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RESUMO

A evolucdo da ciéncia meédica criou uma demanda de ferramentas mais sensiveis e
seletivas, e a nanomedicina oferece possibilidades de aplicacdes de nanomateriais em
detec¢do, diagnostico e, eventualmente, terapia de patologias. Para o tratamento de
cancer, o nanomateriais de carbono tem sido considerado como um dos mais
promissores devido a baixa toxicidade, biocompatibilidade, elevada solubilidade em
solugdes aquosas e propriedades espectroscopicas As nanoparticulas de Nitreto de
Carbono (NP g-C3Ng4) apresentam propriedades fotocatalitica como, quebra da
molécula de agua e producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), que as
tornam interessantes para aplicacdes em Terapia Fotodindmica (TFD). Nos Gltimos
anos a TFD tem sido bastante utilizada para o tratamento do cancer por ser menos
invasiva que os tratamentos convencionais. Neste estudo, avaliou-se in vitro o uso das
NP g-C3N,4 associadas a ions de metais, como agentes sensibilizadores para TFD em
linhagens de células. Inicialmente, foi realizada uma triagem por meio do ensaio de
viabilidade celular utilizando 9 materiais: 4 nanoparticulas de C3N,4 associadas a
metais (Ferro, Prata ,Manganés e Cobre) , 1 de nano pura (C3Ny4) e 4 de metais livres.
dentre os ensaio de MTT, a que apresentou melhor resultado foi utilizada para 0s
testes com TFD, com luz ambiente e radiagcdo e luz e radiacdo, como também foi
realizado ensaios de incorporacdo e tempo de irradiacdo. Para caracterizacdo da
particula realizou microscopia de RAMAN. Os resultados de MTT mostram que a
viabilidade celular para a linhagem B16F10 foi significantemente reduzida quando
tratadas com 0,25mg/ml de NP g-CsN; com Cu®* sob irradiagdo de luz azul por 10
minutos. Em células normais, Hacat e NIH3T3, o tratamento de TFD com as NPs e
irradiacdo com luz azul ndo mostraram toxicidade significativa. Esses resultados
indicam que os NPs g-CsN* contendo Cu?* podem ser estudados para futuras
aplicagdes como agentes sensibilizadores de TFD seletivos para o tratamento do

cancer.

Palavras chaves: Tratamento de Cancer; Nitreto de Carbono; Espécies Reativas de

Oxigénio (ERO); Terapia Fotodinamica.



ABSTRACT

The evolution of medical science has created a demand for more sensitive and
selective tools, and nanomedicine offers possibilities of applications of nanomaterials
in detection, diagnosis and eventually therapy of pathologies. For cancer treatment,
carbon nanomaterials have been considered as promising because their low toxicity,
biocompatibility, high solubility in aqueous solutions and spectroscopic properties.
Nanoparticles of Carbon Nitride (NP g-C3N4) have photocatalytic properties such as
water molecule breakdown and Reactive Oxygen Species (ROS), which make them
interesting for applications in Photodynamic Therapy (PDT). In recent years, PDT has
been widely used for cancer treatment because it is less invasive than conventional
treatments. In this study, use of metal ion-associated NP g-C3N4 as sensitizing agents
for PDT in cell lines was evaluated in vitro. Initially, a cell viability assay was
performed using 9 materials: 4 nanoparticles (C3N4) associated with metals (lron,
Silver, Manganese and Copper); 1 of nano pure (C3N4) and 4 of free metals. In MTT
assay, the one that presented the best result was used for tests with PDT, with ambient
light and radiation and light and radiation, as well as incorporation and irradiation
time. For particle characterization, it was performed a RAMAN microscopy. MTT
results show that cell viability for the B16F10 lineage was significantly reduced when
treated with 0.25mg / ml NP g-C3N4 with Cu2 + under blue light irradiation for 10
minutes. In normal cells, Hacat and NIH3T3, treatment of PDT with NPs and blue
light irradiation showed no significant toxicity. These results indicate that Cu2 + -
containing g-C3N4 NPs can be studied for future applications as selective PDT

sensitizing agents for the treatment of cancer.

KEYWORDS: Cancer Treatment, Carbon-nitride, Reactive Oxygen Species (ROS),
Photodynamic Therapy.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER

Com base nos em sistemas complexos para o desenvolvimento do céncer, que
podem mesmo levar décadas para atingir seu estdgio mais avancado, pode-se pontuar
algumas caracteristicas necessarias para que a doenca se desenvolva, tais como: a
proliferacdo descontrolado (divisdo descontrolada), invasdo de tecidos adjacentes,
metastase (disseminagdo para outros locais no corpo) e imortalidade (protecéo contra a
morte celular programada), ou seja, normal, iniciacdo, promogédo e progressdo como
mostra a figura 01 (BARRETO, 2011).

NORMAL INICIACAO PROMOCA

»
o4 -9-¢ o1

FIGURA 01: Estagios de desenvolvimento do cancer. Fonte (OMBREDANE, 2016).

Pode-se determinar que o desenvolvimento celular do cancer esté relacionado a
fatores descritos na literatura que causam dano celular como intrinsecos e extrinsecos.
Os extrinsecos, por exemplo, sdo os relacionados a0 meio em que se encontra,
podendo-se citar a luz ultravioleta do sol, tabagismo e alcool, e os intrinsecos sdo
aqueles nos quais o organismo se defende dos fatores externos que causam pré-
disposigdo ao desenvolvimento do cancer. Outro fator importante que caracteriza o
cancer ¢ o desenvolvimento de células que venham a se proliferar de forma

descontrolada, quando o meio proporciona condi¢les para isso, podendo ocorrer a
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metastase, responsavel pelos elevados indices de mortalidade desta patologia
(HANAHAN, 2011).

A variacdo de cancer se relaciona aos diversos tipos de células presente no
corpo, como por exemplo, a diferenca observada no cancer de pele, 6rgao constituido
por mais de um tipo de tecido (epitélio e conjuntivo). Quando surge em tecido
epitelial, a nomenclatura para este local de desenvolvimento é o carcinoma, porém
quando a localizacdo se origina no tecido conjuntivo (e derivados) e muscular, a
nomenclatura utilizada é o sarcoma (INCAa, 2018).

O desenvolvimento de um tumor funciona com base no agrupamento de células
a uma taxa que depende da difusdo de oxigénio e nutrientes, responsaveis pela sua
formacdo (BARRETO, 2011). Dado que a literatura reporta que células consideradas
cancerigenas tenham a possibilidade de acumular diversas alteracdes genéticas,
somente aquelas que possuirem fatores de crescimento seletivo, como 0s receptores
especificos, podem gerar mutacdo com desenvolvimento tumoral (KITAMURA,
2015). A metéstase, por sua vez, € considerada um processo de proliferacdo das
células cancerigenas a partir de um tumor primario, que leva a formacao do secundario
em locais considerados distantes do primeiro, 0 que a torna uma via complexa no
tratamento atual da patologia (SCHROEDER, 2012).

O desenvolvimento de um tumor denominado como benigno se d& quando uma
determinada massa de células possui um processo de formacdo lento e sua
multiplicacdo se assemelha o tecido original, onde a probabilidade para risco de vida é
baixa (INCAa, 2018).

Sendo o diagnostico de cancer considerado um campo emergente em
nanotecnologia, a deteccdo desta patologia por forma ndo invasiva traz beneficios ao
paciente, como: obtencdo ndo invasiva de imagens que possam substituir a bidpsia, por
meio de técnicas ndo invasivas de imagiologia para o cancer, contendo uma elevada
sensibilidade, bem como alto alcance do alvo, devido a propriedades inerentes da
nanoparticula magnética utilizada, a qual, quando modificada, podera abranger uma
maior area terapéutica, podendo, assim, combinar diagndstico inicial e posteriormente,
apos atingir a célula alvo, e, entdo, conduzir o farmaco (YIGIT, 2012; CHEN et al.
2011).

Grupos de pesquisadores vém se dedicando a detectar de maneira eficiente um

impacto mais significativo nas taxas de mortalidade com diagndstico mais precoce que
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tenha, como consequéncia, menos danos fisicos, psicologicos e sociais devido a
terapias consideradas agressivas, como a quimioterapia, processos cirdrgicos e
radioterapia (OSHIRO et al., 2014).

O numero de casos de cancer vem aumentando consideravelmente em todo o
mundo, mesmo diante de todas as pesquisas para determinar diagnostico precoce e
tratamentos mais eficazes, e com base nos dados da Agéncia Internacional para
pesquisa de Céancer (IARC, do inglés International Agency for Research on Cancer),
em paises que se encontram em desenvolvimento a estimativa para os proximos 10
anos é de um aumento de 80% dos casos de 20 milhGes de novos canceres até o ano de
2025 (IARC, 2018).

Com base em dados do Instituto Nacional do Cancer (INCAb, 2018), no Brasil
a estimativa € de que o pais registre para o biénio 2018/2019 cerca de 600 mil novos
casos de cancer: 180 mil novos casos de cancer de pele ndo melanoma e 420 mil casos
novos de cancer. Diante destes dados, pode-se assemelhar este perfil epidemiol6gico
ao da Ameérica Latina e Caribe, que apresentam para 0s mesmos tipos os valores de 61
mil casos de cancer de prostata e 58 mil de mama, estes os mais frequentes. Baseado
nestes dados, o cancer de pele ndo melanoma se apresenta com a maior incidéncia no
Brasil (INCAc, 2018).

A tabela 01 apresenta os dados com a estimativa para os tipos de cancer no
Brasil para o ano de 2018 com suas taxas consideradas brutas e seus ajustes de
incidéncia por 100 mil habitantes com ndmero de novos casos, com prevaléncia de

sexo e localizagéo priméria (INCAc, 2018).
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TABELA 01: Previsdo de casos de cancer para 2018 no Brasil

Estimallva dos Cazos Noves
Homens Mulheres

Localizagdo Priméria
Neaplasia Maligna Estados Capitals Estados Capltals

Toma | Toa Taa | Tama Taa | T Taa | Tam
Bruta | Ajustada L Bruta |Ajustada e Brita | Ajustada - Bruta | Ajustada

Pristata

Mlama Feminina

Calo do Otero

Traquela, Brdnquio & Pulmio
Célon e Reto

Estlimago

Cavidade Oral

Lannge

Bexdpa

Estfago

Ovrio

Linfoma de Hodpkin
Linfama néo Hodgkin
Glandula Tireoioe
Sistema Nervozo Cenral
Leycemias

Carpa do Utera

Pele Mekanoma

(utras Locaizaghes

Todas as Neopeasias, exceto
Pele: reio Melanoma

Pele o Melanoma
Todas a5 Meopkaskas Mallgnas

Todas as Neaplasias Malignas
Corrigidas para Sub-Registra

* Populacdo padrdo mundial (1960). / *Numeros arredondados para maltiplos de 10.

Fonte: Estimativa cancer, 2018. Instituto Nacional do Cancer (INCA). Adaptado de <
http://www.inca.gov.br/estimativa/2018/estimativa-2018.pdf>. Acesso em 08 de
marco 2018.

Para os homens, a estimativa dos mais comuns é: prostata, com 31,7%;
pulmdo, com 8,7%; cdblon e reto 8,1%, estbmago 6,3% e cavidade oral 5,2%, em
contrapartida, para as mulheres, tem-se: mama, 29,5%, célon e reto 9,4%, colo do
utero 8,1%, pulméo 6,2% e glandula tireoide 4,0%. Todos estes dados estdo presentes
na figura 02.
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Prostata B2 % Homens Mulheres  Mama Feminina 50700 20.5%
Tragueia, Brénguio & Pulmio 18.740 Br% Cilon & Refo 16960 04%
Cilon & Heto 17 380 B1% Colo da Ltero 16.370 B.1%
Estimago 13.540 6.3% Traqueia, Brdnquio & Pumao 12,530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 52% Glandula Tirenide 8.40 40%
Esdfago 3.240 3.5% Estimago 7.750 3.6%
Beiga £.6890 31% Corpa da Utero 6.600 3.3%
Laringe £.380 3 0% Ovinio B.150 3%
Leucemias 330 £.5% Sistemz Mervosa Central 5510 1%
Sistema Nervoso Cenfral 5810 2% Leucemias 4360 2.4%

*Miimeros arredondadas para maltiplas de 10,

FIGURA 02: Esquema da distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais
incidentes, no Brasil, estimados para 2018 por sexo (exceto pele ndo melanoma).
Fonte:  Instituto  Nacional do Cancer (INCA). Adaptado de <
http://www.inca.gov.br/estimativa/2018/estimativa-2018.pdf>. Acesso em 08 de
marco 2018.

1.2 NANOTECNOLOGIA

A Nanotecnologia é um dos setores da ciéncia mais importantes e um dos que
mais se desenvolvem atualmente. A razao para isso esta nos macicos investimentos
oriundos de agéncias governamentais e de diversos setores privados (MICHELSON,
2008). De fato, a nanotecnologia tem sido considerada por muitos especialistas como a
nova revolucdo industrial, pois materiais em escala nanométrica tém sido explorados
em diversas areas como: Eletronica, Biologia, Medicina, Fisica, Quimica, Alimentos,
Cosméticos, Agricultura, Materiais e Engenharias (TIGINYANU, 2012; RUIZ-
HITZKY, 2013).

A nanotecnologia é considerada um campo emergente e dinamico. Estudiosos
na area argumentam que ela possui chances de ter um impacto horizontal no setor
industrial, com o desenvolvimento de pesquisas mais atuantes numa visdo de
multidisciplinaridade e economia que venha solucionar problemas atuais, bem como
prevenir os danos futuros em setores da salde, meio ambiente e sustentabilidade
(HUANG, 2011).

Segundo Karkare (2008), a nanotecnologia é uma area multidisciplinar e que
pode ter aplicacdo relacionada a engenharia responsavel pelo design e manuseio de
componentes e sistema considerados muito pequenos (de até 100 nm). Levando em

conta esse nicho, foi criada, nos Estados Unidos da América, a Iniciativa Nacional de
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Nanotecnologia, com o objetivo de financiar este tipo de tecnologia, que, por
definicao, inclui qualquer elemento inferior a 100 nan6metros com propriedades novas
(RAMSDEN, 2011).

Existem em nanotecnologia duas abordagens principais que sao “top-down”
que significa de cima para baixo. Nessa abordagem, as estruturas maiores séo
reduzidas em tamanho & nanoescala, porém, suas propriedades originais permanecem
sem controle de nivel atbmico ou ocorre uma desconstrucdo de estruturas maiores em
menores. Na segunda, “bottom- up”, de baixo para cima, trabalha-se com

nanotecnologia molecular ou manufatura molecular para criar nanoestruturas
(SANCHEZ, 2010).

1.3 NANOMEDICINA

A exploragcdo da nanotecnologia em salde, denominada de nanomedicina,
oferece inumeras possibilidades e aplicacfes de nanomateriais como ferramentas na
deteccdo, diagnostico e, eventualmente, terapia de doencas. Estima-se que, em 2015 o
mercado global desse setor alcangaré valores na ordem de US$ 160 bilhGes de ddlares
(SHI, 2010). Nesse contexto, sondas Gpticas para imageamento seletivo de organelas
celulares se tornaram ferramentas poderosas para investigar processos como
respiracdo, apoptose, degradacdo de substratos, desintoxicacdo, mitose, transporte
intracelular, resisténcia a drogas, entre outros. InformacGes dessa natureza sdo
essenciais para as ciéncias médicas entenderem fungdes e mecanismos relevantes para
vida e, atualmente, sdo responsaveis por significativos avangos no diagndstico e
terapéutico.

Os nanomateriais podem ser manipulados para serem utilizados em contraste
de agentes existentes (por exemplo, Tomografia Computadorizada e Ressonancia
Magnética) e in vivo sdo destinados a area de imagem emergentes (por exemplo
Tomografia e Fluorescéncia Molecular), sendo estes utilizados para detec¢do precoce
de cancer com metastase (HAHN et al. 2011). Autores afirmam que os nanomateriais
sdo produzidos para serem utilizados na deteccdo de agentes anti-cancer ou como
veiculos de distribuicdo de drogas (MANTHE et al. 2010, WANG, 2012). Os
Nanomateriais podem ser alterados para que suas propriedades multifuncionais

venham a auxiliar simultaneamente como agentes anti-cancer e como imagem de
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contraste (SHARMA et al. 2010). Aplicagdes in vivo que utilizam nanotecnologias
para cancer apontam, como um requisito fundamental no diagndstico ou terapia, 0s
nanomateriais especificamente utilizados para detectar cancer (CUENCA et al. 2006).

Com a possibilidade de ter um veiculo de entrega de medicamento no alvo
desejado, associou-se a esta possibilidade a ideia de diagnoéstico, ou seja, a entrega do
ativo para um tratamento considerado pontual vem avangando a cada dia (LIU, 2011;
PASZKO 2011).

Com o uso de nanomateriais na medicina, foi possivel obter melhorias em
instrumentacdo, que vdo desde um bisturi mais eficiente no processo cirdrgico, até as
metodologias de técnicas utilizadas para o diagndstico, por meio do uso de
nanoparticulas que possuem uma alta sensibilidade para diagnosticar patologia como o
cancer (VENDITTO, 2013). Estudos vém sendo intensificados nesta area, visando ao
desenvolvimento mais eficaz das técnicas que possam obter conjugados
multifuncionais que venham atender a necessidade de atingir determinado alvo através
de rastreamento, como um agente de imagem, um veiculo de entrega de droga numa
localizacdo especifica, com uso de nanoparticulas (TINKLE, 2014).

A literatura retrata que nanoparticulas em sistemas ideais sdo capazes de
formar arranjos uni, bi e tridimensionais, quando as estruturas encontram-se
aglomeradas e possuem propriedades fisicas e quimicas diferentes das nanoparticulas
isoladas (COUTO, 2006), podendo considerar que 0s nanomateriais constituidos de
nanoparticulas entre 1 a 1000 nm possuem, em sua estrutura, &tomos ou moléculas, e
estes, quando reduzido o tamanho, sua caracterizacdo € considerada complexa por
técnicas convencionais utilizadas (ZANCHET, 2000; BULTE e KRAITCHMAN,
2004).

Por se tratar de uma area que vem demonstrando resultados promissores, as
nanoparticulas tém sido alvo de diversos estudos, principalmente no que se refere a
escala j& mencionada, por possuir propriedades como: confinamento quantico em
semicondutores e superparamagnetismo nos materiais magnéticos (ROACH et al.
2007). As nanoparticulas apresentam, entdo, propriedades exclusivas em mecanica,
Optica, eletronica, quimica e bioquimica em escala nanomeétrica utilizada para

concepcao das nanoestruturas desejadas (CHAVES, 2010).



29

Como j& dito, a nanotecnologia vem despontando uma gama de possibilidades
para &rea medica em patologias como o cancer, destacando-se o diagndstico com a
localizacdo dessa técnica (CHINEN et al. 2015).

1.4 NANOMATERIAIS DE CARBONO

Para os nanomateriais de carbono que possuem ligacGes sp2, as propriedades
mecanicas, eletronicas, Oticas e quimicas mostraram-se eficientes em muitas
aplicagbes (LIU, 2011). Entre estes materiais, pode-se citar os nanotubos de carbono
(nanoestruturas 1D de carbono na forma de um tubo) e os grafenos (folhas de carbono
2D). Séo eles os que mais tém chamado atencdo, e estudos recentes tém mostrado o
elevado potencial deles para aplicacdes em medicina (CANCINO, 2014).

As propriedades Unicas dos nanomateriais carbénicos, tais como: fulerenos,
nanotubos de carbono, folhas de grafeno e nanoparticulas fluorescentes de carbono ou
pontos quanticos de carbono (CQDs) vém sendo investigadas por grupos de cientistas,
pois apresentam elevado potencial para uma extensa variedade de aplicacdes técnicas,
onde caracteristicas eletronicas e fisico-quimicas de CQDs, por exemplo,
caracteristicas em suas propriedades Opticas e emissdes de fluorescéncia de interesse
para o diagnostico mais satisfatorio, e com isso estdo sendo desenvolvidos CQDs para
substituir os pontos quanticos semicondutores, pois estes a toxicidade é baixa,
biocompatibilidade satisfatoria, bem como o baixo custo e inércia quimica, visto que
também possuia propriedades de fluorescéncia similares a quantum dots (LI1M, 2015).

A familia dos nanocarbonos é constituida pelos fulerenos, nanotubos de
carbono, nanofibras de carbono, nanodiamantes, grafeno (figura 03) e, mais
recentemente, pelas CNPs (MIRANDA, 2014). As Nanoparticulas de carbono (CNPs)
sdo as mais recentes classes de nanoparticulas (NPs) fluorescentes, as quais geraram
um grande interesse devido a afinidade de suas propriedades dpticas com as dos
Quantum Dots (QDs), possuindo a vantagem de anular a toxicidade dos metais
pesados (MIRANDA, 2014).
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Fulereno Nanotubo de carbono

Dot de carbono Nanodiamante

. .'_ ¢ S ED
s
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FIGURA 03: Nanomateriais de carbono. Fonte: Adaptado de HONG, 2015.

O grafeno é considerado da familia de nanotubos de carbono e vem sendo
pesquisado na area biomédica desde 2004, despontando em aplicacBes propicias para
biossensores, entrega de drogas e imagiologia voltada para tratamento de cancer (LI1U,
2011a; ZHANG, 2011a).

A familia dos nanocarbonos é constituida pelos fulerenos, nanotubos de
carbono, nanofibras de carbono, nanodiamantes, grafeno (figura 03) e, mais
recentemente, pelas CNPs (MIRANDA, 2014). As Nanoparticulas de carbono (CNPs)
sdo as mais recentes classes de nanoparticulas (NPs) fluorescentes, as quais geraram
um grande interesse devido a afinidade de suas propriedades Opticas com as dos
Quantum Dots (QDs), possuindo a vantagem de anular a toxicidade dos metais
pesados (MIRANDA, 2014).

Em estudos recentes, uma nova classe de particulas fluorescentes emergiu
como promissora para reagir com uma molécula Unica e particula de rastreamento em
células e organismos vivos de pontos quanticos semicondutores (PIEROBON , 2012).

Sendo considerado um grupo de recém-emergidas fluorescentes nanomateriais
de Carbon Dots (CQDs)vem mostrando grande potencial como nanomateriais
versateis utilizados em uma serie de aplicacbes, desde deteccdo quimica,
biosensoriamento, bioimagiamento, entrega de drogas, terapia fotodindmica (TFD),

fotocatalise e eletrocatalise, quando comparado com pontos quanticos semicondutores,
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onde os atributos Unicos de CQDs é a composi¢cdo quimica benigna onde a
solubilidade confere-lhnes a oportunidade de aplicagdo em meio fisiolégico
(MIRANDA, 2014), fluorescéncia sintonizavel emissdes, funcionalizacdo facil e
fisico-quimica excelente bem como a estabilidade fotoguimica (ou nao
fotobranqueamento), tornando assim mais viavel para aplicacGes técnica bem como o
baixo custo e sua facilidade de sintese (YE et al. 2013).

Estas caracteristicas fazem CQDs muito desejavel como alternativas para
pontos quanticos semicondutores em visualizacdo bioldgica de sistemas tanto in vitro
como in vivo (MEHTA et al.2014). Com efeito, estas NPs apresentam-se como
marcadores biocompativeis de elevada solubilidade em meio aquoso, e uma
possibilidade de utilizacdo de métodos de sintese simples e moléculas precursoras de
baixo custo na producdo destas NPs pode torna-las candidatas ideais para a marcagao
celular e para aplicacbes biossensoriais (MIRANDA, 2014). Pode-se ainda reportar
que o efeito de confinamento quantico dos QDs cobre todo o espectro visivel e gragas
a este € possivel controlar o comprimento de onda de emissdo através da manipulacao
dos parametros de sintese de forma a controlar o tamanho dos QDs (MIRANDA,
2014).

Os CQDs também estdo sendo utilizados em biosensoriamento com base no
uso de anticorpos e fragmentos de genes recombinante. Sendo assim, os CQDs estéo
sendo aplicados principalmente em imunoensaios como marcadores fluorescentes
(LIM , 2015). Em geral, os nucleos de carbono de CQDs nao sdo considerados toxicos
e alguma citotoxicidade destes elementos é principalmente causado por agentes
passivadores na superficie do CQD (WANG et al., 2011). Em estudos anteriores foi
demonstrado que agentes passivadores na superficie, com baixa toxicidade, podem ser
usados com seguranca em altas concentracdes para imagiologia in vivo (LIM, 2015).

Os Carbon Dots (C-Dots) apresentam vérias aplicagdes, porém o destaque
principal é a formag&o de bioimagens, onde C-Dots recobertos com o corante ZW800
apresentaram uma capacidade de serem capturados por tumores em animais, gerando
imagens fluorescentes precisas do local que se encontrava o tumor (HUANG et al.
2013). C-Dots sem nenhuma cobertura ndo apresentaram registro de imagens
fluorescentes in vivo e ex vivo de gliomas (RUAN et al.2014). Através de

experimentos e diante dos resultados destes, foi possivel detectar que C-Dots sensiveis
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ao pH podem ser utilizados para gerar imagens fluorescentes de fungos que infectam
plantas (JIN et al. 2015).

Podendo também ser recoberto como qualquer outra nanoparticula, C-Dots
podem utilizar diferentes moléculas, uma que pode ser utilizada para recobrir C-Dots é
0 boronato, pois essas moléculas de boronato podem se ligar as moléculas de glicose, e
relatos na literatura demonstraram que C-Dots recobertos com boronato (C-DotsB)
podem ser utilizados como sensores para agtcar no sangue, podendo detectar sinais de
diabetes mellitus, e como as moléculas de boronato sdo capazes de se ligar a glicose,
mais de um C-DotB pode se ligar a mesma glicose, gerando um sinal de fluorescéncia
mais forte (SHEN, 2014).

Através de pesquisas ja realizadas, sabe-se que o desenvolvimento de células
cancerigenas pode se dar em parte por uma elevada quantidade de moléculas de
glicose que as mesmas tendem a absorver, e isso é possivel, devido principalmente
pelo acréscimo da expressdo de moléculas de transporte de glicose (SZABLEWSKI,
2013). C-Dots podem apresentar tamanhos pequenos, em torno de 5 a 10 nandmetros,
e por apresentarem esse pequeno tamanho, células tumorais acabam por captar C-Dots
(HUANG et al. 2013).

Os C-Dots apresentam baixa toxicidade tanto para células como para animais,
como reportado na literatura, onde demonstraram que C-Dots produzidos a partir de
polietileno glicol ndo apresentaram citotoxicidade mesmo em concentragdes de 400 pg
mL™ (FAN et al. 2014). Com isso, relatos da literatura demonstrar que C-Dots
recobertos com o antibiético ciprofloxacino ndo apresentaram citotoxicidade em
concentracdes de até 80 mg mL™ (THAKUR et al. 2014), outro grupo de cientistas
mostraram que C-Dots solGveis em &gua ndo apresentaram toxicidade para o peixe
zebrafish (SHI et al. 2014). Contudo, dependendo de sua cobertura, Carbon Dots
podem apresentar maior ou menor toxicidade, e quando Carbon Dots forem recobertos
com PEI apresentaram maior toxicidade do que Carbon Dots recobertos com PPEI-EI
(WANG et al. 2011). Quando recobertos com PEG, Carbon Dots apresentaram menor
toxicidade do que PEG sozinho (YANG et al. 2009).
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1.5 NITRETO DE CARBONO

Nitretos de carbono grafiticos (g-CsN4) sdo uma classe de materiais
carbonaceos constituidos por unidades tri-s- triazina cujas vantagens incluem alta
estabilidade térmica e quimica. A figura 04 ilustra a estrutura de uma camada de g-
CsN4. Na mesma camada as ligacOes sdo covalentes e a interacdo entre elas é por
forcas de Van der Waals (LI1U et al. 2016). Esses materiais sdo produzidos por meio da
condensacdo de moléculas ricas em nitrogénio como ureia, guanidina e tiureia. Apos
esta etapa os chamados g-CsNsbulky, que possuem pequena area superficial e baixa
solubilidade em &gua, sdo obtidos. A partir do g-C3N,4 bulky materiais com menor
tamanho e alta solubilidade aquosa podem ser sintetizados ap6s um tratamento
oxidativo (JU et al, 2016).
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FIGURA 04: Estrutura de g-C3N4 e da unidade tri-s- triazina (LIU et al. 2016).

Dados da literatura relatam que o semicondutor organico g-CsN4 pode ser
associado a um sistema de quebra da 4&gua movido na natureza, sob irradiacdo UV e
luz visivel (MARTIN' 2014), visto que este procedimento é semelhante ao que ocorre
na fotossintese, onde a hidrolise é impulsionada pela luz, gerando O, com alta
eficiéncia (FERREIRA, 2004). Uma vez que este procedimento ainda ndo € muito
utilizado para fins biomédico de materiais que induzem a quebra da agua, estudos
despontam que nanoparticulas de Nitreto de Carbono (g-C3N,4) sdo capazes de quebrar
H,O em O, e de Hidrogénio (H,) (FERREIRA, 2004), quando este evento ocorre a
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nivel celular, aumenta o nivel de oxigénio intratumoral, que supera a hipdxia e
possibilita uma maior eficiéncia da TFD. Deste modo a técnica mostrou-se propicia
para terapéutica tumoral, devido as suas caracteristicas ndo invasivas e por apresentar
alta eficiéncia e precisdo ideal (ZHENG, 2016).

Sendo as nanoparticulas de Nitreto de Carbono (g-C3N4) capazes de quebrar
moléculas de agua (H,0), isso faz com que a TFD seja mais eficiente em tumores que
sofrem de hipoxia, pois elas conseguem aumentar o nivel de O, intracelular. Além de
quebrar H,O, o C3N4 também consegue diferenciar células cancerigenas de células
normais (MICHALET et al, 2005), emitindo fluorescéncia nas células tumorais,
baseado em experimentos desenvolvidos , percebeu-se que associacdo dos g-CsN4 a
TFD tem especial especificidade, pois ndo afeta os tecidos vizinhos, apenas o tecido
tumoral, isso ocorre por causa da fotosensibilizacdo a qual os tecidos neoplasicos sao
submetidos (ZHENG, 2016).

A literatura reporta que quando a g-C3N, estiver associada a um metal, esta
possui a capacidade de intensificar a eficiéncia da TFD por meio do uso de um metal-
inorganico, como o cobre, por exemplo, quando acoplado ao fotossensibilizador g-
C3Ng4, que reduz os niveis intracelulares de glutationa, aumentando a geracdo de
espécies reativas de oxigénio ERO. O emprego de ions metalicos na medicina tém tido
um grande destaque devido suas cargas positivas e suas propriedades
esteroeletronicas, 0 que os permite alterar a estrutura e funcdo de alvos bioldgicos
especificos (JU et al, 2016).

A literatura reporta que estudos atuais vém demonstrando o nitreto de carbono
(9-C3N4) como um novo fotocatalisador no tratamento de cancer (LIN et al, 2014),
pois baseado nos resultados pode-se observar uma capacidade para producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) em iluminacdo visivel (BING et al, 2015).

Pesquisadores identificaram que a superexpressdao de glutationa era uma
barreira que deveria ser ultrapassada, pois esta prejudicaria a geracdo de ROS,
limitando assim a sua geracéo e eficacia para a terapia antes mesmo de sua chegada ao
alvo desejado (JIANG et al., 2003).

A glutationa (GSH) age em diversos processos biologicos, como a sintese
proteica ou o0 metabolismo e protecdo celular (ROVER et al.,, 2001). Atraves de
pesquisas envolvendo a GSH constatou-se que, quando ndo ocorre sua sintese de

maneira correta, surgem diversas patologias, onde os niveis da GSH e de enzimas
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presentes no seu metabolismo sdo expressivos em diagnosticos de determinados
patologias que séo relacionadas ao estresse oxidativo, inclusive alguns tipos de cancer
(ROVER etal., 2001; NAVARRO et al., 1999)

Estudos demonstraram que a geracdo de ROS do nitreto é considerada limitada,
sendo preciso associar a este composto outro componente que possa potencializar o
efeito de gerar ROS, com isso grupos de pesquisa determinaram que quando metais
nobres sdo associados a este composto, sendo formada uma nanoparticula (NP) com
metal ocorre um aumento de conversdo da fotoenergia semicondutor, que promove
formacdo de pares de elétrons para absorcdo gerando uma producdo de ROS
(ATWATAER, 2010; MUBEEN et al., 2013), com base nos dados da literatura foi
possivel determinar que atividade fotocatalitica € potencializada quando associada a
um metal nobre (ZHOU et al., 2014).

1.6 TERAPIA FOTODINAMICA (TFD)

A terapia fotodinamica (TFD) é conhecida como uma combinacdo de
irradiacdo com elementos como luz, oxigénio e farmacos fotoativos ou
fotosensibilizadores (FS) (PAIVA, 2017).

Os fotossensibilizadores sdo responsaveis por gerar apoptose celular no tecido
tumoral e este mecanismo ocorre quando incide-se luz no FS que é o ponto central da
TFD em que o Fs absorve energia luminosa e converte em energia quimica em um
determinado comprimento de onda cujo valor de absorcdo é variado, e todo este
mecanismo produz espécies de oxigénio reativo, cuja presenca oxida organelas
celulares e subcelulares, membrana plasmatica, mitocondrias, lisossomos e membrana
nuclear que gera danos irreversiveis em células tumorais (SHIBU et al., 2013;
MACDONALD, 2001).

Quando a luz é absorvida, esta produz a transicdo do fotossensibilizador para
um estado mais excitado, este mecanismo gera diversas transi¢Ges eletronicas, onde
ocorre a formagéo de um estado dito triplete com um intervalo de duragdo considerado
pequeno, onde ocorre a reacdo com oxigénio gerando ROS (especies reativas de
oxigénio) responsavel pela formacdo de estresse oxidativo em células patoldgicas
ocorrendo a necrose e apoptose destas, como ilustrado na figura 05 (WALLAT et al.,
2017).
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FIGURA 05: Terapia fotodindmica, evidenciando a formacdo de ROS e morte celular.
Fonte: (http://clinicalegerportoalegre.com.br/terapia-fotodinamica.htm Acesso em
04/02/2018).

Com base em dados da literatura foi possivel identificar que a terapia
fotodindmica além de danificar o tumor limitando a quantidade de oxigénio para sua
nutricdo (WANG, 2012) pode originar resposta imune inflamatéria (FIRCZUK, 2011).

Estudos apontam que a metastase do cancer é considerada uma das principais
causas de morte em pacientes, visto que a hipoxia é um dos principais fatores de
inducdo da metéstase tumoral, responsavel também por causar uma restricdo na
eficiéncia da terapia fotodinamica (TFD) (FERREIRA, 2012; ZHENG et al 2016).

Sendo a TFD uma das técnicas bastante utilizada para o tratamento do cancer,
por apresentar caracteristica como alta eficiéncia e pouco menos invasiva, esta utiliza
moléculas de O2 para formar Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) (SIMOES, 2014),
que levam a morte celular dos tecidos por necrose ou por apoptose celular, usando
fotossensibilizadores, que, em determinados comprimentos de onda, geram ERO (LIN,
2014).


http://clinicalegerportoalegre.com.br/terapia-fotodinamica.htm%20Acesso%20em%2004/02/2018
http://clinicalegerportoalegre.com.br/terapia-fotodinamica.htm%20Acesso%20em%2004/02/2018
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2. JUSTIFICATIVA

A evolucdo da sociedade tem evidenciado uma série de problemas que, na
maioria dos casos, necessita de solucdes especificas. Consequentemente, a exploracéo
de novas tecnologias que atendam a essas necessidades constitui um dos nichos de
pesquisa estrategicamente importante. Essa crescente demanda tem fomentado o
desenvolvimento de novos materiais com elevada especificidade e funcionalidade,
sendo a nanotecnologia um dos setores responsaveis por grande parte desses avancos.
Embora o progresso em pesquisas basicas tenha resultado em melhor compreenséo da
biologia tumoral que desencadeou no desenvolvimento de novas geragdes de drogas
direcionadas, recentes ensaios clinicos para cancer, com algumas exce¢des, foram
capazes de detectar pequenas diferencas nos resultados do tratamento. Dessa forma,
abordagens baseadas na nanotecnologia emergem como alternativas que possibilitam
melhorar o atendimento ao paciente com céncer. Devido a propriedades fisico-
quimicas singulares relacionadas ao tamanho, forma e quimica da superficie, as
nanoparticulas sdo plataformas importantes para o diagndstico e terapéutica do cancer.

Em geral, o tratamento do céncer envolve uma série de procedimentos
invasivos que ocasionam desgastes fisico e emocional aos pacientes. Desenvolver
alternativas de tratamento, com base em nanotecnologia, que contribuam para um
aumento da qualidade de vida dos pacientes, vem sendo amplamente propostas. Dentre
os diversos métodos, a Terapia Fotodindmica (TFD) tem mostrado resultados
relevantes para alguns tratamentos de cénceres do trato digestivo, do esodfago, do
pulmé&o, de pele ndo-melanoma, de carcinoma basocelular, etc (MUEHLMANN et al.
2015). Atualmente, a maioria dos trabalhos de TDF utiliza, como sensibilizadores,
derivados do tetrapirrol, que possuem estruturas similares a porfirinas. Esses
sensibilizadores apresentam uma janela terapéutica entre 600 e 800 nm que tem grande
capacidade de penetracdo no tecido, porém, queimaduras e dor tém sido as principais
reacOes adversas.

O Nitretos de Carbono, com base em dados na literatura, vem como fonte
alternativa e eficaz para este tipo de tratamento, tendo em vista que 0s mesmo possuli
capacidade de producdo de ROS consideravel. A literatura reporta que, quando ions

metalicos sdo possuidores de carga positiva, suas propriedades estereoeletrdnicas
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promovem alteracdo na estrutura e funcéo para alcangar alvos bioldgicos (JU et al.
2016).

Um dos metais que levantou interesse entre pesquisadores foi o Cobre, por
possuir atividade redox (SANTINI et al. 2014; WANG et al. 2015). Dados da
literatura evidenciam que uma quantidade significativa de Cobre associado a
glutationa (GSH) pode originar efeito pro-oxidante na reducdo da acdo no metal,
gerando espécies reativas de oxigénio que catalizam reducdo de oxigénio para
superdxido e a reducdo de perdxido de hidrogénio ao radical hidroxila (SPEISKY et
al. 2008). Estudos atuais tém demonstrado que Cu?*, quando ligado & Amina em
lipidios de fosfatidiletanolamina, reage com H,0O,, aumentando, assim, a eficcia de
ROS (POYTON et al, 2016). Com base nisso, é possivel que o ajuste de ions metalicos
redox ativos e um fotossensibilzador promovam diminuicdo dos niveis de GSH,
contribuindo, consequentemente, para geracdo de ROS mais acentuada, evidenciando
avanco significativo para terapias destinadas a patologias como o cancer.

Este estudo visa determinar um ensaio para tratamento de cancer utilizando
uma nanoparticula de Nitreto de Carbono associada a ions metélicos, dentre os quais,
foi escolhido para este fim o Cobre, que sera testado nas seguintes linhagens celulares:
B16F10, 4T1 Luciferase, Hela, Fibroblasto e HaCat, pois as linhagens patoldgicas
citadas anteriormente possuem um elevado indice de mortalidade.

Diante do indice cada vez mais elevado de cancer, mesmo com as intensas
campanhas de satde publica, as pesquisas estdo sendo acentuadas para que se possam
obter técnicas mais precisas em diagndsticos e terapias menos toxicas ao organismo.
Este trabalho possui, assim, uma proposta para o tratamento de tipos de cancerpor
meio de Terapia Fotodindmica, haja vista ser uma técnica menos invasiva que atinge
apenas o tecido lesionado e considerando a capacidade dos Nitretos de carbono
gerarem ROS quando excitados em luz azul para o tratamento de cancer utilizando

TFD (menos invasiva).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da Terapia Fotodindmica, utilizando como fotossensibilizador
a nanoparticula de Nitreto associada ao metal de Cobre (Cu**-g- CsNy) nas seguintes
linhagens: cancer (B16F10, 4T1 Luciferase, e Hela) e fibroblasto (NIH/3T3).

3.2 Objetivos Especificos

» Avaliar a viabilidade e citoxicidade in vitro em células de fibroblasto murino
(NIH/3T3) e tumorais de adenocarcinoma mamario e melanoma murino
(B16F10, 4T1 Luciferase), de C-dots ligados a elementos quimicos, em
diferentes concentracgdes e tempos de 24, 48 e 72h;

» Analisar a viabilidade e citoxicidade in vitro em células de fibroblasto murino
(NIH/3T3) e tumorais de adenocarcinoma mamario e melanoma murino
(B16F10, 4T1 Luciferase), bem como cancer cervical humano (HelLa),
submetidas & exposicdo de (Cu?-g- C3N,) com diferentes metais, em
diferentes concentracdes e tempos de 24, 48 e 72h;

> Investigar a morfologia das nanoparticulas através de microscopia;

» Analisar a interacdo quimica do metal por meio do método de espectroscopia
Raman Amplificada por superficie (sigla em inglés, SERS) RAMAN das nanos
associadas a metais;

» Auvaliar a incorporacdo em diferentes tempos e concentracdes das nanos
associadas a metais;

» Analisar a influéncia de irradiacdo do LED em diferentes tempos;

» Verificar a eficacia dos tratamentos utilizando a terapia fotodindmica in vitro
em diferentes concentracbes e linhagens celulares patologicas e néo

patoldgicas das nanos associada a metais;
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do Experimento

O experimento foi realizado em trés etapas:

Triagem Viabilida Terapia
das de Fotodina
amostras celular mica

FIGURA 06: Etapas do planejamento experimental estudo desenvolvido.

A 1 etapa consisti em uma triagem com trés nanoparticulas que sera testada sua
viablidade, visto que sera escolhida para etapas posteriores do estudo a que apresentar

uma viabiliadae celular mais significativa para compor os ensaios da 2 etapa.

Analise de viabilidade
celular

Amostra 1 Amostra2 [ Amostra 3

FIGURA 07: Ensaio de viabilidade celular com a triagem das amostras para a 1 etapa
do experimento.

Nesta etapa as amostras sdo nomeadas como:
Amostra 1= c-Dots;

Amostra 2= C-dots Boro;
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Amostra 3= Nitreto.

Para a etapa 2 foram analisados 9 nanoparticulas que foram mensuradas sua
viabilidade celular para selecionar a que tiver o resultado mais significativo pra as

etapa posteriores do estudo.

Analise de viabilidade
celular Nanoparticula com

Metal
v v ! v
Nano 1 Nano 2 Nano 3 Nano 4
v v v v
Metal 1 Metal 2 Metal 3 Metal 4
Nano Pura

FIGURA 08: Ensaio de viabilidade celular da amostra 3 da 1 etapa associada a
metais, metais puro e nano pura, para ensaios da 2 etapa do estudo.

A nomeagdo das amostras segue com a sequencia abaixo:

Nano 1= Ag-C3N4;
Nano 2= Fe-C3N4;

Nano 3= Mn-C3N4;
Nano 4= Cu-C3N4.
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Metal 1= Ag;
Metal 2= Fe;
Metal 3= Mn;
Metal 4= Cu.
Nano Pura= C3N4.

Para a Ultima etapa, utilizou 0 esquema abaixo para ilustrar todo o processo de
analise. A amostra a ser analisada foi nomeada como:

Nano 4= Cu-C3N4 (NM)
Metal 4= Cu. (Metal)
Nano Pura= C3N4.(NP)

Caracterizagdo da
Nanoparticula
Y \/
Microscopia Eletronica de Raman

Transmissao

Y \ 4

Tempo de incorporagdo da nano Tempo de irradiacéo da nano
\4 \4
TFD com luz TFD com luz
ambiente vermelha

FIGURA 09: Ensaio de caracterizacdo, microscopia eletrdnica de transmissao,
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Raman, tempo de incorporacdo e irradiacdo, viabilidade celular da nano 4, metal e
nano pura que compdem a etapa final do estudo.

4.2 Amostra

As particulas foram produzidas no Laboratorio LIMA pela equipe do Professor
Dr. Marcelo Oliveira, que gentilmente ofertou para que fossem realizados todos 0s

testes deste trabalho.

4.3 Producdo, sintese e caracterizacdo

Foram produzidas e sintetizadas todas as 12 nanoparticulas (citadas
anteriormente no desenho experimental), investigadas neste trabalho, porém como se
trata de um trabalho em conjunto com a Tese de Doutorado da aluna Carime,
orientanda do Professor Marcelo, os dados de sintese e caracterizacdo encontram-se na

tese da autora citada anteriormente.

4.4 Analise morfologica da Nanoparticula

Apos a sintese e caracterizacdo das particulas, a andlise de Microscopia
Eletrdnica de Transmissdo (MET), foi realizada no Laboratério Multiusuario de
Microscopia de alta resolucdo (LabMic) pela Dr? Tatiane Oliveira dos Santos no
Instituto de Fisica da Universidade Federal de Goiés, na cidade de Goiania e foram
cedidas imagens que comprovam o tamanho da particula em estudo. O equipamento
utilizado para a realizacdo deste ensaio foi 0 microscopio eletrénico JEOL JEM 2010
operando a uma voltagem de aceleracao de 200 kV. As solucdes aquosas dos materiais
foram colocadas numa tela de cobre revestida com carbono de 400 malhas (Ted Pella

Inc- USA) e em seguida foram secadas em temperatura ambiente.

4 5Analise fisica

4.5.1 Equipamento de fonte luminosa para TFD
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Para a realizacdo dos ensaios in vitro com o LED, utilizando a técnica de
terapia fotodindmica (TFD), foi utilizado um equipamento de LED desenvolvido pelo
Prof. Dr. Paulo Eduardo Narciso de Sousa e colaboradores do Laboratério de
Softwares e instrumentacdo do Instituto de Fisica da Universidade de Brasilia, DF,
Figura 10. Foram realizados testes para detectar o melhor tempo, distancia para
seremrealizados nos experimentos. Este equipamento possui comprimento de onda

especifico de 420nm no azul.

FIGURA 10: Equipamento de fonte luminosa LED.

4.5.2 Espectroscopia Raman intensificada por superficie

O ensaio para obtengédo do espectroscopia Raman; foi realizado pelo Prof. Dr.
Sebastido William da Silva no laboratorio de Nucleo de Fisica Aplicada do Instituto de
Fisica da Universidade de Brasilia, DF. A espectroscopia Raman Amplificada por
superficie (sigla em inglés, SERS) também foi realizada para caracterizar a interagdo
das amostras das nanoparticulas com o metal. Amostras isoladas de nanoparticula
(NP) e nanoparticula com metal (NPM) foram preparadas e analisadas.

Para obtencdo dos espectros de SERS foi utilizado um espectrdometro triplo
(Jobin Yvon, modelo T64000, Tripla Raman Spectrometer, Horiba, Japdo). O feixe do
laser de ion argbnio foi focalizado na amostra por meio de uma lente cilindrica, para
evitar aguecimento das amostras e garantir a reprodutibilidade dos espectros de SERS,
a qual forneceu uma densidade de poténcia de 0,1 W/cm2. A linha 21 utilizada foi de


http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4793934A9&mostrarNroCitacoesISI=true&mostrarNroCitacoesScopus=true&mostrarNroCitacoesScielo=true

45

514,5 nm do laser de ion argénio com poténcia dptica na amostra de 200 mW. A luz
espalhada foi coletada na configuragédo de macro-Raman.

4.6. Ensaio in vitro

Os ensaios in vitro, foram utilizadas as linhagens tumorais murinas de
carcinoma mamario (4T1, ATCCR CRL-2539TM) transfectadas com a enzima
luciferase (4T1-luciferase ou 4T1-luc), B16F10 E HELA, também foram utilizadas
celulas de fibroblasto embrionario murinas (NIH/3T3, ATCCR CRL-1658TM),
queratindcitos humanos HaCat. As linhagens foram obtidas por meio do banco de
células do Rio de Janeiro e mantidas em cultura no Laboratério de Nanobiotecnologia

da Universidade de Brasilia, UnB.

Manutencéo das células e modo de preparacao das células para os testes In vitro

As linhagens celulares de B16F10 e NIH/3T3 foram cultivadas em meio
DMEM (EagleModificado por Dulbecco). Ambas foram tamponadas com bicarbonato
de sddio e suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e antibidtico (100
Ul/mL penicilina e 100 pg/mL streptomicina) a 1%, pH 7,2. As células foram
mantidas em frascos de cultura celular em uma incubadora a temperatura de 37°C, em
atmosfera de 95% de ar umidificado e CO, a 5%. Os experimentos foram realizados
com a célula na fase logaritmica de crescimento.

Para a quantificacdo de células viaveis, 40uL de solugdo do corante Azul
Trypan foram adicionadas em dez microlitros da suspensdo celular. Este reagente € um
corante incapaz de penetrar em célula com a membrana plasmatica intacta, o que
possibilita a distingdo das células vidveis pelo principio de exclusdo de Azul Trypan.
Por conseguinte, 10uL desta suspensdo foram adicionadas em hemocitdmetro de
Neubauer. A concentracdo de células foi determinada segundo a contagem dos

quadrantes laterais e por meio da equacao:

Numero de células contatadas x Fator de diluicdo x 1x10* = Numero de

células/mL
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NUmero de quadrantes contados

Para a execucdo dos experimentos apo6s a quantificacdo, as células eram transferidas

para microplacas de cultura de acordo com o experimento a ser executado.

O ensaio de viabilidade celular visa analisar a morte celular das células
(B16F10, 4T1 Luciferase e NIH/3T3) para as trés primeiras particulas (nomes citados
no desenho experimental) em tempos de 24, 48 e 72h nas concentragdes de 0,01
mg/mL, 0,05 mg/mL e 0,1 mg/mL e, com base nestes resultados, direcionar o
experimento para outras 9 nanos (identificadas no desenho experimental) que também
realizou os ensaios nas mesmas condigdes citadas anteriormente, sem a realizacdo da
Terapia Fotodinadmica.

Tal procedimento tem a finalidade de mensurar se a Cu?*-g- CsN, é prejudicial
as células na auséncia da TFD.

Para realizar a primeira etapa deste ensaio com as 3 primeiras nanos, as
linhagens celulares (B16F10, 4T1 Luciferase e NIH/3T3) foram semeadas em placas
de 96 pocos na concentracdo de 2x10°, 3x10% e 5x10° de células por poco com meio
DMEM. Ap6s 24horas, 0 meio de cultura inicial foi substituido por 200uL de meio de
cultura contendo diferentes nanos nas concentragdes (0,01mg/mL; 0,05 mg/mL e 0,1
mg/mL). A determinacdo da viabilidade celular foi realizada por meio do método
colorimétrico redutor de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio),
MTT. A quantificacdo foi realizada por espectrofotometria, utilizando o comprimento
de onda de 595nm. Os resultados foram obtidos com uma média de trés experimentos
independentes em triplicatas.

Apds a realizacdo destes testes de viabilidade celular, foram selecionadas as
melhores concentracbes e o melhor tempo, com base naquelas que apresentaram
menor toxicidade celular para a realizagdo dos testes com a aplicacdo da terapia

fotodinamica.

4.7. Andlise do perfil de tempo de incorporacéo das nanos.
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No ensaio que define o perfil de incorporagdo das nanos associadas ao metal
para as linhagens em estudo, foi escolhida apenas a linhagem B16F10 e com base
nestes resultados, foi realizado o experimento com os melhores tempos e
concentragdes obtidos. As células de B16F10 foram incubadas por diferentes tempos
em placas de 96 pocos, as quais foram plaqueadas 2x10° células da linhagem B16F10.
Ap6s 24h, foram incubadas em meio completo, as formula¢Ges de cada nano com
metal na concentracdo de 0,01mg/mL; 0,05 mg/mL e 0,1 mg/mL em triplicatas. As
células foram expostas por 5, 10, 15, 20 e 30 minutos e 1, 2 e 24h de incubacdo com as
nanos, sob as mesmas concentragdes. Apds o término do tempo estabelecido, cada
poco foi lavado duas vezes com PBS ¢ foi acrescentado 200 ul de DMSO a cada pogo
para lise das células e liberacdo da nano associada. Em seguida, foi realizada a leitura
da fluorescéncia no comprimento de onda, excitando em 380nm e lendo na faixa de
400 a 500nm.

4.8. Avaliacdo do tempo de irradiacdo do LED nas nanos.

Para este ensaio que visou detectar o melhor tempo de irradiacdo do LED,
continuou utilizando a linhagem B16F10 nas mesmas condicGes de plagueamento com
as concentragdes 0,1um para 0 metal presente na nano e ele puro, e para as nanos
Nano 4= Cu-C3N4 (NM) e Nano Pura= C3N4.(NP) nas concentracdes de 0,03 e
0,01mg/mL. Tendo como variavel o tempo versus fluéncia, sendo utilizado uma placa
para cada tempo e triplicata de concentracdes. A fluéncia do LED utilizado é de 34,5 J
Cm?e, para determinar os valores analisados, os calculos e resultados encontram-se na
tabela 02:

TABELA 02: Relacéo de tempo versus fluéncia para a linhagem de B16F10.

Célculo de min X's Calculo de s X fluéncia Resultado em J Cm?
10 X 60 =600 600 X 34,5=20,7 20,7
12,5 X 60= 750 750 X 34,5 = 25,87 25,87
15 X 60 =900 900 X 34,5=31,05 31,05
20 X 60 =1200 1200 X 34,5=41,40 41,40

25 X 60 = 1500 1500 X 34,5 =51,75 51,75
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30 X 60 = 1800 1800 X 34,5 =62,10 62,10
35 X 60 =2100 2100 X 34,5=72,45 72,45
40 X 60 = 2400 2400 X 34,5=82,80 82,80

Com base nos resultados, escolheu-se o melhor tempo de irradiagéo para 0s
tratamento com LED das linhagens tumorais murinas de adenocarcinoma mamario
(4T1, ATCCR CRL-2539TM) transfectadas com a enzima luciferase (4T1-luciferase
ou 4T1-luc), B16F10 E HELA, também foram utilizadas células de fibroblasto
embrionario murinas (NIH/3T3, ATCCR CRL-1658TM), queratindcitos humanos
HaCat.

4.9. Testes de Terapia Fotodindmica (TFD)

Ensaios de viabilidade celular (sem TFD) nano com metal, nano sem metal e metal

pelo ensaio de MTT utilizando luz ambiente.

Sendo o ensaio de MTT (brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-
tetraz6lio), o método de avaliar a citotoxicidade por um método colorimétrico no qual
se quantifica a reducdo do reagente MTT em um composto conhecido como formazan,
cujo mudanca é decorréncia da acdo de desidrogenases mitocondriais, tendo em vista
que a presenca de desidrogenases ativas é um indicativo de viabilidade celular .
Assim, este experimento tendeu avaliar a viabilidade celular das células em estudo,
quais sejam: 4T1-luciferase, B16F10, NIH/3T3, HELA e HaCat, que foram incubadas
com as nanos sem a presenca de luz.

Para o ensaio realizado com a linhagem de B16F10 foi utilizada placa de 96
pocos. As células foram semeadas em placas de 96 pocos na concentragdo de 2x10°,
de células por poco com meio DMEM. Apoés 24horas, o meio de cultura inicial foi
substituido por 200uL de meio de cultura contendo diferentes nanos nas concentragdes
(0,2dmg/mL; 0,25mg/mL e 0,5mg/mL), visto que as concentragcbes anteriores nao
apresentaram bons resultados, e os tempos utilizados foram de 15 e 30min e 24h de
incubacdo. Apos decorrido o tempo em estudo, as nanos foram removidas e 0S pocos
lavados com PBS, permanecendo por 10 minutos, sendo, em seguida, retirado e

adicionado meio de cultura por mais 24h. Apos esta ultima etapa, foi adicionada
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solucéo de MTT (5 mg/mL, Invitrogen, EUA) e meio de cultura na proporgéo de 1:10.
As células foram incubadas a 37°C por duas horas. Em seguida, a solugdo contendo
MTT foi removida e entdo, foram adicionados 200 pL. de DMSO (Dimetilsulféxido,
Sigma-Aldrich, EUA) para a solubilizacdo dos cristais de formazan. A anélise de
viabilidade em cada pogo foi realizada por meio da leitura de absorbancia em
comprimento de onda de 595 nm no espectrofotdmetro. Os dados foram analisados e
plotados em grafico de coluna pelo teste estatistico One-ANOVA, com pds-teste

Bonferroni no software GraphPad Prism 5.0.

Ensaios de viabilidade celular (sem TFD) nano com metal, nano sem metal e metal

pelo ensaio de MTT utilizando luz vermelha no ambiente.

Realizou-se todo o procedimento anterior descrito, com mudanga na luz do
ambiente, que passou a ser vermelha como mostra a figura 11, bem como o tempo que
foi apenas de 24h de incorporacgéo da nano.

As linhagens que foram utilizadas para este experimento sdo das linhagens
tumorais murinas de adenocarcinoma mamario (4T1, ATCCR CRL-2539TM)
transfectadas com a enzima luciferase (4T1-luciferase ou 4T1-luc), B16F10 E HELA,
também foram utilizadas células de fibroblasto embriondrio murinas (NIH/3T3,
ATCCR CRL-1658TM), queratindcitos humanos HaCat.

FIGURA 11: Preparo das amostras com luz vermelha para ensaio com TFD.
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Ensaios de viabilidade celular com aplicacdo de TFD da nano com metal, nano sem
metal e metal pelo ensaio de MTT utilizando luz vermelha no ambiente.

As células foram plaqueadas e incubadas nas mesmas condi¢des do
experimento do escuro citado anteriormente na figura 13, e, ap0s as 24h de
incorporacdo com a nano, foi realizado o processo de tratamento. Apds decorrido o
tempo em estudo, as nanos foram removidas e 0s pogos lavados com PBS,
permanecendo por 10 minutos com irradiacdo do LED numa altura de 10cm entre a
placa e o LED figura 12, sendo, em seguida, retirado e adicionado meio de cultura por
mais 24h. Apds esta Ultima etapa adicionou solugdo de MTT (5 mg/mL, Invitrogen,
EUA) e meio de cultura na proporc¢édo de 1:10. As células foram incubadas a 37°C por
duas horas. Em seguida, a solucdo contendo MTT foi removida e, entdo, foram
adicionados 200 pL de DMSO (Dimetilsulfoxido, Sigma-Aldrich, EUA) para a
solubilizacdo dos cristais de formazan. A andlise de viabilidade em cada pogo foi
realizada por meio da leitura de absorbancia em comprimento de onda de 595 nm no
espectrofotdmetro. Os dados foram analisados e plotados em grafico de coluna pelo
teste estatistico One-ANOVA, com pos-teste Bonferroni no software GraphPad Prism
5.0.

FIGURA 12: Tratamento com LED.
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FIGURA 13: Cabine com luz vermelha para preparo das amostras e cabine com LED
para o tratamento das mesmas.

4.10. Estatistica

Apbs o termino das analises dos ensaios fisicos e bioldgicos da nanoparticulas
que foram realizados em triplicatas obtendo média e desvio padrdo das médias, 0s
dados foram coletados e tratados, cuja analise estatistica foi realizada pelo software
Prism 5, em que a significancia considerada foi de <0,05, e a avaliacdo para as
possiveis diferencas significativas foi realizada através de testes paramétricos; para de
variancia utilizada, por sua vez,foi ANOVA, seguido por teste estatistico de Tukey

para todos os experimentos . Os dados foram apresentados com recursos graficos
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise morfologica da particula

O procedimento de Microscopia eletronica de transmissao (MET) é utilizado

para determinar tamanho, formato e didmetro de nanoestruturas. Para este ensaio,

foram obtidas as imagens como mostra a figura 14 abaixo:

A figura 14 indica que o tamanho da particula é por volta de 5nm e que seu
formato € aproximadamente esférico.

A andlise morfolégica da particula evidenciou um tamanho de
aproximadamente 5nm, o que estd de acordo com a literatura retrata. A estrutura
morfoldgica obtida mostra indicios de arranjo préximo ao hexagonal, compativel com
a estrutura formada por anéis tri-s-triazina, sendo possivel visualizar caracteristicas de
material grafitico (THOMAS et al. 2008).

Dados da literatura também condizem com os achados morfoldgicos. Com base
nestes, pode-se afirmar que o Nitreto de Carbono é considerado um composto grafitico
em pilhas, cujos pontos com menor densidade de elétrons possuem uma ordem
hexagonal, os quais se encontram em camadas (LOTSCH, 2006). Estes dados indicam
que a estrutura morfolégica €é de nitreto de carbono (LOTSCH et al. 2007).
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5.2 Espectroscopia RAMAN intensificada por superficie

Com os espectros de RAMAN foi possivel supor que ocorreu a ligacdo do g-
C3sN4 com o metal cobre, devido ao deslocamento do pico centrado em 1043 cm™, do
espectro do g-C3N,, para 1069 cm™, ap6s a adicdo de cobre, como ilustrado na figura

15:
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FIGURA 15: Analise de RAMAN. Os espectros sdo caracteristicos de uma suposta
ligacdo da nano de Nitreto ao Cobre (linha em vermelho), Nitreto (linha em preto),
enfatizando as regides onde ocorreu o deslocamento.

Os espectros de RAMAN das nanoparticulas, associados aos demais metais,
mostraram perfil idéntico ao dos g-C3N4, 0 que supde que ndo ocorreu a ligacdo do
metal na estrutura da nanoparticula. Com base nestes dados, foi possivel determinar a
nano para o tratamento de TFD.

O espectro de RAMAN apresentado nos resultados indica uma ligacdo do
metal Cobre na Nano de Nitreto. Com base nisso, essa foi a nano escolhida, tendo em
vista que a literatura reporta que, quando o Nitreto encontra-se associado a um metal,

este potencializa o efeito do tratamento com TFD. O deslocamento do pico, antes
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centrado em 1043 cm™, para 1069 cm’, é caracteristico de uma suposta ligagdo do
metal com a nano. Até o momento, ndo foram registrados na literatura estudos de

espectroscopia RAMAN de g-C3Nganélogos ao discutidos nesta pesquisa.
5.3 Ensaio in vitro
5.3.1 Viabilidade Celular

Determinacdo da viabilidade celular para linhagens tumorais murinas de
adenocarcinoma mamario (4T1, ATCCR CRL-2539TM), transfectadas com a enzima
luciferase (4T1-luciferase ou 4T1-luc), B16F10 e células de fibroblasto embrionario
murinas (NIH/3T3, ATCCR CRL-1658TM) para as amostras 1, 2 e 3 de
nanoparticulas. Com base no melhor resultado destas, selecionou-se a amostra para a
etapa seguinte do trabalho.

Foram testados trés tempos de tratamento (24, 48 e 72h para as linhagens
citadas anteriormente) e as concentracfes de 0,01, 0,05 e 0,dmg/mL em triplicatas,
bem como triplicata do experimento independente, uma vez que o controle utilizado
para comparacdo dos resultados foi com &gua ultrapura, representando 100% de
viabilidade celular para cada linhagem como mostram as figuras abaixo:

Para o tempo de 24h, pode-se observar que nenhuma das amostras apresentou

citotoxicidade (figura 16).
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FIGURA 16: Avaliacdo da atividade citotoxica das amostras 1, 2 e 3 em células de
carcinoma mamario murino 4T1 Luciferase apds 24h de exposi¢do nas concentraces
de 0,01- 0,05 e 0,Img/ml.. *p < 0,5; **p <0,01; *** p< 0,001; ****p<0,0001.
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No tempo de 48h, observa-se que apenas a amostra 1, na concentracdo de
0,1mg/mL, apresentou uma diminuig&o significativa da viabilidade em cerca de 20% e
as demais ndo apresentaram citotoxicidade neste ensaio, como se constata pela figura
17.

Bl 001 mg/mL 0,06 mg/mL M 0,1 mg/mL
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FIGURA 17: Avaliacdo da atividade citotoxica das amostras 1, 2 e 3 em células de
carcinoma mamario murino 4T1 Luciferase apds 48h de exposi¢do nas concentracdes
de 0,01- 0,05 e 0,Img/ml. *p < 0,5; **p <0,01; *** p< 0,001; ****p<0,0001.

Na realizacdo dos primeiros ensaios de viabilidade celular, com a linhagem de
4T1 Luciferase, os resultados apresentados demostraram uma citotoxicidade para o
tempo de tratamento de 48h na amostra 1, na concentracdo de 0,1mg/mL. Estudos
demonstram que a citotoxicidade desta amostra apresenta toxicidade relativamente
baixa, podendo ser internalizadas nas células para imagens (LI et al. 2012; HOLA et
al. 2014). Os efeitos de citotoxicidade, como viabilidade, mortalidade e proliferacdo
desta amostra ja foram testados em outras linhagens celulares e em outras
concentracdes com coberturas diferentes na superficie (HAVRDOVA et al. 2016),
demonstrando, assim, que a citotoxicidade apresentada é considerada irrelevante para
viabilidade celular nas concentragdes de 10-100 ug.mL (NIE et al 2014; RAY et al.
2009).

Para o tratamento de 72 h, os dados obtidos demonstram que todas as amostras,
com excecdo da amostra 1, na menor concentragdo, apresentaram uma diminui¢ao
significativa da viabilidade em torno de até 20%. Biologicamente, a dimuicéo de 20%
da viabiliadae celular ndo é relevante e esta ilustrada na figura 18.
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FIGURA 18: Avaliacdo da atividade citotoxica das amostras 1, 2 e 3 em células de
carcinoma mamario murino 4T1 Luciferase apds 72h de exposi¢do nas concentragdes
de 0,01- 0,05 e 0,Img/ml. *p < 0,5; **p <0,01; *** p< 0,001; ****p<0,0001.

No tempo de 72h, ocorreu citotoxicidade em todas as concentragdes da amostra
2 e 3 e na concentracdo 0,05 mg/mL da amostra 1. O resultado da amostra 1 foi, pois,
condizente com os dados da literatura expostos anteriormente.

Para amostra 2, a literatura indica que grupos de pesquisa vém evidenciando
estudos nos efeitos da composicdo quimica dos matérias, como o Boro, quando
associado a comportamentos de fotoluminescéncia dos CDs, sendo a aplicabilidade em
material conversos de LED e reagentes de imagem de célula viva, onde resultados
obtidos em experimentos reportados na literatura cita que quando CDs encontra-se
dopado com Boro a citotoxicidade existente é considerada extremamente baixa com
viabilidade celular de 80% em concentra¢des de 100 pg / mL (SHEN et al. 2015).

A amostra 3 vem sendo apresentada na literatura como foco de pesquisa por se
apresentar através de estudos com uma baixa toxicidade, e estd sendo aplicada em
sistemas biol6gicos por possuir propriedades fisicas e quimicas atrativas para este fim.
Com isso um dos itens mais avaliados é a toxicidade, bem como sua
biocompatibilidade para os sistemas bioldgicos, haja vista que estudos realizados em
celulas de cancer, mesmo em concentracdes elevadas de até 600 ug /mL, ndo foram
considerados toxicos (ZHANG et al. 2012).

Para a linhagem de B16F10, foram realizados 0s mesmos ensaios como se

pode ver pelas figuras na sequéncia 19 a 21.
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Pode-se observar que, para todas as amostras no tempo de 24h, ocorreu uma
diminuicdo significativa da viabilidade entre 20 e 50%. Este resultado é a
representacdo de 3 experimentos independentes, cujo desvio elevado pode representar

uma nao reprodutibilidade para esta linhagem neste tempo.
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FIGURA 19: Avaliagdo da atividade citotoxica das amostras 1, 2 e 3 em células de
melanoma murino B16F10 apo6s 24h de exposicdo nas concentracfes de 0,01- 0,05 e
0,1mg/ml..*p < 0,5; **p <0,01; *** p< 0,001; ****p<0,0001.

Com o tempo de 48h, foi possivel observar que ocorreu uma diminui¢do

significativa estatisticamente apenas na amostra 3 para a menor e maior concentragao.
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FIGURA 20: Avaliacdo da atividade citotoxica das amostras 1, 2 e 3 em células de
melanoma murino B16F10 apds 48h de exposigdo nas concentracdes de 0,01- 0,05 e
0,1mg/ml. *p < 0,5; **p <0,01; *** p< 0,001; ****p<0,0001.
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No ensaio de 72h, obteve-se uma diminuicdo da viabilidade significativa

apenas nas amostras 1 e 2 na maior concentracéo.

Bl 001 mg/mL 0,06 mg/mL B 0,1 mg/mL
S 1001 T -I- T
(_TS * T *%k%
E
(O]
(@]
(0]
© -
e 50
h
a
o
>
0= T T T T
Controle AMOSTRA1 AMOSTRA 2 AMOSTRA 3

FIGURA 21: Avaliagdo da atividade citotoxica das amostras 1, 2 e 3 em células de
melanoma murino B16F10 apo6s 72h de exposi¢cdo nas concentracfes de 0,01- 0,05 e
0,1mg/ml.*p < 0,5; **p <0,01; *** p< 0,001; ****p<0,0001.

Para a linhagem da B16F10, pode-se observar que a diminuicdo de viabilidade
ocorreu em todas as amostras no tratamento de 24h, cerca de 20 a 50%
respectivamente. No cenério para o tratamento de 48h, apenas a amostra 3, nas
concentragdes de 0,01 e 0,1mg/mL, apresentou diferenca significativa, no entanto,
pode-se observar que, no ensaio do tratamento de 72h, s6 ocorreu uma diferenca
estatistica considerada apenas na concentracdo 0,1mg/mL para as amostras 1 e 2.

Dado que ja foi citado anteriormente que a composicao das amostras 1, 2 e 3,
em concentracdes e linhagens de células diferentes, ndo apresentaram citotoxicidade,
os resultados obtidos desta linhagem encontram-se condizentes com o0s dados na
literatura. Grupos de pesquisadores realizaram testes in vitro com o material da
amostra 1 e 3 e detectaram que, mesmo em concentracgdes elevadas de 0,5 mg/mL, ndo
foram considerados toxicas em sua viabilidade celular (TAO et. al, 2012; HORST,
2016). O uso do material da amostra 1 e 2 para tratamento de cancer melanoma foi

relatado com a técnica de terapia fotodindmica, até 0 momento ndo encontrado na
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literatura uma terapia que ndo tenha associagdo com nenhuma outra para uso desta
amostra com esta finalidade (BEACK et al. 2015; HORST, 2016).

Foram realizados ensaios com células ndo patologicas de fibroblasto
embrionario murinas (NIH/3T3, ATCCR CRL-1658TM), no intuito de avaliar a
especificidade da atividade de células tumorais, avaliando se nas ndo-tumorais a
diferenca de citotoxicidade foi igual, superior ou se ndo houve alteragdo com o0s
mesmos tratamentos, tempos e concentracdes de amostras utilizadas para as células
tumorais citadas anteriormente.

Para o tempo de 24h de exposicdo ao tratamento com a célula de fibroblasto
embrionario murinas (NIH/3T3, ATCCR CRL-1658TM), observou-se que, na
amostra 1, na maior concentracao, ocorreu uma reducdo de apenas 10% na viabilidade,
0 que ndo é biologicamente significativo, e, na amostra 3, nas concentracfes
intermediaria e na maior ocorreu uma diminuicdo de menos de 10% em ambas, como

se pode ver na figura 22.
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FIGURA 22: Avaliagdo da atividade citotoxica das amostras 1, 2 e 3 em células de
fibroblasto embrionario murinas NIH/3T3 ap0ds 24h de exposi¢do nas concentragdes de
0,01- 0,05 e 0,Img/ml. *p < 0,5; **p <0,01; *** p< 0,001; ****p<0,0001.

O ensaio de 48h detectou que, para amostra 1, houve uma diminuicdo de 20 a
30% da viabilidade da menor para a maior concentracdo. Na amostra 3, ocorreu uma
citotoxicidade apenas para a concentragdo de 0,05 e 0,1mg/mL, como expresso na

figura 23.
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FIGURA 23: Avaliacdo da atividade citotdxica das amostras 1, 2 e 3 em células de
fibroblasto embrionario murinas NIH/3T3 ap6s 48h de exposicdo nas concentracdes de
0,01- 0,05 e 0,Img/ml. *p < 0,5; **p <0,01; *** p< 0,001; ****p<0,0001.

O tempo de 72h demonstrou uma diminuicdo significativa para todas as
amostras neste intervalo de tempo, tendo a amostra 1 uma reducdo em torno de 20 a
40% entre as concentracdes testadas. Para a amostra 2, a reducdo foi de 10% para as
trés concentracdes e para amostra 3 apenas a concentracdo inicial e a intermediaria

apresentaram cerca de 10%.
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FIGURA 24: Avaliacdo da atividade citotdxica das amostras 1, 2 e 3 em células de
fibroblasto embrionario murinas NIH/3T3 ap6s 72h de exposi¢do nas concentracdes de
0,01- 0,05 e 0,2mg/ml. *p < 0,5; **p <0,01; *** p< 0,001; ****p<0,0001.
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Para a linhagem de NIH3T3, foi relatado que no tratamento de 24h a amostra 1
na maior concentragdo 0,1mg/mL apresentou 10% de reducgdo, sendo este dado
considerado ndo significativo biologicamente, e na amostra 3 também ocorreu a
mesma porcentagem de diminuicdo para as concentracbes 0,05 e 0,1mg/mL, no
entanto os resultados ndo se mantiveram no tempo de 48h, que apresentou para
amostra 1 uma diminuigdo de 20 a 30% da menor para maior concentracdo, € na
amostra 3 a citotoxicidade apresentada foi observada nas concentracdes de 0,05 e
0,1mg/mL. O tratamento de 72h mostrou que ocorreu uma reducao significativa para
todas as concentragGes da amostra 1 entre 20 a 40%, 10% para todas da amostra 2 e na
amostra 3 apenas 10% nas concentracdes 0,01 e 0,05mg/mL.

Dados da literatura retratam que células de fibroblasto sdo responsaveis por
produzir uma matriz extracelular em grande quantidade, estimulando assim a
formacdo de uma barreira contra agentes quimioterdpicos (JEONG, et al. 2016;
SALEH et al. 2017).

VIABILIADE CELULAR PARA AMOSTRA 3 NANO ASSOCIADA A METAL

Apo6s obter os resultados das 3 amostras citadas anteriormente, foi definida a
segunda etapa para realizacdo dos ensaios de viabilidade celular com a amostra 3,
associada a metais diferentes para serem testadas nas linhagens tumorais murinas de
adenocarcinoma mamario (4T1, ATCCR CRL-2539TM) transfectadas com a enzima
luciferase (4T1-luciferase ou 4T1-luc), B16F10, células de fibroblasto embrionario
murinas (NIH/3T3, ATCCR CRL-1658TM), bem como células de céncer cervical
humano HELA para as nanos 1, 2, 3 e 4 e seus respectivos metais 1, 2 e 3, para as
quais a nano 4 é a nano pura e cujos respectivos nomes constam no desenho
experimental citados anteriormente no texto. Apds 0s ensaios, a que apresentou
resultado significativos foi a escolhida para a 3 etapa do trabalho.

Foram testados quatro nanos e trés metais puros associados a cada nano
correspondente. Os tempos de tratamento escolhidos foram 24, 48 e 72h para as
linhagens citadas anteriormente, cujas concentra¢des sao 0,01, 0,05 e 0,dmg/mL em
triplicatas, bem como foi realizada a triplicata do experimento independente, haja vista

que o controle utilizado para comparacdo dos resultados foi com &gua ultrapura,
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representando 100% de viabilidade celular para cada linhagem como mostram as
figuras abaixo.

A linhagem 4T1-luciferase apresentou os seguintes resultados para o tempo de
24h. Pode-se observar que os resultados foram significativos para nano 2 nas
concentragdes iniciais de 20% da viabilidade e nano 3 com a variagéo entre 20 a 30%
nas trés concentracdes, sendo que as demais nano ndo apresentaram nenhuma
alteracdo. Apenas com o metal 3 ocorreu uma diminuicdo da viabilidade de 15 a 20%

para as concentracdes analisadas, como mostra a figura 25.
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FIGURA 25: Avaliagdo da atividade citotoxica das nanos 1, 2, 3 associada a metal,
metais 1,2 e 3 puro e nano pura em células de carcinoma mamario murino 4T1
Luciferase ap0s 24h de exposicdo nas concentracfes de 0,01- 0,05 e 0,1mg/ml. *p <
0,5; **p <0,01; *** p< 0,001; ****p<0,0001.

Com o tratamento no tempo de 48h na figura 26, foi observado que apenas com a
nano 3, na concentragdo intermediaria, ocorreu uma diminuic¢do da viabilidade celular
de quase 40%. Para os metais 2 e 3, na maior concentracéo, a reducédo foi de 30%. As

demais amostras ndo apresentaram reducao significativa.
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FIGURA 26: Avaliacdo da atividade citotoxica das nanos 1, 2 3 associada a metal,
metais 1,2 e 3 puro e nano pura em células de carcinoma mamario murino 4T1
Luciferase ap6s 48h de exposicdo nas concentracdes de 0,01- 0,05 e 0,Admg/ml. *p <
0,5; **p <0,01; *** p< 0,001; ****p<0,0001.

Para o ensaio de 72h figura 27, observou-se que a nano 2 nas concentracoes de
0,05 e 0,1 mg/mL foram significativas e sua reducédo na viabilidade foi igual, em torno
de 25%. Para nano 3, a reducéo foi de 30% para as trés concentracGes e, para a nano 4,
apenas a concentracdo final foi significativa com cerca de 30% da viabilidade. O metal
2 apresentou viabilidade na maior concentracao; para o metal 3, o percentual foi igual
a quase 30% para as duas concentracdes iniciais e 0 metal 4, apenas na maior

concentracgdo, apresentou resultado significativo de 30%.
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FIGURA 27: Avaliacdo da atividade citotoxica das nanos 1, 2 3 associada a metal,
metais 1,2 e 3 puro e nano pura em células de carcinoma mamario murino 4T1
Luciferase ap6s 72h de exposi¢do nas concentracfes de 0,01- 0,05 e 0,1mg/ml. *p <
0,5; **p <0,01; *** p< 0,001; ****p<0,0001.

Resultados obtidos para a segunda linhagem celular estudada neste trabalho
(melanoma de murino B16F10) estdo descritos abaixo com seus respectivos graficos.

No tempo de 24h de tratamento figura 28, obteve-se, como resultado, que para
a nano 1, na concentracdo intermediaria, ocorreu uma reducdo de 25% da viabilidade,
0 mesmo pode-se observar para a nano 2 na menor concentragdo e para a nano 3 na
maior concentracdo. Nos metais, apenas o metal 1, na maior concentracao, a reducéo
foi de 20%.
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FIGURA 28: Avaliacdo da atividade citotoxica das nanos 1, 2 3 associada a metal,
metais 1,2 e 3 puro e nano pura em células de melanoma murino B16F10 ap6s 24h de
exposicao nas concentragfes de 0,01- 0,05 e 0,1mg/ml. *p < 0,5; **p <0,01; *** p<
0,001; ****p<0,0001.

No tempo de 48h como mostra a figura 29, pode-se obervar que o metal 2, na
menor concentracgdo, teve reducdo de 20%; o metal 3, na menor e maior concentragao,
a reducdo foi de 20%. Apenas as nano 3 e nano pura tiveram uma viabilidade
significativa com 25% para a menor e maior concentracdo da nano 3 e 20% na menor

concentragdo da nano pura e 25% na maior concentracdo da mesma.
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FIGURA 29: Avaliacdo da atividade citotoxica das nanos 1, 2 3 associada a metal,
metais 1,2 e 3 puro e nano pura em células de melanoma murino B16F10 apos 48h de
exposicdo nas concentragdes de 0,01- 0,05 e 0,Img/ml. *p < 0,5; **p <0,01; *** p<
0,001; ****p<0,0001.

O ensaio para 72h ilustrado na figura 30, revelou, como resultado, que, no
maior tempo de exposi¢do das nanos, ocorreu diminuicdo significativa apenas na nano
3 na concentracdo de 0,05 mg/mL. As demais nanos e metais ndo apresentaram

resultados significativos estatisticamente.
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FIGURA 30: Avaliacdo da atividade citotoxica das nanos 1, 2 3 associada a metal,
metais 1,2 e 3 puro e nano pura em células de melanoma murino B16F10 ap6s 72h de
exposicdo nas concentracdes de 0,01- 0,05 e 0,1mg/ml. *p < 0,5; **p <0,01; *** p<
0,001; ****p<0,0001.

Para ultima linhagem patoldgica utilizada neste experimento, que foi a de
cancer cervical humano HELA, o procedimento utilizado foi 0 mesmo das anteriores e
seus resultados encontram-se nas sequéncias de graficos ilustrados abaixo nas figuras
31a33.

O primeiro tempo a ser analisado foi o de 24h, com o qual se constatou que nédo

ocorreu nenhuma alteracao estatistica significativa para este ensaio.
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FIGURA 31: Avaliacdo da atividade citotoxica das nanos 1, 2 3 associada a metal,
metais 1,2 e 3 puro e nano pura em células de carcinoma cervical humano HELA apés
24h de exposicdo nas concentracdes de 0,01- 0,05 e 0,Img/ml. *p < 0,5; **p <0,01;
*** n< 0,001; ****p<0,0001.

Para o tempo de 48h, constatou-se que, na nano 1, a viabilidade foi de 20%
para as concentracdes 0,05 e 0,1mg/mL; 0 mesmo ocorreu para hano 2 apenas ha
concentragéo inicial; na nano 3 variou de 20 a 30% nas trés concentragdes testadas e
para as demais nanos ndo se obteve alteracdo. Os metais apresentaram um quadro no
qual o metal 1 a viabilidade foi de 25% para as duas primeiras concentragdes; para o
metal 2 foi de 30 a 20% em ordem decrescente; o metal 3 teve uma viabilidade de
20% para as concentragOes iniciais e 10% para a maior concentragdo e o metal 4
apresentou em torno de 15% apenas para a menor concentragdo, permanecendo as

demais sem alteracdes.
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FIGURA 32: Avaliagédo da atividade citotoxica das nanos 1, 2 3 associada a metal,
metais 1,2 e 3 puro e nano pura em células de carcinoma cervical humano HELA apés
48h de exposicdo nas concentracdes de 0,01- 0,05 e 0,1mg/ml. *p < 0,5; **p <0,01;
*** n< 0,001; ****p<0,0001.

O ensaio de 72h desta linhagem apresentou como resultado que ndo ocorreu
nenhuma alteragdo estatistica significativa para nenhuma amostra analisada neste

tempo de tratamento.
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FIGURA 33: Avaliacdo da atividade citotoxica das nanos 1, 2 3 associada a metal,
metais 1,2 e 3 puro e nano pura em células de carcinoma cervical humano HELA apés
72h de exposicdo nas concentracdes de 0,01- 0,05 e 0,1mg/ml. *p < 0,5; **p <0,01;
*** n< 0,001; ****p<0,0001.

Visando avaliar os efeitos para que se possa realizar analise comparativa dos
dados das células patoldgicas citadas anteriormente, foram realizados ensaios com a
linhagem n&o-patoldgica de fibroblasto embriondrio murinas (NIH/3T3, ATCCR
CRL-1658TM), para um controle de toxicidade da viabilidade celular estudada para as
nanos e metais em questdoas os resultados apresentam-se em forma de graficos na
sequencia de figuras que sdo a 34 a 36.

Para o fibroblasto embrionario murinas (NIH/3T3, ATCCR CRL-1658TM),
foi realizada a triplicata do experimento, nas mesmas concentracdes e tempo de

tratamento utilizado para as linhagens patoldgicas apresentadas anteriormente.
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No tempo de 24h para o NIH/3T3, pode-se observar que ndo ocorreu nenhuma
alteracdo significativa com base na estatistica para este tempo de tratamento em

nenhuma das amostras e concentracdes analisadas.
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FIGURA 34: Avaliacdo da atividade citotoxica das nanos 1, 2 3 associada a metal,
metais 1,2 e 3 puro e nano pura em células de fibroblasto embriondrio murinas
NIH/3T3 apbs 24h de exposi¢do nas concentracdes de 0,01- 0,05 e 0,2mg/ml. *p <
0,5; **p <0,01; *** p< 0,001; ****p<0,0001.

No ensaio de 48h, apenas a nano 1, na sua concentracdo intermedidria,
apresentou uma viabilidade celular apenas de 10%. As demais amostras

permaneceram sem alteracdo.
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FIGURA 35: Avaliacdo da atividade citotoxica das nanos 1, 2 3 associada a metal,
metais 1,2 e 3 puro e nano pura em células de fibroblasto embrionario murinas
NIH/3T3 apbs 48h de exposicdo nas concentracdes de 0,01- 0,05 e 0,1mg/ml. *p <
0,5; **p <0,01; *** p< 0,001; ****p<0,0001.

Para o tratamento de 72h, a nano 1, nas duas Ultimas concentracdes, apresentou
uma viabilidade de 25% para ambas; na nano 2 esta viabilidade variou de 40 a 30% na
sequéncia das concentracOes analisadas; a nano 3 obteve 25% para a menor e maior
concentracdo e a nano 4 teve 25% de viabilidade para as duas Ultimas concentraces.
No caso dos metais, 0 metal 1 teve 25% de viabilidade na menor concentracdo e o
metal 3 apresentou o mesmo percentual na concentragdo 0,05 mg/mL. As demais

concentragdes nao registraram alteracdes.
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FIGURA 36: Avaliacdo da atividade citotoxica das nanos 1, 2 3 associada a metal,
metais 1,2 e 3 puro e nano pura em células de fibroblasto embriondrio murinas
NIH/3T3 apbs 72h de exposi¢do nas concentracdes de 0,01- 0,05 e 0,2mg/ml. *p <
0,5; **p <0,01; *** p< 0,001; ****p<0,0001.

Para a segunda etapa deste trabalho foram analisadas nanos associada a metais
e nano pura, bem como metal puro com o intuito de avaliar a toxicidade destes
materiais e suas propriedades para que fosse possivel selecionar a particula com mais
particularidades na eficiéncia de tratamento aliando a terapia fotodindmica para as
linhagens estudadas ate 0 momento.

No tempo de 24h de exposi¢do com o tratamento, foi possivel detectar que na
linhagem de 4T1 Luciferase os resultados foram significativos para Nano 2 nas
concentragdes de 0,01 e 0,05mg/mL cerca de 20% de viabilidade, a Nano 3 apresentou
uma variacdo de 20 a 30% nas trés concentra¢Ges analisadas respectivamente. Apenas
0 metal 3 ocorreu uma diminuicdo de 15 a 20% nas concentragdes testadas. Neste

mesmo tratamento para a linhagem B16F10 a Nano 1 reduziu 25% na concentra
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0,05mg/mL, a mesma percentagem para Nano 2 na concentracdo 0,01mg/mL e Nano 3
com concentragdo de 0,1mg/mL. Os metais na B16F10 apresentaram o seguinte perfil,
onde apenas o Metal 1 na concentracdo 0,1mg/mL a reducdo estatistica significativa
foi de 20% . Nas linhagens de HELA e NIH3T3 néo foi observada nenhuma alteracéo.

A literatura reporta que o composto da nano 1 bem como o metal associado a
mesma e aqui identificado como o metal 1 tem aplicacGes diversas na nanomedicina,
pois sdo consideradas particula antimicrobina segundo ZHOU e colaboradores bem
como antitumoral com base nos dados do grupo de pesquisa de alguns cientistas
(AMORIM et al. 2016), 0 uso de metais se da pelas suas propriedades que facilitam
ligacdo de biomoléculas e farmacos (DANTAS, 2017).

Grupos de pesquisadores observaram que quando ocorre uma reducdo da
viabilidade celular com componentes da Nano 1 e seu metal, isso ocorre
especificamente a células patoldgicas de cancer atribuindo a geragcdo de espécies
reativas de oxigénio no tipo de célula tumoral (LI et al. 2015). Com rela¢do aos dados
obtidos da nano 2, a literatura reporta que o componente metal desta nano é
considerado toxico, a NP mostra que ocorre uma diminuicdo significativa no que se
refere a viabilidade celular e que em estudos com linfécitos humanos este indice de
toxicidade foi registrado como elevado (SHARMA, 2014).

A nano 3 bem como o metal 3 apresentaram valores condizentes com a
literatura, onde registro de estudos avaliaram que quando nanofolhas de g-C3N4 e nano
composto g-C3N4-MnO, por exemplo ndo ocorreu perda significativa de viabilidade
celular para a linhagem de HELA apds 24h de exposicdo em concentraces abaixo de
50 ug mL™ | sugerindo que estes compostos possuem baixa citotoxicidade bem como
uma excelente biocompatibilidade (ZHANG et al. 2014).

Com o tratamento de 48h, observou-se que para a linhagem de 4T1 Luciferase
apenas Nano 3 na concentracdo 0,05mg/mL diminuiu a viabilidade quase 40% e 0s
metais 2 e 3 na concentracdo 0,1 mg/mL a reducéo foi de 30%. Para a B16F10 o metal
2 na concentragdo 0,01mg/mL reduziu 20%, o metal 3 na concentragdo 0,01 e
0,1mg/mL a reducdo também foi de 20%. Para esta linhagem apenas a nano 3 e nano
pura a viabilidade foi significativa 25% na menor e maior da nano 3 e cerca de 20% e
25% na nano pura para a menor e maior concentragao respectivamente. Para as células
de HELA a nano 1 teve 20% viabilidade para 0,05 e 0,1mg/mL, 0 mesmo para nano 2

na concentracdo 0,01mg/mL e para a nano 3 a variacdo foi em torno de 20 a 30% nas



75

trés concentragdes. O metal apresentou para esta linhagem uma diferencga significativa
de 30 a 20% do metal 2 e 0 metal 3 uma viabilidade de 20% para a concentragéo 0,01
e 0,056 mg/mL e cerca de 10% para concentragdo o,Img/mL, ja o metal 4 na
concentragcdo 0,01mg/mL a viabilidade foi de 15%. A linhagem de NIH3T3 so teve
uma viabilidade siginificativa estatisticamente na Nano 1 em torno de 15% na
concentragéo 0,01mg/mL.

Os resultados obtidos ja foram citados na literatura como descritos no
tratamento de 24h, visto que neste novo tratamento de 48h o que apresentou resultados
diferentes foi a nano pura (NP), onde a grupos de pesquisadores relatam que elementos
compostos na amostra NP corroboram uma citotoxicidade ndo evidente para uma
linhagem celular C6 de Glioma que manteve 86% de sua viabilidade mesmo que a
concentragdo a ser analisada fosse superior a 300 ug / mL (GUAN et al. 2014).

O metal 2, bem como o 4, apresentaram resultados condizentes com a
literatura, vez que dados da mesma relatam que, para cada linhagem estudada, podera
obter resultados diferentes, e, em algumas ja observada, como a VERO (rim de
macaco) sua viabilidade diminui significativamente nas concentra¢fes superiores a
100 pg/ml, porém, para as linhagens MDCK (rim de cachorro) e NIH3T3 (fibroblasto
de embrido de camundongos), concentrac¢des de ate 200 pg/ml ndo foram consideradas
toxicas (SILVA et al. 2015).

Para o tratamento com 72h os resultados apresentados para linhagem de 4T1
Luciferase foram que a nano 2 teve uma reducdo na viabilidade de 25%nas
concentragdes 0,05 e 0,Img/mL, na nano 3 a reducdo foi de 30% nas trés
concentragdes, nano 4 30% apenas na concentracdo 0,1mg/mL. Os metais desta
linhagem expressaram os seguintes dados: metal 2 a viabilidade mais acentuda foi em
0,1mg/mL, o metal 3 teve 30% de viabilidade nas concentracoes 0,01 e 0,05mg/mL e
0 metal 4 apenas na concentracdo de 0,1mg/ml teve 30%. A linhagem de B16F10
ocorreu uma diminui¢cdo apenas na Nano 3 na concentragcdo 0,05mg/mL. A ultima
linhagem patoldgica testada para este tempo que foi a HELA nédo apresentou alteracéo
em nenhuma das amostras. A linhagem nédo patolégica utilizada neste estudo que foi a
NIH3T3 teve para a nano 1 uma viabilidade de 25% nas concentragdes 0,05 e
0,1mg/mL, onde a nano 2 vario de 40 a 30% na sequencia das concentragdes
analisadas, nano 3 apresentou 25% de viabilidade em 0,01 e 0,1mg/mL. No que diz

respeito aos metais para esta linhagem apenas o metal 1 na concentracdo 0,01mg/mL
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teve 25% de viabilidade e o metal 3 tambem apresentou esta mesma porcentagem sé
gue na concentracdo de 0,05mg/mL.

Todos os dados obtidos, condizem com dados na literatura ja citados neste
texto, tendo como o composto da nano 4 e seus respectivo metal uma particularidade,
visto que quando o metal tem um acumulo excessivo (1g/L), ocorre uma diminui¢ao
da atividade da superoxido dismutase, tendo como consequéncia uma elevagcao nos
niveis da Glutationa (GSH), consequentemente aumentando a concentracdo de
malondialdeido (MDA) em tecidos cerebrais de animais ja estudados (OZCELIK e
UZUN, 2009; PINTO, 2016 ).

Uma exposicdo intensa deste metal traz danos as celulas e 6rgdos expostos,
pois seus ions e compostos formam espécies reativas de oxigénio e danificam
biomoléculas como proteinas, lipideos e DNA (ABDEL-KHALEK et al. 2015;
FEDELI, CARLONI, FALCIONI, 2010; PINTO, 2016).

5.3.2 Analise do perfil de tempo de incorporacédo das nanos.

Para dar prosseguimento, foram iniciados os testes de tempo de incorporacao
da nano. Com base neste dado sera aplicado para os testes que consta na 3 etapa deste
trabalno que vem a ser o tratamento de terapia fotodindmica da nano particula
associada com metal que teve o melhor resultado de todas as anélises feitas
anteriormente.

Neste ensaio, foram realizadas leituras no espectrofotometro, sendo a excitagéo
realizada em comprimento de onda de 380nm e lendo na faixa de 400 a 500nm, para a
leitura em fluorescéncia.

A linhagem utilizada para esta analise foi a melanoma murino B16F10 nos
tempos de 5 min a 24h como descrito na figura abaixo.

Tendo como controle em 100% através dos graficos na figura 37, observou-se
que, para as analisadas (0,01, 0,05 e 0,1 mg/mL), o tempo cujo pico apresentou maior

expressao de fluorescéncia foi de 2h com a nano.
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FIGURA 37: Gréaficos das concentracbes de tempo de incorporacdo das nano

associadas a metal, metal puro e nano pura para determinar o0 melhor tempo com o

pico mais expressivo de fluorescéncia das amostras analisadas.
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Este trabalho avaliou diferentes linhagens com todas as nanos e metais
especificados, podendo obter respostas atraveés do ensaio de MTT no que remete a
citotoxicidade relacionando assim diferencas na morfologia e estrutura de cada
linhagem, bem como suas propriedades particulares para reagir com o material a qual
foram expostas nos diferentes tempos de tratamento.

Com base nos dados descritos até o momento, fez-se necessério realizar o
tempo de incorporacdo da Nano utilizando a linhagem B16F10 nas concentracfes de
0,01-0,05 e 0,Img/mL. O resultado mostrou que dos tempos estudados que foram de
5,10,15 e 30 minutos, 1,2,24 e 48h sendo a excitacdo realizada em comprimento de
onda de 380nm e lendo na faixa de 400 a 500nm, para a leitura em fluorescéncia, o
melhor tempo com o pico mais caracteristico como mostra os graficos foi de 2h.

A literatura relata que a particula quando em contato com a célula, ao entrar na
mesma pode ocorrer ligacdo das moléculas de DNA podendo ter alteragdo na estrutura
helicoidal por reticulacdo dentro e entre as cadeias de &cidos nucleicos (REYES et al.
2016). Pode-se também determinar que a incorporacdo da nano pode provocar
degradacdo, corrosdo no ambiente acido dos lisossomos (pH 5,5) ou protease, fazendo
assim a reacdo de conversdao de metais a ions, bem como a producéo de substancias
toxicas , visto que na liberacdo intercelular de ions livre ocorre a producdo de espécies
reativas de oxigénio em mitocondrias, bem como podendo levar a um funcionamento
inadequado de organelas (SABELLA et al. 2014) e com base nestes dados e 0s
resultados obtidos no ensaio, é possivel direcionar o protocolo mais adequado para a

nano com o uso de terapia fotodindmica.

5.3.3 Avaliacdo do tempo de irradiacdo do LED nas nanos

Diante dos dados obtidos com o melhor tempo de irradiacdo e, uma vez que é
preciso determinar o melhor tempo de irradiagdo do LED para que possa obter
resultados satisfatdrios para a etapa de tratamento com TFD, sera observado qual foi o
tempo em que o controle ndo foi afetado, visto que este pardmetro possui a resposta
para analise.

A literatura reportar que para o LED em estudo o tempo de irradiacéo € de 10 a
15 minutos, este ensaio utilizou a linhagem celular B16F10 para determinar o melhor

tempo como mostra a figura 38.
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Diante dos resultados obtidos até o momento, foram escolhidas a nano 4 ,
metal 4 e nano pura para realizar a ultima etapa do trabalho. Estas nanos foram
nomeadas a titulo de didéatica para facilitar o entendimento do leitor como descritos a
seguir: nano 4 (NM) nano com metal, metal 4 (M) metal e (NP) nano pura.

Com base nos resultados obtidos das concentracGes analisadas, onde estas
concentragdes sdo as que possuem a quantidade exata de metal e que apresentaram
resultados condizentes com a literatura, confirmando que o melhor tempo de

irradiacdo onde o controle ndo foi afetado € o de 10 minutos.
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FIGURA 38: Analise do tempo de irradiacdo de LED na linhagem B16F10 para as
nanos em estudo.

5.3.4 Ensaios de viabilidade celular com TFD da nano com metal, nano sem metal e

metal pelo ensaio de MTT utilizando luz ambiente.

Por se tratar de terapia fotodinamica € necessario o tempo ideal de irradiacdo
do LED levando em consideracdo o controle ndo sofrer alteracGes. Neste ensaio

realizado, observou que o melhor tempo foi de 10 minutos , visto que a medida que o
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tempo de irradigdo aumentava, o controle diminuia e as nanos associada ao metal ndo
tinha uma variacdo tdo significativa. As concentragdes escolhidas foram as que
possuiam a mesma quantidade de metal, visto que o metal sozinho a concentracdo era
de 16puM e 0 mesmo estava presentes na NM e NP que era de 1Img/mL.

Pesquisas confirma que o melhor tempo é de 10 minutos como mostra
literatura, que em testes com 15 min de irradiacdo de luz, a solucdo dispersa mostrou
uma concentracdo de oxigénio de 1,86 vezes maior que a solucdo dispersa em
C3N4(ZHENG et al. 2016). Pesquisas realizadas com linhagem patologica de células
mostraram que foi utilizado tempo de irradiacdo de 10 minutos e o resultado foi
satisfatorio (FENG et al. 2016).

Diante dos resultados obtidos pelos ensaios de viabilidade celular com as
amostras associadas a metal, bem como tempo de incorporacédo e tempo de irradiacéo
de LED nas nanos, realizou o experimento com tempos intermediérios dos testes ja
realizados anteriormente, bem como novas concentragcfes de apenas duas nanos, Vvisto
que foram estas que se apresentaram com as condi¢cdes mais especificas para a etapa
final do trabalho com Terapia Fotodinamica (TFD).

As amostras foram trabalhadas com um pouco de luz ambiente sendo apenas a
cabine do fluxo e a linha de luz proxima a este que permaneceram apagadas. As
figuras 39 e 40 abaixo demonstram o0s resultados da triplicata do experimento
realizado para a linhagem B16F10 em diferentes tempos de incorporagdo da nano com
o tratamento de LED e luz ambiente.

O ensaio mostra que ocorreu uma diferenca significativa estatisticamente
apenas na NM na concentracdo intermediaria de 0,25 mg/mL em torno de 60% da

atividade citotoxica deste material para esta linhagem.
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FIGURA 39: Avaliacdo da atividade citotoxica da NP, NM em células melanoma
murino B16F10 ap6s 15, 30 minutos e 24h de exposicdo nas concentracdes de 0,1-
0,25 e 0,5mg/ml, com exposigdo de 10 minutos no tratamento luz ambiente. *p < 0,5;
**p <0,01; *** p< 0,001; ****p<0,0001.

Com base nestes dados foram realizados ensaios com o LED, em diferentes
concentracbes das testadas até o momento e com tempos intermedidrios de
incorporacdo tendo como fonte o ensaio realizado anteriormente neste estudo, e 0
tempo de irradiacdo escolhido foi o de 10 minutos, visto que este apresentou o melhor
resultado e confirmou o encontrado na literatura.

O ensaio de TFD foi realizado com as amostras sendo trabalhadas com um
pouco de luz branca no ambiente sendo apenas a cabine do fluxo e a linha de luz
proxima a este que permaneceram apagadas. As figuras demonstram os resultados da
triplicata do experimento realizado para a linhagem B16F10 em diferentes tempos de
incorporagédo da nano com o tratamento de LED e luz ambiente

Para os testes na luz ambiente os resultados apresentaram diferenca
significativa estatisticamente apenas na NM na concentracdo intermediaria de 0,25

mg/mL em torno de 60% da atividade citotoxica deste material para esta linhagem, e o
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tempo de incorporacgéo para estes resultados foi 0 de 24h, posto que os tempos de 15 e
30 minutos nao apresentaram nenhuma alteragéo.

No ensaio utilizando o LED foi possivel detectar que para a NP nas
concentragdes 0,25 e 0,5mg/mL ocorreu uma viabilidade celular significativa, visto
que a diminuicdo foi em torno de 50 a 40% respectivamente. Ao comparar com 0
resultado da NM, esta apresentou uma diferenga significativa nas mesmas
concentragdes da NP, porém o valor variou de 30 a 40% respectivamente,
demonstrando a influencia do metal associado a Nano, porém o valor apresentado nao

foi téo significativo da reducdo quando comparado entre a NP.
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FIGURA 40: Avaliacdo da atividade citotoxica da NP, NM em células melanoma
murino B16F10 apds 15, 30 minutos e 24h de exposi¢do nas concentragbes de 0,1-
0,25 e 0,5mg/ml, com exposi¢do de 10 minutos no tratamento LED. *p < 0,5; **p
<0,01; *** p< 0,001; ****p<0,0001.

5.3.5 Ensaios de viabilidade celular com TFD da nano com metal, nano sem metal e

metal pelo ensaio de MTT utilizando luz vermelha no ambiente.
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O ensaio do procedimento de luz ambiente agora com o diferencial de
aplicacdo do LED, foi possivel detectar que para a NP nas concentragdes 0,25 e
0,5mg/mL ocorreu uma viabilidade celular significativa, visto que a diminuicao foi em
torno de 50 a 40% respectivamente. Ao comparar com o resultado da NM, esta
apresentou uma diferencga significativa nas mesmas concentracGes da NP, porém o
valor variou de 30 a 40% respectivamente, demonstrando a influencia do metal
associado a Nano, porém o valor apresentado ndo foi tdo significativo da reducéo
quando comparado entre a NP, e novamente foi possivel observar que o tempo de
incorporagéo que se manifestou a reacdo foi o de 24h como ocorreu no tratamento sem
radiacéo.

Ao realizar o tratamento de LED e luz ambiente, o esperado segundo dados da
literatura € que no de luz ambiente ndo ocorra reducdo signficativa, visto que o
destinado é que a juncdo da nano quando exposta ao LED, este tenha prioridade de
gerar ROS e consequentemente ocorra uma morte celular, porém o que foi observado é
que tanto o tratamento do LED quanto sem radiacdo tiveram esta resposta, sendo o
LED um pouco mais, porém nem tanto significativa para o experimento.

Com base em dados de grupos de pesquisa foi possivel detectar estes
resultados, pois a literatura reporta que nitreto de carbono grafico polimérico (g-C3Ny)
pode ser utilizado como um fotocatalisador de luz visivel sem metal (WANG et al.
2009 (a); DONG et al. 2014.), este tipo de aplicacdo trouxe interesse para a sociedade
cientifica pois, gera aplicacbes satisfatorias em conversdo de solar, ambiental em
sintese orgénica seletiva (WANG et al. 2009(b); WANG, BLECHERT, ANTONIETTI
2012).

Pesquisas foram realizadas e constataram que g-C3N, possui um indice elevado
de remocdo de NO de 77,1% quando exposto a iluminacdo interior de uma lampada de
emergéncia, e estes dados foram tratados com base na reacdo de eletrodos de 5,5'-
dimetil-1-pirrolina-N-0xido Ressonancia (DMPO ESR) spin trapping, com isso
demosntrou ser um processo considerado simples, economico para purificagdo de NO
tendo a irradiacdo interna podendo assim promover aplicacbes em campos como
pratica ambiental de fotocatalisador em nimero elevado na terra (DONG et al. 2014.).

Por possuir diversas formas alotropicas o nitreto de carbono como a-C3N4, -

Cs3Ng4, grafico-C3N4, C3N4 cubico e pseudo-cubico-C3Ng4, a forma g-CsNg é a
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considerada mais estavel quando submetida a condi¢fes ambientais (WANG et al.
2009 (c)).

A forma estrutural dos atomos de g-C3N, séo organizadas como favos de mel
possuem ligacéo caracteristica de Van Der Waals, demonstram que a borda VB de g-
C3N4 é composta de N 2p e na borda CB a hibridacéo se encontra no estado N 2p e C
2p (WANG et al. 2014). Com isso evidencia-se que segundo XU et al carbono livre de
metal séo eletrocatalisadores e fotocatalisadores no que diz respeito a divisdo de agua
abrangendo assim g-C3Ng4, grafenos e polimeros microporosos, bem como carboneto
de boro (XU et al. 2016).

Por se tratar de um nanomaterial novo, grupos de pesquisa vém divulgando
com detalhes por meio de discussdao sobre diferentes sinteses, caracterizacao,
morfologia e propriedades Opticas e eletronicas, bem como a dopagem do g-C3N, para
utilizacdo deste como producdo de hidrogénio fotocatalitico (PATNAIK, MARTHA,
PARIDA, 2016).

O metal tem papel fundamental na juncdo desta particula, pois 0 metal segundo
dados na literatura atua como captura de elétrons aumentando assim a taxa de
migracdo de carga interfacial utilizada para separacéo na atividade fotocatalitica (OH
et al. 2016; CAO et al. 2017). Diante do que esta sendo explanado pode-se ainda citar
que quando um componente metalico se liga a matriz de nitreto de carbono forma-se
hibridos organicos metalicos (NASERI et al. 2017) e quando g-C3N, esta introduzido
em metal de transicdo, sua capacidade € satisfatdria para fotoabsorcao, pois a baixa
absorcdo de energia torna-os eficiente para realizar atividade fotocatalitica (GHOSH,
et al. 2014).

Os ensaios citados anteriormente mostraram que a luz ambiente mesmo em
feixes discretos interferiu no teste com TFD. Diante desta descoberta no experimento,
0 protocolo foi alterado, tendo a manipulacdo das amostras realizada todas com luz
vermelha para que os resultados fossem satisfatorios para este modelo in vitro.

Nesta nova etapa do experimento foi realizado ensaio de 24h de incubagéo
com a nano, 10 minutos de tratamento no escuro e irradiagdo com LED cujas
linhagens testadas foram: B16F10, 4T1 luciferase, Hela, NIH3T3 e HACAT.

Os graficos abaixo 41 a 45 mostram os resultados dos ensaios em luz

ambiente e com TFD para todas as linhagens citadas anteriormente.
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Como pode ser observado na figura 41, para o tratamento sem radiagédo a NM
(nano com metal) na concentracdo 0,5 mg/mL apresentou diferenca significativa
comparando com controle e o metal aumentou a viabilidade celular para todas as
concentracoes.

Quando tratadas com LED nas mesmas condi¢fes do tratamento sem radiacédo
a NP (nano Pura) apresentou diferencga significativa estatisticamente comparando com
o0 controle, este valor € ilustrado pela letra ¢ no grafico e comparando com a NM (nano
ligada ao metal) na maior concentracao no escuro e LED.

Com isso mostra que o LED ndo apresentou diferenga significativa para NM
comparando com escuro para esta linhagem. Pode-se concluir que tanto a NM e NP

ndo foram significativas com o tratamento do LED.
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FIGURA 41: Avaliacdo da atividade citotoxica da NP, NM e Metal em células de
carcinoma mamario murino 4T1 Luciferase apds 24h de exposi¢do nas concentraces
de 0,1- 0,25 e 0,5mg/ml, com exposi¢do de 10 minutos no tratamento de com radiagao
e sem radiacdo. As letras a,b,c e d séo < 0,05.

A figura 42 mostra que no escuro ndo observou atividade citotoxica da NP

(Nano pura) com NM (nano com metal) quando comparada com controle. Os
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resultados do tratamento do LED a NP néo teve citotoxicidade assim como NM na
menor e maior concentracdo, porém a NM na concentracdo de 0,25 mg/mL teve uma
diminuicdo significativa em torno de 70%. Para os metais no escuro e LED

apresentaram um aumento significativo como na linhagem de 4T1 Luciferase.
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FIGURA 42: Avaliacdo da atividade citotoxica da NP, NM e Metal em células
melanoma murino B16F10 apds 24h de exposicao nas concentracdes de 0,1- 0,25 e
0,5mg/ml, com exposic¢ao de 10 minutos no tratamento no tratamento de com radiagao
e sem radiacdo. As letras a, b, ¢ e d sdo < 0,05.

Para os resultados de HELA, observou-se que no tratamento do escuro ocorreu
um aumento significativo estatistico na exposicdao da NM na menor concentracdo bem
como do metal na concentragdo 0,1 mg/mL. O tratamento com LED apresentou uma
diminuicdo significativa da NP e NM na maior concentragdo, entretanto entre NP e
NM néo ocorreu diferenca significativa.

O tratamento de LED teve uma diferenca de 20% entre NP e NM nas mesmas

concentragdes de 0,5 mg/mL, como demonstra a figura 43.
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FIGURA 43: Avaliagdo da atividade citotoxica da NP, NM e Metal em células de
carcinoma cervical humano HELA ap06s 24h de exposi¢do nas concentracdes de 0,1-
0,25 e 0,5mg/ml, com exposi¢do de 10 minutos no tratamento no tratamento de com
radiacdo e sem radiacdo. As letras a, b,c e d sdo < 0,05.

Apdbs o tratamento do escuro a NP e a NM na concentracdo 0,5mg/mL
apresentou uma diminuicdo significativa de 30% na viabilidade celular, e 0 metal
sozinho apresentou aumento significativo nas trés concentragdes. Ao avaliar 0s
resultados do tratamento com LED, foi possivel identificar que a NP ocorreu uma
diminuicdo nas concentracbes 0,25 e 0,5mg/mL em torno de 15 a 45%
respectivamente. Porém para a NM as trés concentracbes apresentaram uma
diminuicdo significativa, onde na maior concentragdo foi de 50%, porém, nesta mesma
concentracdo ndo houve diferenca significativa estatisticamente quando comparado

com a NP.
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FIGURA 44: Avaliacdo da atividade citotoxica da NP, NM e Metal em células de
fibroblasto embrionario murinas NIH/3T3 apds 24h de exposi¢do nas concentragdes de
0,1- 0,25 e 0,5mg/ml, com exposi¢do de 10 minutos no tratamento no tratamento de
com radiacdo e sem radiacdo. As letras a, b, ¢ e d sdo < 0,05.

Para esta linhagem ocorreu um aumento significativo apenas na concentragdo
0,1mg/mL do metal somente no tratamento com LED, comprovando assim a nao

toxicidade dos tratamentos para este tipo de linhagem celular.
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FIGURA 45: Avaliagdo da atividade citotoxica da NP, NM e Metal em ceélulas
queratindcitos humanos HaCat apds 24h de exposicéo nas concentracdes de 0,1- 0,25 e
0,5mg/ml, com exposic¢do de 10 minutos no tratamento no tratamento de com radiagdo
e sem radiacdo. As letras a, b,c e d séo < 0,05.
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Diante deste novo quadro com os resultados, foi realizado mudancas no
experimento, onde a primeira delas foi manipular as nanos com luz vermelha para que
0 vies da presenca de luz ambiente ndo inteferrise na ativacdo destas. Continuou com o
tempo de incorporacdo de 24h pois foi 0 que se apresentou com melhores resultados,
bem como o tempo de irradiacdo de 10 minutos, cuja justificativa ja foi citada
anteriormente no corpo deste texto.

Para este tratamento com TFD utilizo as seguintes linhagens: B16F10, 4T1
luciferase, Hela, NIH3T3 e HACAT. A HACAT foi mais uma inserida neste trabalho,
para ter um comparativo melhor com a linhagem de melanoma B16F10.

Iniciando a analise dos dados com as linhagens patoldgicas, pode-se observar
que na 4T1 Luciferase o tratamento com luz ambiente a NM (hano com metal) na
concentracdo 0,5 mg/mL apresentou diferenca significativa comparando com controle
e 0 metal aumentou a viabilidade celular para todas as concentragoes.

Quando a linhagem 4T1 Luciferase foi tratada com LED nas mesmas
condicdes de luz ambiente a NP (nano Pura) apresentou diferenca significativa
estatisticamente comparando com o controle, este valor € ilustrado pela letra ¢ no
grafico e comparando com a NM (nano ligada ao metal) na maior concentragdo no
tratamento de luz ambiente e LED.

Com isso mostra que o LED ndo apresentou diferenga significativa para NM
comparando com tratameto de luz ambiente para esta linhagem. Pode-se concluir que
tanto a NM e NP ndo foram significativas com o tratamento do LED.

Estudos mostram que a toxicidade em escuro € considerada um problema que
esta ligada a complexos metalicos que possuem centros de metal redox ativos, um
deste mais citado por pesquisadores é o cobre, que apresenta uma toxicidade
indesejada nas células (MAHESWARI, 2008; LOGANATHAN et al. 2012), uma
reacdo bem conhecida é a dos tidis celulares que facilmente pode reduzir cobre (I1) em
cobre (1), e a geracdo de radicais comprometem a célula fazendo com que apresente
limitacoes para a TFD (GOSWAMI et al. 2014). Além disso, a literatura demonstra
que diante de uma estrutura ternaria obtem-se esteroides complexos de cobre (1), que
séo restritos para converter em (1) reduzindo a toxicidade dos complexos em escuro,
mantendo fototoxicidade nas células cancerigenas e sendo fluorescente permitindo

localizar complexos nas células patoldgicas (GOSWAMI et al. 2014).
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A segunda linhagem a receber o tratamento com TFD e sem TFD foi a B16F10
que no escuro ndo observou atividade citotoxica da NP (Nano pura) com NM (nano
com metal) quando comparada com controle, para os resultados com o tratamento do
LED a NP ndo teve citotoxicidade assim como NM na menor e maior concentragéo,
porém a NM na concentracdo de 0,25 mg/mL teve uma diminuicdo significativa em
torno de 70%. Para 0os metais no escuro e LED apresentaram um aumento significativo
como na linhagem de 4T1 Luciferase. Isso demonstra que o metal quando associado a
nano, potencializa o efeito do LED dependendo da linhagem celular que esta sendo
tratada.

Pesquisas vém sendo desenvolvida sobre o metal cobre e suas aplicagdo em
nanomateriais, visto que este metal é considerado toxico e no inicio de seu estudo,
pesquisadores voltaram sua funcdo mais para a atividade antibacteriana como ions ou
nanoparticulas (BHAISARE et al. 2017). Baseado nestes estudos e em mecanismo
conhecidos como Cavalo de Troia (PARK et al. 2010) é que estas nano de cobre
possui uma variedade de resposta bioldgica (MISRA et al. 2014), onde o oxido
cuproso levam a célula tumorais a apoptose (WANG et al. 2012), e também a natureza
quimica e a morfologia podem determinar efeitos toxicos (CHANDA, REJ, HUANG,
2013, SAISON et al. 2010).

Podemos ainda relatar que sendo a TFD uma das técnicas bastante utilizada
para o tratamento do cancer, por apresentar caracteristica como alta eficiéncia e pouco
menos invasiva, esta utiliza moléculas de O, para formar Espécies Reativas de
Oxigeénio (EROs) (SIMOES, 2014), que levam a morte celular dos tecidos por necrose
ou por apoptose celular, usando fotossensibilizadores, que, em determinados
comprimentos de onda, geram espécies reativas de oxigénio (EROs) (LIN, 2014).

Dados da literatura relatam que o semicondutor organico g-CsN, (nitreto de
carbono) pode ser associado a um sistema de quebra da agua movido na natureza, sob
irradiacdo UV e luz visivel (MARTIN' 2014), visto que este procedimento é
semelhante ao que ocorre na fotossintese, onde a quebra da molécula H,O ¢é
impulsionada pela luz, gerando O, com alta eficiéncia (FERREIRA, 2004). Uma vez
que este procedimento ainda ndo é muito utilizado para fins biomédicos de materiais
que induzem a quebra da agua, estudos despontam que nanoparticulas de nitreto de
carbono (C3N,) sdo capazes de quebrar H,O em O, e de Hidrogénio (H;), semelhante

ao que ocorre na natureza, com processo da fotossintese, onde a quebra da molécula
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H.O é impulsionada pela luz, gerando O, com alta eficiéncia (FERREIRA, 2004),
quando este evento ocorre a nivel célular, aumenta o nivel de oxigénio intratumoral,
que supera a hipdxia e possibilita uma maior eficiéncia da TFD, contudo, a técnica
mostrou-se propicia na terapéutica tumoral, devido as suas caracteristicas néo
invasivas e por apresentar alta eficiéncia e preciséo ideal (ZHENG, 2016).

Sendo as nanoparticulas de Nitreto de Carbono (g-CsN,) capaz de quebrar
moléculas de dgua (H,0), isso faz com que a TFD seja mais eficiente em tumores que
sofrem de hipdxia, pois elas conseguem aumentar os niveis de O, intracelulares. Além
de quebrar H,0O, o C3N4 também consegue diferenciar células cancerigenas de células
normais (MICHALET et al, 2005), emitindo fluorescéncia nas células tumorais,
baseado em experimentos desenvolvidos, percebeu-se que associacdo dos C3N4 a TFD
tem especial especificidade, pois ndo afeta os tecidos vizinhos, apenas o tecido
tumoral, isso ocorre por causa da fotosensibilizacdo a qual os tecidos neoplésicos sdo
submetidos ZHENG, 2016).

Baseado em relatos cientificos na literatura, reportando que quando a C3Ng4
estiver associada a um metal, esta possui a capacidade de intensificar a eficiéncia da
TFD por meio do uso de um metal-inorganico, como o cobre, por exemplo, quando
acoplado ao fotossensibilizador g-C3N4, que reduz os niveis intracelulares de
glutationa, aumentando a geracdo de EROs. O emprego de ions metalicos na medicina
tem tido um grande destaque devido suas cargas positivas e suas propriedades
esteroeletronicas, 0 que os permite alterar a estrutura e funcdo de alvos bioldgicos
especificos (JU et al, 2016).

Ao utilizar o tratamento com as células de HELA, observou-se que no escuro
ocorreu um aumento significativo estatistico na exposicdo da NM na menor
concentracdo bem como do metal na concentracdo 0,1 mg/mL. O tratamento com LED
apresentou uma diminuicdo significativa da NP e NM na maior concentracao,
entretanto entre NP e NM ndo ocorreu diferenca significativa. O tratamento de LED
teve uma diferenga de 20% entre NP e NM nas mesmas concentragdes de 0,5 mg/mL.

Os resultados obtidos para esta linhagem condizem com os determinado na
literatura para a mesma que reporta ndo ter havido citotoxicidade significativa nas
células tratadas com PBS, g-C3N4 ou Cu? + -g-C3N, , porém apés a irradiacdo com

luz, uma quantidade significativa de células mortas foram observadas nas células
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tratado com g-CsN4 e Cu? * -g-C3N, e esse resultado foi atribuido a citotoxicidade dos
ROS gerados sob estas condi¢des(JU et al, 2016).

Posto que se faz necessario realizar ensaio para células nao-patolégicas para
que tenha uma conclusdo de que ndo houve danos significativos nos tecidos envolta da
celula patoldgica, para este trabalho, foi utilizada a linhagem NIH3T3 e HACAT.

Com a linhagem de NIH3T3 o tratamento do escuro a NP e a NM na
concentragdo 0,5mg/mL apresentou uma diminuicdo significativa de 30% na
viabilidade celular, e o metal sozinho apresentou aumento significativo nas trés
concentracfes. Ao avaliar os resultados do tratamento com LEd, foi possivel
identificar que a NP ocorreu uma diminui¢do nas concentragdes 0,25 e 0,5mg/mL em
torno de 15 a 45% respectivamente. Porém para a NM as trés concentracfes
apresentaram uma diminuicdo significativa, onde na maior concentracdo foi de 50%,
porém nesta mesma concentracdo ndo houve diferenca significativa estatisticamente
quando comparado com a NP.

Mesmo ndo sendo células patolégicas, o NIH3T3 quando exposto ao
tratamento apresentou alteracdes e isso esta explicito na literatura quando retrata que
os efeitos da TFD tém como concludente a geracdo de ROS como ja explicito no
corpo do texto anteriormente, e esta geracdo quando em concentracdes consideradas
elevadas traz como consequéncia 0 comprometimento da estrutura de lipidios,
proteinas e DNA, disfuncdo mitocondrial, desregulamento do balango i6nico, e lesdo
de integridade da membrana (WANG et al. 2015; MOURA, 2017).

A outra célula ndo patolédgica utilizada neste trabalho foi a HACAT e o0s
resultados obtidos foram, um aumento significativo apenas na concentragdo 0,1mg/mL
do metal somente no tratamento com LED, comprovando assim a ndo toxicidade dos
tratamentos para este tipo de linhagem celular.

Baseado neste resultado para HACAT, dados da literatura corroboram para que
esta nano seja utilizada em carcinoma de pele, visto que estudos mostram que para a
area médica de dermatologia, a TFD é usada sobretudo em terapéutica de lesbes
malignas como queratose actinica, carcinomas de células escamosas e superficiais e
metéstases da pele (AYALA et al. 2008). Com isso a TFD tem aprovagédo
regulamentada na terapéutica de cancer em muitos paises, bem como uma ativividade
citotoxica aceitavel no tratamento com determinadas bactérias, fungos, protozoarios
(AYALA et al. 2008) e até mesmo virus.
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6.CONCLUSAO

Para as amostras inicias as linhagens analisadas, tanto as patoldgicas quanto as
ndo patologicas, os niveis de toxicidade detectados foram condizentes com 0s
encontrados na literatura, inferindo com isso baixo efeito sisttmico ao organismo. Na
segunda etapa do trabalho, foi apresentada a importancia de o metal estar associado a
particula. O metal em questdo foi utilizado para potencializar seu efeito com o uso de
terapia fotodindmica, como reportado na literatura.

Uma vez que alguns metais sdo considerados toxicos, aquele que foi escolhido
para uso com TFD n&o apresentou uma toxicidade expressiva no tratamento com as
linhagens testadas, visto ser um membro importante para a formacdo de espécies
reativas de oxigénio, que é o foco principal da TFD para que a mesma possa obter
resultados satisfatorios, e os resultados obtidos com a avaliacdo da nano, associada ao
metal, estdo condizentes com a literatura.

Os ensaios realizados para determinar o tempo de incorporacdo, bem como o
de irradiacdo, foram satisfatorios e estdo de acordo com os descritos na literatura,
facilitando, assim, a elaboracdo de um protocolo com todas as variaveis estudadas,
visando resultados aceitaveis para tratamento com TFD.

O uso de LED (manipulado com luz vermelha) mostrou-se significativo,
principalmente, quando se trata de células ndo patoldgicas pois demonstrou que nao
houve morte para esse tipo de célula, o que sé veio a ocorrer com as linhagens
patoldgicas aqui pesquisadas.

Com os resultados desta pesquisa, sugere-se a realizacdo de novos estudos para
que se possa ter uma avaliacdo mais aprofundada acerca da forma de funcionamentoda
particula, a partir, por exemplo, de testes em animais com as andlises histologica,
bioguimica, hematoldgica e imunoldgica, uma vez que ndo houve toxicidade para
célula Hacat, podendo direcionar esse achado para tratamento de cancer de pele. Para
as demais patologias relacionadas a células de fibroblastos, mostra-se também
satisfatorio para tratamento com TFD. Neste Gltimo caso, € importante frisar que, até
presente 0 momento, sé foi possivel concluir a parte in vitro.

E possivel concluir, a partir dos resultados desta pesquisa, que héa a indicacéo
do desenvolvimento de um método eficiente para tratamento de cancer com TFD, com

uma particula associada a metal.
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