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RESUMO

O cancer é uma das principais causas de morte no mundo e continua sendo um
grande desafio para os sistemas de saude, principalmente em paises com poucos
recursos. Os tratamentos tradicionais, como cirurgia, quimioterapia, radioterapia e
terapia hormonal, ainda sdo amplamente utilizados, mas apresentam limita¢des
importantes, como baixa seletividade e efeitos colaterais severos. Com os avangos
no entendimento dos mecanismos do cancer, novas terapias mais especificas e
menos agressivas estdo sendo desenvolvidas destacando-se a Terapia
Fotodindmica (TFD). Apesar das vantagens, como menor toxicidade e maior
precisdo, a TFD ainda enfrenta problemas, principalmente relacionados a baixa
solubilidade e instabilidade dos fotossensibilizadores. Para minimizar essas
limitagdes, o uso de nanoparticulas superparamagnéticas de o6xido de ferro
(SPIONs) tém se destacado por sua biocompatibilidade, estabilidade, baixo custo e
possibilidade de serem modificadas para se ligarem a moléculas especificas. Uma
estratégia promissora € a incorporagao da Clorina E6 (Ce6) as SPIONs. A Ce6 tem
alta eficacia e baixa toxicidade, mas sua baixa solubilidade compromete seu uso.
Neste contexto, essa dissertagcdo propde a sintese e a caracterizacdo de SPIONs
pelo método de coprecipitagdo, a sintese e caracterizacdo de nanossondas
funcionalizadas com o fotossensibilizador Ce6 e sua aplicagdo na TFD. As
dimensbes das nanoestruturas foram caracterizadas por didametro hidrodinamico,
estabilidade coloidal e composicdo quimica. Posteriormente foram realizados
estudos in vitro para avaliagdo da atividade antitumoral e toxicolégica da TFD na
linhagem celular de glioblastoma humano (M059J).

Palavras-chave: SPIONs, Nanossonda, Terapia Fotodinamica, Clorina E6, Cancer.



ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of death worldwide and remains a major
challenge for healthcare systems, especially in low-resource countries. Traditional
treatments such as surgery, chemotherapy, radiotherapy, and hormone therapy are
still widely used, but they present important limitations, including low selectivity and
severe side effects. With advances in understanding the molecular mechanisms of
cancer, new, more specific and less aggressive therapies are being developed.
Among these, Photodynamic Therapy (PDT) stands out. Despite its advantages,
such as lower toxicity and greater precision, PDT still faces challenges, mainly
related to the low solubility and instability of photosensitizers. To minimize these
limitations, the use of superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) has
gained attention due to their biocompatibility, stability, low cost, and ability to be
functionalized with specific molecules. One promising strategy is the incorporation of
Chlorin e6 (Ceb6) into SPIONs. Ce6 has high efficacy and low toxicity, but its poor
solubility compromises its application. In this context, this dissertation proposes the
synthesis and characterization of SPIONs via the coprecipitation method, the
synthesis and characterization of nanoprobes functionalized with the photosensitizer
Ceb6, and their application in PDT. The nanostructures were characterized in terms of
hydrodynamic size, colloidal stability, and chemical composition. Subsequently, in
vitro studies were conducted to evaluate the antitumor and toxicological activity of
PDT in the human glioblastoma cell line (M059J).

Keywords: SPIONs, Nanoprobes, Photodynamic Therapy, Chlorin E6, Cancer.
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1 INTRODUGAO

O cancer é uma das principais causas de morte no mundo e representa um
enorme desafio para os sistemas de saude, especialmente em paises com recursos
limitados. Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) indicam que, em 2022,
mais de 20 milhdes de novos casos foram diagnosticados e aproximadamente 10
milhdes de pessoas morreram devido a doenga (International Agency for Research
on Cancer, 2024; World Health Organization, 2022). No Brasil, o Instituto Nacional
de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) é o principal érgao responsavel pela
coleta e divulgacdo de estatisticas sobre o cancer. Segundo o INCA, essa
enfermidade é o principal problema de saude publica no pais e esta entre as duas
primeiras causas de morte prematura em individuos com menos de 70 anos
(Instituto Nacional de Cancer, 2022a).

Diante da alta incidéncia e dos elevados indices de mortalidade, o tratamento
do cancer € um dos maiores desafios da medicina moderna. Tradicionalmente, as
principais modalidades terapéuticas incluem cirurgia, radioterapia, quimioterapia e
terapia hormonal, muitas vezes utilizadas em combinacdo (Zhao et al., 2016).
Contudo, esses métodos convencionais apresentam limitagdes significativas, tais
como efeitos colaterais marcantes e baixa seletividade, o que pode levar ao dano de
tecidos saudaveis.

Com o avango da compreensdo dos mecanismos moleculares do cancer,
novas abordagens terapéuticas vém sendo desenvolvidas com o objetivo de destruir
as células tumorais de forma mais especifica e menos invasiva. Essas novas
estratégias buscam reduzir os efeitos colaterais e melhorar a qualidade de vida dos
pacientes, representando um passo importante na evolucdo do tratamento
oncoldgico (Chen et al., 2024).

Neste cenario, a Terapia Fotodindmica (TFD) surge como uma abordagem
terapéutica inovadora e promissora, altamente eficaz e nao invasiva. Uma técnica
que se fundamenta na ativagdo de fotossensibilizadores (FS) por uma fonte de luz
de comprimento de onda adequado, em presenca de oxigénio molecular, resultando
na formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs). Essas espécies altamente

reativas promovem a destruicdo de células tumorais, o colapso da vasculatura
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tumoral e a ativacado de respostas imunoldgicas locais (Zhou et al., 2023). Entre as
vantagens da TFD destacam-se a alta seletividade para tecidos-alvo, a baixa
toxicidade sistémica e a possibilidade de multiplas aplicacbes sem inducao de
resisténcia. No entanto, ainda persistem limitacbes técnicas, como a baixa
solubilidade de muitos FSs, sua instabilidade a luz ambiente e a distribuicdo nao
seletiva no organismo (Li et al., 2023).

Para minimizar essas limitagdes e ampliar o potencial terapéutico da TFD,
diversas estratégias baseadas em nanotecnologia vém sendo desenvolvidas. Nesse
contexto, as nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro (Iron Oxide Nanoparticles
— IONPs), especialmente na forma superparamagnética (SPIONs), tém se destacado
por sua elevada biocompatibilidade, estabilidade quimica, custo acessivel e notavel
capacidade de funcionalizagdo superficial com biomoléculas (Fathy et al., 2021).
Essas propriedades tornam as SPIONs promissoras em uma ampla gama de
aplicagbes biomédicas, incluindo liberacdo controlada de farmacos, hipertermia
magneética, separacao celular, diagndstico por imagem e como plataformas
terandsticas (Affatigato et al., 2023; Elbialy; Aboushoushah; Alshammari, 2019).

A incorporacgao de fotossensibilizadores como a Clorina E6 (Ce6) em SPIONs
representa uma estratégia eficaz para superar algumas limitagdes intrinsecas a TFD.
A Ceb6 é um FS de segunda geragcdo que apresenta maior capacidade fototoxica,
menor toxicidade no escuro e rapida depuragdo do organismo quando comparada
aos compostos da primeira geragao (Amirshaghaghi et al., 2019; Domka et al.,
2023). Contudo, sua baixa solubilidade em agua favorece a agregagcao em meio
fisiolégico, o que compromete sua distribuicdo nos tecidos e reduz a eficiéncia na
geragao de EROs (Hak et al., 2023).

A associagdo entre Ce6 e SPIONs permite melhorar sua estabilidade,
aumentar sua solubilidade e promover um direcionamento mais eficaz ao tecido
tumoral, especialmente quando combinada com estratégias de magneto-orientagao.
Isso ndo apenas amplia a eficacia da TFD, como também reduz os efeitos adversos
sistémicos, contribuindo para um tratamento mais seguro e eficiente. Neste contexto,
nesta dissertacdo foi proposta a sintese e caracterizagdo de nanossondas
funcionalizadas com a Ce6 a partir de nanoparticulas de 6xido de ferro e sua

aplicacdo em terapia fotodindmica in vitro na linhagem celular de glioblastoma.
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1.1 OBJETIVOS

Os obijetivos gerais foram:

- Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de 6xidos de ferro estabilizadas com
o organosilano 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) e funcionalizar com o
fotossensibilizador (FS) Clorina E6 (Ce6) via quimica Carbodiimida;

- Aplicar as nanossondas in vitro na linhagem celular de glioblastoma humano
(M059J).

Os obijetivos especificos sao:

a) Sintetizar as SPIONs e caracterizar o didmetro hidrodinamico e o Potencial
Zeta por meio da técnica Espalhamento Dindmico da Luz (DLS, Dynamic Light
Scattering).

b) Estabilizar as SPIONs com APTES e caracteriza-las pelas técnicas de
Espectroscopia UV-visivel, DLS e Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FT-IR).

c) Estudo de estabilidade das SPIONs@APTES em fungao do pH do meio para
estudo e realizagdo da modificagdo quimica via Carbodiimida.

d) Funcionalizar as SPIONsS@APTES ao FS (Ce6) para a obtencdo das
nanossondas e caracteriza-las pelas técnicas de Espectroscopia UV-visivel,
Espectroscopia de Fluorescéncia, DLS e FT-IR.

e) Avaliar, in vitro, a citotoxicidade das nanossondas na linhagem celular M059J

e verificar sua eficiéncia no uso da terapia fotodinédmica (TFD).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 NANOTECNOLOGIA E NANOMATERIAIS

Nanotecnologia € uma especialidade da ciéncia e da engenharia, que se
insere em um contexto mais amplo da tecnologia. E entendida como aplicagdo
sistematica do conhecimento cientifico para desenvolvimento de solugdes praticas e
inovadoras, e dedica-se ao estudo e compreensdo, manipulagdo e aplicagao de
materiais e estruturas em escala nanométrica, cujas dimensdes encontram-se na
faixa de 0,1 a 100 nm (Begum et al., 2020; Shabatina et al., 2020). Nessa faixa de
tamanho, os materiais podem exibir propriedades fisico-quimicas significativamente
distintas das observadas em suas formas macroscopicas, em virtude de efeitos de
superficie e fenbmenos quanticos que se tornam predominantes.

Neste contexto, nanomateriais podem ter origem natural ou ser obtidos por
processos sintéticos. Entre os naturais, destacam-se as nanoestruturas resultantes
da automontagem molecular, assim como nanomateriais intrinsecos a sistemas
biolégicos, como proteinas, enzimas e o proprio DNA humano. Ja os sintéticos sao
produzidos artificialmente com o objetivo de explorar suas propriedades especificas.
Um exemplo, é o diéxido de titanio (TiO,), que, em escala macroscoépica, apresenta
coloragao branca e € amplamente empregado como pigmento para uniformizagéo de
tonalidades. No entanto, quando sintetizado em escala nanométrica, torna-se
transparente, caracteristica que viabiliza sua aplicacdo em formulagbes de
revestimentos Opticos e protetores solares, conferindo protegdo contra radiagao
ultravioleta sem comprometer a estética do produto final (Candido, 2023). Como
ilustrado na Figura 1, esses nanomateriais, sejam naturais ou sintéticos, possuem
dimensdes que se inserem em uma escala comparativa com diversas estruturas
biolégicas e organismos visiveis, auxiliando na compreensdo de sua magnitude e

aplicacoes.
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Figura 1 - Escala de tamanhos comparando nanomateriais naturais e sintéticos com
organismos e estruturas biolégicas.
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Fonte: Candido (2023).

2.2 NANOPARTICULAS DE OXIDO DE FERRO

As nanoparticulas magnéticas tém se consolidado como uma das classes
mais promissoras dentro do vasto espectro de nanomateriais desenvolvidos,
impulsionadas por suas propriedades magnéticas unicas e pela ampla aplicabilidade
em diferentes areas da ciéncia e tecnologia. Essas nanoparticulas sdo comumente
compostas por metais como ferro, niquel ou cobalto, bem como seus respectivos
Oxidos, e apresentam propriedades fisico-quimicas € magnéticas que possibilitam
sua manipulagdo direcionada por meio de campos magnéticos externos (Ansari et
al., 2022).

A funcionalidade e o desempenho dessas estruturas estdo diretamente
relacionados a caracteristicas intrinsecas como morfologia, tamanho, estrutura
cristalina, composi¢cdo quimica e dispersibilidade. Tais parametros exercem
influéncia critica sobre suas propriedades fisico-quimicas, afetando diretamente a
eficiéncia e adequacgao desses nanomateriais a diferentes aplicacdes, especialmente
no campo biomédico (Candido, 2023).

Neste contexto, as nanoparticulas de o6xido de ferro (IONPs) tém se
destacado significativamente, sobretudo por sua biocompatibilidade elevada,
estabilidade quimica, custo de producgao reduzido e pela facilidade de modificagao
superficial com biomoléculas especificas (Fathy et al., 2021). Essas vantagens tém
favorecido sua incorporagcdo em uma variedade de aplicagdes biomédicas, incluindo
seu uso como agentes de contraste em exames de imagem por ressonancia

magnética, na marcagao e separacgao celular, em terapias baseadas em hipertermia
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magnética (Elbialy; Aboushoushah; Alshammari, 2019), e em plataformas
terandsticas, que integram fungdes terapéuticas e diagndsticas em um unico sistema
(Affatigato et al., 2023; Wu et al., 2020).

Dentre as principais formas de IONPs, destacam-se a magnetita (Fe;0,), a
maghemita (y-Fe,O;) e a hematita (a-Fe,0;3), que se diferenciam quanto a
composi¢cdo quimica, estabilidade, propriedades magnéticas e estrutura cristalina,
como apresentado na Figura 2 (Rost, 2021; Santos, 2023).

Figura 2 - Estrutura Cristalina da Magnetita, Maghemita e Hematita
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A Figura 2 sintetiza as trés principais fases cristalinas de 6xidos de ferro
magnetita (Fe3O4), maghemita (y-Fe203) e hematita (a-Fe203). A magnetita adota a
estrutura do tipo espinélio inverso com simetria clbica. Nessa rede, os &nions (0O?%°)
formam um empacotamento cubico, enquanto os cations ferro ocupam sitios
tetraédricos e octaédricos com ocupacgdo mista de Fe?* e Fe3*. Essa coexisténcia de
estados de oxidagao possibilita o “hopping” eletrénico entre Fe?* e Fe3*, conferindo a
magnetita elevada magnetizagao de saturagdo e comportamento ferrimagnético que,
em particulas  suficientemente  pequenas, pode manifestar-se como
superparamagnetismo devido a flutuacdo térmica dos momentos magnéticos
(Cornell; Schwertmann, 2003; Rost, 2021; Wu et al., 2015).

A maghemita é estruturalmente muito préxima a magnetita, conservando um
arranjo espinélio cubico, porém difere por possuir somente ferro trivalente (Fe3*) e
uma rede com vacancias catidnicas distribuidas. Essas vacancias alteram
ligeiramente os parametros de rede e as intensidades/posi¢des dos picos, de modo
que magnetita e maghemita sao frequentemente confundiveis sem analise detalhada
ou refinamento; contudo, do ponto de vista funcional, a auséncia de Fe?* e as
vacancias reduzem a magnetizagdo comparada a magnetita, produzindo mudangas
na resposta magnética e opticamente uma tonalidade mais marrom-avermelhada
(Cornell; Schwertmann, 2003; Rost, 2021; Wu et al., 2015).

A hematita apresenta uma topologia estrutural distinta: sua rede é do tipo
corindrica/hexagonal (estrutura a, muitas vezes descrita como corindon) e a
organizagao dos anions e cations ndo se aproxima do espinélio. Essa diferenga
geométrica implica propriedades magnéticas fundamentalmente distintas — a
hematita é tipicamente antiferromagnética, com fraca magnetizagdo remanescente
em certas condigbes, e mostra baixa magnetizacdo de saturacédo a temperatura
ambiente e coloragdo avermelhada caracteristica (Cornell; Schwertmann, 2003).

A magnetita e a maghemita, em especial, sdo amplamente empregadas em
contextos biomédicos devido ao comportamento superparamagnético que exibem, a
facilidade no controle do tamanho de particula, a elevada estabilidade coloidal e
area superficial especifica, além de apresentarem baixa toxicidade (Hu et al., 2018;
Ten Hove et al., 2024). Esses atributos conferem-lhes vantagens importantes frente

as nanoparticulas baseadas em niquel e cobalto (Villa et al., 2016; Wu et al., 2020).
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O superparamagnetismo — propriedade caracteristica de nanoparticulas de
dominio magnético unico — é particularmente relevante para a eficacia funcional das
IONPs em sistemas biologicos. Essa propriedade, que surge em razdo das
dimensbes reduzidas das particulas, fundamenta sua classificagdo como
nanoparticulas superparamgnéticas de 6xido de ferro (SPIONs) (Nedyalkova et al.,
2017).

2.3 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE FERRO PELO METODO
DE COPRECIPITAGAO QUIMICA

As SPIONs podem ser sintetizadas por diferentes métodos, que incluem
abordagens fisicas, quimicas e bioldgicas, cada uma com caracteristicas distintas
em termos de controle morfoldgico, reprodutibilidade, custo e escalabilidade. Os
métodos fisicos, embora simples em termos técnicos, apresentam desafios quanto a
reprodutibilidade e ao controle preciso da morfologia e do didametro das
nanoparticulas. Por outro lado, os métodos quimicos sdo amplamente empregados
devido a sua eficiéncia, simplicidade operacional e flexibilidade, permitindo a
obtencdo de nanoparticulas com diversas formas, como esferas, bastonetes,
plaquetas, nanotubos e estruturas porosas ou nao porosas., como apresentado na

Figura 3

Figura 3 - Morfologias de particulas.
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Fonte: Adaptado de Jabbar, Barzinjy e Hamad (2022).

A morfologia final das nanoparticulas é fortemente influenciada pelas
condi¢cdes reacionais, como a natureza dos precursores, a temperatura e o pH do
processo. Ja os meétodos bioldgicos, que utilizam microrganismos, extratos vegetais

ou enzimas, destacam-se pela alta reprodutibilidade, bom rendimento e custos
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operacionais reduzidos, embora apresentem maior complexidade experimental e
demandem maior tempo de processamento (Cretu et al., 2021; Mokhosi et al., 2022).

Dentre as diversas rotas de sinteses, a coprecipitacdo se destaca por ser
uma das abordagens mais simples e eficientes para a sintese de SPIONs. Essa
técnica permite a obtencdo de nanoparticulas funcionalizadas com grupos hidroxila
(-OH) em sua superficie, caracteristica fundamental para aplicacbes biomédicas,
incluindo o tratamento do cancer. A presencga desses grupos promove hidrofilicidade,
biocompatibilidade e estabilidade coloidal, além de fornecer pontos reativos para a
ligacdo de moléculas bioativas, favorecendo estratégias de entrega direcionada e
reduzindo a toxicidade (Diez-Pascual; Rahdar, 2022; Sanita; Carrese; Lamberti,
2020).

A coprecipitagdo (reacdo apresentada abaixo) baseia-se na reagédo entre
sais férricos e ferrosos, na propor¢ao molar de 2:1, com a adicdo de um agente
precipitante, como hidroxido de amonio ou outros hidroxidos alcalinos ou carbonato
de calcio, sob condicbes de temperatura controlada, como exemplificado no

esquema da Figura 4.

Figura 4 - Esquema da reagao de formagao de Fe;O4

Fonte: Elaborado pela Autora.

Para evitar a oxidagado da magnetita (Fe;O,) a maghemita (y-Fe,Os) durante
0 processo, a sintese deve ser realizada em uma atmosfera inerte, utilizando gases

como argbnio ou nitrogénio (Hedayatnasab et al., 2020; Sachdeva et al., 2022;
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Shabatina et al., 2020). Entre as principais vantagens da coprecipitacdo, destacam-
se o alto rendimento, a escalabilidade e a possibilidade de controle parcial sobre as
caracteristicas estruturais das nanoparticulas. Aspectos como o tamanho, a
morfologia e a composicdo das SPIONs s&o influenciados principalmente pela
natureza dos precursores, o pH do meio reacional, a temperatura e a forga ibnica do

meio (Sachdeva et al., 2022; Vangijzegem et al., 2023).

Equacgao 1: Reagao de formagao de Fe30,4

Fe?t + 2 Fe3* + 80H™ — Fe;0, + 4 H,0

2.4 ESTABILIZAGAO DAS NANOPARTICULAS DE OXIDO DE FERRO

As SPIONs destacam-se como sistemas promissores em diversas
aplicagdes biomédicas, com destaque para diagnostico por imagem, entrega dirigida
de farmacos e terapia magnética. Contudo, a viabilidade dessas aplicagdes,
especialmente em ambientes fisiolégicos complexos e estudos in vivo, depende
fortemente da estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas ao longo do tempo. A
manutengdo da estabilidade coloidal e das propriedades superparamgnéticas é
crucial, pois alteragcdes nessas caracteristicas podem comprometer ndo apenas a
eficacia funcional, mas também a seguranga das SPIONs em contextos clinicos
(Friedrich, 2023).

No contexto terapéutico, a hipertermia magnética € uma das aplicagées mais
relevantes dessas nanoparticulas. Essa técnica utiliza SPIONs expostas a um
campo magnético alternado para gerar calor localizado nos tecidos tumorais,
elevando a temperatura entre 41° e 45 °C. Esse aumento de temperatura pode
induzir a morte celular, preferencialmente por apoptose, com minima lesdo aos
tecidos saudaveis devido a maior sensibilidade térmica das células cancerigenas.
Além disso, a vascularizagdo anémala dos tumores favorece a retencdo das
nanoparticulas, potencializando a eficacia do tratamento. Diferentemente de terapias
fotoativadas, como a terapia fotodinamica, que dependem de reacdes fotoquimicas

para gerar espécies reativas de oxigénio, a hipertermia magnética baseia-se no
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dano térmico controlado, o que a torna uma alternativa ou complemento relevante
em protocolos oncoldgicos (Santos, 2023).

Entre os métodos de sinteses, a coprecipitacdo destaca-se como uma
abordagem amplamente utilizada, devido a sua simplicidade operacional, baixo
custo e reduzido impacto ambiental. No entanto, essa abordagem frequentemente
resulta na formacdo de nanoparticulas com ampla distribuigdo de tamanhos e
elevada tendéncia a aglomeracdo, reflexo direto da alta raz&do area
superficial/volume, forte magnetizacdo e das intensas interagdes intermoleculares,
como forgas de Van der Waals e interagdes dipolo por cargas (Pawlik et al., 2022).
Esse comportamento favorece a formagdo de aglomerados magneticamente
estaveis, que perdem o carater superparamagnético, propriedade essencial para que
as nanoparticulas ndo retenham magnetismo residual apés a remocéo do campo
externo — condigao indesejavel que favorece a sedimentacao, reduz a estabilidade
coloidal, eleva a toxicidade e inviabiliza seu uso em sistemas bioldgicos
(Aboushoushah et al., 2021).

A tendéncia natural das SPIONs a agregagéao e oxidacao esta relacionada a
sua alta energia superficial e instabilidade termodinémica, tornando indispensavel a
adocgao de estratégias eficazes de estabilizagcao (Hu et al., 2018). Neste contexto, a
modificagao superficial das SPIONs configura-se como etapa essencial para garantir
ndo apenas estabilidade estrutural, mas também a biocompatibilidade e a
funcionalidade desejadas. Diversos tipos de revestimentos tém sido utilizados com
éxito para essa finalidade, incluindo surfactantes anibnicos, polimeros
biocompativeis e materiais inorganicos como silica, ouro e gadolinio, os quais
auxiliam na prevencéo da oxidacado e da aglomeragéo, além de promoverem maior
dispersao coloidal e prolongada circulagao sistémica (Cretu et al., 2021).

Dentre as abordagens de modificacdo superficial, destaca-se o uso de
agentes funcionalizantes que promovem maior controle sobre a interagdo das
nanoparticulas com o meio biolégico. Um exemplo amplamente explorado é o 3-
aminopropiltrietoxissilano (APTES), um silano funcional que atua como agente de
acoplamento entre a superficie inorganica das SPIONs e grupos funcionais externos
(Figura 5). A reagao de silanizagdo mediada pelo APTES permite a introdugao de
grupos amino na superficie das nanoparticulas, os quais ndo apenas favorecem a

disperséo coloidal, mas também viabilizam a conjugagdo com biomoléculas, como
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proteinas, anticorpos ou peptideos especificos. A figura 6 apresenta a
funcionalizagcdo com APTES, que contribui para o aumento da estabilidade em meio
aquoso e facilita a internalizacdo celular, além de expandir as possibilidades de
aplicacdo das SPIONs em estratégias de separacdo celular, liberagdo dirigida de

farmacos e diagnostico molecular (Santos, 2023; Mai; Hilt, 2019; Tsave et al., 2024).

Figura 5 - Estrutura molecular do APTES.
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Fonte: Elaborado pela Autora.

Segundo a teoria Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO), o
comportamento coloidal é regido pelo balango entre for¢as atrativas e repulsivas, o
que reforca a importancia de um revestimento adequado para evitar a agregacao
espontédnea das nanoparticulas em meios biologicos (Vangijzegem et al., 2023).
Além disso, o comportamento superparamagnético, resultante da presenga de um
unico dominio magnético por nanoparticulas, € fundamental para que as SPIONs
respondam apenas na presenca de um campo magnético externo, sem
apresentarem magnetizagao remanescente (Nedyalkova et al., 2017). A preservagao
dessa propriedade esta diretamente associada a estabilidade coloidal e estrutural,

reiterando a necessidade de uma modulagao criteriosa tanto das condi¢cdes de
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sintese quanto das estratégias de funcionalizagao superficial, visando a seguranca e

a eficacia das SPIONs em aplicagbes biomédicas.

Figura 6 - Representagcdo da modificacdo quimica das SPIONs com APTES
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Fonte: Elaborado pela Autora.

2.5 CANCER CEREBRAL

O cancer ocorre quando células saudaveis sofrem mutacdes em seu DNA e
passam a se multiplicar de forma descontrolada, formando tumores. Esses tumores
podem ser benignos, quando permanecem localizados, ou malignos, quando tém
capacidade de invadir outros tecidos e 6rgaos, causando metastases. Os tumores
malignos costumam ter caracteristicas especificas, como ambiente acido, falta de
oxigénio (hipoxia), vasos sanguineos desorganizados e alta pressdo no fluido
intersticial, o que favorece seu crescimento e dificulta o tratamento (Manescu et al.,
2024).
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Entre os varios tipos de cancer, os tumores do sistema nervoso central (SNC)
sao menos comuns, mas extremamente complexos. No Brasil, sdo esperados cerca
de 11.490 novos casos por ano entre 2023 e 2025, com uma distribuicdo
relativamente equilibrada entre homens e mulheres. Em 2020, esses tumores
causaram 9.355 mortes no pais (Instituto Nacional de Cancer, 2022a). Apesar de
sua menor incidéncia, eles apresentam alta mortalidade e podem causar sérios
prejuizos neurologicos.

A origem dos tumores do SNC ainda ndo é totalmente conhecida. Fatores
hereditarios e genéticos estdo envolvidos, mas a radiagcao ionizante é o fator de risco
mais bem comprovado. A diversidade de tipos tumorais e a baixa frequéncia desses
casos dificultam o entendimento completo de suas causas (Instituto Nacional de
Cancer, 2022b).

Entre os tumores cerebrais, o glioblastoma multiforme (GBM) é o mais
agressivo e letal. Ele se origina de astrocitos, células que dao suporte aos
neurénios, e corresponde a cerca de 40% a 50% dos tumores malignos do cérebro.
O GBM tem crescimento rapido e infiltrativo, dificultando a remocao completa por
cirurgia. Além disso, apresenta grande resisténcia a radioterapia e a quimioterapia
(Yu et al., 2022).

O tratamento padrao para o GBM envolve cirurgia, seguida de radioterapia e
quimioterapia com temozolomida. Em alguns casos, também se utiliza um dispositivo
que emite campos elétricos para dificultar a divisdo das células tumorais. No
entanto, mesmo com essas abordagens, a sobrevida média dos pacientes é de
apenas 12 a 15 meses, e menos de 10% sobrevivem por cinco anos apés o
diagndstico. Recorréncias sdo muito comuns e ocorrem em até 90% dos casos,
geralmente préximas ao local da lesdo inicial (Instituto Nacional de Cancer, 2022A;
Pouyan et al., 2025).

Diante desse cenario, € urgente o desenvolvimento de novas estratégias de
tratamento mais eficazes e direcionadas. Investimentos em pesquisas que explorem
0s mecanismos moleculares do tumor e em novas tecnologias terapéuticas sao
fundamentais para melhorar o progndstico e a qualidade de vida dos pacientes com
glioblastoma.
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2.6 TERAPIA FOTODINAMICA

A fototerapia representa uma abordagem terapéutica minimamente invasiva
que utiliza a luz como ferramenta para ativar agentes fotoativos em tratamentos
meédicos, especialmente no combate ao cancer. Essa técnica baseia-se no uso de
substancias capazes de responder a luz, como fotossensibilizadores ou agentes
fototérmicos, que, uma vez ativados por fontes luminosas especificas, como LEDs
ou luz infravermelha proxima (NIR), desencadeiam reag¢des localizadas capazes de
destruir células tumorais com minima agressao aos tecidos saudaveis (Molkenova et
al., 2022).

Entre as modalidades de fototerapia, destaca-se a terapia fotodinamica
(TFD), caracterizada por sua elevada seletividade e baixa toxicidade sistémica. A
TFD combina trés componentes essenciais: um fotossensibilizador (FS), uma fonte
de luz e a disponibilidade de oxigénio molecular no tecido. A ativagao do FS por luz
de comprimento de onda apropriado promove a transferéncia de energia para o
oxigénio, gerando espécies reativas de oxigénio (EROs), que induzem danos
celulares irreversiveis, levando a morte celular, destruicdo da vasculatura tumoral e
ativagao de respostas imunoldgicas locais (Zhou et al., 2023).

O mecanismo da terapia fotodindmico segue uma sequéncia bem definida, é
ilustrado na Figura 7: o FS absorve a energia luminosa e transita do estado
fundamental (S,) para o estado excitado singleto (S;). Esse estado pode decair
emitindo fluorescéncia ou sofrer cruzamento intersistemas para o estado tripleto (T,),
mais duradouro e reativo. A partir dai, podem ocorrer dois caminhos principais: no
mecanismo Tipo |, ha transferéncia de elétrons ou atomos de hidrogénio, gerando
radicais livres e EROs como superédxido e peroxido de hidrogénio; no mecanismo
Tipo Il, a energia é transferida diretamente ao oxigénio molecular, produzindo
oxigénio singleto ('0O,), altamente oxidante. Ambos os processos culminam em
estresse oxidativo intenso, capaz de induzir apoptose, necrose ou autofagia, além de
comprometer a vascularizagdo tumoral e estimular o sistema imune (Kwiatkowski et
al., 2018; Domka et al., 2023).

A eficacia da TFD esta diretamente relacionada ao comprimento de onda
utilizado, que deve coincidir com o pico de absor¢do do FS e garantir penetragao

adequada nos tecidos. Agentes fotossensibilizadores podem ser ativados por luz
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visivel (400—-700 nm) ou na regiao do NIR (700-900nm), sendo esta preferida em
aplicagdes clinicas devido a sua maior capacidade de penetragao tecidual. Diversas
fontes de luz, como lasers de alexandrita, lasers de corante e lasers de diodo, séo

utilizadas de acordo com as caracteristicas Opticas do agente empregado (Gan et
al., 2023).

Figura 7 - Representagdo do mecanismo da TFD em céancer cerebral
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Historicamente, os FS evoluiram em trés gerag¢des. Os de primeira geracgao,
como a hematoporfirina e seus derivados (Photofrin®), apresentavam baixa pureza,
absorcao restrita no comprimento de onda ~630 nm e longa permanéncia no
organismo, aumentando o risco de fototoxicidade (Domka et al., 2023). Os de
segunda geragao, como clorinas, ftalocianinas e o pro-farmaco 5-ALA, mostraram
maior pureza, absorgdao em comprimentos de onda mais longos e eliminagédo mais
rapida, mas ainda apresentavam limitagdes de solubilidade e seletividade. Os de
terceira geragcédo associam moléculas fotoativas a sistemas de direcionamento, como
anticorpos, peptideos ou nanocarreadores, aumentando a seletividade tumoral e
reduzindo danos a tecidos saudaveis (Correia et al., 2021).

Uma das principais vantagens da TFD €& que, para a maioria dos FS, a acao
citotdéxica ocorre apenas na presenca de luz, reduzindo a toxicidade fora do local
irradiado (Oluwajembola et al., 2024). No entanto, nem todos os FS permanecem
totalmente inativos no escuro: alguns derivados de porfirinas ou ftalocianinas nao
otimizadas, bem como compostos organocalcogénios, podem apresentar toxicidade
intrinseca mesmo sem luz, seja por auto-oxidagao, produgéo espontédnea de EROs
ou interagdes inespecificas com membranas celulares (Kwiatkowski et al., 2018).

Avancos recentes na sintese de novos FS e no uso de nanomateriais como
sistemas carreadores tém ampliado o potencial terapéutico da TFD, garantindo
maior seletividade, controle da farmacocinética e eficiéncia na geracdo de EROs.
Tais inovagdes consolidam a TFD como uma estratégia promissora na terapia do
cancer, com potencial para aplicagcbes mais amplas na pratica clinica
(Amirshaghaghi et al., 2019; Chen et al., 2024).

2.7 CLORINA E6

A Ce6 é um fotossensibilizador de segunda geragao (estrutura quimica
apresentada pela Figura 8) com grande potencial para aplicagdo em TFD. Em
comparagao aos compostos da primeira geragdao, como os derivados de
hematoporfirina, a Ce6 apresenta vantagens importantes. Entre elas estdo a maior
eficacia na destruicdo de células tumorais, menor toxicidade na auséncia de luz e
rapida eliminagdo do corpo, o que ajuda a reduzir os efeitos colaterais do

tratamento.
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Figura 8 - Estrutura molecular da Clorina E6.

OH

OH

Fonte: Adaptado de Hak et al. (2023).

Uma das caracteristicas mais relevantes da Ce6 €& sua capacidade de
fluorescéncia quando excitada por luz na faixa de 660 a 670 nm. Esse comprimento
de onda permite uma penetragcao mais profunda da luz nos tecidos humanos, o que
melhora a eficacia terapéutica e permite também o uso da Ce6 como agente de
imagem fluorescente (Amirshaghaghi et al., 2019; Domka et al., 2023).

Apesar dessas qualidades, a aplicacdo clinica da Ce6 ainda apresenta
desafios. O principal problema é sua baixa solubilidade em agua, o que favorece a
agregacao das moléculas em meio fisiologico. Essa agregacao dificulta sua
distribuicdo adequada no organismo e reduz a produgao de espécies reativas de
oxigénio (ROS), que séo essenciais para o efeito fotodinadmico (Hak et al., 2023).

Para superar essas limitacdes, tém-se desenvolvido diferentes sistemas de
liberacdo de farmacos, como nanocarreadores e plataformas de liberagao
controlada. Esses sistemas buscam melhorar a estabilidade da Ce6, aumentar sua
solubilidade e direcionar de forma mais eficaz o FS para os tumores. No entanto,
muitos desses métodos ainda enfrentam dificuldades, como baixa reprodutibilidade e

perda de eficiéncia terapéutica apds a modificacdo da molécula. Assim, novos
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estudos continuam sendo realizados para desenvolver formulagbes da Ce6 que
sejam estaveis, eficientes e clinicamente viaveis. Com esses avangos, espera-se
ampliar o uso da Ce6 na TFD e melhorar os resultados no tratamento de diferentes

tipos de cancer (Domka et al., 2023).

2.8 NANOSSONDAS

Nanossondas sao nanoestruturas multifuncionais desenvolvidas para atuar
de forma precisa no diagnéstico e, principalmente, no tratamento do cancer. Elas
podem ser produzidas a partir de diferentes nanomateriais, como nanoparticulas de
ouro, oxido de ferro, pontos quanticos, lipossomas e polimeros biodegradaveis.
Essas estruturas podem ser funcionalizadas com moléculas direcionadoras, como
anticorpos e peptideos, capazes de reconhecer marcadores tumorais especificos
(Carrese; Sanita; Lamberti, 2022). Essa caracteristica aumenta a seletividade para
células cancerigenas, reduzindo danos aos tecidos saudaveis e minimizando efeitos
colaterais.

Algumas formulagdes sao projetadas para carregar simultaneamente mais
de um tipo de composto ativo. Um exemplo € a incorporagdo, em uma mesma
nanoparticula, de um fotossensibilizador (FS) e de uma biomolécula direcionadora.
Essa combinagdo permite, ao mesmo tempo, o reconhecimento especifico de
células tumorais e a ativacao terapéutica pela luz, como na terapia fotodinamica
(TFD). Essa abordagem potencializa a eficacia do tratamento, reduzindo a
exposicdo de tecidos nao afetados e possibilitando estratégias de acdo mais
precisas (Candido et al., 2022; Vieira et al., 2022).

No tratamento oncoldgico, as nanossondas podem transportar diferentes
agentes, como quimioterapicos, fotossensibilizadores ou moléculas para terapia
génica, liberando-os de forma controlada no local do tumor. Essa liberagao pode ser
desencadeada por condicdes especificas do microambiente tumoral, como meio
acido, presencga de enzimas ou estimulos externos, como luz e calor (Azimizonuzi et
al., 2025). Assim, é possivel aumentar a eficacia terapéutica e reduzir a toxicidade
sistémica.

Entre os avancgos recentes, destacam-se nanossondas que operam na faixa

do infravermelho proximo (NIR), capazes de penetrar profundamente nos tecidos,
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permitindo tratamentos mais eficientes para tumores solidos. Um exemplo € o uso de
pontos quanticos modificados com catalase e peptideo RGD, que, além de liberarem
agentes terapéuticos, aliviam a hipdxia tumoral e estimulam a resposta imune,
resultando em maior destruicdo das ceélulas malignas e aumento da sobrevida em
modelos pré-clinicos (Zhou et al., 2021).

Outro recurso promissor sdo as nanossondas magnéticas, que podem ser
direcionadas por campos magnéticos externos para concentrar o tratamento na
regido tumoral. Associadas a agentes terapéuticos, permitem controlar a distribuigao
do medicamento e, em alguns casos, gerar calor local para destruir células
cancerigenas por hipertermia (Jiao et al., 2022).

Apesar dos avancgos, ainda existem desafios a serem superados, como a
necessidade de garantir biocompatibilidade elevada, estabilidade no organismo e
producdo em larga escala com reprodutibilidade. Questbes relacionadas a
heterogeneidade tumoral e a resposta individual dos pacientes também representam
barreiras para sua aplicagao clinica mais ampla. Mesmo assim, essas tecnologias
figuram entre as estratégias mais promissoras para tornar os tratamentos contra o

cancer mais seletivos, seguros e eficazes.
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3 MATERIAL E METODOS

As SPIONs foram primeiramente sintetizadas pelo método de coprecipitagao
quimica, posteriormente revestidas com um agente de acoplamento silano e
funcionalizadas com a Ce6 para a formacao de nanossondas. Essas solugdes
coloidais foram entdo caracterizadas por analise de espectroscopia de UV-visivel
para determinacdo das concentragcdes de ferro, por DLS e Potencial Zeta para
determinacédo do didametro hidrodindmico e da estabilidade, por FT-IR para
confirmacgao da presenga de grupos funcionais e por analise de fluorescéncia. Apos
toda a caracterizagdo, as nanoparticulas foram estudadas in vitro na linhagem
celular M059J para analise tempo de incorporagdo e internalizagdo das

nanossondas.

3.1 SINTESE DAS SPIONs

As SPIONs foram sintetizadas pelo método de coprecipitagdo, assim como
descrito por Massart (1981). O protocolo de sintese de Mérida e colaboradores
(2015), foi adaptado por meio de uma colaboragdo entre o Laboratério de
Nanossensores e o0 Rinaldi Research Laboratory da University of Florida. Nesta
sintese, solugcdes de cloreto de ferro Il (FeCl2.4H20) e Il (FeCls.6H20)
respectivamente a 0,2 mol. L" e 0,4 mol. L', foram individualmente preparadas em
100 mL de agua ultrapura previamente desoxigenada com gas nitrogénio por 30 min.
Em seguida os sais foram solubilizados através da ultrassonicacdo em banho e
misturados. Uma agitacdo de 250 rpm, a 85 °C e pH da solugéo entre 8 e 9 foram
mantidos durante toda a sintese e a precipitacdo dos oxidos de ferro ocorreu por
meio da adicdo de 35 mL de hidréxido de aménio (NH4OH). Apds o resfriamento,
aliquotas da amostra foram centrifugadas e os sobrenadantes descartados. A
estabilizacdo da superficie das SPIONs foi realizada por meio da adicdo de 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES) (CeH23NO3Si) a partir de um método adaptado de
Ebrahiminezhad et al. (2015). As SPIONs sintetizadas foram dispersas em uma
solucao de etanol e agua, em seguida o reagente APTES foi gotejado. A solucéao foi
levada ao ultrassom de ponta com alta energia por 60 min sob atmosfera de

nitrogénio e, em seguida separadas magneticamente, com descarte do
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sobrenadante. Em seguida, foram submetidas a ciclos de purificagdo com etanol e
agua, o sobrenadante descartado e ressuspendidas novamente em agua. Apos a

estabilizacdo, o pH das SPIONs@APTES foi ajustado para um meio acido.

3.2 SINTESE DA NANOSSONDA E MODIFICAGAO QUIMICA VIA
CARBODIIMIDA

As nanossondas foram produzidas utilizando SPIONs@APTES previamente
sintetizadas, as quais foram funcionalizadas ao fotossensibilizador Ce6. A molécula
da Ceb6 possui trés grupos carboxilicos que por meio da ligagao amida foram ligados
ao terminal amino (-NH2) das nanoparticulas. O 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC, Sigma Aldrich, 22980) favorece a ligacdo dos grupos
carboxilicos com o sulfo-NHS (N hydroxysulfosuccinimide, Thermo Scientific, 24510),
formando um éster mais estavel que o o-acilisoureia, 0 que permite uma conjugacgéao
mais eficiente e uma ligacdo amida estavel, como exemplificado na Figura 9. A
razdo molar dos reagentes foram: 1 Ce6 (8,4 mM): 25 Sulfo NHS (187,5 mM): 10
EDC (83,5 mM) (Castilho; Hewitt; Raniero, 2017).

Figura 9 - Representacédo da reagao de formagao da amida.
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Fonte: Sigma Aldrich, 2024.
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3.3 CARACTERIZAGAO DOS NANOMATERIAIS

3.3.1 Anadlise de Espectroscopia de UV-visivel

As amostras de SPIONs@APTES foram caracterizadas pela técnica de
Espectroscopia de UV-Visivel em um espectrofotdbmetro DeNovix DS-11, na regido
de 190-840 nm com resolucdo espectral de 1 nm. Os espectros foram adquiridos
pela transmissdo da luz por meio de uma gota de amostra pipetada entre as
superficies superior e inferior com caminho 6ptico auto-ajustavel entre 0,02 - 0,5
mm, sendo a superficie de pipetagem das amostras composta por aco inoxidavel e a
janela de safira (inferior) e fibra de quartzo (superior). Em todas as leituras, 2 yL das
amostras foram medidos e os resultados plotados com o auxilio do programa
OriginPro versao 8.5.1. A concentragao de ferro presente nas SPIONs@APTES foi
determinada mediante a ensaios de o-fenantrolina, com resultados também obtidos

por Espectroscopia de UV-visivel.

3.3.2 Analise de DLS

A analise de DLS determinou o didmetro hidrodindmico das solugdes
coloidais, por meio do equipamento ZetaSizer nano — ZS90 da Malvern, sendo o
indice de refragao utilizado para as SPIONs@APTES igual a 1,450. No equipamento
foi definido o tempo de equilibrio de 120 s, com temperatura de 25°C. Um volume de
500 uL de nanoparticula foi adicionado a cubeta de poliestireno (modelo ZEN0118,
Sarstedt), para verificar a distribuicdo de tamanho das particulas, no modo “Size”, o
angulo de medida utilizado foi de 90°, sendo realizado 3 medidas, com um numero
de corrida igual a 10 e tempo de duragao de 30 s. Foi realizada uma média e com o

auxilio do programa OriginPro verséo 8.5.1, os dados exportados foram plotados.
3.3.3 Analise de Potencial Zeta
A analise do Potencial Zeta determinou a estabilidade e a carga superficial

das solugdes coloidais, no modo “Zeta” por meio do mesmo equipamento da analise

de DLS, quando um diferencial de potencial elétrico foi aplicado por meio de uma
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cubeta com eletrodos de ouro. As solugdes coloidais foram adicionadas as cubetas
capilares com eletrodos (modelo DTS1070, Malvern) com o auxilio de uma seringa,
sem a formacdo de bolhas de ar. O modelo matematico definido foi de
Smoluchowski, uma média de trés analises por amostragem foi realizada para a
obtencao dos resultados e, com o auxilio do programa OriginPro versao 8.5.1, os

dados exportados foram plotados.

3.3.4 Anidlise de FT-IR

Os produtos de sintese das particulas e nanossondas foram caracterizados
por meio dos modos vibracionais das ligagbes quimicas. A analise de FT-IR foi
realizada em um espectrofotdbmetro FT-IR por transformada de Fourier da Agilent
(modelo Cary 630), equipado com acessoério de refletancia total atenuada com
pedestal de aco inox e cristal de diamante, localizado no Laboratério de
Nanossensores (LNS) (IP&D/UNIVAP). Os espectros foram obtidos na faixa
espectral de 4000-450 cm™', com resolugéo espectral de 4 cm™, sendo a média de
64 varreduras/ponto. O background foi feito com o cristal limpo em atmosfera
ambiente. As SPIONs foram pipetadas e secas no pedestal do equipamento para

melhor obtencao das absor¢des nos espectros.

3.3.5 Analise de pH

A analise do pH do meio foi realizada no titulador da Metrohm (modelo 848
Titrino Plus), para corroborar com a andlise de estabilidade das SPIONS@APTES
utilizando a curva dos valores do Potencial Zeta e Diametro Hidrodindmico em

funcao do pH do meio.

3.3.6 Quantificagao de Ferro

A concentracao de ferro presente nas SPIONs foi determinada por meio da
espectroscopia UV-visivel, com protocolo desenvolvido no Rinaldi Research
Laboratory da University of Florida. As SPIONs estabilizadas com APTES foram

digeridas em acido nitrico (HNOs3) a 70% em banho seco a 101°C por
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aproximadamente 12 horas. Posteriormente, a amostra digerida foi evaporada a
115°C, seguido da adigdo de agua deionizada. Para a redugao dos ions Fe3*a Fe?,
adicionou-se cloridrato de hidroxilamina (NH20H. HCI).

ApoOs a reducao, acetato de sddio (NaO2CCHs) foi adicionado como agente
tamponante e adicionou-se a 1,10-fenantrolina monohidratada (Ci,HgN,. H,O),
agente responsavel pela formagdao do complexo Fe (Il) - ortofenantrolina que
apresenta absorbancia maxima em 508 nm. Uma curva de calibragao foi preparada
a partir de concentragbes de ferro conhecidas e por meio de regressao linear foi

determinada a concentracao das amostras (Mérida et al., 2015; Unni et al., 2017).

3.3.7 Analise de Fluorescéncia

A emissao da fluorescéncia das nanossondas foi realizada para caracterizar
a presenga da Ce6. A analise foi caracterizada por um leitor de microplaca modelo
VANTAstar da marca BMG Labtech, com monocromadores de filtro variavel linear de
excitacao e emissado. Nos parametros do monocromador foi utilizado uma excitagao
em 388-412 nm e uma faixa de 425 nm até 740 nm com resolugao de 1 nm para o
espectro de emissdo de fluorescéncia. Para a medicdo o volume de 200 uL de
amostra foi adicionado a uma placa de 96 pocgos, o ganho da fotomultiplicadora foi

de 1000 com 200 varreduras por analise.

3.4 CULTURA CELULAR DA LINHAGEM M059J

A linhagem celular de glioblastoma maligno, M059J, proveniente do Banco
de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), foi cultivada em garrafas estéreis de
polipropileno de 25 cm? com meio de cultura DMEM/F-12 HAM (Sigma Life Science,
D8900), suplementado com 10% (v/v) de Soro Fetal Bovino (Life Technologies,
16000-044) e 0,05 mM de aminoacidos n&o-essenciais. A cultura celular foi mantida
em estufa de crescimento a 37°C em uma atmosfera de 95% (ThermoFisher
Scientific, series 8000 Water-Jacketed CO:2 Incubator). O meio foi substituido a cada
dois dias e as células subcultivadas a cada 15 dias. Todos os experimentos com
essa linhagem foram realizados em triplicata.
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3.5 ANALISE DO TEMPO DE INTERNALIZAGAO DAS NANOSSONDAS

A analise do tempo de internalizacido foi realizada para determinar a
intensidade de emissdo das nanossondas que permaneceram internalizadas na
célula tumoral por meio do leitor de microplaca modelo VANTAstar da marca BMG
Labtech. A linhagem utilizada foi a M059J. O protocolo de analise utilizado foi o
meétodo de fluorescéncia, modo pontual (endpoint) no comprimento de onda de 660
nm, 6tica bottom, no qual o feixe incidente € abaixo da amostra e com ganho da
fotomultipliadora de 1000. Para a analise, as células foram plagueadas com uma
densidade de 1 x 10° células/mL em uma placa de 96 pocos. Apds 24h de ades3o,
foi adicionada ao meio de cultura, as nanossondas com concentragéo final de 2,7
pg/mL da Ce6 e tempos de incubagao de 60, 90, 120, 180, 240 e 300 minutos.
Decorridos os periodos de incorporagao, as células foram lavadas com 150 uL de
solugdo de tampao fosfato-salino (PBS 1x, pH 7.4) e foi realizada a leitura. Para a
realizacdo da estatistica e plotagem dos graficos foi utilizado o programa OriginPro

versiao 8.5.1.

3.6 ENSAIO DE TERAPIA FOTODINAMICA EM CULTURA CELULAR

Para o ensaio de TFD, a suspensdo de 1x10% células/mL (M059J) foi
aplicada em placas de 96 pogos contendo meio de cultura completo. Apds 24 h de
adesao celular, o meio foi substituido pelas Nanossondas. As células foram
mantidas em contato com a substancia por 1 h e 30 minutos, sob condigdes de
cultivo. Decorrido o tempo de incorporacdo, o meio contendo a substancia foi
removido, os pogos foram lavados com PBS e foi adicionado um novo meio de
cultura completo para a irradiagéo utilizando o LED Irrad-Led5 660 (Biopdi) do
Laboratério de Terapia Fotodinamica (IP&D/UNIVAP), no comprimento de onda de
660 nm, com poténcia de 36,8 mW, na dose de 36,8 J/icm? sendo a placa

posicionada a 1,5 cm de distancia da fonte de irradiagéo.
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3.7 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE DAS NANOSSONDAS

A viabilidade celular da linhagem MO059J foi analisada por meio de trés
abordagens complementares, de forma a assegurar uma avaliagdo abrangente e
confiavel. Empregou-se os ensaios colorimétrico com MTT (3-(4,5-dimetil) tiazol-2-il-
2,5-difenil brometo de tetrazolio, Sigma Aldrich, M5655), método de exclusao
utilizando o corante Azul de Tripan (3,3'- (3,3'-dimetil[1,1'-bifenil] -4,4'-diyl) bis (azo)]
bis [5-amino-4-hidroxynaphthaleno-2,7- disulfonato, Sigma Aldrich, T8154) e o
ensaio de Resazurina (7-Hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona-10-6xido resazurina, sal
sodico, Sigma Aldrich, R7017).

O teste de MTT é um ensaio versatil e reconhecido por sua capacidade
quantitativa de mensurar a atividade mitocondrial e € amplamente utilizado em
estudos de proliferacao e citotoxicidade (Berridge; Herst; Tan, 2005). Este ensaio
teve a finalidade de investigar a variacdo da atividade mitocondrial da linhagem
celular apds a aplicacao das nanossondas. Seu método baseia-se na reducio do sal
tetrazolio pela agdo das enzimas desidrogenases mitocondriais ativas, resultando a
formacao de cristais de formazan de coloragao violeta, sendo a intensidade dessa
coloragao proporcional ao numero de células viaveis. A leitura da absorbancia foi
realizada a 570 nm, utilizando-se o espectrofotdbmetro VANTAstar da marca BMG. O

valor da atividade mitocondrial foi determinado pela Equagéo 2.

Equacéao 2: Calculo da atividade mitocondrial em porcentagem.

Absarnostr‘a - Absbr‘anco

Atividade Mitocondrial (%) = ( ) X 100

Abscontr'oie - Absbr‘anco

O método de exclusédo do corante Azul de Tripan € um ensaio que permite
diferenciar células viaveis de nao viaveis com base na integridade da membrana
plasmatica, assim, avaliou a viabilidade celular, com coloragédo em azul das células
inviaveis e translucidas as células viaveis. Por meio do microscopio invertido NIB-
100 (Bel Equipamentos Analiticos) foram obtidas 30 imagens pelo programa Future
WinJoe versao 1.0.7.9. A contagem celular foi realizada no programa ImageJ,

versao 1.48, e calculadas por meio da Equacéo 3.
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Equacido 3: Calculo da viabilidade celular do método de exclusao com corante Azul de Tripan

em porcentagem.

Numero de células translicidas

Viabilidade Celular (%) = ( ) X 100

Numero total de células

Além dos ensaios de MTT e o método de exclusdo de Azul de Tripan,

também se empregou o ensaio de Resazurina.

Equacéao 4: Calculo da viabilidade celular do ensaio de Resazurina em porcentagem.

RFUamostm - RFUDI‘GHCO
RFUcontr'oIe - RFUDI‘GHCO

Viabilidade Celular (%) = ( ) x 100

A interpretacdo dos resultados considerou os critérios estabelecidos pela
ISO 10993-5/2009, segundo os quais valores de viabilidade inferiores a 70% indicam
potencial citotéxico. Dessa forma, a combinagcdo dessas metodologias possibilitou
uma analise robusta do efeito das nanossondas sobre a viabilidade celular,
correlacionando alteragcdes na atividade mitocondrial, integridade de membrana e
metabolismo global das células da linhagem MO059J, sendo todas as analises
conduzidas em triplicata para garantir consisténcia, reprodutibilidade e confiabilidade

dos resultados.
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4 RESULTADOS

Nesta sessao sao apresentados os resultados experimentais obtidos no
desenvolvimento desta dissertacéo, iniciando com a sintese e caracterizacdo das
nanoparticulas de éxido de ferro (SPIONs) antes e apos estabilizagdo, seguindo pelo
processo de funcionalizagdo para formagao das Nanossondas e caracterizando-as,

finalizando com apresentagao da citotoxicidade das nanossondas produzidas.

41 CARACTERIZAGAO DAS SPIONS E SPIONS@APTES

ApoOs o processo de sintese, observou-se que a solugao de SPIONSs tinha
coloragao preta e apresentava interagdo com o campo magnético externo aplicado
(ima de Neodimio), fatores que indicam a formagao do Fe3Oa4. A tonalidade escura é
tipica da magnetita, resultado de sua estrutura cristalina e propriedades eletrénicas,
que favorecem forte absorgdo de luz na regido visivel. Essa aparéncia difere da
observada em outros 6xidos de ferro: a maghemita (y-Fe,O3) apresenta cor marrom-
avermelhada a marrom-escura, enquanto a hematita (a-Fe,0O3) possui coloragao
vermelho-terrosa caracteristica, ambas determinadas por diferengas na organizagéo
cristalina e nos estados de oxidacao do ferro.

Na Figura 10 sao apresentados os dados de DLS, que indicaram didametro
hidrodinamico médio de 2,404 um com indice de polidispersividade (Pdl) 0,173 para
SPIONs sem estabilizante (Figura 10a), o que demonstra a presenga de agregados
significativos e uma ampla distribuicdo de tamanho, além de apresentarem um valor
de Potencial Zeta médio de -17,2 mV (Figura 10b).
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Figura 10 - Distribuicdo de tamanho e de potencial elétrico das SPIONs
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Fonte: Elaborado pela Autora.

Por outro lado, as SPIONs apés estabilizadas apresentaram um didametro
médio de 175,6 nm, um valor de Pdl 0,262 (Figura 11a) e um valor de Potencial Zeta
médio de +39,3 mV (Figura 11b), o que confirma que o agente de acoplamento
silano APTES melhora a distribuicdo de tamanho e assim como a sua estabilidade
coloidal, visto que antes da estabilizagdo as SPIONs apresentavam um valor na
regido de instabilidade, compreendida entre —30 mV e +30 mV, onde as forcas de
repulsao eletrostatica sao insuficientes para impedir a aglomeragao.

A mudancga do Potencial Zeta para valor positivo decorre da presenga dos
grupos amino (-NH;) do APTES na superficie das nanoparticulas, que, em meio
aquoso levemente acido ou préximo ao pH fisioldgico, sofrem protonagao, formando
grupos —NH;*. Essa modificacdo superficial ndo apenas altera a carga das
particulas, mas também intensifica a repulsdo eletrostatica entre elas, reduzindo a
tendéncia a agregacao e garantindo maior estabilidade da suspensdo ao longo do
tempo.

75
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Figura 11 - Distribuicdo de tamanho e de potencial elétrico das SPIONs@APTES.
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Fonte: Elaborado pela Autora.

Na Figura 12 é apresentado o comportamento da curva no UV-visivel das

SPIONSs estaveis quando o valor do pH do meio € alterado.

Figura 12 - Caracterizagao por Espectroscopia UV-visivel da curva de pH das SPIONs@APTES.
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Fonte: Elaborado pela Autora.
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Na Figura 13 s&o apresentados os resultados da distribuicdo do diametro
hidrodindamico das SPIONs@APTES no modo numero de particulas, bem como a
relagdo do potencial Zeta e pH do meio da solugao coloidal de SPIONs estaveis. Em
meios basicos ocorreu uma desestabilizagdo das nanoparticulas, aumentando seu
tamanho, enquanto na presenga de meio acido ndo houve alteragdes significativas

de sua dimens3o.

Figura 13 - Caracterizagao por Espectroscopia de correlagao de féotons com e sem potencial da
curva de pH das SPIONs@APTES.
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Fonte: Elaborado pela Autora.

A quantificagao de ferro foi determinada por meio da formacéo do complexo
Fe (Il)-ortofenantrolina, que apresenta absorbancia maxima em 508 nm. As SPIONs
utilizadas para o estudo da formacdo das nanossondas, apds quantificadas
apresentaram concentracao de FesOs igual a 3,04 mg/mL, que foi quantificada por

meio da curva de calibragado apresentada na Figura 14.
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_Figura 14 - Curva de calibragdo Padrées de Ferro
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Fonte: Elaborado pela Autora.

Na Figura 15 sédo apresentados os espectros de absorgdo por FT-IR do
reagente estabilizante APTES, das SPIONs com e sem estabilizagdo. As principais
bandas observadas nesses espectros, bem como suas respectivas atribuicbes de
grupos funcionais e modos vibracionais, estdo reunidas na Tabela 1, permitindo a
correlacido entre as variacdes espectrais e as modificacdes superficiais decorrentes

da funcionalizacao.

Tabela 1 - Atribuicdes de bandas do espectro FTIR do APTES, SPIONs e SPIONs@APTES.

Grupo Banda  Atribuicdo da

Funcional (em™) banda (cm™) Tipo de Vibracao Referéncia
Fe-0O 627 500 - 635 Estl'rar}ie'nto Mar}{cz etal.,2022;
assimeétrico Stein et al., 2020
Esti t
Si—0 1073 900 - 1100 Suramento Bellamy, 1975
assimetrico
Deformacao Marycz et al., 2022;
N-H 1597 1580-1650
angular Stein et al., 2020
. Marycz et al., 2022,
-H -34 E
N 3395 3300 - 3400 stiramento Stein et al., 2020
Duszynska et al., 2020;
O-H 3400 3370 - 3450 Estiramento Elbialy; Fathy; Khalil,

2015

Fonte: Elaborado pela Autora.
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Figura 15 - Espectros de FT-IR das SPIONs, SPIONs@APTES e APTES.
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Fonte: Elaborado pela Autora.

4.2 CARACTERIZAGAO DAS NANOSSONDAS

As nanossondas SPIONs@APTES funcionalizadas com a Ce6 foram

produzidas via modificagdo quimica carbodiimida, nas quais ha ligagdes entre os

grupos carboxilicos do FS com os terminais amino das SPIONs@APTES. Na Figura

16 sao apresentadas as caracterizagbes das nanossondas e da Ce6 por

Espectroscopia UV-visivel. As nanossondas apresentaram em seu espectro a Banda

de Soret préximo de 400 nm e Banda Q em 660 nm, indicando que a Ce6 foi
funcionalizada nas SPIONs@APTES.



Figura 16 - Espectro UV-visivel das Nanossondas e da Ce6
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Fonte: elaborado pela Autora.
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Na Figura 17 sdo apresentados os dados de DLS, que indicaram tamanho

hidrodinamico médio de 82,80 nm com indice de polidispersividade (Pdl) 0,177

(Figura 17a) e apresentarem um valor de Potencial Zeta médio de -32, mV (Figura

17b).

Numero de Particulas (%)

22

Figura 17 - Distribuicdo de tamanho e de potencial elétrico das Nanossondas.
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Na Figura 18 é apresentado o espectro de FT-IR da nanossonda, com a
presenca dos modos vibracionais das bandas 1085 cm-! (C-0), 1257 e 1410 cm™ (C-
N) e 1652 cm

SPIONS@APTES. As principais bandas observadas nesses espectros, bem como

(C=0), que confirmam funcionalizaggo do FS Ce6 nas

suas respectivas atribuicbes de grupos funcionais e modos vibracionais, estao
reunidas na Tabela 2, permitindo a correlagdo entre as variagbes espectrais e as

modificagdes superficiais decorrentes da funcionalizagao.

Tabela 2 - Atribuicdoes de bandas do espectro FTIR da nanossondas.

Grupo Banda Atribuicao Tipo de Referéncia
Funcional (cm™) (ecm™) Vibracio
Fe-0O 629 500 - 635 Estllrar’ne'nto Marycz et al., 2022; Stein
assimétrico etal., 2020
Si-0 1050 900 - 1100 ~ |Stiramento (Bellamy, 1975)
assimétrico
N_-H 1085 1030 - 1120 Deformagao  Marycz et al., 2022; Stein
angular etal., 2020
Deformacao
1257 1100 - 1280 angular Marycz et al., 2022; Stein
C-N Estiramento etal., 2020
1410 1400 - 1420 oM .
simetrico
(Duszynska et al., 2020;
C=0 1652 1652 Estiramento Elbialy; Fathy; Khalil,

2015)

Fonte: Elaborado pela Autora.
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Figura 18 - Espectro de FT-IR das Nanossondas.
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Fonte: elaborado pela Autora.

Na Figura 19 é apresentado o espectro da emissado de fluorescéncia das
nanossondas produzidas comparada ao espectro de emissao da Ce6. A presenca

da banda de emissdo no comprimento de onda de 660 nm confirma a

funcionalizacédo do FS as nanoparticulas.
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Figura 19 - Espectro comparativo da emisséo de Fluorescéncia Nanossondas com a
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Fonte: Elaborado pela Autora.

A Figura 20 apresenta o tempo de internalizacdo das Nanossondas na
linhagem celular M059J, com tempos de incubagao de 60, 90, 120, 180, 240 e 300

min.

Figura 20 - Analise do tempo de incorporagao das nanossondas na linhagem celular M059J.
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Fonte: Elaborado pela Autora.
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Os testes de citotoxicidade das nanossondas na linhagem celular M059J
foram realizados pela atividade mitocondrial, pelo método de exclusdo do azul de
tripan e complementada com o ensaio de resazurina.

O teste de MTT foi realizado para investigar a variagédo do percentual de
atividade mitocondrial ap6s a aplicagdo das nanossondas, os resultados deste teste
sdo apresentados na Figura 21. O grupo controle demonstrou um padrao de
atividade mitocondrial de 100% estabelecendo um parametro de avaliacdo para os

demais grupos de aplicagdo de nanossondas.

Figura 21 — Analise de MTT da Linhagem celular M059J
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Fonte: Elaborado pela Autora.

Além dele, foi aplicado o método de exclusdo com o corante Azul de Tripan,
o qual permite-se diferenciar células viaveis de nao viaveis com base na integridade

da membrana plasmatica, conforme apresentado na Figura 22.
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Figura 22 - Analise da viabilidade celular pelo método de exclusdo com Azul de Tripan
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Fonte: Elaborado pela Autora.

Esse corante €& impermeavel as células viaveis, sendo excluido do
citoplasma devido a integridade da membrana celular, como exemplificado na Figura
23, o grupo controle. No entanto, células danificadas ou mortas apresentam perda
da seletividade, permitindo a penetragdo do corante e resultando em coloragao
azulada no citoplasma, exemplificada pela Figura 24, células pos aplicagdo da

nanossonda.

Figura 23 — Grupo Controle no Método de exclusdo com Azul de Tripan
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Fonte: Elaborado pela Autora.
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Figura 24 — Grupo com aplicagdao da nanossonda no Método de exclusdo com Azul de Tripan

Fonte: Elaborado pela Autora.

Adicional ao teste de MTT e o método de exclusdo, foi avaliada a atividade
metabdlica pelo ensaio de resazurina, técnica sensivel que avalia o metabolismo
celular por meio da conversdo do corante em resorufina fluorescente. E possivel
observar na Figura 25 que as nanossondas nao apresentam citoxicidade na

auséncia de luz, corroborando com os outros ensaios.

Figura 25 - Anadlise da viabilidade celular pelo ensaio de resazurina.
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Fonte: Elaborado pela Autora.
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5 DISCUSSAO

As SPIONs sintetizadas pelo método de coprecipitagdo quimica (Massart,
1981; Mérida et al., 2015) apresentaram coloragao preta caracteristica e resposta a
campo magnético externo, ima de neodimio, indicando comportamento
superparamagnético tipico. A modificagdo superficial com APTES resultou em
expressiva redugao do didmetro hidrodindmico médio, além de maior uniformidade
na distribuicdo de tamanho e melhoria na disperséo coloidal (Figura 11). Essa
funcionalizagdo também promoveu a inversdo da carga superficial, conferindo
estabilidade a suspenséao, evidenciada por um valor de Potencial Zeta de +39,3 mV
em meio acido.

A estabilidade coloidal das SPIONs, apds a modificagdo com o agente de
acoplamento, foi investigada por espectroscopia UV-visivel em diferentes valores de
pH, conforme apresentado na Figura 12. O espectro revelou uma banda de
absorgao caracteristica entre 300 e 400 nm. Em meios levemente acidos a alcalinos,
observou-se redugdo da absor¢do nas regides de maior energia, associada a
desestabilizacdo da suspensao, visivel pela sedimentagcdo das nanoparticulas. No
entanto, em pH 11, as SPIONs@APTES apresentaram aumento da absor¢ao nas
regides mais energéticas e nao exibiram sinais de instabilidade coloidal. Por outro
lado, em meios fortemente acidos de pH entre 1 e 3, ndo se verificou reducédo na
banda de absorgdo nem evidéncia de sedimentagdo, sugerindo estabilidade da
suspensao nesse intervalo.

Segundo De Gois et al. (2019), nanoparticulas de Fe;O, apresentam padrao
de absorgcdo nos comprimentos entre 200 e 600 nm, atribuido as transi¢cdes em
orbitais d do ferro (De Goais et al., 2019). De modo semelhante, Radon et al. (2017)
relataram bandas de absorcao entre 330 e 450 nm para Fe;O0, (Radon et al., 2017),
enquanto Abdullah et al. (2020) atribuiram a absor¢do préxima de 350 nm a
presenca desse Oxido (Abdullah et al., 2020). Assim, os resultados espectrais
obtidos corroboram a formagdo de Fe3Os nas SPIONs sintetizadas por
coprecipitacao.

A estabilidade coloidal das SPIONs@APTES foi avaliada por meio da

analise do didmetro hidrodinamico e do potencial Zeta em fungéo do pH (Figura 13).
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Em meios levemente acidos a alcalinos, observou-se aumento do diametro
hidrodindmico, indicando instabilidade coloidal. Em contrapartida, em pH fortemente
acido entre 1 e 3, ndo houve mudancgas significativas em suas dimensdes,
caracterizando uma regido de estabilidade. Este fato pode ser explicado pela
interdependéncia entre pH, protonagao de grupos superficiais e equilibrio das forgas
coloidais (teoria DLVO). O revestimento com APTES introduz grupos amina (—NH2)
na superficie das SPIONs que, em meio acido, ficam predominantemente
protonados (—NHs*), conferindo carga positiva e forte repulsdo eletrostatica entre
particulas — condigdo que explica a estabilidade observada em pH baixo (Sanita;
Carrese; Lamberti, 2020; Villa et al., 2016). A medida que o valor do pH aumenta,
ocorre desprotonagdo dessas aminas e redugao da carga positiva superficial; com a
diminuicdo da repulséo eletrostatica, as forgas atrativas (van der Waals, interagbes
hidrofébicas e pontes idnicas) tornam-se mais evidentes, favorecendo agregacao e
aumento do didmetro hidrodinamico, conforme visto nos pHs de valores
intermediarios da curva (Vangijzegem et al., 2023).

E importante destacar que a inversao ou diminuicdo do potencial Zeta por si
s6 ndo determina estabilidade: o parametro relevante é o modulo do potencial (valor
absoluto) e a presenga de barreiras estéricas adicionais que impegam o contato
efetivo entre particulas. Em situagdes em que o moédulo do Zeta se encontra na
regidao entre +30 mV, a dupla elétrica pode ser insuficiente para estabilizar as
particulas em meio com forga ibnica consideravel, levando a agregagdo mesmo que
o sinal do zeta seja negativo (Sanita; Carrese; Lamberti, 2020). Portanto, a
interpretacdo dos dados de Figura 13 deve considerar tanto o valor do Zeta quanto o
Pdl e a distribuicdo de tamanhos (modos intensidade/ numero) obtida por DLS.

Candido (2023) relata que SPIONs tendem a instabilidade em pH acido, com
aumento do diametro, enquanto, em pH superiores a 6, permanecem estaveis,
apresentando valores de Potenciais Zeta negativos (Candido, 2023). No entanto,
neste estudo, as SPIONs funcionalizadas com APTES mostraram comportamento
inverso: maior estabilidade coloidal foi observada em pH 1 a 3, com menores
didmetros hidrodindmicos e carga superficial positiva, sugerindo sucesso na
funcionalizacdo. Contudo, em pH 11 observou-se a inversao do potencial Zeta para
valores negativos acompanhada da perda da estabilidade coloidal, indicando que a

funcionalizagdo com APTES ndo se manteve eficaz em meio fortemente alcalino.
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Os espectros de absorgédo por FT-IR do APTES, das SPIONs sem e com
estabilizacdo, foram apresentadas na Figura 15. A formagdo do 6xido FesO4 foi
confirmado pela presenga da banda vibracional nas regiées entre 500 cm' a 635 cm-
' (Elbialy; Fathy; Khalil, 2015; Li; Church; Woodhead, 2012; Namduri; Nasrazadani,
2008; Stein et al., 2020). Entretanto, a y-Fe203 também pode ser observada com
bandas vibracionais na regido de 560 cm™' (Sklute et al., 2018), o que dificulta a
identificacdo exata do 6xido formado por este tipo de analise. A presenca das
bandas vibracionais 627 cm-', 1073 cm', 1597 cm™ e 3395 cm™ confirmaram a
estabilizacdo das nanoparticulas com o agente de acoplamento APTES, pela
presenca das bandas vibracionais do grupo (Fe-O) em 627 cm™ estiramento
assimétrico, em 1073 cm' estiramento assimétrico do grupo (Si-O), a vibragéo de
deformagao angular do grupo (N-H) em 1597 cm™ e em 3395 cm™' o estiramento do
grupo (N-H) (Marycz et al., 2022; Stein et al., 2020). O modo de estiramento do
grupo (-OH) localizado na superficie das nanoparticulas de Fe3O4 ou de moléculas
residuais de agua adsorvidas em sua superficie esta relacionada com a presencga de
uma banda alargada na regido de 3370 cm™ a 3450 cm™ e também o modo de
estiramento do grupo (N-H) localizado na regido de 3300 cm™ a 3400 cm
(Duszynska et al., 2020; Elbialy; Fathy; Khalil, 2015).

A formacdo do complexo Fe (ll)-ortofenantrolina proporcionou a
quantificacdo de ferro nas SPIONs. Apds quantificadas, pode-se determinar a
concentracdo das SPIONs para o processo de funcionalizagcado da Ce6.

A nanossonda foi sintetizada pela reacdo quimica carbodiimida, na qual
ocorre ligagdes entre os grupos carboxilicos (COOH) do FS com as aminas
primarias (NH2) presentes na superficie das nanoparticulas, formando as ligagbes
amidicas (C-N) e liberando agua (H20) (Castilho; Hewitt; Raniero, 2017). Na Figura
16 foi mostrado a presenca da banda de Soret proxima de 400 nm e da banda Q em
660 nm, confirmando a preservagao das propriedades Opticas fundamentais da Ce6
ap6s a conjugacao as SPIONsS@APTES. Essas duas regides de absor¢gdo sao
tipicas de moléculas derivadas de porfirinas, funcionando como indicadores da
manutengao da estrutura e da funcionalidade do fotossensibilizador.

A banda de Soret, localizada em torno de 400 nm, corresponde a uma
transicao eletrbnica intensa, em que elétrons da molécula sido excitados por

radiacdo de maior energia. Esse sinal atua como um marcador espectral
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caracteristico — uma espécie de impressao digital 6ptica da Ce6 —, assegurando
que sua estrutura permaneceu preservada apos a conjugacao as nanoparticulas. Ja
as bandas Q, observadas em torno de 660 nm, apresentam menor intensidade, mas
maior relevancia pratica. Isso porque se situam na janela 6tica biologica (650—900
nm), faixa espectral em que a luz consegue penetrar de forma mais eficiente nos
tecidos e sofre menor absorgado por componentes endégenos, como hemoglobina e
agua. Dessa forma, a preservacdo da banda Q garante que a Ce6 conjugada possa
ser ativada de forma eficiente pela luz vermelha, desencadeando a formacido de
espécies reativas de oxigénio (EROs) essenciais a terapia fotodinamica.

A comparacao entre os espectros da Ce6 livre e das nanossondas evidencia
que ambas as bandas foram preservadas, embora tenham ocorrido alteracbes de
intensidade e perfil espectral. Essas mudancas podem ser atribuidas as interagdes
entre os grupos carboxilicos da Ce6 e os grupos amina presentes na superficie das
SPIONSs funcionalizadas com APTES, que modificam o microambiente eletrénico do
fotossensibilizador. Além disso, a absorgdo mais ampla registrada abaixo de 500 nm
esta associada a magnetita (Fe;0,), reforcando a contribuigdo do nucleo magnético
para o comportamento Optico do sistema. Esses resultados estdo em consonancia
com a literatura. Chen et al. (2024) e Zhou et al. (2021) relataram que nanoparticulas
magnéticas conjugadas a Ce6 mantém as bandas de Soret e Q, embora com
variacdes de intensidade atribuidas as interagdes de superficie (Chen et al., 2024;
Zhou et al., 2021). Amirshaghaghi, et al. (2019) destacaram que tais alteragdes
podem reduzir a tendéncia da Ce6 a agregacao, favorecendo maior estabilidade
coloidal e eficiéncia fotodindmica (Amirshaghaghi et al., 2019). De forma
semelhante, SPIONs revestidos com ouro funcionalizados com Ce6 também
preservaram bandas proximas a 402 nm (Soret) e 670 nm (Q), confirmando que a
conjugagdo as nanoparticulas ndo compromete as propriedades fotofisicas do
fotossensibilizador (Candido et al., 2022).

Por fim, a mudancga visual da coloragao experimental, de preta (SPIONs e
SPIONsS@APTES) para um tom amarronzado mais claro apds a conjugacéo, reforga
qualitativamente a incorporacdo da Ce6 as nanoparticulas. Assim, a analise
espectroscopica, aliada as observagdes experimentais, evidencia que a Ceb
manteve sua funcionalidade Optica necessaria para a geragao de EROs, ao mesmo
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tempo em que a conjugagao proporcionou maior estabilidade coloidal e potencial
terapéutico para aplicagoes.

A Figura 17 apresentou o didmetro hidrodindmico das nanossondas indicando
que apods a funcionalizagdo com o FS houve uma redugdo de dimensdo e uma
inversdo novamente da carga superficial, antes positiva (+39,3 mV) e apés a
conjugacgao passou a negativa com um valor de potencial médio de -32,5 mV. Essa
inversdo de sinal € compativel com mudancas quimicas e fisico-quimicas de
superficie ocorridas durante a reagdo de conjugagao via carbodiimida (EDC/Sulfo
NHS) e pode ser explicada por dois mecanismos principais que atuam de forma
conjunta. Inicialmente, a funcionalizagdo com o APTES introduz grupos amina
primarios (—NH2) na superficie das SPIONs; em meio aquoso e a meios neutros,
uma fracdo significativa dessas aminas esta protonada (—NHs*), conferindo carga
superficial positiva e elevando Potencial Zeta (Marycz et al., 2022; Villa et al., 2016).
Durante a ativagdo e reagao de carbodiimida, grupos carboxilicos da Ce6 sao
ativados e ligam se covalentemente as aminas superficiais formando ligagdes
amidicas (—CONH-), o que consome aminas livres que anteriormente contribuiam
para a carga positiva (Castilho; Hewitt; Raniero, 2017).

Paralelamente, a molécula da Ce6 contém grupos -carboxilicos
remanescentes que, no pH de medida, tendem a estar desprotonados como
carboxilatos (—COO~) e passam a predominar na interface expansiva externa apos a
conjugagdo. Mesmo que uma das carboxilas seja utilizada para a formagao da
amida, as demais podem permanecer expostas ao meio, gerando uma camada
superficial com carga liquida negativa (Amirshaghaghi et al., 2019; Hak et al., 2023).
Assim, a conversdo de —NHz2 em —CONH- (neutralizagdo parcial da carga positiva)
combinada com a exposi¢cdo de —COO™ resulta na inversdo do sinal do valor do
Potencial Zeta de positivo para negativo (Vangijzegem et al., 2023).

Além desses efeitos quimicos, fatores conformacionais e coloidais também
influenciam a magnitude do Potencial Zeta observado. A orientagéo preferencial das
moléculas de Ce6 sobre a superficie pode favorecer a exposicado dos grupos
carboxilatos ao meio, aumentado a densidade de cargas negativas percebida pela
camada dupla elétrica. Processos de lavagem e purificagcdo podem ainda remover

camadas adsorvidas de silano nao totalmente condensado, expondo mais
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eficientemente os grupos organicos da Ce6 e amplificando o efeito de carga
negativa (Sanita; Carrese; Lamberti, 2020).

A redugdo do didmetro hidrodinamico observada apds a conjugacdo é
coerente, visto que a ligagcédo covalente de Ce6 pode introduzir barreiras estéricas e
elétricas que diminuem a tendéncia de agregacéao detectada por DLS, resultando em
distribuicdo de tamanhos mais estreita e menor tamanho hidrodinamico médio. Além
disso, a inversdo de carga altera as interagdes eletrostaticas entre particulas: se
anteriormente havia forte atracdo/associacdo devido a neutralizagdes pontuais, a
presenca de carga negativa uniforme pode aumentar a repulsdo e favorecer melhor
dispersao (Sanita; Carrese; Lamberti, 2020; Villa et al., 2016).

A analise de FT-IR apresentada na Figura 18 fornece evidéncias consistentes
da conjugacdo da Ce6 as SPIONs@APTES. Observam-se bandas em 1652 cm,
1257 e 1410 cm™' e 1085 cm™' que, em conjunto, sustentam a formacao de ligagbes
amidicas e a presenca do fotossensibilizador na superficie nanoparticulada. Em
particular, o pico em 1652 cm™' é compativel com o estiramento C=0 caracteristico
da banda Amida |, esperado apds a reagado carbodiimida (EDC/Sulfo-NHS) entre
grupos (-COOH) da Ce6 e (-NH2) do APTES, o que indica consumo de aminas
superficiais e formacgao de (—CONH-) (Castilho; Hewitt; Raniero, 2017). As bandas
em 1257 e 1410 cm™ sdo atribuiveis a modos (C—-N) e a deformagdes angulares
associadas a fungdes amidicas/oxi-organicas, reforgcando a presenca de fragmentos
organicos da Ce6 ligados a superficie (Amirshaghaghi et al., 2019). A banda
observada em 1085 cm-" pode refletir vibragdes (C—QO) provenientes da prépria Ce6
e, simultaneamente, contribuicdes de (Si—O) do revestimento silanico (APTES) na
faixa 1000-1100 cm™', indicando coexisténcia do filme silAnico e do
fotossensibilizador na interface nanoparticula-meio (Marycz et al., 2022). Em
conjunto, essas assinaturas vibracionais corroboram que a Ce6 foi incorporada
quimicamente as SPIONs@APTES, em acordo com a rota de conjugagao proposta.

A caracterizagao da emissao de fluorescéncia teve como objetivo confirmar a
funcionalizacdo do fotossensibilizador Ce6 as nanoparticulas e a preservacao de
suas propriedades Opticas e sua analise foi conduzida por espectroscopia de
fluorescéncia.

Observou-se um espectro de emissao semelhante ao da Ce6 livre, em torno
de 660 nm (Figura 19). Sendo assim, a presenga da banda espectral, mesmo com
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menor intensidade no comprimento de onda caracteristico da Ce6 quando excitada,
corrobora o sucesso da incorporagao da Ce6 a superficie das nanoparticulas, além
de indicar que suas propriedades 6pticas foram preservadas apds o processo de
conjugacgao. Essa analise também demonstra que a Ce6 permanece ativa para
aplicacbes em terapia fotodindmica (Amirshaghaghi et al., 2019; Jalde et al., 2018;
Yao; Zhou, 2023; Zhao et al., 2016).

A analise da internalizagdo das nanossondas pela linhagem celular M059J
(Figura 20) demonstrou que o maior acumulo de nanoparticulas ocorreu apés 90 min
de incubacdo. Esse resultado indica que esse é o tempo ideal para a entrada das
nanossondas nas células tumorais. Apos 120 min, houve uma redugdo na
quantidade de nanossondas dentro das células, possivelmente devido a processos
naturais de eliminagdo, com um leve aumento novamente em 300 min. Esses
resultados mostram que as nanossondas utilizadas possuem bom desempenho para
rapida captacao celular, sendo promissor para aplicagées biomédicas em terapias
do céancer.

A avaliagédo da viabilidade celular por diferentes metodologias, apresentada
nas Figuras 21, 22 e 23, revela resultados consistentes que demonstram a auséncia
de citotoxicidade significativa das nanossondas na auséncia de irradiagcdo. Esse
achado é de particular relevancia no contexto da TFD, uma vez que um dos critérios
para a eficacia e seguranca de um fotossensibilizador € a sua baixa toxicidade no
escuro, preservando a viabilidade das células ndo expostas a luz e garantindo que o
efeito citotoxico seja desencadeado apenas apdés a ativacdo luminosa
(Oluwajembola et al., 2024; Correia et al., 2021).

No ensaio de MTT (Figura 21), observou-se que a atividade mitocondrial das
células tratadas manteve-se proxima aos valores do grupo controle, indicando que o
metabolismo oxidativo nao foi prejudicado pela presenca das nanossondas. Como
este método se baseia na redugdo do sal de tetrazdlio pela enzima succinato
desidrogenase da cadeia respiratéria mitocondrial, alteragbes negativas nesse
parametro seriam indicativas de comprometimento funcional e possivel inducéo de
apoptose ou necrose. A manutencdo da atividade enzimatica observada neste
estudo corrobora relatos prévios de sistemas nanoparticulados funcionalizados que
exibem perfil de biocompatibilidade adequado antes da fotoativagdo (Domka et al.,
2023).
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O ensaio de exclusao com Azul de Tripan (Figura 22), por sua vez, forneceu
uma avaliagao direta da integridade da membrana plasmatica, parametro essencial
para a manutencéo da viabilidade celular. A elevada porcentagem de células viaveis
observada sugere que ndo houve danos estruturais significativos, reforgcando que,
nas condi¢des estudadas, as nanossondas nao induziram necrose ou lise celular.
Este resultado é particularmente importante quando analisado em conjunto com o
MTT, pois a integridade de membrana é um marcador precoce de citotoxicidade
aguda, enquanto a funcdo mitocondrial reflete a manutengdo da bioenergética
celular.

A analise pelo ensaio de resazurina (Figura 23) complementa esses achados
ao oferecer um indicador global do metabolismo celular, uma vez que este composto
€ reduzido pelas enzimas mitocondriais, citoplasmaticas e até mesmo por redutases
presentes na membrana. A preservagao da capacidade de reducédo da resazurina
nas células tratadas confirma que o metabolismo celular permaneceu ativo e
funcional na auséncia de luz, reiterando a seguranga das nanossondas em
condicdes fisioldgicas. Esse resultado esta alinhado a estudos que destacam a
importancia da manutencado da funcdo metabdlica para minimizar efeitos adversos
nao desejados na TFD (Kwiatkowski et al., 2018).

A consisténcia dos resultados obtidos por essas trés metodologias, nao
apenas reforca a robustez das conclusdes sobre a baixa toxicidade no escuro, mas
também evidencia a importancia de uma abordagem multimodal na avaliagdo de
biocompatibilidade. Enquanto o MTT é especifico para a atividade mitocondrial, o
Azul de Tripan detecta diretamente danos a membrana, e a resazurina fornece uma
visdo abrangente do metabolismo celular. A convergéncia dos dados obtidos
demonstra que as nanossondas estudadas atendem a um requisito fundamental
para sua aplicagdo em TFD: a capacidade de permanecer biologicamente inertes até
o momento da fotoativagdo, garantindo maior seletividade tumoral e segurancga

terapéutica.
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6 CONCLUSOES

As SPIONs foram sintetizadas pelo método de coprecipitacdo e
funcionalizadas com APTES com sucesso, quando se observou elevada estabilidade
coloidal em meio acido, reducédo significativa da agregacdo, caracteristicas
espectroscopicas compativeis com a formacao de Fe;O,, como também a inversao
dos valores de potencial Zeta pela disponibilidade de radicais amina na superficie
das SPIONs@APTES. A incorporagéao da Ce6 foi confirmada por diferentes técnicas
espectroscopicas, UV-Vis, fluorescéncia e FT-IR, indicando a preservagdo das
propriedades oOticas do fotossensibilizador e pela inversdao do potencial Zeta. O
ensaio de internalizagdo demonstrou rapida e eficiente internalizagcdo das
nanossondas pela linhagem celular M059J, sugerindo elevada afinidade com células
tumorais. Os testes de biocompatibilidade multimodais MTT, Azul de Tripan e
resazurina reforcaram o perfil de baixa toxicidade no escuro, evidenciando
integridade de membrana, manutengcdo da fungdo mitocondrial e metabolismo
celular ativo na auséncia de luz, caracteristica essencial para aplicagdes seguras na
TFD. Assim, os resultados obtidos sustentam que as SPIONs@APTES conjugadas
com a Clorina E6 via quimica carbodiimida constituem uma plataforma promissora
para TFD na terapia contra o cancer, unindo direcionamento magneético, estabilidade

coloidal, internalizagao celular eficiente e segurancga bioldgica pré-ativagao.
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