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“It doesn’t matter how beautiful your
theory is, it doesn’t matter how smart
you are. If it doesn’t agree with expe-

riment, it’s wrong.”

Richard Phillips Feynman
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Resumo

As fototerapias tém se mostrado como uma abordagem promissora frente as te-
rapias convencionais para o tratamento do cancer. O presente estudo teve como objetivo
produzir e avaliar a eficdcia de acao da plataforma de nanofolhas de 6xido de grafeno car-
boxilado associadas ao azul de metileno (NanoGO-AM) no uso das terapias fotodinamica
(TFD) e fototérmica (TFT) combinadas contra modelo de carcinoma mamadrio murino
ortotdpico singeénico. In vitro, NanoGO-AM apresentou producao de espécies reativas de
oxigénio (EROs) ap6s irradiagao com luz de LED de 660 nm, e aumento de temperatura
de 35,6 ° C seguido de irradiacao com luz de laser. Os ensaios In vivo demonstraram
um efeito aditivo obtido por NanoGO-AM com uso das TFD/TFT combinadas, que pro-
moveram a ablagao completa do tumor em 5/5 camundongos portadores de tumores de
células 4T1-Luciferase. Até 30 dias apds o ultimo tratamento, nao houve recidiva do tu-
mor comparado aos grupos de TFD ou TFT apenas, que apresentaram bioluminescéncia
tumoral 63 vezes maior que o grupo de tratamento para TFD/TFT combinadas. Estudos
histolégicos confirmaram que as terapias combinadas foram capazes de prevenir o cres-
cimento tumoral e as metédstases no figado, pulmao e bago. Todos os dados sugerem o
potencial de NanoGO-AM no tratamento de cancer de mama e prevencao de metastases.
Na segunda parte do estudo, utilizou-se o cloreto de ftalocianina de aluminio (AICIFt), que
¢ um fotossensibilizador hidrofébico com alto rendimento quantico de oxigénio singleto. A
combinacao de nanofolhas de 6xido de grafeno com AlICIFt resultou em um dispositivo no
qual o fotossensibilizador e o agente fototérmico estao em uma nica nanoestrutura com
potencial para uso em terapias combinadas. As nanofolhas de éxido de grafeno (NanoGO)
foram produzidas a partir do método de Hummers tradicional e AICIFt foi adsorvido a sua
superficie. Sob irradiacao para TFD, NanoGO-AICIFt apresentou consideravel producao
de ERO em ambiente bioldgico. Células normais e tumorais (humanas e murinas), como
MCF-7 (carcinoma mamario humano), MCF-10A (células normais de mama humana),

4T1-Luciferase (carcinoma mamério murino bioluminescente) e NIH/3T3 (célula de fibro-



blasto de embriao de camundongo) foram tratadas com NanoGO-AICIFt e irradiadas para
TFD, TFT ou TFD/TFT combinadas. Houve uma redugao significativa na viabilidade
das células tumorais de até 90%, mostrando o potencial da plataforma NanoGO-AICIFt
em produzir danos celulares irreversiveis em células de carcinoma de mamario humano
e murino. Os ensaios in vivo com camudongos portadores de tumor de células 4T1-
Luciferase demonstraram a eficiéncia do NanoGO-AICIFt na mediagao da ablagao parcial

do tumor e na prevengao da progressao tumoral com o uso da TFD/TFT combinadas.

Palavras-chave: Terapia fotodinamica, Terapia fototérmica, Oxido de grafeno,
Corante fotossensibilizador, Azul de metileno, Cloreto de aluminio ftalocianina, Biolumi-

nescéncia, Regressao tumoral e Prevencao de metastase



Abstract

Phototherapies have been shown as a promising alternative to the conventional
therapies for cancer treatment. The present study aimed to prepare and use the nano-
graphene oxide carboxylated-methylene blue platform (NanoGO-MB) to promote tumor
ablation using combined photodynamic (PDT) and photothermal (PTT) therapies against
a syngeneic orthotopic murine breast cancer model. In vitro, NanoGO-MB presented re-
active oxygen species (ROS) production after LED light irradiation, and a temperature
increase of approximately 40 °C followed by laser light irradiation. In wvivo assays de-
monstrated an additive effect obtained by NanoGO-MB with the combined PDT/PTT
therapies, which promoted complete tumor ablation in 5/5 4T1- Luciferase tumor-bearing
mice. Up to 30 days after the last treatment, there was no tumor regrowth compared with
PDT or PTT only groups, which displayed tumoral bioluminescence 63-fold higher than
the combined PDT/PTT treatment group. Histological studies confirmed that the com-
bined therapies were able to prevent tumor growth and liver, lung, and spleen metastasis.
All data suggest the potential of NanoGO-MB in the treatment of breast cancer and me-
tastasis prevention. In the second part of the study, it was used aluminum phthalocyanine
chloride (AlPc), which is a hydrophobic photosensitizer with a high singlet oxygen species
quantum yield. The combination of nanographene oxide and AlPc resulted in a device
which the photosensitizer and the photothermal agent are in a single nanostructure with
potential for use in the combined therapies. Graphene oxide nanosheets (NanoGO) were
produced from a traditional Hummers method and AlPc was adsorbed on its surface.
NanoGO-AlPc upon irradiation for PDT therapy displayed considerable ROS production
in a biological environment. Normal and tumor cells (human and murine), as MCF-7 (hu-
man breast carcinoma cells), MCF-10A (human breast normal cells), 4T1-Luc (murine
mammary tumor bioluminescent cells) and NIH/3T3 (murine embryo fibroblast cell) were
treated with NanoGO-AlIPc and irradiated for single PDT or single PTT and combined
PDT/PTT therapies. There was a significant decrease in tumor cells viability of up to



90% showing the potential of platform NanoGO-AlPc in produce irreversible cell damage
in human and murine breast carcinoma cells. In vivo assays with 4T1-Luc tumor-bearing
mice demonstrated the efficiency of NanoGO-AlPc in mediating partial tumor ablation

and preventing tumor progression with PDT and PTT combined therapies.

Keywords: Photodynamic therapy, Photothermal therapy, Graphene oxide, Pho-
tosensitizer dye, Methylene blue, Aluminum phthalocyanine chloride, Bioluminescence,

Tumor regression and Metastasis avoidance
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1 Introducao

O cancer de mama ¢ o tipo de cancer mais comum entre as mulheres e apresenta
taxas crescentes de incidéncia e de mortalidade no mundo [1,2]. Os tratamentos con-
vencionais para esta doenca consistem em cirurgia, radioterapia, quimioterapia, terapia
hormonal e imunoterapia, que oferecem riscos de dano aos tecidos sadios ou erradicacao
incompleta das células malignas. Nesse sentido, torna-se necessaria a busca por novas mo-
dalidades terapéuticas capazes de promoverem um melhor tratamento dessa doenga [3,4].
As terapias combinadas podem alcancar melhores resultados na erradicacao do tumor ao
se ter a soma dos seus efeitos terapéuticos individuais em um tnico dispositivo de tra-
tamento [5-7]. As terapias fotodinamica (TFD) e fototérmica (TFT) tém se destacado
como promissoras alternativas terapéuticas no tratamento de diversos tipos de cancer
devido a sua especificidade e potencial citotéxico [8-10]. A TFD utiliza-se de um fotos-
sensibilizador (FS), oxigénio presente nos tecidos e células, e luz em um comprimento de
onda especifico. Esta triade é entao capaz de gerar espécies reativas de oxigénio e induzir
efeitos téxicos as células e tecidos-alvo [9]. A TFT faz uso de um agente fototérmico
que ao absorver luz de comprimento de onda especifico é excitado e, por meio de decai-
mento nao radioativo, dissipa a energia absorvida na forma de calor [5,11]. Esse calor
induz ao aumento da temperatura localmente, causando dano celular irreversivel devido

a desnaturacao das proteinas e acido desoxirribonucleico (DNA) [9,12].

Intimeros FS tém se destacado para aplicagao na TFD. Dentre eles, o azul de
metileno (AM), que é um corante de fenotiazina atéxico e barato. Devido a sua forte
absor¢ao de banda larga de luz vermelha, ele possui forte eficiéncia fotodinamica [13,14]. O

F'S de segunda geracao cloreto de aluminio ftalocianina também destaca-se pela absorcao
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na regiao do infravermelho préximo e elevado potencial fotodinamico. No entanto, quando
em meio aquoso, a sua hidrofobicidade atrapalha tanto a sua administracao, quanto a
sua capacidade em produzir espécies reativas de oxigénio pela formagao de aglomerados
[15-17].

A terapia fotodinamica mediada pelos FS azul de metileno e cloreto de aluminio
ftalocianina induz danos teciduais por gerar oxigénio nas formas singleto ou tripleto, os
quais apresentam alta reatividade por uma variedade de estruturas e componentes celu-
lares [9,13,15,16,18]. Para o direcionamento do FS para sitios especificos em sistemas
biolégicos, tem-se como alternativa o seu carreamento em formulagoes nanoestrutura-
das. FEssa estratégia permite um maior nivel de absorcao do FS em células tumorais,
além de minimizar sua degradacao dentro do organismo antes que o sitio-alvo seja atin-
gido [5]. No entanto, a utilizacao de nanocarreadores deve obedecer a certas condigoes,
como: biocompatibilidade e preservacao das caracteristicas originais dos FS vetoriza-
dos [19]. Grafenos tém sido propostos como bons materiais para associagao e entrega de
farmacos, tais como agentes anticancer [20]. A incorporacao do azul de metileno e cloreto
de aluminio ftalocianina as nanofolhas de éxido de grafeno, poderia protege-los contra a
degradagao, agregacao, preservar sua eficiéncia fotodinamica e regular sua liberacao em

sistemas bioldgicos.

A presente Tese teve como objetivo a formulacao de nanofolhas de oxido de
grafeno caboxilado (NanoGO carboxilado) associadas ao azul de metileno (AM) e na-
nofolhas de déxido de grafeno (NanoGO) associadas ao cloreto de aluminio ftalocianina
(AICIFt). Além de avaliar a possivel eficicia do AM ou AICIFt em promoverem fototoxi-
cidade quando associados a essas nanofolhas para aplicacao nas terapias fotodinamica e
fototérmica combinadas em estudo in vitro e in vivo. Para tal, foram utilizadas células de
linhagem murina e humana, como as linhagens murinas tumorais (4T1 e 4T1-Luciferase)
e nao-tumoral (NIH/3T3), e também as linhagens celulares humana nao-tumoral (MCF-
10A) e tumoral (MCF-7). Ademais, para a realizagdo do estudo in vivo também foram
utilizados camundongos fémeas BALB/c para indugao tumoral ortotépica com células da

linhagem 4T1-Luciferase de carcinoma mamario murino bioluminescente.

p. 2de 146
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1.1 Referencial Teorico

1.1.1 Cancer

Cancer é um grupo de doencas caracterizado pelo crescimento e espalhamento
descontrolado de células anormais [21]. Esse comportamento é atribuido a multiplas al-
teracoes na expressao génica levando a desregulacao no balango de proliferacao e morte
celular [22]. O cancer evolui para uma populacao de células capazes de invadir tecidos
e provocar metastase em tecidos distantes. Essas células alteradas podem se multiplicar
e formar nédulos ou massas de tecido, os chamados tumores. As caracteristicas que di-
ferenciam um cancer maligno de um tumor benigno, sao a capacidade de invadir tecidos
adjacentes, se espalhar para linfonodos locais, vasos linféticos e/ou corrente sanguinea e
provocar metdstase em 6rgaos distantes do corpo [22,23]. Em muitos casos, as causas
do cancer nao sao definidas, mas fatores endégenos — defeitos no sistema imune, here-
ditariedade, predisposicao genética — e exdgenos — radiagao e substancias quimicas no

ambiente — desempenham papéis importantes [1].

O cancer é a principal causa de morte nos paises desenvolvidos e a segunda
principal causa de morte nos paises em desenvolvimento, apds as doencas cardiovasculares,
devido ao diagndstico tardio [21]. Nos Estados Unidos da América (EUA), uma em cada
quatro mortes é devida ao cancer. O cancer é também a segunda principal causa de
morte no mundo, ficando atras apenas das doencas cardiovasculares. Foram estimados
1.688.720 e 596.070 novos casos de cancer em 2017 para os EUA e em 2016-2017 para o

Brasil, respectivamente [1,24].

1.1.2 Carcinoma Mamario

Cada mama humana consiste entre 15 a 20 glandulas ttibulo-alveolares compostas,
cuja fungao é produzir e secretar o leite. O tipo mais comum de cancer de mama é
o carcinoma ductal, tendo como origem as células epiteliais dos ductos mamarios. O
carcinoma lobular, que tem origem no tecido conjuntivo dos lobos ou lébulos mamarios,
pode ser encontrado em ambas as mamas [25]. O cancer de mama é um dos tipos de

cancer mais incidentes no mundo, correspondendo a cerca de 25,2% dos casos, e o mais
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comum entre as mulheres [24].

A deteccao precoce da doenca é considerada um fator-chave para as taxas de
sobrevida [12,26]. As taxas de mortalidade pelo cancer de mama continuam elevadas
no Brasil, possivelmente devido a diagndsticos e tratamentos tardios da doenca [24]. Os
tratamentos convencionais para o cancer de mama consistem em cirurgia, radioterapia,
quimioterapia, terapia hormonal e imunoterapia [8]. A aplicagdo de cada um dos tra-
tamentos depende do estégio de desenvolvimento e localizacao do tumor e, em muitos
casos, ocorre a combinagao de mais de uma modalidade [3]. Esses métodos, apesar de
apresentarem bons prognésticos ao paciente, oferecem riscos de danos aos tecidos sadios
ou erradicacao incompleta das células malignas [3]. As terapias convencionais, que por ve-
zes sao acompanhadas de efeitos adversos, podem ser mutilantes, debilitantes e suscitam

a procura por novas metodologias de tratamento para o carcinoma mamario [3,25].

1.1.3 Nanotecnologia e Modalidades Terapéuticas Alternativas

Técnicas convencionais de tratamento para o cancer como cirurgia, radioterapia e
quimioterapia apresentam inimeras limitagoes e tém se mostrado pouco eficazes na total
remocao do tumor. E, apesar dos avancos que vém sendo feitos nessas metodologias, a
busca por métodos mais eficazes permanece e inspira o desenvolvimento de novas tera-
pias [8]. Dentre as possiveis abordagens, as que baseiam-se em nanotecnologia oferecem
tratamentos potencialmente locais e direcionados, com reducao dos efeitos colaterais, das
doses administradas e melhora da vida do paciente [12]. Diversos nanomateriais ou na-
nossistemas estao disponiveis para uso, como: nanoparticulas de ouro, nanoparticulas
poliméricas, lipossomas, micelas, nanoparticulas magnéticas e nanoemulsoes [12,15,27].
Os nanossistemas podem ser modificados para apresentarem mais de uma caracteristica
de interesse como: entrega de farmacos, propriedades fotodinamicas e fototérmicas, dando
origem a uma plataforma multimodal [5,16]. Nessa nova abordagem, duas ou mais modali-
dades terapéuticas sao combinadas para a obtenc¢ao de um efeito sinérgico ou combinado,
de modo a aumentar e melhorar a eficicia anticancer [28,29]. As fototerapias podem
ser descritas como modalidades terapéuticas nao invasivas, as quais envolvem o uso de
luz visivel. Estas técnicas tém inumeras vantagens, tais como, controlabilidade remota

e maior especificidade. Isso pois o F'S ou o agente fototérimco esta confinado na regiao
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a ser tratada e apenas a regiao tratada recebe a irradiagao, resultando em uma baixa

toxicidade sistémica [5,30,31].

1.1.4 Terapia Fotodinamica (TFD) e Terapia Fototérmica (TFT)

A TFD surgiu como uma modalidade promissora de terapia contra o cancer nos
ultimos anos [9,32]. A TFD envolve a combinacao de trés componentes: fotossensibili-
zador, luz de comprimento de onda especifico e o oxigénio presente nos tecidos e células.
Juntos, estes trés elementos induzem efeitos téxicos aos tecidos e células-alvo com base na
produgao de espécies reativas moleculares dependentes de oxigénio (ERO) [9, 18,30, 32].
A luz visivel é utilizada para estimular os F'S para um estado eletronicamente excitado.
A energia do estado excitado é entao transferida para o estado fundamental do oxigénio
molecular para gerar uma forma altamente oxidante de oxigénio conhecido como oxigénio
singleto (*O3). Este tem um tempo de vida curto (<0,04 microsegundos) e um pequeno
raio de acao em sistemas biolégicos, menor do que 0,02 pm, reforcando mais uma vez a
alta especificidade [33]. O estado tripleto do oxigénio (*05) também pode ser produzido,
sendo este um estado eletronicamente excitado mais estdvel e de longa duragao [9]. Es-
sas formas geram danos a biomoléculas na sua vizinhanca proxima, incluindo lipideos,
proteinas e acidos nucléicos, o que resulta em baixa toxicidade sistémica [30]. Portanto, a
eficiéncia da TFD é determinada pela eficiéncia na produgao de oxigénio singleto/tripleto,
que sao produtos da eficdcia do F'S, das caracteristicas da luz (intensidade e comprimento

de onda) e da concentragao de oxigénio no tecido ou sitio alvo [9,13,32].

A TFT é menos invasiva do que radioterapia, quimioterapia e cirurgia [34]. Na
TFT, o agente fototérmico absorve luz de comprimento de onda especifico e dissipa a
energia absorvida por meio de um decaimento nao radioativo, o qual induz o aumento da
temperatura local, causando dano celular irreversivel, pois ha desnaturacao das proteinas,
DNA e coagulagao do tecido [12]. A luz visivel de infravermelho préximo (IVP) utilizada
nesta técnica, além de maior poder de penetracao tecidual, tem janela terapéutica cor-
respondente ao comprimento de onda que é minimamente absorvido pela agua, sangue
e tecidos moles. Isso evita a excitacao de compostos enddgenos que podem produzir

autofluorescéncia [34, 35].
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As fototerapias tém como limitacao o poder de penetracao da luz utilizada para
irradiacao. Com isso, é necessaria a escolha adequada de F'S ou agentes fototérmicos que
absorvam no comprimento de onda de maior penetragao nos tecidos e que possuam uma
alta capacidade de producao de 'O,. Diversos tipos de canceres vém sendo tratados com
as fototerapias [9,14]. Neste trabalho, o modelo tumoral escolhido para estudo foi o cancer

de mama por ser um carcinoma superficial e de facil irradiagao.

1.1.5 Azul de Metileno-AM

Um FS ideal para TFD deve cumprir varios critérios. Dentre eles estao a pureza
quimica, a seletividade tumoral, rapida liberacao e acimulo em tecidos-alvo, ativacao em
comprimentos de onda que penetrem profundamente nos tecidos, elevado potencial de
ativagao pela luz e em promover danos em células e tecidos [9,32]. No entanto, esse dano
nao deve ser causado a menos que o F'S seja fotoativado, ou seja, esteja sob irradiagao com
luz de comprimento de onda especifico. Um dos FS tradicionais que tem sido utilizado
para uma variedade de aplicagdes, incluindo TFD, é o azul de metileno (AM) [13], figura
1.

H
e _‘:“‘\\v”N
H:}Cx‘ T ‘
’f' HsCKN T S N,fCHs
CHj | |
CH, CH,
Azul de Metileno Azul de Leucometileno

Figura 1: Azul de metileno e azul de leucometileno, produto da redugao enzimatica de AM.
Retirado de Donovan et al. (2017).

O AM é aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para administragao
oral e intravenosa no tratamento de metahemoglobinemia!. O AM é um corante de
fenotiazina que tem forte absorgao na banda larga de luz vermelha (550-700 nm, A maximo

664 nm) e forte eficiéncia fotodinamica, figura [14]. Devido ao seu elevado rendimento

'Desordem caracterizada pela presenca de meta-hemoglobina no sangue em nivel um pouco mais
elevado do que o normal. Por nao se ligar ao oxigénio, a meta-hemoglobina pode levar a uma injuria
eritrocitédria, anemia funcional, hipéxia, acidose tecidual, cianose e morte [36, 37].
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quantico para geracao de oxigénio singleto (¢= 0,52) e baixa toxicidade, tem sido utilizado
como FS para a TFD em diversos tipos de cancer [31,38,39]. No entanto, associada & sua
hidrofilicidade, o AM apresenta perda de eficiéncia terapéutica apés administracao em
sistemas bioldgicos. O produto da reducao enzimatica de AM, o azul de leucometileno, é

incolor e com eficiéncia fotodinamica insignificante [5,38,40], figura 1.

Um dos obstaculos que limitam a utilizacao de AM e outros FS para aplicagoes
de TFD ¢ a dificuldade na preparacao de formulagoes farmacéuticas que permitam a sua
administragdo sem a perda de eficiéncia fotodinamica [41]. Para o direcionamento do
AM para sitios especificos em sistemas bioldgicos, uma alternativa é o seu carreamento
em formulagoes nanoestruturadas como nanofolhas de 6xido de grafeno. No entanto, a
utilizagao de nanocarreadores deve obedecer a certas condigoes, como biocompatibilidade

e preservacao das caracteristicas originais dos F'S vetorizados [19].

1.1.6 Cloreto de Aluminio Ftalocianina-AlICIFt

Os agentes F'S podem ser classificados como de primeira ou de segunda geracao.
Os FS de primeira geragao eram obtidos a partir do sangue e modificados quimicamente.
Estes compostos da familia das porfirinas, apesar de serem promissores, apresentavam
alta retengao pela pele. As moléculas FS de segunda geragao exibiram uma melhora da
eficiéncia fotodinamica e menor acumulo na pele. No entanto, elas demonstraram elevada

hidrofobicidade e a baixa especificidade por células cancerigenas [15,42].

As ftalocianinas sao FS de segunda geracao reconhecidos pela sua eficiéncia e
forte absor¢ao na regiao do infravermelho préximo (600-800 nm) [16]. Portanto, devido
a sua alta hidrofobicidade, esses compostos sao candidatos ideais para associacao em
sistemas de entrega de farmacos [15]. A administragao de AICIFt em meio aquoso ¢ difi-
cultada pela formagao de aglomerados que interferem diretamente em suas propriedades
fotofisicas, reduzindo o seu potencial na produgao de ERO [16,17]. Além de que, quando
da administracao do AICIFt no organismo, este sofre rdpida eliminacao por fagdcitos

mononucleares [15].

O cloreto de aluminio ftalocianina, com pico de absor¢ao méximo em 670 nm,

destaca-se pela presenca do fon metalico AI** no centro da molécula, figura 2. Existem
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uma variedade de ftalocianinas que diferem pelo tipo de metal inserido na molécula [43,44].

R

AI Cl N

/N
N N
1' -
N

Figura 2: Cloreto de Aluminio Ftalocianina.
E possivel visualizar o elemento aluminio (Al) no centro da molécula de AICIFt. Retirado do sitio da
Sigma-Aldrich (www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/3625307lang=enregi
on=US, acessado em: 13 de outubro de 2017).

1.1.7 Grafeno e Oxido de Grafeno

O grafeno é uma folha bidimensional (2D) de dtomos de carbono em hibridizacao
sp? com a espessura de apenas um atomo [45]. Desde que flocos de grafeno de poucas
camadas foram isolados a partir de flocos de grafite em 2004, o grafeno tem atraido
interesse no campo da ciéncia dos materiais, fisica, quimica, biotecnologia e nanomedicina
[46-50]. Como em outros al6tropos de carbono, ou seja, os fulerenos, nanotubos de
carbono e grafite, o grafeno apresenta uma miriade inica de propriedades quimicas e fisicas
[47]. Devido a esta estrutura de folha, que tem area de superficie de aproximadamente
2630 m2.g !, ele é adequado para o transporte de farmacos por meio da interacao fisica
ou conjugagao quimica [46,51]. Grafenos tém sido propostos como bons materiais para
ligacao e entrega de farmacos, tais como agentes anticancer, no entanto, ele é altamente
hidrofébico [20,45]. Intimeras abordagens para a entrega de farmacos tém sido avaliadas
in vivo e in wvitro [5,46,52]. Para evitar a insolubilidade do grafeno em &gua, ele é
primeiramente oxidado para formar o derivado de 6xido de grafeno (GO), solivel em

agua [53], figura 3.

O GO forma aglomerados em solucoes bioldgicas tamponadas, tais como, meio de

cultura de células ou soro [52]. Esta aglomeragao é, provavelmente, devido as interagoes
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Grafeno Oxido de Grafeno

Figura 3: Esquematizacao do grafeno e do 6xido de grafeno.
A. O grafeno possui uma menor variedade de grupos funcionais e menor solubilidade. B. O 6xido
de grafeno e seus grupos epoxi, hidroxi e acido carboxilico, conferem maior solubilidade e permitem a
associagao de uma variedade de substancias de interesse. Retirado e adaptado de Loh et al, 2010.

que ocorrem com sais e proteinas [5]. As propriedades fisico-quimicas do grafeno e seus
derivados, como os grupos funcionais na superficie, carga, cobertura, tamanho e defeitos
estruturais, sao de extrema importancia para o seu comportamento e desempenho in vitro
e in vivo, bem como a sua toxicidade em sitemas bioldgicos [49]. A funcionalizagao de
GO com polietilenoglicol (PEG) permite aumento da solubilidade em dgua e da estabi-
lidade em sistemas biolégicos [47]. No entanto, uma ligacaio GO-PEG exige uma reagao
quimica entre o PEG e os grupos acido carboxilico do GO. Grupos esses que poderiam
ser utilizados para a ligacdo de moléculas de interesse [5,54]. Os Pluronics sdo uma classe
de copolimeros biocompativeis, aprovados pelo FDA, que apresentam uma estrutura em
tri-blocos [55]. Eles sao formados intercalando-se uma cadeia hidrofilica (poli éxido de
etileno, POE), uma hidrofébica (poli éxido de propileno, POP) e uma hidrofilica nova-
mente [56], resultando em uma cadeia de POE-POP-POE. A interagao desse copolimero
com o NanoGO baseia-se em uma interagao hidrofébica entre a parte hidrofébica do Plu-
ronic com a parte hidrofébica do NanoGO [5]. Folhas de 6xido de grafeno modificadas
com polimeros nao téxicos mostraram-se eficientes como nanocarreadores para o trans-
porte de diversos farmacos dentro do citoplasma das células cancerigenas. Estas folhas
de 6xido grafeno modificadas mostraram-se citocompativeis e também nao apresentaram
qualquer toxicidade aguda significativa apds dose de injecao intravenosa, administracao
oral ou intra-peritoneal em camundongos [52]. Além da minima citotoxicidade e de fun-
cionar como um excelente transportador de farmacos, folhas de grafeno também podem
atuar como agente fototérmico, convertendo luz visivel de infravermelho préximo em calor
de forma eficiente e, com isso, induzir a fotohipertermia nas células-alvo e tecidos circun-

dantes [57]. Existem poucos estudos relatando a entrega de FS hidrofilico mediado por
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NanoGO in vitro e o efeito da entrega de F'S mediado por NanoGO in vivo para avaliar

seu efeito nas TFD e TFT combinadas.

Neste estudo foram realizadas a associagao do azul de metileno as nanofolhas de
oxido de grafeno carboxilado ou a associacao do cloreto de aluminio ftalocianina as nano-
folhas de 6xido de grafeno para o uso em terapias fotodinamica e fototérmica combinadas
para o tratamento de carcinoma mamario humano e murino in vitro. Posteriomente, fo-
ram realizados ensaios in vivo em camundongos fémeas BALB/c portadoras de carcinoma
mamario murino ortotopico singénico empregando as duas nanoplataformas mencionadas,

separadamente, para avaliacao da eficacias das TFD e TFT combinadas.

1.2 Justificativa

O carcinoma de mama ¢é o segundo tipo mais frequente no mundo, sendo mais co-
mum entre as mulheres. A alta agressividade dessa neoplasia, associada ao elevado indice
de diagnostico tardio em paises em desenvolvimento, suscita a busca por modalidades
terapéuticas mais modernas, eficazes e menos invasivas. As plataformas de nanofolhas de
6xido de grafeno associadas ao azul de metileno ou ao cloreto de aluminio ftalocianina po-
dem apresentar baixa toxicidade e serem empregadas, tanto para entrega do F'S hidrofilico
AM ou hidrofébico AICIFt, para o uso em TFD e/ou TFT, com as nanofolhas de éxido de
grafeno como agente fototérmico e carreador. Ainda que tenham sido feitas algumas con-
tribuicoes anteriormente, no estudo de nanoplataformas similares, nao foram realizados
estudos em um modelo tumoral murino ortotépico singénico que mimetiza o carcinoma
mamario humano fase IV, o qual é adequado para se avaliar a eficidcia anticancer de novos

candidatos para o tratamento desse tipo de carcinoma.
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1.3 Objetivos Gerais

Formular nanofolhas de 6xido de grafeno carboxiladas associadas ao azul de me-
tileno e nanofolhas de 6xido de grafeno associadas ao cloreto de aluminio ftalocianina, e
avaliar a sua eficacia na utiliza¢ao como agentes para TFD, TFT e TFD/TFT combinadas

em estudo in vitro e in vivo.

1.4 Objetivos Especificos

e Formular e caracterizar nanofolhas de éxido de grafeno carboxilado associadas ao
azul de metileno (NanoGO-AM) e nanofolhas de déxido de grafeno associadas ao

cloreto de aluminio ftalocianina (NanoGO-AICIFt);

e Analisar as propriedades fotofisicas de AM, AICIFt, NanoGO, NanoGO-AM e NanoGO-
AICIFt, bem como a capacidade de producao de ERO e aumento de temperatura

(fototermia);

e Avaliar a eventual citotoxicidade no escuro de NanoGO, NanoGO carboxilado, AM
e AICIFt em linhagens celulares murinas tumorais (4T1 e 4T1-Luciferase) e nao
tumoral (NIH/3T3), e também em linhagens celulares humanas tumoral (MCF-7)

e ndo tumoral (MCF-10A) mediante diferentes tratamentos e concentragoes;

e Avaliar a possivel fototoxicidade das NanoGO-AM e NanoGO-AICIFt apds irra-
diacdo para as TFD, TFT e TFD/TFT combinadas em células tumorais e nao

tumorais wn vitro;

e Realizar as TFD, TFT e TFD/TFT combinadas, mediadas por NanoGO-AM ou
NanoGO-AICIFt, em camundongos fémeas BALB/c portadoras de carcinoma mamario

murino bioluminescente (4T1-Luciferase) singénico ortotépico;

e Avaliar os possiveis efeitos como remissao tumoral e prevencao de metastase em
camundongos fémeas BALB/c apés tratamentos com NanoGO-AM ou NanoGO-

AICIFt e irradiacao para TFD, TFT e TFD/TFT combinadas.
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2 Materiais e Métodos

2.1 Materiais

Flocos de grafite (0,45 pm), nitrato de sédio, hidréxido de sédio, dcido monoclo-
roacético, permanganato de potassio, acido sulfurico (98%), dcido cloridrico (36-37%) e
peréxido de hidrogénio (30%) foram todos adquiridos da Sigma-Aldrich (MO, EUA) e uti-
lizados como recebidos. Utilizou-se Pluronic F127 (Mw 12.600 g.mol™!) da BASF Corp.
(EUA) sem purificacdo adicional. As células humanas epiteliais normais de glandula
mamaria (Michigan Cancer Foundation-10A, MCF-10A), as células humanas epiteliais
tumorais de glandula mamadria (Michigan Cancer Foundation-7, MCF-7), as quais tém
origem de um adenocarcinoma, e as células epiteliais de carcinoma mamario murino
(4T1) foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, Bra-
sil). Os fibroblastos murinos (NIH/3T3) foram adquiridos da American Type Culture
Collection (ATCC, EUA). As células bioluminescentes 4T1-Luciferase foram obtidas a
partir da cotransfeccao de células 4T1. Foi utilizado o kit Lipofectamine PLUS com o
vetor de controle pGL-3 contendo luciferase de vagalume e o vetor de resisténcia puromi-
cina, pKO-puro, de acordo com o protocolo Invitrogen (USA), no Laboratério de Nano-
biotecnologia da Universidade de Brasilia-UnB. Meios de cultura de células “Dulbecco’s
modified Eagle’s medium” (DMEM) e “Roswell Park Memorial Institute” (RPMI 1640),
soro fetal bovino (SFB) inativado a 55 °C, soro fetal equino, insulina, hidrocortisona,
fator de crescimento epidermal (FCE), toxina colérica, penicilina/estreptomicina, trip-
sina e 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) e solugdo salina tamponada
com fosfato (PBS) foram adquiridos da Gibco (NY, EUA). Etanol absoluto e dimetil-
sulféxido (DMSO) foram adquiridos de Laborclin (Parand, Brasil) e Sigma-Vetec (Sao

Paulo, Brasil), respectivamente. Azul de metileno foi adquirido da Dinamica (Brasil) e
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cloreto de aluminio ftalocianina da Sigma-Aldrich (MO, EUA). Trihidrato de dietildi-
tiocarbamato de sédio (DETC), deferoxamina (DF), 1-hidroxi-3-metoxicarbonil-2,2,5,5-
tetrametilpirrolidina (CMH), 3-carboxy-proxil (CP.) e tampao Krebs HEPES foram com-
prados da Noxygen (Elzach, Alemanha). Toda a dgua utilizada foi do tipo ultrapura (18
MS.cm), fornecido pelo sistema de purificagdo Barnstead T Easypure 7™ 1I da Thermo
Scientific (CA, EUA). A didlise de suspensoes de NanoGO foi realizada com sacos de
didlise de 12 kDa MWCO da Sigma-Aldrich (MO, EUA). Filtros para ultracentrifugacao
Amicon Ultra-15 MWCO 100 kDa foram adquiridos da Millipore (MA, EUA). O cloridrato
de ketamina (100 mg.mL~!, Dopalen) foi obtido da Ceva Satide Animal Ltda (Sao Paulo,
Brasil), enquanto o cloridrato de xilazina (20 mg.mL™!, Coopazine®) foi comprado da
Coopers (Sao Paulo, Brasil). Os experimentos de TFD e TFT foram conduzidos a partir
de dois sistemas de emissao de luz projetados e construidos no Laboratério de Software
e Instrumentacao em Fisica Aplicada da Universidade de Brasilia-UnB. O sistema para
TFD fornece luz de LED de 660 nm e, o sistema para TFT, luz de laser infravermelho

préximo de 808 nm.

2.2 Preparo das Nanofolhas Oxido de Grafeno

A suspensao de 6xido de grafeno (GO) foi obtida pelo método de exfoliacao de
Hummers e Offeman (1958) [58] no Laboratério de Polimeros e Nanomateriais (LabPolN)
do Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia, com o auxilio do professor Dr.
Leonardo Giordano Paterno. A suspensao de éxido de grafeno de tamanho nanométrico
(NanoGO) foi obtida pelo método de ultrassonicagao da suspensao de GO, como reportado
por Zhang et al. (2011) e Gross (2014) [59,60]. Parte da suspensao foi reservada para
estudo com cloreto de aluminio ftalocianina, a outra parte prosseguiu para carboxilagao.
Para a reagao de carboxila¢ao foram misturados 200 mg (0,005 mol) de hidréxido de sédio
e 150 mg (0,016 mol) de acido cloroacético em 10 mL de suspensao de GO na concentragao
de 1 mg.mL~!, conforme descrito por Sahu et al. (2013) [5]. A suspensao foi aquecida a
temperatura de 45 °C, sob agitacao magnética, durante quatro horas para que houvesse
a reacao de carboxilacao. Terminada a reagao, a mistura foi sonicada durante mais duas
horas, para reducao do tamanho das folhas de GO e producao do NanoGO, em sonda

ultrassonica entre 450-500 Watts de poténcia (70% da intensidade do equipamento Q700
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Sonicator, QSonica Llc) no modo pulso (sonda ligada por um segundo e desligada por dois
segundos). Desse modo, houve a prevengao do aumento da temperatura da amostra, além
de também ter sido utilizado um banho de gelo. Em seguida, a suspensao foi neutralizada
por didlise em dgua ultrapura (resistividade de 18,2 MQ.cm a temperatura de 25 °C) com
o auxilio de membrana MWCO de 12.000 Daltons (MWCO, molecular weight cut-off ou
corte de peso molecular) por dois dias. Durante todo o periodo foram realizadas frequentes
trocas de dgua ultrapura, pelo menos duas vezes ao dia, para neutralizar o elevado pH
11 da suspensao. A suspensao foi entao filtrada em membrana com poros de 0,22 um
(Kasvi) para esterilizacao e retirada de aglomerados. Posteriormente, as concentragdes
das suspensoes de NanoGO e NanoGO carboxilada foram determinadas com o auxilio
de espectroscopia UV-Vis em espectrofotometro Lambda 35 UV-vis (PerkinElmer, USA).
Foram produzidas curvas de calibracao em até cinco diferentes diluicoes da suspensao
e a concentracao da suspensao final determinada. A cada nova etapa de filtracao da
suspensao de NanoGO, a concentragao era novamente determinada conforme supracitado.
As nanofolhas de éxido de grafeno foram armazenadas em geladeira a temperatura de 10

°C para futuras caracterizagoes e ensaios biolégicos.

2.3 Associacao de Pluronic F127 as NanoGO

O copolimero nao-i6nico Pluronic F127 (Sigma-Aldrich) foi adicionado (100 mg) a
5 mL de suspensdao de NanoGO (1 mg.mL™!). A suspensio foi incubada & temperatura de
4 °C por 20 minutos para total dissolu¢ao do copolimero e, posteriormente, ultrassonicada
por 30 minutos, como descrito anteriormente. A adsorcao do copolimero a superficie do
NanoGO foi facilitada pela incubacao da suspensao de NanoGO mais Pluronic F127 a 37
°C por 30 minutos. O Pluronic F127 livre presente na suspensao foi removido a partir de
sucessivas ultrafiltracoes de spin a rotagao de 5000 rpm por 15 minutos e a temperatura de
5°C, em centrifuga Heraeus® Multifuge X3R (Thermo Scientific). Foram utilizados tubos
ou unidades de centrifugacao Amicon Ultra-15 com membranas de limite nominal de peso
molecular (NMWL) ou corte de peso molecular (MWCO) de 100 kilodaltons (kDa). Isso
significa que, em uma membrana de ultrafiltracao de 100 kDa, 90% da substancia de peso
molecular de 100 kDa, colocada na parte superior do filtro, sera retida. E os outros 10%

da substancia passarao para o filtrado, resultando na concentracao e dessalinizacao da
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substancia. Apods a ultrafiltracao, foi determinada a nova concentragao da suspensao de
NanoGO a partir de uma curva de calibracao com o auxilio de espectroscopia UV-Vis em

espectrofotometro.

2.4 Associacao dos Fotossensibilizadores as Nanofo-
lhas de Oxido de Grafeno

A associagao do azul de metileno ou cloreto de aluminio ftalocianina ao NanoGO
foi realizada pela mistura de uma solugao aquosa de AM ou uma solugao etandlica de
AICIFt a suspensao de NanoGO sob agitacao magnética. Foram adicionados uma massa
de azul de metileno correspondende a 20% (m/m), no méximo, da massa de grafeno
contida em suspensao. Uma hora apds a mistura, o AM ou o AICIFt livre foram removidos
também por ultrafiltracao de spin a rotacao de 5000 rpm por 15 minutos e a temperatura
de 5 °C. As suspensoes resultantes, chamadas de NanoGO-AM ou NanoGO-AICIFt, foram
armazenadas a temperatura de 10 °C para estudos posteriores. O termo NanoGO-AM
refere-se as nanofolhas de 6xido de grafeno carboxilado associadas ao Pluronic F127 e
ao azul de metileno. Ja o termo NanoGO-AICIFt diz respeito as nanofolhas de éxido de

grafeno associadas ao Pluronic F127 e ao cloreto de aluminio ftalocianina.

2.5 Caracterizacao das NanoGO-AM e NanoGO-
AICIFt

NanoGO, NanoGO-AM, AICIFt e NanoGO-AICIFt foram diluidas a concentragao
de 5% e caracterizadas em termos de seus diametros hidrodinamicos (DH) e indices de
polidispersao (IPD) por espalhamento de luz dinamica (ELD, laser 633 nm) utilizando
Zetasizer ® NanoZs (Malvern Instruments, Malvern, UK). As medi¢oes foram realizadas
a temperatura de 25 °C e angulo de dispersao fixo de 90° apds a diluicdo das amostras
em dgua ultrapura a concentracao de 5% (v/v). Os Potenciais Zeta (PZ) das suspensoes

foram obtidos pela mobilidade eletroforética do mesmo equipamento mencionado.
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2.6 Espectroscopia do Ultravioleta (UV)-Visivel e Es-
pectroscopia do Infravermelho por Transforma-
dada de Fourier (FTIR)

Amostras de AM, AICIFt, NanoGO, NanoGO-AM e NanoGO-AICIFt, sobretudo
a confirmacao da associacao do AM ou AICIFt as nanofolhas, foram avaliadas por espec-
troscopia de absorcao de UV-Vis em espectrofotometro UV-vis Cary 5000 UV-Vis-NIR
(Agilent Technologies) por meio da obtengao de espectros de fluorescéncia e absorgao de
UV-Vis. As amostras, conforme tabela 1, foram diluidas em 1 mL de agua ultrapura e
medidas. Os principais comprimentos de onda analisados foram de 660 e 670 nm, que
referem-se aos comprimentos de onda de absorcao do AM e AICIFt, respectivamente. O
estudo dos grupos funcionais presentes na amostra, bem como a verificacao da obtencao
de NanaGO carboxilado, foi realizado a partir de espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR). Os espectros de FTIR foram adquiridos com o auxilio
de um microscépio de infravermelho de transformada de Fourier Continuum ligado a uma
bancada FTIR 6700 (Thermo Fisher, EUA) em modo de Reflexao Total Atenuada (ATR)

(32 varreduras e resolugao de 2 cm™1).

Tabela 1: Amostras Analise UV-Vis

(1)Oxido de grafeno;
(2)Nanofolhas de éxido de grafeno ;
(3)Nanofolhas de éxido de grafeno carboxilado;
(4)Azul de metileno;
(5)Cloreto de aluminio ftalocianina;
(6)NanoGO-AM;
(7)NanoGO-AICIFt.

2.7 Ultraestrutura de NanoGO

A ultraestrutura da NanoGO foi avaliada em microscépio eletronico de trans-
missao (MET) JEOL JEM-1011 (JEOL, Japan). As NanoGO foram diluidas em 4dgua
ultrapura para a concentracao de 25%. Posteriormente, 3 uL da solugao foram transferi-

das para telas de cobre de 300 “mesh” (malhas), cobertas com o filme Formvar® 0,4%.
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As nanofolhas foram analisadas em MET a 100 kV e processadas em camera UltraScan®
conectada ao programa Digital Micrograph 3.6.5® (Gatan, USA). A ultraestrutura das
nanofolhas também foi analisada em microscépio eletronico de varredura (MEV) JEOL
JSM-700 1F (JEOL) a 15 kV. As nanofolhas foram diluidas em dgua ultrapura a con-
centracao de 5%. Foram colocados 40 pl da solugao em “stubs”, suportes de latao,
previamente limpos com acetona. Apds 24h, as amostras foram metalizadas com uma
fina camada de ouro em Balzers SCD 050® Sputter Coater (Balzers Union AG, Liech-
tenstein) e observadas em MEV com camera UltraScan® conectada ao programa Digital
Micrograph 3.6.5® (Gatan, USA). Todas as anélises foram realizadas no Laboratério de

Microscopia Eletronica-UnB.

2.8 Sistemas de Emissao de Luz de LED 660 nm e
Laser IVP 808 nm

Para a irradiacao do nanossistema de NanoGO-AM e conducao dos experimentos
de TFD e TFT, foram construidos dois dispositivos de irradiagao de luz. O sistema emissor
de luz de LED (Light Emitting Diode= Diodo Emissor de Luz) no comprimento de onda
especifico de 660 nm (vermelho escuro) e o sistema emissor de luz de laser diodo (Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation= Amplificacao da Luz por Emissao

Estimulada de Radiagdo) no comprimento de onda de IVP especifico 808 nm, figura 4.

Ambos os sistemas foram projetados e construidos no Laboratorio de Softwares
e Instrumentagao em Fisica do Nucleo de Fisica Aplicada do Instituto de Fisica da Uni-
versidade de Brasilia pelo professor Dr. Paulo Eduardo Narcizo de Souza. Para TFD,
o equipamento era composto por um LED de 660 nm modelo GP-100Wr6-G42M-Z3GL,
da Green Powertech Solutions Limited. A energia foi controlada usando modulagao de
largura de pulso (PWM) aplicada a uma onda quadrada de 480 Hz. A temperatura foi
controlada através de um refrigerador de agua comercial Corsair H95, atuando como um
dissipador de calor ligado ao LED de alta poténcia. O laser de infravermelho préximo de
808 nm foi controlado por uma fonte de alimentagdo DC modelo Agilent E4356A a 5,0
volts e 2,38 amperes. Em ambos os equipamentos, a calibragao da irradiancia foi realizada

utilizando um medidor de energia e poténcia FIELD MAX II, item n° 1098580, nimero
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C e Luz Visivel

Vermelho Escuro

Infravermelho Ultravioleta
Proximo

Infravermelho

Figura 4: Sistemas de emissao luz de LED e laser.
A. Sistema emissor de luz de LED 660 nm. B. Sistema emissor de luz de laser de infravermelho préximo
808 nm. C. Espectro de absorcao de luz visivel. Destaque para os comprimentos de onda 660 e 808 nm..

de série 0099L11R da Coherente, obtendo dados individuais de cada ponto na faixa de

aplicagao, figura 5.

Para calcular a energia produzida em um determinado periodo de tempo por um
LED, deve-se multiplicar a poténcia desenvolvida pelo LED em miliWatts (mW) ou Watts
(W) pelo tempo de exposi¢ao em segundos. A energia do LED 660 nm = 100 W x (60
s)= 6000 mJ ou 6 J. A partir do cdlculo da energia pode-se calcular a densidade de energia
(fluéncia) que foi aplicada em cada experimento. A fluéncia é medida em Joules.cm™ e
¢ determinada a partir da area que esta sob irradiagao. Por exemplo, se a area que esta
sendo irradiada pelo LED 660 nm, com energia de 6000 mJ, ¢ de 2 cm?, a fluéncia sera de

6000 mJ /2 cm?= 3000 mJ.cm™2 ou 3 J.em™2. O laser, diferentemente do LED, possui um
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FieldMax;;

Figura 5: Medidor de energia e poténcia FIELD MAX II
A partir deste equipamento foram realizadas as calibracées da irradiancia nos sistemas emissores de luz
de LED 600 nm e luz de laser IVP 808 nm.

feixe coerente, ou seja, todas as ondas dos fétons que o compoe estao em fase. Em outras
palavras, nao importa a qual distancia o feixe do laser esta da amostra irradiada, que a
energia dispersada por area sera a mesma. Para calcular a energia produzida pelo laser
IVP 808 nm é necessario também calcular a area do feixe. O feixe do laser é elipsdide e
possui area de 0,26 cm? e a sua poténcia é de 2,4 W. Neste estudo, por exemplo, irradiou-
se as células por 3 minutos (180 segundos), o que resultou em uma energia de 2,4 W x
180 s= 432 Joules. A fluéncia aplicada por esse laser na drea de 0,26 cm? foi de 1661,5

J.em™2 ou 1,7 kJ.cm™2.

2.9 Avaliacao da Fototermia Mediada por NanoGO

NanoGO foi diluida a concentracio de 200 ug.mL~! e 200 pL da suspensao foram

colocadas em placas de 96 pocos, juntamente agua deionizada, utilizada como controle.
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A suspensao foi irradiada com luz de laser IVP 808 nm, a fluéncia de 5,5 kJ.cm™2 por
10 minutos. A variacao na temperatura da suspensao foi medida em tempo real, a cada
minuto, com o auxilio de multimetro com termopar do tipo K (Minipa) e camera térmica

FLIR i40-i60 (FLIR Systems).

2.10 Avaliagcao da Producao de Especies Reativas de
Oxigénio (ERO) por NanoGO-AM e NanoGO-
AICIFt

A producao de oxigénio singleto (*O3) pelo NanoGO-AM ou NanoGO-AICIFt
foi determinada a partir do método de degradacio do 1,3-difenilisobenzofurano-(*Os)-
dependente. O reagente 1,3-difenil-isobenzofurano (DBF') é uma molécula que possui pico
de absorcao em Ajsq,=414 nm. Quando da producio de 'O,, o DBF é degradado e sua
absorbancia diminui em relacao diretamente proporcional a geracao desta espécie reativa.
Foram pesados 2,2 mg de DBF e, em seguida, adicionados 10 mL de etanol absoluto. A
solucao obtida foi colocada em banho ultrassonico, protegida da luz, por 10 minutos para
uma melhor solubilizacao e utilizada em até duas horas no maximo. Duzentos microlitros
de amostras de NanoGO carboxilado, AM e NanoGO-AM, em diversas concentracoes,
foram dispostos em microplacas de 96 pocos para leitura em espectrofotometro. Em
seguida, foram adicionados 10 puL da solucao de DBF as solugdes e, sem irradiagao, foi
feita a leitura da absorbancia em espectrofotometro. O mesmo preparo foi conduzido
para NanoGO, NanoGO-AICIFt e AICIFt. NanoGO-AM com DBF foi irradiada a cada 30
segundos (fluéncia de 30,00 J.cm™2) até o tempo maximo de 10 minutos e NanoGO-AICIFt
com DBF foi irradiada por 10 segundos (fluéncia de 3,94 J.cm™2) até aproximadamente
3 minutos. Em seguida, foram realizadas as leituras em espectrofotometro, figura 6. Esse
procedimento foi repetido até a total estabilizacao da absorbancia. O experimento foi
realizado em triplicata e a absorbancia aferida no comprimento de onda de 414 nm em
espectrofotometro SpectraMax M2 (Molecular Devices, USA) com o auxilio do programa
SoftMax Pro (Molecular Devices).

Para a produgao de ERO por NanoGO-AM foram utilizadas as seguintes amos-

tras:
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Figura 6: Realizagao do ensaio de producgao de espécies reativas de oxigénio.
Microplaca de 96 pogos sendo irradiada por luz de LED de 660 nm por 30 segundos (fluéncia de 30,00

J.cm™2).

e NanoGO carboxilado associado ao Pluronic F127 nas concentracoes de 1, 2,5, 5 e

10 pug.mL™1;
e AM nas concentracoes de 1, 2,5, 5 e 10 pug.mL™!;

e NanoGO carboxilado (+ Pluronic F127) a concentragao fixa de 10 ug.mL ™! e asso-
ciado a 1, 2,5, 5 ou 10 ug.mL~t de AM.

Para a producao de ERO por NanoGO-AICIFt foram utilizadas as seguintes amos-

tras:

e NanoGO associado ou nao ao Pluronic F127 nas concentracoes de 12,5 e 25 ug.mL™!;
e AICIFt em dgua nas concentracoes de 0,039, 0,078, 0,156, 0,312, 0,624 e 1,248 uM;

e NanoGO sem Pluronic F127 a concentracao fixa de 12,5 pug.mL™! e associado a
0,039, 0,078, 0,156, 0,312, 0,624 ou 1,248 uM de AICIFt;
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e NanoGO (+ Pluronic F127) a concentragao fixa de 12,5 pug.mL™! e associado a
0,039, 0,078, 0,156, 0,312, 0,624 ou 1,248 uM de AICIFt.

2.11 Cultivo e Manutencao Celular

As linhagens NIH/3T3 (fibroblasto murino) e 4T1-Luciferase (carcinoma mamario
murino) foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suple-
mentado com soro fetal bovino inativado a 10% e antibiético (100 ULmL™! penicilina e
100 pg.mL™! streptomicina) a 1%, pH 7,2. As células 4T1 e MCF-7 foram cultivadas
conforme supracitado, no entanto, com meio RPMI 1640. E as células MCF-10A foram
cultivadas em meio DMEM (50%)/DMEM HAM’'S F12 (50%). Todas as células foram
mantidas em incubadora a 37 °C, 5% de CO, e umidade de 80%.

2.12 Ensaios de Viabilidade: Citotoxicidade e Foto-
toxicidade de NanoGO-AM e NanoGO-AICIFt

Para determinacao da viabilidade das células normais e tumorais (humanas e
murinas) frente aos fotossensibilizadores AM e AICIFt e ao NanoGO regular e carboxilado,

0s seguintes grupos experimentais foram estudados:

(1) células sem tratamento (apenas com meio de cultivo), (2) células tratadas
com NanoGO ou NanoGO carboxilado, (3) células tratadas com apenas AM ou apenas
AICIFt. As concentragoes de estudo foram determinadas com base na literatura disponivel
[5]. Primeiramente, as células foram tratadas com NanoGO regular e carboxilado nas
concentracoes de 3,1, 6,25, 12,5, 25 e 50 ug.mL~!, AM nas concentracoes de 1, 2,5, 5 e 10
pg.mL~! e AICIFt nas concentracoes de 0,039, 0,078, 0,156, 0,312, 0,624 e 1,248 uM. Essas
células nao receberam qualquer irradiacao com luz de LED ou laser. Apds os diferentes

tratamentos, as células foram mantidas em incubadora imida por 24 horas para permitir

a captacao de NanoGO, NanoGO carboxilado, AM e AICIFt.

Para determinacao da viabilidade das células normais e tumorais (humanas e

murinas), apds efeito de TFD, TFT e TFD/TFT combinadas, induzidas pelo LED 660
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nm e/ou laser infravermelho préximo 808 nm, foram estudados os seguintes grupos: (1)
células sem tratamento (apenas com meio de cultivo), (2) células tratadas com AM ou
AICIFt, (3) células tratadas com NanoGO ou NanoGO carboxilado e (4) células tratadas
com NanoGO-AM ou NanoGO-AICIFt. Para verificar a fototoxicidade do LED e do laser
sozinhos, grupos de células foram irradiados somente com LED 660 nm por 3 minutos a
fluéncia de 30,00 J.cm™2 ou laser IVP 808 nm por 3 minutos a fluéncia de 1,7 kJ.cm 2.

As células foram incubadas por mais 24 horas para verificacao da viabilidade celular

pos-tratamentos.

Para a realizacao da TFD e TF'T as concentragoes de trabalho escolhidas foram
as de menor concentragao e que apresentaram a menor citotoxicidade no escuro. Para
NanoGO e NanoGO carboxilado as concentracoes escolhidas foram de 12,5 pg.mL™?,
para AM a concentracao ideal foi a de 2,5 pug.mL™! e a concentracao de 0,312 uM foi
a utilizada para AICIFt. Para os grupos de TFD, a irradiacao ocorreu por 3 minutos
a fluéncia de 30,00 J.cm~2. Para os grupos de TFT, a irradiacao também ocorreu por
3 minutos a fluéncia de 1,7 kJ.em™2. Para a TFD/TFT combinadas as células foram
primeiramente tratadas com o LED 660 nm e posteriormente com o laser IVP 808 nm,
nas mesmas condigoes mencionadas anteriormente. As células foram incubadas por mais
24 horas para posterior avaliagao da viabilidade apds os tratamentos. Foram realizados

trés experimentos independentes, todos em quadruplicatas (n=4).

Para a realizacao de todos os ensaios, 3 x 10? células normais e tumorais, foram
semeadas em microplacas de 96 pocos e tratadas como descrito acima. Decorridos os
tratamentos, as células foram incubadas com 150 pl. de solugao de meio de cultura con-
tendo brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT) (5 mg.mL~! em
0,15 M de PBS , pH 7,4) por duas horas e meia em incubadora imida. Removida a
solucao, foram adicionados 200 uL. de dimetilsulféxido para solubilizacao dos cristais de
formazano, formados somente pelas células viaveis. A absorbancia foi determinada em
espectrofotometro (SpectraMax M2, Molecular Devices, USA) utilizando o comprimento

de onda de 595 nm, com o auxilio do programa SoftMax Pro (Molecular Devices).
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2.13 Medicao da Producao de ERO por Ressonancia
Paramagnética Eletronica-RPE In Vitro

Preparou-se uma solucgao estoque de 10 mM de 1-hidroxi-3-metoxicarbonil-2,2,5,5-
tetrametilpirrolidina (CMH), dissolvida em tampao Krebs HEPES contendo 25 mM de
deferoxamina (DF) e 5 mM de trihidrato de dietilditiocarbamato de sédio (DETC), um
quelante de ferro e outro de cobre, na devida ordem, para minimizar a oxidacao do
CMH por metais de transi¢cao. As solugoes foram preparadas imediatamente antes dos
experimentos e mantidas em gelo durante todo o decorrer dos experimentos. Para a
quantificacao de ERO nas células 4T1-Luciferase, 5x10* células foram semeadas em placas
de 24 pocos e mantidas em incubadora imida durante 24 horas. Transcorrido esse tempo,

as células foram tratadas e divididas nos seguintes grupos (n=3), confoeme a tabela 2:

Tabela 2: Grupos de Tratamentos para Ensaio de Medicao de ERO por RPE

Grupos NanoGO-AM Grupos NanoGO-AICIFt
Controle Controle

LED 660 nm LED 660 nm

Laser 808 nm Laser 808 nm
NanoGO-AM NanoGO-AICIFt
NanoGO LED 660 nm NanoGO LED 660 nm
NanoGO Laser 808 nm NanoGO Laser 808 nm
AM LED 660 nm AICIFt LED 660 nm
NanoGO-AM LED NanoGO-AICIFt LED
NanoGO-AM Laser NanoGO-AICIFt Laser
NanoGO-AM LED/Laser NanoGO-AICIFt LED /Laser

Foram adicionados 12 ul. de CMH para atingir a concentragao final de 200 M
por pogo e, em seguida, foram feitas as irradia¢oes com luz de LED 660 nm (fluéncia
de 14,94 J.cm™2) e luz de laser IVP 808 nm (fluéncia de 1,7 kJ.cm™2). As placas foram
incubadas por 60 min em incubadora imida a 37 °C. Posteriormente a incubacao, 450
1L do sobrenadante foram colocados em seringa de 1 mL e imediatamente congelados em
nitrogénio (Nj) liquido. Todas as amostras foram armazenadas a -80 °C até que fossem

realizadas as medigoes em espectrometro Bruker EMXplus?™ (Bruker, Alemanha).

As amostras congeladas foram transferidas das seringas para o suporte Finger

Dewer de suprasil ! repleto com Ny liquido. Todas as medidas de RPE foram realizadas a

I'Materiais de silica fundida sintética de alta pureza fabricados por hidrélise a quente de tetracloreto

p. 24 de 146



Tese de Doutorado

temperatura de nitrogénio liquido (77 K, equivalente a -196 °C). Para a curva de calibragao
das medidas de ERO, foram preparadas amostras a partir de uma solucao-mae de 10
mM do padrao 3-carboxy-proxil (CP-), preparado em tampao Krebs HEPES, e diluido
a concentragoes de 0, 10, 50, 100, 250 e 500 uM. Exatamente 450 ul. das amostras de
calibragao foram transferidos para seringas de 1 mL e congelados instantaneamente em

N, liquido.

As medidas de RPE foram realizadas em um espectrometro Bruker EMXplus
de onda continua utilizando a banda X (9 GHz), em cavidade de alta sensibilidade (ER
4119HS). Para as medidas de ERO, foi utilizada a poténcia de 2 mW, campo de mo-
dulacao de 5 Gauss, freqiiéncia de modulacao 100 kHz, tempo de varredura de 10 s. Para
medida da amplitude foi utilizado o espectro da média de 5 varreduras com 200 Gauss
de largura de varredura adicionados em conjunto para cada medicao. As medidas foram

realizadas no Laboratoério de Ressonancia Paramagnética Eletronica do Instituto de Fisica
da Universidade de Brasilia-UnB.

2.14 Inducao Tumoral, Terapias Fotodindmica e Fo-
totérmica Combinadas em Modelo Animal

Previamente a indugao tumoral, as células 4T1-Luciferase foram testadas quanto
a capacidade de produzir imagens de bioluminescéncia (IBL). A quantidade de 1x10%
células (na passagem numero trés) por pogo foram semeadas em microplacas de 96 pogos e
cultivadas em incubadora imida a 37 °C e 5% de CO, por 24 horas. IBL foram produzidas
pela adigao de 10 pL de D-luciferina (15 mg.mL ™) por pogo, antecedido pela remocao ou
nao dos 200 Lk de meio de cultivo DMEM presentes na placa. Foram adquiridas 20 IBLs,
imediatamente apds a adicao da D-luciferina aos pocos, com tempo de exposicao de 60
segundos para cada imagem e campo de visao de 12,5 cm. A imagem que conteve o maior
pico de emissao de bioluminéscéncia da D-luciferina (A emissao= 560 nm) foi selecionada

para posterior andlise em software Living Image® 4.5.5%.

Para a indugao tumoral foram utilizados camundongos fémeas BALB/c, com

idade aproximada de oito semanas e massa de 21-25 gramas, fornecidos pelo biotério do

de silicio (SiCly).
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Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares-IPEN-CNEN (Sao Paulo). Durante a fase
experimental, os animais permaneceram no biotério do Departamento de Genética e Mor-
fologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade de Brasilia, com ciclos de claro
e escuro de 12/12 horas, racao balanceada e dgua ad libitum. Os animais foram manipu-
lados de acordo com as diretrizes da Comissao de Etica no Uso Animal-CEUA/UnB, sob
aprovagao nimero 55692/2015, anexo 1. Os camundongos foram anestesiados com 100
uL de solugao anestésica composta de ketamina (20 uL), xilasina(12 pl) e dgua ultrapura
estéril (68 pL). Foram utilizadas agulhas de comprimento de 5 (cinco) mm e espessura
de 0,25 mm. Os animais anestesiados foram acomodados em dectibito dorsal, em um am-
biente asséptico, e sob microscépio estereoscopio. A papila da quinta glandula mamaéria
inguinal do lado esquerdo foi pingada, em angulo reto (90°), e inoculada no ducto lactifero
principal com 50 pL de meio DMEM (sem adigao de soro fetal bovino) contendo 2x10*
células da linhagem 4T1-Luciferase (células de carcinoma mamadrio murino modificadas
para produzir bioluminescéncia, na passagem de nimero 3), conforme a figura 7. A agulha
foi introduzida 1,0 mm diretamente na papila mamaria, alcancando os ductos lactiferos

de modo a induzir um tumor sélido ortotdpico singénico.

Figura 7: Indugao de tumor de células de carcinoma mamadario murino em camundongos
fémeas BALB/c.

O tamanho do tumor nos animais, pré e pés-tratamentos, foi aferido com o auxilio

de um paquimetro digital e calculado de acordo com a formula: volume = (comprimento
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tumor) x (largura tumor)?/2. Os valores obtidos foram expressos como volumes tumo-
rais relativos V finar/Viniciat (Viniciar Tefere-se ao volume tumoral de quando o tratamento

foi iniciado). Quinze dias apds a inoculagdo das células tumorais, quando os tumores

3

alcancaram o volume de aproximadamente 25 mm®, os animais foram aleatoriamente di-

vididos em grupos experimentais de cinco animais cada (n = 5), conforme tabelas 3 e
4.

Tabela 3: Grupo Experimental 1 Tratamentos NanoGO-AM

1)Animais controle sadio;

2)Animais com tumor tratados com solucao salina (PBS, pH 7,2);

JAnimais com tumor tratados apenas com luz de LED 660 nm;

JAnimais com tumor tratados apenas com luz de laser IVP 808 nm;

JAnimais com tumor tratados apenas com NanoGO-AM;

JAnimais com tumor tratados com NanoGO-AM para TFD (luz de LED 660 nm);
JAnimais com tumor tratados com NanoGO-AM para TFT (luz de laser IVP 808 nm);
JAnimais com tumor tratados com NanoGO-AM e irradiados para TFD/TFT
combinadas.

(
(
(3
(4
(5
(6
(7
(8

Tabela 4: Grupo Experimental 2 Tratamentos NanoGO-AICIFt

(1)Animais controle sadio;

(2)Animais com tumor tratados com solucao salina (PBS, pH 7,2);

(3)Animais com tumor tratados apenas com luz de LED 660 nm;

(4)Animais com tumor tratados apenas com luz de laser IVP 808 nm;

(5)Animais com tumor tratados apenas com NanoGO-AICIFt;

(6)Animais com tumor tratados com NanoGO-AICIFt para TFD (luz de LED 660 nm);
(7)Animais com tumor tratados com NanoGO-AICIFt para TFT (luz de laser IVP 808 nm);
(8)Animais com tumor tratados com NanoGO-AICIFt e irradiados para TFD/TFT
combinadas.

3
6
7
8

Para a administracao e realizacao dos tratamentos, os animais foram anestesiados
intraperitonealmente com 100 pL da mistura anestésica de ketamina (20 uL)/xilasina(12
uL) /dgua ultrapura estéril (68 pl) e administrados intratumoralmente com 25 pL de
NanoGO-AM (concentragao de 10 mg.kg™! de NanoGO carboxilado e 2 mg.kg™' de AM)
ou NanoGO-AICIFt (concentragao de 10 mg.kg™' de NanoGO e 1,2 uM de AICIFt),

conforme figura 8.
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Figura 8: Ilustragao da proposta de estudo com NanoGO carboxilado-AM e NanoGO-AICIFt. Foram realizadas TFD, TFT
e TFD/TFT combinadas In Vivo.

Foram produzidas as nanofolhas de 6xido de grafeno (NanoGO), e paralelamente, foram preparadas as nanofolhas de 6xido de grafeno carboxilado
(NanoGO). Ambas nanofolhas foram associadas ao copolimero Pluronic F127 para aumento de biocompatibilidade em sistemas biol6gicos.
NanoGO-AICIFt foi resultado da associacdo de nanofolhas de éxido de grafeno ao cloreto de aluminio ftalocianina. NanoGO carboxilado-AM
sao nanofolhas de 6xido de grafeno carboxilado associadas ao azul de metileno. AICIFt e AM s@o FS capazes de gerar ERO sob irradiacao
com luz de comprimento de onda 670 e 660 nm, respectivamente. NanoGO e NanoGO carboxilado sob luz de IVP 808 nm sofrem decaimento
ndo-radioativo e liberam energia na forma de calor, funcionando como agentes fototérmicos. NanoGO-AICIFt e NanoGO carboxilado-AM
foram nanoplataformas mediadoras da TFD, TFT e TFD/TFT combinadas em estudos in vitro e in vivo contra células humanas e murinas de
carcinoma mamario. Os animais portadores de carcinoma mamario ortotdopico singénico 4T1-Luciferase foram irradiados para TFD a fluéncia
de 90,78 J.cm~2 (10 minutos) e para TFT a fluéncia de 8,3 kJ.cm~2 (15 minutos).
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Dez minutos apés a administracao da nanoplataforma foi realizada a irradiagao
para TFD, TFT e TFD/TFT combinadas, esse processo foi chamado de primeiro trata-
mento. Foram realizados um total de trés tratamentos, todos idénticos ao procedimento
descrito anteriormente. Durante a irradiagao para TFD e/ou TFT os animais foram co-
bertos com folha de papel aluminio e apenas a area do tumor foi exposta as terapias.
Adicionalmente, foi feita uma protecao para a cabeca e olhos dos animais. Algodao em-
bebido em soro fisiolégico foi colocado nos olhos, de modo a evitar o ressecamento da
mucosa, e uma espécie de capacete cobria a cabega dos camundongos, a fim de evitar
cegueira ocasionada pelas irradiagoes. Para TFD (luz de LED 660 nm) foi utilizada a
fluéncia de 90,8 J.cm ™2 por 10 minutos, a uma distancia de cinco centimetros. Na TFT, o
spot de luz de laser infravermelho préximo de 808 nm foi posicionado a 15 cm de distancia
do camundongo e utilizada a fluéncia de 8,3 kJ.cm™2 por 15 minutos. Para TFD/TFT
combinadas, a irradiacao para TFD foi realizada primeiro, seguida da irradiacao para
TET. A TFT pode induzir variagdo da temperatura na &rea irradiada no animal, por-

tanto, a temperatura dos sitos irradiados foi medida em tempo real por camera térmica
FLIR i40 - i60 (FLIR Systems).

2.15 Imageamento In Vivo em Modelo de Tumor Or-

totépico Singénico Murino em IVIS® Lumina
XR

O volume tumoral de camundongos fémeas BALB/c, sobretudo a progressao do
tumor dos animais portadores de tumor mamério ortotépico (4T1-Luciferase), foi moni-
torado a cada quatro dias em IVIS® Lumina XR Series 111, figura 9. Foram produzidas
imagens de bioluminescéncia (IBL) dos grupos de animais tratados com NanoGO-AM
cinco vezes e dos grupos de animais tratados com NanoGO-AICIFt foram produzidas
imagens quatro vezes durante todo o experimento. Em linhas do tempo ilustrativas, figu-
ras 10 e 11, é possivel um melhor entendimento de como o experimento foi conduzido em

ambos os grupos mencionados.
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Figura 9: Equipamento para andlise de bioluminescéncia.
A. Equipamento IVIS Lumina XR Series III. B. Camundongos fémeas portadoras de carcinoma mamario murino bioluminescente, anestesiadas

a partir da inalacado de oxigénio com 1,5% de isofluorano. A ferida na quinta mama de todos os animais é resultado da terapia fototérmica
mediada por NanoGO-AM.
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Desenho Experimental para Quantificacdo da Bioluminescéncia Tumoral

NanoGO-Azul de Metileno
LUMINA XR LUMINA XR LUMINA XR LUMINA XR LUMINA XR
Quantificagdo da Quantificagéio da Quantificagéo da Quantificagédo da Quantificagéo da
Bioluminescéncia Bioluminescéncia Bioluminescéncia Bioluminescéncia Bioluminescéncia
Indugdo do tumor ortotdpico Tumoral Tumoral Tumoral Tumoral Tumoral
singénico PRE TRATAMENTO  pOS TRATAMENTO 1 POS TRATAMENTO 2 POS TRATAMENTO 3 APOS 30 DIAS

na 52 mama esquerda
BALB/c fémeas

15 dias
0 dia

2 x 10* células 4T1-Luc
(50 pL DMEM sem soro)
por camundongo, 8 Grupos (n=5)

Controle
Tumor PBS
LED
Laser
NanoGO-AM
NanoGO-AM LED 660 nm (TFD)
NanoGO-AM Laser 808 nm (TFT)
NanoGO-AM LED 660 nm/ Laser 808 nm (TFD/TFT)

NGO AEWNR

17° dia

TRATAMENTO 1
Administragdao intratumoral
de NanoGO-AM (10 mg/kg
NanoGO e 2 mg/Kg de AM
em um volume de 25 pL)
e realizagdo das fototerapias
* TFD (10 minutos)
* TFT (15 minutos)
« TFD/TFT (10/ 15 min)

30 dias

Linha do Tempo
21° dia 25° dia 58° dia
TRATAMENTO 2 TRATAMENTO 3 EUTANASIA DOS ANIMAIS
Igual ao lgual ao REMOCAO DOS ORGAOS
tratamento 1 tratamento 1 ANALISES HISTOLOGICAS

Figura 10: Esquema do desenho experimental para realizacao do experimento in vivo de fototerapias combinadas utilizando
NanoGO carboxilado-AM em camundongos fémeas portadoras do carcinoma mamario murino bioluminescente.

A distribuicao de cada etapa foi dividida ao longo do periodo de aproximadamente 60 dias, terminando com a eutandsia dos animais. Durante
todas as etapas do experimento os animais foram anestesiados intraperitonialmente com a mistura de xilasina, ketamina e dgua ultrapura estéril
ou a partir da inalacdo de 1,5% de isofluorano. A irradiacio para TFD foi a fluéncia de 90.8 J.cm ™2 e irradiacdo para TFT foi a fluéncia de 8.3

kJ.cm~2.
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Desenho Experimental para Quantificacao da Bioluminescéncia Tumoral
NanoGO-Cloreto de Aluminio Ftalocianina

LUMINA XR LUMINA XR LUMINA XR LUMINA XR
Quantificagdoda Quantificagdoda  Quantificagdoda  Quantificagbo da
Bioluminescéncia Bioluminescéncia  Bioluminescéncia  Bioluminescéncia
Induc¢do do tumor Tumoral Tumoral Tumoral Tumoral
ortotépico singénico Pré Tratamento  Pos Tratamento1 Pos Tratamento2  Pos Tratamento 3
na 52 mama esquerda
BALB/c fémeas

Linha do Tempo

0 dia
3 17° dia 21° dia 25° dia 27° dia
\&; TRATAMENTO 1 TRATAMENTO 2 TRATAMENTO 3 EUTANASIA DOS ANIMAIS
) Administragdo intratumoral Igual ao Igual ao
2 x10* células 4T1-Luc de NanoGO-AICIFt (10 mg/kg  tratamento tratamento
(50 uL DMEM sem soro) NanoGO e 1,2 pM de AICIFt em 1 1

por camundongo, 8 Grupos (n=5) um volume de 25 pL e

Controle realizacdo das fototerapias
Tumor PBS ¢ TFD (10 minutos)

LED e TFT (15 minutos)

Laser e TFD/TFT (10/ 15 min)

NanoGO-AICIFt

NanoGO-AICIFt LED 660 nm (TFD)

NanoGO-AICIFt Laser 808 nm (TFT)

NanoGO-AICIFt LED 660 nm/ Laser 808 nm (TFD/TFT)
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Figura 11: Esquema do desenho experimental para realizagao do experimento in vivo de fototerapias combinadas utilizando
NanoGO-AICIFt em camundongos fémeas portadoras do carcinoma mamario murino bioluminescente.

A distribuicao de cada etapa foi dividida ao longo do periodo de aproximadamente 30 dias, terminando com a eutanasia dos animais. Durante
todas as etapas do experimento os animais foram anestesiados intraperitonialmente com a mistura de xilasina, ketamina e agua ultrapura estéril
ou a partir da inalacdo de 2% de isofluorano. A irradiacdo para TFD foi a fluéncia de 90.8 J.cm™2 e para a TFT a fluéncia foi de 8.3 kJ.cm—2.
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Os animais tiveram o volume tumoral aferido antes do inicio dos tratamentos e,
depois, em intervalos de quatro em quatro dias, em equipamento para captacao de bi-
oluminescéncia IVIS Lumina XR (Caliper LifeSciences, USA) disponivel no Laboratdrio
de Nanobiotecnologia da Universidade de Brasilia-UnB. Os animais foram anestesiados
por inalagdo com isoflurano a 1,5% (Cristalia) em oxigénio. Foram injetados intraperi-
tonealmente em cada animal 100 pL de D-luciferina na concentracao de 150 mg.kg™! de
animal (RediJect D-Luciferin (PerkinElmer Inc.)). Dez minutos apds a administragao da
D-luciferina, os animais foram dispostos no equipamento em decubito dorsal para uma
melhor visualizagao da quinta mama do lado esquerdo. Para analise de bioluminescéncia,
foram adquiridas 20 imagens de cada animal, com o tempo de exposi¢ao de 60 segundos
cada e campo de visao de 12,5 cm. As imagens foram obtidas de modo a conter o maior
pico de emissao da luciferina (A emissdao = 560 nm) com um sistema de contagem de
fotons individuais correlacionado com o tempo. O célculo da bioluminescéncia foi reali-
zado levando em consideracao a remocao do sinal de fundo. A bioluminescéncia final foi
igual a um sinal de bioluminescéncia emitido na regido de interesse (region of interest,
ROI), menos o sinal de fundo de uma &rea diferente com o mesmo tamanho de ROI,
(n = 5). NOTA: Durante o desenvolvimento do trabalho, a plataforma NanoGO-AM
mostrou-se mais promissora, tendo prosseguido para estudos de andlise histopatoldgica e

imunohistoquimica.

2.16 Avaliacao Macroscopica e Clinica de C)rgéos e
Tumor Obtido por Inoculacao Ortotépica e Pre-
paro para Histologia, apenas para o grupo
NanoGO-AM

Foram realizadas inspecoes para deteccao de possiveis alteracoes morfoldgicas
macroscépicas, tais como presenca de noédulos, metastase, areas de necrose, infiltrados e
angiogénese nos animais utilizados neste trabalho. Em cada tumor, macroscopicamente
visivel ou palpavel, foram averiguados sua progressao, aparéncia e tamanho. Para a
avalicao clinica foram observados sinais clinicos como deambulagao, agitacao ou letargia,

respiracao, salivagao, cianose, consumo de ragao/dgua, de acordo com os parametros do
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Guia para a Conducao de Estudos Nao Clinicos de Toxicologia e Seguranca Farmacologica

Necessérios ao Desenvolvimento de Medicamentos [61].

Apés a tltima anélise de bioluminescéncia (30 dias a partir do dltimo tratamento),
os camundongos foram submetidos a eutandsia com uma solucao contendo 70 upL de
ketamina (100 mg.mL™"') e 50 uL xilazina (20 mg.mL™!). Verificada a auséncia do reflexo
podal, os animais foram posicionados em dectibito dorsal em bandeja de dessecagao. Apods
assepsia do local com alcool 70%, os 6rgaos foram excisados. Seccoes dos fragmentos do
tumor obtido pela inoculagao ortotopica de células 4T1-Luciferase foram submetidas a
andlise. Instrumentos cirirgicos estéreis foram utilizados para excisar o tecido mamario
sem tumor, tecido tumoral, bago, figado, pulméao e linfonodo sentinela (linfonodo subiliaco

direito) [62]. Os planos de cortes utilizados sao apresentados na tabela 5 .

Tabela 5: Planos de Cortes de Inclusao de ()rgéos em Parafina para Histologia

Orgao/tecido Corte Inclusao

Tumor/mama Longitudinal Metade, Maior volume de contato
Mama Sem plano de corte Maior volume de contato

Baco Transversal em partes Maior volume de contato

Figado Lébulo (metade maior) Maior volume de contato

Rins Um sem corte/corte transversal ~ Metade vertical e horizontal
Pulmao Sem plano de corte Maior volume de contato
Linfonodos subiliacos ~ Sem plano de corte Maior volume de contato

Os orgaos e seus fragmentos foram lavados com soro fisiolégico e, em seguida,
fixados em formalina 4% tamponada. Todas as amostras foram fixadas por 72 horas com
volume de fixador 20 vezes maior em relagdo ao tamanho da amostra. Os tecidos foram
fixados com paraformaldeido 10%, desidratados em etanol, processados para coloracao
com hematoxilina e eosina (HE), incluidos em parafina e seccionados entre 2-5 ym de
espessura em um micrétomo manual Leica RM2235 (Leica Microsystems, Nussloch, Ale-
manha), conforme os planos de inclusao da tabela 5. A coloracao HE foi utilizada para o
exame histoldgico de tumores priméarios, orgaos e eventual metastase. As secgoes foram
analisadas e fotografadas utilizando um microscépio Olympus Vanox-T (objetiva de 40x)

e camera CCD.
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2.17 Analise Imunohistoquimica de Proliferacao Ce-
lular (PCNA), apenas para o grupo NanoGO-
AM

Os tecidos utilizados para reacoes de imuno-histoquimica foram fixados em for-
malina a 4% e emblocados em parafina. Sec¢oes de 3 um de tecido mamério e pulmonar
de camundongo foram montadas em laminas pré-tratadas com silane. A exposicao an-
tigénica foi obtida por tratamento por 20 min em panela a vapor com target retrieval
system (DAKO, Carpenteria, CA). O bloqueio de peroxidase endégena foi realizado uti-
lizando incubacao em metanol 50%/Hs04 3%. Para redugao de sinais inespecificos na
reagao, foi realizada incubacao com leite em p6 desnatado 6% em PBS (pH 7,4) por 30
min. A incubag@o com anticorpo monoclonal primério IgG2 anti-PCNA-proliferating cell
nuclear antigen (Dako, EUA) foi realizada a 4 °C por 18 h, na diluigdo de 1:1300 em
secgoes seriadas de tecido. A incubagao com anticorpo secundéario foi feita com EnVision-
HRP (DAKO, Carpenteria, CA), seguindo as especificagoes do fabricante. A revelagao
com substrato cromogénico foi feita utilizando 3-amino-9-etil-carbazol (AEC) para an-
ticorpos conjugados a peroxidase, controlando o tempo de exposicao de acordo com o
anticorpo utilizado. A contra-coloragao foi feita com hematoxilina de Carazzi para an-
ticorpos com peroxidase. Apds as reacgoes, as laminas foram lavadas, desidratadas em
bateria de etanol 50%, 80%, 95% e 100%. A exposicao ao cromdgeno foi monitorada em
todos os experimentos, sendo interrompida simultaneamente no fragmento incubado com
o anticorpo especifico e em seu respectivo controle. Nas andlises de PCNA, as avaliacoes
de cada animal foram realizadas com microscopia 6ptica sob o aumento final de 400x.
Tais analises consistiram na quantificagao de células positivas por campo (0,087 mm?) e

em seguida foi determinado o nimero médio de células/campo.

2.18 Analise Imunohistoquimica de Apoptose Celu-
lar, apenas para o grupo NanoGO-AM

A andlise qualitativa e quantitativa de apoptose celular foi realizada por imunohis-

toquimica através da técnica TUNEL (terminal deoxyymucleotidyl transferase-mediated
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digoxigenindeoxyuridine nick-end labeling, em portugués marcagao de "nicks”por dUTP
e deoxinucleotidil terminal transferase) com o kit ApopTag Plus Peroxidase in Situ Detec-
tion (Chemicon, Billerica, USA). Apéds desparafinizagao e reidratagdo com uma bateria de
xilol-dlcool, as secgoes foram pré-tratadas com proteinase K (20 mg.mL~!, Dako) diluida
em PBS 0,01 M durante 15 min a temperatura ambiente. Depois de algumas lavagens com
dgua destilada, as laminas foram colocadas em um bloqueio de peroxidase endégena (HsOo
3%) por 10 min. Em seguida, as sec¢oes passaram por outro bloqueio, este com leite des-
natado 6% em PBS (0,01 M, pH 7,4) por 30 min a 37 °C. As laminas foram entao expostas
ao tampao de equilibrio do kit por 10 s e, em seguida, incubadas com a enzima working
strenght TdT do kit na camara umida por 1 h a 37 °C. Apds esse periodo, as laminas
foram incubadas com o tampao de parada do kit por 10 min a temperatura ambiente. As
laminas foram entao lavadas com PBS e incubadas com o conjugado anti-digoxigenina do
kit por 30 min a temperatura ambiente. Finalmente, as laminas receberam o cromoégeno
DAB por 30 s e, a seguir, foram contra-coradas com hematoxilina de Mayers. Uma secg¢ao
renal foi incubada com 1,0 U.mL~! de DNAse para controle negativo, ao passo que para
o controle positivo utilizamos uma seccao com tecido de bago. Para a quantificacao de
apoptose foram contados os ntucleos positivos em dez campos diferentes, no aumento de
400 vezes.

2.19 Analise Estatistica

Os dados foram analisados no programa Graphpad Prism 5.0 e submetidos a
testes especificos com confianca estatistica de 95% utilizando o Anova One e Two Ways,
com pds-testes Tukey ou Bonferroni. Os dados foram apresentados como média + desvio
padrao. A andlise imunohistoquimica foi baseada na comparacao de grupos, utilizando
para os calculos o software livre R versao 3.0.2 (EUA). Inicialmente as diversas variaveis
foram testadas para normalidade, como a distribuicao nao foi normal, foi aplicado o
teste de Kruskal-Wallis para medianas, com pos-teste de Dunn. Os resultados foram
apresentados como média + erro padrao da média e foram considerados estatisticamente

significativos quando o valor de p < 0,05.
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3 Resultados e Discussao

3.1 NanoGO-AM e NanoGO-AICIFt: Obtencao e Ca-

racterizacao

Ao NanoGO foi adsorvido o polimero Pluronic F127 e associado o FS cloreto
de aluminio ftalocianina. Paralelamente, o NanoGO foi funcionalizado com a adi¢ao de
grupos acido carboxilicos e adsor¢ao de Pluronic F127 a sua superficie, e por ultimo, foi
associado ao azul de metileno. A associacao do Pluronic F127, em ambas as nanofolhas,
deu-se por interagao hidrofébica [5], que significa que o poli 6xido de propileno do co-
polimero associou-se & porcao hidrofébica do NanoGO. NanoGO apresentou-se como uma
suspensao negra translicida, figura 12A. No entanto, apds a reacao de carboxilacao, Na-
noGO carboxilado apresentou a coloragao um pouco mais escurecida do que o NanoGO,
figura 12A. Quando da incorporagao do cloreto de aluminio ftalocianina ou azul de me-
tileno, as suspensoes mantiveram-se translicidas, mas com uma coloracao negra-azulada
translicida tanto para NanoGO-AICIFt quanto para NanoGO carboxilado-AM, figura
12B.

O DH médio de NanoGO carboxilado, ao final da reacao de carboxilacao, foi de
2544 £+ 5,0 nm, IPD préximo de 0,250 + 0,06 (indicando uma populac¢do de nanofolhas
polidispersas) e potencial Zeta de -43,0 £ 1,11 mV. O NanoGO carboxilado, apds novo
processo de ultrasonicacao, o qual promove a reducao do tamanho das nanofolhas, sofreu
uma redugao no DH médio para menos da metade do valor inicial. O DH médio medido
foi de 102,4 £+ 1,1 nm, sem maiores alteragoes no IPD e PZ. Quando da adsor¢ao do
polimero Pluronic F127 as nanofolhas, o DH médio aumentou discretamente para 1222

+ 3,9 nm, seguido do aumento de IPD e diminuicao do valor de PZ para -36,5 + 0,9
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A NanoGO NanoGO NanoGO
Carboxilado Pluronic F127 Carboxilado
NanoGO  0,9mgmL* 0,2mg.mL! Pluronic F127
0,9 mg.mL* 0,2 mg.mL?
® o O Q
B NanoGO
NanoGO NanoGO Carboxilado NanoGO
Pluronic F127 AICIFt Pluronic F127 Pluronic F127 AM Carboxilado
0,2 mg.mL* 3.7umM + AlCIFt 0,2 mg.mL1! 0,02mg.mL* Pluronic F127 + AM
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Figura 12: Aspecto final das solugées de NanoGO, NanoGO carboxilado, NanoGO-AICIFt
e NanoGO-AM.

A Nanofolhas de éxido de grafeno e 6xido de grafeno carboxilado em diferentes concentracoes. B.
Nanofolhas de 6xido de grafeno e éxido de grafeno carboxilado associadas ao copolimero Pluronic F127
e aos fotossensibilizadores cloreto de aluminio ftalocianina e azul de metileno, respectivamente.

mV. Esse PZ menos negativo das nanofolhas deve-se, possivelmente, ao fato de o Pluronic
F127 mascarar as cargas negativas na superficie e borda das nanofolhas, regiao na qual
encontram-se os grupos acido carboxilicos que podem estar na forma COO~ (ionizada), e
portanto conferem carga mais negativa as nanofolhas. O Pluronic F127 além de melhorar
a estabilidade das nanofolhas, é responsavel por aumentar a solubilidade e dispersao das
nanofolhas em sistemas bioldgicos, além de impedir a sua precipitacao na presencga de
sais [5,53]. Por tltimo, em NanoGO-AM, ainda que com a adigao do AM, obtiveram-se
valores de DH médio (112,5 £+ 8,4 nm) e IPD (0,32 £ 0,03) similares aos de NanoGO
Pluronic F127. Apenas o PZ mais um pouco mais negativo de -46,2 + 1,1 mV mostra

uma alteragao causada pela adigao do AM ao NanoGO carboxilado.

Os valores de DH médio e IPD para NanoGO, NanoGO com Pluronic F127 e
NanoGO-Pluronic F127-AlCIFt, mostram uma redugao no DH médio de 209,8 + 1,2 nm
para 180,1 + 3,3 nm apds a adigao do Pluronic F'127, seguido de um aumento no DH médio
para 220,27 + 2,63 nm apés a adi¢ao de AICIFt. A solucao de AICIFt por si s6, quando
diluida em agua, produz aglomerados com DH médio de 97,0 £ 3,4 nm. No entanto,
possivelmente devido as interacoes hidrofébicas e empilhamentos m-7 entre NanoGO e

AICIFt [52] , a interacado entre eles resultou em nanofolhas de DH médio similar ao da
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nanofolha sem AICIFt e com IPD de 0,25 4+ 0,01, revelando uma populagao de nanofolhas

polidispersas.

Os DH médios das nanofolhas, IPD e PZ, encontram-se nas tabelas 6 e 7 para
NanoGO-AM e NanoGO-AICIFt, respectivamente.

Tabela 6: Propriedades de NanoGO Carboxilado e NanoGO-AM

Amostras DH médio (nm) IPD PZ (mV)

NanoGO carboxilado (primeira sonicagao)  254,4 £+ 5,0 0,250 £+ 0,060 -43,0 £ 1,1
NanoGO carboxilado (segunda sonicagao) 1024 + 1,1 0,240 + 0,010 41,7 + 2,7
NanoGO carboxilado-Pluronic F127 1222 + 3,9 0,370 £ 0,080 -36,5 £ 0,9
NanoGO carboxilado-Pluronic F127-AM*  112,5 + 8,4 0,320 + 0,030  -46,2 + 1,1

(filtrado membrana 0.22 pm)

NanoGO carboxilado= nanofolhas de 6xido de grafeno carboxilado, AM= azul de metileno, DH=
diametro hidrodinamico, IPD= {ndice de polidispersao e PZ= potencial Zeta. *filtrado em membrana de
poro de 0,22 pum.

Tabela 7: Propriedades de NanoGO e NanoGO-AICIFt

Amostras DH médio (nm) IPD PZ (mV)
NanoGO 209,8 £ 1,2 0,290 + 0,010 -27,0 £ 0,7
NanoGO-Pluronic F127 180,1 £ 3,3 0,350 + 0,010 -28,7 £ 0,5
NanoGO-Pluronic F127-AlCIFt 220,3 £ 2,6 0,250 +£ 0,010 -23,7 £ 0,5
*AICIFt 97,0 + 3.4 0,330 + 0,060 85+ 1,7

NanoGO= nanofolhas de éxido de grafeno, AICIFt= cloreto de aluminio ftalocianina, DH= diametro
hidrodindmico, IPD= indice de polidispersao and PZ= potencial Zeta. *AICIFt forma aglomerados em
solucao aquosa.

A grande diferenca entre os valores de PZ entre as nanofolhas de NanoGO e
NanoGO carboxilado pode ser atribuida & presenga dos grupos 4cido carboxilico (COO™)
nas nanofolhas carboxiladas, que conferem a nanoplataforma carboxilada um PZ mais
negativo. A distribuicao de DH por intensidade de NanoGO-AM e NanoGO-AICIFt estao

representadas nas figura 13 e 14.
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Figura 13: Distribuicao de diAmetro hidrodinamico por intensidade da suspensao de nano-

folhas de 6xido de grafeno carboxilado associadas ao azul de metileno.
Nanofolhas polidispersas e com DH médio de 112,5 + 8,4 nm e IPD de 0,320 + 0,030.
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Figura 14: Distribuicao de didmetro hidrodinamico por intensidade da suspensao de nano-

folhas de 6xido de grafeno associadas ao cloreto de aluminio ftalocianina.
Nanofolhas polidispersas e com DH médio de 220,3 + 2,6 nm e IPD de 0,250 £ 0,010.

3.2 FTIR e Espectroscopia do UV-Visivel

As anélises de FTIR revelaram que o processo de carboxilacao do NanoGO foi
bem-sucedido. O espectro do NanoGO (em preto) confirma a presenga de diferentes
grupos oxigenados hidroxila (-O-H) em alongamento a 3184 cm™!, carbonila (C=0) em
estiramento a 1728 cm ™!, aromdtico (C=C) em 1640 cm™!, C-OH a 1423 cm™!; e C-O

em alongamento a 1043 cm~!. Enquanto no espectro da amostra de NanoGO, a banda
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atribuida ao alongamento C=O0 foi pouco intensa, no espectro de NanoGO carboxilado
(em vermelho) essa banda foi evidente, além de ter havido uma redugao na banda C=C,
indicando a redugao das ligagoes duplas () para estabelecimento de novas ligagdes C=0,
figura 15. Isso, mais uma vez, corrobora a eficicia do processo de carboxilacao. Adicio-
nalmente, os grupos carboxilicos adicionados ao NanoGO carboxilado estavam na forma
acida protonada (COOH), uma vez que a banda de estiramento de C=0O atingiu picos

acima de 1700 cm™! [63,64]. O grupo funcional a 2800 cm™!

corresponde ao modo de
estiramento simétrico do grupo -CHs- no acido cloroacético, que foi utilizado durante a

reacao de carboxilagao para a adicao de grupos acido carboxilico ao NanoGO [65].

1,1 - NanoGO
— NanoGO Carboxilado

1,0

Transmitancia

-O-H

0,4

3650 3150 2650 2150 1650 1150 650
Numero de Onda [1/cm]

Figura 15: FTIR do NanoGO (preto) e NanoGO carboxilado (vermelho).
Presenca dos grupos acido carboxilico no NanoGO carboxilado em aproximadamente 1700 cm™! eviden-
ciando a carboxilacao.

Amostras de déxido de grafeno (GO), nanofolha de 6xido de grafeno carboxi-
lado (NanoGO), azul de metileno livre (AM) e NanoGO-AM apresentaram diferentes
absorbancias pela técnica de UV-Vis. Foi possivel observar um deslocamento ascendente
da absorcao de NanoGO carboxilado em relagao ao GO, possivelmente devido a reducao do
tamanho das folhas de GO para NanoGO carboxilado. Esse deslocamento quer dizer que
o NanoGO tem uma maior capacidade de absor¢ao na regiao da luz visivel e na vizinhanca

da regiao de luz de infravermelho préximo. Isso pode aumentar a eficiéncia fototérmica
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do NanoGO carboxilado, promovendo um aumento mais expressivo da temperatura do
sitio alvo quando sob irradiacao para TFT [59,66]. O espectro de AM (linha azul mari-
nho) exibiu pico caracteristico da transigao n—7* a 660 nm, que também foi reproduzido
no espectro da amostra NanoGO-AM (linha azul claro) e confirmou o associagdo bem-
sucedida do AM. Houve também um deslocamento para a regiao do vermelho da transicao
n—7* para 680 nm apds a associacao de NanoGO ao AM. Isso é provavelmente causado
pela transferéncia de carga entre AM e NanoGO, figura 16. Em parte, a interacao do
azul de metileno e NanoGO carboxilado também pode se dar por interacao hidrofébica
e empilhamento 77, que é a interacao do AM com as regioes aroméaticas do NanoGO
carboxilado [67]. Essa interacao resultou na diminuigao do espectro de absor¢ao (figura

16), seguida de uma dréastica diminui¢ao do espectro de fluorescéncia de NanoGO-AM.
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Figura 16: Espectroscopia de UV-Visivel de é6xido de grafeno (GO), nanofolha de 6xido de
grafeno carboxilado (NanoGO), azul de metileno livre (AM) e NanoGO-AM
Presencga do pico de absor¢ao préximo de 660 nm, caracteristico do AM, na amostra de NanoGO-AM.

AM livre fluoresce em aproximadamente 692 nm, como pode ser observado na
figura 17. Esse mesmo pico nao pode ser observado em NanoGO carboxilado-AM, possi-
velmente devido as interacoes hidrofébicas e o emplilhamento 7-7 exercido pelo NanoGO
em AM. O resultado dessa supressao de fluorescéncia do AM pelo NanoGO carboxilado

pode resultar em uma menor producao de espécies reativas de oxigénio do que comparado
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com o AM livre.

1,8
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Figura 17: Espectro de fluorescéncia do AM em diversas concentragoes com adigao de

nanofolhas de é6xido de grafeno (concentracao fixa de 12,5 ug.mL~1).
Presenga do pico de emissio préximo de 690 nm, caracteristico do AM, na amostras de NanoGO-AM.

Foi observado o A maximo de absorcao para AICIFt de 670 nm, figura 18. Com
a adicao da suspensao de NanoGO as suspensoes de AICIFt, ocorreu a reducao da inten-
sidade das bandas de absorcao entre 600 e 680 nm e o aparecimento de uma banda de
absorcao em 707 nm quando da adi¢ao de uma maior concentracao de NanoGO, figura 18.
Esse fenomeno de reducao da absorcao interfere diretamente na capacidade de producao
de ERO por NanoGO-AICIFt. O espectro de fluorescéncia de NanoGO-AICIFt exibiu A
maximo de emissao em 675 nm, figura 19. Como ocorrido com o AM, AICIFt e NanoGO
também interagem hidrofobicamente ou por empilhamento 7-7, podendo essa altercao

fotofisica na emissao de AICIFt ser causada pelo efeito de supressao de fluorescéncia de
NanoGO.
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Figura 18: Espectro de absorcao de AICIFt (2,26 ug.mL~!) com adi¢ao de nanofolhas de
6xido de grafeno em diversas concentracgoes.

Presenga do pico de absor¢do préximo de 670 nm, caracteristico do AICIFt, na amostra de NanoGO-
AICIFt.
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Figura 19: Espectro de fluorescéncia do AICIFt (2,26 pug.mL~!) com adigao de nanofolhas
de 6xido de grafeno em diversas concentragoes.
Presenga do pico de emissdo em 675 nm, caracteristico do AM, na amostra de NanoGO-AM.
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3.3 Ultraestrutura de NanoGO

Em ambas as microscopias eletronicas, NanoGO carboxilado exibiu o formato
caracteristico de folhas mostrado na literatura [67,68]. Na microscopia eletronica de
transmissao foi possivel visualizar apenas as nanofolhas dispostas umas em cima das ou-
tras, nao ficando claro as bordas ou delimitagoes de cada uma, figura 20A. Podemos
atribuir este fato a baixa eletrodensidade da amostra, oriunda dos elementos de baixo
nimero atomico em sua composi¢cao como: carbono, oxigénio e hidrogénio. Na micros-

copia eletronica de varredura ficou evidente o aspecto unilamelar e fino das folhas, bem

como as suas delimitagoes e transparéncia, figura 20B.

Figura 20: Caracterizagao ultraestrutural das NanoGO por MET e MEV
A. NanoGO por MET. Setas indicam as delimitagoes das nanofolhas, aumento de 100.000x. B. NanoGO
por MEV, a transparéncia das nanofolhas estdo de acordo com a sua espessura de apenas um dtomo de
carbono, aumento de 230 vezes.
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3.4 Avaliacao da Fototermia Mediada por NanoGO

As propriedades fototérmicas do 6xido de grafeno ja foram verificadas por outros
autores [57,69]. A amostra de dgua deionizada, quando irradiada com luz de laser de
IVP 808 nm a fluéncia de 1,7 kJ.cm™2, apresentou variacao na temperatura de apenas
2,2 °C (26,2 °C para 28,4 °C). Enquanto em NanoGO carboxilado, na concentragao de
200 pg.mL™t 10 minutos de irradiacao com luz de laser IVP 808 nm aumentaram a
temperatura da suspensao de NanoGO em cerca 35,6 °C (26,6 °C para 62,2 °C), figura
21A. O aumento da temperatura da suspensao de NanoGO carboxilado sob irradiacao de
luz de laser IVP 808 nm foi claramente observado pela imagem de camera térmica por
infravermelho, figura 21B. Esse aumento de temperatura alcancado esta de acordo com
a temperatura de hipertermia necessaria para a ablacao térmica de tumores, a qual deve

ser acima de 47 °C [8, 16].

A 701 —@— NanoGO Carboxilada

— | === Agua ——

O 60F )

s |
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Figura 21: Avaliacao da fototermia de NanoGO carboxilado durante irradiagao com luz de
laser IVP 808 nm.

A. Variagao de temperatura de agua deionizada e NanoGO quando irradiados com luz de laser IVP 808
nm a fluéncia de 1,7 kJ.cm~2. B. Medicdo em tempo real da variacdo da temperatura por cAmera térmica
FLIR i40 - i60 (FLIR Systems).
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3.5 Producao de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)
por NanoGO-AM e NanoGO-AICIFt

A produgao de oxigénio singleto (*O,) é um passo critico na TFD [70]. A sua
produgao foi indiretamente monitorada pela sonda 1,3-difenilisobenzofurano (DBF), cuja
absorbancia diminui enquanto sdo produzidas ERO [71]. Na literatura é reportada a
produgao de ERO intracelular por materiais derivados da familia do grafeno sob irradiacao
em diversos comprimentos de onda [72,73]. Neste estudo, quando sob irradiacao com luz
de LED 660 nm, a producao de ERO por NanoGO carboxilado superou a producao de
ERO do FS azul de metileno, quando utilizado em determinadas concentragoes, figura 22A
e 22D. Baseado em estudo disponivel com quantum dots de grafeno (QDG) irradiados com
luz de laser azul de 450 nm, esse comportamento pode ser explicado pela maior presenca
de grupos oxigenados no NanoGO carboxilado. Em reacao feita com os GQD para remover
especificamente os grupos carbonila cetonica (-C=0), hidroxila (-OH) e carboxila (O=C-
O-), foi observada a reducao na produgao de ERO, principalmente apds a remogao dos
grupos carbonila cetonica (-C=0) [72]. Como pode ser observado na figura 15, o grupo
carbonila estd em maior concentracao no NanoGO carboxilado do que no NanoGO, o que

explica a maior produgao de ERO por NanoGO carboxilado.

A produgao de ERO por AM vem sendo explorada por dirversos autores [5, 13,
30,74,75]. A solugdo de AM livre (10 ug.mL™!, figura 22B) produziu uma quantidade
significativa de ERO, que foi reduzida quando da associacao do AM ao NanoGO car-
boxilado (200 pg.mL™!, 10 pug.mL™1), figura 22C e figura 22D. Isso deve-se ao fato do
6xido de grafeno funcionar como um supressor de fluorescéncia- quencher- o que acabou
por interferir diretamente na capacidade do NanoGO-AM de gerar ERO [6,76]. Essas
espécies reativas sao produzidas pelo corante fotoexcitado que transfere energia para o
oxigénio molecular enquanto decai para o estado fundamental [77]. No entanto, grafeno e
GO sao conhecidos por suprimir estados excitados. Uma vez que o AM é excitado, parte
de sua energia ¢é transferida para NanoGO, diminuindo a parcela que é transferida para
oxigénio e, conseqiientemente, a produgao de ERO é limitada [78,79]. Portanto, a menor
producao de ERO por NanoGO-AM era esperada. O comportamento de NanoGO-AM

em um ambiente biologico, tanto em células como em ensaios in vivo, pode permitir uma
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Figura 22: Producgao de espécies reativas de oxigénio por NanoGO carboxilado, AM e

NanoGO carboxilado-AM.
A. Producao de ERO por NanoGO, B. Produgido de ERO por AM, C. Produgao de ERO por NanoGO-

AM (variacdo das concentragoes de AM) e D. Produgdo de ERO por NanoGO-AM (nas concentragoes
proximas as que foram utilizadas no estudo in vitro. O NanoGO funciona como um supressor de flu-
orescéncia, o que reduziu a producdo de oxigénio singleto por NanoGO-AM, quando comparado com a
producao de ERO do AM livre. Durante todo o experimento foi utilizada a fluéncia do LED 660 nm de
30,00 J/cm?.

producao de ERO muito mais elevada. Isso ocorre pela perda de interacao eletrostatica
que o AM e NanoGO possuem em meio de pH fisiologico. Em pH 7, os grupos acido
carboxilico estdo em sua forma ionizada (COO™), mas em ambiente acidico esses grupos
sao protonados (COOH) e a interacao eletrostatica com o AM se desfaz [5]. Todos es-
tes achados confirmam que NanoGO-AM é uma plataforma adequada para ser utilizada
para producao de ERO e indugao de estresse oxidativo em células tumorais na TFD/TFT

combinadas [80].

A menor producao de ERO por NanoGO com e sem Pluronic F12 (figura 23A)
também pode ser explicada pelo mesmo motivo da maior producao de ERO por Na-
noGO carboxilado. Comparando a producio de ERO de NanoGO (25 pg.mL™') com
NanoGO carboxilado (10 ug.mL™1), a producao de ERO deste foi 2,5 vezes maior do que
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a producao de NanoGO. De fato, a menor quantidade de grupos oxigenados no NanoGO,
como pdde ser visualizado no espectro de FTIR (figura 15), interferiu de produgao de
ERO por NanoGO. Ainda que uma menor producao de ERO confira uma maior fotoesta-
bilidade a NanoGO, também induz a uma menor fototoxicidade de NanoGO-AICIFt sob
irradiagao, como serd observado in vitro neste trabalho [72]. AICIFt (figura 23B) exibiu
uma intensa producao de ERO concentracao-dependente, alcancando valores proximos de
60% a concentracao de 1,248 uM, o que nao era esperado. Por ser hidrofébico, AICIFt
forma aglomerados em solucao aquosa, tem as suas propriedades fotofisicas alteradas, e
portanto, a produgao de ERO diminuida. No entanto, como a incorporagao de AICIFt no
NanoGO foi feita a partir de uma solucao etandlica de AICIFt de 21 M, quanto maior a
concentracao de AICIFt, maior a quantidade de etanol na suspensao. Isso significou uma

menor formagao de aglomerados e manutencao das propriedades fotofisicas [17].

Na figura 23C, NanoGO-AICIFt na auséncia de Pluronic F127, apresentou producao
de ERO de até 90%, mas com grandes desvios padroes. Além do que, houve a perda da
producao de ERO concentragao-dependente, uma vez que a maior concentracao de AICIFt
(1,248 uM) adicionada ao NanoGO, nao promoveu a maior produgao de ERO. Isso sugere
um processo de auto supressao ou self-quenching. Essa supressao do estado excitado de
AICIFt, em uma concentracao superior as concentracoes das demais formulagoes, deve-se
a uma maior concentracao de AICIFt em meio aquoso, resultando em uma producao de
quantidade de ERO inferior [81]. Desta vez, as concentragoes intermedidrias de AICIFt
(0,156, 0,312 e 0,624 M) em NanoGO foram as que apresentaram a maior producao de
ERO. Com a adi¢gao de Pluronic ao NanoGO, a producao de ERO apresentou valores
mais préoximos da média, com destaque para a maior producao de ERO pela concentracao
de AICIFt de 0,312 uM, que coincidentemente foi a concentracao dos estudos in vitro.
Interessantemente, a adi¢ao de AICIFt (0,312 uM) ao NanoGO (12,5 pg.mL™1), possi-
velmente devido a sua menor hidrofilicidade, promove um efeito aditivo na producao de
ERO por NanoGO-AICIFt (com e sem Pluronic F127). A produgdo de ERO para Na-
noGO (12,5 pg.mL™t, figura 23A) foi de 20% e para AICIFt (0,312 uM, figura 23B)
foi de aproximadamente 30%. Somando-se os dois valores anteriores, temos o valor final
da producao de ERO de 50% para NanoGO-AICIFt (12,5 pg.mL—1/ 0,312 uM, figura
23D). O AICIFt e suas variagoes, como a tetrasulfo ftalocianina de zinco, sao conhecidos

como FS eficientes na produgdo de ERO [6,10,82]. Neste trabalho, em coeréncia com
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os demais grupos e estudos, NanoGO-AICIFt demonstrou o seu potencial como agente

para utilizagdo em fototerapias combinadas. A figura 23E apresenta a sumarizacao das

concentracoes de NanoGO, AICIFt e NanoGO-AICIFt analisadas nos ensaios in vitro.
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Figura 23: Produgao de espécies reativas de oxigénio por NanoGO, AICIFt e NanoGO-

AICIFt.

A. Producgao de ERO por NanoGO com e sem o Pluronic F127, B. Produgao de ERO por AICIFt, C.
Produgao de ERO por NanoGO (12,5 ug.mL~!) sem Pluronic F127- AICIFt (variagao das concentracoes
de AICIFt), D. Produgao de ERO por NanoGO (12,5 pg.mL~1) com Pluronic F127- AICIFt (variagio
das concentragoes de AICIFt) e E. Produgao de ERO por NanoGO-AICIFt (nas concentragdes utilizadas

no estudo in vitro). Durante todo o experimento foi utilizada a fluéncia do LED 660 nm de 3,94 J.cm

para irradiagao.
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3.6 Ensaio de Viabilidade Celular

O pré-requisito basico para uso de um FS ou um agente fototérmico é que eles
nao sejam citotéxicos quando nao irradiados [31,83]. As citotoxicidades no escuro de
NanoGO, NanoGO carboxilado, azul de metileno e cloreto de aluminio ftalocianina foram
determinadas pelo ensaio de MTT. As células tumorais e normais foram tratadas durante
24 horas com NanoGO e NanoGO carboxilado nas concentracoes de 3,1, 6,25, 12,5, 25, 50
pg.mL~t, AM nas concentracoes 1, 2,5, 5, 10 e 20 ug.mL~! e AICIFt nas concentracoes
de 0,039, 0,078, 0,156, 0,312, 0,624 e 1,248 uM.

Os ensaios de viabilidade celular revelaram que tanto o NanoGO quanto o Na-
noGO carboxilado, na auséncia de irradiacao, apresentaram leve citotoxicidade no escuro
na concentracao de 12,5 pg.mL™!, figuras 24A, 25A e 26A. As viabilidades de células
de linhagens nao tumorais humana (MCF-10A) e murina (NIH/3T3, p < 0,01 para Na-
noGO carboxilado) estiveram préximas ou superiores a 90% quando comparadas com os
controles. Ja para as células tumorais, NanoGO ou NanoGO carboxilado, também na con-
centracao de 12,5 ug.mL™!, provocaram uma reducao de pouco mais de 30% na viabilidade
das linhagens tumorais humana (MCF-7, p < 0,001) e murinas (4T1 e 4T1-Luciferase,
p < 0,01), figuras 24A, 25A e 26A.

O azul de metileno (2,5 pug.mL™!) reduziu a viabilidade das células normais e
tumorais em menos de 10%, apresentando leve toxicidade no escuro. Para NIH/3T3 e
MCF-10A p < 0,01, figura 24B e 26B. O cloreto de aluminio ftalocianina (0,312 M)
manteve a viabilidade das células murinas 4T1-Luciferase e NIH/3T3 (p < 0,01) entre
90% e 100%, respectivamente, figura 25B. Nas células humanas, a viabilidade de MCF-
10A foi de 90%(p < 0,05) e para MCF-7 foi superior a 100% (p < 0,001), um indicio de
aumento da proliferacao celular devido ao tratamento, figura 26C. A maior citotoxicidade
dos tratamentos para as células tumorais pode ser atribuida ao metabolismo mais rapido
dessas células. O que aumenta a captacao de NanoGO, NanoGO carboxilado, AM e
AICIFt. Em estudo de Sahu et al.(2013) também foi observado uma maior captagao de
uma plataforma similar de NanoGO por células HeLa do que por células NIH/3T3 usando
microscopia confocal [5]. Esses valores de viabilidade apés o tratamento por 24 horas

com NanoGO, NanoGO carboxilado, AM e AICIFt, fizeram com que essas concentracoes
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mencionadas fossem as escolhidas para a continuidade do estudo in wvitro.
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Figura 24: Citotoxicidade no escuro do NanoGO carboxilado (A) e AM livre (B) em células
murinas NIH-3T3 (controle normal) e 4T1 (tumoral) apés tratamento por 24 horas.

Dados representam média e desvio padrdo, n=4. Diferenca significativa *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p <
0,001.
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Figura 25: Citotoxicidade no escuro do NanoGO (A) e AICIFt livre (B) em células murinas
NIH-3T3 (controle normal) e 4T1-Luciferase (tumoral) apds tratamento por 24 horas.
Dados representam média e desvio padrdo, n=4. Diferenca significativa *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p <
0,001.
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Figura 26: Citotoxicidade no escuro do NanoGO carboxilado (A), AM livre (B) e AICIFt
livre (C) em células humanas MCF-10A (controle normal) e MCF-7 (tumoral) apés trata-
mento por 24 horas.

Dados representam média e desvio padrdo, n=4. Diferenca significativa *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p <
0,001.

Foram realizados ensaios de irradiagao apenas com luz de LED 660 nm ou la-
ser IVP 808 nm para avaliar as suas possiveis fototoxicidades frente as células estudas.
Reducoes nas viabiliades poderiam ser observadas devido a efeitos térmicos, uma vez que
o LED ou laser poderiam emitir calor durante a irradiacao. No entanto, estes efeitos
foram minimizados com a adi¢ao de sistemas de arrefecimento em ambos os dispositivos
de irradiacao. Embora reducgoes na viabilidade celular nao tenham sido observadas, houve
um aumento nao significativo da viabilidade das células irradiadas com luz de LED 660
nm ou laser IVP 808 nm, figuras 27, 28, 29 e 30). A fotobiomodula¢ao é um efeito no
qual células sob irradiagao com luz de comprimento de onda do vermelho longo ou infra-
vermelho proximo sofrem modulacao de diversas fungoes celulares, o que pode induzir a

um aumento da proliferagao celular [84].
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As fototoxicidades de NanoGO-AM (12,5 pg.mL~! NanoGO carboxilado/ 2,5
pg.mL~t AM) e NanoGO-AICIFt (12,5 ug.mL~! NanoGO / 0,312 uM AICIFt) foram in-
vestigadas por um ensaio de viabilidade utilizando células NIH/3T3, 4T1, 4T1-Luciferase,
MCF-7 e MCF-10A apés irradiagao com luz de LED 660 nm (fluéncia de 30 J.cm™2 ) e/ou
luz de laser IVP 808 nm (fluéncia de 1,7 kJ.cm™2), figuras 27, 28, 29 e 30).
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Figura 27: Fototoxicidade nas células NIH/3T3 (A) e 4T1 (B) apés tratamento com
NanoGO-AM por 24 horas e irradiagao com luz de LED 660 nm e luz de laser IVP 808 nm.
Os sistemas de emissao de LED e laser, na auséncia de fotossensibilizador, nao promoveram morte celular
por si sé. No entanto, hd um aumento da viabilidade das células NIH/3T3 apés a irradiagdo com luz de
LED 660 nm. Dados representam média e desvio padrao, n=4. Diferenca significativa ***p < 0, 001.

A reducao expressiva da viabilidade nos tratamentos com NanoGO-AM em 97%
nas células 4T1 nos grupos TFD e TFD/TFT combinadas demonstrou o potencial das te-
rapias propostas, figura 27. Valores similares de reducao da viabilidade foram observados
para AM livre sob irradiacao com luz de LED 660 nm. Também houve uma reducao da vi-
abilidade das células MCF-7 tratadas com NanoGO-AM e irradiadas para apenas TFT de
4%, apenas TFD de 75,3% (p < 0,001) e TED/TFT combinadas de 73%(p < 0,001). No
entanto, nao houve difereca estatisticamente significativa (p > 0,05) entre as duas tltimas
terapias e AM livre para TFD apenas (redugao na viabilidade de 85,6%). Estes resulta-
dos mostraram que a eficiéncia fotodinamica do azul de metileno foi preservada quando
associado com NanoGO carboxilado, ainda que nao tenha havido um efeito combinado

das duas terapias. Com isso, ainda assim ele foi capaz de produzir espécies reativas de
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Figura 28: Fototoxicidade nas células NIH/3T3 (A) e 4T1-Luciferase (B) apés tratamento
com NanoGO-AICIFt por 24 horas e irradiacao com luz de LED 660 nm e luz de laser IVP
808 nm.

Aumento da viabilidade das células 4T1-Luciferase apds a irradiacdo com luz de LED 660 nm e luz de
laser IVP 808 nm. Dados representam média e desvio padrao, n=4. Diferenca significativa ***p < 0, 001.
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Figura 29: Fototoxicidade nas células MCF-10A (A) e MCF-7 (B) apés tratamento com
NanoGO-AM por 24 horas e irradiagao com luz de LED 660 nm e luz de laser IVP 808 nm.
Aumento da viabilidade das células MCF-10A apés a irradiacdo com luz de LED 660 nm e luz de laser
IVP 808 nm. Dados representam média e desvio padrdo, n=4. Diferenca significativa ***p < 0,001.
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Figura 30: Fototoxicidade nas células MCF-10A (A) e MCF-7 (B) apés tratamento com
NanoGO-AICIFt por 24 horas e irradiagao com luz de LED 660 nm e luz de laser IVP 808
nm.

Aumento da viabilidade das células MCF-10A ap6s a irradiagao com luz de LED 660 nm e luz de laser IVP
808 nm (aumento mais discreto). Dados representam média e desvio padrao, n=4. Diferenga significativa
**kp < 0,001.

oxigénio, promover estresse oxidativo e induzir morte celular. Para a linhagem MCF-10A,
os tratamentos mencionados também exerceram forte impacto na viabilidade que orbitou
em valores médios de 21% para os grupos nos quais os tratamentos envolviam TFD,
mostrando uma maior sensibilidade dessas células aos tratamentos. Para a plataforma
NanoGO-AICIFt os resultados foram semelhantes, mas como uma maior manutengao da
viabilidade das células normais, NIH/3T3 ou MCF-10A, figuras 28 e 30. A viabilidade

esteve em valores médios de 74,5%.

Em estudo realizado por Sahu et al. (2013), os autores encontraram uma di-
ferenga estatisticamente significativa entre a TFD (p<0,01) e a TFT isoladas (p<0,05)
quando comparadas com TFD/TFT combinadas, mostrando o efeito sinérgico na redugao
da viabilidade com as duas terapias combinadas [5]. Mesmo nao tendo encontrado resul-
tado similar ao estudo mencionado, os resultados obtidos ainda assim sao importantes,
uma vez que neste estudo uma reducao na viabilidade das células por NanoGO-AM, tao

expressiva quanto a reducao causada por AM livre, nao era esperada. Devido a baixa
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producao de ERO pela nanoplataforma conforme figura 22D, nao esperavam-se valores
de morte celular iguais tanto para AM livre quanto para AM associado a NanoGO car-
boxilado. A alta eficiéncia na producao de ERO da plataforma NanoGO-AM pode ser o
resultado da protonacao dos grupos COO~ em NanoGO carboxilado, sob a influéncia do
ambiente intracelular mais dcido (pH 5,0) e posterior ”liberacao”do AM. Cessada a in-
teracao eletrostatica entre AM e NanoGO carboxilado, a supressao da fluorescéncia deixa

de acontecer e a capacidade do AM em produzir ERO é reestabelecida.

No que diz respeito a TFT apenas, em nenhum dos tratamentos realizados, com
as duas diferentes plataformas de NanoGO ou NanoGO carboxilado, foram encontrados
valores de viabilidade inferiores a 50%. A menor eficiéncia da TFT pode estar relacio-
nada a menor concentracao de NanoGO utilizada quando comparado com o resultado do
aquecimento de NanoGO carboxilado a 200 pg.mL™!, figura 21. Para aumentar os efeitos
da TFT uma alternativa tem sido o uso de laser pulsado ao invés de uma onda continua.
As interacoes elétron-fonon sao responsaveis pela conversao da energia absorvida pelo
agente fototérmico em calor. Durante o intervalo entre um pulso de laser e outro, um
maior tempo de relaxamento elétron-fonon é alcangado e, portanto, uma maior eficiéncia
na producao de calor. Isso resultaria até mesmo em uma reducao da poténcia do laser
utilizado [12]. Como mostrado por Tong el al. (2007), o tratamento de células que super
expressavam folato com nano bastoes de ouro associados ao folato, provocou a formacao
de bolhas na membrana plasmatica, que foi alcancada com laser continuo na poténcia de

6 mW, enquanto que para laser pulsado foi necessario apenas 0,75 mW de poténcia [85].

3.7 Medicao da Producao de ERO por Ressonancia
Paramagnética Eletronica-RPE In Vitro

A producao de ERO, exposta na forma de concentracao de ERO em pM, mostra o
grande potencial das duas nanoplataformas estudadas. Ainda que a producao de ERO de
ambas as nanoplataformas tenha sido o suficiente para provocar morte celular nas linha-
gens NIH-3T3 e 4T1-Luc, a produgao de ERO M por NanoGO-AM superou a producao
de NanoGO-AICIFt em aproximadamente 8 vezes, comparando os grupos para TFD de

cada nanoplataforma, figura 31. Analisando apenas os grupos que foram irradiados para
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TFD e tratados com AM e NanoGO-AM, foi observada uma diferenga estatisticamente
significativa na produgao de ERO entre a celula normal e tumoral (p<0,001). Possivel-
mente, essa maior producao de ERO pela célula tumoral deve-se a maior captacao das
nanoplataformas por essas células. No entanto, comparando AM livre TFD e NanoGO-
AM TFD nao houve diferenca estatistica entre os grupos, indicando que a capacidade
de produzir ERO do AM de metileno foi preservada mesmo que em associagdo com o
NanoGO, reforcando a hipdtese de que o AM é liberado do NanoGO carboxilado quando

em meio mais acido e deixa de sofrer supressao de fluorescéncia.

Quanto a NanoGO-AICIFt, observamos uma maior diferenca estatisticamente sig-
nificativa na producao de ERO entre a TFD sozinha e TFD/TFT combinadas (p<0,001),
figura 31. TFD/TFT combinadas produzem aproximadamente 1,4 vezes mais ERO do
que TFD sozinha. Esse dado permite hipotetizar se 0 NanoGO também esta produzindo
ERO sob irradiagao com luz de laser IVP 808 nm, o que precisa ser melhor investigado. A
producgao de ERO entre AICIFt TFD e NanoGO-AICIFt também nao é estatisticamente
significativa, indicando a manutencao das propriedades fotofisicas de AICIFt mesmo na

presenca de NanoGO.
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Figura 31: Produgao de ERO medidas por RPE nas célula 4T1-Luciferase apés tratamento
com NanoGO-AM (A), NanoGO-AICIFt (B) e irradiacdo com luz de LED 660 nm e luz de
laser IVP 808 nm.

Dados representam média e desvio padrao, n=3. Diferenca significativa ***p < 0,001.
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3.8 Terapia Fotodinamica e Fototérmica In Vivo

Os tratamentos foram iniciados 15 dias ap6s a inducao tumoral, com tumores com
volume aproximado de 25 mm?. Para TFD, os animais foram irradiados com luz de LED
660 nm (fluéncia 90,78 J.cm™2, 10 minutos) e para TFT, com luz de laser infravermelho
préximo 808 nm (fluéncia de 8,3 kJ.cm™2, 15 minutos). Na TFD/TFT combinadas os

animais foram irradiados com o LED, seguido da irradiacao pelo laser, figura 32.

Figura 32: Irradiagao para terapia fotodinadmica (A) e fototérmica (B) In Vivo.
Os animais foram anestesiados e irradiados para TFD a fluéncia de 90,78 J.cm~2 (10 minutos) e para
TFT a fluéncia de 8,3 kJ.cm~2 (15 minutos). Na imagem nio é mostrado, mas apenas a drea do tumor
foi irradiada.

Camera infravermelha foi utilizada para registrar o aumento de temperatura em
tempo real no local do tumor durante a irradiacao com luz de IVP 808 nm de camun-
dongos tratados com solucao salina, NanoGO-AM e NanoGO-AICIFt. Quando o animal
foi tratado intratumoralmente com PBS e irradiado, a variagdo de temperatura foi de
apenas 2 °C, figura 33A. Em camundongos, onde nao houve extravasamento dos 25 plL de
NanoGO-AM ou NanoGO-AICIFt durante a administracao intratumoral para os tecidos
proximais, atingiram-se altas temperaturas entre 58-80 °C, alcangando até 100 °C, como
mostrado na figura 33C. Por outro lado, quando as nanoplatatformas pareciam estar me-
nos concentradas no local do tumor, atingiam-se temperaturas de 42-50 °C durante a

irradiacao com luz de laser IVP 808 nm, figura 33B.
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Figura 33: Imagens por cAmera térmica dos animais durante a irradiagao com o sistema de

laser IVP 808 nm a fluéncia de 8,3 kJ.cm—2.
A. Discreta variagao na temperatura no sitio irradiado do animal tratado apenas com PBS, B. Fototermia

apenas nos animais tratados com NanoGO-AM ou NanoGO-AICIFt e irradiados com luz de laser IVP
808 nm e C. Fototermia nos animais tratados com NanoGO-AM e irradiados com luz de laser IVP 808
nm e animais apds a irradiagao.

Possivelmente, devido a natureza solida dos tumores, as vezes a administragao das
nanoplataformas nao era idealmente realizada. De toda forma, verificou-se a capacidade

do NanoGO ou NanoGO carboxilado de desempenhar o papel tanto de um carreador dos
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fotosensibilizadores AM ou AlICIFt, como o de atuar como agente fototérmico, atingindo

temperaturas superiores a 47 °C, ideais para ablac¢ao tumoral [8].

A via intratumoral de administragao escolhida para este estudo foi uma tentativa
de superar as desvantagens da injecao intravenosa via veia caudal, como a captagao pelo
sistema reticuloendotelial, pouco tempo de circulagao sanguinea e biodisponibilidade [86].
Além disso, como sugerido por Huang et al.(2014), a via de administragao preferida para
fototerapias é a intratumoral, porque concentra o agente fotodinamico/fototérmico em
uma area especifica, concentrando seus efeitos [87]. Além do que, essa via de administragao
evita o acimulo de NanoGO nos pulmoes, o que resultaria em edema pulmonar e formacao
de granuloma, como mostrado em outro estudo no qual foi realizada administragao I.V.
[86]. Houve o surgimento de uma ferida relacionada a queima causada pela irradia¢ao nos

animais dos grupos que receberam TFT no dia seguinte ao tratamento, figura 34.

Antes TFT Depois TFT com NanoGO-AM
NN\\\'rz7g
N

==
AN

Figura 34: Aspecto da ferida apés a realizagao da terapia fototérmica com NanoGO-AM e
irradiagcao com luz laser IVP 808 nm.

Local do tumor antes e apds a terapia fototérmica, aspecto da ferida um dia ap6s a irradiacao com luz
laser IVP 808 nm. O tecido cicatricial mede 5 milimetros.

Em alguns camundongos, a TFD causou um processo inflamatério no local da
irradiagdo com o surgimento de secre¢ao. Nos grupos TFD/TFT combinadas, a TFT
pareceu auxiliar no processo de cura e cicatrizacao da ferida, promovendo a cauterizagao
do ferimento. Durante todo o periodo do estudo nao foi observada significativa variacao
do peso dos animais. Ao longo dos tratamentos houve a morte de nove animais. No

entanto, essas mortes sao provavelmente devido a progressao tumoral, nao podendo ser
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inteiramente atribuidas aos tratamentos realizados, uma vez que nenhum dos animais dos
grupos TFD/TFT combinadas, tanto para NanoGO-AM e NanoGO-AICIFt, sucumbiram

a obito.

3.9 Imageamento, Progressao Tumoral e Metastase

O tumor de carcinoma mamadrio murino (4T1) é conhecido na literatura por seu
grande potencial metastatico e agressividade. As células 4T1-Luciferase em camundongos
sao capazes de reproduzir o carcinoma de mama humano em relagao ao crescimento tumo-
ral e metastase, representando um modelo animal para a fase IV do carcinoma de mama
humano [88-91]. Além disso, neste estudo, as células 4T1-Luciferase foram utilizadas
como uma ferramenta para imageamento, uma vez que emitem bioluminescéncia, que foi
coletada para monitorar a progressao do tumor e rastrear a eficiéncia do tratamento [92].
A luciferina é uma substancia com um grupo prostético heterociclico, complexada a al-
bumina, encontrada em vagalumes e outros animais que, na presenca de ATP e enzima
luciferase, se torna luminescente. A bioluminescéncia originada pela degradagao da D-
luciferina é oriunda da emissao de fotons no comprimento de onda 560 nm. Os picos
de bioluminescéncia, escala de cores quentes e frias nas imagens, mostram as regioes nas
quais se encontram o tumor. As células 4T1-Luciferase foram testadas para verificar a
producao de bioluminescéncia e ilustram a intensidade da bioluminescéncia alcancada em

cada poco conforme figura 35.

Na figura 36, sao observados os grupos controles e tratados para as TFD, TFT
e TFD/TFT combinadas, mediadas por NanoGO-AM, antes do inicio dos tratamentos.
As imagens foram colocadas na mesma escala, para que durante a analise, os tumores
de menor bioluminescéncias nao aparecessem subestimados devido aos altos valores de
intensidade de outros tumores. Portanto, como isso ocorrera ao longo dessas analises, além
de terem sido organizados de forma quantitativa, os dados também podem ser vistos em
graficos de bioluminescéncia total. Ainda na figura 36, podemos observar que o tamanho e
intensidade de bioluminescéncia do tumor do animal nimero trés, do grupo TFD apenas,
é mais expressivo do que os dos demais animais. Isso pode ser causado por erros na

técnica de inducao tumoral. A agulha é deslocada acidentalmente no ducto mamario e as
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Figura 35: Imagem de bioluminescéncia de células 4T1-Luciferase.
Imagem em IVIS Lumina de células 4T1-Luciferase apés adigao de 10 pL. de D-luciferina por pogo. Nos
pogos da linha C da microplaca de 96 pocgos, o meio de cultivo DMEM foi removido e adicionados 10
uL de D-luciferina por poco, concentracdo de 15 mg.mL~'. Nos pocos da linha E da placa, o meio de
cultivo DMEM foi mantido e adicionados 10 uL de D-luciferina por poco, concentracio de 0,7 mg.mL ™!,
A maior concentragao de D-luciferina nos pogos da linha C resultaram em uma maior BL.

células nao sao injetadas somente na regiao do ductal. Ou, a agulha perfura a cavidade

peritoneal e acaba por dar origem a um tumor na regiao abdominal do animal.

Em comparacao com a TFD ou TFT isoladamente, o ensaio in vivo demonstrou
o efeito sinérgico proporcionado por NanoGO-AM nas TFD/TFT combinadas para o tra-
tamento de camundongos BALB/c fémeas portadoras de tumor de células 4T1-Luciferase,
figura 36. Enquanto nos resultados in vitro podem ter sido levantadas questoes sobre a
necessidade da associagao das nanofolhas de 6xido de grafeno ao azul de metileno, uma vez
que nao havia significancia estatistica entre os valores de viabilidade das células tratadas
para TFD/TFT combinadas mediadas por NanoGO-AM em comparagao com apenas AM
livre em TFD, no estudo in vivo as nanofolhas de éxido de grafeno (em NanoGO-AM)
foram determinantes para o sucesso da TFD/TFT combinadas. A partir da combinagao
das duas terapias houve ablacao tumoral total, com controle da proliferacao do tumor logo
apos o primeiro tratamento e auséncia de recidiva durante 30 dias de acompanhamento
apos o ultimo tratamento, figura 37A. Outro dado interessante, que pode ser observado
ainda na mesma figura, é a bioluminescéncia total para o grupo TFD/TFT combinadas

(apds o tratamento nimero trés) 63 vezes menor do que os grupos apenas TFD ou ape-
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Figura 36: Imagens de bioluminescéncia de camundongos BALB/c antes do inicio dos
tratamentos com NanoGO-AM e irradiagao, n=5.

Grupos experimentais de animais nao portadores e portadores de tumor antes do inicio dos tratamentos
para TFD, TFT e TFD/TFT combinadas, n=>5.

nas TFT. Na figura 38, estao dispostos os grupos controles positivos para os tratamentos
apenas irradiacdo com luz de LED 660 nm (dois animais vivos), apenas luz de laser IVP
808 nm (quatro animais vivos) e administracao de NanoGO-AM apenas (5 animais vivos).
Ao final dos experimentos tivemos a seguinte sobrevida para os grupos controle sadio (5
animais), tumor PBS (4 animais), tumor NanoGO-AM apenas TFD (2 animais), tumor
NanoGO-AM apenas TFT (4 animais) e tumor NanoGO-AM TFD/TFT combinadas (5
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animais). Os animais vivos, ao final dos tratamentos, foram listados na tabela 8.

Tabela 8: Grupos experimentais- Animais vivos

Grupo G1: Controle Sadios (5 animais);

Grupo G2: Tumor + Salina (4 animais);

Grupo G3: Tumor + LED 660 nm (2 animais);

Grupo G4: Tumor + Laser IVP 808 nm (4 animais);

Grupo G5: Tumor + NanoGO-AM (5 animais);

Grupo G6: Tumor + NanoGO-AM + TFD (apenas 2 animais);
Grupo G7: Tumor + NanoGO-AM + TFT (4 animais);

Grupo G8: Tumor + NanoGO-AM + TFD + TFT (5 animais);

Os animais dos grupos tratados com luz de LED 660 nm apresentaram uma
maior proliferacao tumoral, baseado nas imagens de bioluminescéncia. Ja foi exposto por
outros autores que o tratamento com luz do espectro vermelho entre 630-1000 nm modula
inimeras funcoes celulares, exercendo a fotobiomodulacao. Esse efeito tem resultados
positivos como aceleragao da cura de feridas, recuperacao de tecido cardiaco que sofreu
injuria por isquemia e degeneracao atenuada de nervo éptico danificado por melhorar a
produgao e metabolismo de energia mitocondrial [84,93]. Esse mesmo mecanismo pode
provocar um aumento na proliferacao das células normais e tumorais. Um aumento na
proliferacao celular pode contribuir para uma amplificacao da agressividade do tumor e,
com isso, facilitar a sua migracao para os demais 6rgaos. Na figura 37B observam-se
os volumes tumorais relativos para os diversos tratamentos com valor de p < 0,001 ao
se comparar a TFD/TFT combinadas com as mesmas terapias isoladas. Em C, temos
a analise da variacao do peso corporal dos animais ao longo dos tratamentos. O grupo
TFD/TFT combinadas sofre a maior variacdo no peso corporal, mas com recuperagao de
peso para os valores proximos ao do inicio dos tratamentos. Provavelmente isto se deve ao
estresse de receber duas terapias combinadas, quando comparada com a varicao de peso

corporal nos demais grupos.
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Figura 37: Representagao grafica dos dados de bioluminescéncia, volume tumoral relativo e
peso corporal de camundongos BALB/c durante tratamento com NanoGO-AM e irradiagao,
n=>5.

A.Bioluminescéncia total, B. volume tumoral relativo e C. peso corporal. Foi notavel o expressivo
aumento do volume tumoral nos grupos que ndo receberam tratamento ou nos grupos nos quais as
terapias fotodinamica e fototérmica foram realizadas de forma isolada. As setas indicam os momento nos
quais as terapias foram realizadas. Diferenca significativa ***p < 0,001.

Mesmo no grupo TFD/TFT combinadas, no qual os animais receberam duas
terapias, sofrendo um maior estresse, os camundongos sobreviveram até 30 dias apds o
ultimo tratamento sem reincidéncia do tumor e com a auséncia de metastases em 6rgaos
principais como figado, pulmoes e bago. O mesmo nao ocorreu com os animais dos outros
grupos, que apresentaram pelo menos um orgao afetado por metastase e sucumbiram ao
6bitor. Atribuimos essas observacoes ao aumento de temperatura causado pela irradiacao

com laser IVP 808 nm na presenca de NanoGO-AM, que pode ter promovido mudancas na
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permeabilidade dos vasos e tecidos, aumentando o fluxo sanguineo no local e atenuando
parcialmente a hipdxia [8,94,95]. Isso pode ter levado a uma maior oxigenagao tecidual
e a uma maior producao de ERO no tecido quando sob irradiacao por luz de LED 660
nm. Uma vez que a producao de ERO depende da quantidade de oxigénio disponivel no
tecido, essa mudanca na permeabilidade vascular pode resultar em remissao tumoral e
prevencao de metdstases como observado [8]. Todos os camundongos foram tratados um
total de trés vezes a cada quatro dias, e a bioluminescéncia foi coletada em cada dia se-
guinte ao tratamento. Para o grupo TFD/TFT combinadas, apds o primeiro tratamento,
houve diminuicao no sinal de bioluminescéncia. Enquanto que nos outros grupos o sinal

aumentou ao longo do tempo, indicando um aumento do tamanho do tumor.

Resultados similares puderam ser observados para NanoGO-AICIFt. Na figura
39 estao expostos os grupos experimentais controles e tratados para as TFD, TFT e
TFD/TFT combinadas, mediadas por NanoGO-AICIFt, antes do inicio dos tratamentos.
Na mesma figura, o animal niimero dois do grupo TFD apresenta tumor mais biolumi-
nescente do que os animais dos demais grupos. Esse desenvolvimento avacado do tumor
pode impedir o sucesso da terapia nesse animal. Quanto maior o tumor, mais periférica
é a vascularizacao e maiores as chances de heretogeneidade de suprimento de oxigénio.
Como a TFD necessita de oxigénio tissular para a producao de oxigénio singleto, neste

animal a terapia pode nao atingir todo o seu potencial.
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Grupos Experimentais Controles Positivos NanoGO-AM
Luz LED 660 nm Luz Laser 808 nm NanoGO-AM
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Figura 38: Imagens de bioluminescéncia de camundongos do grupo apenas luz LED 660

nm, luz de laser IVP 808 nm e NanoGO-AM (sem irradiacdo), n=5.
Grupos experimentais de animais portadores de tumor ao longo dos tratamentos.
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Figura 39: Imagens de bioluminescéncia de camundongos BALB/c antes do inicio dos

tratamentos com NanoGO-AICIFt e irradiagao
Grupos experimentais de animais ndo portadores e portadores de tumor antes do inicio dos tratamentos

para TFD, TFT e TFD/TFT combinadas, n=>5.
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Os animais do grupo TFD com NanoGO-AICIFt apresentaram um maior desen-
volvimento do tumor, figura 39 e figura 40A. Provavelmente, devido a um incidente na
indugao tumoral, os animais do grupo TFD apresentaram niveis de bioluminescéncia até
10000 vezes maiores do que os demais grupos, figuras 40A. Na figura 40B, um aumento
torna possivel a visualizagao dos grupos tumor PBS, TFT TFD/TFT combinadas. As
TFT e TFD/TFT combinadas no grupo de NanoGO-AICIFt néao foram capazes de pro-
mover ablacao tumoral total, mas apenas o controle da progressao tumoral e aumento do
volume tumoral. Isso pode indicar que a concentracao de AICIFt utilizada foi insuficiente
para a ablagao total do tumor, sendo necessario futuros ajustes de dose. O tratamento
para o grupo TFD exibiu grande eficiéncia na ablacao tumoral, uma vez que reduziu
os valores de bioluminescéncia no primeiro tratamento em aproximadamente 1000 vezes,
figura 40A. Os valores do volume tumoral realtivo na figura 40C mostra o crescimento
exponencial do grupo tumor PBS, grupo que nao recebe tratamento. Na figura 40D sao
visiveis as alteragoes no peso corporal dos animais devido a progressao tumoral. Por
ultimo a representacao em IBL dos grupos controle tratados com apenas luz de LED 660
nm, luz de laser IVP 808 nm e plataforma de NanoGO-AICIFt, a figura 41.

p. 71 de 146



Tese de Doutorado

* Sadio = TFD

A_ = Tumor PBS = TFT

g + TFD/TFT

E 9.8x107

Q

S

S 3.4x10°

()

=

E gex10t

)

@

3.0x10°

40 # Sadio

= TFD
ET
20 <+ TFD/TFT

w
o

-
o

Volume Tumoral Relativo (V/Vo)
»

= Tumor PBS

*xx

[ ©
Tempo (Dias)

Au

1.2x10*
8.5x10°
6.0x10°

4.2x10°

Bioluminescéncia Total

3.0x10°

O

N N DN
w A~ o0 o N

Peso Corporal (g)
N

N N N DN

-

mento de A (até 1 .5x10%)
¢ Sadio
& Tumor PBS
* TFD
TFT
+ TFD/TFT
[ O T TR Foooenen- 3
< O\ O‘L O‘b
& & & &
'b@ 2 0(0
X X X
L R <&
{ & &

«TFD  TFD/TFT
THT

® Sadio
# Tumor PBS

v ™ © LY N &
Tempo (Dias)

Figura 40: Representagao grafica dos dados de bioluminescéncia, volume tumoral rela-
tivo e peso corporal de camundongos BALB/c durante tratamento com NanoGO-AICIFt e

irradiacao, n=>5.

A .Bioluminescéncia total, B. aumento da regiao em vermelho de A., C. volume tumoral relativo e D. peso
corporal. As setas indicam os momentos nos quais as terapias foram realizadas. Diferenca significativa
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Grupos Experimentais Controles Positivos NanoGO-AICIFt
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Figura 41: Imagens de bioluminescéncia de camundongos do grupo apenas luz LED 660
nm, luz de laser IVP 808 nm e NanoGO-AICIFt (sem irradia¢ao), n=5.
Grupos experimentais de animais portadores de tumor ao longo dos tratamentos.
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3.10 Avaliacao Macroscdpica e Clinica de ()rgéos e
Tumor Obtido por Inoculacao Ortotépica, ape-
nas para o grupo NanoGO-AM

Foram observadas alteragoes morfolégicas que sugeriam metastase pulmonar em
um animal do grupo de TFD e TFT combinadas, mas que nao foi confirmada em analises
histolégicas. Dentro do mesmo grupo houve um caso de esplenomegalia e outro de hepato-
megalia. No entanto, foi observada a auséncia de tumor no animais. Tumores de 16 mm de
comprimento por 16 mm de largura puderam ser observados em animais do grupo tumor
+ NanoGO-AM, figura 42A e 42B. Em diversos animais que receberam tratamento com
NanoGO-AM foi observado o possivel acimulo da formulacao no linfonodo sentinela, con-
forme pode ser visualizado na figura 42C e 42D. O linfonodo sentinela é o nédulo linfatico
que primeiro recebe a drenagem de um tumor [96]. Devido a administracao de NanoGO-
AM ter sido intratumoral, pequenas porg¢oes de NanoGO-AM, podem estar presentes nesse
linfonodo. No grupo de animais controle sadios, nenhum dos animais apresentava tumor
ou recebeu NanoGO-AM, no entanto, um animal apresentou hepatomegalia. No grupo
tumor NanoGO-AM TFT um animal com tumor, morto, exibiu fenomenos abiéticos con-
secutivos transformativos (autdlise, putrefagdo, maceragao, mumificacao e saponificagao),
e hepatomegalia. Um dos animais do grupo tumor+laser apresentou tumor no mediastino
(sugestao de metdstase). Os animais do grupo tumor PBS apresentavam metdstases no
figado, bago, pulmao e, em dois animais, esplenomegalia. Os casos de esplenomegalia tém
ocorréncia em estudos pré-clinicos e clinicos do uso do azul de metileno. Em relato de
Hejtmancik et al. (2002), em um caso fatal de envenenamento severo por nitrobenzeno
em humano, foi administrado AM na paciente a concentracao de 2 mg.kg™! (12-12 horas,
via oral) para reversao de metahemoglobinemia. Essa foi a mesma concentragao utilizada
na administracao intratumoral de NanoGO-AM neste estudo. Quatro dias apds o inicio
do tratamento a paciente veio a 6bito e permaneceu inexplicavel a ocorrencia de esple-
nomegalia [97]. Em outro estudo com animais, o AM foi administrado por gavagem as
concentracoes de 0, 25, 50, 100 e 200 mg.kg~!. Durante o estudo que durou 1, 6 e 13
semanas, o tratamento com AM resultou em formacao de metahemoglobina e dano oxida-

tivo nos glébulos vermelhos, causando uma anemia regenerativa, além de uma variedade
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de alteragoes bioquimicas secunddrias a lesdes de eritrdcitos [37].

Figura 42: Avaliagao macroscépica e clinica dos animais apés a eutanéasia.
A. Animais do grupo tumor+NanoGO-AM, presenca de tumor, B. Tumor de mama retirado de animal do
grupo tumor+NanoGO-AM, C. e D. As setas indicam o possivel acimulo da nanoplataforma NanoGO-
AM no linfonodo sentinela dos animais de diferentes grupos.
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Foram tratados ratos e camundongos, no entanto os camundongos pareceram
mais sensiveis ao desenvolvimento de anemia. A esplenomegalia foi evidente em todos os
camundongos tratados e nos ratos tratados com 100 e 200 mg.kg~! na necropsia. O au-
mento do peso do bago nos animais esteve relacionada com a dose de AM administrado em
ambas as espécies. Demais experimentos revelaram aumento da hematopoiese esplénica
em todos os grupos de tratamento de camundongos e em ratos a partir da dose de 50
mg.kg™!. Por fim, alguns camundongos apresentaram aumento da taxa de hematopoiese
no figado (o que pode levar a hepatomegalia), mas apenas nas doses de tratamento mais
elevadas (100 e 200 mg.kg™!). O conjunto de achados levam ao diagnéstico de desenvol-
vimento de anemia hemolitica [37]. No entanto, esses parametros nao foram estudados
neste trabalho. A ocorréncia de hepatomegalia inclusive no grupo controle desse estudo,

torna dificil de relacionéd-la como resultado dos tratamentos aplicados nos animais.

3.11 Analise Histolégica, apenas para o grupo
NanoGO-AM

Conforme mencionado na seccao 3.9 Imageamento, Progressao Tumoral e Metdstase,
foi demonstrado que a linhagem celular 4T1-Luciferase tem comportamento metastatico
semelhante a linhagem celular 4T1 parental. Esta estabelece metastase nos ossos, pulmoes,
figado e cérebro, érgaos primariamente afetados no carcimoma de mama humano [88].
Resultados similares foram observados neste trabalho. Anadlises histolégicas mostraram
tumor na mama e metastases no figado, baco e pulmoes, figuras 43, 44, 45 e 46. No local
do tumor de mama, observou-se uma perda completa do padrao tecidual, com invasao
angiolinfatica apenas no grupo de TFD, figura 43. No entanto, nenhum dos grupos apre-
sentou metastase nos linfonodos satélites, figura 47. Sendo a metéstase nos demais érgaos
possivelmente causada pelo extravasamento de células através dos vasos sanguineos. Os
rins nao apresentaram metastase e nem alteracoes histolégicas em nenhum dos grupos

tratados 48.
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Figura 43: Presenga ou auséncia de tumor na mama e ablagao tumoral por TFT sozinha e

terapias TFD/TFT combinadas.
As cabegas de seta indicam tumor na mama (aumento de 40 vezes, barra de escala = 100 pm).
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Figura 44: Prevencao de metéstase no figado no grupo TFT sozinha e terapias TFD/TFT

combinadas.
As cabegas de seta indicam metédstase no érgao (aumento de 40 vezes, barra de escala = 100 pm).
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Figura 45: Prevengao de metastase no bago no grupo TFT sozinha e terapias TFD/TFT

combinadas.
As cabegas de seta indicam tumor na mama ou metdstase em diferentes 6rgaos (aumento de 40 vezes,

barra de escala = 100 pm).

Pulmao

Figura 46: Prevengao de metastase no pulmao apenas no grupo das terapias TFD/TFT
combinadas.
As cabegas de seta indicam metdstase nos 6rgaos (aumento de 40 vezes, barra de escala = 100 pm).

p. 78 de 146



Tese de Doutorado

Controle Salina TFD

AESNR G e LB S )
5 - - s ;“%‘iﬁ'&;@ﬁ-ﬂl \

5 e

..1 H

YRR
H t. ,: L A -.n:’_.,\

Linfonqdo

Figura 47: Auséncia de metdstase nos linfonodos dos animais dos grupos controle ou tra-

tados com TFD ou TFT e terapias TFD/TFT combinadas.
Aumento de 40 vezes, barra de escala = 100 pym.
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Figura 48: Auséncia de metdstase nos rins dos animais dos grupos controle ou tratados
com TFD ou TFT e terapias TFD/TFT combinadas.
Aumento de 40 vezes, barra de escala = 100 pm.

Neste estudo, a TFD/TFT combinadas promoveram ablagao do tumor primério
e interromperam sua progressao. Além disso, a ocorréncia de metastase pareceu impedida
apos a administragao combinada das fototerapias. Contrariamente, o grupo controle salina
e TFD apresentaram metastases avancadas no figado, baco e pulmoes, figuras 44, 45 e
46. O tratamento para TFT mostrou-se eficiente na ablacao tumoral, ainda que com o

indicativo de metastase pulmonar devido a presenca de um tumor sélido de 2 mm, nao
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mostrado. Os grupos TFD, TFT e TFD/TFT combinadas apresentaram necrose difusa

no local do tumor, o que pode ser um sinal de eficdcia da terapia [11].

3.12 Analise Imunohistoquimica de Proliferacao e
Apoptose Celular, apenas para o grupo NanoGO-
AM

Para verificar a nao ocorréncia de metéstase no grupo NanoGO-AM TFD/TFT
combinadas, conforme observado nas imagens de bioluminescéncia (figura 36), grafico de
bioluminescéncia total (figura 37A) e anélise histoldgica (figuras 43, 44, 45, 46, 47 e 48),
laminas histolégicas foram tratadas para a possivel imunodetecgao de células apoptoticas
(TUNEL) e células em proliferagao (PCNA). Na figura 49A, as células amarronzadas
marcadas para TUNEL revelaram diferentes niveis de células apoptoticas para os diver-
sos grupos. No grupo controle salina, a presenca de células apoptodticas pode indicar
um processo de hipdxia, seguido do bloqueio da producao de ATP, dano mitocondrial
irreversivel e liberacao de citocromo C. A hipdxia é um fendmeno presente nos tumo-
res sélidos, que comumente também apresentam uma heterogeneidade no suprimento de
oxigénio e nutrientes, devido a vascularizagao deficiente [98]. Uma vez que, foi mostrado
anteriormente o carater solido dos tumores induzidos neste estudo, o resultado de células
positivas para apoptose no grupo controle salina, vai ao encontro do que é exposto na
literatura [99,100]. Niveis expressivos de células apoptdticas foram observadas nos gru-
pos apenas TFD ou apenas TFT. Ha uma perda do padrao do tecido, comparado com o
controle salina, e os nucleos das células parecem comprimidos e deformados, figura 49A.
Resultados semelhantes puderam ser observados em estudo com modelo murino portador
de tumor de células de melanoma tratadas com clorofila encapsulada em pluronic F68
como agente fotodinamico e fototérmico [101]. O grupo TFD/TFT combinadas pode nao
ter apresentado marcacao para células apoptoticas pela completa ablacao tumoral, se-
guida de recuperacgao do local irradiado durante o periodo de 30 dias de acompanhamento

apos a ultima terapia combinada.

Em estudo com células de melanoma maligno, em modelo murino, a TFD com

o AM foi capaz de inibir em 75% a expressao de PCNA, ou seja, a proliferacao celu-
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lar. Foram alcancadas reducoes no volume tumoral de 99% e de 75% no peso tumoral,
quando comparado com as células controle [14]. Esse estudo corrobora os resultados ob-
tidos a partir da TFD/TFT combinadas com NanoGO-AM, os quais mostram a redugao
de células marcadas para PCNA, figura 49B. Embora houvessem células positivamente
imunomarcadas para PCNA nos grupos tumor PBS (salina), apenas TFD e apenas TFT,
na mama e nos pulmoes essas células positivas para PCNA foram encontradas mesmo no

tecido do animal controle sadio, figura 49B primeira coluna.

De acordo com o teste estatistico realizado, nao houve significancia estatistica
(p>0,05) entre os grupos ou nas diferentes técnicas ou 6rgaos estudados. No entanto, ficou
claro que a quantidade de células coradas de marrom no grupo TFD/TFT combinadas foi
menor do que nos grupos controle salina, TFD e TFT apenas, resultando em um aspecto

visual semelhante ao grupo controle para mama, mesmo para técnicas TUNEL ou PCNA.
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Figura 49: Detecgao in situ da apoptose pela coloracao de TUNEL no tecido mamadrio controle e tumoral, e imunolocalizagao
de células positivas para PCNA nos tecidos de mama e pulmao 30 dias apés o dltimo tratamento com as fototerapias.

As células coradas de marrom representam células TUNEL e PCNA positivas. A.Para TUNEL, realizado apenas no tecido mamario, essas
células positivas podem ser observadas principalmente no grupo controle salina, sem uma marcagao expressiva de células para o grupo TFD/TFT
combinadas. B.As células marcadas com antigeno nuclear de células em proliferagdo foram encontradas nos pulmoées, mesmo no tecido controle.
O tecido mamadrio apresentou maior marcagao no grupo controle salina e menor nos grupos tratados com TFD, TFT e TFD/TFT combinadas.
Aumento de 400x, barra de escala = 100 pm. Nao houve significaAncia estatistica entre os grupos (p>0,05).
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4 Conclusao

e Foi possivel formular e caracterizar as nanofolhas de 6xido de grafeno carboxilado
com Pluronic F127 associadas ao fotossensibilizador hidrofilico azul de metileno
(NanoGO-AM);

e Também foi possivel formular e caracterizar as nanofolhas de 6xido de grafeno com
Pluronic F127 associadas ao fotossensibilizador hidrofébico cloreto de aluminio fta-
locianina (NanoGO-AICIFt);

e Obtiveram-se nanofolhas de éxido de grafeno polidispersas e estaveis, mesmo na
presenca dos fotossensibilizadores. O A\ maximo de absor¢ao para NanoGO-AM e

NanoGO-AICIFt foi de 680 nm e 670 nm, respectivamente;

e NanoGO foi capaz de eficientemente converter luz de laser de IVP 808 nm em calor,
promovendo aumento da temperatura em até 35,6 °C, mostrando-se um agente

fototérmico adequado para realizacao de TFT;

e Confirmou-se a producao de ERO por NanoGO-AM e NanoGO-AICIFt, através de
duas técnicas diferentes, sendo uma delas n vitro, revelando que a associacao dos
fotossensibilizadores as nanofolhas de 6xido de grafeno nao interferiu na capacidade

deles em produzirem ERO e, por consequéncia, indurizem morte celular;

e NanoGO ou NanoGO carboxilado, na concentracao de 12,5 ug.mL™! e tempo de in-
cubacao de 24 horas, apresentaram leve citotoxicidade no escuro em linhagens nao

tumorais humana (MCF-10A) e murina (NIH/3T3), alcangando valores de viabili-

dade préximos ou maiores do que 90%;
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e No entanto, NanoGO ou NanoGO carboxilado, também na concentracao de 12,5
pug.mL™! e tempo de incubacao de 24 horas, provocaram uma reducao de pouco
mais de 30% na viabilidade das linhagens tumorais humana (MCF-7) e murinas
(4T1 e 4T1-Luciferase);

e AM apresentou leve citotoxicidade, menos de 10% de reducao na viabilidade, em
linhagens humanas tumoral (MCF-7) e nao tumoral (MCF-10A) e em linhagens
murinas tumorais (4T1 e 4T1-Luciferase) e nao tumoral (NIH/3T3) na concentragao

de 2,5 ug.mL~! e tempo de incubacdo de 24 horas;

e AICIFt apresentou leve citotoxicidade, menos de 10% de reducao na viabilidade,
em linhagens humanas tumoral (MCF-7) e ndo tumoral (MCF-10A) e em linhagens
murinas tumorais (4T1 e 4T1-Luciferase) e nao tumoral (NIH/3T3) na concentragao

de 0,312 uM e tempo de incubagao de 24 horas;

e Apés irradiagao para TFD/TFEFT combinadas, a plataforma de NanoGO-AM (nas
concentracoes de 12,5 ug.mL~! de NanoGO e 2,5 ug.mL~! de AM, tempo de in-
cubacao de 24 horas) foi capaz de induzir morte de mais de 90% das células tumo-

rais;

e A plataforma NanoGO-AICIft (nas concentragoes de 12,5 pg.mL~! de NanoGO e
0,312 uM de AICIFt, tempo de incubagao de 24 horas) também foi capaz de pro-
mover morte significativa de células tumorais quando irradiada, alcancando valores
de viabilidade entre 10% e 30%. Enquanto as viabilidades de células humana e mu-
rina nao tumorais, mesmo apos o tratamento com a nanoplataforma por 24 horas e

irradiagao, mantiveram-se acima de 80%;

e Foi possivel observar o potencial de NanoGO-AM in vivo em mediar as TFD, TFT
ou TFD/TFT combinadas. A total remissao do tumor de mama (4T1-Luciferase)
ortotépico singénico nos camundongos fémeas BALB/c, sem reincidéncia, mesmo
30 dias apds o término dos tratamentos, revela NanoGO-AM como um promissor
dispositivo de efeito sinérgico para realizacao da TFD e TF'T, e potencial tratamento

do carcinoma mamario;

e Apenas nos animais nos quais foram realizadas as terapias combinadas, com o uso de
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NanoGO-AM, foi alcangada a prevencao de metéstases no figado e pulmoes, érgaos
tradicionalmente acometidos na metastase do carcinoma mamaéario humano. Com

isso, reforca-se o efeito sinérgico das duas terapias combinadas;

e Confirmou-se que NanoGO-AICIFt in vivo também foi capaz de mediar as TFD
e/ou TFT. No entanto, foi alcangada apenas a ablagao parcial do tumor de mama,
nao sendo possivel verificar a ocorréncia ou nao de reincidéncia, como mostrado

para os grupos tratados com NanoGO-AM.
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5 Perspectivas

e Torna-se necessario a repeticao do estudo in vivo com NanoGO-AICIFt para uso em
TFD/TFT combinadas. O uso de uma nova dose de AICIFt, ajustada para garantir
uma maior eficacia na ablacao do tumor, pode promover NanoGO-AICIFt a uma

plataforma candidata para o tratamento do carcinoma mamario;

e Realizar nova analise clinica e histopatolégica para verificar se hé reincidéncia tumo-
ral em estudo in vivo com NanoGO-AICIFt, alterando-se a concentracao de AICIFt

para melhores resultados;

e Realizar estudo dos padroes bioquimicos para ambos os grupos NanoGO-AM e
NanoGO-AICIFt, apdés administracao das nanoplataformas e realizacao das foto-

terapias;

e Estudar o papel do sitema imunolégico na TFD e TFT combinadas mediadas por
NanoGO-AM e NanoGO-AICIFt.
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Abstract



Background: In the photodynamic therapy (PDT), the photosensitizer absorbs light and
transfers the energy of the excited state to the oxygen in the cell environment producing
reactive oxygen species (ROS), that in its turn, may cause cell damage. In the photothermal
therapy (PTT), light also is responsible for activating the photothermal agent, which converts the
absorbed energy in heat. Graphene oxide is a carbon-based material that presents
photothermal activity. Its physical properties allow the association with the photosensitizer
methylene blue and consequently the production of ROS when submitted to light irradiation.
Therefore, the association between nanographene oxide and methylene blue could represent a
strategy to enhance therapeutic actions. In this work, we report the nanographene oxide-
methylene blue platform (NanoGO-MB) used to promote tumor ablation in combination with
photodynamic and photothermal therapies against a syngeneic orthotopic murine breast cancer

model.

Results: In vitro, NanoGO-MB presented 50% of the reactive oxygen species production
compared to the free MB after LED light irradiation, and a temperature increase of ~40 °C
followed by laser irradiation. On cells, the ROS production by the nanoplatform displayed higher
values in tumor than normal cells. In vivo assays demonstrated a synergistic effect obtained by
the combined PDT/PTT therapies using NanoGO-MB, which promoted complete tumor ablation
in 5/5 animals. Up to 30 days after the last treatment, there was no tumor regrowth compared
with only PDT or PTT groups, which displayed tumoral bioluminescence 63-fold higher than the
combined treatment group. Histological studies confirmed that the combined therapies were
able to prevent tumor regrowth and liver, lung and spleen metastasis. In addition, low systemic

toxicity was observed in pathologic examinations of liver, spleen, lungs, and kidneys.

Conclusions: The treatment with combined PDT/PTT therapies using NanoGO-MB induced

more toxicity on breast carcinoma cells than on normal cells. In vivo, the combined therapies



promoted complete tumor ablation and metastasis prevention while only PDT or PTT were
unable to stop tumor development. The results show the potential of NanoGO-MB in
combination with the phototherapies in the treatment of the breast cancer and metastasis

prevention.

Keywords: Photodynamic therapy, Photothermal therapy, Graphene oxide, Photosensitizer dye,

Bioluminescence, Tumor regression and Metastasis avoidance

Background

Breast cancer is the second most common cause of death in women worldwide. Its high
incidence, aggressiveness, and low prognosis arouse interest in the health field [1, 2]. The
currently available treatments, including surgery, radiotherapy, immunotherapy, hormonal
treatment and mainly chemotherapy, may not promote complete tumor ablation, cause damage
to normal cells, leading to adverse side-effects [3].

Phototherapies, such as photodynamic (PDT) and photothermal (PTT) therapies, have
emerged as promising alternatives owing to their specificity, low systemic toxicity, and low
invasiveness in comparison with other therapies [4—-8]. In addition, it has been shown that these
therapies can be used in combination with other available therapies, as well as with targeted
drug delivery systems, which can be more efficient in overcoming tumors [9, 10]. To be effective,
PDT needs three components, oxygen (O2), a photosensitizer (PS) and light of specific
wavelength. PS absorbs the energy of photons with a specific wavelength to create an excited
state that decays to the ground state, transferring energy to O, molecules present in the cell
environment. This changes on their electronic state to convert them into reactive oxygen

species (ROS), such as singlet oxygen (*Oy), triplet oxygen (*0.) or superoxide anion (O2™).



These ROS, mainly 'O,, are responsible for causing damage and death in target cells due to
oxidative stress [5, 11]. PTT usually uses red and near-infrared (NIR) visible light, which is near
the tissue transparency window, to excite the photothermal agent [7]. In PTT, the light absorbed
is converted into heat through a non-radioactive decay. The resulting hyperthermia in cells or
tissues leads to tissue coagulation, irreversible cell damage and necrosis [11]. A further
advantage is the restricted damage to a specific site and, therefore, the preservation of healthy
tissue [12]. However, the greatest limitation of this approach is the light penetration depth in the
tissues. As a result, PTT is preferably performed in smaller tumors and in which ones that
remain superficial in the body. Due to this limitation, a non-depth tumor like the breast tumor is
suitable to assess the efficiency of this therapy in heating the target tissue and subsequently in
promote cell death [7].

Graphene is the smallest subunit of graphite. It features a one-atom thick sheet-like
structure of sp? carbons that gives it outstanding mechanical, thermal, and optoelectronic
properties [12—14]. However, due to its high hydrophobicity, it is difficult to be implemented as a
diagnosis-therapy platform in biological environments. These shortcomings can be overcome by
its oxidized form, known as graphene oxide (GO), which is hydrophilic and can be produced at
large scale by an inexpensive oxidative exfoliation of graphite. GO is endowed with different
oxygen-based functionalities, including ether, epoxy, alcohol and carboxylic acid, which may
serve as anchoring sites for loading a myriad of biomedical agents, such as antibodies, PS,
deoxyribonucleic acid, and radionuclides (eg copper-64) [13, 15, 16]. Furthermore, NanoGO
sheets, displaying lateral dimensions below than 100 nm, absorbs strongly in the near-infrared
(NIR) visible light range and has been used as a photothermal agent for cancer treatment. This
additional property is also allied to its high surface area (~2630 m2.g™), which is suitable for
loading of both hydrophilic and hydrophobic molecules as photosensitizers- which together may

exhibit combined photodynamic and photothermal properties in a single biomedical nanodevice.



Furthermore, the low in vitro and in vivo toxicity makes NanoGO an excellent NIR-based PTT
agent [7, 11, 15, 17].

The hydrophilic molecule methylene blue (MB) is an inexpensive dye that exhibits a wide
light absorption window (600 nm to 900 nm), with a peak at 660 nm, and singlet oxygen species
quantum vyields of 0.52. It also presents low dark toxicity, it is FDA-approved to be used in
humans in the treatment of methemoglobinemia and has been used as a promisor
photosensitizer for PDT in the treatment of viruses, bacteria and cancer cells [11, 18-21]. All
these properties make it a good photosensitizer for use in photodynamic therapies.
Nevertheless, MB chemical modification in its inactive form, leukomethylene blue, hinders
reactive oxygen species production when administered in biological systems. Thus, this barrier
could be overcome by MB loading in a nanoplatform as GO, what could grants to MB a variety
of new desirable properties such as protection against biological environment degradation,
enhanced delivery, longer circulation time and bioavailability [11, 12, 22].

Previous studies have shown that NanoGO conjugated with different PS are effective
PDT/PTT agents against different tumors [23, 24]. Here the tumor model comprises a murine
mammary carcinoma of bioluminescent cells 4T1-Luc, which mimic tumor growth and
metastasis of stage IV human breast cancer and, therefore, may be more suitable for full
exploration of the nanoplatform NanoGO-MB as a PDT/PTT agent [11, 14, 25-27]. The present
study aims to address this issue by evaluating the efficiency of a combined PDT/PTT agent
based on NanoGO-MB in vitro and in vivo in a syngeneic orthotopic tumor model induced in

female BALB/c mice.



Results and Discussion

Preparation and Characterization of the NanoGO-MB Platform

NanoGO was functionalized with carboxylic acid groups and loaded with MB. Table 1
presents hydrodynamic diameter (HD), polydispersity index (PDI), and zeta potential (ZP) of all
GO-based samples.

Table 1. Nanomaterials properties.

Zeta Potential
Samples\Diluent HD (nm) PDI (mV)

GO\Water 254.4+5.0 | 0.250 + 0.060 -43.0+1.11
NanoGO\Water 103.0+ 0.5 | 0.242 +0.240 -41.7 +2.75
NanoGO-Pluronic

F127\Water 122.2+3.9 | 0.370+0.320 -36.5+0.90
NanoGO-MB

(0.22 um-filtered)\Water 112.5+8.45 | 0.319 +£0.340 -46.2 +1.12

Abbreviations: GO, graphene oxide; NanoGO, nanographene oxide; MB, methylene blue; HD,

hydrodynamic diameter; PDI, polydispersity index.

In brief, the starting material, GO (Table 1), exhibits HD of 254.4 + 5.0 nm, PDI of 0.250
+ 0.060, and zeta potential of -43.0 + 1.1 mV. After the carboxylation process and ultrasonic
stirring, the HD was reduced reaching the size of 103.0 £ 0.5 nm (Table 1). In addition, the as-
produced NanoGO displays a negative zeta potential. The addition of Pluronic F127 leads to a
slight increase of HD and of the zeta potential, which turned less negative. Finally, the
NanoGO-MB sample exhibited HD of 112.5 + 8.45 nm and zeta potential of -46.2 = 1.12 mV
(Table 1). As described elsewhere, Pluronic F127 acts partially masking the negative
surface charges of the NanoGO [11]. Pluronic F127 interacts with the NanoGO via
hydrophobic interactions, which takes place between hydrophobic propylene oxide

(PPO) blocks and remaining graphitic regions in the NanoGO sheets. The use of



Pluronic F127 is to ensure the colloidal stability of the NanoGO-MB platform and also to
provide sufficient biocompatibility with the physiological medium. Despite the
hydrophobic nature of PPO blocks in Pluronic, MB is not expected to interact with it as
stronger as it does with NanoGO. Actually, at the physiological condition tested (PBS,
pH 7.4) methylene blue (MB) interacts with graphene oxide mainly through electrostatic
interactions, since MB is in its cationic form while NanoGO is anionic due to carboxylate
groups, as confirmed by its zeta potential (-46.2 + 1.12 mV). Nonetheless, hydrophobic
pi-stacking cannot be ruled out because other authors have previously identified such
an interaction in the Nano-GO/MB system [28]. The colloidal stability of different
platforms, NanoGO, NanoGO+Pluronic, NanoGO-MB, and NanoGO-MB+PIuronic,
prepared in different media (deionized water, phosphate buffer saline, pH=7,4, and
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) with 10% of FBS was ascertained by
measuring their hydrodynamic diameter with dynamic light scattering. The
measurements were taken after right after of samples preparation. The respective data
are provided in the supplementary information (Supplementary Table 1). The samples
prepared in DMEM showed smaller hydrodynamic diameter and, therefore, higher
stability. The enlarged size of samples prepared in PBS reflects the charge screening in
NanoGO by the high concentration of salts in this buffer. However, it is important to
point out that the NanoGO+Pluronic+MB was used right after its preparation so that

long term monitoring was not necessary.

An overview of structural and morphological features of NanoGO and NanoGO-MB can
be seen in Fig. 1. In the ATR-FTIR analysis was demonstrated that the carboxylation of the GO

was quite successful. The ATR-FTIR spectrum of starting GO (Fig. 1A, black) confirms the



presence of different oxygenated groups —O-H stretching (3184 cm™); —C=0 stretching (1728
cm); —-C—OH bending (1423 cm™); and —C-O stretching (1043 cm-1). While in the spectrum of
the GO sample, the band ascribed to —C=0 stretching was very weak, in the spectrum of
NanoGO carboxylated (Fig. 1A, red) it was very strong, which attests to the effectiveness of the
carboxylation process. The carboxylic groups added to NanoGO were in the protonated acidic
form, since the —C=0 stretching band peaks above 1700 cm and the functional group at 2800
cm™ corresponds to the symmetric stretching mode of —CH,— group in chloroacetic acid, which
was used during the carboxylation reaction for add carboxylic acid groups to NanoGO [29-31].

UV-vis-NIR spectra (Fig. 1B) show a significant upward shift in the background when GO
was carboxylated and cut into smaller NanoGO sheets. This rise in the optical absorption of
NanoGO in both visible and NIR ranges, resulting in superior photothermal heating, which is
advantageous for performing PTT [32, 33]. The spectrum of MB (Fig. 1B, navy blue) exhibited
the characteristic peak of the n* transition at 660 nm, which was reproduced in the spectrum of
the NanoGO-MB sample (Fig. 1B, light blue) and confirmed the successful loading of MB. There
was also a red shift of the n* transition to 680 nm after MB was loaded to NanoGO, probably
caused by charge transfer between MB and NanoGO.

The release kinetics of MB from NanoGO (NanoGO+Pluronic F127 at 244 pg/mL and
MB at 49 pg/mL in ultrapure water) was conducted using a PBS solution containing 10% FBS,
figure 1C. In the first 6 hours, the amount of MB in the release solution at pH 5.0 was 12.5% and
5.5% for solution at pH 7.4. In the next time points, the amount of methylene blue released from
NanoGO at pH 5.0 reached higher values when compared with pH 7.4 solution. Once the
incubation time for the in vitro studies was 24 hours, the release kinetics was conducted until
this time point. At 24 hours, 71,7% of MB was released in solution at pH 5.0, while in solution at
pH 7.4 only 24,2% of the amount of MB was released. These differences in release kinetics can
be a result of that in physiological pH the carboxylic acid groups from NanoGO are on their

ionized form (-COOQ), resulting in a stronger interaction with MB. However, when at pH 5.0,



these carboxylate groups become protonated (-COOH) and the interaction is weakened,
resulting in a faster release of MB from NanoGO. This pH-dependent release of MB obtained in
conditions that mimic in vivo environment shed light on the suitability of the NanoGO-MB
platform and its use on tumor treatments, once these more acidic conditions can be found in the
intracellular lysosomes, endosomes and in tumors and could favor the MB release in these
environments [11].

The sheet-like structure of NanoGO could be identified by TEM and SEM images
provided in Fig. 1D and 1E, respectively [34]. The sheets transparency was confirmed by both
techniques. The in vitro temperature increase of the NanoGO suspension under 808 nm NIR
laser light irradiation was measured by the IR thermal imaging (Fig. 1F). Ten minutes of laser
irradiation was sufficient to increase the NanoGO suspension temperature by 40 °C, reaching a
maximum of 62 °C (Fig. 1G). This increase was in accordance with thermal ablation
hyperthermia temperatures, which should be above 47 °C [4, 35].

Singlet oxygen production is a critical step in PDT, and its production was probed by two
methods, the first one was 1,3-diphenylisobenzofuran (DPBF) absorbance and the second was
electron paramagnetic resonance spectroscopy (EPR) in vitro. In DPBF method, its absorbance
decreases in the presence of ROS. Under irradiation at 660 nm, the free MB solution (10 pg.mL"
1) produced a significant amount of ROS, which was lowered when MB was conjugated to
NanoGO (200 pg.mL? GO, 10 pg.mL? MB) (Fig. 1H). After 15 min of irradiation, the ROS
production by NanoGO-MB was approximately 50% of that produced by free MB, which still

makes the NanoGO-MB platform suitable for use in PDT studies [36].
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Figure 1. NanoGO and NanoGO-MB ultrastructure and characterization. A. Oxygenated
groups of GO and carboxylated NanoGO indicated on the FTIR with the prominence of the
carboxylic acid group in 1728 cm? in carboxylated GO (red), suggesting successful

carboxylation. B. UV-Vis of samples showing the loading of MB into NanoGO sheets once its



characteristic absorption peak at ~660 nm is visible on sample NanoGO-MB. C. Methylene blue
release kinetics from NanoGO under different pH conditions on PBS 10% FBS. The higher
amount of MB released in a more acidic pH results from a weaker electrostatic interaction
between the negatively charged carboxylic acid groups from NanoGO and the positively
charged MB. D. On the TEM image, arrows indicate the boundaries of the graphene oxide
nanosheets, magnification of 100,000x (scale bar = 2 um). E. SEM image reveals the sheet-like
shape and of GO, maagnification of 230x_(scale bar = 100 um). F. Real time-infrared camera
showing NanoGO temperature variation after irradiation with 808 nm NIR laser light. G. Water
and graphene oxide after irradiation with 808 nm NIR laser light for 10 min (fluency of 5.52
kJ.cm). NanoGO temperature variation of ~40 °C. H. DPBF absorbance decay of free MB and

NanoGO-MB upon irradiation with 660 nm LED light.

As expected, NanoGO alone produced no ROS. Nonetheless, graphene and GO are
known to quench excited states. Once MB is excited, part of its energy is transferred to
NanoGO instead of oxygen and, consequently, the ROS production is limited [11, 37]. Therefore,
the lower ROS production by NanoGO-MB in vitro was expected. NanoGO-MB behavior in a
biological environment, both in cells and in vivo assays, allowed a much higher ROS production
since MB is being released from the NanoGO in an acidic environment. These findings confirm
that the combination of NanoGO and MB is a suitable platform to be used as an agent in

combined PDT/PTT therapy.

Cell Viability Studies and Phototoxicity of NanoGO-MB

The dark toxicity of NanoGO and free methylene blue were determined by standard MTT
screening assay. Tumor and normal cells were treated for 24 h with NanoGO at concentrations
of 3.1, 6.25, 12.5, 25, and 50 ug.mL* and free MB at 1, 2.5, 5, 10, and 20 pg.mL!. NanoGO

exhibits toxicity to tumor cells at all concentrations, except at 3.1 ug.mL (Fig. 2A). Free MB at



concentrations of 5, 10, 20 pg.mL™* was toxic to both tumor and normal cells, displaying a higher
toxicity in tumor cells, (p < 0.001) (Fig. 2B). Such toxicity can be attributed to the faster
metabolism of these cells, which increases MB uptake, as in the study of Sahu et al., where
they observed a higher uptake of a similar platform of NanoGO and MB by HelLa cells than by
NIH/3T3 cells using confocal microscopy [11]. NanoGO-MB phototoxicity at concentrations of
GO 12.5 pg.mL? and MB 2.5 pg.mL* were verified by a cell viability assay performed using
NIH/3T3 and 4T1 cells upon irradiation (Fig. 2C). Laser-only treatment did not show any impact
on normal or tumor cell viability (p > 0.05). Meanwhile, only LED light treatment displayed an
increase in tumor cell viability (p < 0.05). The expressive cell viability reduction of 97% in PDT

and PDT/PTT groups demonstrated the potential of the proposed therapies.
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Figure 2. Viability of NIH/3T3 and 4T1 cells after treatment in the dark and upon
irradiation. A. and B. NIH/3T3 and 4T1 cell viability after 24 h of exposure to NanoGO and MB
in the dark, respectively. P values were calculated by ANOVA two-way test. C. Combined
PDT/PTT treatments in both cell lines using NanoGO-MB (NanoGO 12.5 pug.mL?! and MB 2.5
ug.mL?) as a photodynamic and photothermal agent. P values were calculated by the student’s

t test. Mean £ SD (n = 4) of three independent experiments, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

Here, NanoGO-MB showed the same efficiency in promoting cell death as free MB when
used with PDT only or with combined PDT/PTT. There was no statistical significance between
the PDT using free MB or PDT and combined PDT/PTT using NanoGO-MB (p > 0.05). Also,
PTT only treatment presented higher cell viability than 70% for both cells studied. On the other
hand, in the same study conducted by Sahu et al, the authors found a statistical significance
between PDT and PTT only and combined PDT/PTT groups, while the present study did not
find those differences (Fig. 2C) [11]. Based on the ROS production experiment, wherein the
ROS produced by free MB was 5 times higher than platform NanoGO-MB at 5 minutes of
irradiation (Figure 1H), it was expected a higher viability decrease for the cells treated with free
MB than to NanoGO-MB. However, comparing the cell death promoted by both treatments,
upon 660 nm LED light irradiation, there was no statistical significance between them (p > 0.05),
Figure 2C. Therefore, the efficiency of MB loaded NanoGO in produce ROS and, subsequently,
in promoting cell death was preserved showing the potential of the nanodevice since MB ability
in acting as a photodynamic agent remained intact. As above mentioned, the high efficiency of
NanoGO-MB platform may be the result of the protonation of the —COO" groups on NanoGO
under the influence of the more acidic intracellular environment (pH 5.0). Once that the
electrostatic interactions between the —COOH from NanoGO and the positively-charged MB
become weak, MB is released, and the quenching process mediated by graphene oxide stops,

thus, giving space to ROS production by NanoGO-MB [11, 12].



In  Vitro ROS Production After Photodynamic and/or

Photothermal Therapy

For ROS detection in vitro CMH spin probe was added to cells culture before irradiation. CMH
readily reacts with ROS to produce stable nitroxide radical CM’, that can be quantitatively measured by
EPR. ROS production was found to be higher in tumor cells (p < 0.001) for PDT only. There was no
statistical significance comparing groups PDT only or PTT only and PDT/PTT combined treatments for
tumor cells. The ROS amount produced by NIH/3T3 and 4T1 cells was bellow than 40 uM for all groups,
except for three groups: free MB irradiated with LED 660 nm, NanoGO-MB irradiated with LED 660 nm
and NanoGO-MB irradiated with both LED 660 nm and 808 nm NIR light. In those groups, the ROS
production reached values up to 41.4-fold times higher than the control. The higher ROS values for 4T1
cells in the groups free MB irradiated with LED 660 nm light and NanoGO-MB irradiated with LED 660 nm
light can be due to a higher uptake of the nanoplatform for these cells, compared with the normal cells
NIH/3T3. In addition, the similar ROS production of free MB and NanoGO-MB reveals the reestablishment
of MB potential in produce ROS even when associated to NanoGO. In both cells, for combined therapies,

the ROS production was not statistically significant (Figure 3).
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Figure 3. ROS production in NIH/3T3 and 4T1 cells after PDT only or PTT only and
PDT/PTT combined treatments. A higher ROS production in micromolar was observed in
tumor cells (p < 0.001) for PDT treatments only. There was no statistical significance comparing
groups PDT or PTT only and PDT/PTT combined treatments for tumor cells. Data are
represented as mean = SEM (n=3). P values were calculated by the student’s t test. ***p <

0.001.

Combined PDT/PTT Therapies and Imaging in Orthotopic Syngeneic

Model

NanoGO-MB capacity for promoting primary tumor ablation was tested upon irradiation with 660

nm LED (fluency of 90.8 J.cm) and/or 808 nm NIR laser (fluency of 8.3 kJ.cm) lights for 10



and 15 min, respectively (Fig. 4A). The real-time infrared camera was used to register the
temperature increase on the tumor site after 3 min of irradiation of mice treated with saline or
NanoGO-MB. For mice that were drug-administered and irradiated, temperatures reached up to
70 °C, as shown in Fig. 4B. Here, it was clear that the ability of NanoGO plays both the role of
carrying the photosensitizer methylene blue and acts as a photothermal agent, reaching
temperatures higher than 47 °C, ideal for tumor ablation [4, 35]. In mice, where there was no
extravasation of NanoGO-MB during administration in solid breast tumor to the proximal tissues,
such high temperatures were reached. Conversely, when NanoGO-MB appeared poorly
concentrated on the tumor site, lower temperatures (between 50-70 °C) were reached. Due to
the solid nature of the tumors, sometimes NanoGO-MB administration was not ideally

performed.
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The intratumoral route of administration chosen for this study was an attempt to overcome the
disadvantages of tail vein i.v. injection, such as reticuloendothelial system uptake and low time
blood circulation. Moreover, as suggested by Huang et al (2010), the preferred route of
administration for phototherapies is intratumoral, because it concentrates the photothermal
agent in a specific area, concentrating its effects [38, 39]. In groups that received PTT, on the
following day after treatment, there was an appearance of a burn-related wound caused by
irradiation (Fig. 4C). In some mice, PDT caused an inflammatory process at the irradiation site,
and in the combined PDT/PTT groups, PTT seemed to aid in the healing process, promoting
wound cauterization.

The 4T1-Luc cells in mice as a tumor model are able to mimic human breast cancer
regarding tumor growth and metastasis. This kind of tumor represents an animal model for the
late stage of disease, comparable to stage IV of human breast cancer [25-27, 40]. Also, in this
study, the 4T1-Luc cells were used as an imaging tool since they emit bioluminescence, which
is collected to monitor tumor progression and track treatment efficiency [41]. Compared with
photodynamic or photothermal therapy only in vivo assays, combined PDT/PTT therapies
demonstrated the synergistic effect provided by NanoGO-MB in the treatment of 4T1-Luc cell-
bearing female BALB/c mice. Conversely, the in vitro results showed the same outcome for
combined PDT/PTT therapies mediated by NanoGO-MB compared with only free MB, raising
guestions about the graphene oxide present in the nanoplatform. On the contrary, in the in vivo
study, the graphene oxide nanosheets were determinant in the combined PDT/PTT therapy
treatment to achieve tumor ablation without tumor regrowth after the first treatment and up to 30
days from the last treatment (Fig. 5), and metastasis prevention in major organs like liver, lungs
and spleen, which did not occur in other groups what presented at least one organ affected by
metastasis. In addition, low systemic toxicity was observed in pathologic examinations of liver,

spleen, lungs, and kidneys.
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combined PDT/PTT treatment group there was a bioluminescence signal reduction throughout
the treatments. Due to the color scale, the first animal from tumor saline group, in the column 30
days from the last treatment, had its bioluminescence signal overestimated. Control group (not
shown) do not presented bioluminescence signal.

Abbreviations: PDT, photodynamic therapy (660 nm LED light); PTT, photothermal therapy (808

nm NIR laser light).



Even in the combined PDT/PTT mouse group, in which animals received two therapies,
mice survived up to 30 days after the last treatment with no tumor remission, while the other
groups presented metastasis in major organs and posterior death. The temperature rise caused
by 808 nm NIR laser irradiation in the presence of NanoGO-MB promoted vascular permeability
changes in the vessels and tissues, increasing the blood flow at the site, and partially mitigating
hypoxia [4]. This led to higher tissue oxygenation and a subsequent higher ROS production in
the tissue when under irradiation by 660 nm LED light, since the ROS production relies on the
amount of oxygen available in the tissue, resulting in metastasis prevention and tumor
regression [4]. The 4T1-Luc cell-bearing mice were randomly grouped in the following way (n =
5 for each group): control, tumor-bearing mice treated with saline, NanoGO-MB treated with 660
nm LED light, NanoGO-MB treated with 808 nm NIR laser light and NanoGO-MB treated with
both 660 and 808 nm emitting sources. The groups that received only LED, only Laser and only
NanoGO-MB were omitted (See Additional Figure 1). The mice have been treated a total of
three times every four days, and the bioluminescence was collected on each following day.

For mice from the combined PDT/PTT group, after the first treatment, there was a
decrease in the bioluminescence signal and, consequently, of the tumor size, whereas in the
other groups the signal increased over the time. The sharp reduction of the bioluminescence
signal in the saline, only PDT and only PTT groups after the third treatment was due to the
deaths of one, three and one animal of those groups, respectively, by tumor progression (Fig.
6A). Most of the animals remained alive throughout the study period (approximately 60 days),
even after the last imaging study. From the eight groups studied (n = 5), nine animals died due
to tumor progression. Apart from the five animals mentioned above, the other four were from the
following groups: tumor + 660 nm LED light group (three deaths) and tumor + 808 nm NIR light
group (one death).

The relative tumor volume data was very similar to the bioluminescence total counts

data, showing the same consistency in exhibiting no tumor regrowth after the first treatment in



the combined PDT/PTT group, whereas, in the PDT and PTT only groups, the tumor growth
persisted (p < 0.001) (Fig. 6B). There was no statistically significant variation in mice weight
between the groups during the study as can be seen in Fig. 6C. However, the mice from the
combined PDT/PTT group underwent more expressive weight loss than the other ones, which

may be a result of the impact of the two combined therapies on them.
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Figure 6. Total bioluminescence counts, relative tumor volume and body weight
assessment of treated mice. A. Tumor growth curves of different 4T1-Luc-bearing mice
groups after treatments number 1, 2 and 3 (post treat #1, post treat #2 and post treat #3,
respectively). The tumor volumes were normalized to their initial sizes. Statistical significance
between the saline, PDT and PTT groups due to the evident reduction of bioluminescence on
the combined PDT/PTT group (n = 5). B. The growth of 4T1-Luc tumors in different groups of
mice during and after treatment. P value was calculated by the student’s t test, ***p < 0.001. C.
Mean mice body weights from different groups after treatment. Arrows indicate when treatments

and irradiations were performed. All data are presented as mean + SD.

Primary Tumor Ablation and Metastasis Prevention: Histological and
Immunohistochemical Analysis

It has been shown that the 4T1-Luc cell line has metastatic behavior similar to the parental 4T1
cell line, presenting metastasis into bone, lungs, liver, and brain, organs primarily affected in
human breast cancer [25]. Concordantly, the histological results showed metastasis in liver,
lungs, and spleen (Fig. 7). In the breast tumor site, a complete loss of tissue pattern was
observed, with angiolymphatic invasion in the PDT only group. However, none of the groups
presented satellite lymph node metastasis, with the metastasis possibly moving through the
blood vessels instead of lymphatic vessels. Death by metastatic breast cancer is still a major

concern even with all clinical advances [1, 2].
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Figure 7. Tumor ablation and organs metastasis prevention. In the histological sections,
total breast tumor ablation in PTT only and combined PDT/PTT therapies (with metastasis
prevention in the major organs). The arrowheads indicate a tumor in the breast or metastasis in

different organs (400x, scale bar = 100 pm).

In this study, combined PDT/PTT treatment promoted primary tumor ablation and
stopped its progression. In addition, metastasis appeared to be hindered after combined
phototherapy administration. Conversely, the saline and PDT groups presented severe
metastasis in liver, spleen, and lungs. Nevertheless, the treatment of the PTT group was
efficient in promoting tumor ablation (Fig. 7). In a deeper analysis, PDT only, PTT only and
combined PDT/PTT treatment groups presented necrotic cells at the tumor site, which may be a
sign of therapy efficacy [42]. However, increased necrosis was found at PDT only and PTT
only group when compared with combined PDT/PTT treatment groups, showing that the
combined therapies provided a cleaner treatment, since necrosis is undesirable. To verify the

lack of occurrence of metastasis in the combined PDT/PTT group, as seen in the



bioluminescence imaging and histological analysis, the slides were treated for immunodetection
of apoptotic (TUNEL) and proliferating (PCNA) cells. In Fig. 8, the brown dye colored cells
labeled for TUNEL revealed lower levels of apoptosis for groups treated with PTT only and
combined PDT/PTT treatment. Although PCNA analyses in lungs revealed a high cellular
proliferation rate in the saline, PDT and PTT only groups. Our analyses revealed indexes of
PCNA-positive cells did not differ between treatments groups and negative control. PCNA,
TUNEL and histological findings suggest that combined PDT/PTT induces a lesser

morphological injury.

Control

Figure 8. In situ apoptosis detection by TUNEL staining and immunolocalization of PCNA
positive cells. The brown dye colored cells represent both TUNEL (control and tumoral breast
tissues) and PCNA positive cells (breast and lung tissues). The sections were prepared 30
days from the last mice treatment with the phototherapies. A. For TUNEL, only in breast
tissue, these positive cells can be observed mainly in the saline group without an
expressive labeling of cells for the combined PDT/PTT group. B. Proliferating cell
nuclear antigen labeled cells were natively found in lung tissue even in the control group.

Breast tissue presented higher labeling in the saline group and lower in the treated



groups, PDT and PTT only and combined PDT/PTT therapies, suggesting the potential
of the therapies. Magnification 400x, scale bar = 100 um. There was no statistical

significance between the groups (p > 0.05).

According to the statistical test performed, there was no statistical significance (p > 0.05)
between the groups or in the different techniques or organs studied. Nevertheless, it was clear
that the amount of brown dye colored cells in the combined PDT/PTT group was lower than the
saline, PDT, and PTT only groups, resulting in a visual aspect similar to the control group for the
breast with TUNEL or PCNA techniques.

For future studies, the delivery of a NanoGO-MB platform could be improved by a
polyethylene glycol coating, which would allow graphene oxide to associate with antibodies or

peptides in order to allow a tumor-targeted delivery increasing its specificity in vivo.

Conclusion

The developed NanoGO-MB platform has shown the capacity to promote complete
tumor ablation without regrowth and with metastasis prevention upon the combined PDT/PTT in
metastatic breast tumor in a murine model. Owing to the strong photoabsorption of
nanographene oxide sheets and ROS production by MB, all tumors in the combined PDT/PTT
therapy group were functionally defeated upon exposure to LED and NIR laser light sources.
Thus, this suggests the potential of NanoGO-MB for the treatment of breast cancer in preclinical

studies.



Material and methods

Materials

Graphite flakes (0.45 mm), sodium nitrate, sodium hydroxide, monochloroacetic acid, potassium
permanganate, sulfuric acid (98%), hydrochloric acid (36-37%), hydrogen peroxide (30%), and
methylene blue were all purchased from Sigma-Aldrich, USA, and used as received. Pluronic
F127 (Mw 12,600 g.mol?') from BASF Corp. (USA) was used without additional purification.
Murine fibroblasts (NIH/3T3) and murine mammary carcinoma (4T1 cells) were purchased from
American Type Culture Collection (ATCC, USA) and Cell Bank of the Rio de Janeiro (Rio de
Janeiro, Brazil), respectively. 4T1-Luc cells were obtained by cotransfecting 4T1 cells while
using Lipofectamine PLUS with firefly luciferase-containing pGL-3-control vector and the
puromycin resistance vector, pKO-puro, according to the Invitrogen (USA) protocol at
Nanobiotechnology Laboratory of the University of Brasilia. Diethyldithiocarbamic acid sodium
salt (DETC), deferoxamine methanesulfonate salt (DF), 1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-
tetramethylpyrrolidine (CMH), 3-carboxy-2,2,5,5- tetramethyl-1-pyrrolidinyloxy (CP°), and Krebs
HEPES buffer (KHB) were purchased from Noxygen (Elzach, Germany).

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) and Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640 cell culture medium, heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), and
penicillin/streptomycin, trypsin and 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) were purchased from Gibco (NY, USA). Phosphate-buffered saline and dimethyl
sulfoxide were purchased from Laborclin (Parand, Brazil) and Sigma-Vetec (S&o Paulo, Brazil),
respectively. All water used was the ultrapure type (18 MQ.cm), provided by a
Barnstead™Easypure™ Il purification system from Thermo Scientific (CA, USA). Dialysis of
NanoGO suspensions was performed with an MWCO 12 kDa cut-off dialysis bags from Sigma-

Aldrich (MO, USA). A second purification step was carried out by centrifugation (5000 rpm) with



Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units cut-off MWCO 100 kDa, purchased from Millipore (MA,
USA). PDT and PTT experiments were conducted with a setup designed and built at the
Laboratory of Software and Instrumentation in Applied Physics at the University of Brasilia-UnB.

The system is provided with a 660 nm LED light and an 808 nm NIR laser light. The PDT
equipment was composed of a 660 nm LED model GP-100Wr6-G42M-Z3GL, from Green
Powertech Solutions Limited. The power was controlled using pulse width modulation (PWM)
applied to a 480 Hz square wave. The temperature was controlled via a commercial water
cooler Corsair H95 actuating as a heat sink attached to the high-power LED. The 808 nm NIR
laser was driven by a DC power supply Agilent model E4356A. In both equipments, the
irradiance calibration was performed using a FIELD MAX Il Energy and Power meter, item #
1098580, serial # 0099L11R from Coherent, obtaining individual data from each point in the

range of application.

Methods

Nano Graphene Oxide (NanoGO) Preparation

NanoGO was prepared in a four-step synthetic route, which comprised: i) preparation of
graphene oxide by the Hummers and Offeman procedure [43-45] ; ii) ultrasonic exfoliation of
graphitic oxide in ultrapure water to produce GO; iii) carboxylation of GO with mono chloroacetic
acid and sodium hydroxide; and iv) ultrasonic stirring. Steps i) and ii) were performed according
to the procedure detailed elsewhere [46]. The carboxylation step (step iii) was carried out
according to the procedure described by Sahu et al [11]. In brief, 10 mL of GO suspension (1
mg.mL?, sodium hydroxide (200 mg; 0.005 mol) and monochloroacetic acid (150 mg; 0.0016
mol) were all mixed in a round bottom flask (125 mL), transferred to a water bath and heated at

45 °C for 4 h under magnetic stirring. The resulting suspension of carboxylated GO, or GO-



COOH, was then transferred to a dialysis bag (12000) and dialyzed against ultrapure water, for
2 days, with periodic changing of water.

After dialysis, the GO-COOH suspension was stirred with an ultrasonic probe Q700
Sonicator (QSonica, USA) at 500 W, in the pulse mode to prevent heat buildup, for 4 h in order
to reduce the size of the sheets and produce NanoGO. The resulting NanoGO suspension was
submitted to successive spin centrifuge filtration at 5000 rpm using an Amicon Ultra-15 MWCO
100 kDa centrifugal filter and washed with ultrapure water. This procedure was repeated several
times until the suspension reached neutral pH. The neutral NanoGO suspension was submitted
to an additional ultrasonic stirring step for 2 h at 500 W and then filtered through a 0.22-pum pore
membrane filter to remove large aggregates. The filtered suspension was stored in a fridge at

10 °C for further characterization and biological tests.

Pluronic Stabilization of NanoGO and Methylene Blue Loading

The colloidal stability of NanoGO was improved further by mixing, with the aid of
magnetic stirring, 10 mL of NanoGO suspension (0.2 mg.mL) with 20 mg of Pluronic F127.
After mixing, the homogeneous suspension was incubated at 4 °C for complete
dissolution of the polymer. Shortly after, the suspension was ultrasonicated for 30 min at
500 W and incubated at 37 °C to promote adsorption of Pluronic F127 onto the
NanoGO surface. Unbound free Pluronic F127 was removed by spin centrifuge filtration
using an MWCO 100 kDa filter. The MB loading onto Pluronic F127-modified NanoGO
was performed by addition of an MB stock solution. The mixture was then kept at 37 °C
for 1 h under magnetic stirring. After 1 h, unbound free MB was removed by spin
centrifuge filtration through an MWCO 100 kDa filter. The final PDT/PTT platform, called

hereafter NanoGO-MB, refers to carboxylated nanographene oxide sheets associated



with Pluronic F127 and loaded with MB. The term Pluronic F127 was omitted from the

name for clarification.

Structural and Morphological Characterization of NanoGO and NanoGO-MB

The electronic structures of NanoGO and NanoGO-MB, as well as confirmation of MB
loading, were assessed by UV-vis absorption spectroscopy (Lambda 35 UV-vis spectrometer,
PerkinElmer, USA). Absorption spectra were registered in the range of 450-900 nm with a 10-
nm slit width. The effectiveness of the carboxylation reaction was evaluated by Fourier
transform infrared (FTIR) spectroscopy. FTIR spectra were acquired with a continuum Fourier
transform infrared microscope attached to the FTIR 6700 bench (Thermo Fisher, USA) in
attenuated total reflection (ATR) mode (32 scans and resolution of 2 cm™). The hydrodynamic
diameter and zeta potential of NanoGO samples were assessed by dynamic light
scattering (DLS) and electrophoretic mobility, respectively, with a Zetasizer Nano ZS
instrument (Malvern Instruments, U.K.). All measurements were carried out at 25 °C
using ultrapure water as the solvent. NanoGO ultrastructure was analyzed by
transmission electron microscopy (TEM) (JEOL JEM 1011, JEOL, Japan) at 100 kV and

scanning electron microscopy (SEM) (JEOL JSM-700 1F, JEOL, Japan) at 15 kV.

Analysis of Methylene Blue Release Kinetics from NanoGO

NanoGO-MB platform (500 pL) was placed in MWCO 12 kDa cut-off dialysis bags and
immersed in 25 mL of phosphate-buffered saline containing 10% of fetal bovine serum (FBS)
in pH 5.0 or pH 7.4. The bags and solutions of differents pH were kept at 37 °C in a shaking
platform (100 rpm). The analysis of the MB release rate from NanoGO was carried out collecting
samples at 1, 6, 12, 18 and 24 h time points. At every solution change, whole release medium

was replaced by the new fresh medium. The amount of MB released from NanoGO was



assessed by measuring its absorbance at the peak of maximum absorption of 660 nm by an
UV-vis spectrophotometer. A standard calibration curve with a known concentration of MB in
PBS 10% FBS was used to calculate the exact concentration of the release solutions. The
results were expressed in percentage of released MB comparing with the initial amount of MB

added to the NanoGO suspension.

Singlet Oxygen Generation

The singlet oxygen (*O;) generation by free MB and NanoGO-MB was measured by
monitoring the absorbance bleaching of the 1,3-diphenylisobenzofuran (DPBF) [22, 47]. For the
assay, individual sample aliquots (200 pL) of free MB (10 ugmL™), NanoGO (as a control,
200 pg.mL1) and NanoGO-MB (200 pg.mL* GO, 10 pg.mL* MB) were placed in a 96-
well plate and 10 pL of ethanolic DPBF solution (225 pug.mL™t) was added to each
sample. The samples’ absorbance at 410 nm (DPBF max) were registered in a
spectrophotometer (SpectraMax M2e, Molecular Devices, CA, USA), before and after
irradiating for 30 s with 660 nm LED light (power density ~150 mW.cm™). The results

were expressed as the DPBF absorbance (%).

Photothermal Activity of NanoGO

Aliguots (200 pL) of diluted NanoGO suspension (200 pug.mL?t) were placed in a 96-well
plate and then irradiated with an 808 nm NIR laser light, with a spot size of 0.26 cm? and power
density of 9.2 W.cm? The plate was irradiated for ten minutes and the light-induced
temperature change on water and in NanoGO suspension was monitored as a function of the
irradiation elapsed time every minute by means of a type K thermocouple placed on the

suspension. The thermocouple was kept away from the point of laser incidence to minimize



direct heating. The temperature change was also monitored in real-time with an infrared thermal

imaging system (FLIR SC-300, FLIR Systems Inc, Danderyd, Sweden).

Dark and Phototoxicity Assays

Experiments were carried out using a normal murine fibroblast cell line (NIH/3T3) and
murine mammary carcinoma cells (4T1 cells). The NIH/3T3 and 4T1 cells were cultured in
DMEM and RPMI 1640 cell culture medium, respectively, containing 10% of heat-inactivated
FBS and 1% antibiotic (penicillin-streptomycin) at 37 °C in an 80% humid CO; incubator. The
cell viability under dark conditions was determined using different concentrations of the
NanoGO suspension (3.1, 6.25, 12.5, 25 and 50 pug.mL?) and free MB solution (1, 2.5, 5, 10
and 20 ug.mL™) for 24 h, without LED or NIR laser light treatments. Cells (3 x 10* per well) were
seeded into 96-well cell culture plates and grown for 24 h at 37 °C. Afterward, cells were
exposed to treatments for 24 h and were protected from light exposure. After incubation, fresh
medium containing 0.5 mg.mL? of MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) was added. Cells were further incubated for 2 h at 37 °C. Formazan crystals were
solubilized with 200 mL of dimethyl sulfoxide, and the medium absorbance was measured at
595 nm using a spectrophotometer (Spectra-Max M2e, Molecular Devices, CA, USA). The
same measurement procedure was repeated for samples submitted to photodynamic and/or
photothermal therapy performed by irradiation for 3 min with LED and NIR laser light,
respectively. Cells were seeded as previously, and 24 h later, a cell medium solution containing
free MB (2.5 pg.mL?), NanoGO (12.5 ug.mL?) and NanoGO-MB (12.5 pg.mL? of NanoGO and
2.5 pg.mL?* of MB) replaced the seeding media. The plates were incubated for 24 h to allow cell
uptake. Then, without a washing step, in an attempt to simulate the in vivo conditions, PDT
groups were treated with 660 nm LED light for 3 min (fluency of 34 J.cm2), whereas PTT groups
were irradiated with 808 nm NIR laser light also for 3 min (fluency of 1.65 kJ.cm™). In the

combined PDT/PTT group, cells were first submitted to 660 nm LED light followed by 808 nm



NIR laser light irradiation at the same treatment conditions described above. Cells were
incubated for an additional 24 h and viabilities were measured by MTT assay as previously

described.

In Vitro ROS Production After Photodynamic and/or Photothermal Therapy

Cells NIH/3T3 and 4T1 (3 x 10* per well) were seeded into 24-well cell culture plates and grown
for 24 h at 37 °C. Afterward, cells were exposed to the treatments as on the phototoxicity assay
for 24 h, protected from light exposure. The ROS sensitive spin probe CMH (stock solution 10
mM prepared in KHB containing 25 pM DF and 5 uM DETC to minimize the oxidation of CMH
by Fenton reaction due to transition metals) was added to a final concentration of 250 uM in 600
pL cell culture medium before the irradiation with LED 660 nm and/or 808 nm NIR laser lights.
Then, the cells were irradiated for PDT or PTT only and PDT/PTT combined therapies and
allowed to stand at 37C for 1 hour. After that, 450 pL of supernatant was transferred to a 1 mL
de-capped syringe and snap frozen in liquid nitrogen. All the samples were stored at —80 °C
until the EPR measurements were performed. EPR measurements were performed in a Bruker
spectrometer (Bruker EMXplus, Germany), equipped with an X-band (9 GHz) high sensitivity
cavity (Bruker ER 4119HS, Germany). For ROS detection, the samples were transferred to a
liquid nitrogen dewar (Noxygen, Germany) and the spectra were recorded at 77 K. The
instrumental settings were 2 mW microwave power, 5G amplitude modulation, 100 kHz
modulation frequency and 200G sweep width. The peak to peak amplitude, meaning the
distance between the lowest and the highest points in the first derivative spectrum, was used for
detection of the signal. A calibration curve was obtained using the nitroxide radical (CP") diluted
in KHB to the following concentrations: 0, 10, 50, 100, 250 e 500 pM. In this concentration
range, a linear calibration curve was obtained and all the recorded data were within this

calibration range.



In Vivo Photodynamic and Photothermal Therapy in a Syngeneic
Orthotopic Tumor Model

Female BALB/c mice (8 weeks old, 21-25 g) were acquired from the Institute of Energy
and Nuclear Research (S&o Paulo, Brazil). Mice under anesthesia were orthotopically implanted
with 4T1-Luc cells (2 x 10* cells in 50 uL of DMEM medium without serum) by subcutaneous
injection at a 90° angle to the nipple of the fifth left breast of each animal. Treatments started
when tumors reached ~25 mm?,

Mice were randomly divided into the following eight experimental groups (five mice per group):
1. Control without tumor;

2. Tumor + saline;

3. Tumor + NanoGO-MB;

4. LED: tumor + 660 nm LED light;

5. Laser: tumor + 808 nm NIR laser light;

6. PDT: tumor + NanoGO-MB + 660 nm LED light;

7. PTT: tumor + NanoGO-MB + 808 nm NIR laser light; and

8. Combined PDT/PTT: tumor + NanoGO-MB + 660 nm LED light + 808 nm NIR laser light.
Only phosphate buffer saline (PBS) was administered to Groups 1 and 2. All other groups were
intratumorally injected with NanoGO-MB (25 pL, dose 10 mg.kg™ of NanoGO and 2.5 mg.kg* of
MB) through the mouse nipple, as detailed above. Ten minutes after the NanoGO-MB was
administered, anesthetized mice received irradiation for PDT (660 nm LED light for 10 min,
fluency of 90.8 J.cm™), PTT (808 nm NIR laser light for 15 min, fluency of 8.3 kJ.cm?) and
combined PDT/PTT therapies for 10 and 15 min, respectively, at the tumor site. During
irradiation, the non-interest regions were protected from LED and NIR laser light irradiation. For

group 8, the treatment for PTT was performed after the PDT therapy. In total, each mouse



received three treatments every four days. During the NIR laser irradiation, the real-time
temperature change at the tumor site was monitored by an infrared thermal imaging system. Pre
and post-treatment tumor sizes were measured at specific time points by a digital caliper and
calculated as volume = (tumor length) x (tumor width)?/2. The obtained value expressed as
relative tumor volumes were calculated as V/Vo (Vo was the tumor volume when the treatment

was initiated).

Progression of Tumor Growth, Metastasis and Imaging In Vivo

The 4T1-Luc tumor-bearing mice were monitored every four days with bioluminescence
images (BLI). For this, 100 pL of D-luciferin (10 mg.mL™, at a dose of 10 mg.kg™?, PerkinElmer,
USA) in PBS were intraperitoneally injected and, after 10 min, animals were imaged under
anesthesia with 1.5% isofluorane in an IVIS Lumina XR In Vivo Imaging System (Caliper
LifeSciences, USA). A total of 20 BLI (60 seconds of exposition each) were collected before and
after each treatment using a field of view of 12.5 cm. The emission was collected at 560 nm with
a time-correlated single photon counting system. The bioluminescence calculation was made
taking into account the background removal, i.e. final bioluminescence was an equal region of
interest (ROI) emitting bioluminescence signal minus the background of a different area with the

same ROl size (n = 5).

Histology

Shortly after the last bioluminescence analysis (30 days from the last treatment), mice
were euthanized. A full necropsy was performed, and tumors of the left breast and satellite
lymph nodes, liver, lung, spleen and kidney were excised. The tissues were fixed with 4%
paraformaldehyde, dehydrated in ethanol, sectioned into 5.0 um sections and processed for
histology. Hematoxylin & Eosin staining of paraffin-embedded tissues was used for histological

examination of primary tumors, organs and eventual metastasis. The sections were analyzed



and photographed using an Olympus Vanox-T microscope at 400x magnification and an

Olympus U-PMTVC with CCD camera.

In Situ Apoptosis Detection by TUNEL Staining

Apoptotic cell death in breast deparaffinized tissue sections was detected using terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated digoxigenin deoxyuridine nick-end labeling (TUNEL) with
an ApopTagR Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Kit (Chemicon, USA). Sections were treated
with proteinase K (20 mg.mL?, Dako) in PBS (0.01 M, pH 7.4) for 15 min at room temperature.
Endogenous peroxidase was inactivated by 3% H»O, (10 min). Another blockage was
performed with 6% skim milk in PBS (0.01 M, pH 7.4) for 30 min at 37 °C. Slides were incubated
with the enzyme working strength TdT in a wet chamber for 1 h at 37 °C and then incubated
with anti-digoxigenin for 30 min at room temperature.

Finally, sections were treated with 3,30-diaminobenzidine for 30 s and counterstained
with Mayer's hematoxylin. As a negative control, a kidney section was incubated with 1.0 U.mL™
DNase, whereas for positive control a section of spleen tissue was used. Positive nuclei of
apoptotic cells were identified by a dark brown color under a light microscope at 400x of
maghnification in ten different fields. The degree of apoptotic cells was calculated as a

percentage of labeled cells.

Immunohistochemical Detection of Proliferating Cell Nuclear Antigen —

PCNA

PCNA expression in deparaffinized and rehydrated tissue sections was analyzed by
immunostaining. Antigen exposure on sections was obtained by treatment for 20 min using
target retrieval system (DAKO, CA, EUA). The activity of endogenous peroxidase was blocked
by immersing sections in 3% hydrogen peroxide (H-0,) in 50% methanol. For reduction of

nonspecific signals in the reaction, sections were then treated with blocking buffer (6% skim milk



in PBS, pH 7.4) for 30 min at 37 °C. Incubation of sections with the primary antibody IgG2 anti-
PCNA (Dako, CA, EUA), at a dilution of 1:1300, was carried out overnight at 4 °C. For
conjugation with the secondary antibody, sections were treated with EnVision-HRP (horseradish
peroxidase complex) (DAKO, CA, EUA) following the manufacturer’s specifications.

Sections were incubated with 3-amino-9-etil-carbazol (AEC) (DAKO, CA, EUA) for
antibody conjugation with peroxidase, and then counterstained with Carazzi’'s hematoxylin, also
for antibodies with peroxidase. All stained tumor sections were imaged with light microscopy
under 400x magnification. The analysis consisted of quantification of positive cells per field. The

degree of PCNA expression was calculated as the percentage of antibody-labeled cells.

Statistical Analysis

Analysis of variance (ANOVA) (two-way) was performed, followed by Bonferroni post-
hoc test for multiple comparisons and student’s t test using the software GraphPad Prism 5.0
(CA, EUA). Statistical significance was defined as *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001. Data
were presented as the mean + standard deviation. The statistical analysis of the
immunohistochemical data was performed using the software R. Normality of data was verified

with the Shapiro-Wilk test, followed by data analysis using Kruskal-Wallis test.
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Additional file

File name: Additional file 1
File format: .doc

Title of data: Supplementary Table 1 Nanomaterials Colloidal Stability and Properties



Sample/ Diluent DH (nm) PDI
NanoGO/water 200.08 + 2.61 0.328 + 0.02
NanoGO/PBS 1353.33 + 156.84 0.495 + 0.15
NanoGO/DMEM 363.60 + 10.90 1.00 £ 0.00
NanoGO/RPMI 123.00 + 3.90 0.64+£0.14
NanoGO Pluronic F127/water 188.93 £3.59 0.300 + 0.03
NanoGO Pluronic F127/PBS 1096.33 + 60.47 0.269 + 0.05
NanoGO Pluronic F127/DMEM 112.71 £ 16.59 0.820 £ 0.16
NanoGO Pluronic F127/RPMI 104.4 + 1.35 0.70+£0.01
NanoGO MB/water 10473.00 + 7879.06 0.571 + 0.42
NanoGO MB/PBS 868.50 + 314.62 0.183+0.11
NanoGO MB/DMEM 79.10 £ 54.21 0.370 £ 0.07
NanoGO MB/RPMI 30.50 + 8.43 0.645+0.14
NanoGO Pluronic F127 MB/water 4733.33 £ 1491.64 0.826 + 0.15
NanoGO Pluronic F127 MB/PBS 5436.00 + 1655.20 0.732+0.23
NanoGO Pluronic F127 MB/DMEM 137.57 + 41.19 0.401 £ 0.05
NanoGO Pluronic F127 MB/RPMI 224.27 + 34.19 0.716 £ 0.17

Description of data: The colloidal stability of different platforms, NanoGO, NanoGO+Pluronic,
NanoGO-MB, and NanoGO-MB+Pluronic, prepared in different media (deionized water,
phosphate buffer saline, pH=7,4, and Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) with 10% of
FBS was ascertained by measuring their hydrodynamic diameter with dynamic light scattering.

The measurements were taken after right after of samples preparation.

File name: Additional file 2
File format: .doc
Title of data: Bioluminescence images of LED or NIR laser light irradiation only and NanoGO-

MB only treated groups.



LED Laser NanoGO-MB

Treatment #2 Treatment #1 Pre treatment

Treatment #3

+30 Days

Description of data: The increase in the bioluminescence signal indicates tumoral progression
and the absence of some 4T1-Luc-bearing mice during the treatments means the death of these

individuals during the experiment.



