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RESUMO

A nanotecnologia atua como uma estratégia inovadora no estudo do cancer a partir da
producdo de nanossistemas biocompativeis e biodegradaveis que possam carrear e liberar
farmacos na regido tumoral eliminando problemas de hidrofobicidade e toxicidade as células
sadias. A terapia fotodindmica (TFD) é um tratamento que envolve a combinagdo de um
fotossensibilizante (FS) com a luz em comprimentos de onda especificos. Ela pode atuar
destruindo tecidos tumorais por meio, principalmente, da geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e, dentre os FS mais utilizados, destaca-se a aluminio cloro ftalocianina
(AICIFt). Diante disso, o objetivo desse estudo foi desenvolver um nanossistema polimérico-
magnético contendo a AICIFt (NPPMagFt) e avaliar sua aplicacdo na TFD contra células
tumorais de cancer de mama humano (MCF-7), murino (4T1) e fibroblasto murino (NIH-3T3)
in vitro, além de nanossistemas ‘“controles”: NPPs (nanoparticulas de PLGA), NPPMag
(nanoparticulas de PLGA com nanoparticulas de 6xido de ferro) e NPPFt (nanoparticulas de
PLGA com a AICIFt). A caracterizacdo foi realizada por meio de andlises de estabilidade ao
longo do tempo (DLS e potencial Zeta) sob diferentes temperaturas de armazenamento (4-8
°C, 18-25 °C, 37 °C), propriedades fotofisicas de fluorescéncia, fisico-quimicas (FTIR),
magnéticas, morfoldgicas (MEV e MET), além da capacidade na geracdo de ERO. Os ensaios
in vitro avaliaram o perfil de internalizacdo das NPPMagFt nas linhagens celulares e,
posteriormente, foram conduzidos estudos de citotoxicidade dos nanossistemas através do
método colorimétrico MTT com e sem a aplicagdo da TFD com uma fluéncia de 23 J/cm?,
variando as concentra¢fes dos nanossistemas, assim como o tempo de incuba¢do com as
linhagens celulares. Os resultados obtidos mostraram que houve a interacdo das
nanoparticulas magnéticas e de moléculas do FS na superficie das nanoparticulas poliméricas,
formando as NPPMagFt com formato esférico e estabilidade fisica por até 105 dias na
temperatura de 4-8 °C. Os espectros de fluorescéncia demonstram picos dentro da faixa
terapéutica da TFD (680-685 nm), boa producgéo de ERO por meio do teste de decaimento da
absorbancia do isobenzofurano (DBF) e uma resposta dos nanossistemas polimérico-
magnéticos quando expostos a um campo magnético externo. Em relacdo aos ensaios in vitro,
observou-se que a internalizacdo das NPPMagFt foi mais rapida nas células tumorais em
relagdo aos fibroblastos e os ensaios de citotoxicidade na auséncia de irradiagdo comprovam
que o perfil de viabilidade celular de MCF-7 quando tratadas com 0s grupos experimentais
ndo foi estatisticamente diferente do controle em nenhuma concentra¢do, no entanto, a
linhagem 4T1 foi mais sensivel aos tratamentos com os nanossistemas NPPMag, NPPMagFt e
NPPFt independente da concentragdo testada, enquanto que a linhagem ndo tumoral murina
NIH-3T3 apresentou maior reducdo de células viaveis quando a concentracdo do FS erade 2 e
5 UM. Apo6s aplicacdo da TFD, foi constatada que a incubagdo das células com os
nanossistemas por quatro horas e na maior concentracdo dos constituintes causou maior
citotoxicidade, principalmente para a linhagem MCF-7 exposta as NPPMagFt e NPPFt, com
valores de viabilidade chegando a 41% e 42%, respectivamente. Para as linhagens murinas,
tumorais ou ndo, o efeito citotoxico causado ap6s irradiagdo foi menor, mesmo assim, as
NPPMagFt e NPPFt quando em contato com essas células nos dois tempos de incubacgdo
causaram maior reducdo do numero de células viaveis em relagdo aos outros nanossistemas.
Portanto, com esse trabalho foi possivel desenvolver um nanossistema estavel e com
caracteristicas promissoras que pode servir como alternativa ao tratamento do cancer de
mama utilizando a TFD e, se combinada a magnetohipertermia, pode aumentar a capacidade
citotoxica em células cancerosas sensiveis a altas temperaturas.

Palavras-chave: Neoplasia. Nanobiotecnologia. Terapia fotodindmica. Fotossensibilizante.
Nanossistemas polimeérico-magnéticos.
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ABSTRACT

Nanotechnology acts as an innovative strategy in the study of cancer from the production of
biocompatible and biodegradable nanosystems that can carry and release drugs in the tumor
region eliminating problems of hydrophobicity and toxicity to healthy cells. Photodynamic
therapy (PDT) is a treatment that involves combining a photosensitizer (FS) with light at
specific wavelengths. It can act by destroying tumor tissues through mainly the generation of
reactive oxygen species (ROS), and among the most commonly used SF, aluminum chloro
phthalocyanine (AICIFt) stands out. Therefore, the objective of this study was to develop a
polymer-magnetic nanosystem containing AICIFt (NPPMagFt) and to evaluate its application
in PDT against human breast cancer cells (MCF-7), murine (4T1) and murine fibroblast
(NIH- 3T3) in vitro, in addition to "control” nanosystems: NPPs (PLGA nanoparticles),
NPPMag (PLGA nanoparticles with iron oxide nanoparticles) and NPPFt (PLGA
nanoparticles with AICIFt). The characterization was carried out by means of stability
analyzes over time (DLS and Zeta potential) under different storage temperatures (4-8 °C, 18-
25 °C, 37 °C), photophysical properties of fluorescence, physicochemical properties (FTIR ),
magnetic, morphological (MEV and MET), besides the capacity in the production of ROS.
The in vitro assays evaluated the internalization profile of NPPMagFt in cell lines and, later,
nano-system cytotoxicity studies were conducted through the MTT colorimetric method with
and without the application of PDT at a flow rate of 23 J/cm?, varying the concentrations of
nanosystems, as well as the incubation time with the cell lines. The results showed that there
was interaction of the magnetic nanoparticles and FS molecules on the surface of the polymer
nanoparticles, thus forming the spherical shape NPPMagFt and physical stability for up to 105
days at a temperature of 4-8 °C. Fluorescence spectra show peaks within the therapeutic range
of PDT (680-685 nm), good ROS production through the isobenzofuran (DBF) decay test and
a response of the polymer-magnetic nanosystems when exposed to a magnetic field external.
In relation to the in vitro assays, it was observed that the internalization of NPPMagFt was
faster in the tumor cells in relation to the fibroblast and the cytotoxicity tests in the absence of
irradiation prove that the cell viability profile of MCF-7 when treated with the groups was not
statistically different from the control at any concentration, however, the 4T1 lineage was
more sensitive to the NPPMag, NPPMagFt and NPPFt nanosystem treatments independent of
the concentration tested, whereas the NIH-3T3 murine non-tumor cell line presented greater
cell reduction viable when the FS concentration was 2 and 5 uM. After PDT application, it
was observed that the incubation of the cells with the nanosystems for four hours and in the
higher concentration of the constituents caused higher cytotoxicity, especially for MCF-7 line
exposed to NPPMagFt and NPPFt, with viability values reaching 41% and 42%, respectively.
For the murine or non-tumor cell lines, the cytotoxic effect after irradiation was lower, even
though the NPPMagFt and NPPFt when in contact with these cells in the two incubation times
caused a greater reduction in the number of viable cells in relation to the other nanosystems.
Therefore, it was possible to develop a stable and promising nanosystem that could serve as
an alternative to the treatment of breast cancer using PDT and, if combined with
magnetohyperthermia, may increase cytotoxic capacity in cancer cells sensitive to high
temperatures.

Keywords: Neoplasm. Nanobiotechnology. Photodynamic therapy. Photosensitizer.
Polymeric-magnetic nanosystems.
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1. INTRODUCAO

Céncer € um conjunto de doencas caracterizado pela proliferacdo desordenada de
células ocasionada por alteracfes genéticas induzidas por agentes de natureza quimica, fisica
e/ou bioldgica, que podem espalhar-se para outras regifes do corpo (metastase) (INCAa,
2018). De acordo com dados da International Agency for Research on Cancer (IARC) da
Organizagdo Mundial da Satude (OMS), o cancer é atualmente um problema de saide publica
principalmente nos paises em desenvolvimento e o cancer de mama ocupa a terceira posi¢ao
entre as neoplasias que mais matam no mundo, perdendo apenas para o cancer de pele néao-
melanoma e de pulm&o. No Brasil, a estimativa era de 59.700 mil novos casos de cancer de
mama, para o ano de 2018. Quando se estima os casos de cancer de mama para 2030 no
mundo, a incidéncia é em torno de 27 milhdes de novos casos, com 62% desses levando a
Obitos (OMS, 2018).

Dentre as escolhas terapéuticas para o tratamento do cancer de mama estdo a
cirurgia, radioterapia e os tratamentos sistémicos: quimioterapia, imunoterapia e terapia
hormonal, sendo que o emprego pode ser feito individualmente ou a partir da combinacao de
delas (CRICH et al., 2016). Os efeitos adversos, a inespecificidade de alguns tipos de
tratamento e os altos indices de recidiva, sdo alguns exemplos que fazem com que a
comunidade cientifica continue na busca de novas formas de tratamento de modo a atingir a
vitdria nessa luta contra as neoplasias. Nesse sentido, a nanotecnologia entre no cenario como
uma plataforma tecnoldgica moderna, com resultados promissores tanto no desenvolvimento
de processos para diagnostico quanto terapéuticos contra diversas doengas, entre elas o cancer
(GMEINER & GHOSH, 2014).

Um dos desafios da nanotecnologia aplicada a salde estd na sintese de
nanossistemas biocompativeis e biodegradaveis que sejam capazes de encapsular agentes
terapéuticos e moléculas de interesse auxiliando na sua liberacdo de forma controlada,
melhorando eficacia e direcionamento aos tumores (YU et al., 2012). Este trabalho teve como
objetivo desenvolver uma estratégia nanotecnoldgica baseada na sintese de um nanossistema
polimérico-magnético composto de PLGA e nanoparticulas de éxido de ferro (NPFeQ) que
pudesse carrear um fotossensibilizante (FS), a aluminio cloro ftalocianina (AICIFt), ja
empregado na terapia fotodindmica (TFD). Essa terapia pouco invasiva consiste na
combinacdo de um FS e de luz em comprimento de onda especifico, ambos atuando como
componentes atdxicos que juntos induzem efeito téxicos as células-alvo, por meio da

formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), levando & morte celular (MAJUMDAR et



al., 2014). O carater magnético presente no nanossistema aqui desenvolvido possibilitara o
estudo de sua utilizagdo em combinacéo a TFD no intuito de elucidar possiveis alteragcdes no
perfil de viabilidade celular de modo que o nanossistema, em resposta a este campo, possa
gerar calor que causara danos as células tumorais, tratamento esse conhecido como
magnetohipertermia (BANOBRE-LOPEZ et al., 2013).

Assim, buscando conhecer os efeitos bioldgicos e terapéuticos relacionados a
utilizacdo da TFD e magnetohipertermia no tratamento do cancer, em especial, 0 mamario,
foram sintetizadas nanoparticulas polimérico-magnéticas contendo AICIFt. A combinagéo
destas duas terapias vai de encontro as tendéncias atuais utilizadas na clinica médica e pode,
por meio de mecanismos que formam e liberam as ERO e também por uma vetorizagdo
especifica das nanoparticulas ao microambiente tumoral a partir do aumento de temperatura,
promover a reducdo do nimero de células cancerosas. Até este estudo, 0s nanossistemas
predominantemente desenvolvidos para esses fins eram do tipo nanoemulsdes e devido a isso
é necessario verificar a eficacia de outros tipos de nanossistemas com concentracdo dos
constituintes, métodos de preparacdo e caracterizacdo, bem como tempos distintos de
exposicdo dos nanossistemas as células. Dessa forma, as caracteristicas coloidais e fotofisicas
foram avaliadas, assim como a sua estabilidade sob diferentes condi¢Ges de armazenamento e
em seguida, foi testada a eficacia e seguranca destes nanossistemas em ensaios citotoxicos

com a aplicacdo da TFD contra células tumorais de mama, de origem humana e murina.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Cancer

Céancer € um conjunto de mais de 100 doencas caracterizado pela proliferacéo
desordenada de células ocasionada por alteracdes genéticas induzidas por fatores de natureza
quimica, fisica e/ou bioldgica que invadem tecidos adjacentes e érgdos distantes (metéstase).
por meio de sistemas sanguineo e linfatico (RUDDON, 2007; WEINBERG, 2014; INCAa,
2018). Além disso, existem alguns marcadores tumorais chamados de “Hallmarcks of
cancer” (FIGURA 1) que conferem as células neoplasicas algumas caracteristicas a mais que
as diferem de células saudaveis (HANAHAN et al., 2017).

Marcas emergentes

Proliferagéo
descontrolada

Sistema imune

Desregulacéo
Resisténcia a Evitam supressores de celular sensivel
morte celular crescimento
Inducéo da Ativacéo de invasdo Instabilidade do Inflamagéo
angiogénese e metastase genoma
Imortalidade celular Caracteristicas
possiveis

Figura 1. Representacdo dos principais marcadores celulares tumorais. Adaptado de Hanahan
etal. (2017).

O surgimento dessa patologia estd fortemente relacionado a fatores ambientais,
alteracBes genéticas (HANAHAN et al., 2017; INCAa, 2018) e o risco é aumentado atraves
das mutacdes genéticas, as quais podem ser hereditarias ou adquiridas durante a vida do
individuo decorrentes de erros durante a divisdo celular (VECCHIO et al.,, 2018). O
desenvolvimento e progressdo dos diversos tipos de neoplasias sdo influenciados pela
intensidade, duracdo da exposicao, e associacdo de entre diferentes fatores, tais como: agentes
gue impedem sua proliferacdo, capacidade de escape a apoptose e ao sistema imune, formacéo
de novos vasos sanguineos (angiogénese) e a incorporacdo destes leva a invasédo tecidual e
metéstase (RUDDON, 2007; CHAMMAS et al., 2013; MONGE-FUENTES, 2014).

De acordo com dados da International Agency for Research on Cancer (IARC) da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o cancer é atualmente um problema de saude publica
principalmente nos paises em desenvolvimento e, a partir de uma estimativa de 2012,
comprovou-se a incidéncia de 14,1 milhGes de novos casos da doenga, com 8,2 milhGes de

mortes no mundo para 2018. Pela ordem desse estudo, excluindo o cancer de pele nédo



melanoma, as neoplasias com maiores indices registrados foram de pulmé&o com 1,8 milhdes
de casos novos, seguida do cancer de mama com 1,7 milhdes e logo depois a prostata com 1,1
milhdes (IARC, 2018). Mais recentemente, dados do Instituto Nacional do Céncer (INCA)
(INCADb, 2018) mostram que no ano de 2018 foram estimados cerca de 600 mil novos casos
de cancer no Brasil e que, excluindo o mais comum que é o cancer de pele ndo melanoma, 0s
mais esperados para 0os homens foram prostata (68.220 mil), traqueia, brénquio e pulméo
(18.740 mil) e cdlon e reto (17.380 mil); j& para o sexo feminino mama (59.700 mil), colon e
reto (18.980 mil) e colo do utero (16.370 mil) (FIGURA 2).

[ prostta 88220  317% ] Homens Mulheres | Mama Feminina 53,700 295%
Traqueia, Brénguio e Puimio 18.740 8,7% Colon e Refo 18.980 94%
Colon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8.1%
Estémago 13.540 63% Traqueia, Bronquio e Puiman  12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 52% Glandula Tireoide 8.040 4,0%
Esdfago 8.240 3,8% Estémago 7.750 3.8%
Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3,0% Ovario 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5510 27%
Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 24%

Numeros arredandados para miitiplos de 10

Figura 2. Distribuicdo dos 10 tipos de cancer mais incidentes no Brasil estimados para o ano
de 2018, excluindo o cancer de pele ndo melanoma, de acordo com o Instituto Nacional de
Cancer (INCA). Adaptado de <http://wwwl.inca.gov.br/estimativa/2018/estimativa-
2018.pdf>. Acesso em: 17 de jan. 2019.

2.2 Cancer de mama

De acordo com dados do INCA (INCAc, 2018) o cancer de mama é uma doenca
altamente heterogénea, por isso detém a capacidade de evoluir de diferentes formas uma vez
gue algumas crescem de maneira rapida e outras tém o desenvolvimento mais lento (INCAc,
2018). Na histdria, esse tipo de cancer é uma das formas mais recorrentes em humanos, por
exemplo, desde o século XVIII existem teorias sobre sua origem e a mais conhecida é a que
liga os nodulos linfaticos ao aparecimento dessa neoplasia. Achados sobre essa ser uma
doenca localizada fez surgir uma abordagem de tratamento baseada na retirada do tecido
mamario, nodulos linfaticos e musculos do peito (mastectomia) que foi inicialmente descrita
por William Halstead em 1882 e que se tornou padrdo por um periodo de 100 anos
(LEOPOLD, 2000; OLSON & TARBOX, 2004).

O céncer de mama pode ser classificado em triplo negativo, HER2 positivo,
luminal A e luminal B considerando aspectos moleculares das células neoplasicas. Os
canceres triplo-negativo nao expressam receptores de estrogénios nem de progesterona e ndo
superexpressam 0 HER2; nos tipos HER2 positivos, as células ndo superexpressam receptores
de estrogénios nem de progesterona, mas superexpressam o HER2; células cancerosas do tipo

luminal A expressam receptores hormonais de estrogénios e progesterona, porém ndo tém



elevadas expressbes de HER2, enquanto células luminal B expressam receptores de
estrogénios e progesterona e também superexpressam HER2. Desses, 0 primeiro € 0 mais
agressivo e metastatico dificultando terapias hormonais ou a inibicdo de HER2 uma vez que
ndo expressam receptores de células conhecidos, como o estrégeno e progesterona (FERTIG
et al., 2015; WINSLOW et al., 2015). A partir do crescimento de um tumor primério, ocorre 0
processo de angiogénese que facilita o metabolismo do tumor e constitui um local de fuga
para as células tumorais que entram no sistema circulatério do organismo podendo atingir
outros orgdos (HUNTER et al., 2008; LIZOTTE et al., 2016). De acordo com Scully et al.
(2012) essa migracdo é regulada por moléculas de quimiocinas e citocinas que, no cancer de
mama, desempenham papel na motilidade das células tumorais e quando secretadas agem na
adesdo, manutencao e na proliferacédo celular.

Segundo o INCAd (INCAd, 2018), os sintomas do cancer de mama sdo
caracteristicos a partir do aparecimento de um ndédulo indolor e firme nas mamas e/ou axilas,
inchago parcial nas mamas, retragdo cutanea, inversdo do mamilo, edema ou descamacgéo da
mama, dor, hiperemia e secrecdo papilar. Todos esses indicios aparentes advém de um
conjunto de fatores de riscos, entre eles a idade que mostra uma chance elevada até os 50
anos; a hereditariedade na qual mutacdes nos genes BRCAL, BRCA2 e p53 aumentam
bastante o risco; os fatores sociais como excesso de peso, sedentarismo, consumo de tabaco,
alcool; os fatores ambientais como exposicao a radiacdo ionizante e os fatores reprodutivos da
prépria mulher que podem estar relacionados a uma menarca precoce, a menopausa tardia, a
primeira gravidez apo6s 30 anos, a nuliparidade e o uso de hormonios exdgenos (SILVA et al.,
2010; TORRE et al., 2015; OMS, 2018).

O céancer de mama € o com maior incidéncia em mulheres em todo o mundo
(OMS, 2018). No Brasil, em 2018, foram estimados cerca de 59.700 casos novos de cancer de
mama; essa patologia também acomete o sexo masculino, no entanto, representando apenas
1% do total de casos da doenca no pais. Quando se estima os casos de cancer de mama para
2030 no mundo, a incidéncia é em torno de 27 milhdes de novos casos, com 62% desses
levando a 6bitos (OMS, 2018).

Liang et al. (2014) falam que a prevencéo correta e descoberta em estagio recente
do cancer séo os fatores com maior relevancia para a reducdo do indice de mortalidade dos
pacientes. A escolha do tratamento a ser aplicado depende da fase em que se encontra a
doenca, do histérico do paciente, da localizagdo e tamanho do tumor sendo que essa escolha
vem sendo realizada com o objetivo de ndo retirada por completo da mama, nem mutilagéo

aparente do local acometido buscando melhora na qualidade de vida dos pacientes (ACS,



2013; INCAe, 2018). Nesse aspecto, em 1988 a Food and Drug Administration (FDA)
aprovou o trastuzumab — um anticorpo monoclonal — para tratamento de um tipo de cancer de
mama, 0 HER2 positivo que teve um alto impacto na sobrevivéncia de pacientes com tais
tumores (SHEPARD et al., 2008). HER2 € uma proteina pertencente a uma familia de quatro
tirosina-quinases receptoras transmembranares que medeiam o crescimento, diferenciacao e
sobrevivéncia de células e sua superexpressdo. Ao ligar-se no HER2, o trastuzumab ativa
células do sistema imune, detendo as células tumorais e também impede que a proteina
transmita sinais que estimulam o crescimento de células que o superexpressa (SOLIMAN,
2013).

Outras abordagens terapéuticas a serem aplicadas para tratamento do céncer de
mama sdo a cirurgia, radioterapia e os tratamentos sistémicos: quimioterapia, imunoterapia e
terapia hormonal, sendo que o emprego pode ser feito individualmente ou a partir da
combinagdo de mais de uma (CRICH et al., 2016). A cirurgia € normalmente a primeira
técnica adotada e consiste na retirada do tumor com remocdo parcial ou total da mama
(mastectomia), além de retirada dos linfonodos adjacentes (GIULIANO et al., 2011). Nesse
procedimento podem existir falhas devido a permanéncia de células tumorais ndo removidas
ou a presenca de micrometastases ndo detectaveis (POHLMANN & SCHWARTSMANN,
2004). A radioterapia baseia-se no uso de feixes de radiagdo ionizante de raios X ou gama
com o objetivo de induzir a morte das células tumorais e geralmente é aplicada ap6s uma
lumpectomia (retirada do tumor com uma minima quantidade de tecido circundante normal) a
fim de eliminar células de cancer que permaneceram no local mesmo apos a retirada da massa
tumoral (RANG et al., 2004; FERENC et al., 2011). Alguns efeitos adversos sdo observados
com o uso dessa técnica, como por exemplo, a dificuldade de penetrar em tumores nas regides
de baixa oxigenacdo devido a resisténcia das células hipdxicas a radiacdo ionizante e a
incidéncia dos feixes em células saudaveis vizinhas aos locais dos tumores (MAVROGENIS
etal., 2011; NILSSON et al., 2011).

Entre os tratamentos sistémicos estd a quimioterapia que emprega 0 uso de
medicamentos antineoplasicos para promover a destruicdo das células com elevada taxa de
proliferacdo impedindo a duplicacdo do DNA e, nesse caso, mesmo as células saudaveis do
organismo que apresentam alta taxa de mitose podem ser afetadas (WEINBERG, 2014). A
adocdo dessa medida de tratamento dar-se principalmente ap0s a cirurgia onde a massa
tumoral apresenta um volume exacerbado caracteristico de metastase (CORTAZAR et al.,
2014; INCAe, 2018). Alguns dos pontos negativos desse tratamento sdo a administracdo de

farmacos quimioterapicos (docetaxel, paclitaxel, doxorrubicina, entre outros) em doses muito



altas resultando em toxicidade inclusive as células ndo tumorais, preco oneroso desses
medicamentos, perda de apetite, alopecia, infertilidade, alteracdes cardiacas, renais e
gastrointestinais (ECKSTEIN, 2011; MINKO et al., 2013; STAN et al., 2013; KAISER et al.,
2014; NG et al.,, 2014). Vale ressaltar ainda que um dos grandes problemas desse uso
medicamentoso em pacientes com cancer de mama é a falha na terapia quimioterépica que
gera resisténcia das células as drogas por meio de alteragdes genéticas temporais, fenébmeno
conhecido como resisténcia a multiplas drogas (MISRA et al., 2010; EBLEN, 2012; QIU et
al., 2014; YHEE et al., 2015). Em longo prazo, tal resisténcia pode desencadear a recidiva dos
tumores mamarios em até 30% e favorecer a probabilidade do desenvolvimento de metéstases
(LOBBEZOO et al., 2015), além de gerar canceres secundarios (MINKO et al., 2013; STAN
etal., 2013; NG et al., 2014).

A imunoterapia consiste no uso de moduladores que tornam o cancer mais
vulneravel agindo na estimulacdo do sistema imunitério natural do organismo dos pacientes
para que este combata as células tumorais, evitando o escape das mesmas (MELLMAN et al.,
2011; SOLIMAN, 2013). Este tipo de terapia é emergente no estudo do céancer e, devido
alteracdes genéticas e epigenéticas comuns as células tumorais, permite que elas sejam
distinguidas das células saudaveis, trazendo assim maior especificidade ao tratamento
(PARDOLL, 2012). Mesmo representando todos esses avancos na pratica clinica do
tratamento oncoldgico, a falta de especificidade, resisténcia aos farmacos utilizados e outros
efeitos adversos como nauseas, diarreia, febre, disfuncdes da tiredide, fadiga e vémitos ainda
sdo entraves a serem superados (HAMNVIK et al., 2012). Por sua vez, a terapia hormonal
busca a reducdo ou bloqueio da a¢do de hormonios envolvidos no crescimento tumoral (NIH,
2009). As células tumorais do cancer de mama apresentam receptores especificos para o
estrogénio e este possui um papel critico na progressdo desse tipo de cancer, por isso, 0s
medicamentos utilizados para bloqueio hormonal séo relacionados a regulacdo da expressao
e/ou sintese do estrogénio (WEINBERG, 2014).

A partir do exposto acima, todos os métodos, apesar de apresentarem bons
prognosticos aos pacientes submetidos, oferecem riscos de dano a tecidos e células sadias,
além da possibilidade de erradica¢do incompleta da doenca (PAUTLER & BRENNER, 2010)
e de problemas sociais e psiquicos recorrentes aos pacientes (MAKLUF et al., 2005;
MONTEIRO et al., 2011). Devido a isso, essas terapias muitas vezes conduzem a procura por
novas formas de tratamento para 0 cancer e nesse sentido 0s avangos na éarea de
Nanotecnologia séo oferecidos como proposta de desenvolvimento de inovagdo contribuindo

para minimizar ou até superar os riscos dos tratamentos convencionais (PANKHURST et al.,



2003) e as nanoparticulas, atuando como instrumento na biomedicina do cancer para entrega
especifica de farmaco, tém sido promissoras (MANDAL & CHAUDHURI, 2016).

2.3 Nanotecnologia

O prefixo “nano” vem do grego “nanos” que, entre outros significados, representa
os termos “ando” e “extremamente pequeno” fazendo referéncia a sua escala de tamanho que
esta na faixa de 10° m (NARAYANAN & SAKTHIVEL, 2010; KORBEKANDI et al., 2012;
EUPOPEAN COMISSION, 2015). De acordo com Zhao et al. (2007), a primeira sintese
coloidal de estruturas em nanoescala € documentada por Faraday em 1857, jA o termo
“nanotecnologia” foi criado por Norio Taniguchi no Japao em 1974. No entanto, o conceito e
as ideias em torno dessa ciéncia iniciaram em 1959 pelo fisico norte-americano Richard
Feynman durante uma palestra intitulada “There’s Plenty of Room at the Bottom” (“Ha muito
espaco 14 embaixo”) no encerramento do encontro da Sociedade Americana de Fisica
propondo a manipulacdo dos atomos de forma individualizada em nanoescala com
propriedades novas e diferentes das estruturas em tamanho convencional e seguindo com
esses experimentos ele ganhou o Nobel de Fisica em 1965 (FEYNMAN, 1961; LEARY,
2010; ROZ et al., 2015).

A nanotecnologia é uma area que se refere a aplicacdo da nanociéncia, o estudo
dos fendbmenos e da manipulacdo em nivel atdmico, molecular e macromolecular de
nanomateriais com fungdes aprimoradas (JIMENEZ-RUIZ et al., 2015; DAHMAN, 2017). O
termo “nanomaterial” pode ser dito como “material com alguma dimensdo externa ou interna
em nanoescala ou com superficie em nanoescala” pela Organizagdo Internacional de
Normalizagdo (GOLBAMAKI et al., 2015). A nanotecnologia foi definida recentemente pela
ISO 2010 como “A aplicacdo do conhecimento cientifico para manipular e controlar a matéria
em escala nanoscaépica fazendo uso de propriedades dependentes do tamanho e da estrutura e
fendmenos distintos daqueles em ou escalas maiores” (ISO, 2010). Ela faz parte da ciéncia
moderna e € uma das areas de maior perspectiva tecnoldgica que tem como finalidade o
estudo de moléculas, 4tomos ou demais materiais na escala de 1-100 nm modificando
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas dos materiais quando comparados aos na escala
macroscopica (MIGNANI et al., 2014; MOREIRA, 2014; DAHMAN, 2017) e devido a
grande area de superficie em relacdo ao volume, podem sofrer funcionalizacdo, aumentando
sua possibilidade de utilizacdo na biologia (SINGH et al., 2010; OSUWA & ANUSIONWU,
2011; KARIMI et al., 2013) (FIGURA 3).
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Figura 3. Esquema representativo de nanocarreadores para sistema de drug delivery.
Adaptado de Sousa et al. (2019).

Na é&rea médica, mais precisamente, em nanomedicina, 0 emprego da
nanotecnologia se mostra promissor no desenvolvimento de processos para diagndstico e/ou
terapias contra diversas doencas, entre elas o cancer. Ela oferece perspectivas, principalmente,
em sistemas de carreamento e liberacdo controlada de drogas para melhorar a terapéutica de
farmacos administrados usualmente e com o emprego das nanoparticulas (nanovetores) essa
utilizacdo é cada vez maior ja que as chances de entrega intracelular séo controladas atingindo
especificamente as células tumorais, reduzindo efeitos toxicos sistémicos e evitando o contato
e dano dos tecidos sadios (GAO et al., 2014; GMEINER & GHOSH, 2014; KEY & LEARY,
2014; SRIRAMAN et al., 2014). Isso se justifica, de acordo com Tatar et al. (2016), porque
muitas moléculas que estdo dentro das células ndo sdo atingidas pelos tratamentos propostos
devido as barreiras bioldgicas, e por estarem em escala nanométrica muitos materiais sdo até
100 mil vezes menores que as células de cancer e conseguem superar essas barreiras, interagir
com as células e direcionar os farmacos diretamente aos tumores de modo a terem a acgéo
desejada (MOREIRA, 2013; SUGANYA et al., 2015). Além disso, a nanoencapsulacdo de
um determinado composto aumenta sua permeabilidade e efeito de retencdo na célula alvo
ainda mais se tratando de um tecido canceroso que por si s6 apresenta vascularizacdo
deficiente com seu sistema linfatico prejudicado (SRIRAMAN et al., 2014). Outras vantagens
também sdo interessantes e permitem que nanoparticulas tenham sua utilizacéo favorecida em
organismos vivos, entre elas, a possibilidade de ser biodegradaveis, ter suas superficies
modificadas com grupos funcionais de diversas naturezas, ndo sofrerem acao de enzimas que
facam modificagdes aos compostos encapsulados, além de aumentarem o tempo de meia vida
dele e os tornarem eficazes contra a resisténcia aos farmacos (GUO et al., 2014). Nesse
sentido, varios tipos de nanoestruturas sdo sintetizadas e podem ser utilizadas (FIGURA 4).
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Figura 4. Principais tipos de nanocarreadores utilizados em drug delivery system. As esferas
mostradas em alguns exemplos representam drogas e outras moléculas que podem ser
encapsuladas ou ligadas covalentemente aos nanocarreadores. Adaptado de Sousa et al.
(2019).

Noorlander et al. (2015) mostram que em 2015, 175 nanossistemas com
aplicacBes em clinica médica tinham sido identificados e estavam em uso sendo que 71 foram
aprovados pela agéncia reguladora da Europa (European Medicines Agency - EMA) e 40 pela
americana (Food and drug administration - FDA). Além disso, no mesmo ano citado acima, 0
inventario de consumo de nanomateriais listou 622 empresas em todo o mundo que
produziam até 1.814 produtos contendo formulagoes “nano” (VANCE et al.,, 2015). A
interface da nanotecnologia com a biotecnologia, a nanobiotecnologia, quando aplicada as
ciéncias da vida representa alternativa de criacdo, utilizacdo, aplicacdo e aprimoramento de
nanoestruturas em processos biotecnolégicos com o intuito de transformar os sistemas
bioldgicos, gerando novas metodologias que sejam capazes de liberar drogas em alvos
especificos, além de melhorar terapias-alvo, diagnéstico, tratamento e monitoramento de
doencas (PAUTLER & BRENNER, 2010; FAKRUDDIN et al., 2012). Por estar ligada em
interacbes do ramo bioldgico, estudos toxicolégicos visando diminuir os impactos negativos
sobre os organismos sdo importante (SANTOS, 2014) e de acordo com Banerjee et al. (2014)
ela encontra-se em fase de desenvolvimento requerendo técnicas inovadoras em grande escala

gue baseiam-se em abordagens econémicas, viaveis e sustentaveis.
2.4 Nanoparticulas poliméricas

Um dos desafios da area da nanobiotecnologia aplicada a saude esta na sintese de
nanossistemas biocompativeis e biodegradaveis que sejam capazes de encapsular agentes
terapéuticos e moléculas de interesse auxiliando na sua liberacdo de forma controlada,
melhorando eficacia e direcionamento aos tumores (PEER et al., 2007; YU et al., 2012).
Nesse sentido, o aprisionamento seletivo de drogas em polimeros € uma abordagem

fundamental para a pesquisa nessa area que iniciou quando Langer e Folkman mostraram a
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liberacdo controlada de macromoléculas via polimeros, sendo este considerado um avango no
campo de distribuicdo de medicamentos para o tratamento de diversas doencas, como 0
cancer (LANGER & FOLKMAN, 1976).

Os polimeros empregados nas formulacbes desses nanossistemas podem ser de
duas classes: polimeros naturais e polimeros sintéticos. Dentre 0s naturais estdo a
hidroxiapatita e agucares diversos como quitosana, hialurano, gelatina, albumina, no entanto,
sua utilizacdo em estudos ligados a area bioldgica ainda € restrita em comparacdo aos
polimeros sintéticos ja que esses permitem maior manipulacdo de suas propriedades fisico-
quimicas que podem ser modificadas quanto ao controle da organizacdo monomérica
resultando em maior degrabilidade e compatibilidade em meio bioldgico, além de terem alta
pureza (NAIR & LAURENCIN, 2007; MORA-HUERTAS et al., 2010). Entre os polimeros
sintéticos mais utilizados estdo o acido poli (latico) (PLA), acido poli (lactico-co-glicélico)
(PLGA), poli (e-caprolactona) (PCL) e outros menos explorados como: etilcelulose (EC), poli
(B-hidroxibutirato) (PHB), acetato de celulose, poli (acrilato) e poli (metacrilato) (NAIR &
LAURENCIN, 2007; ESSA et al., 2010).

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas coloidais que podem ser classificadas
de duas formas: nanocépsulas e nanoesferas (FIGURA 5). As nanocéapsulas sdo constituidas
por um nucleo oleoso ou aquoso que é envolvido por partes poliméricas e as moléculas e/ou
substancias de interesse podem estar no centro desse nucleo ou adsorvida na parede
polimérica; por sua vez, as nanoesferas sdao formadas por matrizes sélidas poliméricas que
carregam os compostos dispersos nessas matrizes ou adsorvidos nela (KUMARI et al., 2010;
RAO & GECKELER, 2011).

A. B : | . DO
Figura 5. Tipos de nanoparticulas poliméricas de acordo com a estrutura organizacional. A=
drogas no centro da nanocapsula; B= drogas adsorvidas na superficie polimérica da

nanocaspula; C= drogas dispersas na matriz polimérica da nanoesfera; D= drogas adsorvidas
na matriz polimérica da nanoesfera. Adaptado de Kumari et al. (2010).

Dentre as principais caracteristicas desses nanossistemas baseados em polimeros
estdo sua capacidade em transportar moléculas de diversas naturezas, inclusive hidrofobicas

(quimioterapicos, proteinas, DNA, RNA, antigenos, peptideos, genes), favorecida
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principalmente por seu reduzido didmetro que melhora sua administragéo por diferentes vias,
sua boa vetorizacdo para locais especificos, biocompatibilidade e biodegrabilidade (SONAM
et al., 2013; MUTHU, 2014; GAGLIARDI, 2016). Além disso, sdo sistemas de facil
preparacdo, com boa estabilidade fisica, quimica e bioldgica, com maior eficiéncia de
encapsulagdo, pouco imunogénicos e toxicos que quando chegam ao local de tratamento
conseguem liberar os farmacos de forma gradual uma vez que modificam o seu tempo de
transporte no sangue e o metabolismo da substancia encapsulada (DUNCAN et al., 2006;
ACHARYA & SAHOO, 2011; CHOI et al., 2012). Essa liberacdo controlada também ¢
favorecida por mecanismos que envolvem a dessorcdo das moléculas ligadas a superficie das
NPs e sua difusdo por meio da matriz, parede ou do nucleo polimérico (CARRARO, 2013) e
com isso reduzem toxicidade nos tecidos normais por meio do efeito de permeacéo e retencao
aumentado (EPR) (MAEDA, 2010).

O poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA) é um dos polimeros mais
utilizados nas preparagdes de nanossistemas devido as caracteristicas citadas acima e possui
aprovacdo para uso biomedico pela Food and Drug Administration (FDA) e Agéncia
Europeia de Medicina (EMA) (DANHIER et al., 2012; LOCATELLI & FRANCHINI, 2012;
PERES et al., 2017). Ele possui natureza sintética, € biodegradavel, biocompativel e formado
por meio de ligag&o do tipo éster de mondmeros de acido latico (PLA) que é mais hidrofébico
devido a cadeia lateral de metila e acido glicélico (PGA) que devido a auséncia da cadeia
lateral de metila é altamente cristalino, em proporc¢des fixas (FIGURA 6) com razdo desses
componentes de 50:50, dando ao PLGA o carater amorfo, cristalino, resisténcia mecanica e
hidrdlise mais rapida no organismo, produzindo metabdlitos ndo toxicos e toleraveis aos
tecidos e sendo misciveis em varios solventes organicos volateis como a acetona, 0
diclorometano, o cloroférmio e o acetato de etilo (KUMARI et al., 2010; MAKADIA &
SIEGEL, 2011; DANHIER et al., 2012; ERBETTA et al., 2012).
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Figura 6. Hidrolise do PLGA a partir dos monémeros de &cido latico e acido glicolico.
Adaptado de Kumari et al. (2010).

A partir de todas essas informacdes, a sintese de nanossistemas baseados em

PLGA pode ser feita por diferentes técnicas levando em consideracdo as propriedades fisico-
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quimicas e possiveis interaces das moléculas e/ou medicamentos que estardo sendo
carreados com os polimeros, os solventes e surfactante, destacando-se as técnicas de dispersao
de polimeros pré-formados e a polimerizacéo a partir de mondémeros de polimeros (RAO &
GECKELER, 2011). No entanto, esta ultima pode formar moléculas residuais toxicas (REIS
et al., 2017). Dessa forma, as técnicas que utilizam polimeros pré-formados sao bem aceitas e
entre os métodos esta o que se baseia na emulsificagdo-evaporacdo do solvente sendo essa a
primeira metodologia descrita para obter nanossistemas poliméricos (VANDERHOFF et al.,
1979; ALIMOHAMMADI & JOO, 2014).

Nessa técnica, ha inicialmente a dissolucdo do polimero em um solvente organico
volatil imiscivel em &gua, sendo essa a fase oleosa do preparo. Em seguida, para converter
essa fase organica em uma fase aquosa normalmente utiliza-se um agente emulsionante ou
estabilizador da emulsdo e logo depois aplica-se alta energia no sistema (muitas vezes por
meio de sonicagdo) para homogeneizar a solugdo, formando por fim a emulséo que pode ser
tanto agua em 6leo (A/O), como 6leo em agua (O/A) ou ainda emulsdo dupla dgua-6leo-agua
(AJ/O/A). Essa emulsdo é levada a um evaporador de solventes que em condi¢des de agitacao
constante, pressao e temperatura controlada consegue evaporar todos os solventes, realizando
ainda a precipitacdo do polimero e formando uma suspensdo de nanoparticulas (VAUTHIER
& BOUCHEMAL, 2009; MAKADIA & SIEGEL, 2011; REIS et al., 2017) (FIGURA 7).
Apo6s a preparagdo, as NPs sdo recolhidas da suspensdo por meio de centrifugagdo com
lavagens com A&gua para retirada de possiveis contaminantes e com o intuito de
armazenamento a longo prazo elas podem ainda serem submetidas ao processo de secagem
por liofilizagdo (ABDELWAHED et al., 2006).

l'7e continua; agua

g - Evaporacio 0.
Sitenste, kp‘ fastivenie 2
AU i S A Gl
AN , & 35
| =

Fase orghnica:
solventessurfatante+polimero«
droga Droga

— s —— _—

Figura 7. Representacdo esquematica do método de emulsificacdo-evaporagdo de solventes
para a producgéo de nanoparticulas poliméricas. Adaptado de Maia (2014).

As vantagens dessa técnica consistem na possibilidade destes nanossistemas
carregarem moléculas hidrofilicas ou hidrofobicas devido a formagdo de emulsGes com

diferentes caracteristicas; na eficiéncia de encapsulamento; na alta reprodutibilidade; no facil
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escalonamento; no controle do tamanho das particulas e no controle da taxa de liberacéo
(MORA-HUERTAS et al., 2010; PATEL et al., 2014; SHARMA et al., 2016). Por outro lado,
problemas de escape de farmacos solUveis em agua e instabilidade das biomoléculas podem
ser algumas das falhas observadas na adocdo desse método de preparacdo (VAN DE WEERT
etal., 2000; PATEL et al., 2014; SHARMA et al., 2016).

Na terapia do cancer, nanossistemas poliméricos baseados em PLGA tém sido
extensivamente explorados para levar, de maneira direcionada, drogas anticancer que podem
tanto ser carregadas neles, como podem estar ligadas em suas superficies, reduzindo a
toxicidade em células normais e mantendo uma liberagdo sitio-especifica por dias ou até
semanas (CHAUDHARY et al., 2018). Alguns estudos que mostram essa utilizagcdo estdo

resumidos na Tabela 1.

Tabela 1. Exemplos da literatura de nanossistemas constituidos de nanoparticulas poliméricas
a base de PLGA com seus principais resultados antitumorais in vitro e in vivo.

Nanossistema Resultados Referéncia
NPs de PLGA-PEG Entrega de quimioterapicos para Ebrahimi et al.
encapsulando NPFeO e DOX cancer de pulméo (2016)

Citotoxicidade aumentada em
células de melanoma e cancer de
figado em comparacéo

Gaonkar et al.
(2017)

NPs de PLGA encapsulando
garcinol

Efeito de necrose sobre esferoides
tumorais e as células de cancer que Le et al. (2016)
expressam HER2

NPs de PLGA-PEG carreando
DTX e anticorpos anti-HER2

Micelas poliméricas de Melhor acimulo nos tumores de
PLGA-PEG e porfirina cancer de mama e apos irradiacdo Su et al. (2016)
carreando drogas anticancer houve regressdo tumoral

Biodisponibilidade 4x maior do
farmaco e efeito citotdxico de Kumar et al. (2017)
100% em celulas de cancer

Micelas de glicina-PLGA
carreando MTX

2.5 Nanoparticulas magnéticas

As nanoparticulas magnéticas (NPMs) tiveram seu primeiro relato de utilizagéo
nos anos 2000 e desde entdo pesquisas envolvendo esse tipo de NPs vém sendo
desenvolvidos, representando um campo de interesse. As NPMs podem ser sintetizadas em
dimensGes comparadas com organismos como Vvirus e bactérias e possuem propriedades como
alta relacdo superficie/volume, capacidade de responder a um campo magnético, nao

mantendo seu magnetismo apos a retirada desse campo e serem transportadas e mantidas num
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local especifico, funcionam efetivamente a nivel celular e molecular por meio de interagdes
bioldgicas sendo Uteis para utilizagdo como agentes de contraste para ressonancia magnética
(MRI) e como agente de entrega de farmacos (AKBARZADEH et al., 2012; ISSA et al.,
2013; SALUNKHE et al., 2014; BAI et al., 2015). Dentre os materiais mais utilizados na
producdo de NPMs, os oOxidos de ferro (FeO) sdo 0s mais comuns por apresentarem
comportamento superparamagneético a temperatura ambiente e responderem a um campo
magnético (WU et al., 2015; MEDRANO, 2018). Essa caracteristica dos o0xidos de ferro
significa a auséncia de forcas coercitivas ou remanescentes que evitam interacdes magnéticas
entre as particulas que podem leva-las a agregacio (BANOBRE-LOPEZ et al., 2013). Os FeO
sdo compostos formados essencialmente pelo ferro (Fe), oxigénio (O) e grupos hidroxilas
(OH) bem distribuidos na natureza em formas distintas, destacando-se a maguemita (Fe,O3) e
a magnetita (Fe3O4). Além da sua facil producdo em laboratorio, excelentes propriedades
fisicas e quimicas, bem como possibilidade de manipulacdo dessas propriedades, 0 que 0s
tornam bastantes Uteis em aplicacdes nanobiotecnoldgicas (FIGUEROLA et al., 2010; AL et
al., 2014; RAMIMOGHADAM et al., 2014).

As propriedades magnéticas de um material estdo relacionadas ao movimento dos
elétrons dos 4tomos e na auséncia de um campo magnético esses elétrons possuem spins
desordenados. Do contrario, a presenga de um campo magnético externo é capaz de fazer com
que 0s spins se orientem, tornando as NPs magnetizadas na mesma intensidade do campo
magnético aplicado (CORNELL & SCHWERTMANN, 2003; KACHKACHI, 2007; MENG
LIN et al., 2010). Os materiais com caracteristicas magnéticas podem apresentar diferentes
estados magnéticos quando submetidos ao campo magnético externo devido as interacfes
entre seus momentos magnéticos e podem ser divididos em magnetismo forte e fraco.
Enquanto os materiais com magnetismo forte tém seus momentos magnéticos alinhando-se na
direcdo do campo magnético aplicado e possuem um valor de magnetizacdo resultante, os
com magnetismo fraco tém seus atomos alinhados de maneira aleatéria resultando em
momento magnético nulo. Os materiais sdo entdo divididos em ferrimagnéticos,
ferromagnéticos e antiferromagnéticos (magnetismo forte) e diamagnéticos e paramagnéticos
(magnetismo fraco) (FIGURA 8) (DA SILVA, 2015; HEDAYATNASAB et al., 2017).
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Figura 8. Alinhamento da ordenacdo dos spins dos atomos em diferentes materiais. Da
esquerda para a direita: Diamagnetismo, paramagnetismo, ferromagnetismo, ferrimagnetismo
e antiferromagnetismo. Adaptado de Medrano (2018).

Materiais com magnetizacdo resultante, ao serem submetidos a um campo
magnético (H) geram uma curva de magnetizacdo (M) mostrando a variacdo de M quando se
aumenta o valor de H até que a magnetizacdo de saturacdo (Ms) seja alcancada. A curva de
magnetizacdo (FIGURA 9) apresenta histerese quando H diminui depois de haver perda de
intensidade da corrente aplicada e o sistema comecar a manter suas propriedades, ou seja,
apos atingir a Ms (FARAUDO & CAMACHO, 2010; FURLANI, 2010; MEDRANO, 2018).
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Figura 9. Magnetizacdo (M) em funcdo de um campo magnético externo (H) aplicado.
Adaptado de Da Silva (2015). (M= magnetizacio de saturagdo; M,= magnetizagdo remanente; H.=
coercitividade).

Um aspecto importante para as aplicaces biologicas das NPMs € a cobertura e
funcionalizacdo de sua superficie. Estas técnicas incluem a adicdo de camadas protetoras
orgénicas e/ou inorgénicas e sdo feitas com o intuito de torna-las mais biocompativeis e
estaveis no meio bioldgico tornando-as assim mais especificas para determinados alvos,
determinando as rotas pelos diferentes 6rgdos e a forma de remocdo delas do organismo
(AGGARWAL et al., 2009; NIEMIROWICZ et al., 2017). Porém, entre os possiveis efeitos
citotoxicos das NPFeO esta a capacidade de geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)
por meio da reacdo de Fenton que podem prejudicar a membrana plasmatica, as mitocondrias
e 0 material genético das células (MENG LIN et al., 2010). Se administradas no organismo
por via intravenosa, ao atingirem a corrente sanguinea as NPMs podem ser recobertas por
componentes do sangue, como proteinas plasmaticas que formam uma camada complexa de

ser desfeita. Alguns desses componentes, chamados de opsoninas, podem aumentar a
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internalizacdo do material no sangue e levar ao reconhecimento dessas particulas por células

especializadas do sistema imune que podem fagocita-las (AGGARWAL et al., 2009).
2.6 Terapia fotodinamica (TFD) combinada com Magnetohipertermia (MHT)

A TFD é um tratamento inovador e pouco invasivo que envolve a combinacéo de
um fotossensibilizante (FS) e de luz em comprimento de onda especifico, ambos atuando
como componentes atoxicos que juntos, a partir da aplicacdo sistémica ou localizada do FS e
excitacdo pela luz, induzem efeitos tdxicos a tecidos e células-alvo. Os efeitos ocorrem por
meio da formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) que promovem estresse oxidativo
sitio-especifico e causam danos as células tumorais e a vasos sanguineos que irrigam 0s
tumores podendo levar a morte celular por diferentes mecanismos (MACDONALD &
DOUGHERTY, 2001; MOORE et al., 2009; ROBERTSON et al., 2009; MAJUMDAR et al.,
2014).

A utilizacdo da luz na area biomédica data de mais de 3.000 anos quando antigas
populacBes da Europa e Asia aproveitavam da luz do sol para tratar doengas como vitiligo,
raquitismo e desse periodo até o mundo moderno, essa exploracdo da fototerapia foi
redescoberta no inicio do século XX (DOLMANS et al., 2003). Alguns fatos demonstram a
importancia da combinacdo da luz com agentes quimicos entre eles, (1) em 1900, Oscar Raab
observou efeitos citotoxicos do corante laranja de acridina em culturas do protozoério
Paramecium ao serem irradiados com luz (ACKROYD et al., 2001) e posteriormente, (2)
Niels Finsen ganhou o prémio Nobel em Medicina por seus estudos com TFD utilizando luz
ultravioleta (UV) no tratamento de tuberculose cutdnea (PHILLIPS, 2010). A partir de entdo a
aplicagdo dessa terapia que utiliza a luz aumentou na medicina e (3) o termo “fotodinamico”
foi introduzido em 1907 depois dos trabalhos de Herman Von Tappeiner e Albert Jesionek
que trataram tumores de pele com uma aplicacdo topica de eosina irradiada com luz branca e
esses pesquisadores descreveram um fendmeno denominado de “acdo fotodindmica”
(DOLMANS et al., 2003). Mais tarde, (4) em 1942, Auler e Banzer observaram o efeito de
luz UV sobre o cancer (BONNETT & MARTINEZ, 2001) e a partir disso diversos achados
relacionando os efeitos terapéuticos da luz em tratamento de patologias como o cancer foram
descritos, como por exemplo, (5) em 1972 foi demonstrado que a combinagéo de propriedades
de localizacdo e fototoxicidade de porfirinas poderiam matar células de cancer, segundo
estudos de Diamond e outros pesquisadores; (6) ja em 1976 Kelly Snell iniciaram estudos
com pacientes humanos portadores de cancer de bexiga e (7) em 1978 Dougherty e

colaboradores desenvolveram outros estudos clinicos envolvendo a aplicacdo de TFD em
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humanos (BONNETT & MARTINEZ, 2001; DOLMANS et al., 2003). Por Isso, (8) ela foi a
primeira técnica aprovada pela Associagdo Americana de Drogas e Alimentos (Food and
Drug Administration - FDA) que utiliza em sinergia a luz e fototerapicos para tratamento
clinico de neoplasias em diferentes partes do corpo (ARUMAINAYAGEM et al., 2010;
BARNES et al., 2009; NCI, 2011) e devido sua especificidade e seletividade, além de ndo
oferecer riscos aos tecidos sadios adjacentes aos tumores tem sido alvo de varias pesquisas
(ROBERTSON et al., 2009; VITTAR et al., 2010).

No estudo de TFD existem trés componentes basicos necessarios: o FS, a luz
visivel e o0 oxigénio molecular. As reacbes comegam a ocorrer quando o FS entra em contato
com as células por meio da membrana plasmatica por meio de via topica, oral, intravascular
ou intratumoral, interagindo a nivel intracelular através de permeacao por difusdo, osmose e
ainda por endocitose e aguardado um tempo para sua distribuicdo e acumulo no local de
interesse, aplica-se irradiagdo com luz em comprimento de onda na faixa em torno de 600 a
900 nm e ele tem suas moléculas absorvendo fotons de luz que saem do estado fundamental
para um estado singleto excitado (estado de energia maior e de vida mais curta). Quando neste
estado excitado, o FS pode voltar ao estado fundamental ou entdo passar rapidamente para o
estado tripleto (spin dos elétrons excitados se invertem para formar estado de vida longa) que
pode reagir diretamente com uma célula ou membrana celular ou com moléculas de oxigénio
singleto (;O,) por dois mecanismos fotoquimicos diferentes dependendo do tipo de FS e das
concentracdes de oxigénio molecular e dos substratos (MROZ et al., 2011; GARG &
AGOSTINIS, 2014).

No mecanismo tipo I, hé transferéncia de prétons do FS para substratos organicos
celulares (lipideos, proteinas, acidos nucléicos) formando radicais livres que ao interagirem
com o oxigénio molecular geram as ERO como o perdxido de hidrogénio (H,O,), anion
superéxido (O2-) e radical hidroxil (OH-). O mecanismo tipo Il estd relacionado a
transferéncia de energia do FS no estado tripleto para o 30, no estado fundamental formando
10, altamente reativo e considerado o responsavel pelos efeitos oxidantes da TFD uma vez
que, por meio de ligacdes covalentes fortes, oxida biomoléculas proximas ao FS acumulado
que séo suficientes para promover a morte celular (CASTANO et al., 2004; REGINATO et
al., 2013) (FIGURA 10). A acéo antitumoral mediada por TFD baseia-se na morte de células
de cancer por meio da formacédo direta de ERO, pelo ataque da vascularizacdo do tumor
causando morte por falta de nutriente e/ou oxigénio na regido dos tumores e ainda pelo
reforgo ou ativacdo do sistema imune adaptativo contra as células defeituosas (XIANG et al.,
2007; ZHENG et al., 2016).



19

302
- REACAO TIPO |
Estado singleto excitado K‘
- N "7.&‘ 7 "
. ,7;':. Estado tripleto excitado < m
r REAGAO TIPO Il

301

Absor¢iio de energia
Fluorescéncia

Fosforescéncia

ESTADO
FUNDAMENTAL

Figura 10. Esquema representativo do diagrama de Jablonski (alterado) mostrando as trocas

energéticas durante reagdes na terapia fotodinamica. (FS= fotossensibilizador; 'FSF= estado singleto
do FS; 3FSF= estado tripleto do FS; *0,= estado tripleto do oxigénio; *0,= estado singleto do oxigénio; ERO=
espécies reativas de oxigénio). Adaptado de Santos (2018).

Tendo em vista todos esses procedimentos e reacGes, aliando as nanoparticulas
como carreadoras de farmacos fotossensiveis, sdo encontrados avangos no direcionamento
especifico deles para regides desejadas, o aumento da disponibilidade desses farmacos e
também na sua capacidade anfifilica que permite seu transporte por meio de corrente
sanguinea e em tecidos sem que haja degradacdo. Além deles, o efeito de permeabilidade e
retencdo aumentados (EPR) que é causado por ma drenagem linfatica e vascularizacdo
anormal nos vasos tumorais € minimizado com a utilizacdo de nanossistemas contendo FS e
tem como resultado uma maior retencédo deles nos tecidos tumorais. (LUCKY et al., 2015).

Na terapia do cancer, quando NPMs sdo guiadas e retidas na regido tumoral,
aplica-se um campo magnético alternado (CMA) de intensidade e frequéncia alternada que
promovera a transferéncia da energia eletromagnética e magnetizacdo invertida das particulas
gerando um aumento da temperatura no microambiente tumoral para algo em torno de 42 °C —
46 °C e pode eliminar células defeituosas uma vez que elas sdo menos resistentes ao calor,
mantendo intactas as células sadias e por isso sendo uma técnica promissora para o tratamento
de diversos canceres. Esse processo foi relatado pela primeira vez por Jordan et al. (2009) e é
chamado magnetohipertermia (BANOBRE-LOPEZ et al., 2013; DEATSCH & EVANS,
2014; SINGH e SAHOO, 2014) (FIGURA 11) que provém de duas palavras gregas: “hyper”
e “therme” que significam “subir” e “calor”, respectivamente (GAS, 2017). Essa modalidade
terapéutica pode ser explicada uma vez que tumores solidos tem seu sistema vascular
desorganizado, resultando em perfusdo sanguinea insuficiente, principalmente em regides de
hipdxia e baixo pH, tornando citotoxica a exposi¢cdo em temperaturas elevadas por meio da
desnaturacdo de proteinas envolvidas na sintese e reparo de DNA, além de modificagdes no

citoesqueleto e rompimento das membranas celulares (ISSELS, 2008).
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Figura 11. Representacdo da técnica de magnetohipertermia. A= Nanoparticulas sdo
aplicadas por via intravenosa com aplicacdo de um campo magnético alternado (CMA) na
regido tumoral com aumento da temperturatura; B= A nivel celular, as nanoparticulas
transportadas pelos vasos sanguineos acumulam-se préximo a regido tumoral e com a
aplicacdo do campo magnético e geracao de calor elas destroem o tumor. Adaptado de Perecin
(2016) e Da Silva (2015).

Além disso, a TFD em conjunto & MHT representam terapias promissoras no
combate ao cancer, principalmente por apresentarem efeitos colaterais reduzidos em relagéo
as terapias convencionais. (WUST et al, 2002; TEDESCO et al., 2003; PORTILHO, 2011).
Essa combinacdo visa superar os mecanismos de resisténcia, a diminuicdo da dose de
medicamentos e aumentar o efeito sinérgico produzido (SHEN et al., 2017). Vale ressaltar
que a acdo individual dessas duas técnicas com outras terapias oncoldgicas, como a
quimioterapia e radioterapia, também tem sido pesquisada (GOFRIT et al., 2004; LEE et al.,
2018).

No geral, células tumorais sdo consideradas mais resistentes a radiacdo do que a
aumentos bruscos de temperatura (VASATHAN et al., 2005) devido a desorganizacdo dos
vasos sanguineos da massa tumoral que ndo permitem a circulagdo do calor produzido nessa
regido (JORDAN et al., 1999) fazendo com que as células com menor captacdo de oxigénio
sofram maior destruicdo ap6s o aquecimento do que unicamente submetidas a radiacdo
(AKTAS et al., 2006). De acordo com Portilho (2011), a associa¢do da TFD com a MHT é
atil no tratamento de tumores internos utilizando o acoplamento do FS a um nanossistema
polimérico-magnético fazendo com que o farmaco atinja mais facilmente, por via endovenosa,
0 microambiente tumoral. Ainda de acordo com este estudo, ao ser entregue ao alvo

intracelular, o calor gerado pode ser utilizado para romper a barreira polimérica e liberar o
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farmaco fotossensibilizante, utilizando simultaneamente propriedades inerentes das duas
terapias. Reforgando o exposto acima, Dereski et al. (1995) demonstraram que a MHT inibe o
reparo a nivel celular, tornando as células tumorais mais sensiveis a aplicacéo de TFD.
Diversos estudos foram desenvolvidos associando diversos tipos de nanossistemas
carreando componentes magnéticos, bem como diferentes tipos de FS para atuarem em
conjunto no tratamento de neoplasias. Nanossistemas polimérico-magnéticos encapsulando
ftalocianina de zinco foram preparados por Feuser et al. (2015) e permaneceram em contato
por trés horas com as células de fibroblastos murinos L929; ap06s 24 horas, as células foram
irradiadas (3 J/cm?) e submetidas a um campo magnético alternado (1 MHz e 40 Oe) por seis
minutos. Os resultados de citotoxicidade mostram que quando tratadas apenas com TFD ou
com MHT, a viabilidade celular é cerca de 70% e, quando as terapias sdo combinadas esse
valor cai para 48%. Di Corato et al. (2015) desenvolveram magnetolipossomas contendo a
temoporfina como FS e ap6s 12 horas de aplicacdo da MHT (1 MHz) e da TFD com
fluéncias de 5 e 10 J/cm?, a viabilidade de células de adenocarcinoma humano SKOV-3 caiu
para 1%. Nos estudos in vivo, 0s autores observaram que o tratamento combinado levou a
erradicacdo completa do tumor apds nove dias de tratamento. De Paula et al. (2015)
incubaram por trés horas nanoemulsdo magnética contendo a AICIFt com células estromais de
medula 6ssea. Apds esse periodo, as células foram submetidas & TFD (700 mJ/cm?) e MHT (1
MHz e 40 Oe) com o sinergismo entre as duas terapias resultando em perda de até 70% do
namero de células viaveis. Neste estudo, os autores enfatizam que os resultados dependeram,
em maior parte, ao efeito da luz ocasionando menor atividade mitocondrial, com consequente

morte celular.

2.7 Fotossensibilizantes (FS) e Aluminio cloro ftalocianina (AICIFt)

Um grande nimero de FS tem sido testado visando aplicacbes em TFD, no
entanto, de acordo com Robertson et al. (2009) sdo poucos 0s que apresentaram propriedades
interessantes para essa finalidade. Para serem utilizados nesse tipo de terapia é necessario que
eles apresentem algumas caracteristicas, como por exemplo, o alto grau de pureza, a
atoxicidade na auséncia de luz em células sadias e uma boa seletividade para células tumorais,
a solubilidade em meios fisioldgicos, a rapida eliminag¢do do organismo, a boa penetracdo nos
tecidos biologicos, além de viabilidade de custo e boa producdo em larga escala (PLAETZER
et al., 2009; ROBERTSON et al., 2009; YANO et al., 2011).
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Além destas caracteristicas, o perfil de interacdo luminosa dos FS com os tecidos
biologicos alvo é importante de se conhecer. Ao ser incidida luz nesses tecidos, ocorrem 0s
processos de refracdo, reflexdo, absorcdo e difracdo que sdo importantes no momento de
avaliar a distribuicdo da luz e dependem do tipo de tecido e do comprimento de onda da luz
que é emitida. Por sua vez, a luz utilizada deve conter propriedades espectrais dentro da faixa
maxima de comprimento de onda do FS. Nos tecidos bioldgicos, essa absor¢do de luz é
captada, em grande parte, devido a presenca de cromdforos do tipo hemoglobina, mioglobina,
melanina e citocromos que tém faixa maxima de absorcao na regido do vermelho visivel e a
do infravermelho préximo (650-1200 nm). Quando se aplica um FS que é ativado em
comprimentos dentro desse limiar é possivel obter aprimoramento da eficacia do tratamento
uma vez que a penetracdo luminosa terd pouco desvio oOptico (PLAETZER et al., 2009;
ROBERTSON et al., 2009).

Em geral, os FS séo classificados como porfirinicos ou ndo porfirinicos. Enquanto
esses ultimos apresentam uma aplicacdo na clinica mais defasada e como exemplos existem as
antraciclinas e as cianinas (O’CONNOR et al., 2009), os porfirinicos podem ser classificados
como de primeira, segunda ou terceira geracdo, sendo que os de segunda geracédo,
desenvolvidos a partir dos anos 80 s&o quimicamente mais puros, absorvem luz em
comprimentos de onda maiores, causam menor fotossensibilizagdo dérmica (ALLISON et al.,
2004) e foram desenvolvidos com o intuito de suprir necessidades observadas em testes
clinicos com os FS de primeira geracdo (CAMARGO, 2018). Como exemplos, tém-se as
ftalocianinas que séo corantes de coloracdo azul descobertos em 1907 por Braun e Tcherniac
(MOSER & THOMAS, 1964) e ja tiveram seu uso clinico aprovado pelo FDA (ALLISON et
al., 2004).

As ftalocianinas sdo compostos macrociclicos conjugados, simpétricos e
aromaticos com 18 elétrons de configuracdo © e apresentam coloragdo forte dependendo do
solvente, metal central e substituinte. S&o derivadas das azoporfirinas e a estrutura dos anéis
ddo a elas um alto coeficiente de absorgcdo espectral na faixa entre 650-900 nm,
correspondente ao intervalo da regido do vermelho com maior penetracdo nos tecidos sem
sofrer acdo dos cromdforos enddgenos, principalmente em células de cancer (LONGO et al.,
2009; MUEHLMANN et al., 2015). Além disso, sdo moléculas térmica e quimicamente
estaveis que suportam intensas radiacfes de natureza eletromagnéticas e sdo excretadas mais
rapidamente do que os FS de primeira geragdo ndo sendo toxicos na auséncia de luz
(GOSLINSKI et al., 2011).
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As ftalocianinas tém na sua estrutura dois dtomos de hidrogénio centrais que
podem ser substituidos por uma variedade de compostos metélicos, como o aluminio, cloro e
0 zinco (KOLAROVA et al.,, 2007; TOMAZINI et al., 2007). A presenca desses ions
metalicos influencia nas propriedades fotofisicas e levam a uma elevada capacidade de
geracdo de ERO e aumento no tempo em que eles permanecem no estado tripleto eletrdnico
(MAFTOUM-COSTA et al.,, 2008; DURMUS & AHSEN, 2010). Logo, a utilizagcdo da
AICIFt tem sido reportada como uma das mais promissoras para aplicagdes em TFD. Ela é
uma molécula constituida por um anel macrociclo tetrapirrélico com um ion metalico

I3

diamagnético de aluminio (AI°") (FIGURA 12) que fornece boas caracteristicas e reforcam

seu uso em TFD causando morte de células de cancer por meio do desenvolvimento de

compostos com maior seletividade a regido tumoral (MAFTOUM-COSTA et al., 2008;

JAYME et al., 2016).
é \ / é

Al-Cl N

G5t

Figura 12. Molécula de aluminio cloro ftalocianina. Adaptado de Py-Daniel (2018).

Apesar das vantagens descritas nos paragrafos anteriores, para se alcancar uma
TFD eficaz e segura é necessaria a liberacdo dos FS em concentracBes terapéuticas essenciais
nas células-alvo, sendo absorvidos em pequenas ou inexistentes quantidades por células
sadias. No entanto, um dos principais entraves para esse sucesso esperado é a conformacao
planar e aromatica dos derivados de ftalocianinas, o que lhe denota uma caracteristica
hidrofébica indesejavel e agregagdo do FS devido a sobreposi¢do m dos orbitais moleculares,
que pode resultar em alteragbes como a reducdo de formacdo de ERO, a reducdo da
solubilidade, a dificuldade de absorcdo em meios fisiologicos e o alto acumulo de FS em
tecidos saudaveis, uma vez que apenas em sua forma monomeérica € que eles sdo fotoativos
(VAN KEUREN et al., 2008; WOJTONISZAK et al., 2013; TSUBONE et al., 2014; LUCKY
et al., 2015).

Dentre as estratégias para reverter tais efeitos estad o acoplamento de moléculas de
AICIFt a nanossistemas (ASEM et al., 2016; JOANITTI et al., 2017) que tém boas
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caracteristicas, como a elevada area superficial e biocompatibilidade com o meio bioldgico,
excluindo problemas de perda dos FS por agregacdo e acumulando mais farmaco na regido
tumoral devido o acoplamento neles de grupos funcionais, além de ser uma forma simples e
eficaz para transportar farmacos hidrofébicos em meio aquoso (TINKOV et al., 2010; WANG
& THANOU, 2010; ZHEN et al., 2014). Outra caracteristica vantajosa da associacéo de FS a
nanossistemas esta na possibilidade de administracdo dos farmacos de maneira intravenosa,
diminuindo o nimero de doses e reduzindo efeitos colaterais (WOJTONISZAK et al., 2013).
Esses FS que comecaram a ser ligados com diferentes tipos de nanossistemas sdo
denominados de fotossensibilizantes de terceira geracdo e entre os nanossistemas utilizados
em TFD, as nanoparticulas poliméricas sdo um sistema muito promissor uma vez que sdo
susceptiveis a transformacfes quimicas no sentido de serem funcionalizadas com diferentes
ligantes favorecendo a entrega efetiva ao tumor, possuem alta captacdo do FS, caracteristicas
ndo imunogénicas evitando resposta imunoldgica negativa ao serem introduzidas no
organismo (CHATTERJEE et al., 2008; KIM et al., 2014). Esse tipo de nanossistema também
¢ de facil preparacdo, com a maioria dos polimeros utilizados sendo biocompativeis e
biodegradaveis, além de possuirem a capacidade de serem degradados em ambientes
fisiol6gicos com concomitante liberagdo dos farmacos. Ja foi relatado também que o efeito de
fototoxicidade depende da natureza do polimero (BECHET et al., 2008).
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3. OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste trabalho foi sintetizar um nanossistema composto por
nanoparticulas de PLGA e encapsulando nanoparticulas de 6xido de ferro (NPFeO)
associadas ao fotossensibilizante aluminio cloro ftalocianina (AICIFt), denominado
NPPMagFt, e avaliar sua aplicacdo na terapia fotodinamica (TFD) contra células tumorais de

cancer de mama.

3.1. Etapas

- Avaliar as propriedades coloidais e a estabilidade fisica do nanossistema ao longo do tempo

sob diferentes temperaturas de armazenamento.

- Avaliar as propriedades fotofisicas de absorc¢éo e fluorescéncia do nanossistema.
- Avaliar as propriedades fisico-quimicas do nanossistema, como o perfil de interacdo das
NPFeO e da AICIFt as nanoparticulas de PLGA e a capacidade do nanossistema na geracao de

espécies reativas de oxigénio (ERO).
- Determinar a magnetizacdo do nanossistema por meio de um campo magnético externo.

- Avaliar a morfologia do nanossistema.

- Avaliar o perfil de internalizacdo celular do nanossitema.

- Determinar o efeito citotdxico do nanossistema utilizando diferentes concentracfes de seus
constituintes nas células de cancer de mama humano (MCF-7) e murino (4T1) e fibroblasto
murino normais (NIH-3T3) pelo método colorimétrico de MTT.

- Determinar o efeito citotdxico da TFD nas células MCF-7, 4T1 e NIH-3T3 expostas as
NPPMagFt.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Equipamentos, materiais e reagentes
As listas de materiais, reagentes e equipamentos utilizados nesse estudo estdo

descritas nas Tabelas 2, 3 e 4, respectivamente.

Tabela 2. Lista dos materiais utilizados nesse estudo.

Materiais Fabricante
Cubeta de quartzo 4 faces polidas K24-135-Q, KASVI, EUA
Frascos de Cultura (25 cm® e 75 cm?) TPP, CHE
Hemocitdmetro de Neubauer C. A. Hausser & Son, EUA
Micropipetas Gilson e Kasvi, EUA
Micropipeta Multicanal Gilson, EUA
Microplacas (12 e 96 pocos) TPP, CHE
Ponteiras para Micropipetas Axygen, EUA
Tubos de plastico (eppendorfs, falcons) TPP, CHE

Tabela 3. Lista dos reagentes utilizados nesse estudo.

Reagentes Fabricante
1,3-difenil-isobenzofurano (DBF) Sigma-Aldrich Co., EUA
Antibiotico (Penicilina e Estreptomicina) Gibco, USA
Azul Trypan Sigma-Aldrich Co., EUA
Alcool polivinilico (PVA) Vetec, BRA
Albumina sérica bovina (BSA) Sigma-Aldrich, EUA

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

. Invitrogen, EUA
tetrazolio (MTT)

Bicarbonato de Sodio (NaHCO3) Sigma-Aldrich Co., EUA
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Gibco, EUA
Dimetilsulfoxido (DMSO) Cromaline, BRA

(Continua)
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Tabela 3. Lista dos reagentes utilizados nesse estudo (Continuagéo).

Reagentes

Fabricante

Diclorometano (DCM)

Etanol 98°GL

Ftalocianina de cloro-aluminio (AICIFt)

Poli(acido latico-co-acido glicolico (PLGA)

Soro Fetal Bovino (SFB)

Tampao fosfato-salino (PBS)

J.T Baker, EUA

Sigma-Aldrich Co., EUA

Sigma-Aldrich, EUA

Sigma-Aldrich, EUA
Gibco, EUA

Laborclin, BRA

Tripsina-EDTA Gibco, EUA
Tabela 4. Lista dos equipamentos utilizados nesse estudo.
Equipamento Modelo Fabricante
Agitador magnético Q221M Quimis, BRA
Autoclave Vitate 12 Cristofoli, BRA
Balanga Analitica AA200 Denver Instrument, EUA
Banho Maria 240-2 J. Prolab, BRA
Banho de ultrassom Q9.5/40A Ultronique, BRA
Centrifuga Mikro 220R Hettich, BRA

Citdmetro de fluxo
Espectrofluorimetro

Espectrofotdmetro acoplado a leitor de
placas

Espectrofotometro de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR)

Espectrofotémetro de UV/Vis
Incubadora de células

Fluxo Laminar

Glow Discharge
Incubadora de CO,

BD FACSVerse

Fluorolog
Spectramax M2

Vertex 70
UV-2600
3130

CFLV 12

K100X
3425

Biosciences, EUA

Horiba, BRA

Molecular Devices, EUA

Bruker, EUA
Shimadzu, JPN
Thermo Scientific, EUA

Veco, BRA

EMS, EUA
Thermo Scientific, EUA

(Continua)
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Tabela 4. Lista dos equipamentos utilizados nesse estudo (Continuagao).

Equipamento Modelo Fabricante
Magnetometro SQUID MPMS3 Quantum Design, EUA
Metalizador SCD 050® Blazers Union AG,
Liechtenstein
Microscépio de Luz Invertido Ck2 Olympus. JPN
Microscopio Elemrllzi_(l:_(; de Transmissao 1011 Jeol. JPN
Microscopio El(e'\t/zgqjt):o de Varredura JEM 7001F Jeol, JPN
pHmMetro DM-22 Digimed, BRA
Purificador de agua Direct-Q3 Millipore, EUA
Refrigerador Continental Mabe, BRA
Rotaevaporador RII Buchi, BRA
Sonicador Q700 Fischer Scientific
Speed Vac SPD131DDA Thermo Scientific, EUA
Vortéx K45-2820 Kasvi, EUA
Zetasizer ZS90 Malvern, Reino Unido

4.2 Preparo dos nanossistemas

As nanoparticulas de oxido de ferro estabilizadas com éacido oleico (NPFeO)
utilizadas nesse estudo foram cedidas pela professora Dra. Emilia Celma de Oliveira, do
Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias (IQ-UFG) sintetizadas de acordo com
Shen et al. (2013). Inicialmente foram conduzidos estudos prévios em que foram testados dois
diferentes surfactantes — PVA e BSA — com o objetivo de verificar qual era capaz de melhor
estabilizar a superficie do nanossistema. Para isso, eles foram inseridos nas preparacdes com e
sem as NPFeO e foram usados os seguintes critérios para avalia-los: melhor estabilidade ao
longo de 105 dias, além de caracteristicas macroscopicas como a presenca de precipitados
e/ou particulas em suspensdo, cor e turbidez. Por fim, o nanossistema contendo BSA
apresentou caracteristicas mais satisfatorias de acordo com os critérios acima e entdo foi
explorado para os estudos posteriores.

As NPFeO foram recebidas em pd e para a obtengdo do nanossistema foram
utilizados 1,32 mg delas que foram adicionadas, em tubo de vidro, a 400 pL de PLGA 2%
(recém preparada), 200 pL de DCM (fase oleosa) e 116 pL de uma solucdo de AICIFt em
etanol (1 mg/mL) que no nanossistema desse estudo tinha uma concentracao final de 40 uM

ou 23 pg/mL, respectivamente. Em seguida, a mistura foi submetida a homogeneizacdo em
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vortex por dois minutos e depois passou por procedimento de ultrassonicacdo por 10
segundos em banho de gelo. O método de preparacdo do nanossistema foi o de emulsificacdo-
evaporacdo de solvente no qual, nesse estudo, consistiu na adi¢do de 1,2 mL da fase aquosa,
composta de uma solucdo previamente pronta de BSA 2%, na fase oleosa e logo apds
aplicado um novo ciclo de ultrassonicagdo por um minuto sob banho de gelo. A mistura
resultante, uma emulsdo simples &gua em Gleo (A/O) tendo a estabilidade do seu sistema
mantida pelo BSA, foi transferida para um béquer de vidro e, protegida da luz, permaneceu
sob agitacdo magnética a 500 rpm por duas horas sendo que em seguida os solventes foram
removidos por rotaevaporacdo. Este nanossistema foi denominado NPPMagFt, mas também
foram preparados nanossistemas sem a adicdo das NPFeO (NPPFt), sem conter AICIFt
(NPPMag) e nanossistemas sem ambos, somente com a parte polimérica (NPPs) (FIGURA

13). Na Tabela 5 estdo descritos 0s hanossistemas com seus respectivos componentes.

o9 . — 0 =2, .

: BSA ™~ 1 ¢
NPFeO Acido oleico NPFeO-AQ o i

NPPMagK't

Figura 13. Representacdo esquematica do nanossistema preparado. Fonte: Adapatado de

Shen et al. (2013). (NPFeO: nanoparticulas magnéticas de Oxido de ferro. AO: &cido oleico. PLGA:
poli(acido latico-co-acido glicélico. BSA: albumina sérica bovina. AICIFt: aluminio cloro ftalocianina.
NPPMagFt: nanoparticulas polimérico-magnéticas contendo aluminio cloro ftalocianina).

Tabela 5. Descricdo dos componentes presentes nos nanossistemas desenvolvidos e suas
concentracgdes finais.

Componentes NPPs NPPMag NPPMagFt NPPFt
PLGA (mg/mL) 20 20 20 20

BSA (mg/mL) 20 20 20 20

NPFeO (mg) - 1,32 1,32 -
AICIFt (ug/mL) - - 23 23

(NPPs: nanoparticulas poliméricas. NPPMag: nanoparticulas polimérico-magnéticas. NPPMagFt: nanoparticulas polimérico-magnéticas

contendo aluminio cloro ftalocianina. NPPFt: nanoparticulas poliméricas contendo aluminio cloro ftalocianina).

4.3 Caracterizacao dos nanossistemas

4.3.1 Propriedades coloidais
As variaveis de diametro hidrodindmico (DH), indice de polidispersédo (Pdl) e o
potencial Zeta de superficie (PtZ) dos nanossistemas foram avaliadas através da técnica de

espalhamento de luz dindmico (DLS) e mobilidade eletroforética utilizando o equipamento
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ZetaSizer. Com o intuito de acompanhar a estabilidade das amostras ao longo do tempo,
aliquotas de 1 mL de cada uma delas foram mantidas em trés diferentes condicdes de
armazenamento: na geladeira (4-8 °C); em temperatura ambiente (18-25 °C) e em estufa (37
°C). Para as analises, 20 puL de cada nanossistema eram diluidos em 1.980 pL de agua Milli-Q
e o diluido era colocado em cubetas de poliestireno que eram postos para leitura no
equipamento na temperatura de 18-25 °C, sob um angulo de 90°, laser de 633 nm, apds
estabilizacdo por 60 segundos. As medi¢des iniciaram logo apos o preparo (T0), depois foram
realizadas no 7° dia e em seguida a cada 15 dias até completar 105 dias nas treés temperaturas
de armazenamento, conforme Figura 14 com todas as leituras sendo realizadas em triplicata

com 10 corridas de cada vez.

0 dia 7° dia 15° dia 30° dia 450 dia 60° dia 75°dia 90°dia  105°dia

DH, Pdl, DH, Pdl, DH, Pdl, DH, Pdl, DH,Pdl, DTHPd, DHPdl, DHPdl DH Pdl,
PtZ PtZ PtZ PiZ PiZ. PtZ PiZ PtZ Ptz

Figura 14. Esquema representativo das anélises de propriedades coloidais para definir a
estabilidade dos nanossistemas nas trés condi¢cfes de temperatura de armazenamento (4-8, 18-
25 e 37 °C). (DH: diametro hidrodinamico. Pdl: indice de polidispersdo. PtZ: potencial Zeta).

A técnica de DLS possibilita avaliar pardmetros fundamentais de nanossistemas
em meio liquido, sdo eles: DH, Pdl e o PtZ. O DH é determinado medindo o movimento
Browniano — movimento aleatorio de particulas em liquidos devido o ataque de moléculas ao
seu redor — das particulas difusas em uma suspensdo e é obtido pela iluminacdo que elas
recebem por um laser e analise da flutuacdo da luz que se dispersa por elas, gerando
movimento e determinando seu tamanho. O DLS pode gerar distribui¢cbes de tamanho por
meio de intensidade, nimero e volume. Nesse estudo, esses valores sdo demonstrados por
meio de distribuicbes de intensidade. O Pdl, por sua vez, é obtido a partir da distribuicdo de
tamanho por meio da difracdo da luz e indica a homogeneidade no tamanho das particulas
guando dispersas em meio liquido. Seu valor varia de 0 a 1 sendo que quanto mais proximo
de 0, menor é a variacdo no tamanho, ou seja, mais monodispersa € a amostra analisada
(YAMAMOTO, 2014). O PtZ é uma medida da magnitude da repulsdo ou atracéo
eletrostatica ou das cargas entre particulas em suspensdo com o meio dispersante e oferece
uma visdo detalhada sobre dispersdo, agregacdo e estabilidade de nanossistemas sendo que
guando observada uma alta carga potencial positiva ou negativa essas particulas tendem a se
repelir (MALVERN INSTRUMENTS, 2004). E uma técnica que mede o quéo rapido as
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particulas se movem em suspensdo ao ser aplicado um campo elétrico, uma vez que
nanoparticulas tém carga de superficie que atrai ions de cargas opostas formando dupla
camada elétrica ao seu redor, sendo a primeira formada por ions em sua superficie e a segunda
por meio de interacBes de forcas eletrostaticas de ions livres no fluido (RABE et al., 2011;
YAMAMOTO, 2014).

4.3.2 Propriedades fotofisicas

A caracterizacdo fotofisica dos nanossistemas foi realizada com o auxilio de um
espectrofluorimetro. Essa técnica permite verificar a fluorescéncia dos nanossistemas por
meio de excitagdo continuada resultando em espectros de emissdo e excitacdo. As analises de
fluorescéncia foram realizadas na Central Analitica de Quimica do Instituto de Quimica —
IQ/UnB com comprimento de onda de excitacdo em 350 nm e a faixa espectral de emisséo de
380-850 nm.

4.3.3 Propriedades fisico-quimicas

Neste estudo, todos os constituintes utilizados no preparo dos nanossistemas e 0S
nanossistemas em si foram analisados em um espectrémetro de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) do Laboratério de Espectroscopia Optica, do Instituto de
Fisica — IF/UnB. Inicialmente as amostras foram secas em equipamento SpeedVac e com
massa final em torno de 2 mg de cada uma foram misturadas em almofariz a 70 mg de
brometo de potéassio (KBr) previamente seco em estufa a 37 °C e macerados até
homogeneizacdo das amostras. Em seguida, foram preparadas as pastilhas de KBr por
prensagem e a medicdo no equipamento foi feita com 48 varreduras por amostra na regido de
4000 a 400 cm™.

Além da técnica acima, foi feito o ensaio de determinacdo da capacidade dos
nanossistemas na geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Essa avaliacdo foi
realizada por meio do método de degradacdo do 1,3-difenil-isobenzofurano (DBF) conforme
adaptacGes nos protocolos pré-estabelecidos em estudos anteriores do grupo de pesquisa do
Laboratdrio de Nanobiotecnologia da UnB. Essa molécula possui no espectro de absorbancia
um pico de absorcdo em torno de um 410 nm e ele foi o utilizado para estimar a quantidade de
DBF total sendo que a medida que as ERO védo sendo formadas, o reagente é degradado e a
sua absorbancia sofre decaimento.

Para essa avaliacdo foi utilizado um equipamento emissor de luz desenvolvido
pelo professor Dr. Paulo Eduardo Narciso de Souza do Laboratério de Softwares e
Instrumentagdo em Fisica Aplicada do Instituto de Fisica — IF/UnB (FIGURA 15). Esse



32

equipamento emite luz em comprimentos de onda de 630 nm ou 660 nm e oferece

possibilidade de modificagdo manual de varidaveis como densidade de poténcia, fluéncia,

tempo e distancia da fonte luminosa a serem utilizadas nos ensaios.

Figura 15. Equipamento emissor de luz LED. Fonte: O autor.

Neste estudo, 0s nanossistemas tém concentragdes equivalentes dos seus

constituintes quando presentes, porém, como descrito no topico 4.2, eles ndo possuem 0s

mesmos constituintes. Portanto, nos ensaios e apresentacdo dos resultados com 0s

nanossistemas em conjunto, foram utilizadas diferentes concentrages de AICIFt quando

presente e a massa de PLGA correspondente a essas concentracdes do fotossensibilizante foi

usada como correspondente para 0s nanossistemas sem a AICIFt de forma que os

componentes sempre tivessem a mesma proporcdo em relacdo a concentracdo quando na

auséncia de um deles. Em resumo, a Tabela 6 descreve os componentes dos nanossistemas

em suas diferentes concentrac6es a partir de dilui¢cbes da solucdo estoque.

Tabela 6. Diferentes concentragcbes de PLGA, BSA, NPFeO e AICIFt dos nanossistemas
utilizadas nos ensaios de geragdo de ERO e ensaios in vitro.

PLGA (mg) BSA (mg) NPFeO (mg) | AICIFt (uM) Sigla
0,4 0,4 0,005 2 C1
1 1 0,013 5 C2
1,4 1,4 0,019 7 C3
2 2 0,026 10 C4

(PLGA: poli(acido latico-co-acido glicolico. BSA: albumina sérica bovina. NPFeO: nanoparticulas magnéticas de dxido de ferro.

AICIFt: aluminio cloro ftalocianina).
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Uma solucdo de DBF foi preparada na concentragdo de 0,225 mg/mL em etanol,
sendo logo ap6s agitada em vortex por 2 minutos e deixada em banho de ultrassom para
completa dissolucdo do reagente na solucdo; esta, por sua vez, foi utilizada logo em seguida
considerando a conhecida degradacdo gradual de DBF em solucdo. Para verificar a acdo do
fotossensibilizante, este ensaio foi realizado com 285 pL dos nanossistemas nas
concentragOes definidas na Tabela 6 de acordo com os seus constituintes, em microplacas de
96 pocgos. Em seguida, os nanossistemas foram submetidos a irradiacdo com laser vermelho
(660 nm) a uma distancia de 5 cm da fonte de luz em um espectrofotdmetro acoplado a leitora
de placas com comprimento de onda de 405 nm. Apds isso, adicionou-se 15 pL da solucdo de
DBF em cada poco e fez-se uma nova leitura. Os nanossistemas foram submetidos a 15 ciclos
de irradiacdo com o objetivo de alcancar a estabilizacdo da absorbancia das amostras, sendo
divididas em 11 ciclos de 5 segundos, 1 ciclo de 10 segundos, 2 ciclos de 20 segundos e 1
ultimo ciclo de 40 segundos chegando a uma fluéncia total recebida pelas amostras de 10,12
Jlcm?. Foram também preparados como controles pocos com AICIFt dispersas em H,O e
EtOH nas concentracBes do fotossensibilizante quando presentes nos nanossistemas e esse
experimento foi realizado duas vezes de maneira independente sendo cada um feito em

triplicata.
4.3.4 Propriedades magnéticas

As medidas de magnetizacdo (M) em funcdo de um campo magnético externo (H)
foram realizadas usando um magnetébmetro SQUID do Nucleo de Fisica Aplicada da
Universidade de Brasilia — IF/UnB com objetivo de determinar a M na temperatura de 300 K
e campo alternado na faixa de -30 a +30 kOe. Os nanossistemas foram secos em SpeedVac e
aproximadamente 20 mg de cada um foi colocado no porta amostra que € inserido em uma
vareta dentro do magnetdmetro. Antes de comecar as analises magnéticas, foi feita a

calibracdo do equipamento em relacdo a posicdo e amplitude de oscilacéo.
4.3.5 Propriedades morfolégicas

A caracterizacdo morfolégica dos nanossistemas foi realizada em um MEV
operando a 15 kV no Laboratério de Microscopia e Microandlise do IB-UnB. Para isso,
aliquotas de 20 pL de cada suspensdo dos nanossistemas foram depositados em suportes
metalicos — stubs que foram deixados para secar por 24 horas a temperatura ambiente e apos
esse periodo sua superficie foi metalizada com ouro em um metalizador. As imagens foram

obtidas em varios aumentos determinados pelo equipamento.
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Para MET, 5 pL de cada um dos nanossistemas foram depositados em grades de
cobre cobertas com Formvar® previamente energizadas com carga positiva, ja que 0S
nanossistemas desenvolvidos possuiam carga negativa determinada pelo PtZ no momento da
analise, no equipamento Glow Discharge quanto a morfologia, em diferentes kV — variando
de 80 a 120. Essas andlises foram realizadas no Laboratorio de Microscopia Aplicada as
Ciéncias da Vida (LAMAYV) do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO) no Rio de Janeiro pela Dra. Renata Carvalho Silva.

4.4 Estudos bioldgicos in vitro

4.4.1 Linhagens celulares
Para esses ensaios foram utilizadas linhagens de células tumorais imortalizadas
humanas e murinas, além de fibroblastos murinos também imortalizados, conforme Tabela 7,

adquiridas do banco de células da Universidade Federal do Rio de Janeiro (BCRJ).

Tabela 7. Linhagens celulares utilizadas nesse estudo.

Linhagens celulares Descricao
MCF-7 Adenocarcinoma mamario humano
4T1 Adenocarcinoma mamario murino
NIH-3T3 Fibroblasto murino

Neste estudo, os experimentos foram conduzidos usando-se aliquotas dessas
células que ja se encontravam em nitrogénio liquido no estoque de células do Laboratério de
Nanobiotecnologia do IB-UnB. Todos os ensaios in vitro foram realizados em incubadora de
células a temperatura de 37 °C, com 80% de umidade e 5% de CO..

4.4.2 Meio de cultivo

Para todas as linhagens celulares foi utilizado o meio de cultivo DMEM estéril
tamponado com NaHCO3; com pH de 7,2. Este foi suplementado com 10% (v/v) de SFB e 1%
(v/v) de solucéo de antibidtico (100 U/mL de penincilina e 100 pg/mL de streptomicina).

4.4.3 Manutencéo das linhagens celulares

As células foram cultivadas, apos descongelamento, em garrafas de cultura de 25
cm? contendo 4 mL de meio de cultivo completo e mantidas em incubadora. Os experimentos
in vitro aconteceram a partir do estagio de confluéncia celular igual ou préximo a 80%
visualizado com o auxilio de um microscopio de luz invertido onde também era possivel

acompanhar mudancas na morfologia e detectar possiveis contaminagdes dentro das garrafas,
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seguindo o padrdo pré-estabelecido na rotina de trabalho do Laboratério de
Nanobiotecnologia.

4.4.4 Subcultivos celulares

O estabelecimento dos subcultivos foi realizado a partir do momento em que as
células chegavam a confluéncia aproximada de 80% onde o meio de cultivo era descartado e
em seguida adicionados 2 mL de tripsina (0,25%) nas garrafas permanecendo por cinco
minutos na incubadora — processo de passagem das células. AplOs esse tempo, O
desprendimento das células era observado no microscopio de luz e em seguida adicionado
meio de cultivo completo no mesmo volume de tripsina com o objetivo de inativa-la. O
conteldo total da garrafa era entdo transferido para tubos estéreis do tipo falcon de 15 mL que
era centrifugado a 750 g por trés minutos. O sobrenadante era descartado e o pellet

ressuspendido com 1 mL de meio de cultura completo.

4.4.5 Plaqueamento das células

Para determinacdo do numero de células vidveis a serem usadas nos ensaios in
vitro, 10 pL das células anteriormente ressuspendidas com 1 mL de meio de cultura foram
colocados em um microtubo de 0,6 mL e adicionados 40 uL do corante azul de tripan (0,4%
em PBS). O principio do uso desse corante € que ele s6 penetra nas células com membrana
plasmética defeituosa, indicando que a célula ndo estd viva. Por outro lado, quando a
membrana das células estd integra, o corante ndo entra ou é rapidamente excluido e a
coloracdo nesse caso fica mais clara. Dessa mistura que contém o corante, foram retirados 10
puL e colocados em hemocitobmetro de Neubauer. A concentracdo de células/mL foi
determinada baseando-se na contagem delas nos quadrantes laterais (FIGURA 16) sendo esse

ndmero inserido na férmula abaixo:

numero de células contadas

Nuamero de células em 1 mL = x Fator de diluicio x 10*

numero de quadrantes contados

N N

\\-./?

i Quadrantes
contados
I\-—
Figura 16. Esquema da camara de Neubauer mostrando os quadrantes contados para

determinar o céalculo do numero final de células em cada ensaio. Fonte: Protocolo padrdo do
Laboratdrio de Nanobiotecnologia — 1B/UnB.

\-/
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Depois de feita a contagem, as células eram transferidas para microplacas de
cultura em numero de acordo com 0s experimentos a serem realizados. Além disso, 50 pL de
cada suspensdo de células eram repassados para uma nova garrafa de cultivo (nova passagem
celular) para acompanhar crescimento, morfologia e proceder as repeticbes dos ensaios

quando necessario.
4.4.6 Incorporagdo dos nanossistemas nas células

Para visualizar a internalizacdo das NPPMagFt nas linhagens celulares, foram
padronizadas quatro diferentes concentracdes de AICIFt — 2 uM, 5 uM, 7 uM e 10 uM
presentes em 800 pL do nanossistema. Os procedimentos consistiram no plagueamento de
5x10* de células MCF-7 e 4T1 e 3x10* de células NIH-3T3 em microplacas de 12 pocos e as
células mantidas em incubadora. Transcorridos 24 horas de crescimento celular, o meio de
cultivo foi removido e adicionado o nanossistema nas concentracdes estabelecidas do
fotossensibilizante ou nas concentragfes dos demais componentes quando ndo presente a
AICIFt, conforme Tabela 6 e incubadas por 1, 2, 4, 6 e 24 horas. Apds o término de cada um
desses tempos, os tratamentos foram removidos dos pocos e as células foram lavadas com 500
puL de PBS gelado e logo apo6s foram adicionados 200 pL de tripsina-EDTA 0,25% para
desprender as células aderidas as placas permanecendo por trés minutos na incubadora. 500
pL de meio de cultivo novo foram colocados nos pogos para inativar a tripsina e as células
com o sobrenadante foram dispostas em tubos tipo eppendorf e centrifugados a 2.500 rpm, 4
°C por cinco minutos. Depois da centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e 200 pL de
meio de cultivo novo e 200 puL PBS foram adicionados nos tubos e as células levadas para
analise no citdbmetro de fluxo. Durante esses ensaios, foram contados dez mil eventos por

amostra feitos em triplicata.

4.4.7 Citotoxicidade dos nanossistemas

O ensaio de MTT é um dos mais utilizados para avaliar a viabilidade celular em
ensaios bioldgicos. Trata-se de um ensaio colorimétrico, inicialmente descrito por Mosmann
(1983), que quantifica, de forma indireta, as células vidveis por meio da reducdo do Brometo
de (3-[4,5-dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil tetrazolium]) (MTT) (coloragdo amarela) em um
composto chamado formazan (coloragdo roxa) por meio da acdo de enzimas mitocondriais,
principalmente desidrogenases, de células ativas (FIGURA 17). Ao final, a viabilidade celular
é indicada pela formacdo dos cristais de formazan no meio que sdo quantificados por

espectrofotometria.
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Figura 17. Metabolizacdo do MTT em sal de formazan reduzido por enzimas mitocondriais
de células viaveis. Fonte: Adaptado de Medrano (2018).

Para a realizacdo desses experimentos, foram semeadas 5x10° células das
linhagens MCF-7 e 4T1 e 3x10° células de NIH-3T3 em microplacas de 96 pogos. Apés 24
horas de crescimento celular em incubadora, o meio de cultura foi substituido e as células
foram expostas a 200 pL dos nanossistemas e a AICIFt livre, conforme especificado na
Tabela 6, sendo em seguida incubadas por 24 horas.

Apdbs o tempo de tratamento das células com 0s grupos experimentais, 0 meio de
cultivo foi descartado e adicionado neles 150 pL de uma solucdo de MTT (0,5 mg/mL) a 10%
em meio de cultivo novo. As placas foram ent&o colocadas na incubadora e permaneceram em
repouso, protegidas da luz, por duas horas. Depois, 0 MTT foi retirado e substituido por 100
puL de DMSO para dissolucdo dos cristais de formazan. O conteddo dos pogos foi
homogeneizado e apds trés minutos a absorbancia dos pocos foi mensurada a 595 nm por
meio de espectrofotdmetro conjugado a uma leitora de microplacas. Foram realizados, para
cada linhagem celular, experimentos com trés repeti¢cbes em triplicata e os resultados obtidos
foram expressos como porcentagem de viabilidade celular em relacdo ao controle (meio

DMEM completo com células, sem nenhum tratamento, com viabilidade em 100%).

4.4.8 Citotoxicidade mediada pela TFD com 0s nanossistemas

Este ensaio foi realizado com o intuito de avaliar a eficicia dos nanossistemas na
TFD. Os procedimentos foram adaptados do descrito em Rodrigues (2018). Sendo assim, foi
realizado o plagueamento das células nas mesmas condicdes do tépico anterior e apds 24
horas de incubagdo, o meio de cultivo foi descartado e as células foram expostas apenas a
menor (C1) e a maior (C4) concentragdo dos nanossistemas e da AICIFt livre, definidas na
Tabela 6, em triplicata, por 15 minutos e quatro horas, em incubadora. Células sem qualquer
tratamento foram utilizadas como controle.

Ao término de cada um desses tempos, as células foram lavadas com PBS gelado

duas vezes e irradiadas com equipamento de emissdo de luz, mostrado na Figura 15, com
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comprimento de onde de 660 nm, por 10 minutos e com uma distancia de 10 cm da fonte de
luz para a placa. Nessas condicdes, a densidade de energia chegou a 23 J/cm? e enquanto uma
placa era submetida a irradiacdo para averiguar a fototoxicidade, outra idéntica era mantida no

escuro para verificacdo da toxicidade nessa condicao.

A Figura 18 ilustra como foram dispostos 0s grupos experimentais na microplaca
de 96 pocos.

Figura 18. Disposicdo dos grupos experimentais, em duas concentrac@es, nas placas para o
ensaio de TFD. Pocos em cinza: controle (células com meio de cultivo completo, sem
tratamento; Pocos em preto: AICIFt em H,0; Pocos em verde: NPPs; Pocos em vermelho:

NPPMag; Pocos em laranja: NPPMagFt; Pocos em azul: NPPFt (AICIFt: aluminio cloro
ftalocianina. H,O: agua. NPPs: nanoparticulas poliméricas. NPPMag: nanoparticulas polimérico-magnéticas.
NPPMagFt: nanoparticulas polimérico-magnéticas contendo aluminio cloro ftalocianina. NPPFt: nanoparticulas
poliméricas contendo aluminio cloro ftalocianina).

Apbs a irradiacdo ou incubacdo no escuro, as células foram lavadas com PBS
gelado e depois um novo meio de cultivo foi adicionado. As placas, protegidas da luz com
papel aluminio, foram colocadas na incubadora por 24 horas e finalizado esse periodo foi
realizado o teste colorimétrico de MTT conforme descrito no topico 4.4.7.

4.5 Andlises estatisticas

Os dados obtidos nos diferentes ensaios de caracterizacdo e atividade bioldgica in
vitro deste estudo foram plotados e os gréficos construidos usando o programa Origin Pro® 8
(Origin Lab Corporation) e/ou GraphPad Prism 6. Foram realizados os testes estatisticos de
analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey para os dados de estabilidade
coloidal e o teste de Bonferroni para os dados dos ensaios in vitro, todos com um nivel de
significancia de 95% (p<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacéo das propriedades coloidais

Os nanossistemas preparados ndo apresentaram formacdo de precipitados ou a
presenca de particulas em suspensdo. A cor e turbidez das solucBes foram de acordo com 0s
componentes presentes em cada nanossitema e na Figura 19 estdo registradas fotos apds o

preparo de cada nanossistemas.

-

Figura 19. Registro dos nanossistemas logo apds suas preparagdes. (A) NPPs; (B) NPPMag;

(C) NPPMagFt; (D) NPPFt. (NPPs: nanoparticulas poliméricas. NPPMag: nanoparticulas polimérico-
magnéticas. NPPMagFt: nanoparticulas polimérico-magnéticas contendo aluminio cloro ftalocianina. NPPFt:
nanoparticulas poliméricas contendo aluminio cloro ftalocianina).

De acordo com Baek & Kun (2013), a caracterizacdo coloidal de nanossistemas é
imprescindivel quando a sua utilizacdo é o carreamento de farmacos e/ou moléculas para fins
terapéuticos. ApOs o preparo, 0s nanossistemas tiveram suas medidas de DH, Pdl e PtZ
mensuradas no ZetaSizer obtendo as médias das analises. Os resultados estdo expressos na
Tabela 8.

Tabela 8. Valor médio das propriedades coloidais dos nanossistemas logo apos sua
preparacdo (Média de triplicatas + desvio padrdo da média).

Nanossistemas | DH (hm) Pdl PtZ (mV)
NPPs 186,8+0,5 | 0,116+0,02 | -36,4+1.1
NPPMag | 5559443 | 0133005 | -36,2+1.3
NPPMagFt | 5155495 | 0097+0,02 | -32,3+1.4
NPPFt

200,5+1,1 | 0,097+0,01 | -28,2+1,1

(NPPs: nanoparticulas poliméricas. NPPMag: nanoparticulas polimérico-magnéticas. NPPMagFt: nanoparticulas poimérico-magnéticas
contendo aluminio cloro ftalocianina. NPPFt: nanoparticulas poliméricas contendo aluminio cloro ftalocianina. DH: diametro hidrodinamico.

PdI: indice de polidispersao. PtZ: potencial Zeta).
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E possivel observar que as amostras que contém caracteristicas magnéticas e/ou
com o fotossensibilizante apresentaram os maiores valores de DH, destacando-se as NPPMag.
Ao comparar os valores de DH no TO dos nanossistemas, observou-se que as NPPMag foram
as unicas que diferiram significativamente (p<0,05) dos outros nanossistemas desenvolvidos.
A partir desses resultados, ressalta-se que a incorporacdo das NPFeO nos nanossistemas afeta
os didmetros dos mesmos apds o preparo e que quando a AICIFt é incorporada, verifica-se
uma reducdo dos diametro. O nanossistema sem contribuicdo magnética, porém com o FS
(NPPFt), ndo difere daquele unicamente polimérico (NPPs). N&o foram observadas diferencas
significativas (p<0,05) entre as médias dos valores de TO para o parametro Pdl nem para o
PtZ quando analisados entre os nanossistemas. Além disso, todos os dados de Pdl estiveram
abaixo de 0,2 o que sugere uma distribuicdo homogénea e monodispersa das populacfes de
particulas. O PtZ mostrou ainda que a carga de superficie foi negativa, indicando suspensées
com boa estabilidade coloidal ap6s preparadas.

Vale ressaltar que o aspecto macroscéopico de todas as suspensdes de NPs ndo
mostrou, ao longo do estudo, a formacéo de precipitados nem particulas em suspensdo, além
disso, a coloracdo manteve-se a mesma que a observada apos a preparacdo dos nanossistemas
e mesmo sob diferentes condi¢des de temperatura de armazenamento, ndo foram observadas
reducdes dos volumes (evaporacdo) das aliquotas armazenadas para o estudo dos testes de
estabilidade. Nesse sentido, foi monitorada ao longo de 105 as propriedades de DH e Pdl dos

nanossistemas e 0s dados estdo expressos em graficos ao longo dos dias (FIGURA 20).
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Figura 20. Caracteristicas coloidais ao longo de 105 dias do diametro hidrodinamico (DH)
(esquerda) e indice de polidispersdo (Pdl) (direita) dos nanossistemas nas trés condi¢Ges

de temperatura de armazenamento. (A) 4-8 °C; (B) 18-25 °C; (C) 37 °C (NPPs: nanoparticulas
poliméricas. NPPMag: nanoparticulas polimérico-magnéticas. NPPMagFt: nanoparticulas polimérico-
magnéticas contendo aluminio cloro ftalocianina. NPPFt: nanoparticulas poliméricas contendo aluminio

cloro ftalocianina. DH: diametro hidrodinamico).
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Apobs 105 dias, foi possivel obter gréficos com comportamentos distintos dos
nanossistemas em relacdo a estabilidade. Quando estes permaneceram na geladeira (FIGURA
20A), foi possivel observar menor amplitude de variacdo dos valores de DH sendo que ao
final dos 105 dias o tamanho ficou em 210,4 + 1,6 nm para NPPs, 246,1 £ 9 nm para
NPPMag, 220 + 2,8 nm para NPPMagFt e 146 + 2,1 nm para NPPFt. Como se observa na
Figura 20A, os nanossistemas com contribuicdo magnética (NPPMag e NPPMagFt)
diminuiram o DH no 105° dia em relacdo ao tamanho medido logo apds sua preparacao (TO0).
Penteado (2016) observou um aumento no DH de micelas poliméricas contendo ou nédo a
AICIFt em diferentes concentragfes apos 42 dias armazenadas nessa mesma temperatura e
isso pode estar relacionado ao aprisionamento de moléculas de dgua nas cadeias poliméricas a
partir de ligacGes de hidrogénio (SCHERLUND et al., 2000; FOSTER et al., 2009). Em
relacdo ao Pdl, ap6s os 105 dias, para todos os nanossistemas o valor ficou abaixo de 0,2
indicando monodispersdo das particulas em suspensdo, destacando-se as NPPMagFt como o
nanossistema que mais permaneceu estavel ao longo do tempo, tendo um Pdl de 0,121 logo
apos seu preparo e 0,127 apds 105 dias. Ndo foram notadas diferencas significativas (p<0,05)
entre as nove médias de DH e Pdl quando comparadas entre si ao longo dos 105 dias,
demonstrando estabilidade dos nanossistemas quando acondicionados na geladeira.

Acondicionados a 18-25 °C (FIGURA 20B), os nanossistemas variaram de
comportamento a partir dos 60 dias. Isso foi mais facilmente observado em NPPMag em que
0 aumento de DH foi de até 53% maior aos 75 dias em comparacdo ao valor medido
anteriormente; além disso, NPPMagFt e NPPFt, aos 90 dias de armazenamento aumentaram
em até 40% e 60% o tamanho em relacdo a medida anterior, respectivamente. Ao final das
analises, apenas as NPPs tinham um DH préximo de 200 nm. Ao comparar o0 DH medido nos
diferentes dias para um mesmo nanossistema, foram encontradas diferencas significativas
(p<0,05) entre valores obtidos somente a partir de 90 dias, como por exemplo, nas NPPs em
que a medida do 90° dia diferia significativamente daquela do 75° dia; nas NPPFt o DH do 90°
dia apresentou notavel diferenca daquele obtido aos 15, 30 e 45 dias; para as NPPMagFt
somente na Gltima analise, aos 105 dias, houve diferenca significativa em relacdo ao DH do
45° dia. Por esses achados e ndo levando em consideragdo o nanossistema NPPs, mostra-se
que 0 nanossistema com todos os constituintes — NPPMagFt — foi 0 mais estavel em
temperatura ambiente, podendo esse ser mantido nessas condigdes por até trés meses, ndo
sendo necessario expor as NPs ao frio ou calor por um longo periodo. O Pdl das NPPs e
NPPMagFt a partir do primeiro més de estocagem aumentou consideravelmente, porém, no

105° dia os valores ficaram proximos de 0,23; no caso das NPPMag e NPPFt, mudancgas mais



43

pronunciadas foram observadas ap6s o segundo més, sendo que o Pdl chegou a 0,56 e 0,29
apos o 75° dia, respectivamente, mostrando um aumento de pouco mais de trés vezes em
comparacdo a mesma medida no TO. Quando as médias de Pdl obtidas de um mesmo
nanossitema foram comparadas entre si, ndo observou-se diferencas significativas (p<0,05).

Quando armazenadas em estufa a 37 °C (FIGURA 20C) é dificil estimar a
estabilidade dos nanossistemas desenvolvidos uma vez que eles mostraram menor
estabilidade j& ap0s o 7° dia de preparacdo e armazenamento e os valores observados
chegaram em 2.463 £ 450 nm, 3.063 £ 613 nm e 1.078 £ 243 nm, respectivamente para
NPPMag, NPPMagFt e NPPFt, em contraste, destaca-se as NPPs que permaneceram estaveis
ao longo de todas as medidas. Nessa condicdo, os valores de DH das NPPMag e NPPMagFt
apos o 7° dia foram estatisticamente diferentes (p<0,05) daqueles obtidos nos dias 0, 45, 60,
75, 90 e 105, mostrando que, pelo menos por duas semanas, esses nanossistemas podem ser
mais sensiveis e sofrer alteracbes conformacionais na estrutura de seus constituintes
organicos, levando a mudancas na superficie das NPs alterando assim seu comportamento em
meio aquoso. Além disso, o DH das NPPFt apo6s 60 dias diferiu significativamente (p<0,05)
dos valores do dia 0, 30, 45, 90 e 105. O Pdl nessa condi¢do também mostrou-se bastante
diferente ja ap0s sete dias e mesmo demonstrando um diminuigdo nas duas analises seguintes,
voltou a apresentar aumento de tamanho apds o 45° dia. Em relacdo ao TO, os indices de Pdl
alcancados para NPPs, NPPMag, NPPMagFt e NPPFt aumentaram 59%, 75%, 60% e 71%,
respectivamente e ndo houveram diferencas significativas (p<0,05) na comparacao entre as
médias de Pdl de um mesmo nanossitema quando comparadas entre si.

A partir da Figura 21 é possivel observar os valores de PtZ dos nanossistemas no
periodo de andlise desse estudo. Estudar as cargas adsorvidas na superficie de NPs torna-se
interessante uma vez que nos estudos de atividade bioldgica elas sdo aplicadas em células
tumorais que possuem seu microambiente tumoral carregado positivamente (WEINBERG,

2014). Logo, se possuirem carga oposta, o efeito sob as células cancerosas pode ser maior.
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Figura 21. Caracteristicas coloidais do potencial Zeta dos nanossistemas nas trés condicdes

de temperatura de armazenamento. (A) 4-8 °C; (B) 18-25 °C; (C) 37 °C (NPPs: nanoparticulas
poliméricas. NPPMag: nanoparticulas polimérico-magnéticas. NPPMagFt: nanoparticulas polimérico-
magnéticas contendo aluminio cloro ftalocianina. NPPFt: nanoparticulas poliméricas contendo aluminio cloro

ftalocianina).
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Nesse estudo é possivel observar que a temperatura de armazenamento influencia
na estabilidade dos nanossistemas quanto ao PtZ. Inicialmente, quando armazenados em
geladeira, eles ndo apresentam grande amplitude de variacdo até 30 dias de estocagem e
mantiveram-se entre -20 mV e -40 mV demonstrando boa estabilidade. A partir de entdo, as
NPPs e NPPFt foram 0s nanossistemas que mais sofreram modificacdo nos seus valores de
Ptz até o periodo final de 105 dias. Assim como o comportamento do DH na mesma
temperatura de armazenamento de 4-8 °C, as NPPMag e NPPMagFt foram as que menos
tiveram modificacdo nos indices de PtZ; enquanto o primeiro nanossistemas variou de -23,1 £
1,4 mV no TO para -22,8 + 4,3 mV no 105° dia, o outro nanossistema foi de -26,4 + 0,7 mV
no TO para -32,3 £ 0,2 mV no 105° dia.

A temperatura ambiente (18-25 °C) e sob estresse térmico (37° C), destaca-se 0
comportamento apresentado pela NPPFt que, no primeiro caso, aumentou seus valores de
carga de superficie até os 90 dias de analise; ja no segundo caso, comportou-se de forma
inversa chegando a ultrapassar o ponto isoelétrico mais de uma vez, mudando de carga.
Segundo Aradjo (2017), isso pode ser resultado de cations nos nanossistemas que tendem a
ser liberados na fase dispersante, alterando o PtZ e essas avaliagdes corroboram com os dados
de DH e Pdl de NPPFt nessas duas condi¢Ges que mostram bastante instabilidade (FIGURA
21B e 21C). E possivel perceber que apenas na condicio de 37 °C no 15° dia e permanecendo
assim até o final das anélises todos 0s nanossistemas mudam de carga de superficie, tornando-
a positiva, exceto as NPPFt que retornam a ter carga superficial negativa ap6s o 45° dia. Além
disso, ao comparar os diferentes valores de PtZ alcancados pelos nanossistemas foi revelada
auséncia de diferencas estatisticas entre eles (p<0,05) nas trés condi¢des de temperatura de
armazenamento.

Alguns trabalhos foram conduzidos preparando nanossistemas similares aos aqui
desenvolvidos. Yu et al. (2012) prepararam NPs de PLGA estabilizadas com 3% de BSA com
um DH de 420 nm e PtZ em torno de -20 mV. Romero et al. (2010) também produziram NPs
de PLGA com 3% de BSA na superficie e encontraram valores de DH em torno de 450 nm.
Os autores observaram que a 1% de BSA o tamanho aumentava para 520 nm e de acordo com
He et al. (2008), o caréater anfifilico da proteina usada para estabilizar a formulacdo foi um
fator importante na reducéo do tamanho das NPs. Ja a carga de superficie delas, independente
da concentragdo do BSA, permaneceu em torno de -25 mV. Em um estudo recente,
Saengruengrit et al. (2018) também obtiveram NPs de PLGA com BSA e o DH delas esteve
em torno de 270 nm, com Pdl de 0,1 e PtZ de -10 mV.
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Nesse mesmo trabalho, Saengruengrit et al. (2018) produziram NPs de PLGA
revestidas com BSA, porém encapsulando NPFeO em uma massa inicial de 25 mg e o valor
de DH foi de 285 nm, com Pdl de 0,167 e PtZ de -11 mV; os autores ainda determinaram que
0 nimero de NPFeO no nanossistema era de 1.390. Outros estudos produziram nanoesferas de
PLGA contendo 5 mg de NPFeO como o de Mosafer et al. (2017a) que encontrou um
tamanho de 170 nm, populagdo monomodal com Pdl de 0,043 e o de Silva et al. (2013) em
que o DH foi de 202 nm com Pdl de 0,097 e -7 mV, no entanto para esses dois ultimos, o
surfactante usado para estabilizacdo da emulséo simples formada foi o PVA. O DH e PtZ das
NPPs foi menor do que os das NPPMag em todas temperaturas de armazenamento.
Corroborando com isso, Bootdee et al. (2012) prepararam NPs de PLGA e observaram que ao
adicionar NPFeO havia um aumento no tamanho das particulas que ia de 359 nm para 400
nm. Além disso, outra similaridade é que o PtZ das NPs sem contribuicdo magnética foi
maior em mddulo (-26,8 mV) do que as que continham o ferro (-24,1 mV). Paula et al. (2013)
desenvolveram NPs de PLGA com AICIFt encapsulada e encontraram valor de DH de 178
nm, com Pdl de 0,116 indicando uma populacdo monodispersa e PtZ alto chegando a -50 mV.
As NPPFt do presente estudo, na temperatura de armazenamento de 4 °C, tiveram um
tamanho e Pdl obtido por DLS de 146 nm e 0,183, respectivamente, no entanto, a carga de
superficie foi menor em mddulo -24,7 mV podendo ser devido a concentracdo do
fotossensibilizante que era dez vezes menor.

O tamanho médio das NPs é um dos parametros mais importantes para determinar
0s destinos in vitro e in vivo de nanossistemas com fins terapéuticos (ALEXIS et al., 2008;
PERRAULT et a., 2009). Tamanhos reduzidos favorecem na transposi¢cdo de barreiras
biolégicas e aumentam a area superficial proporcionado uma maior interacdo com meios
biologicos (MAINARDES & EVANGELISTA, 2005; ALEXIS, et al., 2008; JAIN &
KUMAR, 2010). A maioria das aberturas nas barreiras endoteliais € da ordem nanomeétrica,
entdo é recomendado que 0s nanossistemas que transportam moléculas pela corrente
sanguinea tenham um tamanho de até 300 nm, favorecendo também o efeito de
permeabilidade e retencdo aumentado (EPR) dentro da vasculatura tumoral (GUPTA &
KOMPELLA, 2006). Além disso, a absorcdo celular das NPs é realizada por meio de
mecanismos de fagocitose quando elas formam agregados ou t€ém didmetro maior que 10 um,
pinocitose quando os diametros sao menores que 1 um ou estdo em solucao e ainda por meio
de endocitose quando as NPs tém entre 25-50 nm e possuem ligantes especificos que

permitem seletivamente maior de farmacos em determinados sitios (FARAJI & WIPF, 2009).
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A fagocitose é realizada por células dendriticas, macrdéfagos e neutrofilos; ja a pinocitose
pode ser feita por qualquer tipo celular.

As NPs acumulam-se preferencialmente nos tumores solidos devido
caracteristicas ligadas a vetorizacdo passiva e ativa. Enquanto na vetorizacdo passiva esse
acumulo ¢ devido a fisiologia anormal dos vasos presentes nos tumores, & morfologia esférica,
ao reduzido tamanho, a auséncia de modificacdo na superficie das NPs e ao efeito EPR que
pode acumula-las e promover liberacdo dos agentes terapéuticos; na vetorizacdo ativa 0 uso
de ligantes especificos de superficie (anticorpos, peptideos) e modificacBes estruturais nas
NPs (carga de superficie, polimeros, tensoativos) melhora o direcionamento das moléculas
transportadas ou, no caso de modificagdo com polimeros e tensoativos que alteram a carga,
reduz a captura pelo sistema fagocitico mononuclear (SFM) que faria diminuir a eficacia do
tratamento (OLIVEIRA et al., 2012; SAHOO et al.,, 2017). Torna-se importante esse
mecanismo de vetorizagdo ativa uma vez que, segundo Owens Il & Peppas (2006), as NPs
sem modificagbes estruturais sdo mais susceptiveis a problema de rapida remogdo da
circulacdo sanguinea apdés administracdo intravenosa e isso pode diminuir a possibilidade
delas atingirem as células alvo ja que seriam presas em 6rgdos como figado, baco e
linfonodos (PESTANA, 2009; VASSILIOU et al., 2010).

Nesse sentido, os parametros coloidais obtidos por DLS podem ser modulados por
meio de diversos fatores como: os solventes envolvidos na preparacdo, o método de obtencédo
dos nanossistemas, a massa dos constituintes, a interacdo entre esses diferentes constituintes,
tempo de sonicacdo e evaporacdo dos solventes e o meio dispersante (RAO e GECKELER,
2011). Nesse estudo, a concentracdo de PLGA e BSA foi de 20 mg/mL, além de 0,264
mg/mL de NPFeO foram utilizadas no preparos dos diferentes nanossistemas. Yu et al. (2012)
atribuem elevados valores de DH & camada hidrofilica dos surfactantes utilizados na
preparacdo dos nanossistemas e que tendem a ficar sobre a superficie deles. Além disso, essa
cobertura pode gerar uma camada escura na superficie formando uma estrutura nlcleo-casca
que pode contribuir para o aumento da espessura das NPs. As moléculas individuais de BSA
podem chegar a ter tamanhos de 6,8 nm e ao formarem agregados podem se juntar as
moléculas de PLGA aumentando o tamanho das NPs, além da propria camada de solvatacdo
que reveste as particulas em meio aquoso e que devido ao efeito corona pode ancorar muitas
moléculas em sua superficie (GONZALEZ FLECHA & LEVI, 2003; YU et al., 2012). De
acordo com Shakweh et al. (2005) e Zhou et al. (2009), particulas de BSA com até 20 nm
podem ser dispersas na interface do PLGA com 0 meio aquoso e gerarem aumento no

diametro quando medido por DLS. A partir do exposto, vale ressaltar que no presente estudo,
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0 nanossistema NPPs apresentou DH méximo de 214 + 14 nm com Pdl de 0,2 + 0,01 e uma
vez que seu DH esteve abaixo daqueles relatados nos trabalhos anteriores e apresentou uma
populacdo com distribuicdo homogénea, ndo aparenta ter sofrido tantas interferéncias da
camada de polimerizacdo causada pela concentracdo do PLGA utilizada, nem mesmo da
agregacdo de moléculas livres de BSA.

Em relacdo as particulas poliméricas, os resultados expostos do presente estudo
corroboram com os de Silva et al. (2013) que ao preparar NPs de PLGA estabilizadas com
BSA estudaram a influéncia de diferentes concentra¢fes do polimero no DH e constataram
que conforme essa concentracdo aumentava, o tamanho das NPs também era maior, além
disso, eles observaram que com um minuto de sonica¢do as NPs ja tinham seu DH préximo
de 250 nm e esse também foi o tempo em que as NPPs tiveram de sonicacdo no presente
estudo. De acordo com eles, esse comportamento também ja havia sido relatado anteriormente
nos estudos de Feczkd et al. (2011) e Van de Ven et al. (2011). O principal fator que explica
esses resultados € o aumento da viscosidade na solucéo a partir do aumento da concentragédo
polimérica que pode gerar emulsGes instaveis com particulas maiores (MAINARDES &
EVANGELISTA, 2005; PAL et al.,, 2013). Bilati et al. (2003) estudando o tempo de
sonicagdo como método de diminuicdo no didametro de nanocépsulas de PLGA, mostraram
que a formacdo de uma dupla emulsdo A/O/A com um tempo de sonicacdo de 20 segundos
reduziu o tamanho médio das NPs para uma faixa entre 260-280 nm em compara¢do com a
primeira etapa de formacdo de emulsdo simples. Além disso, as NPPMag mesmo com uma
guantidade inferior de NPFeO daquelas apresentadas nos trabalhos acima permaneceram
estaveis quando acondicionadas na geladeira com um DH de 246 + 8,9 nm e a adicdo dessa
contribuicdo magnética influenciou em um aumento de 15%, 39% e 25% nas NPPMag
mantidas sob temperatura de armazenamento de 4-8 °C, 18-25 °C e 37 °C logo apds sua
preparacdo e no tempo final de 105 dias, respetivamente.

Alguns outros trabalham demonstram que, assim como relatado nesse estudo, o
DCM também foi o solvente orgénico utilizado no preparo dos nanossistemas e essa
utilizacdo quando otimizada a concentracdo do polimero foi capaz de induzir uma diminuicao
no diametro médio de NPs de PLGA. Manchanda et al. (2010) formularam NPs de PLGA
como sistemas de entrega de doxorrubicina (DOX) com tamanhos de 137 nm quando a
concentracdo de PLGA é 13,3 mg/mL e 164 nm quando essa concentracdo aumenta para 66,7
mg/mL com o aumento de encapsulamento da droga sendo proporcioanal ao aumento da
concentracdo do polimero. Segundo os autores, esse comportamento € resultado do aumento

da disponibilidade de PLGA na fase organica que aumenta a resisténcia viscosa da mistura, a
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faz absorver mais energia para agitacdo, leva a uma reducdo da tensdo de cisalhamento e
resulta em particulas maiores. Budhian et al. (2007) ao preparar NPs de PLGA contendo o
farmaco haloperidol também relatam um aumento no DH a medida que a concentracdo de
PLGA € maior; eles também observaram que a medida que o volume de DCM aumenta de 1
mL para 10 mL, o tamanho das particulas permanece 225 nm, no entanto, o teor do farmaco
diminui de 1,8% para 1% uma vez que na presenca de maior volume de DCM o tempo de
evaporacdo desse também sera aumentado e isso pode reduzir o conteddo do farmaco. Além
disso, 0 método de evaporacdo de solventes hd muito tempo vem sendo relatado como
importante em preparacdes de NPs de PLGA uma vez que resulta em particulas porosas, com
formatos uniformes e maior eficiéncia de carreamento de drogas (ALEX & BODMEIER,
1990; JEYANTHI et al., 1996; YUSHU & VENKATRAMAN, 2006). Nesse sentido, Ashjari
et al. (2012) compararam as propriedades coloidais de nanocapsulas de PLGA contendo
cisplatina e nanoparticulas magnéticas que foram obtidas por meio da técnica de evaporacao
do solvente DCM a temperatura ambiente ou por evaporacdo a pressdo reduzida e enquanto
no primeiro caso o tamanho foi de 142 nm, com Pdl de 0,071 e PtZ de -16,5 mV, no segundo
tipo de eliminacédo de solvente utilizado o tamanho elevou-se para 314 nm com Pdl em torno
de 0,102 e PtZ de -10,5 mV.

Diante dos resultados expostos observou-se que, de modo geral, 0s nanossistemas
mantiveram melhor estabilidade coloidal quando armazenados em baixas temperaturas (4-8
°C) até 105 dias de preparo. Dessa forma, para 0s estudos de caracterizacdo e 0s ensaios in

vitro optou-se por amostras acondicionadas nessa condicdo de temperatura.

5.2 Avaliacao das propriedades fotofisicas

As andlises de intensidade de fluorescéncia dos nanossistemas com a AICIFt
demonstraram que elas exibem propriedades interessantes para uso em TFD uma vez que
ambas — NPPMagFt e NPPFt — apresentaram pico maximo na faixa terapéutica de TFD (600 —
1000 nm), sendo entre 680 nm e 685 nm, respectivamente (FIGURA 22C e 22D). Esses
valores mostram que o fotossensibilizante tem deslocamento no seu pico de emissdao maximo
uma vez que quando disperso em H,O e EtOH era de 690 nm (FIGURA 22A e 22B,

respectivamente).
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Figura 22. Espectro de fluorescéncia dos nanossistemas. (A) AICIFt em H,0; (B) AICIFt em

EtOH; (C) NPPMagFt; (D) NPPFt. (AICIFt: aluminio cloro ftalocianina. H,O: 4gua. EtOH: Etanol
NPPMagFt: nanoparticulas polimérico-magnéticas contendo aluminio cloro ftalocianina. NPPFt: nanoparticulas

poliméricas contendo aluminio cloro ftalocianina).

O comportamento dos nanossistemas sem o fotossensibilizante — NPPs e NPPMag

— foi similar. Neles, os espectros mostraram mais ruidos e apresentaram-se irregulares
(FIGURA 23A e 23B). Pdde-se observar um pico em torno de 660 nm, 750 nm e outro

proximo de 815 nm, que pode ser oriundo do fendmeno de difracdo de segunda ordem (PY-
DANIEL, 2017).
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Figura 23. Espectro de fluorescéncia dos nanossistemas. (A) NPPs; (B) NPPMag. (NPPs:
nanoparticulas poliméricas. NPPMag: nanoparticulas polimérico-magnéticas).

Vale a pena ressaltar que diversos estudos do grupo de pesquisa do Labotarorio de
Nanobiotecnologia da Universidade de Brasilia/UnB investigaram caracteristicas de
fluorescéncia da AICIFt, no entanto, nestes trabalhos o nanossistema utilizado era de
nanoemulsdes. Os resultados mostram picos méaximos de fluorescéncia entre 670-690 nm
(SILVA, 2013; MONGE-FUENTES, 2014; RODRIGUES, 2014; PY-DANIEL, 2017
RODRIGUES, 2018) e sdo compativeis com Detty et al. (2004) que afirmam que um
fotossensibilizante deve sofrer excitacdo com luz em comprimento de onda entre 600-800 nm
sendo essa uma janela Optica ideal para aplicacdes em TFD.

Outros dois trabalhos realizados pelo grupo de pesquisa estudaram nanossistemas
poliméricos contendo a AICIFt e suas propriedades fotofisicas de fluorescéncia, entretanto,
esse € 0 primeiro estudo que descreve tais propriedades em nanossistemas polimérico-
magnéticos. De acordo com Muehlmann et al. (2014), o FS quando associado a NPs
poliméricas apresenta banda maxima de absorcdo de fluorescéncia em torno de 690 nm.
Penteado (2016) mostra que quando a AICIFt esta incorporada em micelas poliméricas é
possivel observar um Unico pico de fluorescéncia em torno de 680 nm. Além disso, em um
estudo de Paula et al. (2013) foi demonstrado que nanocéapsulas de PLGA contendo AICIFt
apresentam pico maximo em 680 nm e que quando comparados o perfil dos espectros de
fluorescéncia desse FS disperso em EtOH em sua forma livre (meio homogéneo) em relagéo a
sua forma conjugada em nanossistemas (meio heterogéneo) séo observados desvios de até 10

nm devido as forgas intermoleculares da ligacdo dele com o polimero.
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Segundo Rico et al. (2013), as ftalocianinas quando dispersas em etanol e em
estado de ndo agregacao tendem a exibir suas caracteristicas de emissao de fluorescéncia na
faixa de 650-700 nm e esta foi a faixa observada para os nanossistemas do presente estudo
sendo importante uma vez que essa é a regido do vermelho no espectro e a luz nesse intervalo
de comprimento de onda tem grande capacidade de permear estruturas bioldgicas
(MUEHLMANN et al., 2015; RODRIGUES et al, 2015). Como a maioria dos
fotossensibilizantes possui natureza quimica hidrofébica dificultando a sua incorporacdo em
meios biolégicos (MUEHLMANN et al., 2015; CAMERIN et al., 2016) torna-se importante a
obtengdo de nanossistemas que os deixem livres de possibilidade de agregacdo levando a
perda de suas propriedades fotofisicas (LONGO et al., 2009; RODRIGUES et al., 2015), além
de protecdo desses nanossistemas a luz uma vez que isso pode levar a degradacdo da AICIFt
(MUEHLMANN et al., 2015; RODRIGUES et al., 2015).

5.3 Avaliacao das propriedades fisico-quimicas

53.1FTIR

Neste estudo, utilizou-se a espectroscopia na regido do infravermelho para
determinar a interacdo de grupos funcionais do FS e o sistema carreador. O nanossistema
estudado neste trabalho carrega a aluminio cloro ftalocianina em uma nanoparticula
polimérica de PLGA contendo BSA como surfactante, o qual contém nanoparticulas
magnéticas de 6xido de ferro (NPFeQ) revestida com &cido oleico.

O espectro no FTIR do &cido oleico puro foi analisado por Mosafer et al. (2017a)
e indicou a formagdo de dimero devido a presenca da banda em 1713 cm™ atribuida ao
estiramento da carbonila (vC=0) ligada ao H, devido a presenca de ligacdes de hidrogénio, e
uma banda em 1285 cm™ devido ao vC-O. A formacio do dimero pode ser confirmada
também pela localizacdo da banda em 3000 cm™ atribuida a0 vO—H do dimero ligado ao H e
duas bandas em 2929 e 2885 cm™ correspondentes aos modos de estiramentos assimétrico e
simétrico do CH,, respectivamente. As bandas em 1439 e 938 cm™ foram atribuidas as
deformacdes no plano e fora do plano do O—H, respectivamente.

Os espectros de FTIR do BSA, PLGA e das NPPs, estdo apresentados na Figura
24.
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Figura 24. Espectros vibracionais na regido do infravermelho do BSA, PLGA e das NPPs.
(BSA: albumina sérica bovina. PLGA: poli(acido latico-co-acido gliclico. NPPs: nanoparticulas poliméricas).

As bandas caracteristicas dos espectros da proteina no FTIR sdo as bandas amida |
e amida Il na regido de 1400-1700 cm™ (BYLER & SUSI, 1986), que sdo aquelas que surgem
das ligacBes amida que ligam os aminoécidos. A amida | centrada em torno de 1740 cm™
corresponde ao modo estiramento da ligacdo C-O da amida, no espectro desse trabalho
observou-se em 1651 cm™. A banda atribuida & amida Il é centrada em torno de 1550 cm™
que corresponde ao modo de deformacéo da ligagdo NH da amida, e na Figura 24 observou-se
em 1537 cm™. As caracteristicas desses picos fornecem informacées sobre a estrutura
secundaria das proteinas, uma vez que as ligacdes de hidrogénio que estabelecem essa
estrutura estdo associadas principalmente as ligagdes C-O e N-H. Bandas referentes ao
estiramento da hidroxila (vO—H) ou vN—H estdo na regido de 2500-3500 cm™, no espectro do
BSA obtido nesse trabalho observa-se uma banda larga e intensa em 3304 cm™ atribuida ao
vN-H. A banda larga na regido em 662 cm™ corresponde & yN—H.

No espectro do PLGA, Figura 24, observa-se duas bandas em 3648 e 3518 cm™
atribuidas ao vO—H provavelmente oriundas de interages de hidrogénio. Outras duas bandas
de baixa intensidade sdo observadas em 2997 e 2949 cm™ que sdo atribuidas ao estiramento

assimétrico e simétrico do CH»,. Em 1765 e 1759 cm observa-se as duas bandas intensas e
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agudas atribuidas ao estiramento C=0 (vC=0) dos ésteres. As bandas em 1180 e 1094 cm™
de média intensidade sdo atribuidas ao estiramento C-O (vC-0), sendo estas caracteristicas
de poliésteres alifaticos. Bandas na regido de 1450 cm™ sdo caracteristicas da deformagéo C—
H. Observa-se ainda uma banda de baixa intensidade centrada em 750 cm™ que é atribuida ao
CH, (SINGH et al., 2014). Quando o espectro da NPPs foi avaliado a Figura 24, observa-se
uma semelhanca muito grande com o espectro do BSA livre, entretanto, foi possivel observar
a presenga da banda referente ao vC=0 do PLGA. Observou-se picos de absor¢gdo em 1765
cm™?, 1649 cm™ e 1535 cm™, 0 que confirma a presenca das estruturas de PLGA e BSA e a
integridade quimica dos componentes no espectro das NPPMag.

Apos a obtencéo da NPPs neste trabalho, adicionou-se as NPFeO com o intuito de
se obter uma nanoparticula polimérico-magnética. A Figura 25 apresenta 0S espectros

vibracionais na regido do infravermelho da NPFeO, NPPs e NPPMag.
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Figura 25. Espectros vibracionais na regido do infravermelho da NPFeO, NPPs e NPPMag.
(NPFeO: nanoparticulas magnéticas de oOxido de ferro. NPPs: nanoparticulas poliméricas. NPPMag:
nanoparticulas polimérico-magnéticas).

No espectro da NPFeO da Figura 25, o estiramento assimétrico e simétrico do
CH, mudaram para 2922 e 2852 cm™, respectivamente. Além disso, observa-se ainda a

auséncia do vC=0O em 1713 cm™ comparado ao espectro do &cido oleico puro e o

aparecimento de duas novas bandas em 1542 e 1643 cm™, embora sejam relativamente
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pequenas, sao Vvisiveis e sdo caracteristicas dos estiramentos assimétrico v,(COQ") e simétrico
vs(COQ). Este resultado pode ser explicado uma vez que o padrdo de ligacdo dos acidos
carboxilicos a superficie das nanoparticulas foi uma combinacdo de moléculas ligadas
simetricamente e moléculas ligadas a um angulo da superficie (TAO, 1993). Uma adsor¢ao
em 1040 cm™ aparece devido ao vC—O de uma ligacdo simples. Esses resultados mostram que
0 &cido oleico foi quimicamente absorvido pela superficie da nanoparticula metalica como um
carboxilato.

A partir de estudos préevios de carboxilatos, sabe-se que a interacdo entre a cabeca
de carboxilato e o atomo metalico é categorizada em quatro tipos: monodentado, ponte
(bidentado), quelante (bidentado) e interacdo ibnica (NAKAMOTO, 2006). A separacdo do
nimero de onda, A, entre as bandas no infravermelho v,(COO-) e vs(COO-) pode ser
utilizada para distinguir o tipo de interacdo entre a cabeca do carboxilato e 0 &tomo metélico.
Neste trabalho, o valor de A é igual a 101 cm™, sendo um indicativo de uma interacdo
bidentada quelante entre o oleato e os atomos de ferro. O nucleo de 6xido de ferro em si
apresenta uma vibrac&o caracteristica e intensa no infravermelho em 584 cm™, relacionada a
ligacbes Fe—O (ZHANG et al., 2006), confirmando a interacdo oleato e nanoparticula metalica
conforme reportado no trabalho de Vakilinezhad et al. (2018).

No espectro da NPPMag é possivel visualizar uma banda de baixa intensidade
também centrada em 584 cm™ também atribuida a0 modo vibracional estiramento Fe-O, o
que permite inferir que houve a incorporacdo das NPFeO a nanoparticula polimérica (NPPs),
no entanto, a formacdo nitida dessa banda pode ter sido mascarada pelo efeito de dilui¢do do
nanossistema quando seco para analise em FTIR, fazendo com que a proporcdo do polimérico
fosse superior a quantidade das NPFeO. Observa-se ainda que as bandas caracteristicas de
formagdo da NPPs (1765 cm™, 1649 cm™ e 1535 cm™) estdo presentes no espectro da
NPPMag (1765, 1653 e 1541 cm™).

A AICIFt foi adicionado as NPPMag com o objetivo de estudar o efeito
promovido pelo FS na terapia fotodindmica. A Figura 26 apresenta 0s espectros vibracionais
na regido do infravermelho do fotossensibilizante disperso em EtOH, das NPPs, das NPPFt e
das NPPMagFt.
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Figura 26. Espectros vibracionais na regido do infravermelho da AICIFt dispersa em EtOH,

NPPs, NPPFt e NPPMagFt. (FtaloEtOH: aluminio cloro ftalocianina. NPPs: nanoparticulas poliméricas.
NPFt: nanoparticulas poliméricas contendo aluminio cloro ftalocianina. NPPMagFt: nanoparticulas polimérico-
magnéticas contendo aluminio cloro ftalocianina).

O espectro do FS livre esta apresentado na Figura 26 e pode se observar uma
banda de média intensidade e alargada em 3317 cm™ atribuida a0 vN—H e com indicios de
formacao de interacBes hidrogénio. Bandas em 2979 e 2883 cm™ atribuidas ao vC—H. Duas
bandas referentes ao vC—N dos anéis pirrélicos sdo observadas em 1088 e 1045 cm™. Um pico
intenso em 880 cm™ foi atribuido & deformacéo fora do plano C—H (yC—H), a yC—C referente
ao anel macrociclico foi observada em 627 cm™ e por Gltimo a banda atribuida a deformacao
C,—C; do isoindol foi identificada em 432 cm™ (EL-NAHASS et al., 2015).

Ao analisar a Figura 26 ndo foi possivel observar a presenca das bandas
caracteristicas da AICIFt no espectro da NPPFt, uma vez que as bandas do fotossensibilizante
estdo na mesma regido das bandas caracteristicas da NPPs e a proporcdo do FS quando
comparada a propor¢do do PLGA presente no nanossistema € menor e pode ndo ter sido
totalmente capaz de formar os picos caracteristicos no espectro. Diante disso pode-se inferir
gue os picos do PLGA e BSA encobriram as bandas do FS, ndo sendo possivel dessa maneira

verificar diferenca significativa entre os espectros da NPPs e NPPFt. Ao realizar um estudo do
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espectro das NPPMagFt o mesmo é observado: o encobrimento das bandas da AICIFt pelas
bandas da NPPs, principalmente a de 1092 cm™ atribuida a0 vC—O do PLGA que é intensa e
larga sobre a de 1088 cm™, por exemplo. Diante desses resultados de FTIR, é possivel
verificar a interacdo dos diferentes componentes dos nanossistemas desenvolvidos e com isso
inferir que a nanoparticula polimérica de PLGA estabilizada com BSA, contendo NPFeO e
moléculas de AICIFt foi obtida.

5.3.2 Geracéo de ERO

A capacidade de geracdo de ERO na presenca ou nédo do fotossensibilizante pelos
nanossistemas quando irradiados com LED a 660 nm foi avaliada pelo método de degradacéo
do reagente DBF. Os resultados estdo representados na Figura 27. Para esses ensaios, foram
utilizadas diferentes concentracBes dos nanossistemas contendo ou ndo a AICIFt, além do
fotossensibilizante disperso em H,O e EtOH e irradiacGes por tempos distintos, conforme

descrito no topico 4.3.3 para analisar se essas variaveis influenciam na producéo de ERO.
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Figura 27. Produgdo de ERO com diferentes concentragdes dos nanossistemas pelo método
de degradacdo do DBF sob diferentes fluéncias do laser a 660 nm. (A) C1; (B) C2; (C) C3;
(D) C4. Onde C1= 0,4 mg de PLGA e/ou 2 uM de AICIFt; C2= 1 mg de PLGA e/ou 5 uM de
AICIFt; C3= 1,4 mg de PLGA e/ou 7 uM de AICIFt; C4= 2 mg de PLGA e/ou 10 uM de

AICIFt. (AICIFt: aluminio cloro ftalocianina. H,O= agua. EtOH: etanol. NPPs: nanoparticulas poliméricas.
NPPMag: nanoparticulas polimérico-magnéticas. NPPMagFt: nanoparticulas polimérico-magnéticas contendo
aluminio cloro ftalocianina. NPPFt: nanoparticulas poliméricas contendo aluminio cloro ftalocianina).

E bem conhecida a importancia das ERO para a acdo eficiente e manutencéo das
propriedades fisico-quimicas dos FS aplicados em TFD (GARG & AGOSTINIS, 2014;
MUEHLMANN, 2015). Os FS, por sua vez, absorvem a luz em comprimento de onda
especifico e sdo capazes de transmitir a energia luminosa para o oxigénio molecular presentes
em tecidos-alvo modificando o estado energético do oxigénio para um estado excitado,
tornando-o mais reativo e formando as ERO (KORBELIK et al., 2015; LAN et al., 2016).

Foi possivel entdo verificar que o comportamento dos nanossistemas em produzir
as ERO manteve-se similar nas diferentes concentragdes testadas com um aumento na medida

em gue a dose de energia luminosa era maior. Em relacdo aos grupos controle, a producdo de
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ERO foi de 99% nas amostras em que a AICIFt estava dispersa em EtOH (linha preta),
destacando-se a concentracao de 10 UM que aos 15 segundos j& mostrava auséncia total de O,
(FIGURA 27D). O outro grupo controle — AICIFt em H,O — também chegou ao final do
tempo de irradiacdo com pouco DBF disponivel no sistema, conforme mostrado pelas linhas
marrons em que o decaimento chegou até 96% na maior concentra¢do (FIGURA 27D) e em
75% na menor concentracdo (FIGURA 27D).

Em relacdo aos grupos experimentais que nao continham a AICIFt — NPPs e
NPPMag, verifica-se um menor perfil de geracdo de ERO em todas as concentraces. No
geral, as NPPMag foram as que menos geraram ERO e para ambos, na maior concentracao
teste, essa degradacdo foi de no méaximo 15% (FIGURA 27D linhas azul e cinza). Esses
resultados podem indicar que nanossistemas que nao carregam a AICIFt em sua composicao
conseguem manter por mais tempo o oxigénio em seu estado fundamental, mesmo com
distintas taxas de energia luminosa aplicada, evitando a geracéo excessiva de ERO e, portanto
néo séo eficientes para uso em TFD.

Por outro lado, os nanossistemas com o fotossensibilizante — NPPMagFt e NPPFt
foram analisados e ao final do experimento, quando comparada entre eles a capacidade de
degradar o DBF, foi observada uma taxa maior das NPPFt nas concentragdes de 5 pM, 7 pM
e 10 uM de AICIFt onde essa degradacdo chegou em 83%, 93% e 95%, respectivamente
(FIGURA 27B, 27C, 27D linha vermelha). Quanto aos indices das NPPMagFt, a taxa de
absorbancia diminuia em 85%, 66%, 65% e 76% em 2 UM, 5 UM, 7 uM e 10 uM de AICIFt,
respectivamente (FIGURA 27A, 27B, 27C, 27D linha verde). Os valores obtidos da producao
de ERO por esses nanossistemas comegaram a decair antes dos 30 segundos de irradiacdo (2,1
Jlcm?) e ao final foram significativamente diferentes daqueles em que o fotossensibilizante
ndo estava presente ficando mais proximo ao comportamento verificado quando ele estava
disperso apenas em meio aquoso ou em alcool. Dessa forma, tais amostras parecem ter uma
composi¢cdo promissora para atuar como fotossensibilizante em TFD ap6s a irradiagdo com
laser vermelho em diversas condicbes de doses de energia, tempo de exposicdo a luz e
concentracdo de seus constituintes. Os resultados mostram que mesmo quando presente nos
nanossistemas, a AICIFt foi capaz de induzir a formagdo de ERO; nesse sentido, o
revestimento promovido pelos sistemas nanométricos pode filtrar menos a luz irradiada e
promove, dessa forma, um menor decaimento do DBF podendo explicar os menores valores
em relacéo ao FS livre quando irradiado

Em micelas poliméricas, a geracdo de ERO também foi detectada e apresentou um

comportamento dependente da concentragdo da AICIFt sendo que quanto maior esse valor,
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maior a degradacdo do DBF, conforme Penteado (2016). Alguns estudos mostram resultados
utilizando AICIFt presente em nanoemulsdes contendo 6leos vegetais, destacando um efeito
de geracdo de ERO por meio do decaimento da absorbancia do DBF a partir do aumento da
fluéncia de energia aplicada (SILVA, 2013; MONGE-FUENTES, 2014; RODRIGUES,
2014), corroborando com os resultados do presente estudo. Outros estudos verificaram a
capacidade de producdo de ERO promovida pela AICIFt quando adsorvida em nanossistemas
com contribuicdo magnética, como o de Py-Daniel (2017) que preparou nanoemulsdes
magnéticas contendo o FS e observou que essas nanoemulsdes apresentavam uma curva de
degradacdo do DBF similar a da AICIFt dispersa em EtOH. Gianizeli (2015) sintetizou
nanoparticulas de magnetita contendo o FS e observou considerdvel diminuicdo da
absorbancia do DBF em comparacdo a AICIFt livre em tampédo fosfato ou H,O e esse
resultado pode ser explicado de acordo com o estudo de Muehlmann et al. (2015) uma vez
que as moléculas da AICIFt sdo hidrofobicas e tendem a agregar-se, encurtando a distancia
entre elas sendo o contrario do observado no presente estudo em que disperso em EtOH o FS
degradou praticamente 100% do DBF. Vale ressaltar que no presente estudo, as NPPFt
mostraram um perfil de degradacdo do DBF, em todas as concentracdes testadas, similar ao
grupo no qual o FS estava disperso apenas em &gua e que, na menor concentragdo, as
NPPMagFt apresentaram relativa vantagem nesse perfil de formagdo de ERO, mesmo sem

diferenca estatistica.

5.4 Avaliacao das propriedades magnéticas

Nesse estudo, 0s nanossistemas foram caraterizados também quanto a
magnetizacdo em funcgdo da aplicacdo de um campo magnético externo sob uma temperatura
de 300 K (FIGURA 28). Todos os graficos tiveram correcdo realizada pela massa de ferro
pesada e colocada no porta-amostra e também a correcdo pelas curvas de magnetizacdo do

nanossistema NPPs (sem componentes magnéticos).
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Figura 28. Curva de magnetizacdo (M) dos nanossistemas apds aplicacdo de campo
magnético externo (H) a temperatura de 300 K. (A) NPPs; (B) NPPMag; (C) NPPMagFt; (D)
NPPFt. (NPPs: nanoparticulas poliméricas. NPPMag: nanoparticulas polimérico-magnéticas. NPPMagFt:

nanoparticulas polimérico-magnéticas contendo aluminio cloro ftalocianina. NPPFt: nanoparticulas poliméricas
contendo aluminio cloro ftalocianina).

Os resultados confirmam a propriedade magnética das amostras com as NPFeO
uma vez que essas respondem ao campo magnético na temperatura de 300 K. As curvas das
NPPMag e NPPMagFt apresentam similaridade sendo que apenas NPPMagFt apresenta
notavel diminuicdo da magnetizacdo de saturacdo (Ms) e a saturacdo foi mais rapida quando
comparado a Ms de NPPMag (FIGURA 28B e 28C). Pode-se perceber que as curvas dessas
amostras mostram valores de Mg em torno de 0,5 emu/g e 0,2 emu/g, respectivamente. Essa
diminuicdo da Ms pode ser explicada pela presenca da AICIFt no nanossistema NPPMagFt ja
que a magnetizacdo é diretamente proporcional ao conteddo magnético que é analisado,
aumentando a quantidade de material diamagnético pela interacdo do ferro com meio
organico (efeito de camada superficial “morta” de NPs). Isso influencia na curva de NPPMag
que mostra um comportamento mais ferromagnético devido a maior concentracdo de ions
férricos adsorvidos em sua superficie, favorecendo a tendéncia de saturacdo observada e
também a uma possivel encapsulacdo inferior das NPFeO devido a competicdo com o FS

(GIANIZELI, 2015). Essa capacidade de resposta a um campo magnético torna esses
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nanossistemas — NPPMag e NPPMagFt — promissores para aplicagfes em
magnetohipertermia uma vez que, mesmo com baixos valores de magnetizacdo, ao serem
administrados no organismo, podem ser direcionados ao microambiente do tumor por meio de
atracdo do campo magnetico e seu movimento aleatério pode, ao gerar aquecimento, destruir
celulas tumorais sensiveis a essas temperaturas.

O perfil de magnetizacdo das NPPs e NPPFt demonstra que, sem contribuicéo
magnética, as curvas tém comportamento predominantemente diamagnético no lado positivo
(@ esquerda) e no centro dela até aproximadamente 8 KOe mesmo que certa parte
ferromagnética ainda esteja presente no lado negativo (a direita) devido a algum constituinte
dessa natureza (FIGURA 28A e 28D).

Assim como as NPPMag desenvolvidas nesse estudo, outros trabalhos também
relatam que nanossistemas similares, compostos por PLGA e magnetita encapsulada, tém a
capacidade de responder a um campo magnético externo e apresentar comportamento
superparamagnético. Bootdee et al. (2012) mostram que na preparacdo de NPs com diferentes
concentracdes de PLGA ¢é observada uma Mg maior a medida em que a essa concentracdo do
polimero diminui, chegando em 45 emu/g a 5 mg/mL de PLGA e a 36 emu/g a 60 mg/mL do
polimero. Nanoesferas de PLGA com magnetita foram sintetizadas por Mosafer et al. (2017a)
com o objetivo de uso como agentes de contraste de imagem e os autores identificaram uma
boa resposta do material quando exposto ao campo magnético na temperatura de 300 K,
mostrando 5,9 emu/g de magnetizacdo; 0s autores ressaltam que essa menor Mg quando
comparada a das NPFeO é devido ao revestimento de AO e polimero ndo magnéticos.
Saengruengrit et al. (2018) prepararam nanossistemas com PLGA e NPFeO e, assim como no
presente estudo, utilizaram o BSA como surfactante para estabilizar a emulsdo formada e
obtiveram um comportamento superparamagnético a 300 K com magnetizacdo maxima de 2,3
emu/g e de acordo com os autores, a presenca do BSA néo afetou a Ms das NPs uma vez que a
proteina presente no nanossistema foi componente da fase aquosa e, separada pela parte
oleosa/polimérica, ndo alterou a distancia interparticulas. E possivel observar que a
contribuicdo do PLGA e BSA ndo influencia no comportamento magnético dos nanossistemas
e que mesmo diminuindo o valor de M eles preservam as caracteristicas
superparamagnéticas.

Uma vez que nanoparticulas magnéticas também sdo importantes na area
biomédica como mediadoras de magnetohipertermia e liberacdo controlada de agentes
anticancer, alguns trabalhos mostram que nanossistemas com 0s mesmos constituintes das

NPPMag desenvolvidas nesse estudo, porém, carregando quimioterapicos também tém a
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capacidade de responder a um campo magnético externo na temperatura de 300 K, como por
exemplo, o de Cui et al. (2013) e Mosafer (2017b) que trabalharam com a doxorrubicina e
Vakilinezhad et al. (2018) que desenvolveram nanossistemas polimérico-magnéticos contendo
o farmaco metotrexato e que encontraram valores em torno de 4,5 emu/g, 6,5 emu/g e 45
emu/g de Ms, respectivamente. Essa propriedade pode ser atil no direcionamento de
nanossistemas carregados com famracos para locais de tumores especificos.

Além do PLGA, outros polimeros ja foram utilizados como matriz
nanoestruturada para encapsulamento de NPFeO e tiveram sua propriedade magnética medida
a temperatura ambiente de 300 K. Bedé (2010) preparou nanossistemas poliméricos
compostos por alginato, quitosana e magnetita e observou que o valor de magnetizacao foi 8
emu/g. Liu et al. (2012) sintetizaram NPs de silica mesoporosa magnéticas e obtiveram uma
Ms de 2 emu/g. Araujo (2017), utilizando como polimero o pivalato de vinila (PVi) produziu
NPs com uma magnetizagdo variando entre 7 a 22 emu/g e de acordo com o autor, essa
magnetizacdo era proporcional ao teor da magnetita presente na matriz polimérica.

Quando comparados os resultados da literatura com os do presente estudo séo
observadas reducGes na Ms que podem estar relacionadas a barreira para a magnetizacdo
causada pela: (1) concentracdo e tipo do polimero, (2) concentracdo e quantidade de
magnetita utilizada na preparagdo e encapsulada, (3) tamanho das NPs ou (4) processo de
secagem das amostras antes das analises. No entanto, ndo foram identificadas histereses em
nenhum dos graficos de MxH, indicando nanoparticulas magnéticas com dominio simples
(OKASSA et al., 2005).

5.5 Avaliacao das propriedades morfoldgicas

5.5.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A avaliacdo da morfologia dos nanossistemas por MEV demonstrou NPs
esféricas, com superficie rugosa e, em alguns casos, relativamente quebradica (FIGURA 29).
Além disso, é possivel observar uma camada escura ao redor das NPPs que provavelmente €

devido & contribuicdo polimérica.
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Figura 29. Eletromicrografias de varredura dos nanossistemas (A) NPPs; (B) NPPMag; (C)
NPPMagFt e (D) NPPFt em diferentes magnitudes. Todas as barras inferiores correspondem a

1 pm. (NPPs: nanoparticulas poliméricas. NPPMag: nanoparticulas polimérico-magnéticas. NPPMagFt:
nanoparticulas polimérico-magnéticas contendo aluminio cloro ftalocianina. NPPFt: nanoparticulas poliméricas
contendo aluminio cloro ftalocianina).

Como previamente determinado por DLS, atraves do tamanho médio e baixo Pdl,

as NPs em suspensdo, quando analisadas por MEV, apresentam populacdes monodispersas
com pequena probabilidade de aglomera¢do mesmo com particulas de diferentes tamanhos. A
camada de solvatagdo que envolve o0s nanossistemas quando dispersos em meio aquoso pouco
influencia nos resultados de tamanho médio obtidos por microscopia eletrdnica uma vez que,
para esses ensaios, a suspensao passa pelo processo de secagem para somente em seguida ser
analisado.

A morfologia dos diferentes nanossistemas com base em polimero e contendo as
NPFeO nesse estudo estdo de acordo com outros trabalhos que observaram um formato
predominantemente esférico, bordas regulares e com distribuicdo uniforme da populagéo de
NPs por MEV (ESFANDYARI-MANESH et al., 2015; MOSAFER et al., 2017a).
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5.5.2 Microscopia eletrénica de transmissédo (MET)

A anélise morfolodgica da forma e determinacdo dos didmetros médios das NPs foi
realizada por meio de MET. Para as NPPs é possivel observa-las com formato esférico bem
definido, em tamanhos homogéneos, uniformemente distribuidas na imagem e um contraste
escuro nas bordas que pode ser devido a presenca do PLGA e também do BSA (FIGURA 30).

Bootdeen et al. (2012) e Manoochehri et al. (2013) sintetizaram NPs de PLGA
com formato esférico bem definido de cerca de 200 nm. De acordo com esses estudos, 0
surfactante usado para a preparacdo dos nanossistemas pode ter sido o responsavel por formar
uma estrutura na superficie denominada de nucleo-casca que, como relatado por Hu et al.
(2007), possivelmente impede a opsonizacgéo eficiente de NPs de PLGA.

Figura 30. Eletromicrografias de transmisséo das NPPs. (NPPs: nanoparticulas poliméricas).

As micrografias das NPPMag mostram que a parte magnética da qual elas sdo
formadas aparecem dentro das malhas de PLGA, ou seja, no interior das NPs ou muito
proximo dele; além disso, assim como as NPPs, elas possuem forma esférica bem definida
com bordas escurecidas ao redor da superficie e mesmo com os dados de DLS nos quais essa
populacdo foi a maior em DH (246 nm + 9) ndo s&o visualizados aglomerados. De acordo
com o observado no momento da analise, quando o feixe de elétrons incidia sobre as
amostras, as NPFeO encapsuladas deslocavam-se para as bordas. Com o intuito de demonstrar
a presenca magnética nas NPPMag, imagens em diversas magnitudes sdo mostradas
(FIGURA 31)

Ao produzir NPs de PLGA encapsulando magnetita de 200 nm, Bootdee et al.
(2012) observaram que o material magnético estava distribuido de maneira homogénea dentro
das nanoesferas. Em um recente trabalho, Saengruengrit et al. (2018) mostraram que

nanossistemas poliméricos-magnéticos revestidos por BSA tiveram comportamento uniforme
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ao serem analisados por MET com didmetro em torno de 10 nm; ainda segundo esses autores,
a carga do surfactante proteico ndo levou a alteracéo significativa na morfologia das NPs.
Aravind et al. (2013) demonstram que a conjugacdo de NPs de PLGA com um fluido

magnético resulta em imagens esféricas e uma populacdo com tamanho entre 50-300 nm.

Figura 31. Eletromicrografias de transmissdo das NPPMag. (NPPMag: nanoparticulas polimérico-
magnéticas.).

Nas imagens de NPPMagFt, a presenca da AICIFt parece ter sido responsavel por
formar ruidos e por algum motivo “esconder”, em sua maioria, a presenga das NPFeO devido
a possivel competicdo com a AICIFt pelo encapsulamento eficiente. No entanto, as outras
caracteristicas foram preservadas e as populagdes mostravam-se bem distribuidas e bem
definidas quanto ao formato esférico, presenca da camada de recobrimento formada por
polimero e surfactante na superficie, além de uma micrografia em maior aumento mostrando
uma particula carregando o ndcleo magnético em seu interior (FIGURA 32).

Figura 32. Eletromicrografias de transmissdo das NPPMagFt. (NPPMagFt: nanoparticulas
polimérico-magnéticas contendo aluminio cloro ftalocianina).
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Os nanossistemas NPPFt apresentaram-se esféricos € com uma populacdo
bastante monodispersa, corroborando com os dados de DLS no qual o tamanho em suspensao
foi de 146 nm = 2,1 e Pdl de 0,1. Talvez a presenca do fotossensibilizante nessa preparacéo
tenha causado uma menor definicao/nitidez das NPs, o que pode ser observado na Figura 33
(& direita), mesmo assim o contraste dado pelo PLGA é facilmente distinguido.

Figura 33. Eletromicrografias de transmissao das NPPFt. (NPPFt: nanoparticulas poliméricas
contendo aluminio cloro ftalocianina).

5.6 Avaliacéao bioldgica in vitro
5.6.1 Incorporacéo de AICIFt nas células

A nanotecnologia é uma ciéncia util na melhoria de diferentes caracteristicas de
farmacos anticancer que atingem a massa tumoral e ainda conseguem chegar a locais
subcelulares (JOANITTI et al., 2017). Nesse sentido, promover a dispersdo da AICIFt em
meios nanoestruturados que tém facil dispersdo pelas organelas bioldgicas contribui para a
diminuigdo da agregacdo desse FS uma vez que, em meio aquoso, isso ocorre devido sua
composic¢do hidrofébica dificultando a internalizacdo pelas células (MUEHLMANN et al.,
2014; MUEHLMANN et al., 2015). Para verificar o perfil de internalizagdo da AICIFt nas
células em diferentes tempos de exposicdo as NPPMagFt e em diferentes concentragdes do
fotossensibilizante, conforme descrito na Tabela 6, foi utilizada a técnica de citometria de
fluxo. A Figura 34 mostra os resultados para as células 4T1 e NIH-3T3; a célula MCF-7 nédo
respondeu a captura da AICIFt nas duas vezes em que o experimento foi realizado
possivelmente devido ao lote das células utilizadas que apresentava problemas no

metabolismo e crescimento celular.
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Figura 34. Intensidade de fluorescéncia da AICIFt em células 4T1 (A) e NIH-3T3 (B)
expostas as NPPMagFt (Em detalhe, acima dos graficos, normalizacdo pelo tempo méaximo
em que observa-se 100% de intensidade de fluorescéncia em cada concentracdo). Letras
iguais acima das barras indicam grupos sem diferenca estatistica (p<0,05).

As figuras acima mostram como se da a quantificacdo da intensidade de
fluorescéncia da AICIFt nas celulas 4T1 e NIH-3T3 apds diferentes tempos e evidencia que 0
sinal da AICIFt em 4T1 foi maior do que o observado para a linhagem né&o tumoral, chegando
a ter quase 40% mais sinal de fluorescéncia. Enquanto para 4T1, a 2 uM da AICIFt o valor
maximo de fluorescéncia se da apds 4 horas de exposi¢ao, nas concentragdes de 5 uM, 7 uM e

10 uM esse tempo se eleva para as 6 horas podendo ser um indicio do efeito “aprisionador”
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do fotossensibilizante em maiores concentragdes nas NPPMagFt impedindo sua captura pelas
células. Nas células tumorais € observada uma diferenca significativa (p<0,05) da captacdo da
AICIFt apds 6 horas na maior concentracdo em relagdo as concentraces do tempo de 1 hora e
esse efeito também é visualizado para as menores concentracfes dos tempos de 2 e 4 horas.

Quando analisados os dados das células NIH-3T3, a intensidade de fluorescéncia
no maior periodo de incubagdo com o nanossitema é maior em todas as concentracdes
testadas em comparacdo com as mesmas concentracdes nos tempos inferiores. Observa-se
também uma intensa fluorescéncia quando as células sdo expostas por 6 horas a 10 uM de FS,
assim como por 24 horas a 5, 7 ou 10 pM quando comparado com todas as concentracdes do
menor tempo testado (1 hora) e as menores concentragdes (2 e 5 UM) nos tempos de 2 e 4
horas, indicando que a internalizacdo da molécula da AICIFt no nanossistema estudado varia
de acordo com a quantidade de FS e com o tempo de contato com as células ndo-tumorais.

A porcentagem de intensidade fluorescente da AICIFt para 4T1 pode ser
acompanhada também por gréficos de dispersdo que demonstram uma captacdo de mais de
50% do fotossensibilizante apds 2 horas de ensaio em todas as concentra¢fes e uma tendéncia
a diminuicdo dessa porcentagem apos o alcance maximo de fluorescéncia (FIGURA 34A,
acima). Ja para NIH-3T3, a internalizacdo ocorreu de maneira consideravel mostrando um
aumento a partir das 4 horas de ensaio para as maiores concentragdes; a 2 uM da AICIFt, a
internalizacdo nessas células demonstrou um aumento expressivo somente apds 6 horas
(FIGURA 34B, acima). Esses resultados indicam que células tumorais tendem a consumir
mais 0 meio dispersante de nanossistemas constituidos por AICIFt e por consequéncia de seu
metabolismo internalizar em até quatro horas grande parte dessa molécula disponivel nas
concentragOes aqui definidas corroborando com Aizadeh et al. (2014) que demonstram uma
maior habilidade de células tumorais na internalizacdo de moléculas de FS do que células ndo
tumorais, assim ha um aumento na quantidade deles em tecidos ou células-alvo melhorando
seu desempenho terapéutico (NDHUNDHUMA et al., 2011; GARG et al., 2014; WEIJER et
al., 2015; LAN et al., 2016; JOANITTI et al., 2017). Ainda de acordo com Joanitti et al.
(2017), quando os FS sao veiculados a nanossistemas, o destino intracelular pode ser alterado
em relacdo ao destino da molécula livre.

Um diferencial desse estudo e que vale a pena ser ressaltado é que foram testadas
diferentes concentragcdes da AICIFt presente nas NPPMagFt, além de tempos distintos de
incubacéo deste com as linhagens celulares. Essa escolha foi feita com o objetivo de estudar
essas variaveis uma vez que o proprio nanossistema foi também desenvolvido pela primeira

vez para a aplicagéo na terapia fotodindmica no combate ao cancer. As NPPMagFt utilizadas
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estavam acondicionadas em geladeira e no periodo de realizacdo dos ensaios in vitro tinham
um didametro de aproximadamente 220 nm + 3,2 e PtZ de -24 mV % 0,5 e, de acordo com
Gianizeli (2015), apesar das ftalocianinas serem lipofilicas e na sua forma livre conseguirem
atravessar a membrana celular por difusdo, neste estudo elas estavam em uma suspensdo de
NPs e isso pode ter dificultado a captura pelas células, principalmente as MCF-7, aliado ao
tamanho médio medido por DLS, e outro fator que justifica essa proposicdo é a auséncia de
dados que mostrem qual a porcentagem de incorporacéo total do fotossensibilizante por cada
uma das linhagens celulares. O efeito da carga de superficie dos nanossistemas desempenha
um papel fundamental na captacao celular e internalizacéo deles (CIANI et al., 2007; SILVA,
2013). Quando essa carga apresenta-se negativa, ou seja, anionica, as NPs localizam-se em
membranas e organelas celulares (SOUKOS et al. 1997) sugerindo que em uma investigacao
do local de destino das NPPMagFt pelas células 4T1 e NIH-3T3 deste estudo estas poderiam
ser encontradas acumuladas no citosol. Ensaios posteriores com marcadores de organelas
citoplasmaticas deverao ser realizados como parte de continuacdo do presente estudo a fim de
confirmar essa hipétese e definir a citolocalizacdo desse nanossistema.

Trabalhos anteriores reportam resultados semelhantes em relacdo ao perfil de
captacdo da AICIFt dispersa em nanossistemas entre células cancerosas e ndo cancerosas. Ma
(2012) estudou essa captacao de AICIFt associadas a NPs poliméricas e verificou que, ap6s 60
minutos de incubagdo, a incorporacgdo era mais elevada nas células tumorais MCF-7 e 4T1 em
comparacdo as NIH-3T3. Por outro lado, Camargo (2018) mostrou que a AICIFt em NPs
poliméricas contendo DOX foi mais efetivamente internalizada por células 4T1 apds o
periodo de 180 minutos. Em um estudo anterior a esses, Romero et al. (2010) produziram NPs
de PLGA estabilizadas com BSA e mostraram que, mesmo sem a presenca do
fotossensibilizante, a captacdo do nanossistema alcangou um patamar correspondente a 90%
nas células HepG2 de hepatocarcinoma humano durante as seis horas iniciais de incubacao
indicando que mesmo envolvido por uma superficie polimérica rigida, esse tipo de
nanossistema € passivel de internalizacdo celular na auséncia de FS.

A AICIFt em nanoemulsdes também ja teve seu perfil de incorporagéo investigado
nas mesmas linhagens celulares descritas neste estudo e, de forma geral, o0 melhor tempo de
incubagdo dos nanossistemas com as celulas em que a intensidade de fluorescéncia era mais
elevada foi de 15 e 60 minutos com o fotossensibilizante sendo encontrado principalmente no
citoplasma das células tumorais (SILVA, 2013; MUEHLMANN et al., 2014; RODRIGUES,

2018). No entanto, em nanoparticulas magnéticas tendo a AICIFt adsorvida na superficie, foi
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possivel, apés 15 minutos de incubacdo, observar que o comportamento de captacdo celular
foi maior para células de fibroblastos murinos NIH-3T3 do que para 4T1 (GIANIZELI, 2015).

5.6.2 Avaliacéo da citotoxicidade dos nanossistemas

Este ensaio teve como principal objetivo avaliar o efeito citotoxico dos
nanossistemas em diferentes concentracfes nas células MCF-7, 4T1 e NIH-3T3. Para
representar a viabilidade em 100%, foi utilizado o controle do meio DMEM completo.

Inicialmente, na Figura 35, sdo apresentados os dados para MCF-7.
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Figura 35. Ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT em células MCF-7 submetidas
a diferentes concentracdes e distintos nanossistemas. Onde C1= 0,4 mg de PLGA e/ou 2 uM
de AICIFt; C2= 1 mg de PLGA e/ou 5 uM de AICIFt; C3= 1,4 mg de PLGA e/ou 7 uM de
AICIFt; C4= 2 mg de PLGA e/ou 10 uM de AICIFt. Letras iguais acima das barras indicam

grupos sem diferenca estatistica em relacdo ao controle (p<0,05). (Controle: células somente com
meio DMEM. AICIFt: aluminio cloro ftalocianina. NPPs: nanoparticulas poliméricas. NPPMag: nanoparticulas
polimérico-magnéticas. NPPMagFt: nanoparticulas polimérico-magnéticas contendo aluminio cloro ftalocianina.
NPPFt: nanoparticulas poliméricas contendo aluminio cloro ftalocianina).

As células MCF-7, quando expostas a AICIFt, tiveram a sua viabilidade reduzida
a 80% quando a concentracdo do FS era 5 UM, no entanto, em nenhuma das concentragdes-
teste, esses valores foram diferente significativamente do controle (p<0,05).

Ao serem expostas a todos os nanossistemas desenvolvidos, foi observara uma
diferenga significativa na viabilidade celular (p<0,05) apenas na concentracdo de 1,4 mg de
PLGA e/ou 7 uM de AICIFt (C3) para as NPPs, resultando em 67%. As NPPMagFt reduziram
a viabilidade para 68% e 75% quando a concentracao do polimero e FS erade 0,4 mg e 2 uM
(C1) ou 1 mg e 5 uM (C2), respectivamente, no entanto, sem haver significancia em relagéo

ao controle (p<0,05). A exposicdo das células a qualquer um dos nanossistemas nas
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concentracdes de 1,4 e 2 mg de PLGA e/ou 7 e 10 uM de AICIFt (C3 e C4) ndo causou
reducdo significativa nas células comparando esses resultados ao controle. Vale ressaltar que
essas reducbes na viabilidade também ndo sdo diferentes significativamente quando
comparadas entre os nanossistemas dentro de uma mesma concentragéo.

Ma (2012) expds celulas MCF-7 a nanossistemas poliméricos com AICIFt e
observou a auséncia de toxicidade sob diferentes concentragdes sem irradiagdo. De acordo
com a autora, o fato de células humanas demorarem aproximadamente 25 horas para
passarem por divisdo celular pode ter influenciado nos resultados descritos uma vez que a
exposicao das células antes da realizacdo do MTT durou 15 minutos. Aravind et al. (2013)
testou um nanocarreador multifuncional polimérico contento NPs magnéticas e o
quimioterapico PTX e observaram que o efeito citotoxico em MCF-7 foi dose-dependente
sendo mais pronunciado quando todos os componentes estavam presentes eliminando até 75%
de células vivas. Nanossistemas poliméricos com AICIFt foram citotoxicos para até 70% de
celulas MCF-7 na concentracéo de 0,5 nM de AICIFt (CAMARGO, 2018).

Os resultados de citotoxicidade para a linhagem 4T1 sdo mostrados na Figura 36.
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Figura 36 Ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT em células 4T1 submetidas a
diferentes concentragdes e distintos nanossistemas. Onde C1= 0,4 mg de PLGA e/ou 2 uM de
AICIFt; C2= 1 mg de PLGA e/ou 5 pM de AICIFt; C3= 1,4 mg de PLGA e/ou 7 uM de
AICIFt; C4= 2 mg de PLGA e/ou 10 uM de AICIFt. Letras iguais acima das barras indicam

grupos sem diferenca estatistica em relacdo ao controle (p<0,05). (Controle: células somente com
meio DMEM. AICIFt: aluminio cloro ftalocianina. NPPs: nanoparticulas poliméricas. NPPMag: nanoparticulas
polimérico-magnéticas. NPPMagFt: nanoparticulas polimérico-magnéticas contendo aluminio cloro ftalocianina.
NPPFt: nanoparticulas poliméricas contendo aluminio cloro ftalocianina).
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De acordo com os resultados apresentados acima, observa-se a AICIFt dispersa
em meio aquoso ndo causou alteracdo no perfil de viabilidade de células 4T1 em nenhuma das
concentracdes (p<0,05). Os nanossistemas induziram morte celular em diferentes proporcdes
as celulas murinas de cancer de mama. Enquanto a viabilidade resultante da exposicdo as
NPPs ndo diferiu do controle em nenhuma das concentragdes testadas, todos os outros
nanossistemas apresentaram reducéo significativa da viabilidade celular em pelo menos uma
concentracdo em relacdo ao controle. As NPPMag, independente da concentragéo,
provocaram diminuicdo significativa (p<0,001) para 68% de células vivas em relacdo ao
controle. Para o nanossistemas contendo a contribuicdo magnética e AICIFt — NPPMagFt —
destacam-se o perfil citotdxico nas duas maiores concentracdes (C3 e C4) de polimero e FS
(1,4 e 2 mg de PLGA; 7 e 10 uM de AICIFt) que mostraram reducéo significativa do controle
(p<0,001) para 59% e 62%, respectivamente. O nanossitema polimérico contendo o FS —
NPPFt — nas mesmas concentragcdes acima, teve uma porcentagem de 65% e 70% de células
viaveis, sendo distinto (p<0,001) do controle. Como observado, apenas em maiores
concentracdes dos componentes dos nanossistemas desenvolvidos no presente estudo, foi
possivel detectar reducdo significativa na viabilidade de células tumorais murinas de mama.

Resultados de viabilidade celular para essa mesma célula foram apresentados por
Muehlmann et al. (2014) onde, a partir de 8 uM da AICIFt, o nanossistema polimérico de
PVM/MA era citotdxico em até 42%; quando a concentracdo se elevava para 12 UM esse
valor aumentava para 91%. Silva (2013) produziu uma nanoemulsdo polimérica com e sem
extrato vegetal e mostrou que, apds 24 horas, concentracdes acima de 450 pg/mL para a
nanoemulsdo branca e de 54 pg/mL da nanoemulsdo com o extrato vegetal foram
responsaveis por reduzir a viabilidade em 75% e 55%, respectivamente em 4T1. Quando o FS
AICIFt estava associado a uma nanoemulsdo com o surfactante Cremophor® foi constatada
reducdo da viabilidade de células 4T1 para até 79% (MOURA, 2017). Do contrario, em
recentes estudos, Rodrigues (2018) ndo observou toxicidade significativa para essas células
mantidas no escuro apds contato com diferentes concentragdes de uma nanoemulsdo com o
surfactante Cremophor® contendo AICIFt e Camargo (2018) observou reducéo significativa,
chegando proximo a zero, da viabilidade de 4T1 quando expostas a NPs poliméricas de
PVM/MA contendo o FS na concentracdo de 0,6 nM.

A Figura 37 apresenta os dados de citotoxicidade para as células ndo tumorais
NIH-3T3.
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Figura 37. Ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT em células de fibroblastos
NIH-3T3 submetidas a diferentes concentracdes e distintos nanossistemas. Onde C1= 0,4 mg
de PLGA e/ou 2 uM de AICIFt; C2= 1 mg de PLGA e/ou 5 uM de AICIFt; C3= 1,4 mg de
PLGA e/ou 7 uM de AICIFt; C4= 2 mg de PLGA e/ou 10 uM de AICIFt. Letras iguais acima

das barras indicam grupos sem diferenca estatistica em relagdo ao controle (p<0,05). (Controle:
ceélulas somente com meio DMEM. AICIFt: aluminio cloro ftalocianina. NPPs: nanoparticulas poliméricas.
NPPMag: nanoparticulas polimérico-magnéticas. NPPMagFt: nanoparticulas polimérico-magnéticas contendo
aluminio cloro ftalocianina. NPPFt: nanoparticulas poliméricas contendo aluminio cloro ftalocianina).

Em comparacdo com o controle, quando expostas ao FS livre, as células ndo
apresentaram diferencas significativas no perfil de células viaveis (p<0,05) Os nanossistemas
NPPs e NPPMag, independente da concentracdo-teste, ndo mostraram reducdes significativas
na viabilidade celular quando comparadas ao controle. No entanto, as NPPMagFt diminuem a
viabilidade em relacdo ao controle para 73% (p<0,05) nas duas menores concentracdes, ou
seja, 0,4 e 1 mg de PLGA e 2 e 5 uM de AICIFt (C1 e C2). J&4 as NPPFt, quando em contato
com PLGA almge5 uM do FS (C2), reduz o nimero de células viaveis para 62%, sendo
significativamente diferente (p<0,001) do controle. E possivel perceber que para as células de
fibroblastos testadas, o perfil de citotoxicidade causado pelos nanossistemas polimérico-
magnéticos ou apenas pelos poliméricos com a AICIFt é mais significativo quando a
concentracdo dos constituintes presentes nos nanossistemas € menor, de acordo com as
especificacOes apresentadas nesse estudo; esses resultados sugerem que mesmo a utilizagéo de
quantidades pequenas de polimero e FS podem ser suficientes para gerar diminuigdo dessas
células, sendo esse um fato para atentar-se uma vez que tratam-se de células ndo tumorais.

No presente estudo, essa foi a linhagem celular ndo tumoral utilizada para testar o
potencial citotoxico dos nanossistemas e da AICIFt livre. Essa mesma linhagem ja foi

utilizada em outros trabalhos e nos resultados de Ma (2012), a taxa de NIH-3T3 viaveis apds
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tratamento com NPs poliméricas de PVM/MA contendo o FS AICIFt foi 69%, 35% e 15% nas
concentragcdes de 4, 8 e 12 uM de FS, respectivamente; enquanto que Camargo (2018)
utilizando o mesmo polimero nanoestruturado com o FS a 0,5 nM obteve 10% de células
viaveis. Quando essas células foram expostas a uma nanoemulséo contendo extrato vegetal de
crajiru, obteve-se uma CCsy proxima a 360 pg/mL com viabilidade celular em torno de 25%
(SILVA, 2013). Em nanoemulsdes com base em 6leo de acai apds 24 horas, a concentragdo
obtida que eliminava 10% das células viaveis de NIH-3T3 (CCyo) foi de 71,5 pg/mL e aquela
que eliminava 50% dessas células (CCsp) foi de 171,6 pg/mL (MONGE-FUENTES, 2014).
Moura (2017) constatou uma reducdo para 87% na viabilidade desses fibroblastos quando
tratados com nanoemuls@es utilizando Cremophor® contendo o FS em concentragdes acima
de 10 uM.

Os resultados dos ensaios de viabilidade em diferentes linhagens celulares apos
exposicdo aos nanossistemas e ao grupo contendo o FS livre demonstram que o tratamento
com a AICIFt dispersa em meio aquoso ndo demonstrou reducdes elevadas na viabilidade
celular em relacdo ao controle utilizado no estudo. Dados ndo mostrados evidenciam que o
tratamento com o PLGA foi bastante citotoxico, no entanto, os resultados sdo devido ao
solvente orgénico diclorometano (DCM) no qual o polimero estava disperso e ndo ao
polimero em si; além disso, quando expostas somente a solucdo de BSA ndo foram
visualizadas diferencas estatisticas significantes no perfil de viabilidade celular (dados néo
mostrados). Além disso, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os resultados de
viabilidade promovidos pelos nanossistemas em uma mesma concentracdo para todas as
linhagens celulares, podendo sugerir que os diferentes componentes juntos ndo interferem na
viabilidade celular. Vale ressaltar que o polimero PLGA quando aplicado em sua forma livre
nas células foi capaz de induzir significativas perdas na viabilidade celular, porém, quando
incorporado a um nanossistema, essas reducgdes nao foram significativas.

De forma geral, os resultados apresentados acima evidenciam que 0S
nanossistemas foram citotdxicos na auséncia de irradiacdo utilizando o ensaio de MTT nas
diferentes concentraces dos constituintes e diversos fatores podem ajudar nesse
entendimento. Entre eles estd o indice de proliferacdo celular, ou seja, o periodo em que
celulas murinas e humanas levam para se dividir, sendo que, como relatam Ren et al. (2011),
aquelas que proliferam mais tendem a ser mais susceptiveis a acdo de diferentes drogas. De
acordo com Ma (2012), enquanto células de mama murinas se dividem a cada 12 horas,
células de mama humanas levam até 25 horas e essa poderia ser uma razao para a diferenca de

citotoxicidade entre as celulas de diferentes origens utilizadas no presente estudo, onde
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células humanas (MCF-7) quando expostas a qualquer dos nanossistemas em qualquer das
concentracdes de seus componentes tiveram uma queda de 30 a 35% da viabilidade, enquanto
células murinas de mama (4T1) tiveram uma quadra de 35 a 40% da viabilidade,
independente do nanossistema e da concentracdo de seus componentes. Outro fator intrinseco
as células estudadas ¢ a instabilidade genética das células tumorais que as tornam incapazes
de reparar erros e danos no material genético aumentando as mutagdes ao longo do tempo e
inativando mecanismos de morte celular; do contrario, células ndo tumorais identificam,
reparam e disparam mecanismos especificos para minimizar esses danos e impedir sua
propagacao que muitas vezes as levam a morte celular (LORD & ASHWORTH, 2012; LOZY
& KARANTZA, 2012), por isso entdo que a frequéncia de células viaveis muitas vezes
esperada é maior para linhagens tumorais em compara¢do as ndo tumorais, o que também néo
foi observado no presente estudo.

Quanto aos componentes dos nanossistemas desenvolvidos, ja foi relatada na
literatura a baixa citotoxicidade e alta compatibilidade e seguranca no uso de polimeros como
0 PLGA em nanotecnologia (DAVDA & LABHASETWAR, 2002; KONAN et al., 2003). O
FS AICIFt livre ja se mostrou in6cuo a células tumorais e ndo tumorais em Vvarias
concentracdes-teste (PAULA et al., 2013; RODRIGUES, 2014; MUEHLMANN et al., 2015).
Entretanto, as NPFeO tém demonstrado toxicidade celular por meio de mecanismos que
envolvem diretamente os ions de ferro livre, como a geracdo de ERO, liberacdo de enzimas
mitocondriais envolvidas na respiracdo e danos ao DNA levando a ndo progressdo do ciclo
celular (COTRUVO & STUBBE, 2011; IMAM et al., 2015; POURCELOT et al., 2015). Isso
pode estar relacionado a capacidade dessas NPs serem citotoxicas de uma maneira dose-
dependente (HSIEH et al., 2015) e também a achados que relatam que o ferro em
concentracdes nanomolares no citoplasma leva a proliferacdo celular e em concentracdes
micromolares pode ser toxico as células (POURCELOT et al., 2015). Ressalta-se que a massa
de NPFeO utilizada no preparo dos nanossistemas foi de 1,32 mg e que mesmo aparentemente
pequena parece ter influenciado nos indices de viabilidade celular aqui apresentados.

Alguns outros estudos da literatura utilizando nanossistemas similares aos aqui
desenvolvidos, porém testados contra outros tipos de células, também causaram
citotoxicidade. Romero et al. (2010) sintetizaram NPs de PLGA estabilizadas com BSA e
testaram a viabilidade desse nanossistema em distintas linhagens celulares e os achados
evidenciam que apos 24 horas ndo houveram alteracdes para as linhagens de linfoblastos
(Hmy2), linfécitos T (Jurkat) e leucemia (U937), enquanto que células de cancer de figado

(HepG2) e cancer de prostata (PC3) tiveram reducdo de 40% e 90% de células viaveis,
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respectivamente. Yu et al. (2012) produziram o mesmo nanossistema que o descrito acima e
mostram que em diferentes concentracdes a viabilidade de células endoteliais (CRL-1730) foi
mantida sem reducdo significativa quando comparada ao controle, chegando a ter 86,5% de
células vivas na concentracdo de 150 pg/mL.

Trabalhando com nanoparticulas polimérico-magnéticas encapsulando um
composto fendlico extraido de dleos essenciais vegetais e testando contra uma linhagem
tumoral do figado — Hep3B, Rajan et al. (2014) apresentam resultados de viabilidade celular
diminuindo de maneira dose-dependente de 87% até 13% de células vivas a medida em que a
concentracdo aumenta de 5 pg/mL até 30 pg/mL; os autores enfatizam que a eficacia da
biomolécula quando testada livre foi menor em comparagdo a sua incorporagdo no
nanossistema. Saengruengrit et al. (2018) avaliaram a citotoxicidade de um nanossistema
composto por PLGA e FeO em macrofagos murinos RAW 264.7 ap6s 24 horas e 0s
resultados demonstram que a 1.000 pg/mL do nanossistema ha perda de até 30% da
viabilidade celular. Ao estudar nanossistemas poliméricos de PLGA contendo a AICIFt sem
irradiacdo, Paula et al. (2013) ndo observaram nenhuma citotoxicidade ap6s os tratamentos

com AICIFt na concentracao de 10 uM.

5.6.3 Avaliagéo da citotoxicidade mediada pela TFD com os nanossistemas

Os ensaios de viabilidade celular ap6s aplicacdo de TFD in vitro determinaram a
citotoxicidade dos nanossistemas nas células MCF-7, 4T1 e NIH-3T3. Para isso, foram
utilizadas a menor concentracdo (C1= 2 uM de AICIFt e/ou 0,4 mg de PLGA) e a maior
concentracdo (C4= 10 uM de AICIFt e/ou 2 mg de PLGA) dos nanossistemas com e sem 0
FS. Essas concentragbes foram escolhidas com base nos ensaios de citotoxicidade
previamente realizados sem a aplicacdo da TFD uma vez que ndo houveram diferencas
estatisticas no perfil de morte celular entre as quatro concentracbes testadas dos
nanossistemas para as trés linhagens celulares. Além disso, foram padronizados dois
diferentes tempos em que as células ficariam expostas aos nanossistemas (15 minutos e quatro
horas) com o intuito de comparar a viabilidade celular ap6s irradiacdo por meio do ensaio de
MTT.

Os resultados para a célula MCF-7 sdo mostrados na Figura 38A e 38B.
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Figura 38. Viabilidade de células MCF-7 pelo método de MTT apds exposi¢do por 15
minutos (A) ou quatro horas (B) aos nanossistemas e aplicacdo de TFD (10 minutos;
comprimento de onda de 660 nm; 10 cm de distancia da fonte luminosa; fluéncia de 23
Jlcm?). Concentracdes utilizadas (C1= 2 uM de AICIFt e/ou 0,4 mg de PLGA; C4= 10 M de
AICIFt e/ou 2 mg de PLGA). Barras lisas refletem os grupos em que as células permaneceram
protegidas da luz e ndo receberam TFD. Barras tracejadas indicam grupos em que as células
receberam TFD. Letras iguais acima das barras indicam grupos sem diferenca estatistica em

relacdo ao controle (p<0,05). (Controle: células somente com meio DMEM. AICIFt: aluminio cloro
ftalocianina. NPPs: nanoparticulas poliméricas. NPPMag: nanoparticulas polimérico-magnéticas. NPPMagFt:
nanoparticulas polimérico-magnéticas contendo aluminio cloro ftalocianina. NPPFt: nanoparticulas poliméricas

contendo aluminio cloro ftalocianina).

Como ilustrado na Figura 38A (barras lisas), ap0s exposicdo por 15 minutos aos
nanossistemas protegidos da luz, houve diminuicdo da viabilidade celular na menor
concentracdo sem aplicacdo de TFD para 79% causada pela exposicdo as NPPMag e
NPPMagFt. Essa foi a menor porcentagem de células viaveis observada nessa condigéo,
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sendo que ndo houve diferencga significativa (p<0,05) entre 0s grupos experimentais, nem
entre eles e o controle. Na maior concentragdo-teste, ainda sem aplicacdo de TFD e apos 15
minutos de incubacdo com os nanossistemas (Figura 38A, barras lisas), 0 nanossistema
NPPMagFt causou reducdo da viabilidade celular para 64% e foi estatisticamente diferente
(p<0,05) do seu grupo controle e do grupo contendo a AICIFt livre. Quando analisados 0s
dados de viabilidade celular apés aplicacdo de TFD, foram observadas maiores sensibilidades
das células tratadas com os nanossistemas contendo o FS (NPPMagFt e NPPFt). Na menor
concentracdo (Figura 38A, barras tracejadas), as NPPFt mostraram reducdo significativa
(p<0,005) em relacdo aos grupos com o FS livre, as NPPs e o controle, diminuindo a
viabilidade para 48%. Vale ressaltar que o outro nanossistema contendo a AICIFt —
NPPMagFt — causou a reducdo de células viaveis para 67%, porém, essa reducdo nao foi
estatisticamente significativa quando comparada a diminuicdo da viabilidade de células
expostas aos demais nanossistemas com ou sem a aplicacdo da TFD e as células controle,
indicando que apesar da redugdo de células viaveis, esta ndo foi tdo eficiente quanto o
nanossistema NPPFt nessa concentracdo do FS. Na maior concentracdo apds aplicacdo de
TFD (Figura 38A, barras tracejadas) € possivel observar uma drastica perda de viabilidade de
células MCF-7 (p<0,0001) quando tratadas com o0s nanossistemas NPPMagFt e NPPFt
chegando a valores de 53% e 44% de células vivas, respectivamente, quando comparados aos
seus grupos controle e com AICIFt livre e NPPs, porém, sem diferenca estatistica entre eles.
Nos ensaios de TFD com as células MCF-7 apds incubacdo por quatro horas com
0s grupos experimentais ndo foram detectadas diferencas estatisticas (p<0,05) quando as
células permaneceram protegidas da luz nas duas concentraces dos nanossistemas (Figura
38B, barras lisas). A menor porcentagem de células viaveis foi de 73% ocasionada pelas
NPPMagFt na concentracdo de 10 uM de AICIFt e 2 mg de PLGA (C4). No entanto, quando
aplicada a TFD (Figura 38B, barras tracejadas), as células com os tratamentos NPPMagFt e
NPPFt na menor concentracdo mostraram significativa perda da viabilidade (p<0,0001) em
comparacdo aos outros grupos experimentais e aos seu grupo controle, sem diferenca
estatistica entre eles. Nessas condicdes, a porcentagem de células vidveis desses grupos
contendo o FS chegou em 45% e 41%, respectivamente. Esses valores foram préximos aos
encontrados para esses mesmos grupos na maior concentragdo-teste (Figura 38B, barras
tracejadas) que chegaram a 41% e 42%, respectivamente e foram significativamente distintos
(p<0,0001) do controle e dos grupos com AICIFt livre e das NPPs, mas néo tiveram diferenca
significativa entre eles. Nessa concentracdo, mesmo o grupo NPPMag mostrou perda da

viabilidade celular de 64% ap0s as quatro horas de exposicdo das celulas ao nanossistema,
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mas esse resultado foi estatisticamente semelhante ao controle e aos demais nanossistemas.
Dessa forma, é possivel observar que para as células MCF-7, nas condi¢des estabelecidas no
presente estudo, o efeito citotoxico € mais pronunciado apds incubacéo das células por quatro
horas com 0s nanossistemas e irradiacdo independente da concentracdo dos seus constituintes
e que as células sdo mais sensiveis aos tratamentos com 0s grupos experimentais contendo a
AICIFt, ou seja, as NPPMagFt e NPPFt.

Alguns estudos destacam a eficiéncia da TFD quando a AICIFt esta associada a
nanoparticulas poliméricas de PVM/MA. Em 2014, Muehlmann et al. (2014) incubaram
células MCF-7 com essas nanoparticulas por 15 minutos e em seguida aplicaram TFD sob
diferentes fluéncias de energia diminuindo a viabilidade para 26% e 23% sob 1,38 J/cm? e
3,82 Jlcm?, respectivamente na concentracdo de 2 pM do FS. Vale lembrar que essa foi uma
das concentracdes utilizadas no presente estudo. De acordo com Ma (2012), como células
humanas de cancer de mama demoram até 25 horas para dividir, a maioria das células vivas
apos o ensaio de MTT devem ser as mesmas que foram submetidas a TFD apds tratamento
com 0s nanossistemas. Recentemente, Camargo (2018) utilizou um mesmo nanossistema com
esse polimero, mas com o farmaco doxorrubicina e apds 24 horas aplicou a TFD com uma
fluéncia de 185 J/cm? verificou que a quantidade de células MCF-7 viaveis chegava a
aproximadamente 25% e na concentragdo de 0,95 pg/mL foi capaz de eliminar 50% das
células vivas. De acordo com o estudo, a combinacao do farmaco fotossensibilizante com um
farmaco usualmente empregado na pratica médica contra células tumorais pode ter
influenciado nos efeitos alcangados.

Outros tipos de nanossistemas também ja foram explorados em TFD para eliminar
celulas tumorais humanas MCF-7, como o de Rodrigues (2014) que trabalhou com uma
nanoemulsdo de extrato vegetal contendo AICIFt e Gianizeli (2015) que desenvolveu
nanoparticulas magnéticas com o FS adsorvido na sua superficie. Aplicando fluéncias entre
23-25 J/lcm?, 0 que corrobora com a fluéncia aplicada nas células do presente estudo, 0s
autores verificaram que na concentracdo de 0,0028 uM da nanoemulséo houve uma reducao
de viabilidade para 61% ap6s 15 minutos de incubacdo das células com 0s nanossistemas e
quando a AICIFt estava a uma concentracdo de 0,023438 pg/mL no nanossistema composto
por nanoparticulas magneticas, a porcentagem de viabilidade decaia para 37,2%.

A avaliacdo do efeito citotdxico nos dois tempos de exposicao das células 4T1 aos

nanossistemas € apresentada nas Figuras 39A e 39B.
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Figura 39. Viabilidade de células 4T1 pelo método de MTT apds exposi¢do por 15 minutos
ou quatro horas aos nanossistemas e aplicacdo de TFD (10 minutos; comprimento de onda de
660 nm; 10 cm de distancia da fonte luminosa; fluéncia de 23 J/cm?). Concentracées
utilizadas (C1= 2 uM de AICIFt e/ou 0,4 mg de PLGA; C4= 10 uM de AICIFt e/ou 2 mg de
PLGA). Barras lisas refletem os grupos em que as células permaneceram protegidas da luz e
ndo receberam TFD. Barras tracejadas indicam grupos em que as células receberam TFD
Letras iguais acima das barras indicam grupos sem diferenca estatistica em relacdo ao

controle (p<0,05). (Controle: células somente com meio DMEM. AICIFt: aluminio cloro ftalocianina. NPPs:
nanoparticulas poliméricas. NPPMag: nanoparticulas polimérico-magnéticas. NPPMagFt: nanoparticulas
polimérico-magnéticas contendo aluminio cloro ftalocianina. NPPFt: nanoparticulas poliméricas contendo

aluminio cloro ftalocianina).

O efeito citotoxico na linhagem murina 4T1 evidencia um comportamento similar,
sem diferenca estatistica (p<0,05) em qualquer uma das duas concentracfes, sem irradiagéo,
apos 15 minutos de incubacdo com os grupos experimentais (Figura 39A, barras lisas). Na
concentracdo de 2 uM de AICIFt e/ou 0,4 mg de PLGA (C1), as células que permaneceram
protegidas da luz apresentaram viabilidade celular de 99%, 96%, 88%, 78% e 83% quando
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tratadas com AICIFt livre, NPPs, NPPMag, NPPMagFt e NPPFt, respectivamente. Esses
valores pouco se alteraram nas células submetidas a TFD apds 15 minutos expostas aos
nanossistemas nessa menor concentracdo sendo de 83%, 79%, 91%, 79% e 74%,
respectivamente para os grupos citados acima (Figura 39A, barras tracejadas). Nas duas
condigOes, o percentual de viabilidade celular ndo difere estatisticamente em relagdo ao
controle. Como € possivel perceber, somente para NPPs e NPPFt os valores tiveram certa
diminuicdo, porém, ndo refletiram significancia. Na maior concentracdo (10 uM de AICIFt
e/ou 2 mg de PLGA — C4), o efeito sob a viabilidade das células 4T1 mostra pequena
diferenga, sendo principalmente vista entre 0s grupos experimentais apos aplicacdo da TFD
(Figura 39A, barras tracejadas). Neles, os nanossistemas contendo o FS (NPPMagFt e NPPFt)
diferiram significativamente (p<0,025) do grupo contendo a AICIFt livre e do controle. Apds
24 horas da TFD, a viabilidade celular foi de 64% e 69% para NPPMagF e NPPFt,
respectivamente. Ainda nessa concentragdo, da mesma forma que os resultados apresentados
nos ensaios com a menor concentracdo e sem TFD, ndo foram observadas diferencas
significantes entre os tratamentos nas células protegidas da luz; neles, a viabilidade observada
foi de até 80% para NPPMagFt e 73% para NPPFt (Figura 39A, barras lisas).

Depois de incubadas por quatro horas com todos os nanossistemas na menor
concentracdo, nao foram observadas diferencas estatisticas na viabilidade de células 4T1
protegidas ou ndo da irradiacdo, quando comparadas entre si e com o controle. (Figura 39B,
barras lisas e tracejadas). Ao analisar os resultados dessa linhagem celular tumoral quando
incubadas na maior concentracdo dos constituintes dos nanossistemas e sem sofrer aplicacdo
do LED a 23 J/cm? verifica-se que o nanossistema NPPFt diminuiu a viabilidade celular para
71% e diferiu significativamente (p<0,01) do controle, mas néo diferiu significativamente dos
outros grupos experimentais testados (Figura 39B, barras lisas). Depois da aplicacdo da TFD,
sutis reducdes na viabilidade de células 4T1 foram observadas e, quando comparadas ao
controle, somente as NPPMag, NPPMagFt e NPPFt foram estatisticamente diferentes
(p<0,05) resultando em uma viabilidade ap6s 24 horas da TFD de 75%, 73% e 74% (Figura
39B, barras tracejadas), sem haver diferencas significativas entre eles.

Nanoparticulas poliméricas de PVM/MA carregando AICIFt e o farmaco
quimioterapico doxorrubicina ja foram relatadas como promissoras na reducao de viabilidade
de celulas 4T1. Camargo (2018) demonstrou valores chegando a 10% de viabilidade apos
incubar esse nanossitema com as células por um periodo de 24 horas. O estudo de
Muehlmann et al. (2014) mostra que em concentra¢fes de 2 uM do FS e apds 15 minutos de

incubacdo dos nanossistemas com as celulas, condi¢bes similares ao presente estudo, 0s
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valores de viabilidade estiveram abaixo de 20% quando aplicadas fluéncias de 1,38 J/cm? e
3,82 Jlcm?. Observa-se que, mesmo aplicando doses de energia menores que a dose do
presente estudo, nanossistemas poliméricos desenvolvidos por outros autores foram mais
eficientes e mostraram elevadas reducdes na viabilidade de células 4T1.

Da mesma forma, nanoemulsbes mostraram eficiéncia na diminuicdo da
viabilidade de células 4T1 com valores de viabilidade celular sendo menores a medida que a
dose de energia aplicada no sistema aumenta. Silva (2013) trabalhando com uma
nanoemulsdo de extrato vegetal contendo a AICIFt relata que em uma fluéncia de 25 J/cm?
(proxima a do presente estudo), a taxa de viabilidade era aproximadamente de 10%, no
entanto, quando essa fluéncia chegava a 85 J/cm?, a viabilidade era em torno de apenas 3% a
partir de 15 minutos de incubacdo das células com a nanoemulsdo. No trabalho de Moura
(2017), nanoemulsdes com e sem a presenca de &cido fdlico também geravam reducdes
dependente da poténcia luminosa aplicada apds 15 minutos em contato com as células, sendo
que em 10 mW/cm2, 50 mW/cm? e 100 mW/cm?, a viabilidade era de 20%, 5% e 18%,
respectivamente, demonstrando que as condicGes do aparelho de TFD devem ser levadas em
consideracdo para o sucesso da terapia nas diferentes linhagens celulares. Nestes outros
trabalhos, onde a dose de energia era maior e/ou préxima a empregada nesse estudo, 0s
nanossistemas a base de emulsdes tiveram maior sucesso na reducdo da viabilidade de células
tumorais murinas de mama.

Os resultados da viabilidade de células NIH-3T3 apds incubagdo por 15 minutos e

quatro horas com 0s nanossistemas sdo mostrados abaixo (FIGURAS 40A e 40B).
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Figura 40. Viabilidade de células NIH-3T3 pelo método de MTT apds exposicdo por 15
minutos ou quatro horas aos nanossistemas e aplicacdo de TFD (10 minutos; comprimento de
onda de 660 nm; 10 cm de distancia da fonte luminosa; fluéncia de 23 J/cm?). Concentragdes
utilizadas (C1= 2 uM de AICIFt e/ou 0,4 mg de PLGA; C4= 10 uM de AICIFt e/ou 2 mg de
PLGA). Barras lisas refletem os grupos em que as células permaneceram protegidas da luz e
ndo receberam TFD. Barras tracejadas indicam grupos em que as células receberam TFD
Letras iguais acima das barras indicam grupos sem diferenca estatistica em relacdo ao

controle (p<0,05). (Controle: células somente com meio DMEM. AICIFt: aluminio cloro ftalocianina. NPPs:
nanoparticulas poliméricas. NPPMag: nanoparticulas polimérico-magnéticas. NPPMagFt: nanoparticulas
polimérico-magnéticas contendo aluminio cloro ftalocianina. NPPFt: nanoparticulas poliméricas contendo
aluminio cloro ftalocianina).

Nas células de fibroblastos, a avaliacdo da citotoxicidade mostrou que na menor
concentragdo-teste, as células apo6s 15 minutos de incubagcdo com 0s nanossistemas e que
permaneceram no escuro (Figura 40A, barras lisas) ndo apresentaram reducdo significativa

(p<0,05) em nenhum dos grupos experimentais quando comparada ao controle e entre si. Os
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resultados de viabilidade celular mostraram valor de 89%, 96%, 86%, 99% e 96% de celulas
viaveis para AICIFt livre, NPPs, NPPMag, NPPMagFt e NPPFt, respectivamente. As células
que foram submetidas a TFD nessa mesma concentracdo e mesmo tempo de exposicdo aos
nanossistemas (Figura 40A, barras tracejadas) também ndo reduziram significativamente
(p<0,05) o namero de células viaveis, porém, os grupos contendo o FS demonstram uma
relativa queda na viabilidade quando comparados aos mesmos resultados das células
protegidas da luz, para NPPMagFt esse valor caiu para 85%, enquanto para NPPFt ele
diminuiu para 84%. Na Figura 40A (barras lisas), os resultados de viabilidade de células NIH-
3T3 quando tratadas na maior concentragdo dos nanossistemas e sem aplicacdo da TFD
demonstram que apenas para 0os grupos NPPMag, NPPMagFt e NPPFt tiveram uma redugéo
estatisticamente significativa (p<0,0128) em relacdo ao grupo controle, onde, para esses trés
grupos, a porcentagem de viabilidade chegou a 73%, 76% e 72%, respectivamente. No
entanto, ao verificar essas porcentagens para as células que foram submetidas a TFD é
possivel notar que novamente os grupos contendo AICIFt na sua composi¢cdo apresentaram
diminuicdo consideravel da viabilidade (Figura 40A, barras tracejadas). As NPPMagFt
tiveram uma viabilidade de 69% (p<0,01) e as NPPFt 59% (p<0,0001) em relacdo ao
controle. E interessante observar que para o tratamento por 15 minutos com os nanossistemas,
ndo héa diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais quando se analisa separadamente ou
apenas qualquer das concentragdes testadas, ou ainda com a aplicagdo ou ndo da TFD.

Apbs incubacdo por quatro horas com a AICIFt livre e 0s nanossistemas, 0s
resultados de viabilidade alcancados para a menor concentracdo-teste foram similares aqueles
apresentados ap6s 15 minutos de exposicdo. De forma geral, nem mesmo as células
submetidas & TFD mostraram qualquer reducdo na viabilidade celular e para essa
concentracdo utilizada, ndo houve diferengas significativas (p<0,05) entre 0s grupos e com 0
controle. O nanossistema com contribuicdo magnética — NPPMag — apresentou viabilidade de
90% e 89% sem e com a TFD, respectivamente. J& 0 nanossistema com o FS e contribuicdo
magnética — NPPMagFt — mostrou a mesma porcentagem de viabilidade (88%) tanto quando
protegidos da luz como quando aplicada a TFD e o nanossistema polimérico com o FS —
NPPFt — teve 86% de viabilidade com as células protegidas da luz e 88% de células viaveis
apos aplicacdo da TFD (Figura 40B, barras lisas e tracejadas). Quando utilizada uma maior
concentracdo dos constituintes dos nanossistemas, esse cendrio muda pouco em relacdo as
células que ndo passaram pela irradiacdo e, apesar de ndo apresentarem diferenca significativa
entre 0s grupos experimentais nessa condi¢cdo e nem com o controle, os valores de viabilidade
celular caem para 83%, 80%, 78% e 77% para as NPPs, NPPMag, NPPMagFt e NPPFt,
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respectivamente (Figura 40B, barras lisas). Logo apos a irradiacdo e mais 24 horas na
incubadora, essas células tiveram reducdo significativa da viabilidade (p<0,0001) quando
tratadas com os nanossistemas NPPMag NPPMagFt e NPPFt chegando a valores de 71%,
70% e 66% em relacdo ao controle, respectivamente. Nessas condicdes, as células NIH-3T3
também apresentaram queda da viabilidade chegando a 82% e 77% quando expostas a AICIFt
livre e as NPPs (Figura 40B, barras tracejadas), respectivmente.

Ao irradiarem células NIH-3T3 apds contato por 15 minutos com nanoparticulas
poliméricas de PVM/MA juntamente com AICIFt na concentracdo de 2 UM com diferentes
densidades de energia, Muehlmann et al. (2014) observaram uma frequéncia de células
viaveis de 25,8% (0,48 Jicm?) e 29,6% (1,38 J/cm?® e 3,82 J/cm?). Mais recententemente,
Camargo (2018) desenvolveu o mesmo nanossistema polimérico com base em PVM/MA e
observou que as NPs exerciam baixa citotoxicidade ap6s 24 horas de contato com as células
NIH-3T3 com uma fluéncia até oito vezes superior a utilizada no presente estudo. Paula et al.
(2013) prepararam nanossistemas poliméricos de PLA, PLGA e PLA-PEG carreando AICIFt
em uma concentracdo de 10 UM, ou seja, a mesma utilizada no presente estudo e testaram a
eficacia da TFD sobre fibroblastos murinos NIH-3T3 apds quatro horas de incubacdo das
células com os nanossistemas. Os autores verificaram que a citotoxicidade é diferente
conforme a dose de luz aplicada ao sistema sendo que a dose de 140 J/cm? reduziu a
viabilidade celular para 51,3%, 57,5%, 46,4% em PLA, PLGA e PLA-PEG, respectivamente.
Enquanto que, na menor dose de energia aplicada as células, a porcentagem de viabilidade
reduzia significativamente para 12,9%, 13,7% e 11,3% ap0s tratamento com nanoparticulas
de PLA, PLGA e PLA-PEG. Ressalta-se que, novamente em pequenas fluéncias de energia, a
viabilidade dessas células quando incubadas com nanossistemas poliméricos foi inferior a
20%; esses resultados diferem dos apresentados no presente estudo uma vez que, para
fibroblastos, a viabilidade foi superior a 50% nos dois tempos testados quando a concentracdo
dos constituintes era de 2 mg de PLGA e/ou 10 uM de AICIFt.

Moura (2017) verificou a fototoxicidade de nanoemulsdes com AICIFt contendo
ou ndo o acido folico e observou que depois de 15 minutos expostas aos nanossistemas, as
células ndo tumorais NIH-3T3 apresentavam perda de viabilidade decorrente do aumento das
poténcias de energia aplicadas na irradiacdo e que esse efeito também ocorria de maneira
dependente da concentra¢do do nanossistema. Na menor e maior poténcia (10 mW/cm?2 e 100
mW/cm?2) e na maior concentragdo-teste (0,312 uM), a viabilidade era inferior a 20%, no
entanto, na poténcia intermediaria de 50 mW/cm2 e na mesma concentracdo acima, essa

viabilidade aumentava para 42%, sendo essa a condi¢cdo que menos matou as células néo
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tumorais. Monge-Fuentes (2014) desenvolveu uma nanoemulsdo com base em dleo de acai e
apos 15 minutos de contato com células NIH-3T3 aplicou a TFD com uma fluéncia de energia
de 25 J/cm? préxima a aplicada no presente estudo e obteve uma viabilidade de 70%.
Nanoparticulas magnéticas contendo AICIFt quando expostas a células NIH-3T3 por 15
minutos e apds estas sofrerem irradiacdo com fluéncias entre 23-25 J/cm® diminuem a
viabilidade celular de acordo com a concentragdo do FS disperso no nanossistemas
(GIANIZELLI, 2015). Nesse estudo, nas concentracfes a partir de 0,09375 pg/mL observou-se
reducdo significativa da viabilidade, chegando em torno de 18% e com uma CCs, de 0,0108
pg/mL.

A partir dos resultados acima, para células murinas tumorais 4T1 e ndo tumorais
NIH-3T3, observam-se que 0s nanossistemas preparados por outros pesquisadores foram
eficazes na reducéo da viabilidade de células cancerosas, 0 que € visto com menor intensidade
nos resultados desse estudo. No entanto, ao verificar os valores de citotoxicidade para as
células ndo cancerosas, todos os nanossistemas do presente trabalho ndo se mostraram
altamente danosos nas condicGes aqui testadas, o que, por sua vez, ndo se vé ao comparar com
0s resultados de outros autores. Talvez, em concentracbes maiores do FS ou maiores doses de
energia, 0S nanossistemas possam ser toxicos para as células tumorais murina e com isso,
também poderia apresentar perda da viabilidade significativa para células ndo tumorais.

A partir dos dados de viabilidade celular apresentados para todas as linhagens
celulares apds os diferentes tempos de exposicdo aos nanossistemas, bem como nas duas
diferentes concentracdes dos constituintes deles, observa-se que o perfil de células viaveis foi
menor quando a concentracdo dos nanossistemas era maior e também apds a aplicacdo da
TFD. Além disso, as NPPMagFt e NPPFt foram, nessas condi¢es anteriormente citadas, as
gue mais causaram diminuicdo na viabilidade celular, principalmente em células MCF-7. As
NPPMag também apresentaram efeito na reducdo de viabilidade em alguns casos na maior
concentracdo dos constituintes. O percentual de células vivas 4T1 e NIH-3T3 demonstra que
essas linhagens mostraram-se mais resistentes aos ensaios in vitro nas condi¢cdes aqui
propostas, no entanto, os nanossistemas contendo o FS ainda causaram maior perda da
viabilidade celular. Quando as células eram tratadas somente com a AICFt livre, pouco
tinham sua viabilidade reduzida independente do tempo de exposi¢cdo ao FS ou concentragédo
dele, isso pode ser devido a hidrofobicidade e agregacdo das moléculas de AICIFt que, com
dificuldade de dispersdo em meios aquosos, tendem a perder suas caracteristicas e, portanto,
sua eficdcia em induzir diminuicdo do nimero de células vivas (LONGO et al., 2009; WANG
& THANOU, 2010; RODRIGUES et al., 2015).
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A escolha das concentragdes utilizadas nesses ensaios in vitro de TFD partiram do
pressuposto de que sistemas contendo FS em contato com células devem ser in6cuos na
auséncia de luz, porém apresentar citotoxicidade quando irradiados (LONGO et al., 2009;
MUEHLMANN et al., 2015; WEIJER et al., 2015). O grau de fototoxicidade observado em
estudos aplicando a TFD é coerente e deve estar relacionado a fatores como a estabilidade dos
nanossistemas, a dose de energia da irradiacdo luminosa, ao comprimento de onda do feixe de
luz proposto, as linhagens celulares estudadas e a localizagédo intracelular dos nanossistemas
(KOLAROVA et al., 2007; FROST et al., 2011; KASTLE et al., 2011).

Segundo Marshall et al. (2007), quando as NPs apresentam boa estabilidade
coloidal tendem a preservar as propriedades dos FS carreados uma vez que conferem maior
eficiéncia ao nanossistema por um maior periodo de tempo. De acordo com os dados de
estabilidade apds 105 dias dos nanossistemas aqui desenvolvidos, quando acondicionados em
geladeira eles apresentaram maior capacidade de manter suas propriedades de DH, Pdl e PtZ.
As NPPMagFt destacam-se nesse ponto uma vez que, mesmo contendo parte magnética e um
FS em sua composicdo, pouco alteraram seu tamanho apds os testes de estabilidade,
mostrando uma reducdo de 228 £ 1,9 nm logo ap6s seu preparo para 220 £ 2,2 nm ao final
dos 105 dias. A populacdo dessas NPs mostrou distribuicdo homogénea apds o periodo de
analise de estabilidade, com valores de Pdl em torno de 0,1 e a carga de superficie delas
permaneceu negativa durante os mais de 100 dias, sendo ao final de -32,3 + 0,2. Esse mesmo
nanossistema, ao ser acondicionado a temperatura ambiente mostrou estabilidade por mais de
dois meses e quando sob uma temperatura de 37 °C manteve-se estavel apds 45 dias.

Estudos demonstram que quanto maior a dose de energia dissipada, maior o efeito
citotoxico (NDHUNDHUMA et al., 2011; WEIJER et al., 2015), no entanto, nesse estudo,
ndo pdde ser realizado uma comparacdo dessa variavel ja que apenas uma dose de energia foi
aplicada as células. Além disso, no presente estudo, o comprimento de onda utilizado foi de
660 nm e estd dentro da faixa espectral que corresponde a comprimentos de onda de baixa
excitacdo e pertence ainda a faixa 6tima de absor¢do de cromdforos tissulares por tecidos
bioldgicos, portanto, esse fator mostrou-se adequado para 0 emprego da TFD nas linhagens
celulares estudadas (MA, 2012).

A localizacdo intracelular dos FS utilizados em TFD estd relacionada com a
eficiéncia dessa terapia ja que, de acordo com Agostinis et al. (2011), a vida util do oxigénio
singleto é curta e sua difusdo celular é no maximo entre 10-55 nm afetando somente as
organelas onde o FS estivesse localizado ou poderia depender ainda da quantidade dele

incorporado pelas células. Rugolo & Lenaz (1987) e Muehlmann et al. (2015) relatam que no
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citoplasma, os FS sdo capazes de comprometer véarias estruturas celulares e no caso da
AICIFt, por ser hidrofobica, pode acumular-se principalmente nas mitocondrias (KESSEL &
LUO 1998). Esses danos, uma vez causados, podem levar a diferentes tipos de morte celular,
podendo ser por apoptose, necrose e até mesmo autofagia (GALIMBERTI, 2018). No estudo
Muehlmann et al. (2014), células MCF-7 e 4T1 submetidas & TFD induzida por AICIFt
apresentaram morte celular por apoptose ou necrose; Ndhundhuma et al. (2011)
demonstraram que a AICIFt incorporada nas mitocondrias de diferentes linhagens celuulares
levou a uma morte por apoptose, no entanto, quando acumulada nos lisossomos, essa morte
ocorreu por necrose e apoptose. Neste presente estudo ndo foram avaliadas a localizagéo
intracelular dos nanossistemas, assim como quais as vias de morte celular envolvidas na
gueda da viabilidade das células utilizadas, porém, esses ensaios deverdo ser realizados para
melhor elucidar os mecanismos que estdo envolvidos na eficacia da AICIFt quando associada
as nanoparticulas polimérico-magnéticas desenvolvidas e testadas em TFD.

Esses diferentes perfis de morte celular induzidos depois da utilizagdo da TFD
demonstram que as células tumorais e ndo tumorais tém retencdo do FS de maneira
inespecifica. De acordo Nichols & Bae (2012), isso é devido a entrega de farmacos aos
tumores por meio de nanossistemas ser dependente de alteracdes fisioldgicas nos tecidos
cancerosos. Esses tecidos possuem vasos sanguineos anormais e mais permeaveis em
comparacdo aos tecidos ndo danificados e a partir do efeito EPR (do inglés enhanced
permeability and retetion) explica-se o0 aumento da entrega de farmacos a eles
(YOKOYAMA, 2005; MAEDA, et al., 2010). Ressalta que, mesmo em estudos in vitro, 0s
resultados apresentados nas Figuras 38, 39 e 40 mostram maior sensibilidade das células
tumorais ao tratamento com 0s nanossistemas em comparagdo aos fibroblastos, mesmo que
sem diferenca estatistica significativa e corroboram com Mroz et al. (2011) ao demonstrarem
que distintas linhagens celulares quando séo incubadas com o mesmo farmaco e sob mesmas
condic@es de irradiacdo podem apresentar diferentes respostas a TFD. De acordo com Paula et
al. (2013), os fibroblastos sao um bom modelo bioldgico para fornecer indicios de avaliacao
da biocompatibilidade de novos biomateriais e formula¢cfes farmacéuticas.

A avaliacdo da citotoxicidade apds 24 horas da TFD pode ter influenciado na
porcentagem de células vidveis apos a aplicacdo da TFD. De acordo com Ma (2012) e
Gianizeli (2015), dentre as células vivas detectadas depois da irradiagdo e do teste
colorimétrico de MTT, podem existir uma quantidade de células que € resultante de divisGes
mitoticas de células que sobreviveram ao tratamento empregado com 0s nanossistemas, uma

vez que células MCF-7 apresentaram divisdes a cada 25 horas e as celulas murinas 4T1 e
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NIH-3T3 se dividem em até 12 horas. Com isso, é possivel acreditar que o nimero de células
mortas inicialmente pela TFD poderia ser maior do que o detectado ao final do experimento e
assim seria interessante avaliar a viabilidade celular em tempos menores que o de 24 horas
depois das irradiacdes aplicadas.

De qualquer forma, os resultados obtidos com esses ensaios de TFD para células
tumorais de mama humana séo bastante promissores ja que a exposi¢do das células MCF-7
por 15 minutos a nanossistemas com 10 uM de AICIFt em uma dose de energia de 23 J/cm?
promoveu a queda da viabilidade para valores entre 44-53%, estando o FS associado com
nanoparticulas poliméricas contendo nicleo magnético (NPPMagFt) ou associado somente a
nanoparticulas poliméricas (NPPFt), respectivamente sem diferenca significativa no efeito
citotoxico ao comparéa-los entre si (FIGURA 38A, barras tracejadas); quando o tempo de
incubacdo aumentava para quatro horas, nas mesmas condi¢Ges de concentracdo e dose de
energia citadas anteriormente, os valores de viabilidade diminuiam para 41% para NPPMagFt
e NPPFt (FIGURA 38B, barras tracejadas) e mesmo na menor concentracdo a viabilidade era
menor que 45% para esses dois nanossistemas, ndo diferindo significativamente entre si.
Dessa forma, pode-se especular que as nanoparticulas magnéticas presentes nas NPPMagFt
ndo alteram a atividade citotoxica do FS e até permite um questionamento: ao ser aplicado,
ap6s a TFD, um campo magnético alternado (CMA) e este promovendo calor a partir do
movimento das particulas (magnetohipertermia), aumentaria a eficiéncia da morte de células
tumorais? Essas mesmas observacfes podem ser feitas para as células murinas tumorais ou
ndo — 4T1 e NIH-3T3 — utilizadas no presente estudo mesmo que a perda da viabilidade
promovida pelos nanossistemas para essas linhagens, que foi discutida acima, ndo tenha sido
reduzida significativamente entre elas. Portanto, a contribuicdo magnética utilizada nos
nanossistemas do presente estudo mostrou-se inerte nos resultados de citotoxicidade das
células e na ativacdo da AICIFt. Assim, estudar o efeito da viabilidade celular ap6s TFD
aplicando um CMA pode aumentar a eficicia de nanossistemas do tipo NPPMagFt no
tratamento contra células tumorais a partir da combinacdo de um FS e de nanoparticulas
magnéticas que ao gerar calor (magnetohipertermia) podem eliminar um nimero maior de

células.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

- Foi possivel sintetizar um nanossistema  polimérico-magnético carreando 0
fotossensibilizante AICIFt e verificar melhor estabilidade quando acondicionado por 105 dias
sob temperatura de 4-8 °C. A carga de superficie para este nanossistema foi negativa.

- Verificou-se que as NPPMagFt exibiram pico de emissdo de fluorescéncia em torno de 680-
680 nm, ou seja, dentro da faixa terapéutica de utilizacdo em TFD e que a houve o
acoplamento das NPFeO e do FS as nanoparticulas de PLGA por meio de bandas
caracteristicas desses componentes nos espectros de FTIR.

- As NPPMagFt foram eficientes na producdo de ERO em proporcbes similares aquelas
causadas pela AICIFt dispersa em EtOH. Além disso, este nanossistema foi capaz de
responder a um campo magnético externo a temperatura de 300 K, tornando-o promissor para
utilizacdo em magnetohipertermia.

- Por meio de MET, foi possivel observar o recobrimento da superficie das nanoparticulas
pelo PLGA e também com o contraste do BSA. Quando na presenca do elemento magnético,
as imagens demonstram sua presenca dentro das nanoparticulas de PLGA ou proximo as
bordas poliméricas com formato esfeérico.

- Nos ensaios in vitro de internalizacdo do nanossistema NPPMagFt, as células tumorais 4T1
capturam o FS em menor tempo (6 horas) quando comparadas as células ndao tumorais NIH-
3T3 (24 horas) na concentracdo de 10 uM de FS evidenciando uma maior capacidade de
ceélulas cancerosas em acumular moléculas de AICIFt.

- Nos ensaios de citotoxicidade na auséncia de irradiacdo, ndo foi observada reducdo
significativa da viabilidade celular de células de cancer de mama humano, MCF-7, em
nenhuma concentracdo-teste em relacdo ao controle apos 24 horas de incubacao.

- Nas células murinas, os ensaios de MTT sem aplicacdo de TFD para células 4T1 tratadas
com NPPMag, NPPMagFt e NPPFt, demonstram reducdo significativa da viabilidade celular
em todas as concentracdes testadas. Os resultados para a linhagem murina ndo tumoral NIH-
3T3 evidenciam que apenas nas duas menores concentracOes-teste, NPPMagFt e NPPFt
exerceram diminui¢es significativas no nimero de células viaveis.

- A TFD aplicada as células MCF-7 apds incubacdo por 15 minutos e quatro horas com 0s
nanossistemas e com a AICIFt dispersa em meio aquoso demonstra um susceptibilidade
significativamente maior das células as NPPMagFt e NPPFt quando comparadas ao controle
em ambos 0s tempos.

- Na linhagem tumoral murina 4T1, esses efeitos na perda da viabilidade pés TFD é menor,
porém, depois de incubacdo por quatro horas com as NPPMagFt e NPPFt, a reducéo cai
significativamente em relag&o ao controle.
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- A citotoxicidade para a linhagem ndo tumoral NIH-3T3 mostra-se maior quando essas
células sdo expostas nos dois tempos de incubagdo aos nanossistemas NPPMag, NPPMagFt e
NPPFt.

- Vale ressaltar que a AICIFt quando aplicada em sua forma livre ndo apresentou reducdo da
viabilidade para nenhuma das linhagens celulares, em qualquer que fosse a concentragdo ou
tempo de exposicdo. Esse resultado justifica a utilizacdo desse FS em sistemas
nanoestruturados, com um aumento da sua eficacia citotoxica.

- Ap0s os resultados de citotoxicidade com aplicacdo de TFD observou-se que o tempo de
incubagdo das células com os nanossistemas, bem como a concentragdo destes, sdo fatores
importantes na reducdo ou ndo da viabilidade. Apenas para as células MCF-7 depois de
submetidas a TFD, os nanossistemas na menor concentracdo causaram reducdo significativa
da viabilidade na menor concentracdo e nos dois tempos. Esses dados podem indicar menor
resisténcia dessa linhagem tumoral a TFD mediada por nanossistemas polimeérico-magnéticos
contendo AICIFt

- Visando a utilizacdo futura das NPPMagFt em magnetohipertemia é possivel analisar que,
em relacdo as NPPFt, ndo houveram diferencas significativas em qualquer linhagem celular
ou outra condicdo testada. Dessa maneira, € possivel inferir que o elemento magnético
presente no nanossistema ndo interfere nos resultados de citotoxicidade observados e, a
inducdo de um campo magnético alternado nessas células apés a TFD pode aumentar a
capacidade das NPPMagFt induzir citotoxicidade.

- Esse estudo também trds como perspectivas a determinagdo da concentracdo da AICIFt e das
NPFeO; a determinacdo de doses letais capazes de eliminar 50% das células vidveis (CCsp)
nos ensaios in vitro; a aplicacdo de TFD utilizando diferentes doses de energia a fim de
comparar 0 comportamento e viabilidade celular; a exposicdo dos nanossistemas a um campo
magnético alternado e posterior geracdo de calor (magnetohipertermia) combinando os efeitos
terapéutico da irradiacdo com as caracteristicas magnéticas dos constituintes dos
nanossistemas; a localizacdo intracelular das nanoparticulas e a determinacdo das vias de
morte celular.
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