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RESUMO

Sistemas de liberacdo de farmacos com base em nanossistemas tornou-se um campo de
interesse nas Ultimas décadas devido a sua capacidade de transporte e entrega de farmacos,
protecdo contra a degradacdo do principio ativo e reducdo de efeitos colaterais. Entretanto,
elucidar como os componentes de nanossistemas se comportam quando expostos a
sistemas bioldgicos, € um passo fundamental a ser dado para que possamos compreender
melhor como fazer seu uso clinico. O fotossensibilizante hidrofébico aluminio-cloro
ftalocianina (AICIFt) ja foi utilizado no tratamento de cancer de lingua, na eliminacdo de
caries dentdrias, cancer de pulmao, entre outros, associada a nanossistemas para superar a
hidrofobicidade de AICIFt. Entretanto, pouco se sabe sobre a consequéncia bioldgica da
exposicdo a AICIFt, tanto in vitro quanto in vivo. No presente estudo foram realizadas trés
abordagens visando esclarecer a dinamica biolégica de nanossistemas contendo AICIFt. Na
primeira abordagem micelas de Pluronic® F-127 contendo AICIFt (F-127/AICIFt), foram
preparadas, caracterizadas fotofisicamente e testadas quanto a geragdo de oxigénio singleto
e sua eficiéncia terapéutica contra células de adenocarcinoma de pulmao foi confirmada. A
segunda abordagem visou estudar por espectrometria de massa a molécula AICIFt antes e
apods exposicdo a tecidos bioldgicos, além de desenvolver e validar método de cromatografia
liguida de ultra alta eficiéncia para deteccdo de AICIFt em nanossistemas e matrizes
biolégicas. O método foi validado quanto a seletividade, linearidade, limites de detecgdo e
quantificacdo, precisdao e recuperagdo. A massa molecular de AICIFt identificada
experimentalmente por espectrometria de massa foi menor do que a massa esperada
indicando a perda do atomo de cloro quando em solugdo e a formac¢do de aduto com
solvente eluente (metanol) quando associada a cromatografia liquida. O método bioanalitico
desenvolvido apresentou aplicabilidade e robustez para uso em estudos de biodistribuicdo.
A terceira abordagem apresentou uma nanoemulsdo magnética contendo AICIFt, sua
caraterizacdo, efetividade terapéutica in vitro nas linhagens de carcinoma de pulmdo de
células ndo pequenas e em macrdéfagos murinos, assim como sua biodistribuicdo in vivo
avaliada por tomografia computadorizada por emissdo de féton Unico, fluorescéncia por
imagem e por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A caracterizacdo fisico-quimica de NE-
MAG indicou a presenca de duas subpopulagdes compondo o produto final: uma
nanoemulsdao ndao-magnética e uma nanoemulsdao magnética. A instabilidade decorrente do
isolamento das subpopulacdes, levou a realizacdo do presente trabalho com o nanossistema
contendo a mistura das duas subpopulacdes. A terapia fotodindmica das células expostas a
NE-MAG resultou na identificacdo de concentracdo citotdxica que diminui a viabilidade em
50% mais baixa do que ja descrito para outras linhagens com o mesmo fotossensibilizante. A
biodistribuicdo de componente magnético por emissdo de féton Unico indicou captacdo
majoritaria pelo figado e baco em todos os tempos estudados (até 72 h). A analise de
fluorescéncia por imagem de AICIFt no nanossistema, mostrou intensa captacao por figado e
pulmdo enquanto que a quantificacdo analitica de AICIFt por cromatografia liquida indicou
maior quantidade de AICIFt recuperado de figado e rins. A diversidade do encontrado nas
diferentes técnicas é justificada pela complexidade do nanossistema utilizado e reforca a
importancia da associacao de técnicas para estudos de biodistribuicdo devido as diversas
vantagens e limitacdes de cada técnica. Desta forma, as trés abordagens utilizadas
contribuem para a elucida¢do da dinamica bioldgica de nanossistemas contendo AICIFt.

Palavras-chave: terapia fotodinamica; cloreto de aluminio ftalocianina; nanossistemas;

cromatografia liquida; espectrometria de massa.



ABSTRACT

Nanosystem-based drug delivery systems have become a field of interest in recent decades
due to their ability to transport and deliver drugs, avoid degradation of the active principle
and prevent side effects. However, elucidating how components of a nanosystem behave
once exposed to biological systems is a fundamental step to be taken so that we can
understand how to use them in living beings. The hydrophobic photosensitizer aluminum-
chlorine phthalocyanine (AICIFt) has already been used in the treatment of tongue cancer,
against dental caries, lung cancer, among others, associated with nanosystems to overcome
the hydrophobicity of AICIFt. However, little is known about the biological consequence of
exposure to AICIFt, both in vitro and in vivo. In the present study three approaches were
made to clarify the biological dynamics of nanosystems containing AICIFt. In the first
approach, Pluronic F-127 micelles containing AICIFt (F-127/AICIFt) were produced,
photophysically characterized and tested for singlet oxygen generation and their therapeutic
efficacy against lung adenocarcinoma was confirmed. The second approach was to study by
mass spectrometry AICIFt molecule before and after exposure to biological tissues and to
develop and validate an ultra-high performance liquid chromatography method for
detection of AICIFt in nanosystems and in biological matrices. The method was validated for
selectivity, linearity, limits of detection and quantification, accuracy and recovery. The mass
of AICIFt experimentally identified by mass spectrometry was lower than the predicted mass
indicating the loss of the chlorine atom when in solution and the formation of aducts with
eluting solvent (methanol) when combined with liquid chromatography. The developed
bioanalytical method presented applicability and robustness for use in biodistribution
studies. The third approach presented magnetic nanoemulsion containing AICIFt, its
characterization, in vitro therapeutic effectiveness in non-small cell lung carcinomas and
murine macrophages, as well as its in vivo biodistribution evaluated by single photon
emission computed tomography, fluorescence imaging and by high performance liquid
chromatography. The physico-chemical characterization indicated the presence of two
subpopulations composing the final product: a non-magnetic nanoemulsion and a magnetic
nanoemulsion containing AICIFt (NE-MAG-Ft). The instability resulting from the isolation of
the subpopulations led to the use in the present work of nanosystem containing the mixture
of the two subpopulations. Photodynamic therapy of cells with NE-MAG-Ft yielded a
cytotoxic concentration that decreases viability by 50% lower than previously described for
other strains with the same photosensitizer. The biodistribution of the magnetic component
by single photon emission demonstrated a major uptake by the liver and spleen at all
studied times (up to 72 hours). Fluorescence analysis of AICIFt in the nanosystem
demonstrated intense liver and lung uptake while analytical quantification of AICIFt by liquid
chromatography indicated more AICIFt in liver and kidneys. The diversity of the different
techniques is justified by the complexity of the nanosystem used and reinforces the
importance of the association of techniques for biodistribution studies due to the different
advantages and limitations of each technique. In this way, the three approaches used
contribute to the elucidation of the biological dynamics of AICIFt-containing nanosystems.

Keywords: photodynamic therapy; aluminum phthalocyanine chloride; nanosystems; liquid
chromatography; mass spectrometry.
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1. INTRODUCAO

Em vista dos recentes avancos da quimica farmacéutica, da biologia molecular e da
bioprospecc¢ado de novas substancias ativas, muita expectativa tem sido criada pela producao
de novas classes de farmacos. No entanto, esses farmacos possuem frequentemente
caracteristicas fisico-quimicas e/ou bioldgicas que dificultam sua utilizagdo em seres vivos
(BERTRAND; LEROUX, 2012). Nesse contexto, a nanotecnologia tem emergido como uma
estratégia promissora para resolver impasses tecnoldgicos, dentre eles a entrega de
farmacos no tratamento de efermidades.

Outra vantagem de nanossistemas é que eles podem proteger farmacos da
degradacdo e inativacdo durante o percurso até o tecido alvo, o que reduz a concentracao
necessaria para a eficiéncia terapéutica e consequentemente diminui a ocorréncia de efeitos
colaterais e todxicos induzidos pelo farmaco (MOGHIMI; HUNTER; ANDRESEN, 2012). Um
exemplo dessa utilizacdo é a liberacao de quimioterdpicos em tumores sélidos, aplicacdo na
qgual nanossistemas tém se destacado pela capacidade de modificar a biodistribuicdo de
farmacos no sistema vascular e no tecido alvo (ALLEN; CULLIS, 2004; DAVIS, 2008).

O laboratério de Nanobiotecnologia da Universidade de Brasilia possui, como uma das
suas linhas de pesquisa, o preparo de nanossistemas para utilizagdo em terapia fotodinamica
(TFD) uma vez que o desenvolvimento de nanossistemas com elementos fotossensibilizantes
tem permitido a utilizacdo desse mecanismo para o desenvolvimento de terapias efetivas
contra tumores (BICALHO et al., 2013; CHATTERJEE; FONG; ZHANG, 2008; ROCHA et al.,
2012). Nesta terapia, fotossensibilizantes ao serem irradiados com comprimentos de onda
especificos, produzem espécies reativas de oxigénio (EROs), que atuam danificando as
células no local irradiado e arredores imediatos (DOUGHERTY et al., 1998).

Entretanto, pouco se sabe da dinamica in vitro e in vivo de muitos desses
nanossistemas com enorme potencial biomédico: Quais érgaos acumulam as particulas uma
vez administradas em seres vivos? Em qual local celular o fotossensibilizante se encontra
apos a exposicdo da nanoparticulas a maquinaria celular?

O atual trabalho teve como proposta dois sistemas contendo o fotossensibilizante
cloreto de aluminio ftalocianina (AICIFt) - uma micela de pluronic F-127 assim como uma
nanoemulsdao magnética - e a interacdo bioldgica destes sistemas foi estudada. Para o

estudo de biodistribuicdo de AICIFt com precisdo analitica foi necessario desenvolver e



validar um método cromatografico, além de realizar estudos de espectrometria de massa de
AICIFc antes e apds exposi¢cdo bioldgica.

A apresentagdao da tese foi feita na forma de trés capitulos. Inicialmente, sera
apresentado referencial tedrico de temas comuns aos capitulos e em seguida o capitulo 1
apresentara o estudo de micelas de Pluronic® F127 contendo o fotossensibilizante AICIFt, a
sua sintese, caracterizagdo e sua efetividade na redugdo da viabilidade de células de
adenocarcinoma pulmonar; o capitulo 2 descrevera o desenvolvimento de método de
cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia para deteccdo de AICIFt e sua validagdo para
quantificacdo de AICIFt em nanossistemas e amostras bioldgicas; por fim, o capitulo 3
apresentard nanoemulsdo magnética contendo AICIFt, sua caraterizacdo, a efetividade
terapéutica do nanossistema estudada in vitro e o estudo da sua biodistribuicao por

diferentes técnicas para avaliar sua interacao biolégica in vivo.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Nanotecnologia

Apesar da faixa de tamanho para se estabelecer algo como nanotecnoldgico nao ser
consenso na literatura, nanotecnologia foi definida pela 1ISO2007 como “Compreensdo e
controle da matéria e processos em nanoescala, normalmente, mas ndo exclusivamente,
abaixo de 100 nan6metros em uma ou mais dimensdes, onde o aparecimento de fen6menos
gue dependem do tamanho, normalmente permite novas aplicacdes”. Assim como “A
utilizacdao das propriedades de materiais em nanoescala que diferem das propriedades dos
atomos individuais, moléculas e da matéria bruta, para criar materiais, dispositivos e
sistemas melhorados que exploram essas novas propriedades”(ISO, 2007).

E proposto que a hanotecnologia, a longo prazo, especialmente em combinagdo com a
tecnologia da informacdo, biotecnologia e as ciéncias cognitivas, pode levar a avancos
revoluciondrios, dentre eles: a) novas tecnologias de prevencao, deteccdo e tratamento de
doencas, que podem reduzir substancialmente a morte e o sofrimento causado pelo cancer
e outras doencas letais; b) na producdo de novos érgaos para substituir os danificados ou
doentes; c) em lentes de contato, adesivos tépicos e tatuagens que dosam glicose para
monitoramento de diabéticos; d) na producdo de roupas que protegem contra toxinas e
patdgenos; e) na producdo de energia, armazenamento e tecnologias de transmissao limpas
e baratas; f) sistemas de purificacdo de dgua portateis de custo baixo que permitem o acesso
universal a dgua potdvel; g) sistemas de manufatura eficientes, de baixa emissdao de
energia; h) sistemas de memodria de alta densidade; i) sensores de pele eletrbnica baratos,
flexiveis e durdveis que permitem que robos e préteses detectem mudangas na pressao,

umidade e temperatura (SARGENT JR, 2013), entre muitas outras possiveis aplica¢des.

2.2 Nanomedicina e nanossistemas

O crescente desenvolvimento da nanotecnologia e sua integracdo nas areas de saude e
da medicina conduziram ao aparecimento da area mais conhecida como Nanomedicina. As
principais vantagens das aplicacdes biomédicas do uso de nanomateriais sdo (adaptado de

RUIZ ESTRADA 2014):



¢ Os nanossistemas frequentemente solucionam problemas de solubilidade e
estabilizam formulagdes tradicionais principalmente a base de biomoléculas por meio da
modificacdo da superficie do sistema.

e Nanossistemas derivados de biomoléculas podem ser direcionados para organelas
especificas dentro de determinados tecidos ou, até mesmo, direcionar células para se
localizarem no local alvo.

e Algumas nanoestruturas apresentam novas propriedades fisicas na escala nano, tais
como propriedades dpticas no caso de quantum-dots, que podem ser usados como
ferramentas de imagem.

¢ Devido a nanoescala, esses nanossistemas tém uma alta razao area de superficie por
volume e, portanto, uma grande capacidade de encapsulamento.

e Esses nanossistemas, por meio de direcionamento passivo ou ativo, podem liberar
farmacos de forma controlada, reduzindo a toxicidade e os efeitos colaterais em
comparagao com formulagdes tradicionais.

Em levantamento criterioso de NOORLANDER et al., (2015) de nanossistemas com
finalidade estritamente terapéutica, foram identificados 175 nanomedicamentos ja em uso
sendo 71 aprovados pela agéncia reguladora europeia (European Medicines Agency - EMA) e
40 pela agéncia reguladora americana (Food and drug administration - FDA).

Dentre os diversos nanossistemas atualmente sendo estudados para utilizagdo em
tratamentos, podemos classificd-las em dois grandes grupos: nanoparticulas organicas e

inorganicas. Dentre as organicas, temos:

2.2.1 Lipossomas

Os lipossomas tém tido especial destaque na pesquisa e em estudos clinicos. Sao
formados por fosfolipidios anfifilicos como a fosfatidilcolina, fosfatidil-etanolamina,
fosfatidilserina e o fosfatidilglicerol, que se organizam em uma bicamada lipidica com um
nucleo aquoso (MARCIELLO et al., 2016). Foram descritos pela primeira vez por BANGHAM &
HORNE (1964) e tem como principal vantagem poder incorporar tanto moléculas hidrofilicas
guanto hidrofdbicas inclusive simultaneamente. Outras vantagens consistem em prevenir a
degradacdo de biomoléculas incorporadas, reducdo da toxicidade de farmacos, aumento da

eficacia terapéutica, versatilidade e biocompatibilidade (MARCIELLO et al., 2016).



Lipossomas de segunda geracdo surgiram pela incorporacdo de polietilenoglicol (PEG)
na superficie diminuindo a adsorcao de proteinas na superficie da bicamada. Atualmente
inimeras modificacdes de superficie e mecanismos de ativacdo estdo sendo otimizados

visando melhorar a entrega de farmacos pelo uso de lipossomas (VAN ELK et al., 2016).

2.2.2 Dendrimeros
Os dendrimeros tém se estabelecido como o nanossistema versatil para uso na
entrega de farmacos e foram hipoteticamente descritos pela primeira vez por BUHLEIER et
al., (1978). Em 1982, KRICHELDORF et al., realizaram a primeira descricio da obtencdo de
poliésteres altamente ramificados a partir de mon6meros dando inicio aos trabalhos com os
polimeros “super-ramificados” (do termo em inglés “hyper branched polymer”). O termo
dedrimero é derivado da palavra grega ‘dendron” que significa ‘arvore’ uma vez que
tipicamente sdo formados a partir de iniciadores centrais que se ramificam em grupos

terminais na superficie.
Os dendrimeros sdao descritos como tendo uma superficie com grupos hidrofilicos
possiveis de interacdo com farmacos ou diversas moléculas que otimizem o direcionamento
e entrega de farmacos, além de apresentar nas ramificagdes internas um ambiente plausivel

de interacdo com farmacos hidrofébicos (SHARMA et al., 2016).

2.2.3 Micelas poliméricas

Micelas poliméricas sdo o resultado da organizacdo de copolimeros em blocos ou
ramificados em ambientes aquosos (YOKOYAMA, 2014).

Os copolimeros anfifilicos formam micelas espontaneamente com tamanhos variando
de 10 a 100 nm (VAN ELK et al.,, 2016). As micelas poliméricas possuem um ambiente
hidrofébico no seu nucleo que permite a adsorcdo de moléculas hidrofébicas e uma
superficie externa com extremidades hidrofilicas que podem ser modificadas por diversos
ligantes otimizando a entrega de farmacos.

Para formacdo das micelas poliméricas, a concentracdo de polimero deve atingir uma
concentracdo minima, denominada concentracdo micelar critica (CMC), a partir da qual o
mais comum é a formacdo espontdnea dos nanossistemas. Entretanto, a administracdo
deste nanossistemas em sistemas bioldgicos leva a diluicdo dos componentes resultando na

instabilidade das micelas. Devido a isso, € cada vez mais frequente o uso de ligacGes



cruzadas entre os polimeros para render uma micela mais estavel com maior tempo de

circulagao no organismo (VAN ELK et al., 2016).

2.2.4 Nanoemulsdes

As nanoemulsdes sdao sistemas heterogéneos em que uma fase oleosa é dispersa em
uma fase aquosa, ou vice-versa, e estabilizada por um agente emulsificante, na faixa
nanométrica. Os agentes emulsificantes sao moléculas anfifilicas que reduzem a tensao
superficial entre as duas fases rendendo goticulas que variam normalmente de 50 a 200 nm
de diametro (GANTA et al., 2014).

As nanoemulsGes podem solubilizar uma grande quantidade de farmacos hidrofébicos
e sua propriedade fundamental de proteger os farmacos da degradacdo enzimatica e
hidrélise tornam as nanomeulsdes a plataforma ideal para entrega de farmacos por vias
paraenterais. Além disso, apresentam transparéncia O&ptica, alta estabilidade e
biocompatibilidade (ODRIOZOLA-SERRANO; OMS-OLIU; MARTIN-BELLOSO, 2014).

Dentre as nanoparticulas inorganicas utilizada na nanomedicina, temos:

2.2.5 Particulas mesoporosas de silica

Desde sua descoberta em 1992 por KRESGE et al., nanomateriais de silica altamente
ordenada tém atraido cada vez mais a atencdo de diversas areas pelas suas propriedades
Unicas: arquitetura de poros em forma de favos de mel com grande area de superficie,
grande volume de poro (de tamanho definido pela sintese) e maior biocompatibilidade em
relacdo a demais nanoparticulas inorganicas (BAEK et al., 2015).

A sintese de nanoparticulas de silica ocorre pela hidrélise, condensacao e
automontagem de precursores de silica na presenca de surfactantes e resulta em uma
estrutura extremamente controlada (VAN ELK et al., 2016).

A combinacdo ou hibridizacdo com biomoléculas, farmacos ou outras nanoparticulas
potencializam a habilidade multifuncional de nanoparticulas mesoporosas de silica. Um
passo além estd sendo dado pelo uso de mecanismos de ativacdo destas particulas e
liberacdo de seu conteudo por mudanca de pH, sinalizacdo O&ptica, reacbes redox,

eletricidade e magnetismo (BAEK et al., 2015).



2.2.6 Nanoparticulas de ouro

Ha milhares de anos a humanidade é fascinada pelo ouro é ja o utilizava na fabricacao
de vitrais devido a coloragdo especial que proporcionavam. Contudo, ndo se sabia até pouco
tempo que eram as dimensdes reduzidas do ouro, na forma de nanoparticulas, que
proporcionavam propriedades tdo especiais a este material (MURPHY et al., 2008). Com o
avanco de técnicas de sintese, pesquisadores atualmente conseguem sintetizar uma ampla
variedade de formas e tamanhos de nanoparticulas de ouro: nanoesferas, nanobastdes,
nanocdpsulas, nanojaulas, etc (WANG, FENGLIN et al., 2016).

Dentre as vantagens deste nanossistema, ele é biocompativel, rotas de sintese muito
estabelecidas e possui ampla possibilidade de funcionalizagdgo (HAUME et al., 2016). Um
promissor uso de nanopartciculas de ouro é na terapia fototermal, uma vez que elas
absorvem luz gerando calor e permitindo a ativacdo somente no alvo biolégico de interesse

(ANSELMO; MITRAGOTRI, 2015)

2.2.7 Nanoparticulas magnéticas

Nanoparticulas de 6xido de ferro sdo as particulas inorganicas mais estudadas para
finalidades biolégicas, j& estando disponiveis produtos aprovados para uso em humanos
(ANSELMO; MITRAGOTRI, 2015). Dentre as muitas vantagens deste nanossistema, temos a
biocompatibilidade, responsividade magnética, forte contraste em técnicas de imageamento
nado-invasivas (tomografia e ressonancia magnética) e a capacidade de aquecer quando
submetida a um campo magnético alternado (magnetohipertermia) ou a fontes de luz no
comprimento de onda de 808 nm (efeito fototérmico). A funcionalizacdo das particulas
magnéticas aumenta a biocompatibilidade e diminui a agregacdo ja esperada de elementos

magnético.

2.3 Interagdo Bioldgica de nanossistemas

2.3.1 Vias de internalizacdo de nanoparticulas em células
Um aspecto chave do estudo de nanossistemas e dos mecanismos envolvidos nos
tratamentos é o entendimento de como um nanossistema interage com as células.
Enquanto medicamentos tradicionais compostos por pequenas moléculas em solucdo
entram nas células principalmente por meio de difusdo passiva ou transporte ativo. Uma
pequena fracdo de nanoparticulas pode entrar por difusdo passiva, mas é dificil identificar

esta fracdo uma vez que ha grande predominancia de processos endociticos. Eritrécitos sdo
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o modelo para estudos de difusdo passiva em células de mamiferos uma vez que nao
possuem nucleo nem a maquinaria celular endocitica, mas a auséncia completa de processo
endocitico nestas células é intensamente discutida (TREUEL; JIANG; NIENHAUS, 2013;
WANG, TIANTIAN et al., 2012). A maioria das nanoparticulas entram nas células por meio do
processo de endocitose, podendo esta ser do tipo fagocitose ou pinocitose (KOU et al.,

2013). Na Figura 1 pode-se observar um esquema dos principais componentes envolvidos

em cada via.
Endocitose
| 1
Pinocitose
Fagocitose l
g ( \
Macropinocitose
diad diad Independente
“ Mella ~a por Media Izilpor declatrina e
6 clatrina caveolina caveolina

W vy

/AN

/ Caveossomo

\ Lisossomo

/ Actina — \

Caveolina =

Clatrina o

Dinamina

Receptor de membrana 1’
Receptor fagocitico N

Opsoninas
L 4

Figura 1. llustracdo de principais componentes envolvidos em vias de internalizacdo de
particulas pelas células. Adaptado de CHOU; MING; CHAN (2011) e KOU et al. (2013).

A fagocitose é uma via endocitica encontrada principalmente em macréfagos,

neutrofilos e mondcitos. Essa rota é assumida normalmente por particulas acima de 1 um
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que precisam primeiramente ser opsonizadas por moléculas como imunoglobulinas (IgG e
IgM), componente do complemento (C3, C4 e C5) e outras proteinas sanguineas. Depois
disso, nanoparticulas opsonizadas se ligam a superficie da célula e interagem com o
receptor, induzindo a membrana a assumir a forma de tagca com prolongamentos da
membrana. Uma vez que estes prolongamentos envolvem completamente a particula, esta
é internalizada formando um fagossoma que tém um diametro entre 0,5 e 10 um. O
fagossoma se desloca dentro da célula para se fundir com os lisossomos, nos quais serd
exposto a acidificacdo e acdo enzimatica, motivo pelo qual nanomedicamentos devem
evadir esta rota para evitar degradacdo (XIANG et al., 2012).

O segundo principal tipo de endocitose é a pinocitose, uma importante rota em que as
células assimilam fluidos, solutos e suspensdes contendo pequenas particulas. E subdividida
em endocitose dependente de clatrina, endocitose dependente de caveolina,
macropinocitose e endocitose independente de clatrina e caveolina (KOU et al., 2013).

Na endocitose dependente de clatrina, depois que a nanoparticula interage com
receptores da membrana, uma proteina citosdlica chamada clatrina-1 polimeriza sobre o
lado citosdlico da invaginacdo no local onde a particula serd internalizada. Depois de
envolver as nanoparticulas no interior, a vesicula é formada pelo pincamento da membrana
por meio da atividade GTPase da proteina dinamina, formando vesiculas revestidas com
clatrina (VRC). Com movimentacdo fornecida por actina, VRCs avancam dentro da célula com
destino definido pelo receptor ao qual a nanoparticula se ligou (KOU et al., 2013).

A endocitose dependente de caveolina é a via mais comum de entrada de
nanoparticulas nas células. Essa via pode resultar na nao interagdo com lisossomos, motivo
pelo qual acredita-se ser benéfica a entrega de nanossistemas por endocitose dependente
de claveolina. Ao ligar-se aos receptores na membrana plasmatica, as nanoparticulas podem
interagir com os receptores para induzir a formacdo de vesiculas, que também sdo pincadas
da membrana pela dinamina. De forma semelhante a endocitose dependente de clatrina,
vesiculas com caveolina exigem actina para se deslocar no interior da célula. As vesiculas de
caveolina se fundem com os caveossomas ou corpos multivesiculares, que tem um pH
neutro e que se direcionam para o reticulo endoplasmatico. Uma vez no reticulo,
nanomateriais podem distribuir-se no citoplasma, e/ou, entrar no nucleo através do

complexo do poro nuclear (XIANG et al., 2012).



A macropinocitose é comumente definida como uma via transiente, independente de
clatrina e caveolina, induzida por fatores de crescimento, movida pela actina que internaliza
fluidos préximos as células em grandes vacuolos. A carga absorvida por meio desta via é
inespecifica e geralmente iniciada com estimulos externos que ativam receptores tirosina-
guinases. Em macroéfagos, apds a separacao da membrana, macropinossomas movem-se no
citosol e se fundem com os lisossomos. Em contraste, nas células humanas de carcinoma
espinocelular os macropinossomas se deslocam para a superficie da célula e liberam o
conteddo para o meio extracelular. Desta forma, o destino dessas vesiculas é célula-
dependente (KOU et al., 2013) .

A endocitose clatrina e caveolina independente é uma via diferenciada por depender
do colesterol e requerer composicdes de lipideos especificos para que ocorra. Dinaminas
também desempenham um papel chave nesta via, mas ela ainda é pouco
compreendida(KOU et al., 2013).

Desta forma, dependendo do tipo de via utilizada pela célula para a internalizacdo no
nanossistema, determinadas organelas serdo envolvidas e responsaveis pelo destino dos

nanossistemas e seus componentes.

2.3.2 Citolocalizacdao de nanossistemas

Para uma compreensdao abrangente dos efeitos das nanoparticulas em células e
tecidos normais ou alterados, o conhecimento sobre as estruturas alvo, distribuicdo local e
sistémica apds a administracao e seu destino final é indispensavel.

A Tabela 1 demonstra alguns dos diversos métodos microscépicos que podem ser
utilizados individualmente ou associados para o estudo de nanoparticulas e de seus diversos

componentes em nivel celular.
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Tabela 1. Métodos utilizados na visualizagdo de nanoparticulas em células e tecidos e as principais vantagens e limitacdes de cada técnica

(Adaptado de OSTROWSKI et al., 2015).
Principais limitagcées

Principais vantagens

Método Necessidade de
marcagdo
MICROSCOPIA DE LUZ Depende de Facil e de baixo custo, excelente avaliagdo dos Resolugdo tedrica limitada de detecgdo (acima
nanossistema efeitos morfoldgicos no contexto da deteccdo do de 200 nm), apenas para alguns nanossistemas
utilizado nanossistema disponiveis como técnica de imagem, artefatos
de coloracgdo, especificidade de protocolos de
coloracao
AUTORRADIOGRAFIA Sim Altamente sensivel e especifico, excelente avaliacdo Longo tempo de exposi¢do, caro, manipulagao
MICROSCOPICA DE de mudancas patomorfoldgicas em tecidos de radioativo, requisitos de seguranca de
LUZ E ELETRONICA radiagdo
MICROSCOPIA DE Sim, exceto para Facil e de baixo custo, possivel identificacdo de Limitada resolucdo (acima de 200 nm),
FLUORESCENCIA Quantum Dots e imunofluorescéncia de células alvo e impossivel avaliar a patomorfologia sem
nanoparticulas com compartimentos subcelulares, alta especificidade imunomarcacao das células, autofluorescéncia
farmacos
fluorescentes
MICROSCOPIA Sim, exceto para Alta seletividade, a diferenciacdo de fluorescente NP Resolugdo limitada (acima de 200 nm)
CONFOCAL DE Quantum Dots e de autofluorescéncia, rotulagem de
TEMPO DE VIDA DE nanoparticulas com imunofluorescéncia de células e compartimentos
FLUORESCENCIA farmacos possivel com diversos marcadores em uma mesma
fluorescentes [amina
ISOLAMENTO Sim, exceto para Facil, rotulagem de imunofluorescéncia de células e Resolugdo limitada (acima de 200 nm)
ESPECTRAL Quantum Dots e compartimentos possivel com um elevado nimero
nanoparticulas com de diferentes marcadores em uma mesma lamina,
farmacos alta especificidade, diferenciacao de NPs
fluorescentes fluorescente de autofluorescéncia
ILUMINACAO Sim, exceto para Facil, identificacdo de imunofluorescéncia de células Autofluorescéncia, fotodegradagao de
ESTRUTURADA DE Quantum Dots e alvo e compartimentos subcelulares, alta fluorocromo
SUPERRESOLUCAO nanoparticulas com seletividade, melhor resolucdo (~ 100 nm),
farmacos fluorescentes reconstrugdes em 3D possivel
11




IMAGEAMENTO POR
RAMAN
MICROSPECTRAL

Nenhuma

Altamente seletivo para ligacdes quimicas no tecido
e células, interagbes de células e NPs incluindo
mudancas quimicas podem ser estudadas,
preparacdo de amostra desnecessaria ou minima

Resolucdo limitada (1 um), demorado processo
de obtencdo de imagem, desafiando andlise
espectros, autofluorescéncia

MICROSCOPIA DE

VARREDURA COM

TRANSMISSAO DE
RAIOS X

Depende de contraste
de absorgdo de raios-
X em relacdo ao
tecido, suficiente para
a maioria de NPs
inorganicas

Resolu¢do aumentada comparada com a microscopia
de fluorescéncia, elevada resolucdo espacial (210
nm), sem coloracdo necessaria, avaliacdo de
alteracGes da composicdo quimica da NP in situ,
possivel imageamento de amostras hidratadas de
até 10um de espessura, correlaciondvel com
microscopia confocal e outras técnicas de
microscopia Optica

Esforco significativo técnico necessdrio, numero
limitado de instalacdes experimental, avaliacdo
limitada de mudancas patomorfolégicas.

MICROSCOPIA DE
RAIOS-X CRIO-3D

Depende de contraste
de absorg¢ao de raios-
X em relacdo ao
tecido, suficiente para
a maioria de NPs
inorganicas

Alta resolucdo (220 nm), imagens 3D, a avaliacdo de
células congeladas e amostras de tecidos grossos,
sem alteracGes de células e tecidos devido a
embebedamento, cortes ou contrastando

Tecnicamente exigente, nimero limitado de
instalagdes experimentais

MICROSCOPIA Depende da De alta resolucdo (até 0,1 nm); informacdes Visualizacdo apenas de NPs eletro-densas, longo
ELETRONICA DE densidade de elétrons detalhadas sobre as alteragbes subcelulares e tempo de preparo de amostras e analises,
TRANSMISSAO, estrutura de NPs, visualizacdo de NPs artefatos de coloracdo e encolhimento (sem
INCLUINDO CRIO- individualizadas, combinag¢ao com espectroscopia de encolhimento em crio-MET), apenas cortes de
MET raio-X ou espectroscopia de perda de energia de tecidos finos (70 nm) podem ser estudados
elétrons permite a analise elementar dentro de
amostra
MICROSCOPIA Depende da De alta resolugdo (até 1 nm), informacgdes Complexa preparagao de amostras,
ELETRONICA DE densidade de elétrons detalhadas de intera¢des célula-NP, combinacdo tecnicamente exigente
VARREDURA, com espectroscopia de raio-X ou espectroscopia de
INCLUINDO CRIO- perda de energia de elétrons permite a analise
MEV elementar dentro de amostra
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2.3.3 Biodistribuicdo de nanossistemas

Com a ampla gama de possibilidades que a nanotecnologia permite com o advento dos
diversos nanossistemas sendo desenvolvidos, é de extrema importancia que a biodistribuicao
seja entendida uma vez que afeta tanto a eficdcia quanto segurancga destes sistemas de liberagao

de farmacos, fatores decisivos para que a sua aplica¢do clinica seja vidvel (ALMEIDA et al., 2011).
A biodistribuicdao de nanossistemas é influenciada por uma miriade de fatores, dentre eles
a via de administracdo, propriedades dos nanossistemas e o ambiente fisioldgico onde sao
administrados. Dentre as muitas rotas de administracdo possiveis, na Tabela 2 estdo descritas as

principais vias e o destino tipico ja observados para nanoparticulas apds a administragao.
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Tabela 2. Vias de administracdo de nanoparticulas em estudos pré-clinicos (adaptado de CHENG
et al., 2015). *Mecanismos ainda ndo elucidados ou esclarecidos.

Vias

Exemplos de possiveis alvos
patoldégicos

Destino tipico

Administra¢do ndo-mucosal

Infusdo cerebral

Glioblastoma multiforme,
tumores cerebrais pediatricos,
doenca de Parkinson

Penetracdo dependente de tamanho;

retengdo local; remogdo para espagos
. *

perivasculares

Infusdo na medula

Danos a medula espinhal

Retencao local

espinhal

Injecdo periocular Glaucoma e retinoblastoma Entrega para o tecido intraocular
Injecao Degeneragdao macular Entrega para a camera vitrea e retina
intravitreal

Aplicacdo topica

Recuperacao insuficiente de
feridas

Retencado local

Injecao Vacinas contra doencas infeciosas Retencdo local e remocdo pelo sistema
subcutanea e linfoma linfatico

Injecao Cancer de ovario Retengao local no peritonio e
intraperitoneal distribui¢ao sistémica

Injecao Isquemia e vacinas contra Retencao local e remogdo pelo sistema
intramuscular doencas infeciosas linfatico

Injecdo Vacinas contra doencgas infeciosas Retencdo local e remocdo pelo sistema

intradérmica

linfatico

Injecao intra-
articular

Osteoartrite

Penetracdao dependente do tamanho,
retencao local, e remogao por

. . *
mecanismos desconhecidos

Administragdo local na mucosa

Tépica - vaginal

Prevencado de doengas
sexualmente transmissiveis

Reten¢dao na mucosa e penetragao
tecidual

Inalacdo Fibrose cistica, doenca pulmonar  Entrega para o trato respiratério
intersticial e cancer de pulmao
Intranasal Doencas respiratorias infeciosas Entrega para trato respiratdrio e
sistema nervoso central’
Oral Diabetes Insulina-dependente Entrega para trato gastrointestinal

Tépica - olho

Glaucoma

Entrega para a cérnea e difusdo lateral
para tecidos oculares

Administragdo sistémica

Endovenosa

Diversa

Distribuicdo sistémica e remocgao por
sistema fagocitario mononuclear

14


http://www-nature-com.ez54.periodicos.capes.gov.br/nrd/journal/v14/n4/fig_tab/nrd4503_T2.html#t2-fn1
http://www-nature-com.ez54.periodicos.capes.gov.br/nrd/journal/v14/n4/fig_tab/nrd4503_T2.html#t2-fn1
http://www-nature-com.ez54.periodicos.capes.gov.br/nrd/journal/v14/n4/fig_tab/nrd4503_T2.html#t2-fn1
http://www-nature-com.ez54.periodicos.capes.gov.br/nrd/journal/v14/n4/fig_tab/nrd4503_T2.html#t2-fn1

Apesar das diversas vias descritas, a administracdo endovenosa é a mais estudada por
apresentar um potencial de entrega aos diversos sistemas teciduais. Nesta via, a administracdo
resulta na exposi¢cdo dos nanossistemas ao rico ambiente proteico dos vasos sanguineos em que
a interacdo com as proteinas pode afetar quantitativa e qualitativamente a meia vida e
biodistribuicdo dos nanossistemas (MOGHIMI; HUNTER; ANDRESEN, 2012). Esta adsorgdo
proteica é tida como um evento dinamico que aumenta o tamanho hidrodinamico, afeta a
estabilidade e modula a funcionalidade da superficie dos nanossistemas (LYNCH; DAWSON,
2008). Outro evento importante decorrente da interagdo de proteinas com os nanossistemas nos
vasos sanguineos é a opsonizacdo, que resulta na facilitacdo da remoc¢do dos nanossistemas da
circulacdo pelos fagdcitos circulantes assim como pelos macréfagos presentes principalmente no
figado e bago. As opsoninas chaves neste processo incluem varias subclasses de anticorpos e
produtos do sistema complemento (MOGHIMI; HUNTER; ANDRESEN, 2012).

Uma vez em circulacdo na rede venosa os nanossistemas sao transportados diretamente
ao ventriculo direito do coracdo e em seguida levados para a circulacdo pulmonar. Os capilares
pulmonares estdo dentre os menores vasos presentes no corpo, com um diametro entre 2 e 13
pum em humanos e roedores, o que resulta na retencdo no pulmdo de nanossistemas de
tamanho maior que o citado ou que sofreram intensa adsor¢do proteica (BERTRAND; LEROUX,
2012). Desta forma, o tratamento de enfermidades pulmonares pode ser intensamente
explorado pelo uso de nanossistemas com tamanho/superficie adequada.

Tendo percorrido os capilares pulmonares, os nanossistemas no sangue voltam ao
coracdo pelas veias pulmonares, desta vez no ventriculo esquerdo e de 13 sdo direcionados para

diferentes 6rgdos seguindo a porcentagem demostrada na Figura 2.
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Figura 2. Representagao da vazdo sanguinea pulmonar e sistémica. Valores entre parénteses
representam porcentagem de vazdo sanguinea total por 6rgdo. SNC: sistema nervoso central.
Adaptado de BERTRAND; LEROUX (2012).

Os rins sdo responsaveis pela filtracdo do sangue e tem um parénquima composto pelo
cortex e medula. Toda a filtracdo ocorre no corpusculo renal do cértex e em um primeiro
momento é definida por fenestracdes dos capilares de 60 a 80 nm de tamanho. No glomérulo,
elementos de aproximadamente 6 nm sdo filtrados enquanto solutos maiores sdao retidos e
mantidos em circulacdao (BERTRAND; LEROUX, 2012).

O sangue que chega ao figado, tanto diretamente do coragdo, como dos intestinos,
encontra neste érgao uma rede sinusoidal até chegar as veias hepaticas. O sinusoides s3ao vasos
de aproximadamente 40 um de didmetro e que possuem um epitélio com fenestracdes de 100 a
150 nm, permitindo a passagem dos componentes plasmaticos para o espaco perisinusoidal onde
se encontram os hepatdcitos. Dentro dos capilares sinusoidais se encontram as células de

Kupffer, macréfagos que sdo responsdveis pela maior parte da atividade fagocitica do figado e
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gue representam de 80 a 90% de toda a populacdo de macréfagos do corpo (MOGHIMI; HUNTER;
ANDRESEN, 2012).

Os macroéfagos reconhecem as opsoninas decorrentes da exposicdo dos nanossistemas as
proteinas plasmadticas e realizam a fagocitose. Apds a internalizacdo nos macrdfagos, se os
nanossistemas sdo passiveis de serem degradados pelos fagossomas, os residuos resultantes
sofrem exocitose. No caso dos fagossomas ndo conseguirem degradar o nanossistema, como
ocorre com particulas inorganicas, eles sdo sequestrados em corpos residuais ou secretados pela
bile (BERTRAND; LEROUX, 2012).

O baco é um drgdo intensamente vascularizado em que a circulagcdo pode ocorrer por duas
vias: circulacdo fechada ou por circulacdo aberta. A circulagdo aberta no parénquima leva a
exposicdo do sangue a macréfagos que filtram patdgenos, eritrocitos antigos da corrente
sanguinea assim como removem elementos opsonizados. Existe uma importante distin¢do entre
0 baco com circulacdo sinusoidal (humanos e ratos) e ndo sinusoidal (camundongos): na presenca
de vasos sinusoides, particulas acima de 200 nm permanecem mais tempo retidos no baco, o que
acarreta em maior remocado desses elementos da circulacdao (DEMOY et al., 1999).

Tanto as células de Kuppfer no figado, como os macréfagos do baco, fazem parte do
sistema fagocitario mononuclear (constituido também pelos mondcitos e macréfagos dos
linfonodos) antigamente denominado de sistema reticulo endotelial. Estas células estdo
envolvidas na remoc¢ao de nanossistemas opsonizados da circulagdo e sdo o local mais frequente
em que encontramos nanossistemas com diametro hidrodinamico maior que 6 nm (BERTRAND;
LEROUX, 2012).

Polimeros hidrofilicos, sendo o polietilenoglicol o mais conhecido, podem ser conjugados
ou adsorvidos a superficie de nanossistemas diminuindo a capacidade de proteinas plasmaticas
de se ligarem ao mesmos e consequentemente aumentando o tempo de circulagdo e diminuindo
a captacdo pelo sistema fagocitdario mononuclear (ALEXIS et al., 2008). Vale ressaltar que o

aumento demasiado da circulagdo de nanossistemas pode levar a uma maior toxicidade.

2.3.4 Métodos de estudo da biodistribui¢dao de nanossistemas
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Dentre as abordagens de localizacdo e quantificacdo de componentes de nanossistemas,
duas principais se destacam: imageamento in vivo e/ou quantificacdo ex vivo.

Técnicas ndo-invasivas de obtengdo de imagem tém tido um papel cada vez mais
importante na avaliagdo da interagao dos nanossistemas com sistemas bioldgicos. Dentre essas
modalidades, as principais sdo a tomografia por emissdo de pdsitrons (pdsitron emission
tomography - PET), tomografia computadorizada por emissdao de féton Unico (single photon
emission computed tomography — SPECT), ressonancia magnética, tomografia computadoriza de
raio-X, ultrassom e as recentes técnicas Opticas de deteccdo de bioluminescéncia in vivo e
fluorescéncia in vivo (WUNDER; KLOHS, 2010).

Entre as técnicas citadas, as de obtencdo de imagens dpticas consistem nas modalidades
com melhor custo-beneficio, além de serem rapidas e de facil utilizacdo. A obtencdo de imagens
por bioluminescéncia requer que células do tecido de interesse expressem a proteina luciferase,
uma enzima que na presenca de luciferina ou equivalente, catalisa a conversao de luciferina em
oxiluciferina que proporciona contraste de imagem pela emissao de luz. J& na técnica de
fluorescéncia, a excitacdo de elementos fluorescentes por uma fonte externa resulta na emissao
de luz e consequente identificacdo da localizacdo do sinal (CHOY et al., 2003).

Quando se utiliza a detecg¢do de fluorescéncia in vivo, a baixa energia da luz, a absor¢do e o
espalhamento de fétons nos tecidos limitam a resolucdo espacial do objeto de interesse, mas os
avancos no método tém permitido sua aplicacdo em diversos modelos de cancer (KAIJZEL; VAN
DER PLUIJM; LOWIK, 2007), artrite (WUNDER et al., 2005), derrames (KLOHS, J. et al., 2008;
KLOHS, JAN et al., 2009) entre outros.

A utilizacdo de fluorescéncia in vivo para determinacdo da biodistribuicdo in vivo de
nanoparticulas contendo elementos fluorescentes ja foi demonstrada por diversos autores (CUI
etal., 2012; EVIEN et al., 2012; REUL et al., 2012; TEXIER et al., 2009), dentre outros, e mostra o
caminho para a promissora area chamada de terandstica, a associacdo da terapia ao diagndstico
(KELKAR; REINEKE, 2011). Em 2010, SHIRMANOVA et al., demonstraram com fluorescéncia in
vivo a farmacocinética de fotossensibilizantes in vivo e obtiveram resultados condizentes com
quantificacdes ex vivo.

Além das técnicas de obtencdo de imagens in vivo a partir da deteccdo de luz, ha as técnicas

de ampla aplicacdo e ja em uso em clinicas de ressonancia magnética e de tomografia
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computadorizada por emissdao de féton Unico. A técnica de ressonancia magnética oferece alta
resolucdo espacial e detalhes anatomicos de tecidos em trés dimensdes. Nanoparticulas
magnéticas sdo descritas como excelentes agentes de contraste para uso nesse tipo de
imageamento (Lee et al., 2013). J& a técnica de tomografia computadorizada por emissdo de
féton Unico utiliza a radiacdo gama produzida por isétopos para localizar e quantificar
radioisotopos, livres ou associados a nanoparticulas, também com detalhes anatomicos em trés
dimensdes nos tecidos (MULLER; SCHIBLI, 2013).

J& como principal técnica de quantificacdo ex vivo de componentes de nanossistemas, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), do inglés High Performance Liquid Cromatography
— HPLC, é extensamente utilizada na identificacdo de fdrmacos e metabdlitos em estudos
farmacocinéticos devido a: 1) deteccdo rapida e simultdnea de diferentes farmacos e
metabdlitos; 2) capacidade de utilizagdo na identificagcdo e otimizacdo de parametros cinéticos de
farmacos em suas diferentes formas farmacéuticas; 3) obtencdo de separacdo analitica em escala
semi-preparativa, possibilitando ainda a identificagao de provaveis metabdlitos desconhecidos

com a detecc¢do por espectrometria de massa (ZECH et al., 1979).

2.4 Terapia fotodinamica

A terapia fotodindmica (TFD) é uma modalidade terapéutica que utiliza luz em um
comprimento de onda especifico, um fotossensibilizante e o oxigénio molecular para gerar
estresse oxidativo no tecido alvo (TONG; KOHANE, 2012). De forma geral, a TFD consiste
primeiramente pelo uso de um fotossensibilizante ou precursor que é administrado por meio de
uma das seguintes vias: tépica, oral, intravascular ou intratumoral. Geralmente é determinado o
tempo 6timo de distribuicdao do fotossensibilizante para que ele se acumule no local de interesse
e em seguida, o alvo é exposto a luz em um comprimento de onda que coincida com a faixa de
comprimento de onda mdaximo de absorcdo do fotossensibilizante sendo utilizado (DE ROSA;
BENTLEY, 2000). Desta forma, mesmo aplicado sistemicamente, o efeito de morte celular
ocorrera somente no local onde o fotossensibilizante foi acumulado, e em seguida fotoativado, o
gue vai gerar espécies reativas de oxigénio naquela regido especifica (BROWN; BROWN; WALKER,
2004).
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A TFD ja se mostrou eficiente para o tratamento de uma ampla variedade de malignidades.
Dentre elas, no tratamento de cdncer nos seus estdgios iniciais, tal como no caso de displasia
esofagica (QUMSEYA; DAVID; WOLFSEN, 2013), cancer pulmonar (SIMONE et al., 2012), cancer da
cabeca e pescoco (RIGUAL et al., 2013), cancer de pele ndo melanoma (GRIFFIN; LEAR, 2016),
cancer anal (ALLISON et al., 2010), entre outros. Além disso, a TFD ja se mostrou eficiente no
tratamento de doencas inflamatdrias e proliferativas ndo neoplasicas, tais como casos de
escleroderma, acne vulgaris, psoriase, sarcoidose, necrobiose lipoidica e leishmaniose (ENK et al.,
2015; LAU; MOSELEY; IBBOTSON, 2014).

Dentre os fotossensibilizantes com resultados promissores na terapia fotodinamica, as
ftalocianinas tém recebido crescente destaque. A ftalocianina é um corante azul vivido
descoberto acidentalmente em 1907 por Braun e Tcherniac como o resultado da reacdo dos
precursores ftalimida e anidrido acético (MOSER; THOMAS, 1963). As ftalocianinas metalicas,
derivadas da ftalocianina, tém em seu centro um metal que aumenta significativamente a sua
solubilidade, entretanto ainda se apresentam como extremamente hidrofébicas.

A cloreto de aluminio ftalocianina (AICIFt) que possui o aluminio (Ill) na posi¢do central do
anel, apresenta excepcional rendimento quantico na producdo de oxigénio singletos e tripletos
(JAYME; CALORI; TEDESCO, 2016). Entretanto, a hidrofobicidade de AICIFt (Figura 3) requer o uso

de novas tecnologias de entrega para promover a sua dispersdo em ambientes fisiolégicos
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Figura 3. Representacdo grafica da molécula de aluminio cloro ftalocianina.

(MUEHLMANN et al., 2015).
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Neste contexto, a nanotecnologia tem servido como importante aliada no uso de AICIFt
com a sua associacdo a lipossomas, nanoemulsdes, dentre outros (NUNES; SGUILLA; TEDESCO,
2004)(LONGO, JOAO PAULO FIGUEIRO et al, 2009)(LONGO, JOAO PAULO F. et al,
2012)(MUEHLMANN et al., 2015).

No presente trabalho, com o intuito de desenvolver um nanossistema simples e eficiente
para carrear o fotossensibilizante AICIFt, foi desenvolvida e caracterizada micela de Pluronic®
F127 e sua efetividade terapéutica na terapia fotodindmica foi avaliada. Com o intuito de
viabilizar que estudos de biodistribuicdo de nanossistemas contendo AICIFt fossem realizados
com precisdo analitica, um método cromatografico associado a espectrometria de massa foi
desenvolvido e validado. J4 com o intuito de desenvolver nanossistema com multipla marcagao
condizente com o uso de diferentes técnicas de imageamento in vitro e in vivo, nanoemulsdo

magnética contendo AICIFt foi desenvolvida e sua biodistribuicao foi avaliada.
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3. JUSTIFICATIVA

Apesar de nanossistemas transportando o fotossensibilizante AICIFt ja terem sido
desenvolvidos e testados, um nanossistema de fabricagao simples e espontanea, com compostos
ja estabelecidos como ndo téxicos, permitird maior facilidade de producdo e uso na TFD.

Além disso, o desenvolvimento de método cromatografico reprodutivel, sensivel e seletivo
para detecgdo de AICIFt em amostras biolégicas consistirda em ferramenta de extrema utilidade
no estudo da biodistribuicdo de nanossistemas contendo AICIFt.

Por fim, elucidar como os componentes de nanossistemas se comportam quando expostos
a sistemas bioldgicos é um passo fundamental para a compreensdo de sua utilizacdo clinica. O
desenvolvimento de uma nanoemulsdao magnética com elementos rastredveis permitira entender
em qual etapa de exposicdo o nanossistema se desestruturard em varios componentes, como
esses componentes interagem com as células e quando e em que proporgdao atingem seus
possiveis alvos. Dessa forma, o presente projeto pretende desenvolver nanossistema e utilizar
técnicas de citolocalizacdo e de biodistribuicdo, para localizar os componentes de um
nanossistema multimodal com potencial terapéutico nas modalidades terapéuticas de

magnetohipertermia, fotodindmica e fototermal.

22



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Desenvolver nanossistemas para uso em terapia fotodinamica contendo o
fotossensibilizante cloreto de aluminio ftalocianina; estudar sua interagao bioldgica tanto em
nivel celular quanto em nivel sistémico; e desenvolver método cromatografico para sua detecgao
em material bioldgico.

4.2 Objetivos Especificos
Capitulo 1:

e Preparar e caracterizar micelas de pluronic contendo AICIFt (F127/AICIFt)

e Verificar efetividade de F127/AICIFt apds exposicdo a diodo emissor de luz de 660 nm

e Quantificar a interiorizagdo de F127/AICIFt em células de adenocarcinoma pulmonar
humano (A549)

e Citolocalizar F127/AICIFt em células A549

e Realizar terapia fotodinamica de células A549

Capitulo 2:
e Desenvolver método de cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia (CLUE) para
quantificar AICIFt em nanossistemas e tecidos biolégicos
e Estudar interacdo bioldgica de AICIFt com tecidos bioldgicos por espectrometria de massa

e Validar método bioanalitico desenvolvido

Capitulo 3:
e Sintetizar e caracterizar nanoemulsao magnética contendo AICIFt (NE-MAG-Ft)
e Verificar interiorizacao, citotoxicidade e citolocalizacdo de NE-MAG-Ft em células de
adenocarcinoma pulmonar humano (A549) e em macréfago murino (RAW)
e Realizar terapia fotodinamica de A549 e RAW com NE-MAG-Ft
e Radiomarcar de NEMAG-AICIPc com Ga-67
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Avaliar biodistribuicdo de NE-MAG-Ft-Ga-67 por tomografia computadorizada por
emissao de féton Unico
Avaliar biodistribuicao de NE-MAG-Ft por fluorescéncia in vivo

Avaliar biodistribuicdo de NE-MAG-Ft por cromatografia liquida de alta eficiéncia
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CAPITULO 1

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE MICELA DE PLURONIC F127
CONTENDO O FOTOSSENSIBILIZANTE CLORETO DE ALUMINIO FTALOCIANINA
PARA O TRATAMENTO DE ADENOCARCINOMA PULMONAR HUMANO (A549)

COM USO DE TERAPIA FOTODINAMICA
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1. INTRODUCAO

Nanossistemas tém se tornado uma area de interesse crescente devido a sua habilidade
excepcional de transportar e liberar farmacos, protegendo-os contra a degradagdo e/ou excregao
além de reduzir efeitos adversos dos mesmos (GONG et al., 2013; MIGNANI et al., 2015). Dentre
os diversos nanossistemas que vem sendo atualmente desenvolvidos, micelas poliméricas tém
tido destaque crescente desde que foram inicialmente propostas por DORN; HOERPEL;
RINGSDORF (1985).

Um exemplo promissor é representado pelo polimero Pluronic®, nome comercial de uma
classe biocompativel de copolimeros em bloco (BATRAKOVA; KABANOV, 2008). Pluronics
apresentam uma estrutura de tri-blocos intercalando os poli éxidos de etileno (POE) e de
propileno (POP) organizados como POE-POP-POE e ja foram aprovados para uso pela Food and
Drug Administration americana (FDA) como tendo mais beneficios do uso do produto em relagdo
aos riscos (“FDA approved”)(AKASH; REHMAN, 2015). Micelas de Pluronic® sdo obtidas acima de
uma temperatura e concentragdo micelar critica se auto-organizando em um nucleo hidrofébico
e uma casca hidrofilica (WU et al., 1997). Esta organizacdo permite que o nucleo atue como
transportador de farmacos ou agentes de diagnédstico hidrofébicos (BATRAKOVA; KABANOQV,
2008). As vantagens da acumulagdo passiva de farmacos encapsulados em micelas de Pluronic®
em relacdo a de farmacos livres ja foi comprovada em tumores sélidos e este comportamento foi
atribuido ao maior tempo de circulacdo dos farmacos uma vez associados as micelas (KWON;
KATAOKA, 1995). Micelas de Pluronic® também se mostraram capazes de atravessar tanto a
mucosa intestinal quanto a barreira hematoencefdlica (BATRAKOVA; KABANOV, 2008; KWON;
KATAOKA, 1995)[11,16].

Para uso em TFD, o fotossensibilizante hidrofilico clorina e6 foi conjugado a micelas de
Pluronic® F127 para aumentar a internalizacdo e acumulo tumoral (PARK; NA, 2013). ROMERO et
al., (2013) realizaram a sintese de ftalocianina de zinco conjugada a mentol e demonstraram que
a sua incorporacdao em micelas de Pluronic® F127 conservou as propriedades épticas e que esse
nanossistema tinha potencial promissor para aplicacdes bioldgicas. VILSINSKI et al., 2015a,

compararam a incorporacao de AICIFt em micelas dos copolimeros Pluronic® F127 e F123 e
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verificaram a eficacia das micelas no seu uso em TFD contra os microrganismos Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Candida albicans.

A hidrofobicidade de fotossensibilizantes como a AICIFt é um empecilho para o seu uso
biolégico em terapia fotodindmica, mas a nanotecnologia jd se mostrou eficiente na otimizacdo
da entrega desta molécula a tecidos bioldgicos no tratamento de células tumorais (LONGO, JOAO
PAULO FIGUEIRO et al., 2009)(MUEHLMANN et al., 2014, 2015). Entretanto, apesar da ja
estabelecida seguranca e eficacia de Pluronic® F127 como nanossistema para carrear moléculas
hidrofébicas, nenhuma tentativa de uso do fotossensibilizante AICIFt associado ao Pluronic® F127
em terapia antitumoral se encontrava descrita na literatura até o desenvolvimento do presente
estudo.

O cancer de pulmao é identificado como o tipo de cdncer mais comum e a principal causa
de morte relacionada a cancer. De acordo com a classificacdo proposta por WHO em 1981,
existem dois tipos de canceres pulmonares: carcinoma de pulmdo de células pequenas e
carcinoma de pulmao de células ndo pequenas (MA, YUNN-HWA et al., 2009)(CHEN, DAO-JIN et
al., 2014).

O carcinoma de pulmao de células ndo pequenas é um cancer agressivo e um grave
problema de saude publica mundial (HOLMBERG et al., 2010; RILEY et al., 2013). Constitui
aproximadamente 85% de todas as malignidades primdrias de pulmao (SANGHA; PRICE; BUTTS,
2010). Apresenta trés subtipos histoldgicos: o carcinoma de células escamosas, o carcinoma de
células pulmonares grandes e o adenocarcinoma, registrando-se um aumento da incidéncia de
adenocarcinoma nos ultimos anos (CHEN, DAO-JIN et al., 2014; HERBST; HEYMACH; LIPPMAN,
2008; RILEY et al., 2013).

Considerando a facilidade de preparo das micelas de pluronic, inclusive localmente em
clinicas com interesse em realizar TFD com AICIFt, o presente estudo se propde a testar micela de
Pluronic® F127 contendo AICIFt (F127/AICIFt) na erradica¢cdo de células de adenocarcinoma
pulmonar humano, uma vez que abordagens terapéuticas simplificadas podem favorecer a

transposicdo da nanotecnologia da bancada laboratorial para seu uso em pacientes.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

As micelas de Pluronic® F127 contendo o fotossensibilizante AICIFt utilizadas neste estudo
foram preparadas juntamente com o pesquisador Joy Namban (Instituto Nalanda de Engenharia e
Tecnologia, Guntur, Andra Pradesh, india) da seguinte forma:

Solugdo de Pluronic® F127 (50 mg/mL ou 150 mg/mL) em tampdo fosfato foi preparada
pela dissolu¢do de Pluronic® F127 com agitacdo magnética seguida por 48 h a 5°C. Solugdo
estoque de AICIFt (1 mg/mL) foi obtida pela sua dissolugdo em etanol, seguida por
ultrassonicagao em banho por 10 min.

As duas solugdes de Pluronic® F127 foram misturadas a diferentes volumes da solugdo
estoque de AICIFt e uma vez obtidas as micelas foram mantidas no escuro. Duas abordagens
foram testadas para verificar as concentracbes 6timas para obtencdo das micelas.
Primeiramente, se manteve constante a concentra¢do de AICIFt (0,5 pg/mL) variando a
concentragdo de F127 (1, 10, 50 e 150 mg/mL) obtendo as amostras S1, S2, S3 e S4. Em seguida,
se manteve fixa a concentracdo de Pluronic® F127, assegurando estar acima da concentracdo
micelar critica para obtencdo das micelas (50 mg/mL) e se variou a concentragdo de AICIFt (O,
0,05, 0,1, 1, 5, 10, 50, 0,01, 0,02, e 0,03 pg/mL) resultando nas amostras Pluronic® F127, S5, S6,
S7, S8, S9, S10, S11, S12, e S13, respectivamente. Na Tabela 3 estdo descritas as condigdes

testadas neste estudo.

Tabela 3. Concentracdes de AICIFt e Pluronic® F127 testadas nas micelas desenvolvidas.

Componentes F127 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13

F127(mg/mL) 50 1 10 50 150 50 50 50 50 50 50 50 50 50

AICIFt(ug/ml) O 05 05 05 05 005 01 1 5 10 50 0,01 0,02 0,03

2.1 Caracterizagdo de F127/AICIFt
O diametro hidrodinamico (DH) e o potencial Zeta (Zp) das micelas foram determinados por

dispersdao dindmica da luz e mobilidade eletroforética em angulo de 90° no equipamento
Zetasizer Nano ZS® (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido; laser 633 nm). A analise foi realizada

com as micelas puras, sem diluicao.
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A incorporacdo de AICIFt nas micelas foi estudada por espectroscopia de absorc¢do e de
emissdo em espectrofotdmetro. Os espectros de absorbancia e fluorescéncia de F127/AICIFt
foram obtidos em espectrofotdmetro (Spectramax M2, Molecular Devices, EUA). Para isso, um
volume de 200 pL de F127/AICIFt foi adicionado em placas de 96 pocos e os espectros de
absorbancia e de emissdo de fluorescéncia foram registrados (excitacdo a 350 nm, com analise do
espectro éptico de 350 a 750 nm para absorbancia e emissao de fluorescéncia).

A eficiéncia de encapsulacao foi verificada pela quantificacdo de AICIFt nas micelas de
F127 50 mg/mL e AICIFt de 0,05, 0,1, 0,5, 1 e 5 pg/mL (S5, $6,53, S7 e S8). Assim que preparadas,
as micelas foram submetidas a filtracdo em poro de 0,22 um e em seguida centrifugadas a 14000
g por 15 min ou dissolvidas em etanol absoluto. O conteudo de AICIFt das micelas filtradas e
centrifugadas foi comparado com o conteudo de AICIFt nas micelas simplesmente dissolvidas
com etanol. A quantificacao foi realizada por espectroscopia de emissdo de fluorescéncia com
exitacdo a 350 nm e deteccdo de emissdo a 670 nm, apds estabelecimento de curva padrdo de
AICIFt em etanol na faixa de 0,01 — 5 pg/mL.

Foi utilizada a equacgao para o calculo da eficiéncia de encapsulagao:

_ AICIFt em micellas filtradas/centrifugadas 100
x= AICIFt em micelas puras X

2.2 Caracterizagdo de potencial terapéutico de F127/AICIFt — produgdo de oxigénio
singleto
As propriedades fotoquimicas de F127 foram estudadas no intuito de confirmar a

preservacao da atividade fotossensibilizante de AICIFt. Para isso, a fonte de luz utilizada foi
composta por bancos de 20 diodos emissores de luz (LED) modelo XLOO1IWPO1NRC660 (Shenzhen
Sealand Optoelectronics Co., Ltd., China). O circuito de alimentac¢do foi montado sob supervisao
do Prof. Dr. Paulo Souza do Instituto de Fisica da Universidade de Brasilia. O controle da corrente
de alimentacdo capaz de garantir a estabilidade da iluminagdo foi realizado por um controlador
RCD-24-0.35/W (Constant Current LED Driver, Recom Power, Inc., Alemanha). O espectro de
emissdo dos LEDs foi determinado utilizando-se um espectrofotometro portatil (Ocean Optics
Inc., EUA). Um potenciometro digital (Fieldmax Il, Coherent, EUA) foi utilizado para definir o valor

de poténcia maxima dos LEDs, bem como os valores de poténcia em func¢ao da distancia e a
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posicdo relativa do banco de LEDs. Para garantir a reprodutibilidade da intensidade luminosa
emitida pelo banco de LEDs, optou-se por realizar periodicamente a afericdo da energia por
unidade de tempo mediante uso de um potencidmetro. As medidas registradas pelo
potenciometro e a area do detector permitiram determinar que a fonte de luz possui densidade
de poténcia de 0,04 W/cm?>.

Para identificar a eficicia da AICIFt como fotossensibilizante em F127/AICIFt, foi
determinada a capacidade de gerag3o de oxigénio singleto ('0,) ao ser fotoativada. Desta forma,
foi utilizado o método de degradacgao do 1,3-difenil-isobenzofurano (DBF), conforme metodologia
adaptada de Spiller et al., 1998. O DBF é uma molécula que reage irreversivelmente com o '0,,
extinguindo a absorbancia de DBF, que apresenta pico maximo de absorbancia a 410 nm. A
medida que o DBF é decomposto pela geracio de '0,, sua absorbancia é reduzida de forma
proporcional a quantidade de moléculas de oxigénio singleto gerada, permitindo a sua
guantificacdo percentual.

Foi preparada uma solucdo de DBF (Sigma-Aldrich, Ltda., Alemanha) em uma concentracdo
de 0,225 mg/mL em etanol. Em seguida, a solugdo foi agitada em vértex por 2 min e levada ao
banho ultrassonico até completa homogeneizacdo da solucdo, que foi utilizada no maximo 2 h
apos seu preparo devido a rapida degradagdao de DBF em solucdo. Para o ensaio, 10 plL da solugdo
de DBF e 190 pL da F127/AICIFt foram adicionados a placa de 96 pocos e a degradac¢do de DBF foi
acompanhada apds 10 ciclos de irradiacdo de 10 segundos, resultando na fluéncia de energia de
0,4 J/cm? por ciclo de irradiagdo. Apés 10 irradiacdes, a fluéncia total recebida pelas amostras foi

de 4 J/cm?.

2.3 Estudos In vitro

2.3.1 Cultivo celular
Células de adenocarcinoma pulmonar humano (A549), (ATCC-CCL-185TM) foram utilizadas
nos ensaios in vitro. As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% (v:v)
de soro fetal bovino (SFB) e 1% (v:v) de solucdo de antibidtico (100 unidades/mL de penicilina e

100 mg/mL de estreptomicina). As células foram mantidas em incubadora a 37°C, 80% de
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umidade e 5% de CO,. RPMI 1640 e antibidticos utilizados foram adquiridos da Gibco (Life

Technologies, Inc., EUA).

2.3.2 Citometria de fluxo

Visando confirmar a possivel captacao de AICIFt pelas células e estudar o tempo étimo de
exposicdo as células, foi utilizada a técnica de citometria de fluxo. Células de A549 foram
dispostas em placas de 24 pogos, na concentragao de 5 x 10* células/pogo. Apds 24 h de cultivo, o
meio de cultivo foi removido e foram adicionados 400 ou 800 pL de PBS, ou F127/AICIFt ou AICIFt,
pelos tempos de 10, 15, 30, 45, 60 e 120 min e mantidas a 37°C, atmosfera de 5% CO’ e 80% de
umidade. Ndo foi verificada diferenca entre os dois volumes testados, portanto, todas as
repeticdes foram realizadas com 400 pL. As células foram lavadas novamente com PBS e
removidas da placa com 100 ulL de Tripsina-EDTA. Em seguida, adicionou-se 40 ulL de soro fetal
bovino para inativar a tripsina e as células foram analisadas no citometro BD FACs Canto I,
(Becton Dickinson, NJ, EUA). Dez mil eventos foram contados por amostra, em trés experimentos
independentes feitos em duplicatas, e a fluorescéncia de AICIFt foi observada no canal APC-A

(deteccdo de emissdao de 660 + 20 nm).

2.3.3 Microscopia confocal

Para confirmacdo da interiorizacdo de F127/AICIFt apds exposicdo das células A549 aos
nanossistemas aqui descritos, 5 x 10* células/poco foram dispostas em placas pretas de 24 pocos
de fundo em vidro (Corning®). Apds 24 h de cultivo, o meio de cultivo foi removido e foram
adicionados 400 pL de PBS, F127/AICIFt ou AICIFt e incubadas por 15 ou 45 min a 37°C, atmosfera
de 5% CO, e 80% de umidade. As células foram lavadas novamente com PBS por duas vezes e
fixadas com paraformaldeido 4% (m/v) por 15 min, lavadas por duas vezes com PBS e, em
seguida, as células foram incubadas com 500 puL do marcador de nucleo DAPI (1 pg/mL -
ThermoFlIscher Scientific, Massachusetts, EUA) por 5 min a temperatura ambiente. Apds duas
lavagens com PBS, 1 gota de Prolong AntiFade foi adicionado diretamente ao pogo. Em seguida,
as laminas foram analisadas em microscépio confocal (Zeiss LSM510, Alemanha). Para
visualizacdo da AICIFt, utilizou-se os comprimentos de excitacdo e emissdo de 350 e 690 nm,
respectivamente. Para confirmacdo de que a fluorescéncia observada estava no interior das

células, foi realizada a aquisicdao por z-staking do volume de uma célula por pocgo.
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2.3.4 Terapia fotodinamica

Visando verificar a eficiéncia terapéutica de F127/AICIFt, as células A549 foram cultivadas
em microplacas de 96 pocos na concentracio de 5 x 10° células/poco. Apés o periodo de 24 h, o
meio de cultivo celular foi descartado e as células foram lavadas com PBS. As células foram
incubadas com meio (controle) ou F127/AICIFt por 15 ou 45 min. Em seguida o sobrenadante foi
removido e as células foram lavadas com PBS. Pogos contendo somente F127/AICIFt foram
submetidos ao mesmo processamento dos pogos com células para identificacdo da possivel
interferéncia das nanoparticulas no método. Foi adicionado PBS novamente as placas, e,
enquanto uma placa sofria irradiagdo para verificagdo da fototoxicidade, outra idéntica era
mantida no escuro para verificacdo da toxicidade nessa condi¢do. Apds 18 min de irradiacdo ou
incubacdo no escuro as células foram lavadas com PBS e o meio RPMI foi reestabelecido. A
fluéncia total utilizada nas placas foi de 25,3 J/em? valor ja estabelecido em trabalhos anteriores
como ideal (LIANG, RUIZHENG et al., 2014; MUEHLMANN et al., 2015; RODRIGUES et al., 2015;
VELLOSO et al., 2012). Apds 24 h, as células foram incubadas com 0,5 mg/mL do corante vital
3,4,5-dimetiltiazol-2,5 bifenil tetrazolio bromide (MTT) em meio de cultivo por 2 h a 37°C em
atmosfera Gmida (80%) e 5% CO”. Em células com a funcdo mitocondrial preservada, o MTT é
reduzido a formazan, de intensa coloracdo roxa, ja em células com funcdo mitocondrial
comprometida ndo ocorre formacao do cristal (MOSMANN, 1983; RIBEIRO, 2014). Em seguida, o
meio com MTT foi removido e o formazan foi extraido das células com 200 pL de DMSO por poco.
A absorbancia a 595 nm foi analisada em espectrofotémetro (Spectramax M2, Molecular Devices,
EUA). A absorbancia foi usada como um indice de viabilidade celular e os resultados expressos
como porcentagens relativas aos grupos controles apds 24 h dos tratamentos. Foram realizadas

trés repeticées em dias diferentes de todos os experimentos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagdo morfoldgica e fotofisica de micelas de F127/AICIFt
A incorporagdo de AICIFt em micelas de Pluronic® F127 foi estudada visando a obtencao

de nanossistema para uso em terapia fotodindmica. Para isso foi estudada a condicdo ideal da
formacao das micelas de F127. J4 é conhecida a relagdo da formagdo da micela de polimeros em
bloco com a temperatura da reacdo e a concentracdo do polimero (AKASH; REHMAN, 2015; WU
et al., 1997). Portanto, nesse estudo foi verificado o efeito da concentra¢do de F127 mantendo a
temperatura constante de 25°C.

Além disso, ftalocianinas sdo conhecidas pelo efeito da sua solubilidade na absorcao e
fluorescéncia, uma vez que é observado que as moléculas se agregam em condic¢des hidrofilicas
perdendo suas propriedades 6pticas (GHANI; KRISTEN; RIEGLER, 2012). Portanto, além do estudar
as propriedades fotossensibilizantes de AICIFt, a sua assinatura espectral serve como indicativo
da organizagdo micro/nanoestrutural das micelas de Pluronic® F127.

Na Figura 4 se observam os espectros de absorcao e emissao do etanol, tampao fosfato,
AICIFt (0,5 pg/mL) em etanol ou tampdo fosfato e de micelas de F127/AICIFt em diferentes

concentragdes de polimero (variando de 1 a 150 mg/mL —S1, S2, S3 e S4).

33



§1)
820000
016} e Etanol <@ — e
T Q — DBS C
= — A:CFI {0,5 ug/mL) em etano! a Q19000 b w152 (0,5 pg/mL) em etanc:
‘S o1zl w— AICIFt {0,5 pg/mL em PBS 8 = AICIFt (0,5 pg/mL em PBS
c =]
g =200
S oo S
s @ v
-g o
T
0osf O 4000
7]
c
A A 5 X . ] / 3 ol - - v 4 A
350 400 450 SO0 S50 600 BS0 700 TS0 O 350 400 450 S00 S50 600 650 700 750
Comprimentode onda(nm) Comprimentode onda{nm)
0.12 . soc0
— 1 8 —S1
— 0 @ —Sz
—_— b UU’GOCO — S 3 d
AL - 2 2] —ss
Q P
c (=]
<0 -
-8 o0&} G= 4000}
(=] Q
v ©
— ()
<L 006 o 2000}
T
R
7]
004 C ol
360 400 450 500 550 600 650 700 750 B 350 400 450 500 660 600 650 700 750
c

Comprimentode onda(nm) Comprimentode onda(nm)

Figura 4. Espectro de absorcdo (a e b) e de emissdo de fluorescéncia (excitacdo a 350 nm) (c e d)
de AICIFt em etanol, PBS ou incorporadas nas micelas S1, S2, S3 e S4 (concentracdo de F127 de 1,
10, 50 e 150 mg/mL, respectivamente, e concentracdo de AICIFt em todas as amostras é de 0,5

ug/mL).

No espectro de absorbancia de AICIFt em etanol (Fig. 4a), podemos identificar uma banda
larga com um pico de absor¢ao em 670 nm (Banda Qy;) contendo um pico de menor intensidade a
610 nm (Banda Q). Esta banda larga é descrita como uma transi¢cdo eletrénica de m - n* da
forma monomérica e dimérica, respectivamente (TEDESCO; ROTTA; LUNARDI, 2003; VILSINSKI,
BRUNO H. et al.,, 2015). Como esperado, AICIFt é insoluvel em tampdo fosfato formando
agregados visiveis e nao foi possivel identificar absorbancia de AICIFt nessa solucdo (Fig 4a). Os

espectros de emissdo de fluorescéncia estdo monstrados em Fig 4c e Fig 4d. Nestes se observa
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gue AICIFt apresenta um pico de emissdao em 680 nm quando dissolvida em etanol, mas ndo
apresenta emissdao quando dissolvida em tampao fosfato, reforcando a insolubilidade neste meio
e a consequente agregacao molecular. Os espectros do etanol e tampao fosfato demonstram que
nao existem picos interferentes dos solventes na faixa analisada. O pico observado em 710 nm
nos espectros de fluorescéncia é decorrente da fonte de luz utilizada na excitagdo: se a amostra
espalha excessivamente a luz utilizada na excitagdo, uma difracdo de segunda ordem, terceira
ordem, etc, é observada (LAKOWICZ, 2006), e é o caso com a excitacdo a 350 nm e emissdo em
700 nm.

Na Figura 4b e 4d é possivel observar os espectros de absor¢do e emissdo de F127/AICIFt.
Como principal informacao temos que mesmo em tampao fosfato, podemos observar absorc¢do e
emissdo de AICIFt, indicando que AICIFt estd incorporada dentro de um compartimento
hidrofébico de F127 e fotofisicamente ativa. Como estar ativa fotofisicamente é indispensavel
para que possa ocorrer a terapia fotodindmica, a micela ja apresenta potencial para entrega de
AICIFt em tecidos bioldgicos.

Na Figura 4b, se observa que com aumento da concentragao de F127, ocorre um aumento
na absorcdo em 680 nm, pico associado a absorcdo da forma monomérica de AICIFt. Em
ambientes aquosos, copolimeros se apresentam como mondmeros abaixo da temperatura
micelar critica e como micelas acima dela, mas em diferentes temperaturas a concentracdo
micelar critica pode mudar em varias ordens de magnitude (CHANDAROY et al., 2002). Na
temperatura de 25°C utilizada neste estudo, é esperada uma concentracdo micelar critica de
aproximadamente 0,1 mmol/L ou 1,2 mg/mL, condi¢do proxima das encontradas em S1 e S2,
possivelmente ndo estando todas as moléculas de F127 em forma micelar nessas duas amostras e
consequentemente ndo proporcionando espac¢o hidrofdbico suficiente para as moléculas de
AICIFt. J4 em S3 e S4, as concentragdes de 50 e 150 mg/mL de F127 parecem permitir mais
espaco hidrofébico para AICIFt. Observa-se também na Fig 4b a presenca de um espectro mais
largo e com a presenca da banda de maior absorcdo em 610 nm, associado ao estado de
transicdo para a forma dimérica de AICIFt. Estas observagdes indicam a incorporacdo de AICIFt em
F127 tanto na forma monomérica (maioria) quanto na forma dimérica (FARREN et al., 2002; MA,

CHUNYU Y et al., 2007). Nos espectros de emissdo (Fig 4d) das micelas de F127/AICIFt observa-se
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pico de emissdo em 680 nm, comparavel ao presente no espectro de AICIFt em etanol (Fig 4c), e o
pico se encontra somente nas concentracdes de 50 e 150 mg/mL de F127.

Desta forma, foi proposto pelo observado no estudo espectrofotométrico das micelas de
F127/AICIFt que nas concentragdes baixas de polimero (1 e 10 mg/mL) encontradas em S1 e S2
existe predominancia de mon6meros em relacdo a forma micelares de F127, permitindo pouco
espaco hidrofébico para adsorcao de AICIFt (Esquema 1a). Ja nas concentragdes encontradas em
S3 e S4 (50 e 150 mg/mL de F127) a organizacdo micelar de F127 permite a adsor¢do monomérica

de AICIFt como proposto no Esquema 1b.
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Esquema 1. Organizacao proposta de AICIFt na presenca do F127 em concentracdo abaixo da
concentracdo micelar critica (A) e acima da concentracdo micelar critica (B) na presenga do
fotossensibilizante AICIFt. Em A se observa predominancia de monémeros e em B os monémeros
se organizam em micelas com um nucleo hidrofdbico capaz de manter a AICIFt em ambiente
hidrofébico.

Estudos de espalhamento de neutrons em pequeno dngulo monstraram que a incorporacao
do farmaco hidrofébico flurbiprofeno em micelas de Pluronic® F123 resulta na modificacdo do
tamanho das micelas geradas devido a organizacdo do nucleo hidrofdbico da regido POP do

polimero F123 e o farmaco (ALEXANDER et al., 2012), portanto foi verificado o efeito da
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incorporacdo de diferentes concentracées de AICIFt no didametro hidrodinamico de F127/AICIFt
na concentracdo de 50mg/mL de F127. As amostras S5, S6, S7, S8 e S9 da Tabela 3 foram
submetidas a técnica de espalhamento dinamico da luz e os resultados obtidos podem ser

observados na Figura 5.
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Figura 5. Espalhamento dinamico da luz de micelas de F127 e de micelas com concentragdes
crescentes de AICIFt (0,05, 0,1, 1, 5 e 10 ug/mL, S5, S6, S7, S8 E S9, respectivamente).

Observa-se que o diametro médio das micelas de F127 tanto na auséncia de AICIFt como na
presenca, é de aproximadamente 6 nm, exceto na concentracdo de AICIft de 10 ug/mL, onde se
observou uma distribuicdo bimodal, com o pico de maior intensidade deslocado para um valor
maior, possivelmente aglomerados de AICIFt. Além disso, foi observado grande desvio padrdo do
tamanho entre as amostras contendo 10 pg/mL de AICIFt, indicando pouca precisdo nas medidas
obtidas (inset superior Fig 5). Ainda na Figura 5, uma foto das amostras formadas com o aumento
da concentracdo de AICIFt demonstra que a intensidade do azul de AICIFt também aumenta,

conforme esperado (Fig. 5 Inset inferior).
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3.2 Producéo de oxigénio singleto de F127/AICIFt
Com a disponibilidade de LEDs de alta poténcia, o seu uso em TFD tem sido intensamente

explorado (MUEHLMANN et al., 2015; RODRIGUES et al., 2015) com grande efeito no custo e
tempo da terapia, uma vez que sdo mais baratos que os lasers tradicionais e a drea de
abrangéncia é maior. O aparato de LED utilizado neste estudo foi desenvolvido pelo grupo do
Prof. Dr. Paulo Narcizo de Souza, na Universidade de Brasilia, com componentes de custo baixo e
otimizado para uso em tratamentos bioldgicos. A produgao de oxigénio singleto apds a irradiagao
das micelas de F127/AICIFt (S3, S5, S6, S8 E S9) foi quantificada para confirmar se o potencial
terapéutico de AICIFt estava preservado apds sua incorporagdo nas micelas de F127. Na Figura 6
estd representada a absorbancia normalizada da sonda DBF apés diversos ciclos de irradiacdo de

micelas de F127 e de F127/AICIFt.
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Figura 6. Absorbancia normalizada da sonda de oxigénio singleto DBF exposta a micelas de F127
contendo diferentes concentra¢des de AICIFt apds sucessivos ciclos de irradiagdo com LED de 660
nm.

A absorbancia da sonda de DBF foi medida a 410 nm e a diminuicdo da sua intensidade foi

observada apés irradiacdo das micelas contendo AICIFt. A absorbancia normalizada diminuiu mais
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rapidamente conforme a quantidade de AICIFt contida nas micelas aumentava, sendo o
decaimento mais rapidamente observado na amostra S8 apresenta 5 pug/mL de AICIFt. Uma
excecdo foi observada com a amostra S9 que contem 10 pg/mL de AICIFt. Nela o decaimento foi
mais lento, comparavel ao da amostra com a menor concentragao de AlCIFt testada. O observado
corrobora o resultado observado pela andlise do tamanho das micelas por espalhamento
dinamico da luz onde se indica agregacdo de AICIFt nesta concentra¢do (S9). Nao obstante, foi
observado que a AICIFt incorporada em F127 ainda possui potencial terapéutico uma vez que em
todas as micelas contendo AICIFt irradiadas foi gerado oxigénio singleto e degrada¢dao da sonda
DBF, fato ndo observado na micela vazia (Figura 6).

Um estudo recente descreveu a incorporacdo de AICIFt em micelas de Pluronic® F127 e
F123 pelos métodos de dispersao sélida e adicdo direta e demonstrou que nas micelas de F127,
ocorre aglomeracdo de AICIFt, fato ndo observado em micelas de F123 (VILSINSKI, BRUNO
HENRIQUE et al., 2015). Os autores descreveram a agregacdo na concentracao de AICIFt de 1,8
pug/mL e de 40 mg/mL de F127, condicdo intermediaria a encontrada nas micelas aqui descritas
como S7 e S8 e 0 mesmo nao foi observado nas micelas S7 e S8. O método utilizado no presente
estudo varia dos testados pelos autores citados, uma vez que a AICIFt previamente a adi¢cdo na
solugdo de F127 foi dispersa em etanol. Testes preliminares com a adi¢ao direta de AICIFt em
estado sélido, formaram suspensdo com grandes aglomerados independente do tempo ou
poténcia da sonicacdo da mistura em sonda ou banho ultrassoénico. Desta forma, foi observado
gue a adicdo de AICIFt previamente dissolvida em etanol, ndo ultrapassando 1% do volume final,
foi importante na obtencdo de micelas contendo AICIFt com as propriedades fotofisicas

preservadas.

3.3 Eficiéncia de encapsulagdo
LE et al., (2013) e KAMBOJ; VERMA, (2015) descreveram que a encapsulacdo de farmacos

hidrofébicos em micelas de F127 varia bastante de acordo com o método de sintese da micela e
com as propriedades dos farmacos.

A adicdo de AICIFt dispersa em etanol a tampao fosfato resulta na observacdo de grandes
aglomerados em todas as concentracdes testadas no presente estudo. Esse aglomerados sdo
facilmente removidos da suspensdo se a amostra é submetida a filtracdo em poro de 0,22 um e
em seguida centrifugada (OLIVEIRA et al., 2011). A separacdo de agregados de AICIFt nao
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incorporada a micelas de F127 foi utilizada para quantificar a eficiéncia de encapsulacdo de
F127/AICIFt em micelas com 50 mg/mL de F127 e com AICIFt em concentra¢Bes que variaram de
0,05 a 5 pg/mL (S5, S6, S3, S7 e S8). Para todas as amostras testadas e eficiéncia de encapsulagdo

observada foi de aproximadamente 90% (Tabela 4).

Tabela 4. Eficiéncia de encapsulagdo (E.E) de F127/AICIFt com diferentes concentragdes de AICIFt
(S5, S6, S3, S7 e S8). Experimento em triplicata.

AICIFt (ug/mL) 0,05 0,1 0,5 1 5
E.E (%) 90,04 £1,21 90,17 +13,04 93,92+8,12 92,42+593 90,96 + 2,05

O Unico outro trabalho encontrado que demonstrou a eficiéncia de encapsulacdo de
AICIFt em nanossistemas foi o de OLIVEIRA et al., 2011, que descreveram trés particulas
poliméricas de acido poli-latico e obtiveram eficiéncia de encapsulacdo que variou de 35,3 a
86,3%. No presente trabalho, o método de sintese utilizado com a dispersao prévia de AICIFt em

etanol, permitiram a obtencdo de micelas com grande eficiéncia de encapsulacgao.

3.4 Estudos in vitro
3.4.1 Citometria de fluxo de A549 exposta a F127/AICIFt
A interiorizacdo de AICIFt pelas células A549 apds exposicdo a micelas de F127/AICIFt foi
analisada por citometria de fluxo. Na Figura 7 pode-se observar a interiorizagdo de F127/AICIFt

por A549 normalizada pelo tempo mdaximo de 2 h de exposic¢ao.
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Figura 7. Andlise por citometria de fluxo da interiorizacdo de micelas F127/AICIFt (S7) pelas
células A549. Intensidade observada foi normalizada pelo tempo mdaximo de exposi¢ao de 2 h.
Numero de eventos: 10000.

Pode ser observado que a fluorescéncia de AICIFt aumenta ao longo de todos os tempos
testados indicando captacdo pelas células, sendo que ndo existe diferenca estatistica entre os
tempos analisados a partir de 45 min.

A exposicdo das células a AICIFt livre na mesma concentragdo testada para F127/AICIFt (1
ug/mL) foi quantificada somente apds 2 h resultando em 45% da intensidade do sinal em relagdo
as células expostas a F127/AICIFt. Um aumento da captacdo de AICIFt na forma de micela
F127/AICIFt em relacdo a AICIFt livre é esperada por serem moléculas hidrofébicas (WISCHKE;
SCHWENDEMAN, 2008), uma vez que essas moléculas, em solu¢bes aquosas, tendem a
aglomerar e precipitar ficando indisponiveis para as células. No caso da AICIFt, foi possivel
perceber também que essa molécula quando livre, nas solu¢cbes aquosas testadas, aderiu ao
plastico ficando também indisponivel para as células (dados ndo mostrados).

Os resultados encontrados indicam que ndo existe diminuicdo da captagdo/absor¢do nas
células nos tempos estudados nem a obtenc¢do de um plat6, o que indicaria saturacdo das células

pela exposicao as micelas.
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3.4.2 Microscopia confocal de A549 exposta a F127/AICIFt

Foi utilizada microscopia confocal para verificar a possivel presenga de AICIFt no interior das

células A549 apds exposicdo a S7 com 1 pg/mL de AICIFt (Figura 8).

Figura 8. Fotomicrografia confocal de células A549 tratadas com PBS ou micelas F127/AICIFt S7
apos 45 min de exposicdo. Na primeira coluna, células ndo tratadas. Na segunda e terceira coluna
células tratadas com micelas F127/AICIFt, sendo a terceira coluna com maior aumento. A, B e C:
imagens de campo claro. D, E e F: imagens da fluorescéncia de AICIFt. G, H e I: imagens da
fluorescéncia de DAPI. J, K e L: sobreposicdo das demais imagens.
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As células tratadas somente com PBS e F127 ndo mostraram fluorescéncia na faixa de
emissdo da AICIFt (dados ndo mostrados para F127). Células tratadas com AICIFt livre 5 pg/mL
apresentaram fluorescéncia residual cujo sinal s6 pode ser detectado no limite maximo de
sensibilidade do equipamento, com intenso ruido inviabilizando a andlise do sinal (dados nao
mostrados). J& o tratamento de A549 com F127/AICIFt resultou em células intensamente
marcadas com a fluorescéncia vermelha e, como pode ser observado na Figura 8, a fluorescéncia
se encontra distribuida no citoplasma e ndo co-localizada a fluorescéncia de DAPI (corante
nuclear), com maior intensidade préxima ao ntcleo.

O z-staking, a aquisicdo de seccdes Opticas sequenciais de determinada area de interesse,
foi realizado no espaco referente a células individuais de forma a constituir uma imagem 3-D que
permitiu garantir que a marcacdo vermelha se encontrava no interior da célula e ndo superficial.
O uso de outros nanossistemas contendo AICIFt também demonstraram fluorescéncia
estritamente citosdlica apds tratamento com nanossistemas com AICIFt (MIJAN et al., 2014;
MUEHLMANN et al., 2014) e MUEHLMANN et al., (2015) também descreveram uma localizacdo

perinuclear, indicando a provavel localiza¢do no reticulo endoplasmatico.

3.4.3 Terapia fotodindmica de A549 com F127/AICIFt
Apds a confirmacdo do potencial terapéutico de F127/AICIFt pela degradagdo da sonda DBF
apos irradiacdo com LED a 660 nm e da capacidade de internalizacdo de AICIFt presente nas
micelas, F127/AICIFt foi utilizada no tratamento de A549 com uso de TFD. Na Figura 9 é possivel
avaliar a viabilidade celular normalizada das células controle ou expostas a F127/AICIFt com
diferentes concentrac¢des de AICIFt (S11, S12, S13, S5, S6, S3, S7 e S8) apds exposicdo por 15 min

aos nanossistemas, tratadas com uma fluéncia de 25,3 J/cm2 (irradiadas) ou mantidas no escuro.
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Figura 9. Viabilidade celular de A549 apds exposicdo a micelas F127/AICIFt contendo diferentes
concentragdes de AICIFt irradiadas com LED de 660 nm (fluéncia de 25,3 J/cm?) ou mantidas no
escuro.

As células mantidas no escuro ndo apresentaram diminui¢cdo da viabilidade conforme
esperado para células expostas ao copolimeros em bloco (DINIZ et al., 2015; TASLI et al., 2013) e
0 aumento da absorbancia encontrado indica o possivel papel da micela F127 como suplemento
celular.

Devido a eficiéncia terapéutica de F127/AICIFt, micelas contendo uma menor concentragdo
de AICIFt foram desenvolvidas para a uso na TFD. Os parametros de exposicao e irradiancia
utilizado neste estudo foram os mesmos utilizados em experimentos prévios ja desenvolvidos no
grupo de pesquisa em Nanobiotecnologia da Universidade de Brasilia de forma a permitir
comparacdo. Foi observado que a concentragdo citotdxica de AICIFt em F127/AICIFt que diminuia
a viabilidade em mais de 50% (CC50) com a TFD é de 0,02 pug/mL, demonstrando alta eficiéncia da
micela na TFD de A549 apds irradiacdo. Para esta célula, trabalhos com ftalocianina sulfonada
(NEVRELOVA et al., 2007), ligada a dendrimero (NISHIYAMA et al., 2009) e assim como associada
a nanoemulsdo ja foram descritos (FRANCHI et al., 2016); entretanto, como a fluéncia e tempo de
exposicao variou entre todos os trabalhos citados, pouco se pode afirmar sobre a comparacgao da

eficiéncia dos nanossistemas.
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PARK & NA (2013), ja haviam demostrado a eficiéncia de micelas de F127 com o
fotossensibilizante chlorina e6 em TFD assim como haviam demonstrado auséncia de toxicidade
no escuro, reforgando a vantagem de uso deste nanossistema em TFD.

A efetividade das micelas de F127 aqui descritas é muito diferente do descrito por VILSINSKI
et al. (2015) e como citado anteriormente, deduzimos que a solubilizacdo prévia de AICIFt em
etanol e a ndo retirada do etanol residual, evita a agregacao de AICIFt e garante a sua eficiéncia
terapéutica. Além do mais, a metodologia apresentada para o preparo das micelas é de extrema
simplicidade, reforgcando as vantagens de uso do F127 e indicando que a simplicidade pode ser

um importante aliado na escolha de nanossistemas para a uso em TFD.
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4. CONCLUSOES

Os nanossistemas do copolimero Pluronic® F127 contendo o fotossensibilizante AICIFt
(F127/AICIFt) produziram altas concentracdes de espécies reativas de oxigénio e se foram
eficientes na TFD de células de adenocarcinoma de pulmdao humano uma vez que mesmo em
concentragdo baixa de AICIFt (0,1 pg/mL) reduziu a viabilidade quando associada ao uso de LED
de 660 nm. A caracterizagcdo das formulagdes de F127/AICIFt foi possivel devido ao uso de
espectroscopia de absorcdo e emissao, espalhamento dindmico da luz e dosagem da eficiéncia de
encapsulagdo. Apesar da intensa hidrofobicidade de AICIFt, a sua incorporagao nas micelas de
F127 por um procedimento simples, conseguiu estabilizar AICIFt em ambientes hidrofilicos e

aumentar o espetro de atuagao de AICIFt na TFD.
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CAPITULO 2

DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DE METODO BIOANALITICO PARA A
QUANTIFICACAO DE ALUMINIO CLORO FTALOCIANINA EM
NANOPARTICULAS, PLASMA E TECIDOS COM CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ULTRA ALTA EFICIENCIA ASSOCIADA E ESPECTROMETRIA DE MASSA
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1. INTRODUCAO

Em 1906, o botanico russo Mikhael Semenovich Tswett, eluiu extrato de folhas por uma
coluna preenchida com carbonato de cdlcio e conseguiu separar visualmente faixas coloridas.
Este fato deu origem a uma técnica que até os dias de hoje é de extrema importancia e
aplicabilidade: cromatografia (chrom: cor e grafia: escrita); embora hoje dentre as diversas
aplicagOes das técnicas, poucas se baseiam na coloragdo (ETTRE, 2003). Ao longo dos anos, um
dos usos desta técnica é a atual cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) que é realizada em
equipamentos que utilizam altas pressées e possuem alta eficiéncia de separagao dos compostos.
O desenvolvimento da CLAE, e mais recentemente a sua evolucdo a cromatografia liquida de ultra
alta eficiéncia (CLUE — mais conhecida pela sigla em inglés — Ultra high precision liquid
chromatography - UHPLC), simplificou e agilizou as andlises, proporcionando maior economia e
sensibilidade.

CLUE em muitos momentos ja substitui a uso de CLAE por permitir melhoria na separacao
cromatografica, andlises mais rdpidas e por proporcionar menor consumo de solventes
(CIELECKA-PIONTEK et al., 2013). Os principios da quimica verde, sempre que possivel, devem ser
aplicados no desenvolvimento de métodos cromatograficos de forma a diminuir os danos
causados a salude humana ou ao meio ambiente: substituicdo de solventes, uso de solventes
atéxicos ou menos toxicos além da diminuicao do volume de solventes utilizado (ARMENTA;
GARRIGUES; DE LA GUARDIA, 2008).

A espectrometria de massa (EM) pode ser definida como sendo “o estudo da matéria por
meio da formacdo de ions em fase gasosa e sua caracterizacdo pela massa, carga, estrutura ou
propriedades fisico-quimicas, empregando um espectrometro de massa” (VESSECHI et al., 2011).
Os acoplamentos das técnicas de espectrometria de massa com cromatografia liquida tém
recebido destaque pela alta sensibilidade e especificidade que a associacao das técnicas permite.
No caso da espectrometria de massa, as duas interfaces de maior uso na atualidade, ionizacdo
por eletrospray (mais conhecida pela sigla em ingés - Eletrospray lonization - ESI) e ionizacdo e
dessorcdo a laser assistida por matriz (mais conhecida pela sigla em ingés - Matrix Assisted Laser
Desorption lonization - MALDI); estas, juntamente com o0s recursos para acompanhar as

fragmentacdes, tem tornado a técnica de CLAE/EM uma ferramenta indispensavel em vdrias
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areas de pesquisa por possibilitar a detec¢do, quantificacdo e identificacdo precisa da massa de
atomos e moléculas em solugcdo (WOLFENDER, 2009).

A validagao de métodos analiticos seletivos e sensiveis para a quantificagdo de farmacos e
seus metabolitos sdo uma etapa critica para o sucesso do desenvolvimento de estudos
biofarmacéuticos e farmacoldgicos. A validacdo de métodos bioanaliticos incluem todos os
procedimentos que demonstram que determinado método utilizado para quantificar um analito
em determinada matriz bioldgica, tais como sangue, plasma, soro, urina, é confidvel e
reprodutivel. Os parametros fundamentais de validagdo incluem: acurdcia, precisao, seletividade,
sensibilidade, reprodutibilidade e estabilidade (ICH, 2005).

Com o crescente interesse pelo uso de nanossistemas contendo aluminio cloro
ftalocianina (AICIFt) para uso em TFD, um aspecto fundamental que deve ser elucidado para que
seu uso seja conhecido e controlado, é o efeito destas novas formula¢des na farmacocinética e
biodistribuicdo de AICIFt.

O Unico método cromatografico ja descrito para AICIFt apresenta pouca interacdo de
AICIFt com a fase estacionaria, resultando em tempo de retencdo curto de 1,97 min (OLIVEIRA et
al.,, 2011). Devido a peculiaridades encontradas na massa molecular de AICIFt em estudos
preliminares de espectrometria de massa, e o desejo de utilizar as vantagens associadas a CLUE,
foi desenvolvido e validado um método cromatografico para deteccdo de AICIFt em plasma,
tecidos e nanossistemas utilizando CLUE com detec¢cdo tanto por fluorescéncia quanto por
espectrometria de massa. O padrdo interno zinco ftalocianina foi associado ao método, como
controle de perdas durante o processo de extrac¢do, viabilizando o uso do método em estudos de
biodistribuicdo. Além disso, foi realizado estudo espectrométrico de AICIFt em MALDI-TOF para

descrever pela primeira vez a massa molecular de AICIFt.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais
Cloreto de aluminio ftalocianina (chloro(29H,31H-ftalocianinato)aluminium - 85% de grau

de pureza)), zinco ftalocianina (98% grau de pureza), tetrahidrofurano (grau HPLC), dimetil
sulféxido (grau HPLC), formiato de amoénio, acido alfa-cyano-4-hidroxicinamico, éleo de ricino,
cremophor ELP (Kolliphor® ELP) e acido acético glacial foram comprados da Sigma (Sigma Aldrich
Co, EUA). Metanol (Grau Optima LC/MS) foi comprado da Fisher Scientific Co, EUA; etanol (grau

de sintese) foi comprado da Scharlau Chemicals, Espanha.

2.2 Instrumentacgao
A analise por CLUE/EM foi realizada em equipamento Acquity UHPLC equipado com médulo

detector de fluorescéncia e acoplado ao espectrometro de massa LCT Premier XE equipado com a
fonte de ionizagdo por eletrospray e analise por tempo de voo (ESI/TOF) (Waters, Milford, MA,
EUA) no CIC biomaGUNE, em San Sebatian, Espanha. As andlises foram realizadas em modo W-
positivo na faixa de m/z de 100-1000. As voltagens capilar e do cone da amostra foram de 1500 e
100 V, respectivamente. A dessolvata¢do e cone de gas foram de 600 e 50 L/h, com temperatura
de 350°C na dessolvatacdo e de 120°C da fonte de ion.

Outra técnica de espectrometria de massa, MALDI-TOF, foi realizada em espectrometro
Bruker Ultraflextreme Il equipado com um laser pulsado de Nd:YAG (A = 355 nm) e controlado
pelo software FlexControl 3.3 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Os espectros obtidos foram
processados com o software FlexAnalysis 3.3. no CIC biomaGUNE, em San Sebastian, Espanha.

As analises em MALDI-TOF foram realizadas em modo refletor com um nimero acumulado

de disparos entre 2500 e 3000 (500 disparos por aquisicao a 1 kHz de frequéncia do laser).

2.3 Condigao cromatografica
A cromatografia liquida foi realizada em coluna C18 de fase reversa Acquity BEH (100x2,1

mm, tamanho de particula 1,7 um), (Waters, Milford, MA, EUA). A fase mdvel utilizada foi um
gradiente de formiato de amoénio 100 mM, pH 3,2 (A) e metanol (B), como descrito na Tabela 5. A

deteccdo fluorimétrica foi realizada com excitacdo a 610 nm e emissdao a 675 nm. O volume de
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injecdo foi de 5 pL, a vazdo utilizada foi de 0,3 mL/minuto, a temperatura da coluna foi de 30°C, a

pressdo variou durante o gradiente de 6000 a 13000 psi e o tempo de analise foi de 20 min.

Tabela 5. Composicdo da fase mével pelo tempo em método cromatografico de AICIFt e ZnFt. A:
solug¢do aquosa de formiato de amo6nio 100 mM; B: metanol.

Tempo (min) A (%) B (%)
0,00 75 25
0,50 75 25

10,00 1 99
17,00 1 99
18,20 75 25
20,00 75 25

2.4 Extragao e quantificacdo de AICIFt em nanoemulsao
Nanoemulsdes de dleo de ricino e Cremofor ELP contendo AICIFt foram preparadas como

descrito em (MUEHLMANN et al., 2015). A quantificacdo de AICIFt foi realizada pela diluicao de
20x o volume da nanoemulsao em etanol 70%, seguida por 3 min de agitacdo em vortex. Em
seguida, o homogenizato foi transferido para unidade filtrante Amicon Ultra 0,5 10K (EMD
Millipore - Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) e centrifugado por 15 min a 17000 g. O eluido e o
retido no filtro foram em seguida diluidos em etanol e filtrados em poro de 0,22 um e injetados
em cromatdgrafo. Também foi realizada a centrifugacao direta da nanoemulsdo (15 min, 17000
g) para verificar se grandes agregados de AlICIFt estavam presentes na amostra recém-sintetizada,

porém menos de 1% de AICIFt livre foi removida da solugao apds esta etapa.

2.5 Orgaos de camundongos para validagio de método
Plasma, figado, baco, pulmdo e rins de camundongos sadios sem tratamentos prévios

BALB/c) machos utilizados no presente estudo foram obtidos do Biotério do Centro de
Investigacidon Cooperativa en Biomateriales (CICbiomaGUNE, San Sebastian, Espanha) de animais
gue seriam submetidos a eutanasia independente do presente estudo. Nao obstante, os animais
aqui descritos estdo abrangidos no projeto apresentado e aprovado pelo comité de ética da

Universidade de Brasilia de nimero (UnBDoC n2 144446/2014 Anexo 1).
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2.6 Preparag¢do das amostras bioldgicas
O sangue dos animais foi coletado em tubos contendo EDTA 20% e apdés 30 min a

temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados por 5 min a 5000 g, o plasma removido,
aliquotado e congelado a -80°C. No momento do ensaio, apds descongelamento, 80 plL de plasma
foram transferidos para tubo de microcentrifuga de 2 mL e 15 puL de solugdes estoque de AICIFt e
ZnFt (200, 150, 100, 50, 20 ou 5 pg/mL de AICIFt e 20 pg/mL de ZnFt) foram adicionados a
amostra e agitados em vortex por 1 minuto. Em seguida, duas etapas de extracdo com 705 uL de
solucdo extratora (89% etanol, 10% dimetilsulfoxido e 1% acido acético) foram adicionada a fim
de solubilizar AICIFt e ZnFt contidos na solu¢cdo. Uma etapa de centrifugacao foi realizada entre
cada leva de extracdo por 10 min a 17000 g e a solucdo final foi transferida para microtubos e
filtrada em unidade com poros de 0,22 um. As concentragdes finais tedricas nas solugées obtidas
foram de 2, 1,5, 1, 0,5, 0,2 e 0,05 pg/mL (pontos das curvas padrdo dos d6rgdos). Tubos com a
adicdo de 80 plL de tampao fosfato no lugar de plasma e 15 pL de solu¢des estoque de AICIPc ou
ZnPc foram processados da mesma forma para averiguar as possiveis perdas de AICIFt e ZnFt
durante o processamento mesmo na auséncia da matriz bioldgica.

Para quantificacdo nos tecidos, os érgaos foram removidos, lavados com tampao fosfato, o
excesso de liquido foi removido com papel de filtro e os érgaos foram pesados e armazenados a -
80°C. Na hora do ensaio, utilizou-se protocolo descrito por OLIVEIRA et al., (2011) para
homogeneizar os érgdos: os orgdos foram descongelados e sonicados com 1 mL de tampao
fosfato até completa homogeneizagao utilizando o processador ultrassénico Vibra Cell VCX750
(Sonics, CT, EUA) com sonda de titdnio e poténcia de 40%. Uma vez completamente
homogeneizado, 80 uL da suspensdo de tecidos foi tratada identicamente ao descrito para o
plasma gerando os pontos da curva de calibracdo dos érgaos.

As curvas de calibracdo nas matrizes bioldgicas foram obtidas e as razGes das areas de
AICIFt e ZnFt foram utilizadas para determinar a precisdo e recupera¢ao quando comparadas com

as curvas preparadas na auséncia de matriz bioldgica.

2.7 Desenvolvimento do método
O método foi desenvolvido testando diferentes gradientes de metanol e formiato de

amonio 100 mM, pH 3,2, de forma a obter tempos de retencdo de AICIFt e ZnFt de pelo menos
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seis min. Tempos de retencdo menores que isso sdo mais propicios de sofrer interferéncia de
componentes presentes nas matrizes bioldgicas. A validacdo do método foi realizada pelo sinal
fluorimétrico de AICIFt e ZnFt e baseou-se nas diretrizes da FDA e da ICQ para estabelecimento

dos parametros de validagao.

2.7.1 Seletividade
A seletividade do método foi aferida pelo processamento do plasma e tecidos na auséncia
de AICIFt e ZnFt. A seletividade foi estabelecida pela auséncia de picos nos extratos dos érgaos no

mesmo tempo de retencao de AICIFt e de ZnFt.

2.7.2 Linearidade
A relacdo das concentragdes e da razdo da drea dos picos de AICIFt e ZnFt, foi utilizada para
determinar equacdo linear (y = ax + b) que melhor representava os dados e os parametros de
regressdo e o coeficiente de determinacdo (r’) foram calculados e utilizados para estimar a

linearidade do método.

2.7.3 Limites de detec¢do e quantificacao
O limite de deteccdo (LD) de cada curva foi considerado como sendo LD = 3,3*(desvio
padrdo do ponto de menor concentragdo curva)/inclinagdo da reta. O limite de quantificacdo (LQ)
de cada curva foi considerado como sendo LQ = 10*(desvio padrdo do ponto de menor

concentrac¢do da curva)/inclinagdo da reta.

2.7.4 Recuperagao

A recuperacdo do método foi estabelecida pela comparacdo dos valores da razao de
AICIFt/ZnFt nas solucbes de matrizes processadas com solu¢Bes padrées nas mesmas
concentragdes (2, 1,5, 1, 0,5, 0,2 e 0,05 pg/mL). A recuperacdo foi determinada pela comparacdo
com os dados de trés repeticbes de cada concentra¢do recuperada de AICIFt/ZnFt no plasma e

tecidos analisados.

2.7.5 Precisao
A precisdo do método foi determinada pela analise do desvio padrdo relativo (DPR) de trés
repeticdes de curvas de calibracdo das areas de AICIFt/ZnFt recuperadas das matrizes bioldgicas

processadas nas concentragoes ja citadas.
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2.7.6 Estabilidade
A estabilidade foi aferida pela adi¢cao de 15 pL de solugdes estoques contendo AICIFt e ZnFt
da mesma forma descritas no tépico “preparacdo das amostras bioldgicas” e a quantificacdo de

AICIFt e ZnFt nas amostras foi realizada apds 28 dias a -20°C.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estudo de espectrometria de massa de AICIFt e ZnFt
As diferentes condig¢Oes utilizadas para a identificacdo da composicao ideal da fase mével

foram avaliadas quanto ao formato e tempo de retencdo dos picos de AICIFt e de ZnFt em
gradientes de formiato de amodnio/metanol em uma coluna C-18. Utilizando componentes
simples e de amplo acesso em diversos laboratérios cromatograficos, foi possivel estabelecer
condicao cromatografica adequada para a andlise de AICIFt e ZnFt (Tabela 5), descrito na se¢do
“condicdao cromatografica”. O uso de uma fase moével em condicdo de gradiente no lugar de uma
condicdo isocratica (ou seja, a fase moével permanece em proporc¢do constante durante toda a
andlise, dispensando tempo de estabilizacdo entre corridas) é mais adequado para resolver
problemas analiticos, especialmente para trabalhos com amostras complexas (KALISZAN;
WICZLING, 2011). SUBIRATS; ROSES; BOSCH (2007) descreveram que ocorre uma reducdo da
capacidade tamponante de sais como o formiato de amonio, usado no presente trabalho, apds a
adicdo de solventes em fases méveis (devido principalmente a diluicdo da concentrac¢do do sal
em contato com as moléculas de interesse). Entretanto, a adicdo do solvente polar metanol a
fase modvel se mostrou necessaria para que ocorresse a observacdo do pico do padrao interno
ZnFt, conhecidamente mais hidrofébica do que AICIFt (GHANI; KRISTEN; RIEGLER, 2012).
OLIVEIRA et al., (2011), publicaram o Unico outro método cromatografico disponivel para
analise de AICIFt e descreveram um método cromatografico de fase reversa para CLAE com
grande uso de volume de solventes (fluxo de 1 ml/min) e mistura de solventes:
metanol/acetona/dimetilformamida (90:5:15, v/v/v). O presente estudo apresenta um método
com a vantagem de estar adaptado para um equipamento de CLUE: melhor resolucdo e
sensibilidade, economia em fase movel, necessidade de pequeno volume de amostra,
consequentemente gerando menos residuos, seguindo o proposto pelos principios de quimica

verde (ANASTAS; EGHBALI, 2010; VERMA; KUMAR; BHASKAR KURBA, 2014).

54



A condicdo cromatografica inicialmente estabelecida possui deteccdo por emissdo de

fluorescéncia de AICIFt e ZnFt. Na Figura 10 pode-se observar um cromatograma tipico de ambas

as ftalocianinas em solugdo etandlica em que pode-se observar os tempos de retencao de 8,03

min para AICIFt e 13,02 min para ZnFt.
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Figura 10. Cromatograma de AICIFt (0,5 pg/mL) e seus provaveis contaminantes (tempo de
retencdo 8,03 — 9,58) e ZnFt (0,2 pug/mL) (tempo de retengdo 13,02) com detec¢do por emissao
de fluorescéncia (Excitacdo:610nm, Emissdo: 675nm).

Como descrito por GHANI; KRISTEN; RIEGLER (2012), a solubilidade de diferentes

ftalocianinas sofre grande influéncia do atomo metdlico presente no centro do anel macrociclico,

e como a ZnFt é mais hidrofébica que AICIFt, um tempo de retencdo maior para a ZnFt era
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esperado. Isso foi confirmado pela necessidade de uma fase mével contendo uma menor
concentracdo de agua (99% metanol) para que fosse eluida a fracdo contendo ZnFt.

Todas as condi¢Ges cromatograficas testadas que demonstraram interacao de AICIFt com
a fase estacionaria, permitiram a visualizacdo de cinco fracdes em menor abundancia associadas
a AICIFt com um tempo de retencdo ligeiramente maior (8,56 — 10 min). Estes contaminantes ndo
haviam sido demonstrados anteriormente, mas como o grau de pureza da Unica AICIFt
comercializada pela Sigma é de apenas 85%, esta sequéncia de picos atribuidos a AICIFt sdo
provavelmente co-produtos gerados durante a sintese.

Associada a deteccdo por fluorescéncia, espectrometria de massa acoplada a
cromatografia liquida foi utilizada para confirmar as massas moleculares das fragdes. As massas
preditas de AICIFt e ZnFt sdo respectivamente 574,1080 e 577,0846, porém a massa molecular de
AICIFt identificada experimentalmente foi de 571,1586, enquanto a massa identificada para ZnFt,

estava de acordo com a esperada, 577,0868 (Figura 11).
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Figura 11. Cromatograma de fluorescéncia de AICIFt e ZnFt (A) e sua relagdo com os
cromatogramas de ion extraido (CIE) de AICIFt (B) e ZnFt (C), demostrando a massa detectada
para ambas, 571,1586 e 577,0846, respectivamente.
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A massa observada para AICIFt pode ser explicada pela desassociacdo do atomo de cloro
do centro da ftalocianina e pela formacao de aduto entre a ftalocianina e o metanol presente na
fase moével. A massa de AlFt, 539,1313 (massa molecular nominal predita de AICIFt, 574,1001,
menos a massa molecular de cloro, 34,9688) somada a massa molecular do aduto de metanol
(32,0262) resulta na massa molecular final teérica de 571,1575, de acordo com a de 571,1586
encontrada.

A ionizacdo por eletrospray ou por pressdo quimica atmosférica via de regra gera
moléculas protonadas no modo de ions positivo [M + H]" ou moléculas desprotonadas no modo
ion negativo [M - H]; entretanto, ja é conhecida a possibilidade da formacdo de adutos nas
moléculas sendo analisadas, levando a observacdao de uma massa diferente da forma protonada
ou desprotonada. A formacdo de adutos em espectroscopia de massa é uma dificuldade
encontrada por diversos pesquisadores e o motivo porque ocorrem ainda é pouco conhecido
(BANERJEE; MAZUMDAR, 2012; MORTIER et al., 2004).

A massa média atomica de um elemento é a média ponderada das massas de isétopos
estaveis que existem para determinado elemento e por espectrometria de massa é possivel
utilizar o perfil isotdpico (proporcdo de cada isétopo) de determinada molécula para confirmar a
sua composicdo elemental (WATSON; SPARKMAN, 2007). No presente estudo, o perfil isotépico
foi utilizado para corroborar a hipétese de que o aduto de metanol se associa a ftalocianina uma
vez que o perfil isotépico tedrico da associacdo com o aduto (B) é igual ao encontrado

experimentalmente (C) (Figura 12).
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Figura 12. Distribuicdo isotdpica tedrica tanto de [A

a distribuicdo encontrada experimentalmente apd

ICIFt + H]* (A) quanto de [AIFt + CH30H]" (B) e
s injetar amostras de AICIFt em CL/MS (C).

Para calculo da massa molecular com precisao foi utilizado o ion de referéncia reserpina

([IM+H]" m/z 609,2818) e a acuracia para Cs,;H16AICINg ([M-Cl+MeOH]’) foi de 1,926 ppm e de

C32H16NgZn ([M+H']) 2,773 ppm.

Para verificar a massa molecular de AICIFt na auséncia de metanol, foi utilizada

espectrometria de massa MALDI/TOF uma vez que esta técnica permite que a massa molecular

seja analisada seca, com o uso de uma matriz que

permite o deslocamento de AICIFt no vacuo.

AICIFt solubilizada em tetrahidrofurano foi misturada com a matriz alfa-ciano-4-acido

hidroxicindmico e se observou uma ionizacao efici

ente da molécula (Figura 13). A massa predita

para AlFt é de 539,1308 e a observada experimentalmente foi de 539,1325 com um valor de

acuracia de 3,15 ppm, corroborando o proposto

de desassociacdo do cloro. Para ZnFt, a massa

predita é 576,0784 e a observada experimentalmente foi de 576,0754, rendendo uma acurdcia

de 5,21 ppm, corroborando o observado por cromatografia liquida associada a espectrometro de

massa de que ZnFt ndo apresenta variacdo da massa predita em relacdo ao observado

experimentalmente.
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Figura 13. Espectro de massa de AICIFt e de ZnFt obtida por espectrometria de massa
MALDI/TOF.

Com as duas abordagens ndo foi observada a massa molecular predita de AICIFt e
propormos que estudos de espectrometria de massa de AICIFt considerem a provavel
disassociacdo do cloro, ndo relatada previamente na literatura. Além disso, uma vez desassociado
o cloro, em solugao, AICIFt fica disponivel para formar adutos com os solventes circundantes,

podendo a massa portanto variar de acordo com os solventes utilizados.

3.2 Estudo por CLUE/EM da exposi¢do de AICIFt a matrizes bioldgicas
Apds exposicao de AICIFt e ZnFt as matrizes bioldgicas ja citadas, as massas dos picos de

interesse foram analisadas para verificar se componentes da matriz modificam as massas
observadas experimentalmente na auséncia das matrizes. Nao foi observada variacdo da massa
de AICIFt e de ZnFt apds sua exposicdao a biomoléculas das matrizes estudadas. A formacdo de

aduto com metanol também foi observada na molécula de AICIFt na presenga de componentes
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bioldgicos. Vale ressaltar que ndo foi encontrado na literatura relatos da massa de AICIFt em

solventes ou matrizes bioldgicas, ressaltando a relevancia do presente estudo.

3.2.1 Metodo bioanalitico para detec¢dao de AICIFt em nanoemulsdes, plasma e tecidos

3.2.1.1 Quantificacdo de AICIFt em nanoemulsao
O método desenvolvido foi utilizado para quantificar AICIFt incorporada em nanoemulsdes

de éleo de ricino/cremophor. As unidades filtrantes, com retengdo de elementos maiores que 10
kDa utilizadas no presente estudo, sdo utilizados rotineiramente na quantificacdo de farmaco
livre ou associado a nanossistemas, mas apesar do uso comum, resultados errbneos podem ser
observados para moléculas pouco solUveis na solugdao testada. Aglomerados de farmacos
hidrofdbicos, ficam retidos no filtro por serem maiores que tamanho do poro. Desta forma,
ressalta-se a importancia da verificacdo da solubilidade do farmaco livre antes de utilizar técnicas
de exclusdo por tamanho para quantificar eficiéncia de encapsulagao, por exemplo.

O descrito acima é observado para solugdes de AICIFt com quantidade etanol compondo a
solucdo em proporgoes inferiores a 70%, condicdo mais comum em que nanossistemas se
encontram apds sua sintese (MUEHLMANN et al., 2015; PY-DANIEL et al., 2016; ROCHA et al.,
2012). Por esse motivo, a unidade filtrante descrita ndo pode ser a abordagem de escolha para
qguantificacdo de AICIFt ndo incorporada, mesmo que o tamanho do poro escolhido seja em
principio capaz de deixar passar a molécula livre.

No presente estudo, a remocdo de grandes aglomerados pdde ser realizada pela
centrifugacdo uma vez que este sistema é extremamente estavel e resiste a este processo. Nas
nanoemulsdo contendo AICIFt, aglomerados foram removidos por centrifugacdo e representaram
menos de 0,1% da AICIFt utilizada no preparo da nanoemulsao.

Apds a centrifugacdo, a unidade filtrante foi utilizada para confirmar que a condicdo
extratora de etanol 70% (condi¢do ndo agressiva aos componentes do filtro) poderia ser utilizada
para solubilizar a AICIFt previamente incorporada a nanoemulsdo. Desta forma, previamente a
solubilizagao com etanol 70% toda a AICIFt se mantinha no retido, e apds, consegue atravessar o
filtro e ser encontrada no filtrado, rendendo a quantificacdo da eficiéncia de encapsulacdo em

99,9% de AICIFt em nanoemulsdes.
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3.3 Validagdao do método

3.3.1 Seletividade
A seletividade do método foi confirmada pela analise de extratos de nanoemulsdes
(brancas, sem AICIFt), plasma, pulmao, baco, rins e figado e a observacdo da auséncia de picos
interferentes nos tempos de retencdo de AICIFt e ZnFt estabelecidos para o método

desenvolvido.

3.3.2 Linearidade, limite de detec¢ao e de detecgao de curvas padrao em matriz bioldgica

As matrizes bioldgicas dopadas com AICIFt foram extraidas com a condi¢cdo otimizada de
extracdo de AICIFt, etanol/dimetilsulféxido/acido acético (89:10:1, v:v:v) em tecidos. As curvas de
calibracdo foram plotadas como razdo das areas de AICIFt/ZnFt para verificar a linearidade das
curvas uma vez que curvas da razao do farmaco de interesse pelo sinal de um padrdo interno tem
a vantagem de normalizar as perdas ocorridas durante o processo de extragao. Por esse motivo a
integracdo das dreas das curvas de AICIFt/ZnFt foram utilizadas para determinar os parametros

de inclinag3o, interceptacio, r’ e limites de deteccdo e de quantificacio (Tabela 6).

Tabela 6. Parametros das curvas de calibracdo preparadas em solventes ou em matrizes
bioldgicas.

2

Inclinacdo Interceptacao r LD LQ
Solvente 31,749 0,6007 0,9965 0,030 0,091
Figado 33,34 0,7705 0,9919 0,012 0,037
Pulmao 25,908 1,1038 0,9965 0,019 0,046
Plasma 33,499 0,5152 0,9985 0,012 0,029
Rins 32,217 2,3068 0,9965 0,009 0,028
Baco 32,668 1,4706 0,9939 0,035 0,108

r’: coeficiente de determinacdo; LD: limite de deteccdo (pg/mL); LQ: limite de quantificacdo
(ng/mL).

OLIVEIRA et al., (2011) obtiveram parametros de validacdo excelentes para as matrizes
bioldgicas testadas (plasma e figado) com limites de detecc¢do e quantificacdo melhores do que os
obtidos no presente trabalho. Uma possivel justificativa para os valores obtidos no presente

trabalho estarem aquém de método de CLAE descrito por OLIVEIRA et al., (2011) foi a restricao
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de acesso a matrizes bioldgicas, o que levou o trabalho a ser otimizado para pequenos volumes,
condicdo ja reconhecida por aumentar erro associado a metodologia analitica (GUSTAVO

GONZALEZ; ANGELES HERRADOR, 2007).

3.3.3 Precisao e recuperagao

A precisdo e recuperacdo da razdo da area de AICIFt/ZnFt em matrizes bioldgicas estdo
listadas na Tabela 7. A precisdo encontrada nas concentra¢des testadas foi concisa, precisa e
reprodutivel, descrita como ideal para a diretriz ICH - Validation of Analytical Procedures (ICH,
2005). O desvio padrdo relativo encontrado ndao excedeu o valor de 15% mesmo na menor
concentracdo testada, também de acordo com as diretrizes de ICH.

A recuperagdao do método também estd de acordo com o predito pela ICH ao expressar
concordancia entre o valor aceito como real ou de referéncia e os valores obtidos

experimentalmente.
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Tabela 7. Precisdo e recuperacgdo das curvas de matriz bioldgica (razdo areas AICIFt/ZnFt).

Amostra Concentragdo (ug/mL) Precisdo (DPR%*) Recuperagio (%)

Figado 2 0,78 106,5
1,5 1,46 102,5

1 1,35 104,3

0,5 8,36 114,4

0,2 3,16 100,5

0,05 5,10 101,6

Pulmao 2 8,06 122,4
1,5 1,10 117,7

1 1,98 120,7

0,5 1,57 102,1

0,2 8,53 88,9

0,05 8,41 68,7

Plasma 2 2,79 103,3
1,5 4,29 101,5

1 6,83 110,5

0,5 5,38 90,9

0,2 8,02 80,6

0,05 2,51 81,1

Rins 2 3,45 104,2
1,5 5,76 105,1
1 7,43 107,0

0,5 4,07 108,6

0,2 5,49 114,8

0,05 12,59 95,6
Baco 2 0,79 105,4
1,5 7,98 104,2

1 3,45 103,6
0,5 3,50 100,0

0,2 5,22 114,2

0,05 9,04 107,9

*DPR= desvio padrao relativo

3.3.4 Estabilidade
Matrizes bioldgicas contendo AICIFt e ZnFt foram mantidas a -20°C por 28 dias, porém a
estabilidade nessa condicdo n3do pode ser adequadamente estabelecida uma vez que houve a

formacdo de aglomerados de ftalocianinas que foram removidos da suspensdo quando
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centrifugados. Estima-se que uma etapa de ultrassonicacdo das amostras bioldgicas apds periodo
congeladas evite a precipitacdo observada no presente estudo. OLIVEIRA et al., (2011)
demonstram estabilidade de AICIFt em contato com plasma e figado, mas estudo prévio ja
demonstrou que o tempo de contato com o solvente afeta o resposta fluorimétrica de AICIFt

(LILGE; O’CARROLL; WILSON, 1997).
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4. CONCLUSOES

O método descrito foi desenvolvido para a deteccdo e quantificacdo de AICIFt e ZnFt em
matrizes bioldgicas e validado quanto a seletividade, linearidade, limite de deteccdo e
guantificacdo, precisao e recuperacao.

O presente estudo foi o primeiro a descrever o comportamento de AICIFt apds exposicao
a matrizes bioldgicas pela técnica de espectrometria de massa e o primeiro a demonstrar
contaminantes presentes no padrdao de AICIFt observados por deteccdo fluorimétrica. Os
parametros de validagdo obtidos indicam que o método possui aplicabilidade para uso em

estudos de biodistribuigao.

65



CAPITULO 3

SINTESE, CARACTERIZACAO, CITOLOCALIZACAO E BIODISTRIBUICAO EM
CAMUNDONGOS C57BL/6 DE NANOEMULSAO MAGNETICA CARREANDO
FOTOSSENSIBILIZANTE CLORETO DE ALUMINIO FTALOCIANINA.
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1. INTRODUCAO

A teranodstica é uma abordagem que visa desenvolver tratamentos contra diversas
doengas, utilizando a associagdo da terapia ao diagndstico em um mesmo agente
(SWIERCZEWSKA et al., 2016). Concebida inicialmente em 1940 pelo uso de iodo radioativo tanto
para tratar como para se obter imagens do cancer de tireoide, a terandstica ja é utilizada na
realizacdo de terapias direcionadas e paciente-especificas e tende a evoluir com o crescente
conhecimento molecular e genético de patologias e com os avangos técnicos da imageologia
(AOUN et al., 2015).

Mas apesar de ser utilizada ha décadas, o termo terandstico sé foi utilizado para descrever
esta associacdo de areas em 1998 pelo consultor da companhia Cardiovascular Diagnostics, John
Funkhouser (KELKAR; REINEKE, 2011). Com os recentes avangos tecnoldgicos e o novo nome para
enfatizar a juncdo das areas, existe grande expectativa de que a terandstica associe tecnologia de
ponta para aumentar de forma efetiva a qualidade do tratamento, realizando a liberagao da
quantidade certa da dose, para o paciente certo, no momento certo (AOUN et al., 2015).

As nanoparticulas de éxido de ferro (NP - mais conhecidas pelo termo em inglés, iron
oxide nanoparticles - IONPs) ja sdo estabelecidas como um agente de contraste na técnica de
ressonancia magnética por imagens e tém tido um importante destaque como agente
terandstico. NPs sdo cristais compostos por magnetita (Fes04), maghemita (y-Fe,03) e/ou
hematita (a-Fe,03) e quando sdo cristais bem formados, apresentam saturacdo magnética
elevada (HASANY et al., 2013).

Diferente dos componentes originarios, NPs possuem didmetro de menos de 20 nm e sdo
superparamagnéticas — estado em que as particulas sé apresentam magnetismo na presenca de
um campo magnético externo, modalidade magnética que apresenta maior vantagem no uso
biolégico pela auséncia de magnetismo intrinseco (KARIMI; KARIMI; SHOKROLLAHI, 2013). O
mecanismo que define esta propriedade para escalas reduzidas é que a energia termal é
suficiente nessa dimensdo para se sobrepor a energia anisotrépica de cada pequeno ima (NP),
levando a uma flutuacdo aleatdria da magnetizagdo, que resulta em um momento magnético

total de zero na auséncia de um campo (XIE; LEE; CHEN, 2010).
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As propriedades magnéticas de oxidos de ferro, além da sua biocompatibilidade e custo
baixo, transformaram este nanossistema em um dos mais explorados pela medicina. Nao
obstante, a US Food and Drug Administration (FDA) e a European Medicines Agency (EMA) sé
aprovaram para uso medicinal poucas formula¢des de 6xidos de ferro devido em grande parte a
auséncia de métodos comumente aceitos para o preparo reprodutivo em grande escala, assim
como a auséncia de critérios para definicdo de qualidade (TOMBACZ et al., 2015).

A diversidade de técnicas ja utilizadas para realizar a sintese de NPs é extensa, podendo
ser tanto por rota fisica, quimica ou bioldgica, sendo as principais delas citadas na Tabela 8.
Apesar disso, o uso de precursores quimicos que se associam para formar os cristais de dxido de

ferro representam quase 90% dos relatos cientificos de sintese de NPs (HASANY et al., 2013).

Tabela 8. Principais técnicas utilizadas nas trés rotas de sintese de nanoparticulas de 6xido de
ferro.

Fisica Quimica Bioldgica
Litografia por feixe eletrénico Coprecipitacao Mediada por bactérias
Fresagem Microemulsao Mediada por fungos
Pirélise induzida por laser Hidrotermal Mediada por proteinas
Ablagao por laser pulsado Eletroquimica
Deposicao de fase gasosa Sonoquimica
Aerosol Decomposi¢ao térmica

Diferente dos métodos tradicionais, a sintese por pirdlise induzida por laser é plausivel de
producdo de NPs homogéneas em escala industrial. A técnica consiste no aquecimento de uma
mistura de gases com um laser de onda continua de diéxido de carbono. Acima de determinada
pressdo e poténcia do laser, uma concentragdo critica de centros de nucleacdo é atingida, o que
leva a nucleacdo homogénea de particulas que sdo transportadas até um filtro por um gas inerte
(ALEXANDRESCU et al., 2010).

Além do tamanho e das propriedades dos cristais de oxido de ferro, a superficie de NPs
tem importante papel na sua aplicacao bioldgica. Visando conferir estabilidade coloidal, ligantes

como polimeros hidrofilicos sdo extensamente usados, sendo o dextrano e seus derivados os

68



mais comuns e ja foram descritos diversos nanossistemas que associam farmacos a NPs com
comprovada eficacia terapéutica (PETRYK et al., 2009; QUINTO et al., 2015).

Nos ultimos anos pesquisas tém demonstrado as vantagens de utilizar fluidos magnéticos
biocompativeis - nanoparticulas magnéticas dispersas em coloides estdveis em um meio
fisiolégico - para melhorar a interagdo biologica de NPs, e nanoemulsdes sao uma das mais
promissoras formas de prover maior biocompatibilidade de NPs (FAN et al., 2016; GANTA et al.,
2015; PRIMO et al., 2008).

Nanoemulsdes magnéticas ja foram descritas para diversas aplicagGes, como contraste em
ressonancia magnética (FAN et al., 2016; GANTA et al., 2015), como sensores de metanol em
solugdo (MAHENDRAN; PHILIP, 2013a) e de cdations metdlicos de importancia bioldgica
(MAHENDRAN; PHILIP, 2013b), na liberacdo de fdrmacos a tumores (BRAUN et al., 2012;
CHERTOK et al., 2008) e associada a fotossensibilizantes para uso em terapias combinadas (DE
PAULA et al., 2015; MACAROFF et al., 2006; PRIMO et al., 2008).

Além do potencial terandstico de particulas de éxido de ferro associadas a farmacos, uma
abordagem terapéutica direta com o uso de NPs é feita pelo uso das terapias
magnetohipertérmica e fototérmica. Ambas as modalidades possuem alta especificidade
tumoral, sdo pouco invasivas e permitem controle fino da seletividade espago-temporal das
terapias.

A magnetohipertermia utiliza um campo magnético oscilante gerado por corrente de
frequéncia alternada para aquecer NPs ao limite da temperatura fisiolégica (~42°C), tendo como
principal aliada a sensibilidade térmica de células tumorais (SALUNKHE; KHOT; PAWAR, 2014).

Os primeiros experimentos que descrevem o uso desta abordagem terapéutica datam de
1957 quando GILCHRIST et al., (1957) demonstraram o aquecimento de varios tipos de tecidos
com particulas de 20 — 100 nm de Fe,0s. Desde entdo, diversas publicacdes descrevem diferentes
intensidades e frequéncias de campo, tipos de nanoparticulas magnéticas e aplicacées da técnica,
sendo que sua eficacia ja foi demonstrada tanto in vitro (LIN; LIN; LIN, 2012; SADHUKHA et al.,
2013; VILLANUEVA et al., 2010), quanto in vivo (HUANG, HUI S; HAINFELD, 2013; MIRANDA-
VILELA et al., 2013; TABOGA SR et al., 2014).

A terapia fototermal é uma modalidade terapéutica que utiliza lasers infravermelhos para

gerar calor pelo uso de nanossistemas que absorvem essa energia luminosa e aguecem
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localmente. Nos Ultimos anos, nanossistemas de oxido de ferro, carbono e ouro tem sido
intensamente explorados no uso de terapia fototermal associada a ressonancia magnética por
imagens ou sinergicamente a outras terapias e demostraram excepcional efetividade terapéutica
em diversos tipos tumorais (HUANG, GUOMING et al., 2015; LIANG, CHAO et al., 2014; MA,
XINXING et al., 2012).

Outra abordagem representativa que exemplifica os beneficios da terandstica é a TFD
guiada por imagens. A TFD é clinicamente aprovada tanto no tratamento de cancer quanto para
outras doengas e a sua associagdo a imagens de fluorescéncia permite que o tempo ideal e o local
exatos de elementos fotossensibilizantes sejam conhecidos e utilizados para otimizar a
efetividade terapéutica.

NPs tém sido associadas a fotosensibilisantes para uso conjunto de modalidade de
imagem como ressonancia magnética, direcionamento magnético e a TFD como no trabalho de
WANG, DONGSHENG et al., (2014) com ftalocianina de silicio no tratamento de tumores de
cabeca e pescoco em camundongos e Ll et al., (2013) com o fotossensibilizante clorina e6 no
tratamento de carcinoma mamario também em camundongos.

A complexidade dos nanossistemas sendo desenvolvidos para o uso terandstico permite
estudar a consequéncia e destino dos diferentes componentes destes nanossistemas apds a
exposicdo bioldgica e esclarecer sua biodistribuicao.

E importante que a biodistribuicio seja entendida uma vez que afeta tanto a eficacia
guanto seguranca dos nanossistemas de liberacdao de farmacos, fatores decisivos para que a sua
aplicacdo clinica seja vidvel (ALMEIDA et al., 2011). Neste contexto, foi desenvolvida uma
nanoemulsdao magnética com elementos rastreaveis e foi estudado como esses componentes
interagem com as células e quando e em que proporgdo atingem diferentes 6rgaos pelo uso de

técnicas de biodistribui¢cdo tanto in vivo quanto ex vivo.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Cloreto de aluminio ftalocinaina (cloro(29H,31H-phthalocianinato)aluminio - ~85% de
pureza), dimetil sulféxido (DMSO - grau de HPLC), 1,3-difenil-isobenzofurano (DBF), cremophor
(Kolliphor® ELP) e 6leo de Ricino foram adquiridos de Sigma (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,
EUA). Metanol e etanol utilizados para analise em cromatografia liquida foram de grau HPLC e
adquiridos a partir de Mallinckrodt (Mallinckrodt Inc., Hazelwood, MO, EUA). Acido
trifluoroacético (TFA), acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e cloreto de sédio (NaCl) foram
adquiridos a partir de VETEC (Duque de Caxias, RJ, Brasil), todos de grau ACS. Agua tipo | foi
obtida a partir de Barnstead EASYpure Il Thermo Scientific (San Jose, CA, EUA).

2.2 Preparo de nanoparticula magnética de magnetita/maguemita por pirélise a laser

Diversas nanoparticulas sintetizadas pelo grupo da professora Dr. Maria del Puerto Morales
(Instituto de Ciéncia de Materiais de Madrid, Espanha) foram testadas quanto a compatibilidade
com o 6leo de ricino utilizado neste estudo. As nanoparticulas variaram quanto ao tamanho (5 —
30 nm), presenca ou ndo de cobertura de acido oleico e quanto ao grau de pureza pelo nimero
de lavagens com etanol a que foram submetidas para remog¢do do excesso de contaminantes do
processo de sintese. Foram realizadas tentativas de associar o 6leo de ricino como cobertura nas
particulas pela sua associacao a particulas sem cobertura e pela substituicdo do acido oleico pelo
dleo de ricino. A verificacdo da compatibilidade das nanoparticulas com o éleo de ricino foi
realizada pela observagdo da presenca de fases/precipitados. As Unicas nanoparticulas que se
mostraram passiveis de se manter em suspensdao em 6leo de ricino foram as utilizadas neste
estudo.

As nanoparticulas de 6xido de ferro utilizadas neste trabalho foram sintetizadas pelo grupo
dos Professores Dr. Sabino Veintemillas-Verdaguer e Dr. Maria del Puerto Morales (grupo de
Nanocristais e Quimica do Instituto de Ciéncia de Materiais de Madrid, Espanha) no projeto
intitulado “BONSAI FP6 EU” pela técnica de pirdlise a laser. A organizacdao fundamental da pirdlise

a laser estd monstrada na Figura 14 .
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Figura 14. llustragcdo dos componentes envolvidos na pirdlise a laser (ICMM-CSIC-Pirdlise a laser).

A técnica consiste no aquecimento de uma mistura e gases com um laser de diéxido de
carbono de comprimento de onda continuo que inicia € mantem a reagao quimica. A partir de
determinada pressdo e poténcia do laser, uma concentracdo critica de nucleos é atingida na zona
de reacdo levando a nucleacdo homogénea de particulas que sdo em seguidas filtradas pelo
deslocamento de gas inerte que preenche a camara (ALEXANDRESCU et al., 2010).

A caracterizacdo deste nanossistema foi detalhada em estudos ja publicados
(ALEXANDRESCU et al., 2010). Resumidamente, microscopia eletrénica de transmissao identificou
as NPs utilizadas neste estudo como tendo tamanho aproximado de 3 nm. Microscopia eletrénica
de transmissao de alta resolucao identificou espagos entre os planos que compdem os cristais,
um indicio da composicdao combinada de magnetita (Fes04) e maghemita (y-Fe,03), com teor de
2,5% (p/p) de carbono residual. As nanoparticulas apresentaram propriedade
superparamagnética, com valor de saturacdo da magnetizacdo a temperatura ambiente de 7,9

emu/g Fe, indice de polidispersdo de 0,218 e carga de + 43,5 mV.
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2.3 Preparo de nanossistemas NE, NE-Ft, NE-MAG, NE-MAG-Ft
No presente trabalho foram investigados cinco nanossistemas:

1) Nanoparticulas de 6xido de ferro — “NP”

2) Nanoemulsao branca — “NE” (6leo de ricino + cremophor);

3) Nanoemulsdo contendo AICIFt — “NE-Ft” (Sleo de ricino + cremophor + AICIFt);

4) Nanoemulsdo magnética branca — “NE-MAG” (6leo de ricino + cremophor + NP)

5) Nanoemulsdo magnéticas contendo AICIFt — “NE-MAG-Ft” (6leo de ricino +

cremophor + NP + AICIFt)

As NPs foram recebidas em estado sélido e para preparo de suspensdo de NP, 8 mg de NP
foram adicionados a 10 mL de tampao fosfato e submetidas a ultrassonicacdo em processador
ultrassénico Vibra Cell VCX750 (Sonics, CT, EUA) com sonda de titanio e poténcia de 20% até
obtenc¢dao de completa homogeneidade da solugao.

As nanoemulsdes utilizadas neste estudo foram obtidas a partir de adaptacdes ao
protocolo de preparo de nanoemulsdo (NE) de d6leo de ricino com uso do surfactante cremophor
descrita por MUEHLMANN et al., (2015).

Para preparo de 10 mL de NE, 300 uL de éleo de ricino foram adicionados a 900 plL
cremophor e em seguida a mistura foi submetida a ultrassonicacdo em processador ultrassénico
com sonda de titanio e poténcia de 20% até obtencdo de completa homogeneidade da solucdo
(~30 s). A mistura dleo de ricino + cremophor, se encontrava a temperatura de ~50°C apds
ultrassonificacdo, foi transferida para 8,5 mL de tampao fosfato sob agitacdo e aquecido a 70°C.
Nesse momento, se observa o fendbmeno de inversdao de fase e formag¢ao da nanoemulsdo. A
amostra foi mantida sob agitacdo até a suspensdo atingir a temperatura ambiente e entdo
completada para 10 mL com tampao fosfato.

Previamente a obtencdo de NE-Ft, uma solugdo de dleo de ricino contendo AICIFt foi
preparada pela adicdo de 766,6 pg de AICIFt em etanol para cada mL de dleo de ricino. Em
seguida a mistura foi deixada agitando a 80°C até a evaporacao completa do etanol. Esta solucdo
foi utilizada no descrito acima no lugar do 6leo de ricino para a obtencao de NE-Ft.

No preparo de NE-MAG, as NPs secas foram dispersas diretamente no dleo de ricino. Para

preparo de 10 mL de nanoemulsdo magnética (NE-MAG), 8 mg de NP foram adicionadas a 300 plL
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de dleo de ricino. A mistura foi submetida a ultrassonicacdo com sonda de titanio e poténcia de
20% até obtencdo de completa homogeneidade da solucdo (~30 segundos). Em seguida foram
adicionados 900 pL de Cremophor a mistura e novamente homogeneizado em processador
ultrassonico (~30 segundos). A mistura NP + 6leo de ricino + cremophor se encontrava em
temperatura de ~50°C apds ultrassonicacdo e foi transferida para 8,5 mL de tampao fosfato sob
agitacdo e aquecido a 70°C. A amostra foi mantida sob agitacdo até suspensdo atingir a
temperatura ambiente e entdo completada para 10 mL com tampao fosfato.

Para o preparo de NE-MAG-Ft, a solugdo de dleo de ricino contendo AICIFt (766 pg/mL) foi
utilizada no lugar do 6leo do ricino.

A quantificacdo de AICIFt em NE-Ft e NE-MAG-Ft foi realizada como descrito no tépico
“Extragao e quantificagdo de AICIFt em nanoemulsdo” do capitulo 2. Resumidamente, AICIFt foi
extraida dos nanossistemas com etanol 70%, a solugao foi passada em sistema filtrante Amicon e
o eluido foi quantificado em equipamento de cromatografia liquida com deteccdo de

fluorescéncia. Na Tabela 9. estdo descritos os componentes presentes em cada nanossistema.

Tabela 9. Descricdo dos componentes presentes nos nanossistemas desenvolvidos e suas
concentracdes finais.

Componentes NP NE NE-Ft NE-MAG NE-MAG-Ft
NP (mg/mL) 08 O 0 0,8 0,8
AICIFt (ug/mL) 0 0 23 0 23
Oleo + Surf* (mg/mL) 0 120 120 120 120

*Surf= surfactante cremophor

2.4 Caracterizacdao de NP, NE, NE-Ft, NE-MAG e NE-MAG-Ft

2.4.1 Dispersao dinamica de luz e mobilidade eletroforética

Para determinar o diametro hidrodindmico (DH) e o potencial Zeta (Zp) dos nanossistemas
propostos, foi utilizado o equipamento Zetasizer Nano ZS® (Malvern Instruments Ltd., Reino
Unido; laser 633 nm).

As amostras foram diluidas em PBS, na proporc¢ao de 50:950 (v:v) e agitadas por 1 minuto

em vortex. As amostras foram estabilizadas no equipamento Zetasizer Nano ZS° por 120
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segundos e a analise foi realizada a 25°C com angulo de leitura de 90°. Foram realizadas trés

leituras de cada amostra.

2.4.2 Morfologia e tamanho

Como as dimensdes de nanossistemas tém grande influéncia na interacdo com sistemas
biolégicos, o tamanho das particulas obtidas foi identificado por microscopia eletrénica de
transmissao (MET), crio-microscopia eletrénica de transmissdo (Crio-MET) e microscopia de forga
atomica.

Para imagens de MET, foi utilizado microscdpio eletronico da JEOL® (JEM 2100 F, Japao) do
CIC biomaGUNE, San Sebastian, Espanha, com o auxilio do software Image ProPlus® (Media
Cybernetics, Rockville, EUA). Antes da analise, as amostras foram diluidas em dgua ultrapura na
concentracdo de 3% (v:v). Foram utilizadas telas de cobre recobertas com carbono e
imediatamente antes da deposicdo da amostra, foram tratadas com descarga de brilho para dar
carga a superficie da tela e aumentar sua hidrofilicidade. Os agentes de contrastacdo negativa
acetato de uranila (0,05%) e molibdato de aménio (2%) foram utilizados visando identificar o
tamanho das nanoemulsdes antes da sua deformacdo pela desidratacdo. Telas de cobre foram
também preparadas pela técnica de eletrospray, que utiliza um jato rarefeito da amostra que
seca antes de chegar na tela. Esta técnica evita efeitos de agregacao decorrente da secagem do
material.

Para imagens de Crio-MET as amostras foram analisadas em microscopio JEOL (JEM-
2200FS/CR) com auxilio do técnico responsavel David Gil-Carton (CIC bioGUNE, Derio, Espanha).
As amostras foram crio-fixadas de forma a conservar um ambiente semelhante ao ambiente
aquoso evitando artefatos ou deformacgdes decorrentes do processo de desidratagdao, com uso do
Vitrobot (FEI Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, EUA). Antes da analise, as amostras foram
diluidas em agua ultrapura na concentragao de 3% (v:v). Foram utilizadas telas de cobre cobertas
com carbono ultra-fino.

Para imagens de microscopia de forca atébmica foi utilizado o microscépio Nanoscope V
MultiMode (Bruker, Massachusetts, EUA). A microscopia de forca atdOmica é uma técnica de
analise que consiste na varredura da superficie de uma amostra com uma sonda a fim de obter

imagem topografica com resolucdo atomica, além de mapear certas propriedades mecanicas e
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fisico-quimicas dos materiais que as compde. Para analise, amostra de NE-MAG-Ft foi adicionada
diretamente a discos de silicio ou a discos previamente tratados com H,0:NH4,OH:H,0, (1,5:1:1,
v:v:v), a 55°C por 10 min, e funcionalizados com solu¢do de aminosilano 20 mM a 70°C por 16 h
em ambiente de nitrogénio. Foram analisados tantos espécimes secos como liquidos, com o fator
de diluicdo e numero de lavagens variando para o tipo de andlise (sdélida/liquida). A aquisi¢do foi
realizada com auxilio do pesquisador Nikolaos Politakos (CIC biomaGUNE, San Sebastian,

Espanha).

2.4.3 Propriedades fotofisica

A caracterizacdo das propriedades fotofisicas dos nanossistemas foi realizada com auxilio
de espectrofotometro. Os espectros de absorbancia e fluorescéncia dos nanossistemas foram
obtidos em volume de 200 pL em placas de 96 pocos em espectrofotdmetro (Spectramax M2,
Molecular Devices, EUA). Espectros de absorbancia e de emissdo de fluorescéncia (com excitacdo

a 350nm) foram obtidos de 360 a 750 nm, respectivamente.

2.4.4 Geragao de oxigénio singleto de AICIFt

A funcionalidade de AICIFt como fotossensibilizante uma vez incorporada aos
nanossistemas foi verificada como descrito no capitulo 1 no tépico “Caracterizagao de potencial
terapéutico de F127/AICIFt — producdo de oxigénio singleto”. Resumidamente, foi determinada a
capacidade de gerac¢do de oxigénio singleto (10%) ao ser fotoativada com LED de comprimento de
onda de 660 nm, pela observacao da degradacdo da sonda 1,3-difenil-isobenzofurano (DBF), uma
vez que a absorbancia de DBF a 410 diminui de forma proporcionalmente a quantidade de

P 2
moléculas de ;0° geradas.

2.4.5 Magnetizacao
Curvas de magnetizacdo dos nanossistemas foram estudadas pelo uso de um
magnetémetro de amostra vibrante (mais conhecido pela sigla em inglés — VSM — Vibrating
samples magnetometer) da Oxford Instruments (VSM, MLVSM9 MagLab 9 T, Oxon, Reino Unido).
Foi registrada a curva de magnetizacdo a temperatura ambiente depois de aplicado um campo
maximo de entre 1 e 5 T. Este tipo de medida permite conhecer o valor de magnetizacao de

saturacdo, que é o valor da magnetizacdo quando os momentos magnéticos se encontram
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alinhados com o campo magnético externo aplicado. Para as analises 100 pL das amostras foram

adicionados a algodao e colocados no interior do VSM.

2.4.6 Espectroscopia no Infravermelho por transformada de Fourier

A espectroscopia no infravermelho é um tipo de espectroscopia de absorgao, que utiliza a
interagao de radiagdo infravermelha com a amostra de interesse visando esclarecer a estrutura
das moléculas pela absorbancia de frequéncias especificas. A espectroscopia no infravermelho
por transformada de Fourier (mais conhecida pela sigla em inglés FTIR - Fourier transform
infrared spectroscopy), ¢ uma adaptacdo da técnica que coleta os dados de absorcao pela
passagem da luz infravermelha em um interferograma, o que torna a técnica mais rapida e
barata. Todos os componentes utilizados no preparo dos nanossistemas e os nanossistemas finais
foram analisados em FTIR Thermo Nicolet 6700 (Thermo Electron Corporation, ThermoFIscher
Scientific, Massachusetts, EUA). As amostras foram liofilizadas e misturadas com brometo de
potassio na propor¢do de 1:5 e por pressdo transformadas em discos e lavadas ao FTIR. Foram
realizadas 32 leituras de cada amostra na regido de 4.000 a 400 cm™: ganho de 8,0 vezes; e

resolucao 4.000.

2.4.7 Avaliagao de possiveis contaminantes biolégicos

Visando evitar a possivel contaminacdo dos nanossistemas desenvolvidos, todos os frascos
e ponteiras utilizados foram previamente esterilizados e a manipulagdao dos nanossistemas foi
realizada em fluxo laminar. Para verificacdo de contaminantes, 20 uL dos nanossistemas foram
adicionados a placas de 12 pogos contendo 2 mL de uma das seguintes condi¢des: soro fetal
bovino (SFB) puro, tampdo PBS, meio de cultivo DMEM (Meio Eagle modificado por Dulbecco) e
meio DMEM suplementado com 10% (v:v) SFB e 1% (v:v) de solucdo de antibiético (100
unidades/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina). As placas foram observadas em

microscopio invertido diariamente por 10 dias e incubadas a 37°C durante os dias de analise.

2.5 Estudos In vitro
As células de adenocarcinoma pulmonar (A549) sdo um modelo celular extensamente

utilizado na literatura tanto por serem um modelo de cdncer de pulmdo de grande interesse
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terapéutico, quanto por preservar muitas caracteristicas de células epiteliais alveolares humanas
primarias (JJANG; SHEN; PIAO, 2010). Diversos nanossistemas ja foram testados nesta linhagem
permitindo a comparacao entre os trabalhos desenvolvidos em termos de toxicidade e de
efetividade terapéutica (SOUZA et al., 2014; AHLINDER et al., 2013; KHAN et al., 2012;
WATANABE et al., 2013).

Os macroéfagos sdao elementos chave na defesa do hospedeiro: removem células mortas,
detritos e patdgenos; modulam a resposta inflamatéria secretando citocinas e afins; modulam a
imunidade adaptativa atuando como apresentadores de antigenos (WEISSLEDER; NAHRENDORF;
PITTET, 2014) (VILSINSKI, BRUNO HENRIQUE et al., 2015). Nanomateriais expostos a seres vivos,
tem como regra contato captacdo pelos macréfagos, pela distribuicdo desta célula em todos os
tecidos e sua alta atividade endocitica. Com isso, estudos que avaliam a interacdo de macrofagos
com nanomateriais sdo de extrema importancia uma vez que possuem papel chave no primeiro
contato e na degradacao deste nanossistemas. Varias linhagens de macréfagos estao disponiveis
para estudos in vitro, incluindo a célula murina RAW 264,7. Essas células apresentam diferenca
em relacdo a células primarias por serem modificadas para crescer continuamente em cultivo
(BERGHAUS et al., 2010). Ndo obstante, muitos estudo descrevem o uso desta célula para testes
com nanossistemas permitindo a comparagao do presente trabalho em termos de toxicidade e de

efetividade terapéutica (GONZALES et al., 2010; WANG, YI-XIANG J et al., 2013; ZHU et al., 2012)

2.5.1 Cultivo celular
Células de adenocarcinoma pulmonar humano (A549 - ATCC-CCL-185TM) e de macréfago
murino (RAW 264.7 - ATCC TIB-71TM) foram utilizadas nos ensaios in vitro. As células A549 foram
cultivadas em meio RPMI 1640, e as RAW 164.7 em DMEM, ambos suplementados com 10% (v:v)
de soro fetal bovino (SFB) e 1% (v:v) de solucdo de antibidtico (100 unidades/mL de penicilina e
100 mg/mL de estreptomicina). As células foram mantidas em incubadora a 37°C, 80% de
umidade e 5% de CO?. RPMI 1640, DMEM e antibiéticos utilizados foram adquiridos da Gibco (Life

Technologies, Inc., EUA).

2.5.2 Estudo de viabilidade celular
A citotoxicidade dos nanossistemas as células A549 e RAW 264.7 foi avaliada apds

exposicdo aos nanossistemas pelo periodo de 24 h. Os nanossistemas foram preparados para
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conter a mesma concentracdo de 6leo/surfactante, AICIFt ou NPs, de forma que a concentracdo
mais alta testada foi avaliada pela diluicdo dos nanossistemas recém-preparados 4x no meio de
cultivo da célula. As demais concentragdes testadas foram obtidas pela diluicdo seriada com um
fator de diluicdo de 2x, rendendo ao total nove concentracdes de nanossistemas. Foi utilizado o
ensaio de reducdo do 3,4,5-dimetiltiazol-2,5 bifenil tetrazolio bromide (MTT) como descrito no
tépico “Terapia fotodinamica” do capitulo 1 para verificar a viabilidade celular. Resumidamente,
foram utilizadas 5 x 10® células/poco de placa de 96 de A549 ou RAW 264.7 e apds 24 h, 100 pL
dos nanossistemas diluidos em meio foram adicionados aos pogos. Apds 24 h, o meio foi
removido e as células foram incubadas com 0,5 mg/mL de MTT em meio de cultivo por 2 h e em
seguida os cristais de formazan foram dissolvidos com 200 uL de DMSO por pogo e a absorbancia

a 595 nm foi lida em espectrofotémetro de placa.

2.5.3 Citometria de fluxo

Visando confirmar a captacado de AICIFt pelas células e estudar o tempo 6timo de exposicao
as células, foi utilizada a técnica de citometria de fluxo. O procedimento utilizado foi o0 mesmo
descrito no capitulo 1 no tépico “Citometria de fluxo”. Resumidamente, as células de A549 ou
RAW 264.7 foram dispostas em placas de 24 pogos, na concentracgdo de 5 x 10* células/pogo e os
nanossistemas NE-Ft e NE-MAG-Ft na concentracdo de 1 pug/mL foram adicionados aos pocos.
Apds os tempos de 10, 15, 30, 45, 60 e 120 min, as células foram retiradas da placa e observadas
em citdmetro de fluxo BD FACs Canto I, (EUA), 10000 eventos foram contados por amostra em
trés experimentos independentes e a fluorescéncia de AICIFt foi observada no canal APC-A

(deteccdo de emissdo de 660 + 20nm).

2.5.4 Microscopia confocal
Para confirmacdo da interiorizacdo de AICIFt apds exposicao das células A549 e RAW 264.7
aos nanossistemas NE-Ft e NE-MAG-Ft, as células foram analisadas por microscopia confocal
como descrito no tépico “Microscopia confocal” no capitulo 1. Resumidamente, 5 x 10°
células/poco foram dispostas em placas pretas de 24 pocos de fundo em vidro e apds 24 h de

cultivo, o meio de cultivo foi removido e foram adicionados 400 pL de tampao fosfato, NE-Ft ou
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NE-MAG-Ft, incubadas por 2 h e antes de levar ao microscdpio, fixadas com paraformaldeido e o

nucleo marcado com DAPI (0,1 pg/mL - ThermoFIscher Scientific, Massachusetts, EUA).

2.5.5 Terapia fotodinamica

Foi realizada terapia fotodinamica das células A549 e RAW 264.7, como descrita no tépico
“Terapia fotodinamica” do capitulo 1, visando verificar a eficiéncia terapéutica de NE-Ft e NE-
MAG-Ft. Resumidamente, as células foram cultivadas em microplacas de 96 pocos na
concentragdo de 5 x 10° células/poco e ap6s 24 h as células foram expostas com tamp3o fosfato
(controle), NE-Ft ou NE-MAG-Ft por 15 min (condicdo ja estabelecida para outros nanossistemas
contendo AICIFt). Em seguida o sobrenadante foi removido e as células foram lavadas com
tampdo fosfato, enquanto uma placa foi submetida a irradiacdo para verificacdo da
fototoxicidade com fluéncia total de 25,3 J/cm? outra idéntica era mantida no escuro para
verificacdo da toxicidade nessa condi¢do. Apds 18 min de irradiagdo ou incubac¢do no escuro as
células foram lavadas com tampao fosfato e o meio reestabelecido. Apds 24 h, as células foram
incubadas com 0,5 mg/mL MTT e em seguida, o0 meio com MTT foi removido e 200 uL de DMSO

foram adicionados por poco e as placas foram analisadas em espectrofotémetro de placa.

2.6 Estudos in vivo
2.6.1 Animais
Camundongos machos C57BL/6 pesando aproximadamente 25 g, com idade de 8 a 11
semanas, foram utilizados em todos os experimentos. Os animais foram alojados em gaiolas de
polipropileno sob condi¢des controladas de luminosidade (ciclos didrios de 12 h de luz e 12 h de
escuro) e foram abastecidos com alimento e 4dgua a vontade. Todos os procedimentos com
animais realizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Uso e Cuidado Animal da

Universidade de Brasilia (UnB), Brasilia - Distrito Federal (UnBDoc n° 144446/2014 Anexo 1).

2.6.2 Radiomarcacao e biodistribui¢ao por tomografia computadorizada por emissao de
féton unico

A tomografia computadorizada por emissdo de féton Unico, mais conhecida pela sigla em

inglés single photon emission computerized tomography — SPECT, foi utilizada para acompanhar a
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distribuicdo de NPs marcadas com galio-67 (Ga-67) e foi realizada em tomografo eXplore speCZT
Vision120 (GE Healthcare, Waukesha, USA) com auxilio do técnico responsavel Boguslaw
Szczupak na unidade de Radioquimica do CIC biomaGUNE (San Sebastian, Espanha). A técnica de
tomografia computadorizada por emissao de foton Unico detecta a radiacdo gama produzida por
radioisdtopos com detalhes anatdmicos em trés dimensdes nos tecidos (Mdller e Schibli, 2013).

O protocolo utilizado para a marcacdao de NP com Ga-67 foi adaptado de protocolo de
BURKE et al., (2014) e BURKE et al., (2015). O Ga-67 utilizado foi adquirido da empresa
Molypharma (Alcobendas, Espanha) como solu¢do de citrato de galio. Inicialmente, o citrato de
galio foi convertido em cloreto de galio pela retencdo em coluna de silica Sep-Pak light (Waters,
Milford, MA, EUA), seguido por lavagem com agua e eluido com 4cido cloridrico 0,1 M. O eluido
foi coletado em fragdes com volume de 100 uL e os frascos contendo a maior atividade especifica
foram utilizados nas etapas posteriores com uso de 10 pL por reagao.

Para estabelecimento de melhor condigdo para reagdo de incorporagao do galio na
estrutura do éxido de ferro, foram testados os seguintes parametros: tempo de reacdo (10, 20 ou
30 min de reacdo), temperatura da reacdo (25, 37 e 70°C), solugcdo de reagao (0,05 M e 0,2 M
tampado acetato, agua ultrapura e tampao fosfato) e concentracdo de NPs (3, 6, 9, 30, 90 e 140
mM). A condi¢do estabelecida e utilizada e todos os demais experimentos foi de 30 min de
reacao a 70°C com uso do tampdo acetato 0,05 M e concentracdo de NPs de 30 mM, exceto no
preparado na NE-MAG-Ft onde se utilizou 140 mM de NPs. Nas etapas de estabelecimento de
condicdo da determinacdo da estabilidade se utilizou por reacdo ~ 370 kBq de forma a evitar
excesso de exposi¢cdo a radioatividade. Para o preparo de NP e NE-MAG-Ft para administracao
em animais se trabalhou com reagao contendo 111 MBq.

NPs foram misturadas a cloreto de galio em tampao acetato 0,05 M (volume final de 350 pL
com pH de 4,00) e apds incubacdo a 70°C por 30 min, a reacgao foi centrifugada 2x a 10000 g por
10 min e lavadas duas vezes com agua para remocdo de galio livre e retencdo de NPs marcadas
com galio pelo uso de unidade filtrante (Amicon Ultracel 50k - MWCO 50 kDa, Merck). Em
seguida as NPs foram recuperadas da unidade filtrante com a adicdo de 100 pL de agua e
transferéncia para novo tubo. A quantificacdo do gdlio livre eluido, assim como o aderido a
unidade filtrante e recuperado na forma de NPs foi quantificado em um contador de emissao de

raios gamma automatico 2470 WIZARD?2 (PerkinElmer) e expresso como % da atividade total.
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Apés preparo de NP-Ga-67, esperou-se que a amostra decaisse até valor abaixo do aceito
como referéncia de lixo contendo galio, para ser caracterizada quanto a dispersdo dindmica de
luz e microscopia eletronica de transmissao.

A estabilidade da marcacdo de NP com galio foi estabelecida pela manutencdo das NPs
marcadas com galio em tampao fosfato a 37°C por 0, 5, 10 20, 30, 60 min, 3, 5 24 e 48 h. Apds os
tempos citados NPs eram centrifugadas em dispositivo de ultrafiltracdo, como descrito acima, e o
galio livre eluido, a fracdo aderida a unidade filtrante e o recuperado foram quantificados.

Durante todas as etapas de desenvolvimento, foi realizado controle contendo somente
galio em solucdo, para confirmacdo que a condicdo sendo testada ndo levava a precipitacao de
galio livre, impedindo a remocao de galio livre pela unidade filtrante.

Para o preparo dos nanossistemas NP e NE-MAG-Ft para administracdo nos animais, duas
preparacdes com 8 mg de NP foram incubadas com cloreto de gdlio como descrito acima e, apds
remocao de gdlio livre por unidade filtrante, uma preparacdo foi reconstituida em 10 mL de PBS
(NP- Ga-67) enquanto a segunda preparacao foi utilizada para constituir NE-MAG-Ft- Ga-67 com
protocolo ja descrito no tépico “Preparo de nanossistemas NE, NE-Ft, NE-MAG, NE-MAG-Ft” no
capitulo 3. O peso dos animais variou de 25 — 27 g, o que permitiu que fosse padronizado o
volume administrado de 100 pL dos nanossistemas puros por via endovenosa em camundongos
C57BL/6, apds a verificacdo da atividade total de cada seringa no calibrador de dose CRC-25R
(Capintec, EUA). A quantidade de NP administrada por animal foi de 80 pg. Devido a dificuldade
intrinseca do centro de pesquisa em que esta parte do estudo foi realizada (CIC biomaGUNE) de
permitir o uso de animais para pesquisa, sé foi possivel utilizar dois animais para cada
nanossistema testado.

Com os animais mantidos em anestesia por isoflurano (1,5 - 2% em oxigénio), imagens de
SPECT/CT de corpo inteiro foram adquiridos nos tempos de 2, 22, 48 e 72 h apds a administragao.
Dados foram adquiridos com janela de aquisicdo de energia de 125-150 keV a 84-102 keV e
tempo de aquisicdo de 60 min. Apds cada aquisicdo de SPECT, imagens de tomografia
computadorizadas foram adquiridas para dar informag¢des anatémicas, com aquisicdo de 220
planos com 0,88° de incremento ao redor do animal e 16 ms de exposi¢ao por plano. As imagens
foram reconstruidas utilizando o algoritmo iterativo OSEM com (subgrupos de 5 e 15 e com

iteracdo de 3 e 5).
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Apds o ultimo tempo de aquisicdo, os animais foram sofreram eutandasia e os 6rgdos de
interesse (figado, rins, baco, coracdo, pulmao e sangue) foram removidos, pesados e submetidos
a contagem da atividade em contador de emissao de raios gamma automatico.

Apds aquisicdo as imagens foram processadas no programa PMOD Analysis Software

(versdo 3.4, PMOD Technologies Ltd, Ziirich, Suica).

2.6.3 Biodistribuig¢do por fluorescéncia in vivo/ex vivo

Para estudo da distribuicdo da fluorescéncia de AICIFt apds administracdo dos
nanossistemas NE-Ft e NE-MAG-Ft, foi utilizado o equipamento IVIS Lumina XR (Caliper Life
Sciences, Massachusetts, EUA). Esta técnica além de permitir a aquisicdo de forma n3o-invasiva é
especialmente eficaz para moléculas que emitem fluorescéncia no espectro do infravermelho,
como é o caso de AICIFt, entretanto com os animais utilizados neste estudo (C57BL/6) ndo foi
possivel quantificar a fluorescéncia sem a remocao dos érgdos. Desta forma, os mesmos 6rgaos
que foram utilizados para a quantificacdao analitica de AICIFt por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, foram previamente analisados quanto a fluorescéncia por imagem ex vivo.

Os animais utilizados neste estudo tinham pesos que variavam de 26 a 28 g e se escolheu
manter o padrdo de volume de administracdo por animal adotado na técnica de SPECT, utilizando
100 pL de NE-Ft ou de NE-MAG-Ft por animal.

A biodistribuicdo nos érgdos foi aferida nos tempos de 2, 12, 24, 48 e 72 h apds a
administracdo endovenosa. Devido a intensa autofluorescéncia da pele e pelos, os animais foram
anestesiados com 60 mg cetamina e 7,5 mg xilasina por kg de massa corporal; foi realizada
puncdo cardiaca e o sangue total coletado em microtubos de centrifuga. Em seguida os drgdos
foram extraidos, lavados em solucdo salina e o excesso de liquido foi removido com papel filtro.
Os 6rgaos foram entdo pesados e organizados em cartolina preta para aquisicao da fluorescéncia
por imagem.

Foi utilizado o campo de aquisicdo C, com todas as combinag¢des de excitacdes e emissdes
presentes no equipamento de forma a permitir o “espectral unmixing” - ferramenta que permite
remover toda a autofluorescéncia das amostras. Para quantificacdo de fluorescéncia nos orgaos,
as imagens foram processadas utilizando excitacdo e emissdao de acordo com o ja estabelecido

como mais préximo de ideal para AlICIFt por verificacdo em espectrofotdmetro, excitacdo a 660 e
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emissdo a 710. Foram utilizados os parametros de “binning” de 8, f/stop de 4 e o tempo de
exposicao foi de 1 s. As imagens foram adquiridas e processadas no software Living Image®,
versdo 4.5.2 (Caliper Life Sciences, Massachusetts, EUA). Apds aquisicdo das imagens os érgaos
foram transferidos para microtubos de centrifuga e armazenados a -80°C para processamento
para e utilizacdo na técnica de cromatografia.

A intensidade de fluorescéncia nos d6rgaos foi analisada quanto ao parametro de eficiéncia
radiante (LW/cm?) e a mesma area foi utilizada para definir as seis regides de interesse por
imagem (figado, pulmao, rins, baco, coracdao e sangue — Figura 15) para todos os animais. A
intensidade da eficiéncia radiante dos 6rgdos de animais ndo expostos a AICIFt foi estabelecida
como autofluorescéncia e seu valor foi descontado de cada drgao correspondente. Os dados
obtidos por érgao foram representados tanto como eficiéncia radiante quanto como eficiéncia
radiante por grama de tecido, de forma a normalizar a contribuicdo da massa de cada 6rgdo para

o sinal observado.
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Figura 15. Organizacdo utilizada para aquisicdo de imagem por fluorescéncia ex vivo
demonstrando regides de interesse (ROI) contendo os érgdos de animais controle. ROI 1: figado,
ROI 2: pulmao, ROI 3: rins, ROl 4: corac¢do, ROI 5: bago, ROI 6: sangue.

2.6.4 Biodistribuicdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
Método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizado foi adaptado do
método desenvolvido no capitulo 2 para cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia (CLUE)
Foi utilizado um cromatégrafo Shimadzu-Prominence, equipamento cromatografico de alta
performance constituido por desgaseificador em linha (Modelo DGU 20A5), mddulo 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
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CBM-20A. Foi utilizada uma coluna de fase reversa C8 Vydac (25 x 0,4 cm com 5 um de tamanho
de particula) (Separations Group, Ltd., Deeside, Inglaterra) com pré-coluna (1 x 0,4 cm, 5 um de
tamanho de particula) (Separations Group, Ltd., Deeside, Inglaterra).

A fase movel foi obtida a partir da mistura de 0,12% de TFA em dagua Tipo 1 (bomba A) e
metanol (bomba B) com proporg¢do 40:60 (v:v), rendendo uma fase médvel isocrdtica. Medigdes
fluorimétricas foram realizadas em célula de fluxo de 12 uL com comprimentos de onda de 600 e
675 de excitacdo e emissao, respectivamente. O volume de injecao foi de 5 L e vazao durante os
ensaios foi de 1 mL / min a uma pressdo de trabalho de 120 kgf/cmz. A coluna foi mantida a 30°C
durante as andlises. O software LCsolution (Shimadzu, Téquio, Japdo) foi utilizado para o
processamento de dados e identificacdo de parametros cromatograficos.

A condicdo de extracdo utilizada foi a mesma descrita anteriormente: etanol:DMSO:acido
acético (89:10:1). Solugdes de AICIFt para realizacdo da curva padrao e AICIFt extraidas de
nanossistemas e érgdos foram injetadas no CLAE na solucdo extratora para evitar diferencas nos
picos observados pela composicdo dos solventes de AlCIft. Como a condicdo extratora para
recuperacao se mostrou eficiente na validagdo realizada por CLUE, ndo foram desenvolvidas
curvas de matriz bioldgica para o método de CLAE, e sim uma curva no solvente de extracao.

Plasma, figado, baco, pulmao e rim de animais sem exposi¢cdo a farmacos foram utilizados
como matriz bioldgica basal para confirmacdo da seletividade do método. As amostras utilizadas
na biodistribuicdo por CLAE foram as mesmas obtidas na biodistribuicdo de fluorescéncia por
imagens citada anteriormente, sendo que a sua extracdo ja foi explicada no tdpico anterior.

Para a quantificacao de AICIFt no sangue, o volume total obtido apds foi pesado e extraido
com 0,7 mL da solucdo extratora etanol:DMSO:acido acético (89:10:1, v:v:v). As amostras foram
agitadas em um vortex durante 1 minuto e centrifugadas durante 5 min a 6000 g. O
sobrenadante foi transferido para um baldo volumétrico de 2 mL e 1 mL de solugdo extratora foi
adicionado as amostras para repetir a extracdo. As amostras foram agitadas durante 1 min,
seguido por centrifugacdo durante 5 min a 24000 g e transferidas para o mesmo frasco
volumétrico. Os drgdos inteiros e 400 mg de figado foram homogeneizados em tubos de
microcentrifuga com homogenizadores de tecidos manuais e extraidos utilizando o mesmo

processo descrito para o plasma.
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2.7 Andlise estatistica
Os resultados foram analisados no software GraphPad Prisma® 5.0 e submetidos a testes

estatisticos especificos com confianca estatistica de 95% (p<0,05). Possiveis diferencas
estatisticas foram avaliadas pelos testes ANOVA, de uma ou de duas vias, Mann-Whitney e
Kruskal-Wallis, empregando-se pds-testes de Tukey ou de Bonferroni. Os resultados quantitativos

foram descritos como média + erro padrao da média.
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizagao morfolégica de NP, NE, NE-Ft, NE-MAG e NE-MAG-Ft
As nanoparticulas de éxido de ferro de maguemita+magnetita (NP) utilizadas neste estudo

foram inicialmente caracterizadas quanto a dispersdo no d6leo de ricino e em agua. Foi observado
que mesmo apos uso de ultrassonicagdo, as NP dispersas em agua deixadas a temperatura
ambiente em concentracGes acima de 1 mg/mL de NP, apds uma hora ja apresentavam
precipitados no fundo do frasco, o mesmo ndo sendo observado no éleo de ricino. NP diluidas em
agua ultrapura, seguida pela sua ultrassonicacdo por 1 min foram analisadas pela técnica de

dispersao dinamica de luz (DDL) e o resultado pode ser observado na Figura 16.
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Figura 16. Distribuicdo do tamanho de NP (nm) identificado por dispersao dindmica e luz. Diluicao
de 20x em 4gua ultrapura.

Foram feitas tentativas de dispersar NP tanto por banho de ultrassom por 15 min de como
por ultrassonicacdo por até 15 min, entretanto, a amostra sempre foi observada por DDL como

contendo particulas de 138,3 + 5,24 nm com indice de polidispersao de 0,15. Na distribuicdo por
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intensidade é observada uma Unica popula¢do de tamanho de 164,6 nm. O potencial Zeta de NP
foi aferido como +44 mV.

As nanoemulsdes NE, NE-Ft, NE-MAG e NE-MAG-Ft foram preparadas com adaptag¢des ao
protocolo de (MUEHLMANN et al., 2015) e o diametros hidrodinamicos “z-average”, tamanho das
populacdes identificadas pelo parametro intensidade, indices de polidispersdo e potencial Zeta
dos nanossistemas diluidos 20x em agua estdo listados na Tabela 10. A instabilidade quimica
observada em testes bioldgicos de nanoemulsdes magnéticas com mais de 30 dias (descrito
posteriormente), resultou no preparo a cada 14 dias de novo lote de nanossistemas. Os

resultados apresentados na Tabela 10 sdo a média de trés lotes de sinteses.

Tabela 10. Diametros hidrodinamicos “z-average”, tamanho das populacdes identificadas pelo
parametro intensidade, indices de polidispersao e potencial zeta dos nanossistemas NE, NE-Ft,
NE-MAG e NE-MAG-Ft diluido 20x em agua.

Nanossistema  Diametro hidrodinamico Populagdes indice de Potencial
(nm) “Z-average” identificadas por polidispersdao Zeta (mV)
intensidade
NE 26,99 £ 0,75 29,17 0,062 -3,37+0,45
NE-Ft 36,18 £ 0,88 44,91 0,172 -2,09+0,72
NE-MAG 63,08 + 1,29 37,66 e 241,6 0,444 -10,81 £0,23
NE-MAG-Ft 106,3 +1,89 48,22 e291,4 0,465 -11,30+£0,11

Os histogramas de diametro hidrodinamico de NE, NE-Ft, NE-MAG e NE-MAG-Ft quanto a
intensidade, numero e volume estdo representados na Figura 17. Apesar do didametro
hidrodinamico apresentado pelo equipamento como “Z-average”, nas apresenta¢des dos dados
pelos diferentes parametros (intensidade, nimero e volume) é possivel observar as diferentes
populagdes que compdem a amostra. Tanto em NE como em NE-Ft, foi identificada apenas uma
populacdo enquanto que para NE-MAG e para NE-MAG-Ft foram identificadas duas
subpopulagbes, com sua contribuicdo sendo mais expressiva na andlise por intensidade. A
presenca de AICIFt nos nanossistemas resultou no aumento do diametro hidrodindmico de NE-Ft
e NE-MAG-Ft em relacdo a NE e NE-MAG, respectivamente em 53% e 20% nos tamanhos
identificados por intensidade (NE = 29,17 nm; NE-Ft 44,91 nm; NE-MAG = 241,6 nm; NE-MAG-Ft =
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291,4 nm). Foi observado que a populag¢do que provavelmente contém as particulas magnéticas
NP, tanto em NE-MAG quanto em NE-MAG-Ft, apresentam didmetro 46% maior do que o
encontrado para NP dispersa em dgua (NP = 164,4 nm; NE-MAG = 241,6 nm; NE-MAG-Ft = 291,4
nm). A verificacdo de diametro hidrodindmico, potencial Zeta e indice de polidispersividade foi
realizado com os nanossistemas recém-sintetizados e apés 7 e 14 dias e nao foi possivel verificar
modificagdo nos parametros analisados nesse periodo. Nanoemulsdes novas foram preparadas a

cada duas semanas.
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Figura 17. Distribuicdo do tamanho de populacdes de NE, NE-Ft, NE-MAG, NE-MAG-Ft quanto a
intensidade, nimero e volume.
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Apds identificacdo de duas subpopulacdes nas nanoemulsdes magnéticas, foi realizada a
separacdo magnética por 48 h visando isolar a populacdo que responderia a um campo
magnético. Apds duas etapas de separagdes magnéticas, o conteldo que respondia ao campo
magnético apresentava coloracdo esverdeada indicando a presenca tanto de ferro quanto de
AICIFt, entretanto o isolamento desta subpopulacdo resultava em nanossistemas de intensa
agregacao e precipitacdo, e o sobrenadante remanescente também apresentava intensa
coloracdo verde (indicando remocao insatisfatéria de ferro da solucdo). Desta forma, escolheu-se
nao trabalhar com os nanossistemas isolados. A estabilidade visual das nanoemulsdes foi
observada por duas semanas a 25°C e resultou na identificacdo de nanoemulsdes estaveis, sem
precipitados na primeira semana, mas que apdés 7 dias apresentam acumulo residual de depdsitos
marrons em NE-MAG e verdes em NE-MAG-Ft no fundo do frasco.

NP e os nanossistemas desenvolvidos no presente estudo foram estudados por microscopia
eletrénica de transmissdo. Na eletromicrografia de NP (Figura 18) é possivel observar que
nanoparticulas de aproximadamente 5 nm se organizam em agregados de aproximadamente 120

nm.

Figura 18. Eletromicrografia de nanoparticulas de éxido de ferro (NP). Em A e B amostra
preparada por adicdo direta ao grid. Em C) grid preparado por deposicdo em eletrospray. Setas
vermelhas indicam nanoparticulas de ~5 nm obtidas por pirdlise a laser. Setas pretas indicam
agregados de 50 a 150 nm observados tanto pela adicdo direta quanto por deposicdo por
eletrospray.

Eletromicrografias da nanoemulsdo magnética NE-MAG (Figura 19, “A”) demonstraram
imagens parecidas as observadas de NP, exceto que as mesmas apresentaram menor resolucao

provavelmente pela presenca de matéria organica sobre as amostras. Os contrastes negativos
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acetato de uranila e molibdato de aménio foram utilizados visando observar a estrutura das
nanoemulsdes previamente aos possiveis efeitos de perda de estrutura decorrentes da secagem
(Figura 19, “B” e “C”). Os mesmos artefatos foram observados para o nanossistema NE-MAG-Ft

(dados ndo mostrados).

A % B

500 nm 95pm__

Figura 19. Eletromicrografias de NE-MAG. A = NE-MAG sem contrastacdo. B = NE-MAG
contrastada com 0,05% de acetato de uranila por 30 segundo. C = NE-MAG contrastada com
molibdato de amonio 2% por 15 segundos.

A contrastacdo com acetato de uranila permitiu a visualizacdo de elementos tipo halos
circundando as nanoparticulas metdlicas. Ja a contrastacdo com molibdato de amoénio resultou
em halos maiores escuros com centros de intensa eletrondensidade. O observado na presenca
das nanoemulsdes magnéticas nao foi observado em telas preparadas somente com os agentes
contrastantes (telas controle de contrastantes — dados ndo mostrados).

Em seguida foi utilizada a técnica de crio-microscopia eletrénica de transmissao (crio-MET)
visando obter imagens das nanoemulsdes com dgua para evitar a desestruturacdo decorrentes da
desidratacdo. Na Figura 20 observa-se eletromicrografias de NE, NE-Ft e NE-MAG. Nas imagens
de NE Fig. 21 (A), observam-se estruturas circulares de didmetro que variam entre 25 e 40 nm.
Em Fig. 21 (B), nas imagens de NE-Ft sdo identificados pontos eletrondensos dentro das
estruturas circulares que foram identificados como provaveis agregados de AICIFt. Em Fig. 21 (C),
imagens de NE-MAG demonstram estruturas que se assemelham as observadas em NE assim

como agregados de nanoparticulas envoltas em estrutura de mesma eletrondensidade das
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goticulas das nanoemulsdes. Foi encontrado aproximadamente uma estrutura com particulas

magnéticas por imagem adquirida.

Figura 20. Eletronmicrografias de analise por crio-MET de NE (A), NE-Ft (B) e NE-MAG (C). As setas
pretas apontam pontos eletrondensos de NE-Ft e a seta branca aponta nanoparticulas
eletrondensas.

Também pela técnica de crio-TEM foram analisadas trés nanoemulsdes que variavam entre
si somente pela quantidade de NP utilizadas no seu preparo (0,2, 0,8 e 1,6 mg de NP por mL de
nanoemulsdo final). Nanoparticulas em nanogoticulas foram encontradas em todas as amostras
NE-MAG testadas; entretanto, na concentragdao de 1,6 mg de NP foram visualizados grandes
agregados de NPs aparentemente ndo associadas a nanoemulsdo (Figura 21). Foi obtido um
numero restrito de imagens de cada amostra (minimo de 10 imagens) tanto pela dificuldade de
obtencdo de dreas adequadamente preservadas quanto pelo alto custo/hora da técnica. Ndo
obstante, é possivel que existam nanoparticulas livres nas concentracdes de 0,2 e de 0,8 mg de
NP, mas a nao identificacdo de agregados na concentragdo de 0,8 mg de NP, resultou no uso

desta concentracdo de NP em todos os nanossistemas utilizados neste estudo.
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Figura 21. Eletronmicrografias de analise por crio-MET de NE-MAG com 1,6 mg de NP com a
identificacdo de NPs sem o envoltério encontrado na NE-MAG (0,8 mg/mL de NP) utilizado no
restante do trabalho.

Pela técnica de microscopia de forca atémica foi analisado somente o nanossistema NE-
MAG-Ft (Figura 22). Foram identificadas popula¢des de 100-200 nm no eixo x-y e 20-30 nm de
altura no eixo z, indicando uma organizacdo mais plana dos agregados de NPs. A andlise da
rugosidade das regides identificadas como “1” e “2” na Figura 22 “A”, resultou nos valores 0,77 e
3,62 nm, respectivamente, indicando uma fase mais rugosa nas NPs do que no fundo, composto
por provavel conteddo oleosos. Na Figura 22 “B” o perfil da superficie pode ser observado
indicando que além de unidades de 100 nm, existem populacdes rentes a esta de 20 — 50 nm

(setas amarelas).
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Figura 22. Analise por microscopia de forga atomica de relevo de superficie de silicio contendo
NE-MAG-Ft (A). Em B, perfil de seccdo da imagem A demonstrado populagdes de particulas
proximas, mas de tamanho diferentes (linhas pontilhadas vermelhas e setas amarelas).

3.2 Caracterizagao fotofisica de NP, NE, NE-Ft, NE-MAG e NE-MAG-Ft
As propriedades dpticas dos nanossistemas foram estudadas pelos espectros de absor¢ao

e emissdo de luz (Figuras 23 e 24).
Somente os nanossistemas com AICIFt (NE-Ft e NE-MAG-Ft) apresentaram um pico de

absorbancia em 680 nm, compativel com o observado para AICIFt quando em etanol e ausente
para este fotossensibilizante quando em tampao fosfato. Em 610 nm pode ser observado pico de

menor intensidade da banda Q; de AICIFt em seu estado dimérico. Foi observado que tanto nas
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NPs quanto nas nanoemulsées NE-MAG e NE-MAG-Ft houve intensa absorbéancia na faixa de 350-

550 nm. Os nanossistemas NE e NE-MAG n3o apresentam absorcdo na faixa de AICIFt.

Absorbancia
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NE-MAG
NE-MAG-Ft
— AICIFt PBS
AICIFt Etanol

Absorbancia
o

—
']

ol—— . e —————
400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 23. Espectro de absorbancia de NE, NE-Ft, NP, NE-MAG e NE-MAG-Ft diluidos 4x em agua
(concentracdo de AICIFt em NE-Ft e NE-MAG-Ft, PBS e Etanol de 5,75 pg/mL). Espectro de 360 a
750 nm.

A andlise de espectro de emissdo de fluorescéncia dos nanossistemas (Figura 24)
demonstra que AICIFt tem deslocamento do pico de emissdao maximo de 680 nm em etanol para
690 nm em NE-Ft e NE-MAG-Ft. Nao é observado emissao de AICIFt em tampao fosfato (PBS). NE
e NE-MAG ndo apresentam emissdao em 690 nm e o pico observado em 710 nm nos espectros de
fluorescéncia é decorrente do comprimento de onda utilizado na excitacdo (difracdo de segunda

ordem).
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Figura 24. Espectro de fluorescéncia de NE, NE-Ft, NP, NE-MAg e NE-MAG-Ft diluidos 4x em agua
(concentracgdo de AICIFt em NE-Ft e NE-MAG-Ft, PBS e Etanol de 5,75 ug/mL). Excitacdo a 350 nm
e aquisi¢ao de espectro de emissao de 360 a 750 nm.

3.3 Geragao de oxigénio singleto de nanossistemas
Em seguida, foi verificado se os nanossistemas apresentavam capacidade de gerar espécies

reativas de oxigénio devido a presenca do fotossensibilizante AICIFt, quando irradiados com LED
de 660 nm. Para isso, foi utilizada a sonda de oxigénio singleto 1,3-difenil- isobenzofurano (DBF),
que sofre degradacdo quando exposta ao fotossensibilizante ativado pela luz. Como os
nanossistemas puros possuem alta absor¢do a 410 nm, foram diluidos 32x e em seguida foram

expostos ao DBF, irradiados e a absorbéancia foi registrada (Figura 25).
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Figura 25. Absorbancia a 410 nm normalizada por teor inicial de DBF exposto aos nanossistemas
NE, NE-Ft, NP, NE-MAG, NE-MAG-Ft e irradiados com LED a 660nm com sessdes de irradia¢do de
0,092 J/cm2. Nanossistemas foram diluidos 32x, resultando na concentracdo de AICIF nos
nanossistemas NE-Ft e NE-MAG-Ft de 0,7 pug/mL. AICIFt= AICIFt em etanol 0,7 pug/mL.

Na Figura 25 observa-se que NE-Ft, NE-MAG-Ft e AICIFt, todos com a mesma concentracao
de AICIFt, levam a degradacdo de DBF quando irradiados. Nao foi observada diferenga estatistica
entre NE-Ft, NE-MAG-Ft e AICIFt, exceto na fluéncia de 0,092 J/cm? onde foi observada diferenca
estatistica significante (p<0,001), em que NE-MAG-Ft degradou menos DBF do que NE-Ft e AICIFt.
Jd em NE, NE-MAG e NP ndo é observado degradacdo significativa de DBF e ndo pode ser
observada diferenca estatistica significativa entre o efeito dos trés nanossistemas, ndo obstante,
em NP, NE-MAG e NE foi observada diminuicdo da absorbancia de DBF em 20, 3 e 0,7%,

respectivamente, no tempo total do ensaio.

3.4 Caracterizacdo magnética de NE-MAG e NE-MAG-Ft
NE-MAG e NE-MAG-Ft foram caracterizados quanto a sua magnetizacdo quando sujeito a

campo magnético externo (Figura 26), e os resultados confirmaram a propriedade magnética das
amostras. Em A, se observa faixa do campo de 4 T aplicado as amostras (* 0,5 T) e hd indicacdo
de maior concentracdo de ferro em NE-MAG e em segundo lugar NE-MAG-Ft. Ao corrigir o sinal

diamagnético e normalizar por sinal + 1 foi obtida a magnetizacdo relativa (B) que indica que NE-
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MAG apresenta particulas de menor tamanho ou mais isoladas. Para obtencdo de curva de
magnetizacdo normalizada pela concentracdo de ferro (C) as amostras foram digeridas com acido
nitrico:acido cloridrico, 1:1 (v:v) e o teor de ferro foi quantificado por espectrometria de massa

por plasma acoplado e indica maior magnetizacdo de NE-MAG-Ft em relacdo a NE-MAG por g de

ferro.
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Figura 26. Curva de magnetizacdo de NE-MAG e NE-MAG-Ft apds aplicacdo de campo magnético.
A: Curva de magnetizacdo (regido de +0,5 T de curva de total de + 4 T). B: Curva de magnetizacao
relativa apds correcdo do sinal diamagnético e normalizacdo do sinal para = 1. C: Curva de
magnetizacdo apds normalizacdo por concentracdo de ferro.

Foi identificado para NE-MAG e NE-MAG-Ft valores de saturacdao magnética de 36,6 e 47,7

emu/g de ferro, respectivamente.
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3.5 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier de NP, NE-MAG e NE-
MAG-Ft
Pela técnica de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier foi estudada

a estrutura das ligacdes quimicas presentes tantos nos componentes isolados utilizados no

preparo dos nanossistemas, quanto nos nanossistemas preparados (Figura 27).
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Figura 27. Espectros de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier dos
componentes utilizados nos nanossistemas e dos nanossistemas finais NE-MAG e NE-MAG-Ft.
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No espectro de NP, observam-se os estiramentos em 3423 cm™ correspondente a ligacdo
O-H do FeOH; em 2919-2847 cm ™ ha o estiramento C-H atribuido do carbono, contaminante
gerado durante a sintese; em 1612 cm ™ observa-se estiramento relacionado a presenca de dgua
estrutural; em 1355 cm™ referente a vibragio do mondmero O-H do grupo hidroxil também
proveniente da estrutura do FeOH; em 586 e 455 cm™* ha os estiramentos atribuidas a ligac3o Fe-
O das fases y-Fe,03 e a-Fe,03, respectivamente.

Para o surfactante cremophor observam-se as bandas em 3438 cm™ referente a ligagio —
OH da agua absorvida, em 2925-2859 cm™ referente a ligagdo C-H alifatica, em 1733 cm™
referente a ligacdo C=0 do grupo carboxilico; em 1457 cm™ referente & deformacio da vibracdo
assimétrica do CH,; em 1349 cm™ referente 3 vibracdo assimétrica do CHs; em 1249 cm?
referente a ligagdo C-O; em 1112 cm™” referente a ligagdo C-O-C; em 950 cm™ referente 3 ligacdo
O-H devido & deformacdo angular fora do plano do C=0 do 4cido carboxilico e em 725 cm™ se
observa estiramento que indica a presenca da ligacdo CH fora do plano.

No espectro do 6leo de ricino ha os estiramentos em 3426 cm™ referente a ligagio —OH
da agua absorvida, em 3008 cm™ que indica as duplas ligacdes em moléculas do 6leo; em 2927-
2854 cm™ referente 3 ligagio C-H alifaticos; em 1745 cm™ referente a ligacdo C=0 atribuida ao
grupo éster de moléculas; em 1454 cm™ referente a deformac3o da vibragdo assimétrica do CHy;
em 1376 cm™ referente a vibrac3o simétrica do CHs; em 1241-1099 cm™ referente a ligagdo C-O e
em 725 cm™ gue indica a presenca da liga¢ao CH fora do plano.

As principais banda observadas para a AICIFt estdo em 3436 cm™ referente ao estiramento
da ligacdao —OH da agua absorvida; em 2923-2852 cm™ referente ao estiramento C-H; em 1631
cm? referente a ligacdo C=C, em 1499-1463 cm™ referente a vibracdo do estiramento C=N; 1421
cm™ referente a deformacdo da vibracao assimétrica do C-H do anel aromatico; em 1334 cm?
referente a ligacao C-C de aromaticos; em 1288 cm™ ha o estiramento da ligacdo C-N, em 1164
cm™ aparece o estiramento atribuido 3 vibragio C-C, em 1120 cm™ ha a deformacdo fora do
plano da vibragdo =C-H do anéis aromaticos, em 1071 cm™ ha a vibracdo do estiramento C-N; em
902 cm™ hé a banda caracteristica de metaloftalocianinas e em 759-723 cm™ referente ao anel
aromatico.

O espectro da NE-MAG apresenta uma banda em 3436 cm™* correspondente ao

estiramento O-H do FeOH; em 2927-2858 cm™ referente 3 ao C-H; em 1737 cm™ referente 3
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ligacdo C=0 do grupo éster provenientes do surfactante e do 6leo de ricino; em 1641 cm™
relacionado a presenca de agua estrutural; em 1249 cm™ hd a vibracdo C-O; em 1107 cm™
referente a ligagdo C-O-C; em 952 cm™” referente a ligagdo O-H devido a deformacdo angular fora
do plano do C=0 do grupo éster proveniente do surfactante; em 726 cm™ indica a presenca da
ligacdo CH fora do plano e 582 cm™ h4 o estiramento atribuido a ligacdo Fe-O da fase v-Fe;0s.

J4 no espectro de NE-MAG-Ft observa-se bandas em 3463 cm™ atribuida a ligagdo O-H do
FeOH; em 2925-2854 cm™ referente ao C-H; em 1737 cm™” referente a ligacdo C=0 do grupo éster
presente no 6leo de ricino e no surfactante; em 1641 cm™ relacionado a presenca de agua
estrutural; em 1499-1463 cm™ aparece a vibracdo do estiramento C=N; em 1421 cm™ ha a
deformac3o da vibracdo assimétrica do C-H do anel aromatico; em 1334 cm™ h4 a vibracdo do C-
C do anel aromaticos; em 1288 cm™ observa-se o estiramento da ligacdo C-N, em 1249 cm™
referente a ligacdo C-O; em 1164 cm™ aparece o estiramento atribuido a vibracdao C-C, em 1120
cm™ ha a deformac3o no plano da vibracio =C-H de aromaticos; em 1071 cm™ ha a vibracgdo C-N,
em 952 cm™ referente a ligagio -O-H devido & deformacgio angular fora do plano do C=0 de
éster, em 902 cm™ ha o sinal da banda caracteristica de metaloftalocianinas, em 759-723 cm™
referente ao anel aromético, em 669 cm™* aparece a deformac3o da vibragio C-H fora do plano, e
em 554 e 520 cm™ ha os estiramentos atribuidos ao Fe-O das fases y-Fe203 e o-Fe203,
respectivamente presentes na NP. A partir disto, verifica-se que o espectro da NE-MAG-Ft

apresenta contribuicdes da NE-MAG e da AICIFt.

3.6 Caracterizacdo de contaminagdo bioldgica de NE, NE-Ft, NE-MAG, NE-MAG-Ft
Para verificacdo possivel de contaminacgado bioldgica dos nanossistemas, os mesmos foram

incubados com (1) meio de cultivo DMEM, (2) DMEM suplementado com soro fetal e antibiético,
(3) apenas soro fetal bovino, ou (4) tampao fosfato, na concentracdao sempre de 1% (v:v) do
volume total por poco de placa de 24 pocos, e em nenhuma das condices citadas foi possivel
verificar aumento de turbidez ou visualizar microrganismos em microscépio invertido, apds
observacdo diaria por uma semana. Foi observada maior turbidez para os pocos contendo NP,
NE-MAG e NE-MAG-Ft assim que foram adicionados as condi¢des citadas devido a turbidez

natural desses nanossistemas.
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3.7 Exposicdo de nanossistemas NP, NE, NE-Ft, NE-MAG e NE-MAG-Ft a células de
adenocarcinoma pulmonar humano e macréfago murino

Os nanossistemas utilizados no presente estudo apresentam concentracdes equivalentes
dos componentes quando presentes, mas ndao possuem sempre 0S mMesmos componentes.
Portanto, para apresentacdo de dados dos nanossistemas em conjunto, foi utilizado o fator de
diluicdo de forma que os componentes mantivessem sempre as mesmas concentragdes nos
diversos nanossistemas. Exemplificando, 25% dos nanossistemas, representa condicao em que
nanossistemas foram diluidos 4x em meio de cultivo.

Na Figura 28 observa-se a viabilidade das células A549 e RAW 264,7 apds 24 h de exposicao

a0s hanossistemas.
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Figura 28. Viabilidade celular das células A549 e RAW 264,7 apds exposi¢cdo por 24 h a diluicdo
seriada dos nanossistemas NP, NE, NE-Ft, NE-MAG e NE-MAG-Ft.

Para as células A549 foi observada diferenga estatistica (p<0,05) entre as células ndo
tratadas (controle) e as células tratadas com NP somente nas concentracdes 0,39% e 25%. Ja para
o tratamento com os demais nanossistemas, ha diferenca estatistica (p<0,001) entre as células
nao-tratadas e as concentragdes a partir de 0,2% (0,2 — 25%).

Para as células RAW 264,7 ha diferenca estatistica (p<0,001) entre as células ndo tratadas
e as tratadas com NP em todas as concentracgdes testadas, como também ha diferenca estatistica
(p<0,001) entre as células ndo tratadas e tratadas com NE a partir da concentracao 1,56% (1,56%
— 25%). Ha diferenca estatistica (p<0,001) entre as células ndo tratadas e tratadas com NE-Ft em

todas as concentracdes exceto 0,39%. H4 diferenca estatistica (p<0,001) entre as células ndo
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tratadas e tratadas com NE-MAG a partir da concentracdo de 0,2% (0,2-25%). Ha diferenca
estatistica (p<0,001) entre as células ndo tratadas e as tratadas com NE-MAG-Ft em todas as
concentragdes testadas.

Em resumo, estudo da citotoxicidade dos nanossistemas as células A549 e RAW 264,7
mostrou que as NPs ndo foram citotdxicas para ambas linhagens celulares em nenhuma das
concentragdes testadas. Na célula RAW264,7 o tratamento com NP aumentou a viabilidade
celular em todas as concentracdes testadas. Para os demais nanossistemas, houve reducdo em
100% da viabilidade das células em concentragdes maiores que 3%.

As células A549 foram mais sensiveis do que as células RAW 264,7 a exposicao dos
nanossistemas uma vez que as concentragdes citotoxicas que reduziram em 50% a viabilidade

celular (CC50) foram mais altas para RAW 264,7 (Tabela 11).

Tabela 11. Concentragdes citotéxica (CC50) de NP, NE, NE-Ft, NE-MAG e NE-MAG-Ft que reduzem
em 50% a viabilidade das células A549 e RAW 264,7 apds 24 h de exposicao.

NP NE NE-Ft NE-MAG NE-MAG-Ft
A549 N3do definido 0,61 % 0,83 % 1,02 % 0,74 %
RAW 264,7 Ndo definido 1,74 % 1,36 % 1,63 % 1,25%

A concentragdo de 0,78% de NE-Ft e NE-MAG-Ft no meio de cultivo das células foi a
condicdo escolhida para realizar os estudos de citometria e microscopia confocal uma vez que
nesta condigao a diminuigdo da viabilidade ndo sera maior do que 50% nos tempos curtos de
exposicdo que foram estudados (até 2 h). A concentracdo de AICIFt nesta diluicdo de NE-Ft e NE-
MAG-Ft é de 0,18 pg/mL.

Testes com nanossistemas produzidos ha mais de 30 dias e mantidos a temperatura
ambiente demonstraram aumento da toxicidade de NE-MAG, NE-MAG-Ft e NP em 15% em
relacdo aos nanossistemas recém-sintetizados ou as nanoemulsdes NE e NE-Ft apds 30 dias de
preparo. O mesmo ndo foi observado para nanossistemas testados até 14 dias apds o seu
preparo e por esse motivo nanossistemas foram produzidos a cada 14 dias.

A quantificacdo da fluorescéncia de AICIFt nas células A549 e RAW 264,7 ap6s exposicdo de

até 2 h de NE-Ft e NE-MAG-Ft, foi realizada por citometria de fluxo (Figura 29). Foi observado que
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a intensidade do sinal de AICIFt em A549 foi maior por célula do que o observado para RAW
264,7, chegando a ter 5x mais sinal do que RAW no tempo de 2 h. Enquanto A549 apresenta um
platd de aproximadamente 50% da captagdao nos tempos de 30 a 60 min e um aumento
significativo a 120 min (p>0,001), RAW 264,7, a partir de 30 min ja apresenta ~90% do sinal total

detectado nas 2 h do ensaio.
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Figura 29. Analise por citometria de fluxo de captacdo de AICIFt pelas células A549 e RAW 264,7
apos exposicao a NE-Ft e NE-MAG-Ft. Em detalhe interno nos graficos, se observa representacao
da normalizacdo pelo tempo total de 2 h de analise.
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O estudo do tamanho e granulosidade das células tratadas com NE-Ft e NE-MAG-Ft por
citometria de fluxo ndo identificou mudancas associadas a incorporacdo dos nanossistemas.

Por microscopia confocal as células foram expostas por 15 min a NE-Ft e NE-MAG-Ft
(Figura 30). Nao foi observada diferenga entre a localizagdo da fluorescéncia de AICIFt entre as
células testadas, sendo identificada somente no citoplasma das células, com maior intensidade
na regidao perinuclerar. A intensidade da fluorescéncia identificada em A549 foi maior e mais
espalhada no citoplasma do que a encontrada nas células RAW 264,7. Foram observados pontos
escuros nas células tratadas com NE-MAG-Ft que ndo apresentaram fluorescéncia detectavel no

canal utilizado para AICIFt.
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Figura 30. Fotomicrografia confocal de células A549 e RAW 264,7 incubadas com NE- Ft e NE-
MAG-Ft por 15 min. Concentracdo de AICIFt em ambos os nanossistemas é de 0,18 ug/mL. A)
Campo claro; B) Marca¢cdo de ADN com DAPI C) Fluorescéncia de AICIFt; D) Sobreposicao das
imagens. Todas as barras de escala representam 20 um.
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Terapia fotodinamica de células expostas a NE-Ft e NE-MAG-Ft por 15 min demonstrou
efetividade terapéutica dos nanossistemas com o uso de LED de 660 nm (Figura 31). O CC50
obtido pode ser observado na Tabela 12. Em ambas as células tratadas todas as concentragdes
testadas de NE-Ft e NE-MAG-Ft tiveram diferenga estatistica em relagdo ao controle (p<0,001).
Na célula A549, nao foi observada diferenca estatistica entre os dois nanossistemas em todas as
concentragoes testadas. J4 para a célula RAW 264,7, foi encontrada diferenca estatistica entre os
tratamentos dos nanossistemas na concentracdao 0,006% com NE-MAG-Ft sendo mais eficiente
do que NE-Ft (p<0,001).

Para verificacdo da toxicidade no escuro no tempo de ensaio da terapia fotodindmica, as
células foram incubadas com os nanossistemas também por 15 min, em seguida mantidas no
escuro pelo mesmo tempo das placas que foram irradiadas com LED (18 min). Nao foi observada
diminuicdo da viabilidade celular de ambas as células apds 24 h quando nao tratadas com LED

660 nm (Figura 31).
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Figura 31. Viabilidade de células A549 e RAW 264,7 apds exposi¢do a diluicdo seriada de NE-Ft e
NE-MAG-Ft por 15 min e em seguida, tratadas com LED de 660 nm (fluéncia de 25,3 J/cm2) ou
mantidas no escuro apds exposicao.

O célculo da CC50 para as células tratadas como terapia fotodinamica pode ser observada

na Tabela 12.
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Tabela 12. CC50 de A549 e RAW 264,7 ap0ds terapia fotodindmica com NE-Ft e NE-MAG-Ft. Entre
parénteses equivaléncia de AICIFt presente na % de nanossistema utilizada expressa em ng/mL e
nM.

% de NE-Ft em cultivo de cultivo % de NE-MAG-Ft em meio de cultivo
A549 0,0102% (0,023 ng/mL- 0,04 nM) 0,0094% (0,022 ng/mL- 0,04 nM)
RAW 264,7 0,0142% (0,033 ng/mL- 0,06 nM) 0,0014% (0,003 ng/mL- 0,01 nM)

3.8 Estudos in vivo

3.8.1 Radiomarcacao de NP para uso em tomografia computadorizada por emissao de
féton unico

A melhor condicdo para a marcacdo de NP com Ga-67 foi estabelecida como sendo a
incubacdo de NP (na concentracdo minima de 30 mM de ferro) com Ga-67 por 30 min a 70°C e
com tampdo acetato de sdédio na concentracdo de 0,05M. Somente nesta condicdo se obteve
marcacao e recuperacdo de NP com pelo menos 93% de eficiéncia. A condicdo mais importante
para melhor recuperacdo, foi o estabelecimento da concentracdo minima de NP uma vez que
ocorre perda de NP aderida ao sistema de ultrafiltracdo e esta perda se mostra menos
significativa com mais NP na reagdo. NP-Ga-67 produzidas na condigdao descrita foram mantidas
em ambiente chumbado até o decaimento da atividade para valores abaixo do limite para o seu
manuseio sem risco e foram analisadas quanto a forma por microscopia eletrbnica de
transmissdao e por dispersao dinamica de luz, e quanto a carga por mobilidade eletroforética.
N3o foi observado diferenca entre NP-Ga-67 e as propriedades ja descritas de NP neste trabalho.

Foi verificada a estabilidade da marcacdo de NP com Ga-67 em tampao fosfato, pH 7,2
assim como apds sua incorporacao na nanoemulsdao magnética NE-MAG-Ft. Nas 48 h de estudo
da estabilidade da marcagao de NP em tampao fosfato, 99% do galio foi encontrado associado ao
nanossistema em todos os tempos estudados. Ja apds sofrer incorporacdo em nanoemulsdo
magnética, foi observado que pelo menos 94% do galio se manteve ligado ao nanossistema NE-

MAG-Ft durante todos os tempos estudados (Figura 32).
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Figura 32. Estabilidade de galio-67 apds incorporacdao em NP e em NE-MAG-Ft por 48 h.

Com a alta eficiéncia de ligacdo e apds confirmacdo que o galio inicialmente associado a NP
se mantem ligado em condigao fisioldgica por até 48 h, os nanossistemas NP-Ga-67 e NE-MAG-Ft-
Ga-67 foram utilizados para o estudo de biodistribuicdo em camundongos machos saudaveis da
linhagem C57BL/6 (Figura 33).

As formulagdes foram injetadas por via endovenosa em dois animais para cada um dos
nanossistemas testados, NP e NE-MAG-Ft, e as imagens de emissao de féton Unico decorrente da
interacdo com a radiacdo gamma foram obtidas nos tempos de 2, 22, 48 e 72 h apéds

administracao.
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Figura 33. Imagens de SPECT-CT de animais injetados com NP ou NE-MAG-Ft ao longo dos tempos
de 2, 22, 48 e 72 h. Toda radiacdo detectada nos planos de aquisicdao foi somada e representada
em uma Unica imagem sobreposta a imagem de plano de tomografia computadorizada. Circulo
amarelo: bexiga; circulo vermelho: bago

Em ambos os animais que receberam NP-Ga-67, foi observado intenso sinal no figado e
sinal baixo no bago em todos os tempos estudados. No tempo de 2 h apds administracdao de NP-
Ga-67, foi identificada atividade na bexiga em ambos os animais testados, ndo sendo mais
detectada nos demais tempos. Nos animais que receberam NE-MAG-Ft-Ga-67, um deles precisou
ser substituido uma vez que a radioatividade se manteve por longo periodo retida na cauda do
animal. De forma semelhante a exposicdo com NP, foi observado intenso sinal no figado e sinal
baixo no bagco em todos os tempos estudados, porém nao foi observada atividade na bexiga.

Apds o tempo de 72 h, os animais foram submetidos a eutanasia e os érgdos e sangue

foram pesados e a atividade especifica de cada d6rgdo registrada (Figura 34). Foi identificado que
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para NP ~75% da dose foi identificada no figado enquanto que para NE-MAG-Ft 100% foi

identificado no figado.
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Figura 34. Quantificacdo em contador de raios gamma de Ga-67 nos érgdos apds 72 h de
administracdao de NP-Ga-67 e NE-MAG-Ft-Ga-67 em camundongos.

A soma da radiacdo total nos érgdos analisados por animal permitiu a quantificacdo de

64,86% + 19,25 e 113,12% + 4,26 da dose inicial, para NP-Ga-67 e NE-MAG-Ft-Ga-67,

respectivamente.

Em seguida o observado por érgdo e no sangue foi normalizado pelo peso do tecido e

pode ser observado na Figura 35.
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Figura 35. Quantificacdo de radiacdo gamma/g de tecido emitida pelos drgdos ex vivo de animais
injetados com NP-Ga-67 e NE-MAG-Ft-Ga-67 apds 72 h.

A observacao ex vivo da radiacdo permitiu quantificar galio 67 nos drgdos de interesse e foi

observado diferenca significativa (p<0,001) no observado no figado entre os dois nanossistemas,

sendo a captacdo maior neste 6rgdo apos administracdo de NE-MAG-Ft.

Foi observada diferenca estatistica entre o observado no figado e no baco em relagdo aos

demais érgdos para ambos 0s nanossistemas.
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3.8.2 Biodistribuicdo de NE-Ft e NE-MAG-Ft pela técnica de Imageamento de fluorescéncia.

Foi realizada a biodistribuicao da fluorescéncia de AICIFt apds administracao de NE-Ft e NE-
MAG-Ft (Figura 36). A eficiéncia radiante encontrada por érgdos foi normalizada pelo peso dos
orgdos e pode ser encontrada na Figura 37. Foi feita analise de diferencas estatisticas entre o
sinal dos 6rgaos dos animais controle e os drgaos dos animais que receberam NE-Ft e NE-MAG-Ft
nos tempos de andlise (2, 12, 24, 48 e 72 h) (1). Foi analisada também a possivel diferenca
estatistica entre o observado entre os érgdos para cada nanossistema nos diferentes tempos (2).
Por dltimo foi comparado a eficiéncia radiante encontrada por 6rgaos nos diferentes tempos

entre os dois nanossistemas (3).
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Figura 36. Biodistribuicdo de NE-Ft e NE-MAG-Ft em 6rgdos de camundongos C57BL/6 medida
por eficiéncia radiante de fluorescéncia ex vivo.

Ambos os tratamentos apresentaram resultados semelhantes para os 6rgdos analisados.
Tanto para NE-Ft quanto para NE-MAG-Ft, foi observada diferenca estatistica em todos os
tempos estudados nos valores encontrados para figado e pulm3o e para o rim no tempo de 48 h,
em relacdo aos orgdos dos animais controle. O observado no figado foi estatisticamente diferente
do encontrado nos demais 6rgdaos em todos os tempos estudados. No pulmao foi observada
diferenca estatistica em relacdo a todos os 6rgdos, exceto o rim, onde foi encontrada somente no
tempo de 12 h. No baco, o observado foi estatisticamente diferente do encontrado no pulmao e
figado em todos os tempos, em relacdo ao rim somente no tempo de 48 h. No rim o encontrado
foi estatisticamente diferente de figado e pulmado em todos os tempos, e no tempo de 48 h para
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o encontrado tanto no bago quanto no coragdo. No coragdo e no sangue o encontrado foi
estatisticamente diferente de figado, pulmdo e baco para todos os tempos. A Unica
particularidade da andlise estatistica de NE-MAG-Ft em relacdo a NE-Ft é que foi encontrada
diferenca estatistica entre o observado no pulmao e o encontrado no sangue nos tempos de 12,

24 e 48 h. Nas demais comparacdes ndo citadas, ndo foi observada diferenca estatistica.
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Figura 37. Normalizagdo por peso da amostra de biodistribuicdo de NE-Ft e NE-MAG-Ft em érgdos
de camundongos C57BL/6 medida por eficiéncia radiante de fluorescéncia ex vivo.

Apdbs normalizagdo por grama de tecido, de forma semelhante ao encontrado para a
intensidade identificada por 6rgaos, a analise estatistica entre os érgaos dos animais tratados
com NE-Ft e NE-MAG-Ft foi extremamente semelhante para os dois tratamentos. Tanto para NE-
Ft quanto para NE-MAG-Ft, foi observada diferenca estatistica do encontrado no pulmdo em
relacdo aos demais 6rgaos em todos os tempos. Foi identificada diferenga estatistica entre o
encontrado no rim e o sangue no tempo de 48 h. A unica diferenca observada entre a anélise
estatistica de NE-Ft e NE-MAG-Ft foi a diferenga encontrada no bago em relagdo tanto ao coragao
guanto ao sangue nos tempos de 48 e 72 h somente para o NE-Ft, 0o mesmo ndo sendo observado
em NE-MAG-Ft.

Ao comparar os resultados obtidos para cada nanossistema (NE-Ft x NE-MAG-Ft), por
drgao, so foi possivel observar diferenca significativa entre os nanossistemas no sangue em todos

os tempos (NE-MAG-Ft>NE-Ft) e no cora¢do nos tempos de 2, 24 e 48 h (NE-MAG-Ft > NE-Ft).
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3.8.3 Biodistribuicdo de NE-Ft e NE-MAG-Ft pela técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia
Foi realizada a biodistribui¢ao da fluorescéncia de AICIFt apds administracao de NE-Ft e NE-

MAG-Ft e pode ser observada na Figura 38. A fluorescéncia encontrada por 6érgaos foi

normalizada pelo peso dos érgdos e pode ser encontrada na Figura 39.
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Figura 38. Biodistribuicdo de AICIFt apds administracdo de NE-Ft e NE-MAG-Ft em érgdos de
camundongos C57BL/6 e detecg¢do por fluorescéncia em CLAE.

Ndo foram observados picos de interferéncias nas matrizes biolégicas no tempo de
retencao de AICIFt.

Na biodistribuicdo de NE-Ft, foi identificada diferenca estatistica entre o encontrado para
o figado e os demais érgaos, exceto no rim nos tempos de 24, 48 e 72 h. Para NE-MAG-Ft foi
encontrada diferenca entre o figado e os demais drgdos, exceto para o pulmdode12a72h eno
rim nos tempos de 12 e 48 h. Tanto para NE-Ft quanto para NE-MAG-Ft, o baco foi
significativamente diferente do rim nos tempos de 12 a 72 h e do sangue em 48 h. Também para
ambos os nanossistemas houve diferenga estatistica entre o encontrado no pulmao e nos rins nos
tempos de 12, 24, 48 e 72 h. Para NE-Ft houve diferenca estatistica entre o observado no pulmao
e no sangue nos tempos de 48 e 72 h. Para ambos os nanossistemas, houve diferenca entre o

encontrado nos rins em relacdo ao coragdo e sangue nos tempos de 12, 24,48 e 72 h.
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Figura 39. Normalizagdo de biodistribuicao de AICIFt por grama de tecido apds administracdo de
NE-Ft e NE-MAG-Ft em érgdos de camundongos C57BL/6 em CLAE.

Apd6s normalizacdo por peso, foi encontrada diferenca estatistica entre o figado e em
relacdo tanto ao baco quanto ao rim nos tempos de 12, 24, 48 e 72 h para ambos os
nanossistemas. Foi observada diferenca significativa entre bago e pulmao nos tempos de 12, 24,
48 e 72 h para ambos os nanossistemas; entre bago e rim, no tempo de 24 h para NE-Ft, e 24 e 48
h para NE-MAG-Ft; entre o baco e o coracdo nos tempos de 12, 24, 48 e 72 h para ambos os
nanossistemas; entre pulmao e rim, nos tempos de 12, 48 e 72 h para NE-Ft e nos tempos de 48 e
72 h para NE-MAG-Ft; entre pulmao e sangue, nos tempos de 12 e 48 h para NE-Ft e no tempo de
12 h para NE-MAG-Ft; entre rim e cora¢ao, nos tempos de 48 e 72 h para NE-Ft e no tempo de 48
h para NE-MAG-Ft; entre rim e sangue, nos tempos de 12, 24, 48 e 72 h para ambos os
nanossistemas; entre coragdo e sangue, nos tempos de 12, 48 e 72 h para NE-Ft e nos tempos de

24 e 48 h para NE-MAG-Ft.

Ao comparar os resultados obtidos para cada nanossistema (NE-Ft x NE-MAG-Ft), por
orgao, so foi possivel observar diferenca significativa entre o observado para os nanossistemas no

baco no tempo de 24 h (NE-MAG-Ft > NE-Ft).
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4. DISCUSSAO

No presente estudo, uma nanoemulsao magnética foi desenvolvida, caracterizada e sua
interacdo bioldgica foi estudada in vitro e in vivo. Foram utilizadas nanoparticulas de éxido de
ferro (NP) sintetizadas por pirdlise induzida por laser. Uma das maiores dificuldades do uso clinico
de nanossistemas é a transicdo da bancada para o mercado, uma vez que industrias
farmacéuticas preferem processos de preparo de “cima para baixo”, e a complexidade dos
nanossistemas sendo propostos ndo permite este tipo de manufatura dos nanomateriais
(PALIWAL; BABU; PALAKURTHI, 2014). Neste contexto, as nanoparticulas magnéticas utilizada no
presente estudo ja foram desenvolvidas visando ter uma producdo continua, homogénea e em
grande escala pelo uso da técnica de pirdlise a laser (ALEXANDRESCU et al., 2010).

Mesmo produzida hd quase sete anos (ALEXANDRESCU et al., 2010), as propriedades de
potencial Zeta, morfologia e tamanho, descritas originalmente para a particula foram
confirmadas (Figuras 16 e 18). Uma caracteristica ndo descrita que foi observada foi a
organizacao das unidades fundamentais de 3 nm em aglomerados de 138 nm que ndo foram
modificados pelos tempos de sonicacao utilizados neste estudo (ALEXANDRESCU et al., 2010). A
dispersdao de NP no éleo de ricino rendeu dispersao homogénea e estavel por varios dias, ndo
sendo o mesmo observado para as demais particulas testadas com diferentes coberturas e
sintetizadas tanto por coprecipitacdo quanto por decomposicao térmica. A auséncia de cobertura
de NP confere sua suspensdao em agua e em demais condi¢cdes polares devido aos grupos Fe-O
presentes na superficie de éxidos de ferro (PARKINSON, 2016), portanto a estabilidade da NP
observada no dleo pode ser por ela estar em forma de suspensdo ja que possivelmente a
viscosidade natural do dleo ndo permita a sua precipitacdo ou formacdo de fase. Ndo obstante,
vale ressaltar que o dleo de ricino, apesar de hidrofébico, tem como 90% dos acidos graxos que o
compdem o triacilglicerideo de acido ricinoleico que possui um grupo funcional hidroxila no 122
carbono, que o torna um déleo mais polar que a maioria dds 6leos (CALLIGARIS et al., 2014) e
possivelmente justifique o observado na dispersao de NP.

O dleo de ricino, 6leo vegetal ndo comestivel, tem tido crescentemente utilizado em
diversas areas, em grande parte devido a ser de origem renovavel, ser biodegradavel, ter baixo

custo e ser eco-sustentavel (MUBOFU, 2016). J& o Cremophor ELP, uma versdo purificada do
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produto Cremophor EL, ambos derivados da reacdo de associacdo de éxidos de etileno ao acido
ricinoleico, tem sido utilizado com cautela devido a efeitos adversos e hipersensibilidades
associadas ao seu uso (GELDERBLOM et al., 2001; KISS et al., 2013). Nao obstante, muitos relatos
continuam descrevendo a eficiéncia do seu uso em nanossistemas com finalidades terapéuticas
(BERTHELSEN et al., 2015; SHAO et al., 2013).

Em protocolo ja descrito de preparo de nanoemulsao contendo AICIFt (MUEHLMANN et al.,
2015), utiliza-se agitagdo magnética com aquecimento para solubilizar AICIFt, éleo de ricino e
cremophor e esta mistura aquecida é adicionada a tampdo fosfato aquecido formando
nanoemulsdo. No presente trabalho, foi utilizada sonda ultrassénica para homogeneizar a fase
oleosa de forma a permitir o preparo de pequenos volumes dos nanossistemas, uma vez que para
os 10 mL produzidos por lote, se utiliza 1200 mg da mistura éleo+surfactante para dispersao de
NP, e o uso de sonda ultrassOnica, se mostrou eficiente na homogeneizacdo. O diametro
hidrodinamico obtido para NE sem fotosensibilizante (26,99 nm) estd de acordo com o obtido por
MUEHLMANN et al., (2015) (24 nm) enquanto que para NE-Ft (36,18 nm) foi observado aumento
no diametro hidrodinamico em 33 % em relagdo ao relatado por MUEHLMANN et al., (2015), de
25 nm. Uma possivel desvantagem da reducdo de volume utilizado no presente estudo é o maior
erro por perdas associada a pequenos volumes, o que pode ter levado as diferengas observadas.
N3do obstante, a associa¢do de farmacos hidrofébicos no nucleo também hidrofébico de diversos
nanossistemas ja foi descrito resultando no aumento final do seu diametro (ALEXANDER et al.,
2012; BHARDWAJ; SHUKLA; COLLINS, 1995).

Apesar de diversas tentativas de preparo de nanoemulsdes magnéticas com diferentes
proporcoes dos constituintes, ndo foi possivel obter condicdo com somente uma populacido
homogénea de nanoestruturas, sendo sempre observada uma populacdio de diametro
hidrodinamico semelhante ao de NE e outra de didametro maior do que o observado para NP,
mesmo aumentando a quantidade de NP adicionada ao sistema (Figura 17). Os resultados do
diametro obtidos pela técnica de dispersdao dinamica de luz quanto a intensidade, numero e
volume, descrevem como a contribuicio das nanoemulsGes ndo magnéticas sdo mais
representativas em ndimero e volume. O aumento do tamanho da popula¢cdo magnética em NE-

MAG e NE-MAG-Ft em relacdo ao tamanho de NP, indica associacdo dos componentes da

118



nanoemulsdo a NP. Ja a diferenca entre NE-MAG e NE-MAG-Ft indica a presenca de AICIFt
semelhante ao observado no aumento do tamanho de NE-Ft em relagdo a NE.

indices de polidispersividade e potencial Zeta de nanoemulsdes NE e NE-Ft condiz com o
reportado por MUEHLMANN et al. (2015) Ja as nanoemulsGes magnéticas apresentam indice de
polidispersividade mais alto, como esperado para suspensdes polidispersas, uma vez que mais de
uma subpopulacdo foi identificada (ARLETH; PEDERSEN, 2001). O potencial Zeta observado para
as nanoemulsdes magnéticas (~-11 mV) indica uma organizac¢do quimica de superficie diferente
da observada nas nanoemulsdes (~-3 mV) e de NP (+44mV) e mais estudos de intera¢do quimica
dos componentes talvez ajudem a esclarecer o valor observado.

Nanoemulsdes sdo um desafio para a aquisi¢cdao de imagens por microscopia eletrénica de
transmissdo uma vez que muitos artefatos e modificacbes da forma ocorrem no processo de
desidratagdo. Apesar de muitos relatos de uso de contrastantes negativos na aquisicao de
imagens de nanoemulsGes (DESAI; VYAS; AMIJI, 2008; NESAMONY et al., 2013; THAKKAR et al.,
2011), a crio-microscopia de transmissdo é tida como a que melhor técnica para demonstrar as
caracteristicas morfoldgicas reais de nanossistemas organicos (GIL-CARTON et al., 2016). Desta
forma, o uso da contrastacdo negativa nas nanoemulsGes magnéticas indicou concentracées
maiores de matéria organica circundando as particulas magnéticas, mas somente a técnica de
crio-MET preservou e identificou a estrutura fundamental das nanoemulsdes (Figuras 19 e 20). As
imagens obtidas de crio-MET demostram pela primeira vez por microscopia a nanoemulsado de
6leo de ricino/cremophor e os pontos eletrondensos associados a AICIFt, além de demonstrar
NPs envoltas em matéria organica. Nao foram encontrados relatos de nanoemulsdao magnética
com NPs sem coberturas, demonstrando pela primeira vez sua estabilidade no dleo de ricino.

A irregularidade da forma ou o tamanho de agregados de NPs de maior diametro podem
justificar a identificacdo de NP sem associacao ao éleo de ricino encontrado na amostra contendo
o dobro de NP para a mesma quantidade de éleo e surfactante (Figura 21).

A microscopia de forca atomica de NE-MAG-Ft confirmou a heterogeneidade das
nanoemulsdes magnéticas observada por crio-microscopia e demonstrou a distingdo da
rugosidade das diferentes populagdes. A maior rugosidade das grandes particulas se deve
provavelmente as irregularidades dos agregados de NPs que devem dar as goticulas de 6leo que a

envolvem mais relevo.
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As propriedades fotofisicas dos nanossistemas desenvolvidos foram caracterizadas e
demonstraram que a AICIFt nos nanossistemas possui absorbancia semelhante ao observado em
etanol, indicando que a molécula ndo esta aglomerada quando incorporada a NE-Ft e NE-MAG-Ft
(Figura 23). E observada absorbancia em toda a faixa analisada que ja é esperada para solucdes
com nanoparticulas magnéticas (EL GHANDOOR et al., 2012) e se observa predominancia de
banda Qlll em 680 nm, associada a absorbancia de monomeros de AICIFt (VILSINSKI, BRUNO H. et
al., 2015). No espectro de fluorescéncia (Figura 24) é observado que tanto NE-Ft quanto NE-
MAG-Ft preservaram a propriedade de AICIFt de ser excitada a 350 nm e emitir a 680-690 nm,
reforcando também que as moléculas estdo disponiveis para a irradiacdo e ndo aglomerada
devido a meio hidrofilico (como observado para AICIFt em tampdo fosfato). A aglomerada de
AICIFt em tampado fosfato se da pela interacdo de ligacdes m-1t entre as moléculas e resulta em
significativa reducdo da fluorescéncia e da capacidade de geracdo de oxigénio singleto de
fotossensibilizantes (BAE; NA, 2010).

A degradacdo da sonda DBF foi utilizada para confirmar a capacidade de AICIFt em gerar
espécies reativas de oxigénio apds irradiacdo com LED 660 nm. A eficiéncia do uso desta sonda
com nanossistemas contendo AICIFt j& foi estabelecida (MUEHLMANN et al., 2014, 2015) e no
presente estudo indicou ndo haver perda do rendimento quantico de AICIFt apds sua
incorporacdo nos nanossistemas quando comparada com AICIFt em solucdo etandlica. A
preservacao do rendimento quantico e das propriedades épticas de AICIFt nos nanossistemas
propostos justifica seu uso em sistemas bioldgicos uma vez que como molécula livre AICIFt perde
suas propriedades Uteis a terapia fotodinamica (BAE; NA, 2010). Apesar da absorbancia de NPs na
faixa de emissdo do LED de 600 nm utilizado no presente estudo, ndo foi observada perda de
eficiéncia NE-MAG-Ft em relacdo a NE-Ft (Figura 25).

As curvas de magnetiza¢do das amostras demonstram ndo somente que as nanoemulsdes
magnéticas respondem ao campo magnético como indicam que a presenca de AICIFt pode afetar
positivamente as propriedades magnéticas das nanoemulsées (Figura 26). O tamanho das
particulas magnéticas afeta o valor da sua saturacdo magnética de forma positiva, ou seja,
guanto maior o tamanho das particulas, maior a saturacdao magnética. Ndo obstante, tamanhos
reduzidos de particula possibilitam a obtencdo de paramagnetismo, condicdo muito desejada em

aplicacdes bioldgicas. Além do tamanho, formato, composicdo e modificacdes da superficie
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afetam a magnetizacdo de forma menos obvia, e é o balanco da contribuicdo de todos estes
fatores que modulam a magnetizacdo final (KOLHATKAR et al., 2013). A associacdo de uma
superficie a nucleos magnéticos normalmente diminui o valor de saturagdo magnética pela
desorganizacdo de camadas de spins superficiais, algo ndo observado em relacdo ao valor de
saturacdo magnética descrito originalmente pra NP, e como a interacdo interfacial modifica a
anisotropia e tem consequéncia na sua magnetizacao(IGLESIAS; LABARTA; BATLLE, 2008). Mais
estudos precisam ser realizados para verificar a possivel influéncia da interacdo de AICIFt na
maior magnetiza¢dao do nanossistema NE-MAG-Ft em relagdo a NE-MAG.

A identificacdo dos modos vibracionais das ligacdes moleculares presentes nos
nanossistemas pela técnica de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
permitiu analisar como as ligacdes moleculares se modificaram apds associacdo em
nanossistemas. Os estiramentos encontrados para NP foram os mesmos descritos originalmente
para NP por Alexandrescu et al. 2010 e validam o ja descrito para nanoparticulas de éxido de
ferro previamente a funcionalizacdo da superficie (ARCOS et al., 2012). Foram observadas
pequenas modificacdes entre os picos dos estiramentos identificados no dleo e no cremophor,
mas todos de acordo com o esperado para ambos (YUSUF et al., 2015) uma vez que o cremophor
ELP é simplesmente o resultado da reacdo do dleo de ricino com oéxidos de etileno. Os
estiramentos identificados para AICIFt corroboram com o encontrado por EL-NAHASS et al., 2015.
Estiramento encontrado nos espectros de NE-MAG-Ft permite a verificacdao da interacdo de AICIFt
com NE-MAG, interacdo ja esperada inclusive pelas propriedades fotofisicas de NE-MAG-Ft que
indicam a localizacao de AICIFt em ambiente hidrofébico.

Em seguida, a toxicidade dos nanossistemas as células de adenocarcinoma pulmonar
humano e macrdéfago murino, apds 24 h foi avaliada. A toxicidade observada condiz com o
esperado para nanossistemas contendo o surfactante cremophor de reconhecida citotoxicidade
(GELDERBLOM et al., 2001; KISS et al., 2013), mas ndo foi observada na exposicdo a NP. A
concentragdo citotoxica que reduz em 50% a viabilidade celular observada entre os
nanossistemas foi parecida, indicando que ndao houve aumento de toxicidade pela associacdo do
teor magnético nos nanossistemas. Entretanto a toxicidade de NP se modifica apds 30 dias em
solugdo, indicando a provavel instabilidade quimica dessas nanoparticulas, possivelmente devido

a maior oxidacdo em solugdo aquosa.
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Estudos ja examinaram a citoxicidade e genotoxicidade de diversos tipos de nanoparticulas
magnéticas com diferentes coberturas e de forma geral identificaram auséncia ou baixa
citotoxicidade para concentragdes abaixo de 100 pug/mL. Além disso a toxicidade dependente de
fatores como tipo de cobertura e seus produtos apds sua degradacdo, composicdo quimica do
meio de cultivo e estado de oxidacdo do ferro. Um conhecido mecanismo associado a toxicidade
de nanoparticulas de 6xidos de ferro é pela liberago de ferro livre na forma de Fe** que pode
atravessar a membrana mitocondrial e reagir com perdxido de hidrogénio e oxigénio produzindo
radicais livres (SINGH et al., 2010; ZALOGA et al., 2015).

No trabalho de ZALOGA et al., (2015), as propriedades fisico quimicas de nanoparticulas
magnéticas mantidas de 4 a 45 °C por 12 semanas resultou na constatacao de que, apesar da nao
observacdo de modificacGes de tamanho e carga da particula, a magnetizacdo e estado oxidativo
das particulas se alterou ao longo do tempo, afetando também a sua interacdo com células de
linfoma de células T, de forma semelhante ao observado no presente estudo. Desta forma,
indica-se que ao avaliar a estabilidade de nanossistemas magnéticos, tente-se caracterizar o
estado oxidativo e a citotoxicidade ao longo do tempo, uma vez que ela pode se alterar pela
modificacdo quimica dos componentes.

A captacdo de AICIFt pelos nanossistemas diferiu entre as linhagens tanto quanto a
intensidade quanto ao perfil de incorporacdo. Apesar do macréfago ter um papel endocitico
mais pronunciado que a célula A549, a célula A549 apresenta diametro médio de 10 — 14 um
(JIANG; SHEN; PIAO, 2010) e a célula RAW 264,7 4 — 5 um (WILHELMI et al., 2013). Desta forma, a
superficie das membranas disponivel para interagir com os nanossistemas difere em ~2,6 vezes,
possivelmente explicando a diferenca entre as intensidades observadas.

Citometria de fluxo ja foi descrita como interessante aliada ao estudo de captacdo de
particulas de diferentes tamanhos pela consequéncia nas modificacgbes de tamanho e
granulosidades consequentes da exposicdo a nanossistemas (MUTZKE et al., 2015). Desta forma,
a auséncia de diferenca na andlise do tamanho e morfologia das células apds exposicdo aos
nanossistemas, indica que a captacdo de AICIFt em ambos os nanossistemas é na forma de
nanoemulsdo ndo magnética (presente tanto em NE-Ft como em NE-MAg-Ft) uma vez que uma
mudanca na morfologia é esperada para a captacdo de particulas rigidas como a de dxido de

ferro (ZUCKER et al., 2010).
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Tentativas de identificacdo da via de entrada na célula pelo uso de citometria de fluxo de
NE-Ft e NE-MAG-Ft pela inibigdo das vias mais comuns de endocitose, ndo foram conclusivas uma
vez que todos os inibidores permitiram a entrada de AICIFt sem diferenga significativa ao
encontrado nas células ndo inibidas.

A técnica de microscopia confocal foi utilizada para confirmar a captacdo de AICIFt pelas
células A549 e RAW 264,7. Outros trabalhos com nanossistemas contendo AICIFt demonstram
resultados semelhantes de distribuicdo celular ao encontrado no presente estudo em diversas
células: distribuicdo estritamente citosélica, com maior concentra¢cdo préxima ao nucleo, com
possivel indicativo de localizacdo no reticulo endoplasmatico (MIJAN et al., 2014; MUEHLMANN
et al., 2014, 2015). Neste trabalho, tentativas de colocalizar marcadores de reticulo
endoplasmatico com AICIFt ndo foram bem sucedidas pela dificuldade de obter adequada
marcacdao somente do reticulo endoplasmatico, portanto a localizagdo vesiculas nao foi
confirmada.

N3o obstante, estudos que demonstraram o direcionamento de moléculas para o reticulo
endoplasmatico, como o elegante estudo que descreve o direcionamento da particula viral nao
encapsulada SV40 (PELKMANS; KARTENBECK; HELENIUS, 2001), ou o direcionamento das toxinas
Shiga e colérica (RAJENDRAN; KNOLKER; SIMONS, 2010), ressaltam a importancia da via de
endocitose dependente de caveolina para a entrega reticular.

Nos grandes aglomerados observados no microscépio confocal, ndo foi possivel identificar
fluorescéncia compativel com a observada para AlCIft, indicando que parte dos componentes
magnéticos podem nado estar associados a nanoemulsdo, independentemente da remocgdo
magnética ou por centrifugacdo gerar pellets com coloracdo condizente a associacao de AlCIFt.

Foi realizada terapia fotodindmica de A549 e RAW 264,7 e confirmada eficiéncia
terapéutica ja reportada para nanoemulsdes de éleo de ricino e cremophor contendo AICIFt
(MUEHLMANN et al., 2015). Para as linhagens testadas no presente estudo, o CC50 com uso da
terapia fotodinamica foi ainda mais baixo do que o ja descrito para as células de epitélio mamario
humano (MCF10A) e adenocarcinoma mamario humano (MCF7), 1,6 e 3,3 ng/mL,
respectivamente, utilizando mesma fluéncia (25,3 J/cm2 no presente estudo, e 25,9 J/cmZ no

trabalho de (MUEHLMANN et al., 2015). A grande semelhanca dos resultados obtidos apds a
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terapia fotodindmica com NE-Ft e NE-MAG-Ft indica que a associacdo do teor magnético a
nanoemulsdo nao prejudicou a eficacia terapéutica ja estabelecida da nanoemulsao.

O protocolo para a marcagao de nanoparticulas de éxido de ferro com galio-67 foi adaptado
de relatos prévios (BURKE et al., 2014)(BURKE et al., 2015) e confirmou a capacidade do galio de
intercalar de forma estavel na matriz cristalografica do 6xido de ferro. Dentre as adaptacdes
necessarias para otimizacao da marcagao, a diminui¢do da concentracao do acetato de sédio de
0,2 para 0,05 M permitiu maior recuperacdao de NP marcada, uma vez que foi observada menor
precipitacdo e agregacao na presenga de menos sal, condi¢do ja descrita para melhor estabilidade
de NPs ndo funcionalizadas (PFEIFFER et al., 2014). A radiomarca¢do com gdlio da nanoparticulas
magnética permitiu usar a técnica de alta sensibilidade de tomografia computadorizada por
emissdo de féton unico.

A detencdo de fétons Unicos pela técnica resulta em desvantagens na resolugcdo e
sensibilidade em comparacdo com a técnica de tomografia por emissdo de podsitrons (PET). A
acuracia da quantificacdo de tracadores é um desafio uma vez que atenuacdo decorrente da
profundidade tecidual e a desfocagem do colimador ndao permitem a corre¢ao nas imagens, a ndao
ser em equipamentos mais recentes (CHEN, DELPHINE L.; KINAHAN, 2014), aos quais ndo se teve
acesso no presente estudo. Por esse motivo uma verificagdo qualitativa da distribuicdo do galio
foi feita pelo SPECT e, no final de 72 h, os érgdos foram analisados em contador de raios gamma,
de alta sensibilidade e resolucao.

No estudo da técnica de SPECT somente dois animais puderam ser utilizados para cada
nanossistema, o que diminui o significado estatistico dos resultados, mas foram discutidos
independentemente do numero de animais. Ndo obstante, com a radiomarcacdo de NP, foi
possivel analisar a dinamica diferenciada dos nanossistemas e entender como se comportou o
teor magnético das nanoemulsdes magnéticas.

O observado qualitativamente no SPECT e quantitativamente no contador de raios gamma
condiz com o esperado para nanomateriais: intensa captacao pelo figado. A rede sinusoidal por
onde o sangue passa ao percorrer figado, de frenestracées de 100 a 150 nm onde se encontram
as células de Kupffer, ja foi descrita como responsavel pela captagao de 30 a 99% de
nanomaterias administrados pela via endovenosa (ZHANG, YI-NAN et al., 2016). A observacdo de

galio no baco indica a presenca de nanossistemas neste 6rgao, o que é esperado devido ao
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importante papel no baco no sistema fagocitario mononuclear (MOGHIMI; HUNTER; ANDRESEN,
2012).

Apesar do grande interesse médico e cientifico pelo uso de nanossistemas para aumentar a
meia vida e direcionamento ao tecido alvo de farmacos, uma grande barreira a ser vencida é a da
opsonizagao e consequente remog¢ao pelo sistema fagocitario mononuclear, e vencer esta
barreira é a meta de um numero crescente de estudos (BLANCO; SHEN; FERRARI, 2015).

Para o preparo de NP-Ga-67 e NE-MAG-Ft houveram diferentes etapas de manipulacdo dos
nanossistemas: uma vez tendo realizada a marcacdo da NP com gdlio, para ambos os
nanossistemas ocorre a filtracdo para remocao do galio livre. Para NP-Ga-67, ocorre em seguida a
sua dispersdo direta em tampao fosfato enquanto que para preparo de NE-MAG-Ft, se utiliza
etapas de agitacdo magnética e ultrassbnicacdo antes da obtencdo do nanossistema final. A
diferenca da radioatividade detectada na bexiga entre os animais injetados com NP e NE-MAG-Ft
pode ser devido a manipulacdo diferenciada das amostras uma vez que as etapas de agitacdo
magnética e ultrassénicacdo podem ter removido galio livre da suspensdo no preparo de NE-
MAG-Ft. O gdlio que chega a bexiga, precisa passar pela filtracdo glomerular que permite a
passagem de estruturas com tamanho maximo de 6 nm, indicando que o detectado apds 2 h na
bexiga, seja galio livre, que tem conhecida distribuicdo para a bexiga (BALL et al., 2013;
CHITAMBAR, 2012). Outra hipdtese é que a nanoemulsdo pode ter tido um papel importante na
prevencao da liberacdao de galio de NP, apesar de tanto NP-Ga-67 quanto NE-MAG-Ft-Ga-67
terem se mostrado estdveis em condicdes que simulam o ambiente fisiolégico (37°C em tampéo
fosfato pH 7,2) por até 48 h.

A quantificacdo ex vivo permitiu identificar que ~45% da atividade inicial de NP-Ga-67 ndo
foi observada nos érgaos analisados no tempo de 72 h, enquanto que a atividade inicial de NE-
MAG-Ft-Ga-67 foi identificada mesmo apds 72 h. Como a atividade da dose inicial é quantificada
em calibrador de dose e a quantificacdo apds 72 h é realizada em contador de raios gamma (apds
normalizagdo da atividade pelo decaimento no tempo decorrido desde atividade inicial). E
possivel que a conversdao nao tenha sido exata e justifique a atividade encontrada de 113%. A
normalizacdo do encontrado apés 72 h pelo peso dos tecidos indica a concentragdo observada
nos 6rgdos. Para o observado no baco, apesar da baixa % dose identificada neste drgdo, ap6s a

normaliza¢do por grama de tecido, observa-se concentra¢do apenas duas vezes menor do que a

125



encontrada no figado para ambos os nanossistemas, reforcando o papel também deste érgdo no
sistema fagocitario mononuclear (MOGHIMI; HUNTER; ANDRESEN, 2012).

A diferenca estatistica entre o observado para o figado apds a administracao de NP e NE-
MAG-Ft, indica o possivel papel da associacdo da nanoemulsdo a NP (NE-MAG-Ft) na maior
captura por este 6rgdo. O encontrado ndo corrobora com o esperado, uma vez que a maior carga
superficial e irregularidade de NP, indicariam maior potencial para capta¢do deste nanossistema
pelos macréfagos (BLANCO; SHEN; FERRARI, 2015). Entretanto, ja foi observado que a
heterogeneidade de nanossistemas (ADJEI; PEETLA; LABHASETWAR, 2014; OGURA et al., 2016),
afeta a biodistribuicdo dos mesmos, indicios de que talvez a fracdo ndo magnética de NE-MAG-Ft
tenha levado a maior opsoniza¢do de NE-MAG-Ft.

Pela técnica de Imageamento de fluorescéncia, o sinal de AICIFt pode ser observado nos
orgdos e sua analise ao longo do tempo indicou a dindmica bioldgica de AICIFt. Tentativas de
obter imagem da biodistribuicdo de AICIFt in vivo ndo foram bem-sucedidas devido a intensa
autofluorescéncia da pele e pelos dos animais, resultando na andlise ex vivo dos 6rgdos de
interesse. Além disso, j& é bem relatado na literatura a grande diferenca entre o sinal de
fluorescéncia in vivo e ex vivo de érgdos por técnicas de fluorescéncia por imagem. Nos rins, a
diferenca da intensidade do sinal detectado ex vivo chega a ser 25-30 vezes maior do que o sinal
detectado in vivo (WILLIAMS et al., 2015).

De forma semelhante ao encontrado pela técnica de SPECT, a localizacdo de ambos os
nanossistemas no figado foi significativa em todos os tempos analisados e é justificada pela
fagocitose realizada pelas células de Kupffer do sistema fagocitario mononuclear. Uma limitacao
desta técnica é que ndo é possivel quantificar a intensidade observada e consequentemente
afirmar % dose/ 6rgdo (EVJEN et al., 2012). Entretanto, proporcionalmente aos demais drgdos, o
encontrado por esta técnica no pulmao e nos rins foi mais expressivo do que o encontrado pela
técnica de SPECT. O valor médio do sinal encontrado nos tempos analisados apresenta relacdo
figado:pulmao e figado:rim de aproximadamente 2,3:1 e 4,6:1, respectivamente, para ambos os
nanossistemas, indicando maior deteccdo da dose no pulmao e rins por esta técnica.

A distincdo entre o observado pelas técnicas de SPECT e de fluorescéncia por imagem
atribui-se as diferentes populacdes presentes nas nanoemulsdes magnéticas do presente estudo.

Como existe um numero maior de nanoemulsdes ndo magnéticas compondo os nanossistemas
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NE-MAG e NE-MAG-Ft, a distribuicdo observada pelas técnicas que analisam a fluorescéncia de
AICIFt, devem representar mais as unidades ndo magnéticas do que as magnéticas. Isso é
corroborado pela semelhanga na distribui¢cdao entre o observado para NE-Ft e para NE-MAG-Ft,
tanto para a técnica de fluorescéncia por imagem, quanto por CLAE.

Tanto em estudo da biodistribuicdao de nanoemulsdao contendo doxorrubicina, quanto em
estudo de biodistribuicdo de nanoemulsdo com o alcaloide licobetaina (lycobetaine), foi
observada intensa concentracdo (normalizada por grama de tecido) nos rins (ZHANG, XUANMIAO
et al., 2011; ZHAO et al., 2013), indicando possivel papel dos rins na retengdao de nanoemulsdes.
A quantificacdo nos rins sé foi pronunciada em relacdo aos demais 6rgdos pela técnica de
cromatografia liquida. Por esta técnica ndo depender da fluorescéncia de AICIFt no organismo, é
possivel que a AICIFt presente nos rins esteja na forma de agregados, com perda de intensidade
de fluorescéncia em relagdo a técnica de fluorescéncia por imagem.

O mesmo pode ser interpretado para o observado no baco uma vez que pela técnica de
fluorescéncia por imagem a detecc¢do neste érgao foi residual, enquanto que por cromatografia
liquida foi o 6rgdo com a maior concentracdo de AICIFt em todos os tempos estudados. A
disparidade entre o observado é um problema ja conhecido da técnica de fluorescéncia de nao
apresentar intensidade linear em ambientes hidrofilicos devido ao “self-quenching” de
fluoréforos em altas concentracoes (WANG, YU et al., 2013).

Vale ressaltar que pela técnica de fluorescéncia por imagem, ndao é possivel quantificar
AICIFt, tampouco normalizar pela dose inicial administrada aos animais; e pela técnica de
cromatografia liquida, a dose total identificada nos d&rgdaos analisados representou
aproximadamente 15% do inicialmente administrado. Desta forma, apesar da propriedade
analiticamente quantitativa da cromatografia liquida, a baixa recuperacdao da dose pode ser
devido a distribuicdo de AICIFt para érgdos ndo analisados ou devido a baixa recuperag¢ao na
extracdo (apesar do método ter apresentado recuperacdo adequada quando validado para

cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia).
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5. CONCLUSOES

Foi desenvolvida uma nanoemulsdo magnética contendo o fotossensibilizante AICIFt. A
caracterizacgdo fisico-quimica, indica que as propriedades Opticas de AICIFt foram preservadas
apos associacdo de elemento magnético ao nanossistema. O nanossistema demonstrou eficiéncia
na terapia fotodindmica de células com uso de LED e concentracdo citotdxica identificada no
presente estudo foi a mais baixa jd encontrada para células tratadas com o mesmo
fotossensibilizante. A andlise da biodistribuicdo por diferentes técnicas permitiu identificar o
comportamento diferenciado dos componentes magnéticos e fluorescentes e que as técnicas de
fluorescéncia por imagem e por cromatografia liquida ndo identificaram a mesma proporcdo de

AICIFt entre os 6rgdos estudados.
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CONCLUSOES GERAIS

O presente estudo teve como objetivo principal ajudar a esclarecer a dindmica da interacao
bioldgica de nanossistemas contendo AICIFt e conclui-se que as trés abordagens utilizadas foram
efetivas na agregacdao de mais informacbes sobre a vasta area da nanomedicina com uso do
fotossensibilizante AICIFt.

Micelas de Pluronic® F127 contendo AICIFt, foram desenvolvidas como modalidade
simplificada de nanossistema e sua efetividade foi estimada. A simplicidade, eficiéncia e
biocompatibilidade das micelas sdao vantagens que indicam um caminho promissor do uso deste
nanossistema. O estudo por espectrometria de massa de AICIFt esclareceu a massa molecular de
AICIFt em solucdo e o método analitico validado indica sua adequabilidade para uso em estudos
de biodistribuigao.

Nanoemulsdao magnética contendo AICIFt teve sua eficiéncia confirmada e o estudo de sua
biodistribuicdo permitiu identificar diferencas decorrentes das vantagens e limita¢gdes do uso de

cada técnica.
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Phthalocyanine derivatives comprise the second generation of photosensitizer molecules employed in
photodynamic therapy (PDT) and have attracted much attention due to their outstanding photosensitiz-
ing performance. Most phthalocyanines are hydrophobic compounds that require association to drug
delivery systems for clinical use. In this study, formulations of Pluronic F127 micelles incorporated with
chloroaluminum phthalocyanine, or else F127[AICIPc, were produced at optimized conditions aiming at
efficient and biocompatible PDT colloidal systems. Absorptionfemission spectroscopies, as well as
dynamic light scattering were performed to evaluate the optimum conditions for the F127 micelle forma-
tion and AICIPc incorporation. The micelles formation was attained with F127 concentrations ranging
from 50 to 150 mg mL~". At these conditions, AICIPc photosensitizer molecules were encapsulated into
the hydrophobic micelle core and, therefore, readily solubilized in physiological medium (PBS pH 7.2).
Encapsulation efficiency of about 90% resulted from different AICIPc concentrations. Identification of
singlet oxygen production by irradiated F127(AICIPc formulations indicated good applicability for PDT.
In vitro tests conducted with A549 human lung carcinoma cell line incubated with the F127/AICIPc
formulations, at different AICIPc loadings, followed by only 18 min of light irradiation (660 nm LED,
fluence of 25.3 Jfem?), showed a cellular damage as high as 90% for rather low dosages of AICIPc
(0.1-5.0 pg mL~"). Further, no cytotoxicity occurred on non-irradiated cells. These findings suggest those
F127/AICIPe formulations are highly promising for PDT applications, since they are easily prepared and
the incubation and irradiation times are significantly shortened.
© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

polymer-drug conjugates [4,5], liposomes [G], emulsions [7.8],
magnetic nanoparticle [9,10] and polymeric micelles [11,12].

Drug delivery systems (DDS) based on colloidal structures have
become an emerging field of interest owing to their outstanding
ability on transporting and delivering drugs, protection against
degradation andfor excretion, and prevention of adverse side
effects of toxic drugs [1,2]. Further, these colloid-based DDS can
provide contrast agents for early diagnoses, delay the release of
their content, and improve the therapeutic efficiency of drugs by
enhancing their water solubility or by delivering them to specific
targets. Examples of such carriers are micro/nanocapsules [3],
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! Present address: Faculty at Malanda Institute of Engineering and Technology,
Guntur, Andhra Pradesh 522438, India.

http://dx.doi.org/10.1016/j.ejpb.2016.03.028
0939-6411/@ 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

In the wide group of colloid-based DDS, a particular interest has
been placed in polymeric micelles, which was first proposed by
Dorn et al. [13]. A promising example is represented by Pluronic,
a class of biocompatible, and non-toxic block copolymers [11].
Pluronic displays a triblock PEO-PPO-PEO structure (PEO: poly
(ethylene oxide); PPO: poly(propylene oxide)), FDA approved,
which is amphiphilic and known to form self-aggregate structures
(micelles) with a hydrophobic PPO core and a hydrophilic PEO cor-
ona (Scheme 1). Pluronic micelles are obtained above a critical
temperature or copolymer concentration as a consequence of the
limited temperature solubility dependence of the PPO block [14].
In this form, the core represents a “cargo holder” for incorporation
of therapeutic or diagnostic agents [11]. When are mixed with
proper amounts of the Pluronic solution hydrophobic drug mole-
cules accumulate into the hydrophobic PPO cores. Meanwhile,
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Abstract

MCF-7 cell spheroids.

strong in vitro photodynamic activity on cancer cells.

breast adenocarcinoma MCF-7 cells, Spheroids

Background: Photodynamic therapy (PDT) combines light, molecular oxygen and a photosensitizer to induce oxidative
stress in target cells. Certain hydrophobic photosensitizers, such as aluminium-phthalocyanine chloride (AIPc), have
significant potential for antitumor PDT applications. However, hydrophabic molecules often require drug-delivery
systems, such as nanostructures, to improve their pharmacokinetic properties and to prevent aggregation, which has a
quenching effect on the photoemission properties in agueous media. As a result, this work aims to develop and test
the efficacy of an AlPc in the form of a nanoemulsion to enable its use in anticancer PDT.

Results: The nanoemulsion was developed using castor oil and Cremophor ELP®, and a monodisperse population

of nanadroplets with a hydrodynamic diameter of approximately 25 nm was obtained. While free AlPc failed to

show significant activity against human breast adenocarcinoma MCF-7 cells in an in vitro PDT assay, the AIPc in
the nanoemulsion showed intense photodynamic activity. Photoactivated AlPc exhibited a 50 % cytotoxicity
concentration (CC50) of 60 nM when applied to MCF-7 cell monolayers and exerted a powerful cytotoxic effect on

Conclusion: Through the use of spontaneous emulsification, a stable AlPc nanoemulsion was developed that exhibits

Keywords: Spontaneous emulsification, Cancer, Drug delivery systems, Third-generation photosensitizers, Human

Background

Photodynamic therapy (PDT), as a cancer-treatment me-
thod, has a series of advantages over approaches such as
surgery, chemotherapy and radiotherapy, as discussed
elsewhere [1-5]. PDT is based on the production of
oxidative species by a photosensitizer (PS), which is a
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molecule capable of converting specific light energy into
chemical potential. In aerobic cells, the photoactivation
of PS by a specific, targeted light source converts triplet
oxygen (°0,) into the strongly oxidative species singlet
oxygen (*0,), thereby triggering oxidative stress [2]. The
oxidative stress has the potential to induce cell death or
a therapeutically significant stress response. Thus, PDT
anticancer mechanisms can include direct induction of
cancer-cell death [6-8], vascular blockage with subse-
quent tumour ischemia [9], and increased immune re-
sponse to tumour antigens [1, 2, 10].

© 2015 Muehlmann et al; licensee BioMed Central. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http//creativecommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly credited. The Creative Commons Public Domain
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