticula tem efeito drastico sobre as linhagens celulares, sendo esse efeito mais

evidente sobre a linhagem 4T1.

Tabela 2. IC50 dos tratamentos realizados em células de linhagem cancerosa 4T1 e MCF-7 e célula
normal de linhagem NIH-3T3 para o farmaco Doxorrubicina livre (FDOX) e nanoparticulas LSN;
NFTCIRR e LSNIRR contendo DOX e AIPHCN em sistemas irradiados e ndo irradiados.

Tratamentos IC50 Linhagens de Células
4T1 (ug/mL) MCF-7 (ug/mL) NIH-3T3 (pg/mL)
FDOX 1.520 1.540 0.629
LSN 0.456 2.345 2.345
NFTCIRR 1.330 1.683 1.293
LSNIRR 0.539 0.950 0.747

6.2.2. Cinética de interiorizagao de DOX por citometria de fluxo em células de linhagem
cancerosa 4T1
A citometria de fluxo é uma técnica poderosa para avaliacdo de endocitose celular, e
determinacdo de sua cinética. Foi avaliado o alto poder de endocitose das nanoparticulas em
comparagdo com a FDOX, de tal forma que em 30 minutos, 100% das células ja apresentam
nanoparticulas em seu interior, enquanto no mesmo periodo de tempo, ainda ha muitas células

que nao interiorizaram a FDOX.

Células 4T1 foram submetidas a um experimento de cinética de interiorizacdo, onde as células
foram tratadas com as nanoparticulas LSN, LSNIRR e FDOX, pelo periodo de 3 h, 2 h, 1 h, 30 min,
15 min. Os ensaios foram avaliados por citometria de fluxo observando-se a fluorescéncia da DOX
em 575 nm e da AIPHCN em 660 nm. Espera-se que um sistema nanoestruturado, a internaliza¢do
seja favorecida, ja que ha interacdo de cargas entre a nanoparticula e a superficie da célula que
favorecem sua internaliza¢do, além de que a DOX livre é polar em meio aquoso, ja que seu pKa
favorece a protonagado da molécula, dificultado assim sua difusdo pela membrana celular, que é
composta essencialmente por fosfolipideos, contendo uma cabega extremamente polar e caldas

hidrofdbicas.

Comparando os histogramas de concentracdo, fica evidente que a nanoparticula LSN é
interiorizada com maior significancia que FDOX (p<0,02), representadas pela figura 31 (B) e (A)
respectivamente, esse fato pode ser atribuido a carga de superficie da nanoparticula, o que a
torna mais suscetivel a endocitose. Um teste foi realizado irradiando as nanoparticulas antes da

exposicdo in vitro, o resultado obtido foi uma diminuicdo da taxa de internalizacdo, como
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demonstrado na figura 32 (E), onde estd expresso um grafico da média geométrica dos

histogramas expressos pela figura 32 (A), (B) e (C).

Para determinar a presenca da AIPHCN nas células, foi também mensurada a fluorescéncia da
AIPHCN, sendo este experimento representado pela figura 32 (D), de tal forma que é possivel ver
um aumento gradual de emissdo da AIPHCN junto a DOX, comprovando assim a presenca de

ambos farmacos na célula.
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Figura 31. Avaliagdo de interiorizagao por citometria de fluxo em células de linhagem 4T1 nos
periodos de a) 15 min; b) 30 min; c) 1 h; d) 2 h e e) 3 h; A. Interiorizagdo de DOX livre (FDOX). B.
Cinética de interiorizagdo das nanoparticulas poliméricas contendo cloreto de aluminio
ftalocianina e DOX (LSN) avaliando a fluorescéncia da DOX. C. Avaliacdo da interiorizagdo no
sistema irradiado (15 minutos LED 660 nm; Poténcia de 202,91 mW/cm?; distancia de 5 cm;
Fluéncia de 185,57 J/cm?) nanoparticulas poliméricas contendo DOX e cloreto de aluminio
ftalocianina (LSNIRR) avaliando a fluorescéncia da DOX; D. Relag¢do de fluorescéncia entre DOX e
cloreto de aluminio ftalocianina na cinética de interiorizagdo e E. Média geométrica dos
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histogramas de internalizacdo para a DOX livre (FDOX) e nanoparticulas antes e apds irradiagéo,
LSN e LSNIRR respectivamente.

6.2.3. Avaliacao de alteragao na morfologia celular por citometria de fluxo apds o
tratamento em células de linhagem cancerosa 4T1
Estudos mais profundos de altera¢des morfolédgicas também foram realizados através da
técnica de citometria de fluxo, demonstrando grande deformacdo celular no tratamento
irradiado, LSNIRR, quando comparado aos controles LSN, FDOX e NFTCIRR. A resposta

deformativa se deu pela formacao de fragmentos celulares pequenos e rugosos.

Apds os tratamentos: 1) FDOX; 2) LSN; 3) NFTCIRR; 4) LSNIRR e 5) Controle, a morfologia
celular foi avaliada por citometria de fluxo, representado pela figura 33, o controle apresenta-
se em uma regido de rugosidade e tamanho expressos quase que inteiramente sobre o
qguadrante Q4, na figura 32 (a). Apds a exposicdo aos tratamentos, é possivel ver uma
alteracdo morfoldgica das células em direcdo ao quadrande Q1, tanto para o tratamento
FDOX quanto para ao tratamento LSN, figuras 32 (b) e (c), o que é esperado, ja que ndo houve

irradiacdo, dessa forma, apenas a DOX tem acdo sobre as células.

Ja avaliando os sistemas irradiados, figura 32 (d) e (e), temos a a¢do da NFTCIRR, o qual
demonstra um espalhamento no tamanho celular, em direcdo a origem do grafico de
morfologia, enquanto o tratamento LSNIRR demonstra um espalhamento seguindo os perfis

dos controles FDOX e NFTCIRR.
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Figura 32. Padrdo de alteracdes morfoldgicas em células de linhagem 4T1, 24 h apds os
tratamentos: b) DOX livre (FDOX); c) Nanoparticulas poliméricas contendo cloreto de aluminio
ftalocianina e DOX (LSN); d) Nanoparticulas sob irradiagdo (15 minutos LED 660 nm; Poténcia de
202,91 mW/cm?; distancia de 5 cm; Fluéncia de 185,57 J/cm?), das nanoparticulas poliméricas
contendo apenas cloreto de aluminio ftalocianina (NFTCIRR); e) Nanoparticulas sob irradiagcdo
contendo cloreto de aluminio ftalocianina e DOX (LSNIRR) e a) Controle. Células que apresentaram
diminuicdo de tamanho e aumento de granulosidade Q1; Células que apresentaram aumento
tamanho e granulosidade Q2; Células que apresentaram aumento de tamanho e diminui¢do de
granulosidade Q3 e Células que apresentaram diminui¢do de tamanho e granulosidade Q4.

6.2.4. Avaliacao do potencial de membrana mitocondrial por citometria de fluxo em
células cancerosas de linhagem 4T1

O potencial de membrana mitocondrial tem relagdo direta com a morte celular apoptotica,
danos nessa membrana levam a ativacdo da via das caspases resultando na morte celular
programada, que tem por caracteristica a perda da integridade da membrana mitocondrial, como
demonstrado pela revis3o bibliogréafica realizada por J. Tschopp. 1*! Pela avalia¢do do potencial de
membrana mitocondrial, os resultados demonstram efeito de despolarizacdo da membrana
mitocondrial, pelo deslocamento do histograma do potencial de célula normal para esquerda,
figura 33 (B). O tratamento LSNIRR se sobressaiu quanto a esse deslocamento em comparagdo

com o tratamento FDOX, demonstrado pela figura 33 (A), confirmando o efeito da DOX sobre a
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membrana mitocondrial, ja que foi evidenciado em estudos prévios sua a¢do geradora de EROs,
causando morte apoptética, como estudado por S. Kim. 112 Para o tratamento irradiado, LSNIRR,
houve uma menor despolarizagdo da membrana, podendo atribuir este fato a capacidade da

nanoparticula em captar EROs.

A quantificacdo das dreas dos histogramas demonstra um apice na despolarizacdo do
potencial mitocondrial interno no tratamento LSN, representado pela figura 34, seguido por um
decaimento dessa despolarizagdo nos tratamentos NFTCIRR e LSNIRR, pode-se especular que esse
efeito é devido a neutralizacdo das EROS pela nanoparticula e DOX, o que diminuiu o efeito

oxidativo sobre a membrana mitocondrial.
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Figura 33. Histogramas do potencial de membrana mitocondrial de células de linhagem 4T1 24 h
apods os tratamentos: a) DOX livre (FDOX); b) Nanoparticulas poliméricas contendo cloreto de
aluminio ftalocianina e DOX (LSN); c) Nanoparticulas sob irradiacdo (15 minutos LED 660 nm;
Poténcia de 202,91 mW/cm?; distdncia de 5 cm; Fluéncia de 185,57 J/cm?), das nanoparticulas
poliméricas contendo apenas cloreto de aluminio ftalocianina (NFTCIRR); d) Nanoparticulas sob
irradiacdo contendo cloreto de aluminio ftalocianina e DOX (LSNIRR) e Controle que representa o
potencial normal de membrana mitocondrial. Na figura A esta expressa o efeito de despolarizagao
da membrana mitocondrial apds os tratamentos e controles e na figura B estd representado o
efeito do tratamento principal, LSN (d) despolarizando de forma consideravel a membrana
mitocondrial.
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Figura 34. Avaliagdo quantitativa por média geométrica dos histogramas obtidos para o potencial
mitocondrial 24 h apds os tratamentos: DOX livre (FDOX); Nanoparticulas poliméricas contendo
cloreto de aluminio ftalocianina e DOX (LSN); Nanoparticulas sob irradia¢do (15 minutos LED 660
nm; Poténcia de 202,91 mW/cm?; distancia de 5 cm; Fluéncia de 185,57 J/cm?), das nanoparticulas
poliméricas contendo apenas cloreto de aluminio ftalocianina (NFTCIRR) e Nanoparticulas sob
irradiacdo contendo cloreto de aluminio ftalocianina e DOX (LSNIRR) em funcdo do potencial
mitocondrial normal representado pelo controle.
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7. CONCLUSOES

Apds as avaliacOes realizadas neste trabalho, é possivel concluir a efetividade das
nanoparticulas quanto ao seu potencial de liberagdo, sendo essa taxa até 2 vezes maior em
compara¢do com o sistema ndo irradiado, respondendo de forma positiva a hipétese do
trabalho, assim, através da irradiacdo é possivel estimular a liberacdo de farmacos de forma
a orientar o tratamento de modo mais efetivo a regido tumoral, diminuindo os efeitos do
tratamento em outras regides do organismo. Apds a irradiacdo, o poder de liberacdao do
farmaco é aumentado direcionando uma super dosagem de farmaco sobre a regido afetada,
como demonstrado por experimentos in vitro, ocorre um efeito aditivo entre o agente FSe o
farmaco quimioterdpico. As nanoparticulas também sdo produzidas de forma simples e
reprodutivel, possibilitando o escalonamento para a producdo desse sistema, os resultados
obtidos foram conclusivos para determinacdo da morfologia, estrutura quimica e estabilidade

da nanoparticula.
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