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Resumo

A prevencdo e o diagnostico precoce, associado ao tratamento eficaz de
qualquer tipo de cancer, sdo fundamentais para que os indices de incidéncia e
mortalidade por cancer possam ser reduzidos. A busca pelo tratamento
eficaztem inspirado o desenvolvimento de novas plataformas terapéuticas,
como a utilizagdode farmacos associados ananossistemas. Nesse contexto,
realizou-seo presente estudoque teve como objetivo avaliar,in vitro,a eficacia
deum  material nanoestruturado,Fe203/AO/P-F127-AICIFt, na terapia
fotodindmica, TFD. Para tal, utilizou-se células daslinhagensNIH-3T3, MCF-7,
A431 eHela. Os resultados mostram que o fotossensibilizante AICIFt, livre ou
adsorvido a Fe203/A0/P-F127,quando irradiado, induz a producdo de oxigénio
singleto eao ser incorporado pelas células sealoja no seu citoplasma. A analise
dos resultados mostra também que a TFD mediada por esse nanomaterial, em
diferentes concentracdes de AICIFt,écitotdxica, induzindo as células das quatro
linhagens a necrose, embora induza despolarizacdo somente das membranas
mitocondriaisdas células da linhagem NIH-3T3. Além disso, a TFD mediada por
Fe203/A0O/P-F127, com AICIFt na concentracdo de 0,04 pg/mLinduziu
fragmentacdo no DNA de células das linhagens NIH-3T3 e MCF-7, e com
AICIFt na concentracao de 0,09 pyg/mL induziu também fragmentacdo no DNA
de células das linhagens A431.Apds duas sessOes de TFD mediada pela
Fe20s3/A0/P-F127-AICIFt, com AICIFt na concentracdo de 0,09 pg/mL, as
células das quatro linhagensforam praticamente eliminadas em menos de cinco
dias, o que evidencia opotencial da Fe203/A0O/P-F127-AICIFt a ser utilizado na

TFD.

Palavras-chave: nanobiotecnologia, terapia fotodindmica; Aluminio-Cloro-

Ftalocianina, nanoparticulas magnéticas.



Abstract

Cancer prevention, early diagnosis, andtreatment are essential to reduce the
cancer incidence and mortality rates. The ideal cancer treatment involves
effective therapies with minimal side effects. Aiming to better cancer treatment,
therapeutic solutions, such as the use of drugsdelivery, is being developing.
Here we evaluate the efficacy of Fe2O3/AO/P-F127-AlICIFt, a nanostructure, in
the photodynamic therapy, PDT, using NIH-3T3, MCF-7, A431 andHelLacells
lines. According to our results,photosensitizing AICIFt adsorbed to the
Fe203/A0/ P-F127 induces the production of singlet oxygen when irradiated.
When the nanostructures enter the cells, theyremain in their cytoplasm.In
addition, PDT mediated by Fe203/A0O/P-F127-AlICIFt at different drug
concentrations is cytotoxic, and, although induces depolarization only of
mitochondrial membranes of NIH-3T3 cells, it induces necrosis in the cells ofthe
four cell lines.The PDTmediated by Fe203/AO/P-F127 with 0.04 pg/mlof AICIFt
induced DNA fragmentation of NIH-3T3 and MCF-7cells and with0.09 pg/ml of
AICIFt also induced DNA fragmentation in A431 cells. After two sessions of PDT
mediated by Fe203/A0/P-F127-AICIFt with 0.09 pg/mL AICIFt, cells of all the
four lines were eliminated in less than five days, which shows the potential of

Fe203/A0/P-F127-AlCIFt to be used in the photodynamic therapy.

Keywords: nanobiotecnology; photodynamic therapy; magnetic nanoparticles

aluminium phthalocyanine chloride;
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Introducéo

Céancer é o nome utilizado para designar um grupo de doencas, mais de
100, que podem afetar qualquer parte do corpo (WHO, 2015). Essas doengas
em geral constituem organiza¢cdes morfofuncionais que tém em comum, devido
a alteracdes genéticas, a proliferacdo desordenada de células (WEINBERG,
2014). Cabe enfatizar que essas organizagdes morfofuncionais denominadas
de céncer, ndo constituem somente um conjunto de células em proliferacdo
desordenada, mas sim um tecido complexo composto por tipos distintos de
células que interagem entre si. Isso porque para as células se tornarem
neoplasicas, elas devem, durante as diversas divisfes celulares desordenadas,
adquirir outras alteracdes genéticas e/ou epignéticas que lhes conferem
caracteristicas que sao essenciais para 0 processo carcinogénico, tais como:
insensibilidade a fatores antiproliferativos; evasdo a morte e aos mecanismos
de defesa imune; potencial infinito de replicacdo; modulacdo da resposta
inflamatoria; inducdo persistente da angiogénese; instabilidade genética e
alteracdes metabdlicas adaptativas (HANAHAN & WEINBERG, 2011). A
necessidade da aquisicdo dessas caracteristicas explica o fato de a
tumorigénese ser um processo complexo que ocorre em varias etapas e
envolve alteracbes em diversas vias metabdlicas, que se traduzem no
desenvolvimento de novos fenotipos que sdo continuamente gerados, tanto por
alteracdes na expressao, como na funcdo de determinados genes (GATENBY
& GILLIES, 2007).

Como as ceélulas tumorais recrutam outras células para constituir o seu
estroma e essas células recrutadas tornam-se participantes ativos na
tumorigénese, em vez de espectadores passivos, as ceélulas neoplasicas

podem, com contribuicbes do microambiente tumoral, invadir tecidos
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adjacentes e ao atingir vasos sanguineos podem ser transportadas para outro
orgdo do corpo, aumentando a probabilidade do desenvolvimento de tumores
secundérios, em um processo denominado de metastase. Vale lembrar que a
metéstase tumoral é a principal causa de morte em decorréncia de cancer; 0s
tumores primarios sdo responsaveis por apenas 10% das mortes por cancer,
enquanto que os 90% restantes sdo devidos aqueles descobertos em locais
distantes onde o tumor primério surgiu (Weinberg, 2014). Assim, quando o
tumor primario ndo € eliminado precocemente, o cancer pode se tornar uma
doenca fatal (GUO et alli, 2014); a chance de pacientes com cancer em estadio
avancado se recuperarem da doenca ainda permanece pequena (ANG et alli,
2014).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 2012,
ocorreram 14 milhdes de novos casos de cancer e 8,2 milhdes de mortes por
cancer em todo o mundo; esse numero de Obitos corresponde a 20% da
mortalidade total (WEINBERG, 2014). No Brasil, segundo o Instituto Nacional
de Céncer José Alencar Gomes da Silva, INCA, a estimativa para o ano de
2015 aponta para a ocorréncia de 576 mil casos novos de cancer. Ainda de
acordo com o INCA, em 2030, a carga global de cancer serd de mais de 21
milhdes de novos casos e 13,2 milhdes de mortes por cancer, em
consequéncia ndo s6 do crescimento da populacdo mundial, mas
principalmente, devido ao envelhecimento desta e a redugdo da mortalidade
por doencas infecciosas em paises em desenvolvimento.

Para que os indices de incidéncia e mortalidade por cancer possam ser
reduzidos € fundamental sua prevencdo e deteccdo precoce. Isso porque,

apesar da escolha do tratamento anticancer a ser aplicado depender
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basicamente do estagio clinico da doenca, da historia do paciente, da
localizagédo e do tamanho do tumor, o tratamento anticancer padrdo, que
consiste na remo¢do da massa tumoral, associada ou ndo a radioterapia e/ou
quimioterapia (EBLEN, 2012; ACS, 2013), muitas vezes n&o consegue
erradicar completamente as células tumorais. Um exemplo disso é o fato de a
taxa de sobrevivéncia de pacientes com cancer submetidos a quimioterapia,
terapéutica importante para o tratamento oncoldgico (ZHANG et alli, 2011), ndo
ter aumentado significativamente nas ultimas trés décadas (GUO et alli, 2014);
talvez porque, apesar da diversidade de quimioterapicos utilizados no
tratamento de cancer, a maioria deles ndo diferencia células tumorais de
células ndo tumorais, o que limita a dose maxima admissivel, pois leva a
toxicidade sistémica e a efeitos colaterais adversos (MAJI et alli, 2014).

Entretanto, a maior falha da quimioterapia antineoplasica deve-se a
resisténcia das células a drogas. Populacdes celulares podem sofrer alteracdes
genéticas e por meio da sintese de novas enzimas, metabolizar e/ou neutralizar
quimioterapicos (EBLEN, 2012). Também devido a alteracdes genéticas,
populacées de células tumorais podem superexpressar a glicoproteina-P (gpP),
uma proteina de membrana plasmatica que funciona como uma bomba de
efluxo, o que leva a diminuicdo da concentracéo intracelular do quimioterapico,
fenbmeno esse denominado de resisténcia a multiplas drogas (YHEE et alli,
2015).

Outro método capaz de destruir as células tumorais € a radioterapia, que
emprega feixe de radiagbes ionizantes para erradicar as células tumorais, mas
gue também promove efeitos colaterais os quais podem ser potencializados

pela administracdo simultanea com quimioterapicos. Entre os efeitos colaterais
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induzidos pela radioterapia e pela quimioterapia pode-se citar a infertilidade,
alteracdes cardiacas, gastrintestinais, endocrinas e renais, além de perda
capilar, entre outros (GLENNYA et alli, 2004). Assim, apesar de muitos
utilizados, esses métodos, como citado anteriormente, oferecem riscos de dano
a tecidos sadios e a erradicagdo incompleta das células malignas, o que tem
inspirado o desenvolvimento de novos meétodos para tratar efetivamente o
cancer. Nesse sentido, o desenvolvimento de propostas de inovacao
tecnologica com fins de suplantar as dificuldades atuais encontradas no
tratamento dos diferentes tipos de cancer constitui um dos objetivos da
nanotecnologia.

A nanotecnologia envolve a criagdo e a manipulacdo de materiais e
dispositivos em escala nonométrica, normalmente, mas ndo exclusivamente,
abaixo de 100 nanbmetros. Nessas dimensfes manométricas as
nanoestruturas apresentam propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas,
diferentes das existentes dos materiais em escalas micro ou macroscoépicas,
(ISO/TC 229 Nanotechnologies, acessado em marco de 2015) que lhes
permitem ser utilizados nas mais diversas areas, tais como: eletrdnica,
engenharia de alimentos, biomedicina entre outras (ISO/TC 229
Nanotechnologies, acessado em marco de 2015).

Na area biomédica a aplicacdo da nanotecnologia vem se mostrando
promissora no desenvolvimento de sistemas de carreamento e liberacdo de
drogas para melhorar a eficacia terapéutica de velhos e novos farmacos. Apos
ajuste das suas caracteristicas, esses nanossistemas podem passar mais
facilmente por barreiras celulares e serem capazes de interagir com células,

influenciando processos fisiologicos (SUGANYA et alli, 2015). Além disso,
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podem ser criados nanossistemas capazes de detectar células neoplasicas no
corpo e como, em geral, esses nanossistemas sédo 100 a 10 mil vezes menores
do que as células neoplésicas, eles podem facilmente passar por barreiras
celulares e se acumular nas células tumorais. Além do tamanho favoravel, as
nanoparticulas apresentam diversas outras vantagens que permitem que sejam
utiizadas em um organismo vivo: podem ser biodegradaveis; ter suas
superficies modificadas para criar grupos funcionais contendo diversas
propriedades bioquimicas; serem projetadas de modo a nao sofrer efeitos
enzimaticos, dando total protecdo aos farmacos encapsulados e podem
também ser modificadas para ndo ativar o sistema imunitario. Mas como um
dos principais problemas associados aos tratamentos convencionais do cancer
€ a incapacidade dos farmacos antineoplasicos chegarem ao tecido tumoral
sem causar toxicidade a tecidos ndo tumorais, a veiculacdo de quimioterapicos
em nanoestruturas é vantajosa para o tratamento do cancer, pois, além de
tornar os quimioterapicos mais estaveis e mais soluveis (GUO et alli, 2014),
aumentar a sua meia vida, e de os tornar mais eficazes para superar a
resisténcia a drogas apresentada por células tumorais, permite o
direcionamento do principio ativo para seu alvo especifico, contribuindo assim
para a superacao das limitagées do tratamento padrao do cancer.

Dentre os nanossistemas que podem ser utilizados para carreamento de
farmacos destacam-se os lipossomas, vesiculas esféricas produzidas com
fosfolipidios naturais e colesterol, onde farmacos hidrossollveis ficam
encapsulados no interior da cavidade lipossomal, enquanto que os farmacos
lipossoluveis sé@o incorporados na bicamada lipidica. Essa bicamada pode se

fundir com outras bicamadas lipidicas, como as das células, liberando o
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conteudo lipossomal (ROSSI-BERGMANN, 2008). Outro tipo de nanossistema
utiizado para carreamento de drogas sdo aqueles constituidos de
nanoparticulas poliméricas, as quais o farmaco é agregado, encapsulado ou
adsorvido. Outra possibilidade de vetorizacdo de um farmaco € a sua
associacdo a nanoparticulas magnéticas que, por meio da aplicacao externa de
um campo magnético sobre o tumor, permite que elas sejam levadas até a
massa tumoral, liberando ai o farmaco (BOLFARINI et alli, 2012).
Nanoparticulas magnéticas podem ser constituidas de diferentes ferritas,
como as de cobalto, manganés, zinco e ferro, sendo as de Oxidos de ferro as
mais comuns, as quais apresentam comportamento superparamagneético e
respondem a um campo magnético. Por isso é que elas podem ser guiadas até
ao tecido tumoral por campos magnéticos externos e ali acumularem-se. Desse
modo, além de poderem ser utilizadas como carreadoras de drogas, como
citado anteriormente, elas podem também ser utilizadas como contrataste em
ressonancia magnética nuclear (BAI LY et alli, 2015) para produzir imagens de
estruturas internas do organismo. Vale lembrar que as nanoparticulas
magnéticas podem também ser aplicadas diretamente no alvo desejado.
Qualquer que seja a forma como as nanoparticulas magnéticas tenham
chegado ao sitio alvo, no contexto do cancer, quando acumuladas no tumor,
carreando ou nao farmacos, as nanoparticulas magnéticas ao serem
submetidas a um campo magnético externo de frequéncia alternada promovem
aumento da temperatura no local que pode eliminar células neoplasicas, em
um processo de hipertermia, ou mais precisamente de magnetohipertermia. O
principio da magnetohipertermia esta relacionado a dissipacdo de energia por

um material ferromagnético quando lhe é aplicado um campo magnético
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externo de frequéncia alternada. O interessante é que se as nanoparticulas
magnéticas estiverem associadas as células tumorais, o calor dissipado pode
matar essas células e eliminar o tumor sem prejudicar as demais células do
organismo. Isso ocorre porque a toxicidade dos tecidos biol6gicos somente
ocorre quando os limites de tolerancia a hipertermia sdo excedidos, ou seja,
quando a temperatura intracelular for maior do que 44 °C. Entretanto, a morte
de células tumorais pode ocorrer a temperaturas entre 41 e 44 °C, temperatura
essa promovida pela magnetohipertermia. Essa maior sensibilidade das células
tumorais a hipertermia deve-se, muito provavelmente, porque tumores solidos
tém a arquitetura do sistema vascular cadtica, o que resulta, devido a perfusao
sanguinea insuficiente, em regides de hipdxia e baixo pH, condi¢cbes essas que
tornam temperaturas entre 40-44 °C citotoxicas (ZEE, 2002). A citotoxicidade
induzida pela magnetohipertermia envolve a desnaturacdo de proteinas,
inclusive as que constituem os complexos enzimaticos envolvidos na sintese e
no reparo de DNA (ZEE, 2002), além de modificagcbes no citoesqueleto,
tumefacdo citoplasmética e rompimento das membranas celulares.

Devido ao tamanho nanométrico, as nanoparticulas magnéticas
apresentam alta relacdo de area de superficie/volume, 0 que as torna muito
reativas, sendo necessario estabiliza-las, pois quando ndo sdo estabilizadas
elas tendem a se aglomerar, formando uma estrutura com dimensdes que
excedem os limites nanométricos. A estabilizacdo das nanoparticulas
magnéticas pode ser obtida revestindo-as com moléculas biodegradaveis tal
como o acido oleico, e assim poderem ser aplicadas em organismos vivos.

Dentre os farmacos que podem ser acoplados a nanoparticulas

magnéticas estdo os fotossensibilizantes, moléculas que apos serem
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fotoativadas s&o reconhecidamente capazes de induzir as células neoplasicas
a morte, em uma modalidade terapéutica denominada de terapia fotodinamica,
TFD, modalidade  terapéutica inovadora, = minimamente invasiva
(WOJTONISZAK et alli, 2013; MAJUMDAR et alli, 2014), aprovada para
utilizagéo no tratamento de determinados tipos de cancer, bem como em outras
doencas néo oncolégicas (HUANG et alli, 2011).

A TFD, além de um fotossensibilizante, envolve luz, em determinado
comprimento de onda, e oxigénio molecular. A combinacdo desses
componentes leva a transferéncia de energia da molécula fotossensivel para o
oxigénio molecular, gerando espécies reativas capazes de destruir células
tumorais.

A cadeia de reagbBes que ocorrem na TFD inicia quando o farmaco
fotossensibilizante, FS, administrado topica ou sistemicamente, € irradiado.
Nessa situacdo, como ilustrado na Figura 1, o FS absorve fotons da luz e as
suas moléculas saem do estado fundamental (S0), de mais baixa energia, e
passam para um estado singleto excitado (Sn). O FS no estado Sn pode
retornar ao estado fundamental dispersando a energia adquirida na forma de
luz fluorescente, ou passar por um processo denominado de cruzamento
intersistema em que as moléculas excitadas sdo conduzidas a um estado
eletronicamente de maior energia, porém mais estavel que o estado singleto,
ou seja, para um estado tripleto excitado (S1); o FS no estado S1 é mais
estavel, tende a ter mais tempo de vida disponivel quando comparado com o
FS no estado Sn (MAJUMDAR et alli, 2014). A energia do FS nesse estado S1,
por meio de um mecanismo denominado de reacdo do Tipo |, pode ser

transferida para um substrato celular formando ions radicais. Estes ions
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radicais podem interagir com o oxigénio do meio, gerando espécies reativas de
oxigénio, ERO, tais como o anion superoxido, O2+~, o ion hidroxila, OH~ e ions
peroxidos, H202. Essas ERO por sua vez podem interagir com biomoléculas.
Em outro tipo de mecanismo, reacao do Tipo Il, o fotossensibilizante em
seu estado tripleto (S1) pode interagir com o oxigénio molecular (O2), que
normalmente também se encontra no estado de excitagdo tripleto, e formar
oxigénio singleto (*O2). Esta forma reativa do oxigénio (*O2) é centenas de
vezes mais reativa que a forma molecular, o Oz, sendo referida como a grande
responsavel pelos efeitos oxidantes da TFD, pois, por meio de ligacdes
covalentes, ela oxida as biomoléculas proximas ao sitio de acumulo do FS
(MAJUMDAR et alli, 2014). Ao oxidar biomoléculas, as espécies reativas de
oxigénio podem ocasionar a morte celular, por meio de apoptose, necrose e/ou

autofagia.

( Mecanismo)
Tipo |

Radicais ou
Taar E lons Radicais
PS 1] Cruzamento
Intersistemas
Y . Morte celular
3P3 30
g 2
hv Fluoresc. -hv
ps + 10,
# Fosforesc. ( Mecanismo
! Tipo Il )
s | ¥ y P

Figura 1. Diagrama de Jablonsky simplificado. Mecanismo geral de geracdo de
espécies reativas de oxigénio mediadas ela luz. Fonte: Oliveira e colaboradores, 2015.

Esses dois tipos de reacbes podem ocorrer simultaneamente, e a
frequéncia de cada processo depende da concentragcdo intracelular do FS.

Como as células tumorais normalmente apresentam maior concentracdo de
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receptores de lipoproteinas de baixa densidade, LDL, do que as células nédo
tumorais (FAVERO & BYDLOWSKI, 2008), proteinas essas com as quais 0S
FS apresentam alta afinidade (JORI & REDDI, 1993), acaba ocorrendo,
preferencialmente, maior acumulo do fotossensibilizante no tecido tumoral.
Desse modo a concentracdo de 02 gerado apds a irradiacédo do FS danifica
biomoléculas em quantidade suficiente para promover morte celular no tecido
tumoral (AIBANI et alli, 2014).

Além da concentragéo intracelular do FS, o sucesso da TFD depende
também das caracteristicas do fotossensibilizante, pois € a partir deles que
ocorre a transicao da energia fotoelétrica para a energia quimica. Um FS ideal
deve apresentar diversas caracteristicas tais quais: alta pureza quimica, alto
coeficiente de absorcédo de luz, baixa tendéncia a agregacdo no meio aquoso,
alto rendimento de producdo de 'Oz, minima toxicidade no escuro, ou seja,
citotoxicidade apenas quando irradiado, eliminagdo rapida do organismo, além
disso, ndo deve apresentar potencial mutagénico ou carcinogénico.

Os primeiros FS a serem utilizados na TFD, ou seja, a primeira geracao
de FS foram os derivados de hematoporfirinas, sendo o primeiro deles o
Photofrin®. Embora esses FS represente um progresso na pesquisa de
terapias oncoldgicas, eles apresentam algumas limitacbes, como baixa
absorcdo no comprimento de onda de 600-800nm e, portanto, necessidade de
doses altas de luz, o que gera danos ndo especificos (KOLAROVA et alli,
2007). Alem disso, esses FS sao excretados muito lentamente pelo organismo,
0 que leva a sua retencao prolongada na pele, exigindo assim que o paciente
permaneca ao abrigo da luz por varios dias para evitar o surgimento de lesdes

cutaneas (KOLAROVA et alli, 2007). Em razéo disso, elaboraram-se pesquisas
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de modo a desenvolver FS mais eficientes, o que originou a chamada segunda
geracdo de FS. De maneira geral, essa nova geracdo de FS possui
propriedades fotoquimicas e fotofisicas mais adequadas para serem utilizados
na TFD; eles sédo ativados com comprimentos de onda entre 600-800nm e,
assim, conseguem ser excitados em planos mais profundos dos tecidos
biolégicos, apresentam elevado rendimento quantico na geragdo de 'Oz, maior
seletividade tumoral e periodo de fotossensibilidade mais curto, além de serem
toxicos somente na presenca da luz.

Dentre esses FS de segunda geracdo destacam-se as ftalocianinas.
Este grupo de compostos possui propriedades interessantes, tais quais: grande
variedade de estruturas quimicas, penetracao efetiva nos tecidos, absorbéancia
em Varias regides, principalmente na janela fototerapéutica (ZIELICHOWSKA
et alli. 2015), ou seja, dentro da faixa de comprimento de onda (600-800 nm) na
qual a penetracdo da luz nos tecidos biolégicos € aumentada, sem sofrer
interferéncia dos cromdéforos enddgenos, presentes nos sistemas biolégicos,
que fazem com que a penetracdo de luz nos tecidos biol6gicos seja menor do
que a luz incidente. Além disso, as ftalocianinas podem ter as suas
propriedades fotofisicas e fotoquimicas moduladas ao serem associadas a
metais como 0 zinco, silicio, o aluminio e o cloro, de modo a melhorar a sua
eficacia durante a sua fotossensibilizagdo (TOMAZINI et alli, 2007 ).

Entretanto, esses fotossensibilizantes, principalmente os derivados de
ftalocianinas, sdo altamente hidrofébicos, o que gera entraves que
comprometem a sua atuagdo como FS. Devido a esse carater hidrofobico,
estas moléculas tendem a formar agregados moleculares que reduzem

significativamente a eficiéncia na geracao de espécies reativas. Para solucionar
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esse problema, os FS hidrofébicos podem ser dispersos em carreadores de
drogas, como as nanoparticulas, que criam ambientes apolares que favorecem
a dispersédo destes FS e, por conseguinte, a geracdo de agentes oxidantes
apos a fotoativacdo dos farmacos. Ademais, a associacdo a nanocarreadores
permite que os FS sejam administrados em individuos por via endovenosa. O
encapsulamento de um FS ndo s6 permite aumentar a sua solubilidade em
solugdes aquosas, como também melhora a entrega do farmaco as células
tumorais, reduzindo assim, os efeitos colaterais induzidos por ele, o nUmero de
doses a serem administradas, além de prolongar os intervalos entre elas
(WOJTONISZAK et alli. 2013). Por isso, os fotossensibilizantes comecaram a
ser ligados a diferentes nanomateriais, constituindo assim os denominados
fotossensibilizantes de terceira geragdo. Esses nanomateriais podem ser, entre
outros, polimeros surfactantes. Desses, 0s copolimeros com porcao hidrofilica
de polioxietileno e por¢éo hidrofébica de polioxialquilenos ou de poliésteres tém
atraido grande interesse como matrizes de liberacdo controlada de farmacos,
sendo o copolimero Pluronic F127 interessante, pois € capaz de interagir com
membranas bioldgicas e superficies hidrofébicas, e moléculas anfifilicas, além
de poder inibir algumas bombas de efluxo de farmacos, em particular a
glicoproteina-P, gpP, (WEI et alli, 2013).

Considerando que o fotossensibilizante Aluminio-Cloro-Ftalocianina é
um farmaco que tem se mostrado eficaz na eliminacdo de células neoplasicas
(TAPAJOS et alli, 2008; BICALHO et alli, 2013; MUEHLMANN et alli, 2014) e
gue nanoparticulas magnéticas podem ser utilizadas, na magnetohipertermia,
em sistemas de contraste de imagem, e também como carreador de farmaco, é

plausivel acreditar que a associacdo desses compostos possa direcionar a
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Aluminio-Cloro-Ftalocianina até o tecido alvo e assim melhorar a eficacia da
TFD mediada por esse farmaco no tratamento do cancer. Assim pesquisadores
do INCT - Nanobiotecnologia, no qual este estudo estd inserido,
desenvolveram um nanossistema composto de nanoparticulas magnéticas,
majoritariamente de magnetita (Fe203) e as revestiram com acido oleico
associado ao polimero Pluronic F-127 (PF-127) e com o fotossensibilizante
Aluminio-Cloro Ftalocianina (AICIPc) adsorvido para ser utilizado na
magnetohipertermia, na TFD e como agente de contraste de imagem em

exames de ressonancia magneética.

13



Justificativa

Para que os indices de incidéncia e mortalidade por cancer possam ser
reduzidos é fundamental a prevencéo e deteccao precoce da doenca, além do
desenvolvimento de terapias mais efetivas com o minimo de efeitos adversos.
Considerando isso, o Laboratério de Nanobiotecnologia da Universidade de
Brasilia, juntamente com os demais membros da Rede de Nanobiotecnologia,
tem desenvolvido estudos visando o desenvolvimento de nanoestruturas
biocompativeis e eficientes em tratamentos do céancer. A possibilidade de se
desenvolver terapias mais efetivas no tratamento do cancer por meio de novos

materiais nanoestruturados justifica esta pesquisa.
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Objetivos

Considerando a necessidade de se desenvolver novos materiais que

possam ser utilizados no tratamento do cancer de modo mais efetivo e com

menos efeitos adversos, este estudo tem como objetivo geral analisar a

eficAcia de um novo material nanoestruturado constituido de nanopatrticulas de

magnetita revestidas com uma monocamada de acido oleico a qual esta

associado o polimero Pluronic F-127 com o fotossensibilizante Aluminio-Cloro-

Ftalocianina adsorvido, a ser utilizado na TFD.

Para tal foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

determinar a capacidade do fotossensibilizante Aluminio-Cloro-
Ftalocianina adsorvido ao novo nanomaterial em gerar oxigénio

singleto, por meio do método de decaimento do Benzofurano;

verificar a eficacia da TFD mediada pelo mediada pelo nhanomaterial
Fe203/A0/P-F127-AICIFt em linhagens celulares, tumorais ou ndo,
por meio do ensaio de metabolizacdo de brometo de 3 (4,5

dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazdlio), denominado de ensaio do MTT;

avaliar a incorporacdo do fotossensibilizante Aluminio-Cloro-
Ftalocianina adsorvido ao novo nanomaterial, por células tumorais ou
nao, por meio de um sistema de cromatografia liquida de alta

eficiéncia e microscopia confocal;

determinar o perfil de morte celular induzido pela TFD mediada pelo
nanomaterial Fe203/A0/P-F127-AICIFt em linhagens celulares

tumorais ou néao, por meio de citometria de fluxo;
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analisar o potencial elétrico de membranas mitocondriais de células
submetidas a TFD mediada pelo nanomaterial Fe203/AO/P-F127-
AICIFt em linhagens celulares tumorais ou n&o, por meio de

citometria de fluxo;

determinar a fragmenta¢do do DNA induzido pela TFD mediada pelo
nanomaterial Fe203/A0/P-F127-AICIFt em linhagens celulares

tumorais ou n&o, por meio de citometria de fluxo;

avaliar em tempo real a dinamica da proliferacéo celular das células
sobreviventes a TFD mediada pelo nanomaterial Fe203/AO/P-F127-

AICIFt e de suas descendentes.
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4.1 Amostra

No presente estudo utilizou-se uma amostra composta por um fluido
magnético constituido de nanoparticulas de magnetita (Fe203) revestidas com
uma camada de acido oleico (AO) a qual estd associado o polimero Pluronic F-
127 (PF127) e com o fotossensibilizante Aluminio-Cloro Ftalocianina (AICIFt)
adsorvido. Essa amostra, Fe203/A0O/P-F127-AlCIFt, a qual foi denominada de
NOP-AICIFt, foi sintetizada pelos professores Leonardo Giordano Paterno e
Maria Aparecida Godoy Soler, respectivamente, dos Institutos de Quimica e
Fisica, da Universidade de Brasilia, utilizando-se para obtencdo do nucleo
magnético o método de decomposicao térmica.

A caracterizacdo fisica do nanossistema foi realizada por dispersao
dindmica de luz e microscopia de eletronica de transmissdo. A NOP, cuja
concentracéo de ferro é igual 35, 6 mg/L, mostrou, por dispersdo dinamica de
luz, didmetro hidrodinamico de 280,40 + 3,24 nm e por microscopia de

eletrbnica de transmissao diametro de 11,66 + 1,78 nm.

4.2. Fonte de Diodo Emissor de Luz

Para a irradiacdo da NOP-AICIFt foram utilizados bancos de 20 diodos
emissores de luz LED modelo XLOO1WPO1NRCG660 (Shenzhen Sealand
Optoelectronics Co. Ltd., China). O circuito de alimentagdo foi montado pelo
professor Dr. Paulo Souza do Instituto de Fisica da Universidade de Brasilia. O
controle da corrente de alimentacdo capaz de garantir a estabilidade da
iluminacéo foi realizado por um controlador RCD-24-0.35/W, Constant Current

LED Driver (Recom Power, Inc., Alemanha).

17



Material e Métodos

4.3 Linhagens celulares

Para determinar a eficacia da NOP-AICIFt na terapia fotodinAmica foram
utilizadas, conforme ilustrado na Tabela 1, quatro linhagens celulares
imortalizadas: (1) linhagem celular de fibroblastos ndo tumorais isolados de
pele, células NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™): (2) linhagem celular isolada de
um adenocarcinoma de mama, células MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7,
ATCC®, HTB-22™); (3) linhagem celular isolada de um carcinoma de pele,
células A431, (A431 ATCC® CRL-2592™); (4) linhagem celular isolada de um
carcinoma de Utero, células HeLa NR1, (Hela Cells Transfected With Plasmid

Psv2neonr101, ATCC® CRL-13011™).

Tabela 1. Linhagens celulares utilizadas no presente estudo.

Linhagem celular Descrigéo

NIH-3T3 Fibroblastos ndo tumorais de derme
MCF-7 Adenocarcinoma mamario

A431 Carcinoma de pele

HelLa Carcinoma cervical

A linhagem NIH-3T3, linhagem nao tumoral, foi estabelecida a partir de
fibroblastos de embrides de camundongo NIH Swiss. As células dessa
linhagem, assim como a maioria das células nao tumorais, apresentam inibicéo
de contato; o contato fisico entre elas dispara sinais quimicos que inibem a
mitose. Essa linhagem é muito utilizada em estudos de transfeccdo e
transformacdo de DNA, pois as células incorporam DNA exdgeno com alta
eficiéncia (ATCC, 2015).

A linhagem MCF-7 é constituida de células de um adenocarcinoma

mamario; essas ceélulas possuem cariotipo com numero modal de 82
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cromossomos, apresentam receptores de estrégenos citoplasméticos e
resposta proliferativa a esses hormonios e apresentam também receptores de
progesterona. Elas expressam o oncogene Wnt7B, gene que codifica uma
proteina que participa da ativacdo da B-catenina. Uma vez ativada, a f3-
catenina entra no nucleo da célula e forma um complexo ativador da
transcricdo de genes envolvidos na proliferagdo celular. Além disso, essas
células produzem receptores dos fatores de crescimento semelhante a insulina,
IGFBP, (ATCC, 2015), que € um regulador do crescimento e da proliferacao
celular.

A linhagem A431 é constituida de células de um carcinoma de epiderme,
essas ceélulas possuem numero modal de cromossomos igual a 74, nao
possuem o0 gene p53 funcional, mas expressam altos niveis do receptor do
factor de crescimento epidérmico, EGFR, e por isso sdo muito sensiveis a
estimulos mitogénicos, sendo assim muito utilizadas em estudos do ciclo
celular e de vias de sinalizacdo celular associadas ao cancer (ATCC, 2015).

A linhagem Hela é constituida de células de um adenocarcinoma
uterino, cujo numero modal de cromossomos é 82. Essas células contém
integradas ao seu genoma sequéncias génicas do virus do papiloma humano
18 (HPV-18); nelas a expressdo do gene p53 é baixa, mas expressam
Lisofosfatidilcolina, um lipidio envolvido na modulacdo da expresséo de genes
de proliferacao e diferenciacao celular (ATCC, 2015).

Todas essas linhagens celulares estdo sendo mantidas no Laboratoério

de cultivo de células do Departamento de Genética e Morfologia do Instituto de

Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia, UnB.
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4.3.1 Manutencao e propagacao das células

Aliquotas de células das diferentes linhagens celulares, em
concentracdo de 2x10°% células/mL eram retiradas do estoque de nitrogénio
liguido. Quando descongeladas, as células eram transferidas para frascos de
cultura de 25 cm? (TPP, CHE) contendo meio de cultura Dulbecco’s modified
Eagle’s medium — DMEM (GIBCO, Auckland, NZ), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (GIBCO, Auckland, NZ ou Gibco, USA) e 1% de antibi6tico
PenStrep, composto por penicilina,100U/ml, e estreptomicina, 100ug/ml
(GIBCO, Auckland, NZ ou Gibco, USA), e tamponado com bicarbonato de
sédio (NaHCO3) (Sigma-Aldrich Co., USA), sendo o pH 7,4, ajustado pela
adicdo de HCL e mantidas em incubadora, cuja atmosfera era de 5% de COz2, a
umidade 80% e a temperatura de 37 °C.

Para o estabelecimento de subculturas, uma vez atingida 80 - 90% de
confluéncia, as células eram desprendidas do fundo dos frascos de cultura por
tratamento com solucéo de tripsina de 0,125%/EDTA 0,02% (Gibco, USA, ou
GIBCO, Auckland, NZ), por trés minutos a 37 °C. Em seguida, de modo a
inativar a enzima tripsina, eram acrescentados aos frascos de cultura contendo
as células, trés mililitros de meio de cultura. Essa solucdo era centrifugada
(Excelsa baby/Fabricante Fanem, BRA) a 175 g, por cinco minutos. Apds o
descarte do sobrenadante, as células eram entédo lavadas em um (1) mL de
meio de cultura.

Antes de se repassar as células para novos frascos de cultura, fazia-se a
contagem das células viaveis. Para tal, dez microlitros da suspenséo celular
eram adicionados a 90 pL de solucdo de Azul Trypano (Sigma-Aldrich Co.,

USA), um corante capaz de penetrar em células que apresentam a membrana
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plasmatica intacta, ou seja, em células viaveis. Dez microlitros desse
preparado, suspensdo celular e corante, eram entdo aplicados em um
hemocitometro de Neubauer (1/10 mm, Bright-line, Boeco Germany) para a
contagem das células viaveis. A concentracdo de células viaveis era
determinada considerando-se o0s quadrantes laterais e de acordo com a

equacgao a seguir:

NUmero de células/mL= _Numero de células contadas x Fator de diluicdo x 104
Numero de quadrantes contados

Apés a contagem, 104 células eram transferidas para novos frascos de
cultura (TRP, Trasadingen, SUI) de 75 cm? e incubadas nas mesmas

condi¢cOes descritas anteriormente.

4.4. Determinacdo da dose de energia a ser aplicada na Terapia

Fotodindmica

Na terapia fotodinamica a fonte de luz deve ser aplicada em poténcia
adequada e com dose total de energia suficiente para excitar o
fotossensibilizante. Por isso, fez-se necessario a realizagdo de ensaios cujos
resultados determinassem, ndo somente o tempo de irradiagéo, o que definiria
a quantidade de energia luminosa a ser aplicada as células, mas também a
distancia em que a luz incidiria nas células.

Para esse ensaio, 5x103% células/mL de cada uma das linhagens eram
transferidas para microplacas de cultura com 96 pocos e incubadas nas
condi¢cbes descritas no item 4.3.1. Apds 24h de incubacéo, o meio de cultura

inicial era descartado e as células entdo submetidas a duas lavagens com
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100uL de tampao fosfato salino (PBS). Em seguida, as células eram expostas
novamente ao PBS e irradiadas com luz LED no comprimento de onde de
660nm: (1) com poténcia de 6,89mW/cm? por 10, 15 e 20 minutos o que
corresponde, respectivamente, a doses de energia iguais a 4,13J/cm?,
6,20J/cm? e 8,27J/cm?; (2) com poténcia de 13,71mW/cm?, por 10, 15 e 20
minutos 0 que corresponde, respectivamente, a doses de energia iguais a
8,22J/cm?, 12,34J/cm? e 16,46J/cm?; (3) com poténcia de 39,48mW/cm?, por
10, 15 e 20 minutos o que corresponde, respectivamente, a doses de energia

iguais a 23,70J/cm?, 35,54J/cm? e 47,38J/cm?, conforme ilustrado na Figura 2 .

Scm/ 10min Scm/15min Scm/20min
39,48 mW/cm? - - —
23,69J)/cm? 35,54 J/cm? 47,38 J/cm?
10¢m /10min 10cm/15min 10cm/20min
13,71 mW/cm?
8,22 J/cm? 12,34 )/cm? 16,45 J/cm?
15¢m/10min 15¢m/15min 15¢m/20min
6,89 mW/cm? { = = =
4,13 J/cm? 6,20 J/cm? 8,27 l/cm?
10min/ s/l 15min/ s/ 20min/ s/l
Sem irradiacdo 861 08¢ 899
aa aia aay = Células

Figura 2. Desenho

F127-AICIFt.

experimental para determinar a dose de energia (J/cm?) que as
células suportariam sem comprometer a sua viabilidade na auséncia da Fe>Os/AO/P-
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Logo ap6s a irradiacdo, o PBS era removido e as células, 5x103
células/pogo, eram incubadas em microplacas de 96 pocos, conforme descrito
no item 4.3.1, para depois serem submetidas ao ensaio de metabolizagdo de
brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazélio), ensaio do MTT, com
base no trabalho de Mosmann (1983).

O ensaio do MTT € um método colorimétrico sensivel e quantitativo que
avalia a metabolizag&o celular e assim, a viabilidade e a proliferagdo celular
(MOSMANN, 1983). Esse ensaio tem como base a capacidade das enzimas
desidrogenases, presentes nas mitocondrias, em converter o brometo de 3 (4,5
dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazo6lio), MTT, em um composto conhecido como
formazan. Como a producéo de formazan pode ser correlacionada a presenca
dessas desidrogenases ativas, esse ensaio é frequentemente utilizado para
avaliar a citotoxicidade induzida por diferentes estimulos.

Assim, depois de 24 horas de incubagéo das células, o meio de cultura
era substituido por 150 puL de uma solugéo constituida de 15 pL MTT e 135 pL
de meio de cultura e as células eram novamente incubadas a 37 °C, por duas
horas. ApGs esse tempo, a solugdo contendo MTT era removida e 100uL de
dimetil sulféxido (DMSO, Mallinckrodt Chemicals, USA) eram adicionados para
solubilizar os cristais de formazan. A quantificacdo do formazan era realizada
pela medida do espectro de absorbancia, com comprimento de onda de 595nm
em espectrofotbmetro SpectraMax M2 (Molecular Devices, USA) conjugado a
leitora de microplacas. Este ensaio foi realizado trés vezes de forma
independente, cada uma delas em triplicata. A quantidade de células vivas no

grupo sem tratamento foi considerada como 100% de viabilidade.
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4.5. Determinacdo da capacidade de Fe203/A0/P-F127-AlCIFt em
gerar oxigénio singleto.

Este ensaio foi realizado de modo a determinar se o fotossensibilizante
AICIFt adsorvido a NOP, quando irradiado com luz LED, mantinha a
capacidade de induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio, o que €&
essencial para a terapia fotodindmica. Essa producéo de espécies reativas de
oxigénio em consequéncia da reacgdo fotodinamica foi determinada por meio do
método de degradacdo do benzofurano-'O2-dependente. Segundo a
metodologia adaptada por Spiller e colaboradoes (1998), o 1,3-difenil-
isobenzofurano (DBF) é uma molécula que reage pronta e irreversivelmente
com o 'Oz, reduzindo a sua absorbancia, cujo pico ocorre em 410nm. Assim, a
medida que o benzofurano é decomposto pela geracdo de 'O2, a sua
absorbancia é reduzida, sendo essa reducdo proporcional a quantidade de
moléculas de 'O2 geradas, o que permite a quantificacdo percentual desses
COMpOstos.

Para verificar a capacidade de geracdo de 'O2 de NP-AICIFt, foi
preparada uma solu¢do de DBF (Sigma-Aldrich, Ltda., Alemanha) diluido em
etanol, em uma concentragcdo de 0,225 mg/mL. Em seguida, a solucao foi
agitada em vortex por dois minutos e levada ao banho ultrassonico até
completa homogeneizacéao da solucédo, que foi utilizada no maximo duas horas
apos seu preparo, devido a rapida degradacdo de DBF quando em solucéao.
Para o ensaio, 10 pL da solucdo de DBF e 190uL da NOP-AICIFt, com
diferentes concentragbes de AICIFt (0,02 pg/mL; 0,04 pg/mL; 0,09 pg/mL)
foram adicionados a placa de 96 pocos e a degradacdo de DBF foi

acompanhada apos 30 ciclos de irradiacdo de 10 segundos, resultando na
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fluéncia de energia de 0,04 J/cm? por ciclo de irradiacdo. Apés dez irradiacées,
a fluéncia total recebida pela amostra foi de 12 J/cm?. A luz LED tinha
comprimento de onda de 660 nm (MMOptics, S&o Carlos, SP), poténcia de
39,48mwW/cm?,

Em seguida, a absorbancia do benzofurano era mensurada em
espectrofotometro Endpoint, no comprimento de onda de 410nm. Como
controles negativos eram realizadas leituras da absorbancia da AICIFt
dissolvida em PBS e em agua, na concentracdo era de 0,09ug/mL, com e sem
adicdo de benzofurano, antes e apés a irradiagdo com o LED. Este ensaio foi
realizado duas vezes de forma independente, cada uma delas em triplicata, a
temperatura de 25 °C, na presenca de O2 atmosférico e na auséncia de luz

ambiente.

4.6. Determinacdo da eficacia da Terapia Fotodindmica mediada
pelo nanomaterial Fe203/AO/P-F127-AlCIFt

Este ensaio foi realizado com o intuito de avaliar a eficacia da amostra
Fe203/A0/P-F127-AICIFt na terapia fotodinamica. Para tal, 5x102 células eram
plagueadas em microplacas de 96 pocos e incubadas nas condi¢cdes descritas
no item 4.3.1. Ap6s 24 horas, o0 meio de cultura era descartado e as
suspensdes celulares era adicionado a NOP-AICIFt em diferentes
concentracdes de AICIFt: 0,000326 pg/mL, 0,000732 pg/mL, 0,001465 pg/mL,
0,00293 pg/mL, 0,005859 pg/mL, 0,011719 pg/mL, 0,023438 pg/mL, 0,046875
pg/mL, 0,09375 pg/mL, 0,18755 pug/mL, 0,375 pg/mL, 0,75 pg/mL e 1,5 pg/mL.
As microplacas eram entdo recobertas com folhas de aluminio, de modo a inibir

a acao de qualquer tipo de irradiacdo, e incubadas nas condicbes descritas
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anteriormente. Depois de 15 minutos, o meio de cultura era descartado, 100uL
de PBB eram adicionados as microplacas e as células eram entdo irradiadas,
por 10 minutos, com luz LED com poténcia de 39,48 mW/cm?, o que
corresponde a dose total de energia igual a 23,70J/cm?. Em seguida, as células
eram incubadas por mais 24 horas, quando eram entdo submetidas ao ensaio
do MTT, conforme descrito no item 4.4. Como controles utilizaram-se células
sem NOP-AICIFt irradiadas, e células com NOP-AICIFt, nas concentracfes
descritas acima, mas nao irradiadas. Estes ensaios foram realizados trés vezes

de forma independente, cada uma delas em triplicata.

4.7. Determinagé&o do perfil de incorporagéo do fotossensibilizante
Aluminio-Cloro-Ftalocianina por células in vitro

Considerando que na TFD as concentracdes de NOP-AICIFt que
reduziram a viabilidade das diversas linhagens estudadas foram diferentes
decidiu-se verificar se essas diferencas estariam relacionadas ao padréo de
incorporacao da AICIFt pelas células. Para tal, realizaram-se dois ensaios, um
para determinar a taxa de incorporacdo de AICIFt pelas células, por meio do
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), e outro para

determinar a localizacao celular da AICIFt, por meio de microscopia confocal.

4.7.1 Determinacdo da taxa de incorporacdo do fotossensibilizante

Aluminio-Cloro-Ftalocianina por células in vitro, em sistema de cromatografia

liguida de alta eficiéncia

Para este ensaio foram plaqueadas, aproximadamente, 7x10*
células/poco em microplacas de 12 pocos e incubadas nas mesmas condi¢cdes

que as descritas no item 4.3.1. Depois de 24 horas, o0 meio de cultura era
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descartado e substituido por um (1) mL de PBS contendo NOP-AICIFt, cujas
concentracbes AICIFt eram de 0,02ug/mL; 0,04pug/mL e 0,09ug/mL. Como
controle eram utilizadas células submetidas a AICIFt livre na concentracdo de
0,09 ug/mL. A Tabela 2 ilustra os grupos experimentais utilizados neste ensaio,
ensaio esse que foi realizado duas vezes, de forma independente, cada uma
delas em triplicata. Depois de quinze minutos, as células eram lavadas com um
(1) mL de PBS e, em seguida lisadas com 800uL de solugédo de extracao,

constituida de 89% etanol, 10% de DMSO e 1% de acido acético.

Tabela 2. Grupos experimentais utilizados para determinar a taxa de
incorporacdo e o padrdo de distribuicdo intracelular do fotossensibilizante
Aluminio-Cloro-Ftalocianina  em células, in vitro, determinados,
respectivamente, por meio de um sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia e por microscopia confocal.

Grupo AICIFt (ug/mL)
NOP-AICIFt/0,02 0,02
NOP- AICIFt/0,04 0,04
NOP- AICIFt/0,09 0,09
AICIFt - livre 0,09

As amostras eram filtradas e levadas para analise em um equipamento
cromatografico (Shimadzu-Prominence) constituido por desgaseificador em
linha (Modelo DGU 20A5), médulo de distribuicdo de solvente (modelo LC-
20AT), injetor automatico (modelo SIL-20AHT), forno de coluna (Modelo CTO-
20A), detector de fluorescéncia (modelo RF-10AXL) e controlador do sistema
CBM-20A. A coluna utilizada foi a de fase reversa C8 Vydac (25 x 0,4 cm, 5 um
de tamanho de particula) (Separations Group, Ltd., Deeside, Inglaterra) com

pré-coluna (0,4 cm, 5,0 um de tamanho de particula) (Separations Group, Ltd.,
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Deeside, Inglaterra). A fase mével foi obtida a partir da mistura de 0,12% de
TFA em &gua Milli-Q (bomba A) e metanol (bomba B) com proporcédo 40:60
(viv), rendendo uma fase movel isocratica. Medi¢cdes fluorimétricas foram
realizadas em célula de fluxo de 12 uL com os comprimentos de onda de 600-
675 nm de excitacdo e emisséo, respectivamente. O volume de injecao foi de 5
UL e a taxa de fluxo durante os ensaios foi de 1 mL/min a uma pressao de

trabalho de 120 kgf/cm?. A andlise foi realizada com o forno de coluna a 30 °C.

Para o processamento dos dados e identificacdo de parametros

cromatograficos utilizou-se o software LCsolution (Shimadzu, Toéquio, Japao).

4.7.2 Andlise do padrao de distribuicdo intracelular do fotossensibilizante

Aluminio-Cloro Ftalocianina por células in vitro, por meio de microscopia

confocal

Para serem analisadas ao microscopio confocal, 10x10% células/poco
foram plaqueadas em microplacas de 12 pocos, contendo cada um deles uma
laminula de microscopia (15 x 15 mm) e incubadas nas mesmas condi¢bes
descritas anteriormente. Apés 24 horas, o meio de cultura era descartado e
substituido por um (1) mL de PBS contendo NOP-AICIFt, cujas concentracfes
de AICIFt eram iguais a 0,02 pg/mL; 0,04 pg/mL e 0,09ug/mL. Depois de quinze
minutos, as células eram lavadas duas vezes com um (1) mL de PBS e fixadas
com paraformaldeido a 4,0%, durante 15 minutos. Depois desse tempo as
células eram lavadas com um (1) mL de PBS, sendo essa lavagem repetida por
trés vezes. Em seguida, adicionava-se 500 uL de uma solucéo constituida de
DAPI (4’6’-diamidino-2-fenilindol) e PBS (1mg/mL), onde as células

permaneciam por cinco minutos, quando entdo eram lavadas com PBS. Depois
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disso, as laminulas eram retiradas das microplacas e dispostas em laminas de
microscopia (18 x 18 mm), as quais se adicionava 5 pL de antifade, uma
substancia que oferece maior resisténcia a fotodegradacdo e causa pouca ou
nenhuma extingdo do sinal fluorescente. As células eram visualizadas ao
microscépio confocal (Leica, TCS SP5). Como controle eram utilizadas células
submetidas a AICIFt livre na concentracdo de 0,09 pg/mL. Os grupos
experimentais utilizados neste ensaio sdo 0s mesmo que estao na Tabela 2.

Este ensaio foi realizado duas vezes de forma independente, cada uma delas

em triplicata.

4.8. Determinagdo do perfil de morte celular induzido pela terapia
fotodinamica mediada pelo nanomaterial Fe203/AO/P-F127-AlICIFt

Para determinar o perfil de morte celular induzido pela terapia
fotodindmica mediada pelo nanomaterial Fe203/A0/P-F127-AICIFt as células
foram submetidas ao ensaio de Anexina-V/FITC que permite, dentro de uma
populacdo, determinar a porcentagem de células em apoptose. Durante
apoptose as células modificam a estrutura de suas membranas plasmaticas,
deslocando o fosfolipideo fosfatidilserina (PS) do interior da membrana
plasmatica para o ambiente externo. Desse modo, a Anexina V, uma proteina
dependente de célcio que tem uma grande afinidade por PS, pode se ligar
seletivamente a PS e assim servir para identificar células apoptoéticas. A
conjugacao do corante Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) a Anexina V
permite identificar e quantificar as células apoptoticas por meio da citometria de

fluxo. A utilizacdo concomitante com o marcador nuclear fluorescente iodeto de
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propidio (PI), por sua vez, torna possivel verificar as alteracdes caracteristicas
do processo de necrose.

Para a realizacdo deste ensaio, células das quatro linhagens eram
cultivadas em microplacas de cultura de 12 pocos, na concentracdo de 5x10°
célula/poco, nas mesmas condi¢cbes descritas no item 4.3.1. Apds 24 horas, o
meio de cultura era descartado e substituido por um (1) mL de PBS contendo
NOP-AICIFt, cujas concentracdes de AICIFt eram 0,04 e 0,09 pg/mL. Depois de
15 minutos, o meio de cultura era descartado, 100 pL de PBS eram
adicionados as microplacas e as células eram entdo irradiadas, por dez
minutos, com luz LED, com potencia 39,48 mW/cm? o que corresponde- a dose
total de energia igual a 23,70 J/cm? e novamente incubadas.

Vinte e quatro horas depois, as células eram retiradas da incubadora, o
sobrenadante era coletado e armazenado, as células lavadas com um (1) mL
de PBS e entédo desprendidas do fundo do frasco por tratamento com 300 pL
de uma solucao de tripsina de 0,125%/EDTA 0,02% (Gibco, USA, ou GIBCO,
Auckland, NZ), por trés minutos a 37 °C. Para inativar a enzima tripsina, eram
adicionados a suspensdo celular 700 pL do sobrenadante previamente
coletado e armazenado. Essa solugdo era centrifugada (Excelsa
baby/Fabricante Fanem, BRA) a 175 g por trés minutos e deixada a
temperatura ambiente, mas ao abrigo da luz, por 15 minutos. Apos a inativagao
da tripsina, as células eram centrifugadas a 175 g (Excelsa baby/Fabricante
Fanem, BRA), por trés minutos e entao ressuspensas em 400 pL de tampdao de
ligacdo de Anexina fornecido pelo Kit Apotarget® (Invitrogen, Carsbad, CA,
USA). A essas suspensdes de células foram adicionados cinco microlitros de

Anexina-V conjugada com isotiocianato de fluoresceina - Anexina-V/FITC - e
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10 yL de iodeto de propideo, ou somente 5 uL de Anexina-V conjugada com
isotiocianato de fluoresceina - Anexina-V/FITC, ou ainda 10uL de iodeto de
propideo. A Tabela 3 ilustra os grupos experimentais utilizados neste ensaio.
Em seguida, as células eram levadas ao citbmetro de fluxo Cyflow Space
(Partec, Germany), em que a fluorescéncia dos compostos era capturada nos
canais FITC-PI (515-530nm) Esse ensaio foi realizado em duplicata. Os dados
foram capturados pelo software FloMax 2.4 e analisados utilizando-se o

software FlowJo® 7.6.3.

Tabela 3. Grupos experimentais utilizados para determinar o perfil de morte
celular induzido pela terapia fotodindmica mediada pelo nanomaterial
Fe203/A0/P-F127-AICIFt e irradiadas com densidade de energia igual 23,70
J/cm?, por meio do ensaio de Anexina-V/FITC

Grupo AICIFt (ug/mL) Corante

Controle - -

Controle/ Anexina-V/FITC - Anexina-V/FITC
Controle/PI - PI
Controle/Anexina-V/FITC e PI - Anexina-V/FITC e PI
NOP-AICIFt/0,04 0,04 -

NOP-AICIFt/0,04/ Anexina-V/FITC e PI 0,04 Anexina-V/FITC e PI
NOP-AICIFt/0,09 0,09 -

NOP-AICIFt/0,09/ Anexina-V/FITC e PI 0,09 Anexina-V/FITC e PI

4.9 Analise do potencial elétrico de membranas mitocondriais de
células submetidas a terapia fotodindmica mediada pelo nanomaterial
Fe203/A0/P-F127-AlICIFt

O potencial elétrico de membranas mitocondriais de células submetidas a
terapia fotodindmica mediada pelo nanomaterial Fe203/A0/P-F127-AlCIFt foi
avaliado pelo monitoramento da captacao da sonda fluorescente Rodamina 123

(Sigma-Aldrich), um fluorocromo catiénico que € atraido pelo elevado potencial
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elétrico negativo presente na membrana mitocondrial, incorporando-se no
interior destas organelas. Alteragbes na integridade mitocondrial podem ser
detectadas através do aumento da florescéncia verde citosdlica, indicando uma
difusdo da Rh-123 da mitocéndria para o citosol (JOHNSON et alli, 1980).

Para esse ensaio, as células foram cultivadas em microplacas de cultura
de 12 pocos, na concentracdo de 5x10° célula/poco, e depois de 24 horas
submetidas a terapia fotodindmica, conforme descrito no item anterior.

Vinte e quatro horas depois da terapia fotodinamica, o sobrenadante era
coletado e armazenado, as células lavadas com um (1) mL de PBS e entédo
desprendidas do fundo do frasco por tratamento com 300 pL de uma solucéo
de tripsina de 0,125% / EDTA 0,02% (Gibco, USA, ou GIBCO, Auckland, NZ),
por trés minutos a 37 °C. Para inativar a enzima tripsina, eram adicionados a
suspensao celular 700 pL do sobrenadante previamente coletado e
armazenado. Essa solucéo era centrifugada (Excelsa baby/Fabricante Fanem,
BRA) a 175 g por trés minutos e deixadas a temperatura ambiente, mas ao
abrigo da luz, por 15 minutos. Apés a inativacdo da tripsina, as células eram
centrifugadas a 175 g (Excelsa baby/Fabricante Fanem, BRA), por trés minutos
e entdo ressuspensas em 500 pL de uma solucdo Rodamina 123 (Rho123) e
deixadas a temperatura ambiente, mas ao abrigo da luz, por 15 minutos.
Depois desse tempo, esse preparado era novamente centrifugado a 175 g, por
trés minutos quando depois se descartava 0 sobrenadante. As células eram
entdo ressuspensas em 500 uL de PBS e levadas ao citdmetro de fluxo Cyflow
Space (Partec, Germany), FlowMax para avaliacado da fluorescéncia. A Tabela

4 demonstra 0s grupos experimentais utilizados neste ensaio.

32



Material e Métodos

Tabela 4. Grupos experimentais utilizados para avaliar o potencial de
membranas mitocondriais de células submetidas a terapia fotodinamica
mediada pelo nanomaterial y-Fe203/A0/P-F127-AlICIFt e irradiadas com
densidade de energia igual 23,70 J/cm?, por meio do ensaio de Rodamina

Grupo AICIFt (pg/mL) Corante
Controle - -
Controle/Rho123 - Rodamina
NOP-AICIFt/0,04 0,04 -
NOP-AICIFt/0,04/Rho123 0,04 Rodamina
NOP-AICIFt/0,09 0,09 -
NOP-AICIFt/0,09/Rho123 0,09 Rodamina

Esse ensaio foi realizado em duplicata. Os dados foram capturados pelo

software FloMax 2.4 e analisados utilizando-se o software FlowJo® 7.6.3.

4.10 Analise da fragmentacdo do DNA de células submetidas a
terapia fotodinamica mediada pela Fe203/AO/P-F127-AlICIFt

Para a andlise da fragmentacdo do DNA, células das quatro linhagens
eram cultivadas em microplacas de cultura de 12 poc¢os, na concentracao de
5x10° célula/poco, nas mesmas condicdes descritas no item 4.3.1. Apds 24
horas, o0 meio de cultura era descartado e substituido por um (1) mL de PBS
contendo NOP-AICIFt, cujas concentragdes de AICIFt eram 0,04 e 0,09 pg/mL.
Depois de 15 minutos, o meio de cultura era descartado, 100 uL de PBS eram
adicionados as microplacas e as células eram entéo irradiadas, por 10 minutos,
com luz LED, com potencia 39,48 mW/cm2 o que corresponde a dose total de
energia igual a 23,70 J/cm? e novamente incubadas.

Vinte e quatro horas depois, 0 sobrenadante era coletado e armazenado,
as células lavadas com um (1) mL de PBS e entdo desprendidas do fundo do

frasco por tratamento com 300 puL de uma solucédo de tripsina, 0,125%, EDTA
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0,02% (Gibco, USA, ou GIBCO, Auckland, NZ), conforme descrito
anteriormente.

Apés a inativagdo da tripsina, as células eram centrifugadas a 175 g
(Excelsa baby/Fabricante Fanem, BRA), por trés minutos e entao ressuspensas
em 200 pL de uma solucdo tamponada de lise (0,1% citrato de sodio, 0,1%
Triton X-100, 20 pg/mL iodeto de propidio, 50 pug/mL RNase A, pH 7,4), a 37 °C
e em ambiente ausente de luminosidade. Uma vez expostas ao tampéo de lise,
as células tem as suas membranas rompidas e o0 nucleo exposto, o que facilita
a ligacdo do iodeto de propideo ao DNA e consequentemente a detecgéo e a
quantificacdo desta estrutura em cada célula, pois as moléculas de DNA
integras emitem maior fluorescéncia do que as moléculas de DNA
fragmentado.

Ap0s trinta minutos no tampdo de lise, as células eram levadas ao
citometro de fluxo Cyflow Space (Partec, Germany) para a leitura no
comprimento de onda de 560 a 580nm (canal FL-2). A Tabela 5 demonstra os
grupos experimentais utilizados para analisar a fragmentacdo do DNA de
células submetidas a terapia fotodindmica. Esse ensaio foi realizado em

duplicata.

Tabela 5: Grupos experimentais utilizados para analisar a fragmentacédo do
DNA em células submetidas a terapia fotodinamica mediada pela Fe203/A0/P-
F127- e irradiadas sob densidade de energia igual 23,70 J/cm?, por meio de
citometria de fluxo.

Grupos AICIFt (pg/ml)
Controle -

NOP/0,04 sem células 0,04
NOP/0,09 sem células 0,09
NOP/0,04 com células 0,04
NOP/0,09 com células 0,09
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4.11. Dinamica da proliferacao celular das células sobreviventes a
terapia fotodindmica mediada pela Fe203/AO/P-F127-AlCIFt.

Este ensaio foi realizado de modo a avaliar se as células que
sobreviveram a terapia fotodinamica mantinham a capacidade proliferativa.
Para isso, utilizou-se o sistema xCELLigence™ (Roche/ACEA). Esse sistema
abrange trés estacfes integradas, um instrumento de RTCA que é utilizado
dentro de uma incubadora de cultura de células e que utiliza placas com
microelétrodos de ouro para monitorar a proliferacdo celular em tempo real, por
meio da detec¢do automatizada do indice de biomassa celular.

Para esse ensaio, primeiramente eram colocados 100uL de meio de
cultura em placas E-Plate16 (Roche/ACEA) para obter os valores basais. Uma
vez estabilizado o sistema, 5x10° células de cada uma das linhagens celulares,
sem tratamento algum, foram colocadas em placas E-Plate1l6 (Roche/ACEA),
as quais se adicionou 100uL de meio de cultura. As placas foram mantidas por
30 minutos no fluxo laminar, para a decantacdo das células e depois no
equipamento de RTCA (ver Figura 3). O conjunto era levado a incubadora, cuja
atmosfera era de 5% de CO2, a umidade 80% e a temperatura de 37 °C.

A proliferacéo celular era analisada durante 24h. Depois desse tempo o
sistema de deteccéo era interrompido, o0 meio de cultura desprezado e 100uL
de NOP-AICIFt, cujas concentragcdes de AICIFt eram de 0,02 ug/mL, 0,04
pg/mL e 0,09ug/mL, eram adicionados as placas que foram novamente
incubadas por 15 minutos. Depois disso, as células eram submetidas a terapia

fotodinamica, conforme descrito anteriormente.
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Figura 3. Equipamento de analise da dindmica de proliferagéo celular em tempo real
(Real Time Cell Analysis - RTCA), acessado de http://www.aceabio.com, em maio de
2015.

ApoOs a terapia fotodinamica, o PBS era descartado e adicionado 200uL
de meio de cultivo. As placas foram colocadas novamente no instrumento de
RTCA que foi levado a estufa. A dinamica da proliferacao celular foi analisada
por 120 horas, ou seja, por cinco dias. Como controle utilizaram-se células sem
NOP-AICIFt. Os grupos experimentais utilizados neste ensaio SG0 0S mesmos
que foram utilizados no ensaio de fragmentacdo do DNA, ou seja, 0s descritos
na Tabela 6. Este ensaio foi realizado em triplicata. Os dados de proliferacéo

celular foram analisados utilizando-se o software RTCA (Roche/ACEA).
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Tabela 6: Grupos experimentais utilizados para analisar a dinamica de
proliferacdo das células submetidas a terapia fotodindmica mediada pela
Fe203/A0/P-F127-AICIFt e irradiadas sob densidade de energia igual 23,70

J/cm?,

Grupos AICIFt (pg/ml)
Controle -

NOP-AICIFt /0,02 0,02
NOP-AICIFt /0,04 0,04
NOP-AICIFt /0,09 0,09

4.12 - Andlises estatisticas

Os dados obtidos nos diferentes ensaios foram submetidos a analise de

variancia (ANOVA). Nos casos em gue foram detectadas diferencas entre os

grupos, foi aplicado o teste de Tukey com nivel de significancia de p<0,01. A

andlise a tabulacdo dos dados foi realizado por meio do software GraphPad

Prism® 5.
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No presente estudo,com o intuito de avaliar a efetividade do
nanossistema Fe,Os/AO/P-F127-AICIFt,NOP-AICIFt, na terapia fotodinamica,
foram realizados diferentes ensaios cujos resultados estao descritos a seguir.

Uma das abordagens experimentais inicialmente planejadas foi
determinar a densidade de energia,na auséncia da NOP-AICIFt,a ser aplicada
as células das quatro linhagens. Para tal, células das linhagens NIH-3T3,
MCF7, A431 e Hela foram irradiadas com diferentes densidades de energia:
4,13J/cm?; 6,20J/cm?; 8,22J/cm?; 8,27J/cm?; 12,34J/cm?; 23,70J/cm?, 16,45
Jlcm?; 35,54J/cm? e 47,38 J/cm?.0Os resultados estdo ilustrados na Figura 4.

Como ilustradona Figura 4A, as células da linhagem NIH-3T3
apresentaram reducdo da viabilidade quando irradiadas com densidades de
energia iguais a 23,70 J/cm?e 35,54 J/cm?.

Ja as células da linhagem MCF7 (Figura 4B) apresentaram reducdo da
viabilidade quando a irradiacdo era com densidades de energia iguais
a4,13J/cm?, 6,20J/cm? e 35,54J/cm?, mas apresentaram aumento da
viabilidade quando irradiadas com densidade de energia igual a12,34J/cm?2,

As células da linhagem A431(Figura 4C) apresentaram aumentoda
viabilidade quando irradiadas com dose de energias iguais a 4,13J/cm?,
6,20J/cm?, 8,27J/cm?e23,70J/cm?.

Entretanto, nenhuma das densidades de energia aplicadas as células da

linhagem Hel a afetou-lhes a viabilidade (Figura 4D).
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Figura 4. Viabilidade, determinada por meio do ensaio de metabolizacéo de brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazolio), das diferentes
linhagens celulares apés irradiagdo comdiferentes densidades de energia na auséncia da Fe203/A0/P-F127-AICIFt.

39



Resultados

A etapa seguinte do trabalho consistiu em determinar a capacidade do
fotossensibilizante AICIFtem induzir a producdo de oxigénio singleto,'Oz,
quando adsorvido a NOP. Isso foi feito por meio do método de degradacédo do
Benzofurano dependente de oxigénio. Os resultados estdo expressos na Figura
5.Nessa figura pode-se observar que ocorre decaimentoda absorbancia do
Benzofurano ao longo do tempo, o que indica que o mesmo foi oxidado como
consequéncia do aumento delO2, gerado a partir da reacdo fotodinamica,
sendo que quando a AICIFt est4 adsorvida a NOP e é irradiada ela transfere

mais energia do que quando ndo associada a NOP.

1007 @
Y v 0,09 mg/mL AICIFtem PBS

°Lx ® 0,09 mg/mL AICIFtem Agua

v 0,02 mg/mL AICIFt Adsorvidas na NOP
75  §
v 0,04 pg/mL AICIFt Adsorvidas na NOP
0

" ® 0,09 mg/mL AICIFt Adsorvidas na NOP

504

v
25+ LR 4 Vy

Absorbéanciade Benzofurano (%)

0 1000 2000 3000 4000

Energia Jiem?

Figura 5. Espectros de absorbancia da AICIFt, adsorvida ou ndo a um fluido magnético
constituido de nanoparticulas de magnetita revestidas com uma monocamada de acido
oleico associado ao polimero Pluronic F-127 (Fe2Os/AO/P-F127-AlICIFt),mensurada pela
degradacdo do Benzofurano apo6s irradiacdo por fonte diodo emissor de luz (A = 660 nm)
comdiferentes densidades de energia (J/cm?), na presenca de oxigénio.

Uma vez que o fotossensibilizante AICIFtqguando adsorvido a NOP
mantinha a capacidade de induzir a producédo de 'O2, realizou-se entdo um

ensaio do MTTpara avaliar a sua eficdcia na terapia fotodindmica. Para a
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andlise dos dados, a média de células vivas no grupo sem tratamento algum,
ou seja, sem NOP-AICIFt e sem irradiacdo foi considerada 100%. Os
resultados estéo expressos nas Figuras 6, 7, 8 e 9.

Nessas figuras observa-se que a NOP-AICIFtquando néo irradiada
(colunas pretas) ndo é toxica para as células das linhagens NIH-3T3(Figura 6)
qguando as concentragbes deAlCIFtsdo iguais a: 0,011719 pg/mL (99,29% de
células vivas), 0,375 pg/mL (90,97% de células vivas), 0,75 pg/mL (97,84% de
células vivas) e 1,5 pug/mL (104,08% de células vivas),nem para as da linhagem
MCF-7 (Figura 7) quando as concentracdes deAlCIFtsdo iguais a: 0,000732
pug/mL (95,57% de células vivas), 0,0014648 5 pg/mL (94,41% de células
vivas), 0,00293 pg/mL (96,09% de células vivas), 0,005859 pg/mL (95,40% de
células vivas).Entretanto, para as células das linhagens A431(Figura 8) e HeLa
(Figura 9), qualquer que seja a concentragéo deAlCIFt adsorvida, a viabilidade
nao foi reduzida por NOP-AICIFt.

Vale ressaltar que, em determinadas concentracdes de AICIFt, a NOP-
AICIFt induziu proliferagdo celularnas linhagens MCF-7 e A431.A linhagem
MCF-7(Figura 6) apresentou aumento de 12,15%, 11,50%, 8,88%, 14,81%,
13,29%, e 12,14% de proliferacdo celular quando submetida aNOP-AICIFt
cujas concentracoes deAlCIFt adsorvidaeram,respectivamente,
0,023438ug/mL, 0,046875 pg/mL, 0,09375 pg/mL, 0,18755 pg/mL, 0,375 pg/mL
e 0,75 pg/mL.A linhagemA431(Figura 7) apresentou aumento de 17,48%,
20,55%, 32,35%e 26,60% da proliferacdo celular quando submetidas a NOP-
AICIFt que continha concentra¢cdes deAlCIFt adsorvida igual a0,18755 pg/mL,

0,375 pug/mL, 0,75 pg/mL e 1,5 pug/mL, respectivamente.
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Figura 6. Citotoxicidade induzida pela terapia fotodindmica mediada pela AICIFt adsorvida
aFe203/A0/P-F127 com diferentes concentragdes de AICIFt adsorvida, em células da linhagem
NIH-3T3 irradiadas com densidade de energia igual a23,70J/cm?2, determinada por meio do
ensaio de metabolizacéo de brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazélio).
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Figura 7. Citotoxicidade induzida pela terapia fotodinamica mediada pela AICIFt adsorvida a
Fe203/A0O/P-F127 com diferentes concentra¢des de AICIFt adsorvida, em células da linhagem
MCF-7 irradiadas com densidade de energia igual a23,70J/cm?, determinada por meio do
ensaio de metabolizacéo de brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazolio).
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Figura 8. Citotoxicidade induzida pela terapia fotodinamica mediada pela AICIFt adsorvida a
Fe203/A0/P-F127 com diferentes concentragtes de AICIFt adsorvida, em células da linhagem
A431 irradiadas com densidade de energia igual a23,70J/cm?, determinada por meio do ensaio
de metabolizagdo de brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazdlio).
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Figura 9. Citotoxicidade induzida pela terapia fotodindmica mediada pela AICIFt adsorvida a
Fe203/A0O/P-F127 com diferentes concentracdes de AICIFt adsorvida, em células da linhagem
Hela irradiadas com densidade de energia igual a23,70J/cm?2, determinada por meio do ensaio
de metabolizacéo de brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazélio).
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As mesmas figuras (6, 7, 8 e 9) mostram que quando a NOP-AICIFt é
irradiada,com densidade de energia de 23,70J/cm?,0ou seja, quando se efetua a
terapia fotodindmica (colunas cinza),as célulasde todas as linhagensanalisadas
apresentam reducéo da viabilidade, viabilidade essa que variadeacordo com a
concentracéo de AICIFt e da linhagem celular.

Nas linhagensNIH-3T3(Figuras 6) e MCF-7 (Figura 7),a reducdo da
viabilidade celular ocorreu quando as células foram submetidas a terapia
fotodinamica, qualquer que tenha sido a concentracdo de AICIFt adsorvida a
NOP, sendo quepara as células NIH-3T3, a terapia fotodinamica foi mais eficaz
guando as concentracdes de AlICIFteram iguais ou superiores 0,09375 pg/mL.
Nessas concentracfes a taxa de reducdo da viabilidade das células néoé
significativamente diferente.Ja para as células da linhagem MCF-7, a terapia
fotodindmica foi mais eficaz quando aNOP continha 0,0234375 pg/mLAICIFt
adsorvida, concentracdo essa que levoua reducao de 62,80% da viabilidade.

Com relacdo a linhagem A431,observa-se na Figura 8 que as células
somente apresentaram reducdo da viabilidade quando submetidas a terapia
fotodindmicaem que a concentracdo de AICIFt adsorvida a NOPera igual ou
superior 0,0234375 pg/mL, sendo quequando a concentracdode AlClFtera igual
a 0,09375 ug/mL,a taxa de viabilidade célula ndo difere daquela induzida pela
maior concentracdo que é 1,5ug/mL.

Ja as células da linhagem HelLa (Figura 9) apresentaram reducdo da
viabilidade quando submetidas a terapia fotodinamica mediada pela NOP-
AICIFt, cuja concentracdo de AICIFt adsorvida era igual a 0,0375 pg/mL e

1,5ug/mL.
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As diferencas apresentadas pelas quatro linhagens quanto a
sensibilidade frente aterapia fotodindmica podem ser elucidadasmelhor na
Figura 10. Nela pode-seobservar a CLso, ou seja, a concentracdo de AICIFt
capaz de eliminar 50% de células de cada uma das quatro populacdes de
células. Assim sendo, alinhagem NIH-3T3 foia que mostrou maior sensibilidade
ao tratamento, pois atingiu a reducdo de 50% da sua populacdo antes que
qualquer outra linhagem, sendo seguida pela linhagem A431, Hela e
finalmente pela linhagem MCF-7 linhagem. Nessa mesma figura, observa-se
que as linhagens NIH-3T3, A431,HeLa e MCF-7apresentam, respectivamente,

CLsoigual a 0,0108 pg/mL, 0,0702 pg/mL, 0,1048 pg/mL e 2,474 pg/mL.

100 - NIH 3T3

MCF-7
Ad31
Hela

Fted

75 4

Células Vivas (%)
3

25 4 A
Clso(pg/mL) 4
NIH-3T3 | A431 | Hela | MCF-7
00108 | 0,0702 | 0,1048 | 2,474
0 T L} L) T
0.0001 0.001 0.01 0.1 1

Concentragao de AICIFt adsorvida em NOP

Figura 10. Concentracdo de AlCIFtadsorvida aFe;O3/AO/P-F127capaz de eliminar 50% das
células de uma populacdo das linhagens celulares NIH-3T3, A431, HelLa e MCF-7

submetidas a terapia fotodinAmica e irradiadas com densidade de energia igual a
23,70J/cm?
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Considerando que a CLso varia de linhagem para linhagem, decidiu-se
verificar se essas diferencas estariam relacionadas a quantidade de AICIFt
incorporada pelas células ou a sua localizagdo dentro das células.Para tal,
utilizou-se somente NOP cujas concentracdes de AICIFt adsorvida eram iguais
a 0,02 pg/mL, 0,04 pg/mL, 0,09 ug/mL, isso porque com essas concentracdes é
que a terapia fotodindmicamostrou-se mais eficaz. Os resultados estéo
expressos na Figura 11.

Nessa figura observa-se que quando se considera a mesma linhagem, a
quantidade deAlCIFt incorporada pelas célulasindepende da concentracao de
AICIFt adicionada ao meio, esteja ela adsorvida ou ndo a NOP, e que as
células da linhagem NIH-3T3 incorporaram mais AICIFt (44,37%) do que as
células HelLa (21,10%) quando foram exportas a NOP com 0,02ug/ml de AICIFt

adsorvida.
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Figura 11.Taxa de incorporagdo de AICIFt livre ou adsorvida aFe>Os/AO/P-F127 nas
células das linhagens NIH-3T3, MCF-7, A431 e Hela, por meio do método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia. (*) denota diferenca significativa entre as linhagens
células.Dados estao representados como média + EPM para duplicata.
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A AICIFt livre ou adsorvida a NOP,quando incorporada pelas células das

diferentes linhagens, é acumulada no citoplasma (Figura 12), qualquer que seja

a linhagem celular.

Figura 12. Fotomicrografia confocal de células da linhagem MCF-7 (l)e A431(ll), 15
minutos apdés serem submetidas a AICIFt livre () ou Fe2O3/AO/P-F127-AlICIFt (II) na
concentragédo de 0,09 ug/mL. (A e D) coloragdo azul mostra o nucleo das células corado
com DAPI; (B e E) coloracdo vermelha é o resultado da florescéncia da AICIFt livre e
adsorvida a Fe;O3/A0/P-F127, respectivamente, no citoplasma (setas); (C) sobreposicédo
das imagens A-B;(F) sobreposi¢éo das imagens D-E.

O perfil de morte celular induzido pela terapia fotodinamica mediada
por AICIFt adsorvida a NOP foi determinado por meio do ensaio de Anexina-
V/FITC. Osresultados estdomostrados na Figura 13 e expressos na Figura 14.

A Figura 13 ilustra os histogramas, obtidos por meio de citometria de
fluxo,demostrando células que incorporaram ou nao o iodeto de propidio e/oua

Anexina-V-FITC, sendo que no Quadrante 4 (Q4) — quadrante inferior esquerdo

47



Resultados

- estdo as células que ndo incorporaram nem o iodeto de propidio nem a
Anexina-V-FITC, ,ou seja, células viaveis. Nos Q1 (quadrante superior
esquerdo) e Q2 (quadrante superior direito) estdo as células que incorporaram
o iodeto de propidio, mas ndo incorporaram a Anexina-V-FITC, células em
necrose. J& o Q3(quadrante inferior direito) refere-se as células que
incorporaram a Anexina-V-FITC, mas nao incorporaram o iodeto de propidio,

ou seja, células em apoptose.

54Q1 Q2
3592 123

Q2
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Propidium lodide-H :: Propidium lodide-H
w

Propidium lodide-H :: Propidium lodide-H
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Figura 13: Histogramas representativosobtidos em citdmetro de fluxo de células da
linhagem A431 coradas com Anexina-V-FITC e lodeto de propidio. (A) Células controle (B)
células tratadas com Fe,Os/AO/P-F127-AlICIFt, cuja concentracao de AICIFt é 0,04pug/mL e
irradiadas com Luz LEDcom densidade de energia de 23,70J/cm?; (C) células tratadas
com Fe»03/A0/P-F127-AICIFt, cuja concentracédo de AICIFt é 0,09ug/mL, e irradiadas com
Luz LED com densidade de energia de 23,70J/cm?.

A partir de histogramas como os ilustrados na Figura 13,obtidos para
cada linhagem celular, quantificaram-se os dados, que estdo apresentados na
Figura 14.Nessa Figuraobserva-se que a morte celular induzida NOP-AICIFt
apos irradiacdo foi ocasionada,principalmente por necrose, pois dentre as
células mortas, a frequéncia de células em necrose foi de 97,22%, 100%
44,31% e 64,03%, para as linhagens NIH-3T3; MCF-7, A431 e Hela,
respectivamente, quando a terapia fotodinamica foi mediada pela NOP-AICIFt
na concentracdo de 0,04pg/mL. A morte celular induzida pela terapia

fotodinamica mediada pela NOP-AICIFt na concentracdo de 0,09ug/mL também
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foi predominantemente ocasiona por necrose;dentre as células mortas, a

frequéncia de células em necrose foi superior a 90,00%.

Frequéncia de Morte Celular

25+
NIH-3T3 Necrose Hela
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20+ -I-
15+
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Concentragcdo de AICIFt adsorvida a NOP (ng/mL)

Figura 14. Ensaio de Anexina-V/FITC. Frequéncia de morte celular por necrose (cinza) e
apoptose (preto) em células da NIH-3T3, MCF-7, A431 e Hela submetidas a terapia
fotodinamica, mediada por Fe>O3/AO/P-F127-AlCIFtcom concentragbes de AICIFt iguais a
0,04pg/mL e 0,09ug/mLe irradiadas com densidade de energia igual a 23,70J/cm?.Dados
estdo representados como média £ EPM para duplicata.

Para validar os resultados obtidos no ensaio de Anexina-V/FITC,

avaliou-se o potencial elétrico de membranas mitocondriais. Os resultados

estdodemonstrados na Figura 15 e expressos na Figura 16.
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Na Figura 15sdo0 mostradosos histogramasrepresentativos desse
potencial elétrico obtido por meio de citometria de fluxo. Nele as areas em
cinza indicam células cujas mitocdndrias ndo apresentam alteracdo no
potencial elétrico, a direita dele encontram-se as células com alteragdo no
potencial elétrico, com membranas mitocondriais despolarizadas, e a esquerda
do pico situam-se células também com alteracdo no potencial elétrico, mas

hiperpolarizadas.
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Figura 15. Histogramas representativos do potencial elétrico de membranas mitocondriais
de células da linhagem MCF-7 coradas com Rodamina-123. (A) células controle (B)
células submetidas a terapia fotodinamica mediada Fe>O3/AO/P-F127-AICIFt, cuja
concentracdo de AICIFt é 0,04pg/mLe irradiadas com Luz LEDcom densidades de energia
de 23,70J/cm?; (C) células tratadas com Fe,Os/AO/P-F127-AlCIFt, cuja concentragdo de

AICIFt é 0,09 pg/mL e irradiadas com Luz LEDcomdensidades de energia de 23,70J/cm?.

A partir de histogramas, como os ilustrados na Figura 15, obtidos para
cada linhagem celular, quantificaram-se os dados que estdo apresentados na
Figura 16. Nela observa-se que somente as mitocdndrias das células da
linhagem NIH-3T3 apresentam alteracdo no potencial elétrico, mais

especificamente despolarizacao.
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Figura 16. Frequéncia de células NIH-3T3, MCF-7, A431 e HelLa com despolarizacéo de
membranas mitocondriais ap6s serem submetidas a terapia fotodinamica mediada
pelaAlCIFt adsorvida aFe>O3/AO/P-F127, nas concentracdes de 0,04ug/mL e 0,09 pyg/mL e
irradiadas com densidade de energia igual a 23,70J/cm?. Dados estdo representados

como média =+ EPM para duplicata. Simbolos (*) denotam diferencas significativas dentro
da mesma linhagem em relagdo ao controle.

A Figura 17 ilustra a frequéncia de fragmentacdo doDNA induzida pela
terapia fotodinAmica, mediada pela AICIFt adsorvida a Fe203/AO/P-F127, sobre
ascélulas das linhagens NIH-3T3, MCF-7 A431 e HelLa. Nela pode-se observar
gue entre as células nao tratadas (grupo controle) as células da linhagem A431
sao as que mostraram maior quantidade de DNA fragmentado, quase 20%.
Nessa mesma figura observa-seque a terapia fotodindmicaaumentou a
fragmentacdo do DNA das células das quatro linhagens. Nas linhagens NIH-
3T3 e A431 essa fragmentacao foi, respectivamente, 38,06% e 37,60% quando

a terapia fotodinamica foi mediada com AICIFt na concentragéo de 0,04ug/mL.
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J4 quando a terapia fotodindmicafoi mediada pela AICIFt na
concentracdo de 0,09. pg/mL, a fragmentacdo do DNA aumentou nas células
NIH-3T3 (67,78%), MCF-7 (19,20%), A431 (47,95%) quando comparado aos

respectivos controles.
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Figura 17. Frequéncia de fragmentacdo do DNA em células NIH-3T3, MCF-7, A431 e Hela
submetidas a terapia fotodindmica, mediada por AICIFt adsorvida a Fe203/A0/P-F127, nas
concentragdes de 0,04ug/mL e 0,09ug/mL e irradiadas com densidade de energia igual a
23,70J/cm?, Dados estdo representados como média + EPM para duplicata. Letras distintas
denotam diferencas significativas dentro da mesma linhagem.

A fim de avaliar se as células que sobreviveram aterapia fotodinamica
mantinham a capacidade proliferativa foram realizadas duas sessdes de terapia
fotodindmica cujas concentragbes de AICIFt adsorvida a NOP eram iguais a
0,02ug/mL, 0,04pg/mL, 0,09ug/mL. Os resultados estdo expressos nas figuras
18 (linhagem NIH-3T3), 19 (linhagem MCF-7), 20 (linhagem A431) e
21(linhagem Hela). Nessas figuras pode-se observar que durante o periodo de
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adaptacao, ou seja, durante as vinte e quatro horas que precediam a terapia
fotodinamica, todas as linhagens mostraram proliferacéo celular.
NaFigural8Apode-se observar queo indice celularda linhagem NIH-
3T3apos a terapia fotodindmica mediada pela AICIFt na concentragéo igual a
0,02ug/mLnéo difere do indice apresentado pelo grupo controle,tanto depois
de48 horas da primeira sessdo (seta preta) quanto apds 48 horas da segunda
sessdo deterapia fotodinadmica (seta vermelha).Entretanto, quando a terapia
fotodinamica foi mediada pela AICIFt,cuja concentracéo era igual a 0,04pg/mL
e 0,09ug/mLo indice celularé significativamente menor do que oapresentado
pelo grupo controle apos 48 horas da primeira sessdo de terapia
fotodindmica(seta preta), sendo que essas células nao sobreviveram a

segunda sessédode terapia fotodinamica (seta vermelha).
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Figura 18:Dinamica da proliferacdo celular da linhagem NIH-3T3, antes e ap6s duas
sessOes de terapia fotodindmica, mediada por AICIFt adsorvida a Fe203/AO/P-F127,
com diferentes concentragdes de AICIFt e irradiadas com luz LED comdensidade de
energia igual a 23,70J/cm?. (A) indice celular antes (negativo), ap6s 48 horas da
primeira sessao da terapia fotodinamica (seta preta), 48 horas ap6s a segunda sessao
da terapia fotodindmica (seta vermelha); (B) Area sob a curva do padrdo de
proliferagcéo das células.

53



Resultados

A linhagemMCF-7(Figura 19A), 48 horas ap06s a primeira sessao de
terapia fotodindmica (seta preta), qualquer que seja a concentragéo de AICIFt
utilizada,apresentaindicecelular significativamente menor do que o do controle,
sendo que quando a terapia fotodinAmica foi mediada com AICIFt na
concentracdo de 0,04ug/mLe 0,09ug/mL as célulasndo sobrevivem a segunda

sessdao de terapia fotodinamica (seta vermelha).
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Figura 19:Dinadmica da proliferacéo celular da linhagem MCF-7, antes e apo0s duas
sessOes de terapia fotodindmica, mediada por AICIFt adsorvida a Fe:0s/AO/P-F127,
com diferentes concentracdes de AICIFt e irradiadas com luz LED com densidade de
energia igual a 23,70J/cm?. (A) indice celular antes (negativo), apds 48 horas da
primeira sessao da terapia fotodinamica (seta preta), 48 horas apds a segunda sesséo
da terapia fotodinamica (seta vermelha); (B) Area sob a curva do padrdo de
proliferacéo das células.

Da mesma forma, a linhagem A431(Figura 20A), 48 horas apds a
primeira (seta preta), qualquer que seja a concentracdo de AICIFt utilizada,
também apresenta indice celular significativamente menor do que o do
controle, sendo que a diferenga entre os indices celulares apresentados pelos
grupos tratados aumenta apés 48 horas da segunda sessdo de terapia

fotodinamica (seta vermelha) quando comparado ao grupo controle.
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Figura 20:Dinamica da proliferacéo celular da linhagem A431, antes e ap0s duas
sessOes de terapia fotodindmica, mediada por AICIFt adsorvida a Fe20s/AO/P-F127, com
diferentes concentracdes de AICIFt e irradiadas com luz LED comdensidade de
energia igual a 23,70J/cm?. (A) indice celular antes (negativo), apds 48 horas da
primeira sessao da terapia fotodinamica (seta preta), 48 horas apds a segunda sesséo
da terapia fotodinamica (seta vermelha); (B) Area sob a curva do padrdo de
proliferacéo das células.

Com relagdo a linhagem Hela, a Figura 21A mostra que somente a
populacdo de células submetidas a terapia fotodindmicacom AICIFt na
concentracdo de 0,02 pg/mL apresenta o indice celular igual ao do controle, 48
horas ap0s a primeira (seta preta). Apdés a segunda sessao de terapia (seta
vermelha), a populacdo de células submetidas a terapia fotodindmica mediada
pela AICIFt na concentragdo de 0,02ug/mL e 0,04pg/mL apresentam o indice
celular igual ao do grupo controle, sendo que as células submetidas a terapia
fotodindmica mediada pela AICIFt na concentracdo de 0,09ug/mL néo
sobreviveram.

Os dados relacionados ao indice celular podem também ser observados
em 18B,19B, 20B e 21B que mostram a area sob a curva do indice celular

dessas linhagensao longo do tempo deste estudo. Nessas figuras observa-se

também que ao longo de todo o tempo, o indice celular diminui quando as
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bY

células sdo submetidas a terapia fotodindmica mediada pela AICIFt na

concentracéo de 0,04ug/mL e 0,09ug/mL.
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Figura 21:Dinamica da proliferagdo celular da linhagem HelLa, antes e apo6s duas
sessOes de terapia fotodindmica, mediada por AICIFt adsorvida a Fe203/AO/P-F127, com
diferentes concentragbes de AICIFt e irradiadas com luz LED com densidade de
energia igual a 23,70J/cm2. (A) indice celular antes (negativo), apds 48 horas da
primeira sessédo da terapia fotodindmica (seta preta), 48 horas ap6s a segunda sessao
da terapia fotodindmica (seta vermelha); (B) Area sob a curva do padrido de
proliferagcdo das células.
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A prevencdo e o diagnostico precoce de qualquer tipo de céancer,
associado ao tratamento eficaz, sdo fundamentais para que os indices de
incidéncia e mortalidade por cancer possam ser reduzidos. De acordo com o
INCA, o aumento de sobrevida do paciente com cancer de mama deve-se a
reducdo na mortalidade pds-operatéria com tratamento adequado. Ainda
segundo esse mesmo Instituto, a maior sobrevida de pacientes com cancer de
prostata esta relacionada diretamente & maior oferta do exame que detecta os
niveis do Antigeno Prostatico Especifico, PSA, (INCA, acessado em julho de
2015). Entretanto, o tratamento adequado deve envolver terapias efetivas com
0 minimo de efeitos adversos.

Uma dessas terapias, que oferece a possibilidade de erradicacdo do
cancer, com efeitos adversos menores nas estruturas sadias do organismo, € a
TFD, uma modalidade terapéutica bem estabelecida, descrita como mais
seletiva ao tecido tumoral (OLIVEIRA et alli, 2015). Essa maior seletividade da
TFD parece estar relacionada ao acumulo preferencial do farmaco
fotossensibilizante no tecido tumoral (BHUVANESWARI et alli, 2009), retencao
essa, que ocorre, principalmente, devido a maior permeabilidade dos vasos
sanguineos tumorais associada a menor drenagem linfatica no microambiente
tumoral (ISSA & MANELA-AZULAY, 2010). Além disso, ha de se considerar o
fato de que o maior problema apds a remocéao cirdrgica da massa tumoral é a
persisténcia de células neoplasicas a margem da cirurgia, dai a importancia da
TFD que é capaz de erradicar seletivamente tais células (ANG et alli, 2014).
Inclusive em tumores cerebrais, Vanaclocha e colaboradores (2015) mostraram

que a TFD foi capaz de eliminar células neoplasicas da margem cirurgica,
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podendo, segundo esses autores, ser considerada como um adjuvante da
cirurgia e/ou radioterapia e quimioterapia no tratamento de tumores cerebrais.

Atualmente, a tendéncia das pesquisas em TFD, consiste principalmente
no desenvolvimento de fotossensibilizantes aprimorados, ou seja, que
permitam maior efetividade do tratamento. Dentre esses fotossensibilizantes
testados atualmente estdo os de terceira geragao, sendo 0s mais promissores
aqueles que séo constituidos de ftalocianinas.

As ftalocianinas apresentam grande lipofilicidade e por isso tendem a
localizar-se nas membranas celulares, localizacdo ideal para a acao
fotodindmica, além de apresentarem alto coeficiente de absor¢cdo na faixa de
650 a 850 nm em energias em torno de 100 J/cm?. De acordo com Nunes e
colaboradores (2004), as ftalocianinas apresentam as propriedades fotofisicas
mais favoraveis para a aplicacdo na TFD quando sdo complexadas com ions
metalicos, tais como zinco, aluminio ou cloro.

No entanto, as ftalocianinas sdo moléculas hidrofobicas, o que, embora
facilite a sua passagem através das membranas celulares, dificulta o seu uso
por via endovenosa, que necessita de meio fisioldgico. Por isso elas precisam
ser incorporadas em um sistema de liberacdo de farmacos adequado para que
in vivo possam ser administradas endovenosamente (BATRAKOVA et alli,
2008; LE et alli, 2013), constituindo assim os fotossensibilizantes de terceira
geracdo. Vale ressaltar que um sistema de liberacdo de farmacos adequado &
aguele que ndo s6 aumenta a solubilidade do farmaco incorporado, mas
também a sua estabilidade metabdlica e o seu tempo de circulagdo no
organismo (BATRAKOVA et alli, 2008). Nesse sentido, as nanoparticulas que

podem contornar o sistema mononuclear fagocitario e os outros mecanismos
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de defesa, sdo as mais promissoras. Dentre elas destacam-se as
nanoparticulas poliméricas, que ndo s6 funcionam como transportadores de
farmacos, mas também interferem em fungbes das células. Um exemplo
promissor de tais nanomateriais € a classe dos Pluronics®, um tipo de
copolimero em bloco.

Os Pluronics sao capazes de interagir com membranas biologicas,
sendo assim translocados para o interior das células onde alteram a respiracéo
mitocondrial, a transducéo de sinal para o processo apoptético, entre outros.
No contexto do cancer, eles sdo interessantes, pois inibem a atividade de
proteinas expressas na superficie celular que funcionam como transportadores
de efluxo de drogas, em particular a Glicoproteina-P (BATRAKOVA et alli,
2008). Um copolimero dessa classe bastante utilizado como sistema de
liberacdo de farmacos é o Pluronic F-127, pois apresenta baixa toxicidade. Ele
€ composto por secdes alternadas de poli(6xido de etileno)-poli(6xido de
propileno) (PPO)-poli(6xido de etileno) (PEO), sendo que o segmento PPO é
relativamente hidrofébico comparado aos segmentos de PEO proximos. Devido
a essa diferenca de hidrofobicidade, o Pluronic F127 em meio aquoso
rapidamente configura-se em micelas, o que permite a incorporagcédo de drogas
hidrofilicas e hidrofobicas e o prolongamento da liberagdo dessas (LE et alli,
2013).

Além de nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas magnéticas também
constituem sistemas carreadores de drogas eficazes, uma vez que elas podem
ser atraidas para um local especifico por meio de um campo magnético

externo. Assim drogas carreadas na circulacdo sanguinea por nanoparticulas

59


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Batrakova%20EV%5Bauth%5D

Discusséao

magnéticas podem ser atraidas para o tumor e como citado anteriormente, uma
vez no tumor podem ser utilizadas para induzir hipertermia.

Por isso, 0 encapsulamento simultaneo de farmacos fotossensibilizantes
com nanoparticulas magnéticas tem sido reconhecido como uma alternativa
promissora para o tratamento do cancer por possibilitar o efeito sinergistico da
magnetohipertermia e da TFD, uma vez que ja foi demonstrado que
nanoparticulas de Fe3Os podem ser aquecidas com luz LED. Chu e
colaboradores (2013) mostraram diminui¢éo da viabilidade de células tumorais,
tanto in vitro, quanto in vivo, apos induzir aumento de temperatura local quando
irradiaram nanoparticulas magnéticas (Fez04) com luz LED em comprimento de
808 nm.

Diante disso, pesquisadores do INCT — Nanobiotecnologia
desenvolveram um nanossistema, Fe203/A0O/P-F127-AlICIFt, que pudesse ser
utilizado na TFD associada a magnetohipertermia, simultaneamente ou nao.
Neste estudo, entretanto, analisou-se somente a eficacia desse sistema
denominado, NOP-AICIFt, na TFD, e ndo na magnetohipertermia.

A primeira etapa deste estudo consistiu na escolha das linhagens
celulares que constituiriam os modelos nos quais seria aplicada a TFD e para
isso, considerou-se o fato de que o cancer é um tecido complexo, no qual
células tumorais, com alteracdes genéticas diferentes, interagem com células
nao tumorais tais como fibroblastos, células do sistema imunitario e células
endoteliais, sendo que essas células ndo tumorais sdo cooptadas pelas
tumorais a funcionar de acordo com a nova dindmica tecidual. Além disso, é
importante salientar que um tratamento com o minimo de efeitos adversos,

envolve a utilizacdo de um farmaco sem acéo toxica e/ou genotoxica sobre as
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células dos tecidos ndo tumorais do organismo. Assim, a escolha de uma
linhagem n&o tumoral, NIH-3T3, e de diferentes linhagens tumorais, MCF-7,
A431 e Hela, para constituirem o modelo deste estudo mostrou-se
interessante, pois essas linhagens ndo s6 sdo provenientes de tecidos
diferentes, como também cada uma delas, no caso das linhagens tumorais, é
constituida de células com mudltiplas alteracbes genéticas especificas que
podem levar a diferentes respostas ao mesmo farmaco.

Uma vez definido os modelos de estudo considerou-se o fato de que a
efetividade da TFD € dependente, entre outros, da dose de energia aplicada as
células, que embora deva ser suficiente para excitar o fotossensibilizante, na
auséncia deste ndo deve ser citotdxica. Assim, realizaram-se ensaios cujos
resultados possibilitaram determinar a dose de energia a ser aplicada as
células durante a TFD. Como a dose de energia depende da poténcia da fonte
de luz e do tempo de irradiacéo, diferentes doses de energia foram testadas
alterando-se a poténcia da aplicacdo da luz LED e o tempo de irradiacao.

A andlise dos dados mostrou que as linhagens MCF-7 e HelLa nao foram
afetadas quando as suas células foram irradiadas com densidade de energia
de 23,70J/cm?, sendo que as linhagens NIH-3T3 e a A431 apresentaram,
respectivamente, reducdo e aumento da populacdo quando irradiadas com
essa mesma dose de energia. Embora a luz LED néo libere energia suficiente
para causar danos aos tecidos biolégicos, com determinadas densidades de
energia ela pode estimular ou inibir a proliferacéo celular. Talvez o aumento da
populacdo de células da linhagem A431 aqui observado possa estar
relacionado ao fato de que a radiacdo emitida por um LED pode ativar a

citocromo c oxidase, presente nas mitocondrias das células eucariotas. A

61



Discusséao

citocromo c¢ oxidase € uma proteina que transfere elétrons para uma molécula
de oxigénio, convertendo assim o oxigénio molecular em duas moléculas de
agua. Neste processo, da-se a translocacdo de quatro protons, que ajudam a
formacao de um potencial quimiosmaético que é usado pela ATP sintetase para
formar ATP. O aumento de ATP pode levar ao aumento da atividade
metabdlica e do nimero de células. Wu e colaboradores (2014) mostraram que
fibroblastos humanos da derme quando irradiados com luz LED produzem mais
ATP quando comparados aos fibroblastos n&o irradiados. Entretanto, tem que
se considerar que a literatura relata que a irradiagdo com luz LED aumenta a
leitura do MTT e que esse aumento muitas vezes € interpretado como maior
proliferagdo celular, lembrando que o ensaio do MTT mede um conjunto de
atividades enzimaticas relacionadas ao metabolismo celular, podendo ser
utilizado como um indicador direto da citotoxicidade induzida por drogas. Neste
estudo, o ensaio MTT foi utilizado para medir o metabolismo mitocondrial e
assim inferir a viabilidade celular.

Ja a diminuicdo da populacdo celular observada na linhagem NIH-3T3
pode ser devido a ativacdo da via extrinseca de ativacdo do processo
apoptoético, como demonstrado em células HT29, células de cancer de coldn,
por Matsumoto e colaboradores em 2014. Considerando isso e o fato de que
estudos anteriores, desenvolvidos pelo grupo no qual este estudo esta inserido,
ja tinham mostrado que essa dose energia era ideal para ser utilizada nos
ensaio de TFD, decidiu-se realizar os ensaios de TFD irradiando as células
com densidade de energia de 23,70J/cm?.

Mas antes da realizacdo da TFD realizou-se um ensaio para saber se a

AICIFt adsorvida a NOP, ao ser irradiada, mantinha a capacidade de induzir a
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producéo de 'Oz, que na TFD é principal molécula citotoxica, pois pode oxidar
qualquer biomolécula dentro da célula, o que segundo Carré e colaboradores
(1999) torna mais dificil para as células desenvolverem resisténcia. A analise
dos resultados mostrou que, apds a irradiacdo da Fe203/A0/P-F127-AICIFt,
ocorre decaimento exponencial da absorbancia do Benzofurano ao longo do
tempo, consistente com a formacédo de 'Oz Isso indica que a AICIFt mesmo
quando adsorvida a NOP é capaz de induzir a producédo de 'Oz quando ativada
por luz LED com comprimento de onda de 660 nm. A andlise dos resultados
mostra também que a producéo de 02 é maior quando a AICIFt esta adsorvida
a NOP do que quando ela esté livre. Segundo Muehlmann e colaboradores
(2015), este fato pode ser explicado pelo efeito de extingdo; ou seja, como a
AICIFt é bastante hidrofébica, as suas moléculas tendem a agregar-se, o que
encurta a distancia entre as moléculas. Assim, quando as moléculas de AICIFt
livre sdo irradiadas elas liberam fotons que sao captados pelas moléculas mais
proximas, no caso outras moléculas de AICIFt e ndo pelo oxigénio molecular,
levando a menor geragdo de 'Oz, como observado neste estudo.

A etapa seguinte deste estudo consistiu em avaliar se a AICIFt quando
adsorvida a NOP era eficaz como fotossensibilizante a ser utilizado na TFD.
Para tal, células foram cultivadas na presenca da Fe203/A0/P-F127-AICIFt,
com concentragdes de AICIFt que variaram de 0,000326 pg/mL a 1,5 pg/mL e
depois irradiadas, ou ndo. Com base no teste de atividade mitocondrial, ensaio
do MTT, observou-se que as células das diferentes linhagens, tumorais ou néo,
apresentam respostas diferentes quando expostas a NOP-AICIFt.

Na auséncia de irradiacdo, a NOP-AICIFt induz diminuicdo ou aumento

da viabilidade celular nas linhagens NIH-3T3, MCF-7 e A431, enquanto que

63



Discusséao

para as células HelLa ela se mostrou inécua (colunas pretas nos graficos 6, 7, 8
e 9). Esses resultados podem estar relacionados, ndo com a AICIFt, que em
outro estudo (MUEHLMANN et alli, 2015) ja se mostrou indcua na auséncia de
irradiagcdo, mas com o ferro existente na NOP, que no meio intercelular
participa de diversas atividades. Ele tem influéncia na progresséo celular, uma
vez que a enzima que catalisa a formacdo de desoxirribonucleotideos
necessarios para sintese do DNA, a ribonucleotideo redutase, é dependente
de ferro (COTRUVO e STUBBE, 2011); na auséncia de ferro o ciclo celular n&o
passa da fase G1 para a fase S (POURCELOT et alli, 2015). Por outro lado,
uma vez no citoplasma, o ferro livre pode ser dissociado na forma de ion, o que
o torna apto para participar de reacfes de 6xido-reducao e, consequentemente,
da geracdo de radicais livres (IMAM et alli, 2015). Recentemente, Imam e
colaboradores (2015) demostraram que nanoparticulas de oxido de ferro
induzem estresse oxidativo, que leva a diminuicdo da viabilidade de células
neuronais. De acordo com Pourcelot e colaboradores (2015), em
concentracbes nanomolares, o ferro no citoplasma promove proliferacéo
celular, enquanto que em concentracdes micromolares ele pode ser toxico para
as células. Ressalta-se que neste estudo ndo se quantificou o ferro intracelular.

Entretanto, quando as células foram irradiadas, ou seja, quando
submetidas a TFD, em todas as linhagens estudadas ocorreu reducédo da
viabilidade celular. Dependendo da linhagem, a reducao variava de acordo com
a concentracdo de AICIFt adsorvida a NOP, o que refletiu em grandes
variacfes nos valores de CLso; entre as diferentes linhagens. A linhagem MCF-
7 foi a mais resistente a TFD, pois apresentou ClLso igual a 2,474 pg/mL,

enquanto que a linhagem mais sensivel a TFD foi a NIH-3T3, linhagem né&o
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tumoral, cujo CLso € igual a 0,0108 pg/mL. Um fator importante a salientar é
que dentre as células vivas detectadas nos diferentes ensaios realizados apos
a TFD, podem existir algumas que néo existiam quando se efetuou a terapia,
elas poderiam ser resultado de divisao celular das células que sobreviveram ao
tratamento, se assim for é plausivel acreditar que a quantidade de células
mortas pela TFD poderia ser maior do que a observada nos ensaios de MTT.

Respostas diferentes apresentadas por distintas linhagens celulares
quando expostas ao mesmo farmaco ja foram descritas em outros estudos
(MUEHLMANN et alli. 2014; 2015). Elas podem estar relacionadas a
localizagdo intracelular do AICIFt, pois, de acordo com Agostinis e
colaboradores (2011), como a vida util de oxigénio singleto é muito curta, a sua
difusdo dentro da célula € de no maximo 10-55 nm e, desse modo, 0s danos
induzidos pela TFD afetariam somente as organelas onde se localiza o
fotossensibilizante ou dependeriam da quantidade do fotossensibilizante
incorporado pelas células.

Assim a etapa seguinte deste estudo consistiu em determinar, por meio
do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia, a quantidade de AICIFt
incorporada pelas células. Para tal, considerou-se o fato de que quando se
efetuou a TFD utilizando a AICIFt em concentragbes menores do que 0,02
pMg/mL a porcentagem de células nao viaveis ndo diferiu, qualquer que tenha
sido a concentracdo de AICIFt, e, da mesma forma quando as concentracdes
AICIFt eram superiores a 0,09 pg/mL, a citotoxicidade induzida pela TFD nao
aumentou. Assim, nesta etapa utilizou-se somente NOP cujas concentracdes
de AICIFt adsorvida eram iguais a 0,02 pg/mL, 0,04 ug/mL, 0,09 ug/mL. A

analise dos resultados mostra que, depois de quinze minutos de ser adicionada
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ao meio de cultura, a AICIFt é incorporada tanto por células tumorais como por
ndo tumorais, sendo que o0s niveis de incorporacdo sdo similares entre as
diferentes linhagens. Em 2014, Muehlmann e colaboradores demonstraram que
células tumorais de diversas linhagens incorporam mais a AICIFt do que a
linhagem nédo tumoral NIH-3T3. Vale lembrar que no estudo desses autores a
AICIFt estava associada a nanoparticulas de poli (vinil-anidrido éter maleico de
co-metilo) e ndo a nanoparticulas magnéticas, como neste estudo. Um dado
importante a ser destacado € que nenhuma das linhagens incorporou mais do
que 1% da AICIFt adicionada, e isso talvez explique o fato de que 24 horas
ap6s a TFD com a maior concentracdo de AICIFt utilizada (1,5ug/mL), ainda
foram detectadas de 20 a 30 % de células viaveis nas diferentes linhagens.
Para se conseguir maior incorporacao da AICIFt talvez seja necessario maior
tempo, que neste estudo foi de 15 minutos. Muehlmann e colaboradores (2014)
mostraram que o pico de incorporacdo de AICIFt por células tumorais e nao
tumorais ocorre aos 60 minutos. Por outro lado, ha que se considerar que,
apesar de as ftalocianinas serem lipofilicas, e substancias lipofilicas néo
carreadas poderem atravessar a membrana por difusdo simples, neste estudo
a AICIFt estava associada a um carreador, NOP, cujo diametro hidrodinamico
estava em torno de 280,40 nm, tamanho que talvez tenha dificultado a
passagem pela membrana plasmatica.

Mas como a eficiéncia da TFD ndo depende somente da quantidade do
fotossensibilizante incorporado pelas células, mas também de como ele se
distribui intracelularmente, decidiu-se verificar a localizacdo intracelular da
AICIFt. Por meio de microscopia confocal observou-se que a AICIFt, uma vez

dentro da célula, se localiza toda ela no citoplasma. A possibilidade de a AICIFt
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estar localizada na parte externa da membrana citoplasmatica foi descartada,
pois em todos 0s experimentos as células eram lavadas com tampéo PBS, o
que elimina a AICIFt existente sob a célula, sendo assim, os resultados
apresentados referem-se a AICIFt internalizada. Ja foi demostrado na literatura
gue os fotossensibilizantes, independente do nanocarreador, se distribuem no
citoplasma da célula e ndo no ndcleo e também que a organela em que ele se
localizar4 depende da via pela qual ele entra na célula (ROSENKRANZ et alli,
2000). Alguns deles se localizam em vérias organelas, mas a maioria tem como
alvo apenas uma. A clorina, por exemplo, acumula, preferencialmente, nos
lisossomos; ja as ftalocianinas, embora apresentem um largo espectro de
afinidade, tem como alvo principal as mitocondrias. Normalmente, quando o
fotossensibilizante est4 localizado nas mitocéndrias ou no reticulo
endoplasmatico, a TFD induz as células a apoptose. Ja quando o
fotossensibilizante esta localizado na membrana plasmatica ou nos lisossomos,
0 processo apoptoético pode atrasar ou até mesmo ser bloqueado, predispondo
as células a necrose (BUYTAERT et alli, 2007).

Esses dois tipos de morte celular diferem quanto ao padrdo de
alteracdes bioquimicas e morfoldégicas que ocorrem na célula. O processo
apoptotico € controlado por meio da ativacdo de enzimas denominadas
caspases. Essas enzimas clivam proteinas nucleares e do citoesqueleto, além
de ativarem enzimas que degradam o DNA nuclear e as proteinas
citoplasmaticas. Isso leva a alteracbes na assimetria de fosfolipidios de
membrana plasmatica, levando a formacdo de vacuolos citoplasmaticos,

encolhimento e diminuicdo do contato entre células vizinhas. Por outro lado, a

morte celular por necrose ocorre devido a desnaturacdo das proteinas
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intracelulares e da digestdo enzimatica da célula, por enzimas lisossémicas. A
incapacidade das células em manter a integridade das membranas leva a
ruptura da membrana plasmatica e consequentemente a liberacdo do contetudo
extracelular (KUMAR et alli, 2005).

Além da localizacao intracelular, a apoptose e a necrose podem ocorrer
em resposta ao tratamento com diversos estimulos nocivos, geralmente de
uma forma dependente da dose. Muitas substancias induzem as células a
apoptose em doses baixas e a necrose em doses elevadas (RYTER et alli,
2007). No caso da TFD, a dose que determina morte por apoptose ou necrose
€, principalmente, influenciada pela dose de energia aplicada para ativar o
fotossensibilizante (RYTER et alli, 2007).

Assim, a proxima etapa deste estudo consistiu em avaliar, por meio do
ensaio de Anexina-V/FITC, em citdbmetro de fluxo, o mecanismo de morte
celular induzido pela TFD. A analise dos dados mostrou que, em quase todas
as linhagens estudadas, independente da concentracdo de AICIFt, a TFD
induziu morte celular por necrose. O que no contexto do cancer é um dado
importante, pois in vivo, a maioria das células necréticas e seus fragmentos séo
fagocitados por leucdcitos, o que evidencia ativacdo do sistema imunitario e
recrutamento de células desse sistema para a regido do tumor.

De modo a validar os resultados obtidos no ensaio de Anexina-V/FITC,
avaliou-se, também em citdmetro de fluxo, o potencial elétrico de membranas
mitocondriais, pois alteracdes na permeabilidade das mitocondrias podem por
mecanismos diferentes conduzir a morte celular por apoptose ou necrose. Os

resultados ilustrados na Figura 16 mostram que somente as mitocondrias das
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células da linhagem NIH-3T3 apresentam alteracdo no potencial elétrico, mais
especificamente despolarizacao.

Muito provavelmente a necrose observada nas células da linhagem NIH-
3T3 comecgou nas mitocdndrias, pois com a despolarizagdo da membrana
mitocondrial h& influxo macico de calcio nas mitocondrias, lesionando-as de
de proteinas e causando as alteracdes celulares tipicas de necrose. Ja nas
outras linhagens, a necrose pode ter comecado em outras organelas. Pois, a
perda da integridade da membrana celular e a lise de lisossomos podem
também levar as células a necrose. Além disso, como citado anteriormente,
quando a ftalocianina esta localizada nas mitocondrias ou no reticulo
endoplasmatico, a TFD induz as células a apoptose, ja quando ela esta
localizada na membrana plasmética ou nos lisossomos a TFD induz as células
a necrose. Ressalta-se que os padrdes especificos de localizacao intracelular
de um fotossensibilizante podem variar entre diferentes tipos de células.

Como nos ensaios de MTT o melhor resultado obtido foi o observado
nos grupos submetidos a TFD com NOP-AICIFt que continha concentracdes de
AICIFt igual a 1,5 pg/mL, a maior concentragédo utilizada, nesses grupos ainda
existiam cerca de 20% de células vivas, decidiu-se avaliar se as células
visualizadas no ensaio de Anexina-V/FITC em degeneracdo, e as que
sobreviveram a TFD tinham danos no DNA, pois ja € bem conhecido que morte
celular pode também ser desencadeada em resposta a danos no DNA. Na
analise dos resultados constatou-se que as ceélulas das linhagens A431 séo as

mais instaveis geneticamente, pois mesmo na auséncia de tratamento
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mostraram quase 20% do DNA fragmentado, enquanto que nas outras
linhagens a taxa de DNA fragmentado ndo passou dos 2%.

Apés a TFD somente as células da linhagem HelLa € que néo
apresentaram aumento da fragmentagcdo do DNA. Os danos no DNA podem
envolver as bases nitrogenadas e o agucar, além de ligacdes cruzadas entre o
DNA e proteinas. Esses danos podem fazer com que ocorram quebras na
molécula de DNA. Quando isso acontece, a reac¢do inicial das células é a de
ativar o sistema de reparo, porém nem sempre a célula consegue reparar todos
os danos, e, nesse caso, ela pode entrar em degeneracdo ou, em caso de
danos nao letais, transmitir o dano para as células descendentes. Mesmo que
isto ocorra, pode ndo haver consequéncias importantes para a célula; no
entanto, em alguns casos, danos ao DNA provocam uma alteracdo genética
que pode conferir a célula algum tipo de vantagem como, por exemplo,
vantagem proliferativa, o que no contexto do cancer é muito perigoso. Com a
metodologia utilizada neste estudo é dificil afirmar se a fragmentacdo do DNA
observada é consequéncia da morte celular ou se ela esta ocorrendo nas
células sobreviventes a TFD. Independentemente disso, o ideal é que a TFD
seja capaz de eliminar a maioria das células neopldsicas e que as
sobreviventes ndo consigam deixar descendentes.

Por isso, a ultima etapa deste estudo consistiu em avaliar se as células
que sobreviveram a TFD, e as suas descendentes, mantém a capacidade
proliferativa, e se sim se ela esta aumentada ou diminuida. Para tal, realizou-se
um experimento em que se utilizou um sistema que acompanha em tempo real

o indice celular de uma cultura. Os resultados mostraram que, embora menor

do que no grupo controle, as células sobreviventes a TFD, e talvez as suas
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descendentes, continuavam a proliferar. Por isso resolveu-se aplicar mais uma
sessdo de TFD a essas células, sendo o intervalo entre as duas sessdes de 48
horas. Os resultados mostram que cinco dias depois da segunda sessao
praticamente as células de todas as linhagens foram eliminadas. A eliminagéo
de células tumorais ap0s vérias sessfes de TFD ja esta bem definida. Em um
estudo com camundongos utilizando AICIFt lipossomal, Bicalho e
colaboradores (2013) mostraram que com trés sessdes de TFD, realizadas em
intervalos de 72 horas, tumores de lingua eram erradicados. Na clinica, a TFD
€ aplicada em uma sessdo para lesées pré-malignas e duas sessfes, com
intervalo de sete dias, para les6es malignas, ou varias sessfes apos recidiva
(VANACLOCHA et alli, 2015).

Diante dos resultados obtidos neste estudo é plausivel acreditar que a
Fe203/A0/P-F127-AICIFt é um nanomaterial promissor para ser empregado
como fotossensibilizante na TFD. Para isso, sugere-se que outros estudos
sejam conduzidos in vivo para reforcar a sua eficacia ndo s6 na TFD, mas
também a sua eficacia na magnetoterapia, de modo que ele possa ser utilizado

como uma modalidade terapéutica para irradicacdo de tumores solidos.
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Conclusotes

Com base nos resultados obtidos neste estudo conclui-se que:

e 0 nanomaterial Fe203/AO/P-F127-AlCIFt,quando ativado por luz LED
no comprimento onda de 660nm, é capaz deinduzir a formacao de
oxigénio singleto;

e a terapia fotodindmica mediada pelonanomaterial Fe203/AO/P-F127-
AICIFtelimina células das linhagens NIH/3T3, MCF-7, A431e Hela;

¢ 0 fotossensibilizante AICIFtlivre ou adsorvido aFe203/AO/P-F127, ao
ser incorporado pelas células das linhagens NIH/3T3, MCF-7, A431e
Hela, se deposita no citoplasma dessas células;

e a terapia fotodindmicamediada pelo nanomaterial Fe203/AO/P-F127-
AICIFtinduz, preferencialmente, morte celular por necrose;

e a terapia fotodindmica mediada pelo nanomaterial Fe203/AO/P-F127-
AICIFtinduz despolarizagdo das membranas das mitocondrias das
células da linhagem NIH-3T3;

e a terapia fotodindmica mediada pelo nanomaterial Fe203/A0/P-F127-
AICIFt induz fragmentacédo no DNA de células das NIH-3T3, MCF-7 e
A431;dependendo da concentracdo de AICIFt;

e as células das linhagens NIH/3T3, MCF-7, A431 e HeLadependendo
da concentracdo de AICIFtn&o sobrevivem a duas sessdes de TFD

mediada pelo nanomaterial Fe203/A0/P-F127-AlCIFt
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