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RESUMO

O cancer de mama é caracterizado pela presenca de neoplasias malignas, com alto
grau de proliferacdo e, sendo a principal causa de morte em mulheres nos ultimos
anos. Os tratamentos disponiveis sdo geralmente agressivos e com baixa eficacia,
dependendo do subtipo molecular. Sendo assim, se faz necesséario desenvolver novos
métodos de deteccdo, quando a nanotecnologia pode proporcionar diagnosticos
precoces e tratamentos efetivos. As nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de
ferro (Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles, SPIONs) podem ser revestidas
com fina camada de ouro e funcionalizadas, o que potencializa sua aplicagao
biomédica para formacao de um biossensor sensivel, rapido e preciso como agentes
de terapia do cancer. As terapias fotodindmica (TFD) e fototérmica (TFT) tém sido
utilizadas no tratamento do cancer, sendo o seu mecanismo de acdo baseado na
interacdo de moléculas fotossensiveis com radiagdo de comprimento de onda
adequado, na presenca de oxigénio molecular. No entanto, cada passo deve ser
controlado com precisdo para obter um tratamento eficiente. Nesse contexto, a
presente tese propde a sintese de SPIONs pelo método de coprecipitacdo, o
revestimento com ouro para obter Au@SPIONSs, a funcionalizagdo com a proteina
EGF e o fotossensibilizador Clorina e6 para producéo de Nanossondas Terandsticas
(NTs) e sua aplicacdo na TFD e TFT. As dimensfes das nanoestruturas foram
caracterizadas por tamanhos fisico e hidrodinamico, bem como a morfologia,
estabilidade coloidal, estrutura cristalina, composicdo quimica e propriedades
magneéticas. Posteriormente foram realizados estudos in vitro para avaliagcdo da
atividade antitumoral e toxicoldgica da TFT e TFD nas linhas celulares MCF 10A e
MDA-MB-468. As NTs apresentaram internalizacdo no citoplasma e no ndcleo de
algumas células da linhagem celular MDA-MB-468. Apés os tratamentos com as NTs
obteve-se percentuais significativos de apoptose na linhagem celular MDA-MB-468 e
niveis crescentes de ERO’s apdés TFD. No estudo com a cultura 3D da linhagem
celular MDA-MB-468, as NTs apresentaram resultados que corroboraram com o
estudo inicial 2D, sendo observado a capacidade de penetracdo das NTs nos
esferoides com a variagcdo do tempo de incubacéo.

Palavras-chave: Nanossonda Terandstica. Nanofarmaco. Terapia Fotodinamica.
Terapia Fototérmica. Diagndéstico. Cancer de mama.



Synthesis and Characterization of Au@SPIONs Functionalized with EGF for
Breast Cancer Diagnosis and Treatment by Photodynamic and Photothermal
Therapies

ABSTRACT

Breast cancer is characterized by the presence of a high degree of disordered cell
proliferation, as the leading cause of death in women in the past years. The available
treatments are generally aggressive and low effective. Therefore, it is required to
develop new detection methods and nanotechnology can facilitate earlier diagnosis
and efficient treatments. Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles (SPIONS) can
be coated with a thin layer of gold and functionalized, which enhances their biomedical
applicability to develop a sensitive, rapid and accurate biosensor as cancer therapy
agents. Photodynamic therapy (PDT) and photothermal therapy (PTT) have been used
for cancer treatment, both applying photosensitive molecules, molecular oxygen and
lasers. However, every step must be precisely controlled for efficient treatment. An
appropriate wavelength of the laser stimulates the activation of the photosensitive
molecule, leading to the formation of reactive oxygen species, such as single oxygen,
which is toxic and causes cell death. In this context, the present thesis proposes the
synthesis of SPIONs by the coprecipitation method, the coating with gold to obtain
Au@SPIONSs, the functionalization with the EGF protein for the production of
Theranostic Nanoprobes and their application in PDT and PTT. The physical and
hydrodynamic sizes were characterized, as well as the morphology, colloidal stability,
crystal structure, chemical composition and magnetic properties. Subsequently, in vitro
studies were carried out to evaluate the antitumor and toxicological activity of PDT and
PTT in the cell lines MCF 10A and MDA-MB-468. The NTs showed internalization in
the cytoplasm and nucleus of some cells of the cell ine MDA-MB-468. After treatments
with NTs, significant percentages of apoptosis were obtained in the MDA-MB-468 cell
line and increasing ROS levels after PDT. In the study with the 3D culture of the MDA-
MB-468 cell line, the NTs presented results that corroborated the initial 2D study,
observing the penetration capacity of the NTs in the spheroids in different incubation
time.

Keywords: Theranostic Nanoprobe. Nanopharmaceutical. Photodynamic Therapy.
Photothermal Therapy. Diagnosis. Breast cancer.
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1 INTRODUCAO

Inimeros estudos tém como tema “cancer” com multiplas abordagens, como
por exemplo, o diagnostico, o tratamento, ou no entendimento profundo das causas
de sua origem. Em uma sucinta descricdo, o cancer € uma doenca decorrente da
presenca de mutacdes celulares que com proliferacdo desenfreada, causa destruicao
de estruturas adjacentes e metastase (ROSARIO et al., 2018; EYVAZZADEH et al.,
2017). Em 2018, os dados epidemiologicos mostram que o cancer foi a segunda
principal causa de morte, atingindo 10 milhées de mortes em todo o mundo, conforme
a Organizacdo Mundial da Saude (MUEHLBERGER et al., 2019). No Brasil, o Instituto
Nacional de Céancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) € o 6rgdo auxiliar do
Ministério da Saude, que divulga os dados estatisticos e a projecao de probabilidade
de novos casos de cancer dentro do cenario brasileiro. Segundo este instituto, o
cancer corresponde a um problema de saude publica mundial, e enquadra-se entre
as quatro principais causas de morte em pacientes com idades inferiores a 70 anos
(INCA, 2019). Um dado importante € o aumento progressivo da taxa de incidéncia
deste tipo de céncer nos ultimos anos (HADI et al.,, 2019), tendo potencial de
metastase cerebral em diagndsticos tardios (OEHRLICH et al., 2017). As taxas de
mortalidade para o cancer de mama em paises desenvolvidos estdo em declinio,
devido ao diagnostico precoce por mamografia e da melhora em seu tratamento.
Entretanto em paises em desenvolvimento seu diagnéstico é obtido em estagios
avancados, devido a falta de deteccao e tratamento precoce (VIERA et al., 2017).

A expressao do receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR) serve
como um indicador na avaliacdo dos efeitos de drogas antitumorais para terapias
direcionadas do cancer (ZHANG et al., 2018). O EGFR corresponde a um receptor
transmembranar de tirosina quinase, que tem importante papel na carcinogénese
como sobrevivéncia celular, apoptose celular, metastase de tumor e angiogénese.
Dentre os tumores sélidos que superexpressam o EGFR estdo o cancer de cabeca,
pescoco, pulmédo e mama (LI et al., 2018; ZHANG et al., 2018), colon, rim, prostata (LI
et al., 2018), cancer de bexiga (LI et al., 2018; HUSSAIN et al., 2018) e pancreas
(ZHANG et al., 2018; LE, 2018).

Atualmente, o tratamento de cancer de mama inclui cirurgia, radioterapia,
quimioterapia, terapia hormonal ou combinacdo de terapias (HADI et al., 2019). No

diagnostico, a identificacdo dos biomarcadores de cancer € extremamente importante
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para a terapia clinica. Os métodos mais conhecidos de deteccdo do cancer sédo ensaio
imunoenzimatico, o uso de ressonancia plasménica de superficie (Surface Plasmon
Resonance, SPR) em solugdes coloidais, imunoensaio eletroquimico e espectrometria
de massa. Entretanto, a maioria dos métodos de andlises convencionais ndo detectam
biomarcadores em baixa concentracdo, além de possuirem elevado custo e tempo de
andlise (ZHANG; MISRA, 2018).

Neste contexto, a nanotecnologia tem emergido como um novo campo de
pesquisa, com foco no desenvolvimento e aplicacdo de nanomateriais para melhora
de diagndstico e terapia de cancer, principalmente com nanoparticulas de éxido de
ferro (Iron Oxide Nanoparticles, IONPs) (EYVAZZADEH et al., 2017). Esses
nanomateriais magnéticos tém contribuido significativamente nas éareas de
diagndstico clinico, terapias, na entrega de farmacos, separacao magnética de células
marcadas, drogas terapéuticas, entrega de genes e radionuclideos, métodos de
radiofrequéncias em catabolismo de tumores por meio da hipertermia, como agentes
de contraste em ressonancia magnética (RM) e terapia fotodinamica (TFD) (BAJAJ,
2010; HUANG,; KELLER, 2015; AGHAZADEH, 2017; JURADO PALOMARES, 2019;
EL-BOUBBOU, 2018; EYVAZZADEH et al., 2017; PEREIRA, 2018; NI et al.,2018).

Os principais métodos de sintese de nanoparticulas magnéticas subdividem-
se em decomposicao térmica, hidrotérmicas, solvotérmicas e coprecipitacdo quimica
(AGHAZADEH, 2017). Entre eles, o método de coprecipitacdo é classificado como
simples, facil e rapido de se desenvolver, além de possibilitar maior producédo de
IONPs (PEREIRA, 2018). Nesta metodologia as IONPs sdo formadas por meio de
solucdes aquosas férricas (Fe3*) e ferrosas (Fe?*) como precursoras, as quais sdo
adicionados agentes alcalinos e durante todo processo de sintese € controlado a
temperatura e o pH. O mecanismo de reacao na coprecipitacdo ainda é objeto de
estudo, devido a formacéo de Oxidos intermediarios que dificulta a reprodutibilidade
das sinteses, entretanto sabe-se que as fases principais formadas sdo magnetita
(FesO4) e maghemita (y-Fe203) (LAGROW et al., 2019).

As IONPs podem apresentar natureza  superparamagnéticas
(Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles, SPIONS), pois respondem a um campo
magnético externo e na auséncia deste campo, seu estado ndo-magnético é
recuperado (RAHMAN et al., 2015; UNNI et al., 2017). Suas aplicacbes biomédicas
tém crescido consideravelmente ao longo dos anos, devido a grande diversidade de
estruturas e propriedades (PEREIRA, 2018; SOARES, 2018; PON-ON et al., 2018). A
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metabolizacdo das SPIONs ocorre no figado, podendo se acumular em outros 6rgaos
do sistema reticuloendotelial. Como resultado, pesquisas estdo sendo feitas para
determinar os melhores métodos para liberacdo de farmacos e assim reduzir a
toxicidade, como exemplo, mudancas de temperatura, pH e enzimas de tumores (LI,
2017).

As SPIONs combinam as capacidades terapéuticas e de diagnostico em uma
unica formulagéo, sendo utilizadas como agentes terandsticos de diversos tipos de
cancer (LI, 2017; FERJAOUI et al., 2019). Sua biocompatibilidade pode ser melhorada
com um revestimento de ouro (core-shell) para uso como agentes de contrastes e
terapias fototérmicas (TFT) de tumor (CHATTERJEE et al., 2014; AZHDARZADEH et
al., 2016; EYVAZZADEH et al., 2017).

A TFD tem sido amplamente empregada em pesquisas para tratamento de
doencas como infeccdo viral, degeneracdo macular, psoriase (NI et al., 2018) e
tumores malignos (LI, 2017; NI et al., 2018). Atua como um tratamento alternativo e
ndo invasivo, mas necessita de uma molécula fotossensivel, uma fonte de luz e
oxigénio molecular (BOURAMTANE et al.,, 2019; DE OLIVEIRA et al.,, 2015;
AMIRSHAGHAGHI et al., 2019). Na auséncia de luz, os fotossensibilizadores (FS) nédo
apresentam caracteristica toxica para as células, mas quando iluminados em
comprimentos de onda especificos geram espécies reativas de oxigénio (ERO’s) que
destroem as células (AMIRSHAGHAGHI et al., 2019).

Esses FS quando irradiados passam do estado fundamental para o singleto,
gue pode ser por mecanismo do tipo | com fluorescéncia ou como mecanismo tipo Il
com o cruzamento intersistema e a formacgéo do estado tripleto. No Tipo |, ocorre a
geracédo de radicais livres que podem reagir com o oxigénio no estado fundamental
formando as ERO’s. No Tipo Il, o FS transfere a energia para o oxigénio, dando origem
ao oxigénio singleto que é extremamente reativo (BOURAMTANE et al., 2019). A
clorina e6 (Ce6) é um FS de segunda geracdo e de uso clinico, possui elevada
sensibilidade, rapida eliminagcdo do organismo, podendo ser irradiado com laser de
660—-670 nm (AMIRSHAGHAGHI et al., 2019).

A TFT é uma modalidade de tratamento de hipertermia que utiliza agentes
fototérmicos para producdo de calor no local irradiado, seguido de morte celular. As
terapias TFD/TFT quando combinadas, melhoraram a eficacia do tratamento, além de
poderem diminuir significativamente a invasividade e a toxicidade sistémica (XU et al.,

2019; WAN et al., 2018). As nanoparticulas de metais nobres, como as nanoparticulas
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com ouro tém demostrado propriedades opticas interessantes na TFT para varios
tipos de cancer. Nessa terapia, uma grande quantidade de calor localizado é gerada
por fotoexcitagdo dos nanomateriais em suas respectivas bandas de ressonancia
plasmoénica de superficie localizada (GHAZNAVI et al., 2017; EYVAZZADEH et al.,
2017; ZHANG; MISRA, 2018). Ambas as terapias apresentam vantagens, como
natureza nao invasiva, seletividade relativamente alta para o tecido tumoral e baixa
toxicidade para os tecidos normais, custo-efetividade, tratamentos tumorais altamente
localizados e especificos e maiores taxas de cura para alguns tumores (WAN et al.,
2018; AMIRSHAGHAGHI et al., 2019).

Neste contexto, a presente tese propde a sintese e caracterizacdo de
nanoparticulas de oOxido de ferro pelo método de coprecipitagdo quimica,
posteriormente estabiliza-las com citrato de sddio e recobri-las com uma camada de
ouro. As Au@SPIONs formadas foram funcionalizadas com a proteina EGF e o0 FS
(Ceb) para producao das Nanossondas Teranosticas (NTs). As SPIONs, Au@SPIONs
e as Nanossondas Terandsticas foram estudadas in vitro nas linhagens celulares,
normal (MCF 10A) e tumoral (MDA-MB-468) para analise de citotoxicidade. As NTs
foram analisadas por Espectroscopia de Fluorescéncia, Microscopia de Fluorescéncia
Confocal. As analises de citotoxicidade, TFD e TFT foram desenvolvidas para
formacédo de um novo método de deteccéao e tratamento do cancer de mama. Estudos
iniciais com cultura 3D com a linhagem celular MDA-MB-468 foram desenvolvidos com
0 objetivo de comparar os resultados de internalizagcdo das NTs aos experimentos

bidimensionais in vitro.
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1.1 OBJETIVOS

Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de 6xidos de ferro recobertas com ouro
e funcionalizar com o FS (Ce6) e a proteina EGF para estudo in vitro na linhagem
celular MCF 10A e MDA-MB-468. Os objetivos especificos foram:

Sintetizar as SPIONs e caracterizar o diametro hidrodindmico e o Potencial
Zeta por DLS, a morfologia e o didmetro fisico por SEM-FEG e TEM, a estrutura
cristalina por XRD, a composi¢cdo quimica por FT-IR e as propriedades magnéticas
por VSM.

a) Estudo de estabilidade das SPIONs em funcéo do pH do meio para estudo
do recobrimento com ouro e realizacdo da modificacdo quimica via
carbodiiamida.

b) Recobrir as SPIONs com cloreto de ouro — Au@SPIONSs e caracteriza-las
pelas técnicas de Espectroscopia UV-visivel, DLS, XRD, FT-IR, VSM e
TEM.

c) Funcionalizar as Au@SPIONs com o complexo EGF-a-4cido Lipdico e Ceb-
cisteamina para obtencdo das NTs e caracteriza-las pelas técnicas de
Espectroscopia UV-visivel e FT-IR.

d) Awvaliar, in vitro, a citotoxicidade das nanoparticulas nas linhagens celulares
MCF 10A e MDA-MB-468 e verificar sua eficiéncia no uso da terapia
fotodinamica, terapia fototérmica e da combinacdo dessas terapias na
auséncia e presenca de radiacao.

e) Avaliar o tempo de incorporacdo e a quantificacdo das NTs por citometria
de fluxo, confirmar a internalizacgdo das NTs por microscopia de
Fluorescéncia Confocal para as linhagens celulares MCF 10A e MDA-MB-
468.

f) Determinar o tipo de morte celular das linhagens celulares MCF 10A e MDA-
MB-468.

g) Comparar os resultados de internalizacédo das NTs em experimentos in vitro,
2D e 3D.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Questdes importantes abordadas na tese sao descritas neste capitulo de
reviséo de literatura, por meio de uma estrutura conceitual que enfatiza a importancia
do desenvolvimento de novos métodos de tratamento do céncer de mama com o

auxilio da nanotecnologia que sejam eficazes e menos invasivos.
2.1 NANOTECNOLOGIA

A Organizacao Internacional de Normalizacdo (ISO) define nanoparticula como
um objeto com as trés dimensfes na nanoescala. Sendo assim, as nanoparticulas séo
arranjos de estruturas atdbmicas na ordem de nanémetros (nm; 1 nm = 10° m), que
devido ao seu tamanho, possuem caracteristicas Unicas, como elevada area
superficial por unidade de volume e capacidade de exibirem efeitos quanticos
(SHABATINA et al., 2020; BEGUM et al.,, 2020). Na Figura 1 é mostrado uma

representacdo de estruturas na escala nanométrica.

Figura 1. Representacdo do tamanho dos nanomateriais bioldgicos.

101 nm 2nm 10 nm I 100 nm 104 nm 105 nm 107 nm

ead® & ®
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Nanomateriais Naturais Nanomateriais Sintéticos

Fonte: Autor.

Os nanomateriais podem ser elementos naturais automontados em
nanoestrutura, nanomateriais naturais, como estruturas celulares (proteinas, enzimas,
DNA humano) ou podem ser obtidos de forma sintética, denominados nanomateriais
sintéticos, como exemplo, o dioxido de titanio que em escala macro possui uma cor
branca e é utilizado na equalizacdo de coloracdes, entretanto quando na nanoescala
torna-se transparente e € muito utilizado em revestimentos e protetores solares
(BERTI; PORTO, 2016).
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A andlise toxicolégica dos nhanomateriais pode ser realizada in vivo, in vitro ou
in silico. Os Métodos in vitro e in silico sdo fontes indispensaveis para ajudar na
avaliacdo de risco e seguranca de nanomateriais. Entretanto, atualmente existem
métodos alternativos de teste que podem ser otimizados para um nanomaterial
especifico e assim ajudar na determinacdo da seguranca de ingredientes (BERTI;
PORTO, 2016).

Os nanomateriais podem ter propriedades quimicas, fisicas e biolégicas que
diferem daqueles em escalas maiores. As informacgfes de suas caracteristicas como,
tamanho, forma, estrutura cristalina, revestimento de superficie, reatividade de
superficie sdo importantes para determinacéo de seu potencial de toxicidade (BERTI;
PORTO, 2016). As nanoparticulas sdo utilizadas em uma variedade de produtos,
incluindo alguns ja aprovados pela Food and Drug Administration (FDA), dos Estados
Unidos, como o Ferumoxytol, autorizado em 2009 e usado em casos de deficiéncia
de ferro, o Resovist (Bayer Schering Pharma AG) € composto injetavel de IONPs
revestidos com carboxidextrana, sendo utilizado como agente de contraste em
imagens de ressonancia magnética para lesdes de figado e baco, autorizada pela FDA
em 1996, e em 2001 pela Europa e Feridex (AMAG Pharma) (KAMMARI et al., 2017).

2.2 NANOPARTICULAS DE OXIDO DE FERRO

A aplicac@o da nanotecnologia na area da saude tem melhorado os sistemas
convencionais de entrega de medicamentos. A morfologia e o didametro das
nanoparticulas sdo parametros significativos para sua producéo e aplicacdo, pois uma
elevada area superficial aumenta a reatividade e entrega de ions, enquanto seu
desempenho depende de sua composicao e solubilidade. Seu processo de sintese
pode ser determinado pelo método "top-down", que envolve a quebra do material por
desgaste e resulta em uma ampla distribuicdo granulométrica e morfoldgica, ou pelo
método "bottom-up”, que envolve a combinacdo de atomos ou moléculas para
formacdo de nanoparticulas maiores, sendo este método utilizado para produzir
nanoparticulas mais homogéneas e com uma distribuicdo uniforme de tamanho e
forma (HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2020).

Nos ultimos anos as IONPs tém sido amplamente utilizadas na area biomédica

para aplicacbes terandsticas, principalmente em estudos com hipertermia, como
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carreador de drogas para tratamento de cancer, mas também como agentes de
contraste para ressonancia magnética, biossensores, separacdo de biomoléculas,
purificacdo de proteina, imunoensaio, marcadores celulares, reparo tecidual, entrega
direcionada de anticorpos e &cidos nucleicos, etc (ZHU et al., 2018; DADFAR et al.,
2019; FULLER et al.,, 2019; AJINKYA et al., 2020; BRENNAN et al., 2020;
HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2020; WU et al., 2021; CANAPARO et al., 2020;
CRETU et al., 2021).

As IONPs formadas principalmente por FesOas, y-Fe203 ou hematita (a-Fe203)
tem emergido em decorréncia de suas propriedades Unicas, como elevada
magnetizacao e relagdo area-volume, bem como baixa citotoxicidade (CRETU et al.,
2021; WU et al., 2021; CANAPARO et al.,, 2020; ANSARI et al., 2022). As IONPs
podem ser direcionadas para uma regido especifica, por meio da aplicagdo de um
campo magnético externo, a medida que circulam pela corrente sanguinea (AMATYA
et al., 2021).

As propriedades fisicas e quimicas das nanoparticulas sédo diretamente
dependentes de sua forma, tamanho, estrutura cristalina, composicdo quimica e
dispersibilidade (SHABATINA et al., 2020; AJINKYA et al., 2020), que influenciam a
performance de tais materiais em suas aplicacdes (ZHU et al., 2018). Além disso, as
IONPs também podem apresentar propriedades magnéticas especificas, como baixa
temperatura de Curie (também denominado Ponto de Curie), alta suscetibilidade
magnética e superparamagnetismo (SHABATINA et al., 2020; AJINKYA et al., 2020).
As IONPs superparamagnéticas (SPIONs) apresentam momentos magnéticos
apenas na presenca de um campo magnético externo (DADFAR et al., 2019;
SHABATINA et al., 2020).

As nanoparticulas de FesOs sdo superparamagnéticas, com diametros
inferiores a 20 nm, seu comportamento paramagnético ou superparamagnético é
aumentado por meio da reducdo no tamanho. Consequentemente, observa-se um
decréscimo do comportamento ferromagnético, devido a reducdo do estado de
valéncia do ferro (AJINKYA et al., 2020). As particulas menores que o diametro critico
podem apresentar um Unico dominio, com magnetizacéo e orienta¢do uniforme de um
anico spin sobre todo o volume de particula (MOHAPATRA e LIU, 2018; SHABATINA
et al., 2020). Na presenca de flutuacbes térmicas, 0 momento magnético inverte
aleatoriamente a direcéo, resultando em uma magnetizacdo média de zero particulas

superparamagneéticas. Entretanto, quando ha a aplicagdo de um campo magnético,
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essas particulas se comportam como paramagnéticas mesmo em temperaturas
inferiores ao Ponto de Curie ou Ponto Néel (SHABATINA et al., 2020).

Inimeros trabalhos tém avaliado as IONPs em ensaios pré-clinicos e clinicos,
e vérias formulac6es contendo estas nanoparticulas foram aprovadas pela FDA, como
exemplo, o Ferumoxtran, Ferucarbotran (Ferrixan), Ferumoxide, Ferumoxytol e
Feruglose Ferumoxsil (DADFAR et al., 2019; ISRAEL et al., 2020; DULINSKA-
LITEWKA et al.,2019; DU et al., 2020; JIAO et al. 2022). As IONPs tendem ao
processo de oxidacado, o que limita suas aplica¢cdes biomédicas. Entretanto, o uso de
revestimentos poliméricos para evitar processos de oxidacdo ou interacdes com meios
externos sem prejudicar suas propriedades magnéticas pode ser uma opc¢éo. SPIONS,
como y-Fe203 ou Fe3O4 sdo amplamente utilizadas para fins biomédicos, devido ao
superparamagnetismo, biocompatibilidade, baixo custo, método de preparacao
simples e baixa toxicidade (SHABATINA et al., 2020).

As fases Fe3Os e y-Fe203 sdo oxidos ferromagnéticos com estruturas
espinélicas semelhantes. O Fes304 possui estrutura espinélica invertida com uma rede
cubica de face centrada e parametro de rede (a) igual a 0,839 nm. Sua célula é
composta por 32 fons de oxigénio (O?) posicionados ao longo da direcéo cristalina
(111), formando uma camada octaédrica e uma camada mista tetraédrica/octaédrica.
O Fes30s4 possui fons Fe’* e Fe3" e sua estrutura pode ser escrita como
(Fe3*)a(Fe?*Fe3*)s04. O y-Fe203 constitui a forma oxidada do FesOa, possui célula
unitaria composta por 32 O% que forma uma estrutura clbica fechada, com
a = 0,8347 nm em virtude da formacéao das vacancias catiénicas e do tamanho menor
dos ions Fe3* em comparacdo com os ions Fe?*. O y-Fe203 possui ions de ferro
trivalentes e sua estrutura pode ser escrita como 0,75 (Fe3*)a(Fe®*53V1/3)s04, quando
V representa a vacancia Fe?* localizada na posicdo octaédrica (SHABATINA et al.,
2020).

2.3 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE OXIDO PELO METODO DE
COPRECIPITACAO QUIMICA

As IONPs podem ser preparadas por processos fisicos, quimicos e/ou
biolégicos. O meétodo fisico se caracteriza pela facilidade de desenvolvimento,
entretanto, ndo se consegue controlar a morfologia e o didmetro. O método quimico

corresponde a um processo mais simples e eficiente, no qual as nanoparticulas
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podem apresentar alteracdes morfolégicas que serdo dependentes dos parametros
de sintese, podendo ser porosas ou hao porosas, em formato de esferas, plaquetas,
bastdes, nanotubos, nanobastdes, dentre outras. No método bioldgico, seu processo
€ menos dispendioso, com boa reprodutibilidade e elevado rendimento, porém € um
processo laborioso e demorado (CRETU et al., 2021).

Diferentes métodos de sintese de nanoparticulas magnéticas tém sido
estudados, como coprecipitacdo, rota hidrotérmica, decomposi¢cdo térmica,
microemulsdo, deposi¢do eletroquimica, pirdlise a laser, solvotérmicos, sono-
quimicos, deposicdo quimica de vapor, assistido por micro-ondas e pirélise de
aerossois (ZHU et al., 2018). A coprecipitacdo quimica (reacdo apresentada abaixo)
destaca-se pela rota de sintese mais simples e usual para producdo de SPIONs com

grupos funcionais -OH na superficie, que sao indispensaveis no tratamento do cancer.

Equacédo 1: Reacédo de formacgéo de Fez0a.
Fe?t + 2Fe3* + 80H™ - Fe;0, + 4H,0

A esséncia dessa metodologia consiste em obter solu¢des coloidais por meio
de precursores de sais férricos e ferrosos na razao molar de 2:1, com adi¢do de agente
precipitante, por exemplo, solu¢cado de amoniacos, hidroxidos e carbonato de calcio em
temperatura ambiente ou com aquecimento. Como neste método ocorre a oxidacdo
de Fes3Oas a y-Fe20s3, para se obter predominantemente magnetita, toda reacéo deve
ocorrer na presenca de gases inertes como argdnio ou nitrogénio (SHABATINA et al.,
2020; HEDAYATNASAB et al., 2020; RADON et al., 2017; HERNANDEZ-
HERNANDEZ et al., 2020; CRETU et al., 2021). Como principal vantagem, este
método proporciona um maior rendimento quando comparado com outras
metodologias. Além disso, o tamanho, a morfologia e a composi¢cdo das IONPs
dependem principalmente do tipo de solucéo salina utilizado, temperatura de reacao,
pH e forca ibnica do meio (HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2020).

2.4 ESTABILIZACAO DAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS
A aplicagdo de SPIONs no campo biomédico é determinada por trés fatores:

morfologia, tamanho e propriedades de superficie. Durante o processo de sintese,

varios fatores como a presenca de surfactantes, razdo Fe?*/Fe3*, tipo de sais, controle
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de pH, forca ibnica, tipo de base (NaOH, Na2COs, NH40OH), taxa de agitacao, fluxo de
entrada de gas nitrogénio/argdnio e temperatura ou tempo de reacao, podem afetar a
morfologia e assim alterar o tempo de circulacdo sanguinea, absorcdo celular e
biodistribuicdo (HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2020; CRETU et al., 2021,
AMATYA et al.,, 2021). Como as IONPs apresentam razao area/volume superficial
elevada, magnetizacao, forcas de Van der Waals e alta energia superficial, estas
tendem a se agregar. Sendo assim, a estabilizacdo pode ser feita reagindo-as com
tensoativos anidnicos, como agentes dispersantes e revestidos com materiais
inorganicos (silica, ouro ou gadolinio) ou estabilizadores de polimeros que séo
biocompativeis (CRETU et al., 2021).

A modificacdo com citrato na superficie das SPIONs tem sido amplamente
estudada devido a sua simplicidade, por melhorar a estabilidade das nanoparticulas
guando em solucbes aquosas, por proporcionar uma magnetizacdo ideal e uma
citocompatibilidade (ELAHI, RIZWAN, 2021; DA SILVA ASSIS et al., 2019). O citrato
possui grupos carboxilatos (RCOO") que podem se adsorver na superficie das
nanoparticulas e auxiliar na funcionalizacéo de biomoléculas ou polimeros. Entretanto,
solucBes aquosas de acido citrico e sais de citrato podem apresentar processos de
dissociacao e hidrélise quando se altera concentracdes de solutos, pH e temperatura
(KRUKOWSKI; KARASIEWICZ; KOLODZIEJSKI, 2017). De acordo com o valor de pH
as SPIONs podem se desestabilizarem ocasionando um aumento no diametro da

particula.

As SPIONSs funcionalizadas com citrato tem sido empregada para inUmeras
aplicacdes in vitro e in vivo, como exemplo, em estudos para aplicacdo em terapia
imunolégica controlada magneticamente, no qual é descrito que ha uma
citocompatibilidade com célula T e estabilidade coloidal no sangue. Também é
possivel obter um biossensor eficiente por meio da funcionalizagdo com grupo amino
na superficie das SPIONs (ELAHI, RIZWAN, 2021). Na Figura 2 é apresentado uma
ilustragéo das SPIONSs, apos estabilizar com moléculas de citrato de sodio.



33

Figura 2: Representacéo da funcionalizacdo das SPIONs com citrato de sédio.

Fonte: Autor.

2.5 NANOPARTICULAS CORE-SHELL

As IONPs como sintetizadas apresentam algumas limitacdes, como a rapida
aglomeracao, oxidacdo no ambiente fisiolégico de tumores, devido ao alto valor da
razdo volume/area superficial, reatividade quimica e elevada energia superficial, que
resulta em perda de magnetismo. Estruturas core-shell (ntcleo encapsulado por uma
pelicula) tendem a proporcionar uma superficie inerte, que facilita processos de
funcionalizacdo da particula, com o objetivo de melhorar a estabilidade e a
biocompatibilidade dessas soluc¢des (ZHU et al., 2018; DHEYAB et al., 2020).

O ouro é um metal precioso, comumente utilizado em revestimentos de
superficies. O método direto pode ser aplicado para se revestir IONPs, que pode ser
realizado por duas vias, com solugcdo aquosa ou organica. Quando em solugéao
aquosa, a casca de ouro é formada por meio da reducdo de Au*" com o auxilio de
agentes redutores, e 0s mais utilizados séo citrato de sédio e borohidreto de sdédio.
Na via de sintese orgéanica, geralmente os agentes niveladores de solu¢do sao o 4cido
oleico e a oleilamina. No método indireto, € formada uma camada de “cola” entre o
nacleo de IONPs e a casca de ouro. Essa camada tem como caracteristica aumentar
a estabilidade e, por apresentar sitios para a ligacdo quimica, tende a promover a
fixacdo de sementes de ouro para a formagcao de uma casca. Dentre os materiais mais
empregados como camada de “cola”, destacam-se os polimeros, silica e carbono
(ZHU et al., 2018).
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As nanoparticulas de ouro (AuNPs) tém recebido uma atencéo consideravel
nas ultimas décadas, tendo sido comumente aplicada em TFT. Quando irradiadas por
laser, AUNPs podem converter a energia da luz em calor, resultando no aumento de
temperatura da solugdo. Sendo assim, o direcionamento preferencial destas
nanoparticulas para tumores, seguido de irradiacdo por meio de um laser, que é uma
estratégia seletiva para ocasionar ablacdo térmica de células tumorais (MIRRAHIMI
et al., 2019; FARASHAHI et al., 2019; ABED et al., 2019). Entretanto, seu uso clinico
se tornou limitado, devido ao desconhecimento de sua toxicidade quando utilizadas
na TFT e por apresentarem comprimento de onda relativamente curto de absor¢éo
(~520 nm) quando em formato esférico (YANG et al., 2017; ABED et al., 2019). Desse
modo, a profundidade de penetracdo do laser torna-se limitada em virtude da forte
absorcdo da radiacdo por biomoléculas dos tecidos biolégicos, como exemplo,
hemoglobina e melanina. O menor valor do coeficiente de absor¢céo destes tecidos na
regido do infravermelho préximo (Near Infrare, NIR) (700 — 1100 nm) favorece o
desenvolvimento de terapias e € considerada como uma “janela terapéutica 6ptica”.
Sendo assim, novos nanomateriais com outras estruturas de AuNPs, como nanoshell,
nanobastdes e nanocages tém sido investigados com o objetivo de solucionar essa
questado (ABED et al., 2019).

Nanoparticulas core-shell, também denominadas de nanoparticulas hibridas,
com nuacleo de ferro e casca de ouro (Au@SPIONs) sdo multifuncionais, que
aprimoram as propriedades quimicas, fisicas e Opticas de ambos 0s materiais
(KUMARI; SHARMA; SAHI, 2021). Estas nanoparticulas sdo promissoras para
hipertermia magnética, devido as propriedades magnéticas do ferro, que pode causar
ablacdo térmica nas células cancerigenas, e pela presenca do recobrimento de ouro,
que protege o ferro de processos de oxidacdo. Além disso, a casca de ouro tende a
reduzir as interacbes magnéticas entre particulas, resultando em uma melhor
dispersdo em meio biologico (SANAD et al., 2021). Podem ser utilizadas na deteccao
de moléculas via espalhamento Raman intensificado por superficie (SERS)
(SCHWAMINGER; BAUER; FRAGA-GARCIA, 2021), na TFT e como agentes de
contrastes de imagem oOptica (LOZANO-PEDRAZA et al., 2021; KUMARI; SHARMA;
SAHI, 2021; MIRRAHIMI et al., 2019; GHAZNAVI et al., 2018; ABED et al., 2019;
BRENNAN et al., 2020). Também podem ser direcionadas para a posicao desejada
sob o campo magneético externo (ABED et al., 2019).
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2.6 CANCER DE MAMA

O cancer é uma das principais causas de morte no mundo, logo almeja-se um
diagnostico precoce e um tratamento em tempo héabil, que resultard em uma maior
probabilidade de sobrevida e menor morbidade (MOKHOSI et al., 2022). No Brasil, o
Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) é o érgéo auxiliar
do Ministério da Saude, que divulga os dados estatisticos e a projecdo de
probabilidade de novos casos dentro do cenario brasileiro (exceto para cancer de pele

nao melanoma), como mostrado na Tabela 1 (INCA, 2019).

Tabela 1: Distribuicdo dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 no Brasil.

Prastata 65.340 29.2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 297%
Colon e reto 20.520 91% Colon e reto 20470 9.27%
Traqueda, bringuio & pulmao 17.760 7.9% Colo do utero 16.590 74%
Estdmago 13.360 5.9% Traqueia,bronguio e pulmao 12.440 5.6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tirepide 11.950 54%
Esdfago 3.690 3.9% Estémago T7.870 3.5%
Bexiga 7.580 3.4% Owirio 6.650 3.0%
Linfoma nao Hodgkin 6.580 2.9% Corpo do dtero 6.540 2.9%
Laringe 6.470 29% Linfoma n&o Hodgkin 5.450 24%
Leucemias 5.920 2 6% Sistemma nervaso central 5.220 2.3%

*Nimeros arredondados para madltiplos de 10

Fonte: Inca, (2019).

Nesta distribuicdo proporcional dos dez tipos de céncer mais incidentes no
Brasil, observa-se que o cancer de mama é o mais comum entre mulheres, estimando-
se 66.280 novos casos de cancer de mama, para cada ano do triénio 2020-2022
(INCA, 2019). Sendo um cancer metastatico (do inglés, Metastatic Breast Cancer,
MBC), este se espalha para outras partes do corpo como, 0ssos, figado, pulméo e
cérebro, o que dificulta seu tratamento. Com a deteccao precoce da doenca, ha uma
alta porcentagem de sobrevida. Entre os fatores de risco relacionados a doenca
destaca-se o envelhecimento, fatores reprodutivos, historico familiar, estilo de vida,
idade, etnia, desequilibrio hormonal e tabagismo. O agravamento é relacionado ao
namero de locais metastaticos, tipos de mutacdo e a biologia subjacente do tumor,
como grau e tamanho do tumor primario (AL-MAHMOOD et al., 2018; INCA, 2019;
SUN et al., 2017).

O cancer de mama pode ser classificado em subgrupos moleculares que

possuem diferentes expressdes de receptores do cancer, como receptor de
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crescimento epitelial humano tipo 2 (HER-2), luminal A, luminal B, claudin-low e basal-
like, que possuem caracteristicas de metastase para oOrgaos distantes (AL-
MAHMOOD et al., 2018). Entretanto, os fatores prognésticos padrées sao receptores
de estrogénio (ER), receptor de progesterona (PR), HER-2 e status de proliferacéo
(Ki-67). No cancer de mama triplo negativo (do inglés, triple-negative breast cancer,
TNBC), doenca heterogénea e agressiva, a expressao de ER, PR e HER-2 é ausente,
sendo, responsavel por 20% de todos os casos de cancer de mama, com recorréncia
de 30-40% e elevado potencial de metastase no cérebro (SUN et al.,, 2017; DOS
SANTOS JESUS et al., 2022; AL-MAHMOOD et al., 2018; LEV, 2020; HSU; HUNG,
2016; SIRKISOON et al., 2016).

O TNBC possui superexpressdao do Receptor do Fator de Crescimento
Epidérmico (EGFR), o que acelera o crescimento celular e tecidual pela regulacao da
proliferacédo, diferenciacdo, migracdo e sobrevivéncia das células. O TNBC possui
elevados indices mitoticos, altas taxas de metastase e mau prognostico (LEV, 2020).
Apenas 20 a 30% dos pacientes possuem bom progndstico ao tratamento padrao de
TNBC, com alta frequéncia de recorréncia dentro de 1 a 3 anos apés o diagnéstico
(LEV, 2020). Com isso, como 0s pacientes geralmente ndo respondem as terapias
hormonal ou terapias direcionada aos receptores, existem poucas alternativas de
tratamentos (DOS SANTOS JESUS et al., 2022).

A familia de receptores EGFR desempenha a funcao do crescimento de células
normais e malignas, bem como na prevencdo de apoptose, resisténcia a drogas,
células estaminais cancerigenas e metastase de inimeros tipos de cancer. A familia
EGFR é composta por quatro membros e séo receptores do fator de crescimento que
atravessa a membrana celular (EGFR1, HER2, EGFR3 e EGFR4). EGFR1 (também
conhecido como EGFR1 (HER1, c-erbB1), EGFR2 (c-erbB2, HER2), EGFR3 (c-erbB3,
HER3) e EGFR4 (c-erbB4, HER4) (S STEELMAN et al.,2016). O gene HER1 é
expresso em cerca de 40% das pacientes com cancer de mama, e o gene HER2 em
até 25% a 30%. A superexpressdo de HER1 e HER2 esta associada a um pior
prognastico clinico e prediz uma resposta menos favoravel a terapia endocrinologica
(ALANAZI; KHAN, 2016; KJAER et al., 2018). Inumeras vias de sinalizacdo, como
PIBK/PTEN/Akt/mTORC1, Ras/Raf/MEK/ERK, Jak/STAT e JNK, entre outras, podem
ser induzidas por membros da familia EGFR (S STEELMAN et al.,2016).

A andlise gendmica do TNBC sugere alteracdes genéticas e instabilidade

gendmica, sendo as mutacdes somaticas mais frequentes observadas em TP53
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(85%), PIK3CA (10%), USH2A (sindrome de Usher 2A) (9%), MYO3A (miosina Ill1A)
(9%), genes PTEN e RB1 (8%) e alteracdes em RB1 (5%), amplificacédo de MYC (26%)
ou EGFR (5%). Sendo assim, entende-se a necessidade de desenvolvimento de
diferentes métodos terapéuticos para cada subtipo molecular (LEV, 2020).

O Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR) € uma glicoproteina
pertencente a subclasse de receptores tirosina quinase (do inglés, receptor tyrosine
kinases (RTKs)). Estes controlam importantes processos biolégicos, como
proliferacao, diferenciagédo, metabolismo e sobrevivéncia celular por meio da ativagao
das vias de sinalizacdo (HSU; HUNG, 2016; KJAER et al., 2018; SIRKISOON et al.,
2016). A superexpressdo do receptor EGFR é responsavel por 50% dos casos de
cancer de mama triplo-negativo. Além disso, apresenta alta taxa de crescimento,
regeneracao e metastase (SUN et al., 2017).

Dentre os métodos mais usuais de deteccao do cancer de mama, a mamografia
tem contribuido para reducao significativa das taxas de mortalidade dessa doenca. A
ressonancia magnética também tem contribuido como um método néo invasivo para
o rastreamento do cancer (INCA, 2019; SUN et al., 2017). Em relacdo aos tratamentos
convencionais de cancer, a cirurgia, quimioterapia e radioterapia, possuem efeitos
colaterais negativos para 0s pacientes e ndo garantem uma eficaz remocao das
células malignas (WEI et al., 2019). Como resultado, a resisténcia a terapia do cancer
continua sendo a principal causa de insucesso no tratamento do paciente, uma vez
gue o DNA tumoral tem a capacidade de se reparar e criar resisténcia a medicamentos

e a diferentes terapias (LI et al., 2021).

2.7 TERAPIA FOTODINAMICA E FOTOTERMICA

A fototerapia corresponde a um método de tratamento nao invasivo, que utiliza
agentes intermediarios fotoativados, como transdutores fototérmicos ou FS sob
irradiacdo. As fontes de radiacdo podem utilizar comprimentos de onda na faixa do
visivel ou do NIR, podendo ser fabricadas com baixo custo por meio da utilizacao de
diodos emissores de luz (Light emitting diodes, LEDs). As fontes de irradiagdo na
regido do NIR sdo mais utilizadas para ativar o efeito terapéutico na fototerapia
oncoldgica, devido a sua maior penetracao tecidual, minimizando as absor¢cdes pelas

moléculas de agua e hemoglobina em tecidos biol6gicos (MOLKENOVA et al., 2022).
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Na TFT, a conversao da radiacao incidente em calor é feita por meio de agentes
transdutores fototérmicos, que permitem a ablacéo térmica dos tecidos tumorais (XU
et al., 2019; MOLKENOVA et al., 2022; WAN et al., 2018; PENG et al., 2022; WANG
al., 2018). As vantagens significativas da TFT sobre os tratamentos convencionais
incluem invasividade reduzida, alta especificidade para células cancerigenas e
recuperacao rapida (PENG et al., 2022; WANG al., 2018; KADKHODA et al., 2021).
Enquanto, a TFD emprega as moléculas fotossensiveis incorporadas aos tecidos a
serem tratados e na presenca de oxigénio molecular, seguido da irradiagdo em
comprimento de onda especifico, gerando ERO’s (BOURAMTANE et al., 2019;
MOLKENOVA et al., 2022; AMIRSHAGHAGHI et al., 2019). Também corresponde a
uma opcgéao de tratamento menos invasivo para o0 manejo de muitos tipos de canceres
e apresenta baixa toxicidade sistémica (HOU et al., 2022; KADKHODA et al., 2021).

Todavia, normalmente é dificil alcancar um bom resultado terapéutico utilizando
um anico método de tratamento. Assim, a combinacéo de terapias tem crescido em
pesquisa cientifica e no tratamento clinico (HOU et al., 2022). As TFD/TFT quando
combinadas, melhoraram a efichcia do tratamento, além de poderem diminuir
significativamente a invasividade e a toxicidade sistémica (XU et al., 2019; WAN et al.,
2018).

Neste contexto, a identificacdo precisa das regides tumorais e a confirmacao
da presenca de agentes fototerapéuticos nas lesGes cancerigenas podem ser
facilitadas por nanoparticulas, que combinam recursos fototerapéuticos e de imagem
em uma unica modalidade (WANG al., 2018). As nanoparticulas funcionalizadas com
fotossensibilizadores podem proporcionar uma entrega eficaz de agentes terapéuticos
aos tecidos tumorais profundos, permitindo a associacao da TFD com outras terapias,
como a radioterapia em canceres mais agressivos em virtude do espalhamento da
radiacdo ionizante pelas nanoestruturas, que aumenta a eficiéncia do tratamento
(HOU et al., 2022). Dentre os fotossensibilizadores, a Ce6 de segunda geracdo é
frequentemente usada na TFD em virtude da elevada sensibilidade, eliminacao rapida
do organismo e pode ser fotoativada pela irradiacdo em comprimentos de onda da
regido de 660-670 nm, que permite a elevada eficiéncia na geracdo de ERO’s (HOU
et al., 2022; AMIRSHAGHAGHI et al., 2019).

Dentre 0s nanomateriais, 0s metais de transicdo e seus Oxidos sao
frequentemente utilizados em estudos para o tratamento e diagnéstico do céancer,

devido a sua composicao e caracteristicas fisico-quimicas. Dentre eles, a SPIONs se
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destacam na TFT pela eficiéncia na ablacdo precisa em tumores profundos,
preservando os tecidos saudaveis circundantes (PENG et al., 2022). Enquanto que as
AuNPs tém se destacado na TFD, possibilitando um aumento de ERO’s,
consequentemente um aumento de eficiéncia (DOS SANTOS JESUS et al., 2022).
Desta forma a associacdo de nanoparticulas e terapias podem aumenta a eficiéncia

dos tratamentos contra o cancer.
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3 MATERIAL E METODOS

As SPIONs foram primeiramente sintetizadas pelo método de coprecipitacdo
quimica, posteriormente revestidas com ouro e funcionalizadas com o complexo Ce6-
cisteamina e complexo EGF-a-Lipéico a proteina EGF para formacdo das
Nanossondas Terandsticas (NTs). Essas solucfes coloidais foram entdo
caracterizadas por analise de espectroscopia de UV-visivel para determinagdo das
concentragdes de ferro, por DLS e Potencial Zeta para determinagdao do diametro
hidrodindmico e da estabilidade, por FT-IR para confirmacéo das ligacdes quimicas,
por SEM-FEG e TEM para confirmacdo do diametro meédio e de suas morfologias, por
XRD para determinacéo da formacao de fases cristalinas e por VSM para determinar
as caracteristicas magnéticas e a magnetizacéo de saturacdo das solucdes coloidais
por meio da equacdo de Langevin. ApOs toda a caracterizacdo, as nanoparticulas
foram estudadas in vitro nas linhagens celulares MCF 10A e MDA-MB-468 para
andlise de citotoxicidade, tempo de incorporacdo e internalizacdo das NTs. A
eficiéncia das NTs foi determinada por TFD e TFT. Na Figura 3 € apresentado o

fluxograma das fases experimentais desta tese.

Figura 3: Fluxograma Experimental.
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3.1 SINTESE DAS SPIONS

As SPIONs foram sintetizadas pelo método de coprecipitacdo, como descrito
por Massart (1981) (MASSART, 1981). O protocolo de sintese de Mérida e
colaboradores (2015) (MERIDA et al., 2015) foi adaptado por meio de uma
colaboracédo entre o Laboratério de Nanossensores e 0 Rinaldi Research Laboratory
da University of Florida. Soluc¢des de cloreto de ferro 1l (FeCl2.4H20) e 11l (FeClz.6H20)
respectivamente a 0,2 mol/L e 0,4 mol/L, foram individualmente preparadas em
100 mL de agua ultrapura previamente de-oxigenada com gas nitrogénio por 30 min.
A ultrassonicacdo em banho foi realizada para solubilizacdo dos sais, seguida por de-
oxigenacgao e mistura dessas solugcdes. Uma agitacédo de 250 rpm, a 85 °C e pH da
solucao entre 8 e 9 foram mantidos durante toda a sintese e a precipitacdo dos 6xidos
de ferro ocorreu por meio da adi¢cdo de 35 mL de hidroxido de aménio (NH4OH). Apos
o resfriamento, aliquotas da amostra foram centrifugadas e 0s sobrenadantes
descartados. A estabilizacdo foi realizada por meio da adi¢cdo de citrato de sodio
dihidratado (NasCeHs07.2H20) nas aliquotas, seguido de homogeneizacao em vortex
por aproximadamente 0,5 min. A amostra foi levada ao ultrassom de ponta com alta
energia por 30 min e em seguida, as aliquotas foram transferidas para tubos e
centrifugadas a 1.800 rpm por 10 min, seguido de descarte do sobrenadante com ima.
Essa amostra novamente foi ressuspendida em NasCsHs07.2H20, levada ao
ultrassom de ponta por 30 min, sendo logo apos centrifugada a 2.500 rpm por 10 min,
seguido de descarte do sobrenadante com ima. Na Figura 4 € apresentado o processo
de sintese das SPIONs.

Figura 4: Sintese das SPIONS pelo método de copreC|p|ta<;ao

FeCl;.6H:0 85 °C Agitacdo

i mecanica Resfriamento
FeCl,.4H,0 250 250 rpm
Agua de-oxigenada | Adicdo de NH.OH |
Centrifugacdo e
Secagem

SPIONS )
NaSCE 5o 2H,0

Estabilizacao |

Centrifugacéo e
Secagem

SPIONs
Estabilizadas

Fonte: Autor.
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3.2 RECOBRIMENTO DAS SPIONS COM OURO — CORE-SHELL

As Au@SPIONs foram sintetizadas de acordo com o protocolo de sintese
adaptado de Elbialy e colaboradores (2019), SPIONs na concentragéo de 0,5 mg/mL
foram adicionadas na solucao de cloreto de ouro (HAuCls — forma anidra) a 0,5 mmol/L
e mantido sob agitacéo por 15 min. Posteriormente, 0 aquecimento foi interrompido e
a solucdo mantida em agitacdo até a temperatura ambiente (ELBIALY et al., 2019).
Na Figura 5 é apresentado o processo de recobrimento das SPIONs. As Au@SPIONs
foram centrifugadas e caracterizadas pelas técnicas de Espectroscopia UV-visivel,
DLS, TEM, FT-IR e VSM.

Figura 5: Sintese das Au@SPIONs.

HAuCI, o : 5 ’ .
Agitacdo Centrifugacéo &
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1000 rpm Caracterizacdo \
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+I

Fonte: Autor.

3.3 MODIFICACAO QUIMICA VIA CARBODIIMIDA

A molécula da Ce6 possui trés grupos carboxilicos que por meio da ligacédo
amida foram ligados a cisteamina para a formacgao do complexo Ce6-cisteaminea. 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), forma um éster mais estavel que o o-acilisoureia e permite uma
conjugacao mais eficiente e uma ligagédo amida estavel. A raz&o molar dos reagentes
foram: 1 Ce6 (8,4 mM): 25 Sulfo NHS (187,5 mM): 10 EDC (83,5 mM): 3 Cisteamina
(8 mM) (CASTILHO; HEWITT; RANIERO, 2017). A molécula de EGF humana (EGF,
Sigma Aldrich, E9644) possui trés grupos aminos que podem reagir com acido
carboxilico, sendo assim, a modificacao dessa proteina ocorre pela adigao do a-acido
lipéico (LA) (Sigma Aldrich, T5625) que forma uma ligacdo amida. O LA é ativado,
adicionado a proteina, uma molécula de agua € liberada para a formac¢ao do complexo
EGF-a-LA. A razdo molar dos reagentes corresponde a 120 LA (7,8 mM): 3200 Sulfo
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NHS (187,5 mM): 1300 EDC (83,5 mM): 1 EGF (16 uM) (LUCAS et al., 2015). Para
confirmacédo da formacédo do complexo, foi realizado o linker Ce6 com Cisteamina.
Apés a formacao, 1,5 mL do complexo foi centrifugado a 8000 rpm por 3 min, sendo
0 processo de purificagéo realizado 2 vezes e as caracterizagdes dos sobrenadantes

(S1, S2) e dos precipitados (L1, L2) medidos por espectroscopia de UV-visivel.
3.4 NANOSSONDA TERANOSTICA

As nanossondas foram produzidas utilizando Au@SPIONs previamente
sintetizadas, as quais foram funcionalizadas aos complexos, EGF-a-acido lipdico e o
Ceb6-cisteamina nas propor¢des 1:1, para o total recobrimento da area superficial do
coloide. Primeiramente as Au@SPIONs foram incubadas com o complexo EGF-a-
acido lipbico sob agitacdo constante por 24 h. Apds esse periodo, o complexo Ce6-
cisteamina foi adicionado e a solucéo final foi novamente mantida sob agitacédo
constante. O processo de purificacdo ocorreu por uma centrifugagédo a 8000 rpm por
3 min e sua caracterizacdo obtida por Espectroscopia UV-visivel e FT-IR. Na Figura 6
€ mostrado uma representacdo do processo de preparo das Nanossondas

Terandsticas.

Figura 6: Sintese das Nanossondas Terandsticas.
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Fonte: Autor.
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3.5 CARACTERIZACAO DOS NANOMATERIAIS

3.5.1 Anélise de Espectroscopia de UV-Visivel

As amostras de Au@ SPIONs foram caracterizadas pela Espectroscopia de UV-
Visivel em um espectrofotometro DeNovix DS-11, na regido de 190-840 nm com
resolucao espectral de 1 nm. Os espectros foram adquiridos pela transmisséao da luz
através da gota de amostra pipetada entre as superficies superior e inferior com
caminho optico auto-ajustavel entre 0,02 - 0,5 mm, sendo a superficie de pipetagem
das amostras composta por aco inoxidavel e janela de safira (inferior) e fibra de
quartzo (superior). Em todas as leituras, 2 yL das amostras foram medidos e os
resultados foram plotados com o auxilio do programa OriginPro versdo 8.5.1. A
concentracdo de ferro presente nas SPIONs foi determinada por meio de ensaios de

o-fenantrolina, sendo também o resultado obtido por Espectroscopia de UV-visivel.

3.5.2 Anélise de Espalhamento Dinamico da Luz

A andlise de DLS foi realizada para determinar o diametro hidrodinamico e a
estabilidade das solu¢des coloidais, por meio do equipamento ZetaSizer nano — ZS90
da Malvern. O indice de refracdo utilizado foi igual a 1,450 para SPIONs e de 1,590
para Au@SPIONs. No equipamento foi definido o tempo de equilibrio de 120 seg.,
com temperatura de 21°C. Um volume de 200 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 duracao
de 30 seg. A andlise do Potencial Zeta determinou a estabilidade e a carga superficial
das solugdes coloidais, no modo “Zeta”, quando um diferencial de potencial elétrico
foi aplicado por meio de uma cubeta com eletrodos de ouro. As solucdes coloidais
foram adicionadas as cubetas capilares com eletrodos (modelo DTS1070, Malvern)
com o auxilio de uma seringa, sem a formacéo de bolhas de ar. O modelo matematico
definido foi de Smoluchowski, uma média de trés andlises por amostragem foi
realizada para a obtencéo dos resultados e, com o auxilio do programa OriginPro

versao 8.5.1, os dados exportados foram plotados.
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3.5.3 Analise de Microscopia Eletrénica de Varredura

A andlise da morfologia e tamanho das nanoparticulas foram feitas em
parcerias com o laboratorio Labas Dimare — INPE e com o Centre Pluridisciplinaire de
Microscopie et Microanalyse (CP2M) - Fédération Sciences Chimiques Marseille
9FSCM) - Aix-Marseille Université, Franca.

A analise de Microscopia Eletrénica de alta resolucao foi feita em SEM-FEG da
Tescan (modelo MIRA3) em colaboracdo com o INPE. Primeiramente uma aliquota
de 20 yL da solucao coloidal foi adicionada sobre uma placa de silicio com fita de
carbono em stub, seco a vacuo e submetido ao processo de metalizagcdo com ouro. A
imagem de SEM-FEG das SPIONSs foi obtida com a configuracdo do equipamento em
HV (alto vacuo): 15.0 keV, campo de visdo: 1.38 um, WD (com distancia de trabalho):
4.72 mm, DET:. In-Beam SE e SEM MAG (detector de Emissdo de elétrons
secundarios na magnitude): 150 kx. ApOGs a analise, as nanoparticulas foram
analisadas e contadas pelo programa ImageJ versao 1.48 para se obter o diametro
fisico das nanoparticulas sintetizadas.

Na Aix-Marseille Université, as medidas foram realizadas com um Microscopio
Eletronico ultra-alta resolucdo da marca ZEISS, modelo Gemini 500 FEG, com
imagens de elétrons secundarios adquiridas com baixa tenséo (1 kV e 0.5 kV). Para
imagens de elétrons secundarios (SE), este sistema é equipado com um detector In-
lens, que detecta elétrons secundarios diretamente no caminho do feixe, sendo ideal
para exibir estruturas em superficies. Para o preparo, 10 pL de cada uma das
amostras foram secas nas grades em cobre revestidas com filme de carbono de 300
mesh, com a temperatura da estufa de 40°C. As imagens de SEM das SPIONs sem
estabilizacdo foram obtidas com os seguintes parametros: electron high tension
(EHT): 1.00 kV, working distance (WD): 2.2 mm, Signal A: inLens, magnification (Mag):
153.39 KX, tamanho de cada pixel da imagem (Pixel Size): 242.6 pm, brightess
(B):45.5%, contrast (C): 36.8%, tipo de aquisi¢cao para reducédo de ruido (noise Red.):
Drift Comp. Frame Avg., velocidade de varredura (scan Speed):1, Cycle Time: 43.1
secs, pressdo na camara do microscopio (P):3.14x10% mbar, diametro do diafragma
(Ap. Size): 20.00 um. Ja as SPIONs com estabilizagdo, EHT:0.500 kV, WD: 2.3 mm,
Signal A: inLens, Mag: 118.32 KX, Pixel Size: 943.6 pm, B:30.9%, C: 42.2%, Noise
Red.: Line Avg, Scan Speed: 4, Cycle Time: 19.1 secs, P:3.02x10% mbar, Ap. Size:
20.00 pm.
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3.5.4 Analise de Microscopia Eletrénica de Transmissao

A analise da morfologia e do diametro fisico das SPIONs e Au@SPIONs foram
realizados em parceria com o laboratorio da Aix-Marseille Université. Para a
preparacdo das amostras, 10 pL de cada uma das nanoparticulas foram secas em
grades de cobre revestidas com um filme de carbono de 300 mesh, com temperatura
de estufa de secagem de 40°C. As medidas de TEM foram realizadas no microscopio
eletronico FEI TECNAI G20 LaB6, com imagens em campo claro e campo escuro
adquiridas com 200 kV de tensdo de aceleracdo dos elétrons, em modo paralelo
(TEM) e em modo varredura (STEM). Este microscopio € equipado com um detector
EDS (Espectroscopia de raios X por dispersédo em energia) OXFORD SDD, com o
qual foram obtidos espectros e mapas EDS com a composi¢édo quimica das SPIONs
e AU@SPIONS.

3.5.5 Anélise de Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier

Os produtos de sinteses foram caracterizados por meio dos modos vibracionais
das ligacdes quimicas. A analise de FT-IR foi realizada em um espectrofotémetro FT-
IR por transformada de Fourier da Perkin-Elmer (modelo Spectrum 400), equipado
com acessorio de refletancia total atenuada com pedestal de ago inox e cristal de
diamante, localizado na Central de Laboratorios Multiusuérios (IP&D/UNIVAP). Os
espectros foram obtidos na faixa espectral de 4000-450 cm™, com resolucéo espectral
de 4 cm, sendo a média de 64 varreduras/ponto. O background foi feito com o cristal
limpo em atmosfera ambiente. As SPIONs e Au@SPIONs foram pipetadas e secas
no pedestal do equipamento para melhor obtencao das absor¢des nos espectros, com

auxilio de um jato de ar seco sem CO2gerado por um gerador de gases (ParKer).

3.5.6 Analise de Difragdo de Raios-X

A estrutura cristalina das SPIONs foi analisada por meio da técnica de
difratometria de raios-X. Para a analise, as nanoparticulas foram secas a vacuo e em
seguida o po6 foi compactado no porta-amostra. O difratdbmetro de raios-X utilizado foi

o Shimadzu (modelo XRD-6000) com fonte de radiacdo monocromatica Cu-Ka (A =
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1,5418 A), com uma tens&o de 40 kV e corrente 30 mA, localizado no Laboratério de
Ceramicas Avancadas (IP&D/UNIVAP). As leituras foram feitas com fendas 0,3 e
angulo de difracao (20) variando de 15° a 85°, passo angular de 0,02° e tempo de
contagem de 0,6 s. A analise dos dados foi realizada no software X'Pert High Score

Plus com o auxilio das fichas de referéncia.

3.5.7 Anélise por Magnetémetro de Amostra Vibrante

As medidas de curva de magnetizacdo foram realizadas no Laboratorio de
Materiais Magnéticos, localizado no Departamento de Fisica dos Materiais e
Mecénica, no Instituto de Fisica da Universidade de Sdo Paulo (DFMT-IFUSP). Para
esta analise, 30 mg de nanoparticulas secas foram utilizadas no VSM com um
eletroimé de 2T, a temperatura ambiente, com um campo magnético maximo de 20
k©e e 35 ciclos. A secagem das SPIONSs estabilizadas e Au@SPIONs em laminulas
de vidro com dimensfes de 5x5 mm também foi realizada para verificar possiveis
alteracdes no comportamento da curva de magnetizacdo das nanoparticulas. O
protocolo de medida utilizado para a andlise de VSM ¢ informado na Tabela 2, sendo
H o campo externo aplicado, N-intervalos = nimero de pontos -1, no respectivo trecho

do ciclo de histerese e o tempo total do ciclo de histerese foi de 32 min.

Tabela 2: Protocolo de medida do equipamento VSM.

H1 (kOE) H2 (kOE) N-intervalos T_total (min) T_VSM (seg)
20.0 5.0 30 3.0 1
5.0 0.5 25 2.5 1
0.5 0.5 50 5.0 1
0.5 -5.0 25 2.5 1
-5.0 20.0 30 3.0 1
20.0 5.0 30 3.0 1
5.0 0.5 25 2.5 1
0.5 0.5 50 5.0 1
0.5 5.0 25 2.5 1
5.0 20.0 30 3.0 1

Fonte: Autor.
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3.5.8 Analise de pH

A andlise do pH do meio foi realizada no titulado da Metrohm (modelo 848
Titrino Plus), para corroborar com a analise de estabilidade das SPIONs utilizando a
curva dos valores do Potencial Zeta em funcdo do pH do meio. Primeiramente, as
SPIONSs estabilizadas na concentracdo de 1 mg/mL foram centrifugadas a 8.000 rpm
por 3 min., em seguida avolumadas para 1 mL em meio com valores de pH iguais a
2,4,6,7,9e10.

3.5.9 Quantificacao de ferro

A concentragcdo 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 NaszCeHs07.2H20
foram digeridas em acido nitrico (HNO3) a 70% em banho seco a 101°C por
aproximadamente 12 horas. Posteriormente, 10 pL da amostra digerida foram
evaporados a 115°C, seguidos da adicdo de 46 pL de &gua deionizada. Para a
reducdo dos ions Fe3* a Fe?*, foram adicionados 30 pL de cloridrato de hidroxilamina
(NH20H. HCI) e a reacdo mantida em repouso por 1 h. Apos a reducdo, foram
adicionados 49 pL de acetato de sédio (NaO2CCHs) como agente tamponante e 75 pL
de 1,10-fenantrolina monohidratada (C,,HgN,. H,0), que formam o complexo Fe(ll)-
ortofenantrolina que apresenta absorbancia maxima em 508 nm. Uma curva de
calibracao foi preparada a partir de concentracfes de ferro conhecidas e por meio de
regressao linear foi determinada a concentracéo das amostras (MERIDA et al., 2015;
UNNI et al., 2017).

3.6 CULTURA DE CELULAS 2D
3.6.1 MCF 10A

A linhagem celular de mama humano, MCF 10A, 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 (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium/Ham’s Nutrient Mixture F-12, Gibco - Life Technologies, 12500-062-10x1L),


https://www.che.ufl.edu/rinaldi/
https://www.che.ufl.edu/rinaldi/
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suplementado com 5% (v/v) de soro de cavalo (Gibco - Life Technologies, 16050122),
20 ng/mL de EGF (Sigma Aldrich, E9644), 0,5 mg/mL de hidrocotisona, 100 ng/mL de
toxina de colera (Sigma Aldrich, C8052-.5MG) e 10 pg/mL de insulina (Sigma Aldrich,
19278-5ML). A cultura foi mantida em estufa de crescimento a 37 °C com 5% de CO2
(Thermo Scientific, water Jacket serie 8000). O meio foi substituido a cada trés dias e
as ceélulas subcultivadas a cada 25 dias, ap0s tripsinizacdo com solucao de Tripsina-
EDTA 0,25%. Todos os experimentos com essa linhagem foram realizados em
triplicata.

3.6.2 MDA-MB-468

A linhagem celular de adenocarcinoma mamario humano, MDA-MB-468,
também proveniente do BCRJ, foi cultivada em garrafas estéreis de polipropileno de
25 cm? com meio de cultura L-15 (Leibovitz, Sigma Life Science, L4386-10x1L) e
suplementado com 10% (v/v) de Soro Fetal Bovino (Life Technologies, 16000-044). A
cultura celular foi mantida em estufa de crescimento a 37°C em 95% de umidade, sem
adicdo de CO:2 (Thermo Scientific, water Jacket serie 8000). O meio foi substituido a
cada dois dias e as células subcultivadas a cada 15 dias, ap0s tripsinizagdo com
solucéo de Tripsina-EDTA 0,25%. Todos o0s experimentos com essa linhagem foram

realizados em triplicata.

3.7 ANALISE DO TEMPO DE INTERNALIZACAO DAS NANOSSONDAS
TERANOSTICAS

A anadlise de Citometria de fluxo foi utilizada para investigar o tempo de
internalizacdo das Nanossondas Teranosticas nas linhagens celulares MCF 10A e
MDA-MB-468. As células foram tripsinizadas e plaqueadas com 1x10° células/mL em
uma placa de 96 pocos. Apos 24h de adesao celular, o meio de cultura completo foi
substituido por outro meio com nanossondas terandsticas (recobrimento de 50%
complexo Ce6-cisteaminea e 50% complexo EGFa-La), com a concentracao final de
2 pg/mL da Ce6 e tempos de incubagéo de 30, 60, 120, 180, 240 e 300 min. Decorrido
os periodos de incorporacéo, as células foram lavadas duas vezes com 100 pL de
solucéo de tampéo fosfato-salino (PBS 1x, pH 7.2) e removidas dos pocos utilizando

solucéo de tripsina-EDTA a 0,025%. ApGs a remocdao da solucao de tripsina, as células
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foram transferidas para microtubos estéreis e receberam lavagens com solucdo de
tampao fosfato-salino (PBS, pH 7.2). Os dados foram coletados pelo citdmetro de fluxo
Accuri™ C6 Plus (BD Biosciences) com excitacdo do laser de 488 nm, 640nm.
Deteccao do espalhamento da luz Forward (0°+13°) and Side (90°£13°). Filtros épticos
de deteccado de emissdo: FL1 533/30 nm (eg, FITC/GFP); FL2 630/22 nm (eg, PE/PI);
FL3 682/23 nm (eg, PerCP) e FL4 660/20nm (eg, APC). Por fim, os dados coletados
foram processados no software BD Accuri C6 system.

3.8 ANALISE DE MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA CONFOCAL

A anélise de Microscopia de fluorescéncia confocal foi realizada para confirmar
a internalizacdo das Nanossondas Terandsticas nas linhagens celulares MCF10A e
MDA-MB-468. Para os ensaios, utilizou-se laminulas circulares de borosilicato no
interior de uma placa de 24 pocos. As células foram tripsinizadas, em cada poco foi
adicionado 4x10° células/mL e apés 24h de adeséo celular, o meio de cultura completo
foi substituido por outro meio com Nanossondas Terandsticas (recobrimento de 50%
complexo Ce6-cisteamina e 50% complexo EGFa-La) com a concentragéo final de 2
pg/mL da Ce6, com tempo de incubacdo de 2 horas. Decorrido os periodos de
incorporacao, os pocos foram lavados duas vezes com 150 pL de tampao fosfato-
salino (PBS 1x, pH 7,2). As laminulas foram fixadas com paraformaldeido (4%) por 15
min, retiradas dos pogos, lavadas por imersdao em PBS e fixadas em laminas contendo
aproximadamente 8 pL do reagente Prolong Gold Antifade Mountant (Life
Technologies, P3691) com marcador de DNA DAPI (DAPI, ThermoFisher Scientific)
(CASTILHO et al., 2021). O DAPI (2-(4-Amidinofenil)-6-indolecarbamidina dicloridrato)
se liga ao DNA nas regides A-T e proporcionando melhor analise do nucleo celular.
As imagens foram obtidas pelo microscopio de fluorescéncia e confocal Zeiss LSM
700 laser-scanning (Carl Zeiss AG, Germany) (Convénio FINEP 01.13.0275.00 —
MIPPGU) da Central de Laboratérios Multiusuarios (IP&D/UNIVAP), com objetiva
Zeiss Plan-apochromat 63x/1.4 Qil Iris M27. As imagens foram obtidas utilizando um
laser line de 405 nm (5mW) para o DAPI (emisséo de 435 nm) e um laser line de 639
nm (5mW) para a Ce6 (emissao de 669 nm). Por fim, as imagens foram processadas
no software ZEISS ZEN 2 Microscope (VIEIRA et al., 2022).
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3.9 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE DAS SPIONS E AU@SPIONS

As viabilidades celulares das linhagens MCF 10A e MDA-MB-468 foram
determinadas pelas metodologias: colorimétrica com MTT (3-(4,5-dimetil) tiazol-2-il-
2,5-difenil brometo de tetrazolio, Sigma Aldrich, M5655); e método de excluséo
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). O ensaio
colorimétrico MTT é um método verséatil e quantitativo, que tem avancos significativos
em relacdo as técnicas tradicionais de ensaios de proliferacdo e citotoxicidade
(BERRIDGE, HERST, TAN, 2005). A metodologia colorimétrica com MTT avaliou a
atividade mitocondrial, que foi obtida por meio da reducdo do sal tetrazolium e
formacéo dos cristais de Formazan, de cor violacea, com absor¢cdo em 570 nm
(STOCKERT, 2012). A leitura de absorcdo foi realizada em triplicata pelo
espectrofotometro Synergy HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek
Instruments, USA) do Laboratério de Biologia Celular e Tecidual (IP&D/ UNIVAP). O
valor da atividade mitocondrial foi determinado pela Equacéo 2.

Equacédo 2: Célculo da atividade mitocondrial em porcentagem.

Abs — Abs
Atividade Mitocondrial (%) = amostra branco 100
Abscontrole - Absbranco

O método de exclusdo do corante Azul de Tripan avaliou a viabilidade celular,
com coloracdo em azul das células invidveis e transllcidas as células viaveis. Por
meio do microscépio invertido NIB-100 (Bel Equipamentos Analiticos) foram obtidas
15 imagens pelo programa Future WinJoe versdo 1.0.7.9. A contagem celular foi

realizada no programa ImageJ, verséo 1.48, e calculadas por meio da Equacéao 3.

Equacédo 3: Célculo da viabilidade celular em porcentagem.

Numero de células translicidas

- 0y —
Viabilidade Celular (%) Nimero total de células x 100

3.10 ENSAIO DE TERAPIA FOTODINAMICA EM CULTURA CELULAR

Para a ensaio de TFD, a suspenséo de 1x10° células/mL (MCF 10A e MDA-

MB-468) foi aplicada em placas de 96 pocos contendo meio de cultura completo. Apos
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24 h de adeséo celular, o meio foi substituido pelas Nanossondas terandsticas. As
células foram mantidas em contato com a substancia por 2 h, sob condi¢des de cultivo.
Decorrido o tempo de incorporagao, o meio contendo a substancia foi removido, 0s
pocos foram lavados com PBS e foi adicionado um novo meio de cultura completo
para a irradiacdo utilizando o LED Irrad-Led5 660 (Biopdi) do Laboratorio de Terapia
Fotodinamica (IP&D/UNIVAP), no comprimento de onda de 660 nm, 25 mW, na dose
de 25 J/cm?, sendo a placa posicionada a 1,5 cm de distancia da fonte de irradiacéo.

3.11 ENSAIO DE TERAPIA FOTOTERMICA EM CULTURA CELULAR

Para a ensaio de TFT, a suspensdo de 1x10° células/mL (MDA-MB-468) foi
aplicada em placas de 96 pocos contendo meio de cultura completo. Apos 24 h de
adesdo celular, o meio foi substituido pelas nanoparticulas e Nanossondas
Terandsticas. As células foram mantidas em contato com a substancia por 2 horas,
sob condi¢des de cultivo. Decorrido o tempo de incorporagdo, o0 meio contendo a
substéancia foi removido, os pocos lavados com PBS e adicionou-se um novo meio de
cultura completo para a irradiacao utilizando o LED no infravermelho préximo (A= 808
nm; 17,3 mW, 3,3 J/cm?) por 10 min (GHAZNAVI et al., 2017; ELBIALY et al., 2019;
MIN et al., 2019).

3.12 DETERMINACAO DO TIPO DE MORTE CELULAR - ANALISE DE
CITOMETRIA DE FLUXO

A andlise de Citometria de Fluxo foi realizada para investigar o tipo de morte
celular apés TFT, com nanoparticulas na linhagem celular MDA-MB-468. Para esta
analise, foram utilizadas SPIONs (0,5; 10 e 75 pug/mL); SPIONSs (0,5; 10 e 75 pg/mL)
+ Ceb6 (1,2 pg/mL); Au@SPIONSs (75 pug/mL); Ce6 (1,2 pg/mL) e NTs (2 pg/mL) e TFD
com NTs (2 pg/mL), incubadas a 37°C com 95% de ar atmosférico por 2h. Apos a
incubacéo, as ceélulas foram lavadas em solugcéo salina tamponada com fosfato (pH
7,2) e separadas dos pocos usando solucdo de tripsina-EDTA a 0,025%. Apoés a
remocgdo, as células foram realocadas para microtubos estéreis e receberam
coloracdo de anexina V (AnnV) e iodeto de propidio (PI) para diferenciacéo em células
viaveis (AnnV- PI-), apoptoticas (AnnV+ Pl-) e necrose (AnnV+ PI+). ApOs 0 processo

de coloracéo, as células receberam varias lavagens em solucdo salina tamponada
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com fosfato (pH 7.2). Os dados foram coletados usando o citbmetro de fluxo Accuri™
C6 Plus (BD Biosciences) (Convénio FINEP 01.18.0053.00 — REECAM) e
processados no software do sistema BD Accuri C6.

3.13 QUANTIFICACAO DAS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

As anadlises de ERO’s produzidas pela nanossondas foram quantificadas
utilizando o marcador 2’,7’-diacetato dichlorodihydrofluorescein (H2DCFDA, Life
TechnologiesTM, D399). Apds o tratamento via TFD, a placa de cultura foi analisada
para determinar as ERQO’s produzidas, sendo adicionado 5 yL de H.DCFDA a 30 yM
e incubado por 1 h em ambiente escuro a 37°C. A intensidade de fluorescéncia foi
mensurada pelo espectrofotbmetro de placa do Laboratorio Bioguimica Aplicada
Engenharia Biomédica (IP&D/UNIVAP). A leitura de absor¢cdo em 570 nm foi realizada
em triplicata, pelo equipamento Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader (BioTek

Instruments, USA) com excitacdo de 480 nm e emisséo de 530 nm.

3.14 ESTUDO PRELIMINAR EM CULTURA CELULAR 3D

A cultura celular tridimensional permitir a formacdo de um microambiente
heterogéneo com maior representatividade dos mecanismos celulares. Sendo assim,
a cultura 3D foi desenvolvida para efeito de comparacdo aos experimentos
bidimensionais in vitro. Esferoide de cancer de mama foram produzidos de acordo
com protocolo de (YANG et al., 2008) por meio da linhagem celular MDA-MB-468 em
agarose micro moldada com o objetivo de investigar a capacidade diagnéstica das
NTs. Os moldes foram preparados em agarose 2% e os tumores cultivados por 21
dias. A analise de Microscopia de fluorescéncia confocal foi realizada para confirmar
a internalizagdo das NTs nesse microambiente. O procedimento experimental foi
desenvolvido igual ao modelo 2D como mostrado na se¢éo (3.8  ANALISE DE
MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA CONFOCAL), entretanto na analise de

internalizacao, as NTs foram incubadas em tempos de 30, 60, 120, 180, 240 min.
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4 RESULTADOS

Nesta sessao sdo apresentados os resultados experimentais obtidos desta
tese, iniciando com a sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de 6xido de ferro
(SPIONSs), nanoparticulas de oOxido de ferro recobertas com ouro (Au@SPIONS),
seguindo pelo processo de producéao dos complexos e funcionalizacéo para formacao
das Nanossondas Teranosticas (NTs). Também foi descrito o tempo de internalizacéo
e o local internalizado das NTs nas linhagens celulares MDA-MB-468 e MCF 10A, bem
como a auséncia de citotoxicidade das nanoparticulas na auséncia de terapias. A
citotoxicidade das nanoparticulas produzidas apds terapias fototérmica (TFT) e
fotodinamica (TFD) foi determinada por Citometria de Fluxo, bem como os resultados
de espécie reativas de oxigénio obtidos com apds TFD. Por fim, estudos iniciais com
a cultura 3D na linhagem celular MDA-MB-468 foram apresentados para corroborar

com os resultados na cultura 2D.

4.1 CARACTERIZACAO DAS SPIONS E AU@SPIONS

ApOs o processo de sintese, observou-se que a solucao coloidal de SPIONs
tinha coloracdo preta e apresentava interagdo com 0 campo magnético externo
aplicado (ima de Neodimio), fatores que indicam a formacao do FesO4. Na Figura 7
sdo apresentados os dados de DLS, que indicaram tamanho médio de 1,28 um com
indice de polidispersividade (Pdl) 0,151 para SPIONs sem estabilizante (Figura 7a), o
gue demonstra a presenca de agregados e uma ampla distribuicdo de tamanho. Por
outro lado, as SPIONs com estabilizante apresentaram um diametro médio de
69,70 nm e PdI 0,170 (Figura 7b), o que confirma que os ions de citrato melhoram a
distribuicdo de tamanho e preserva as dimensdes do material na nanoescala. Embora,
0 potencial Zeta das SPIONs sem estabilizacdo estivesse na regido de estabilidade
coloidal, -35,5 mV, a sedimentacdo desta amostra foi observada, conforme
apresentado na Figura 7 (a). Porém, a solucdo coloidal de SPIONs estabilizadas
apresentaram um maior valor de potencial Zeta de -48,6 mV, com pH do meio em 8,

permanecendo estaveis ao longo tempo (Figura 7 (b)).
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Figura 7: Distribuicdo de tamanho das SPIONs (a) sem e (b) com estabilizante.
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Fonte: Autor.

A micrografia obtida por SEM-FEG, apresentada na Figura 8 foi obtida em
colaboragdo com Laboratério Labas Dimare — INPE. Nesta andlise, observou-se a
morfologia das nanoparticulas em forma de esferas de SPIONs (estabilizadas com
citrato de sdédio), e uma distribuicdo de particulas com diametro na escala
nanomeétrica. A distribuicdo do tamanho fisico foi obtida utilizando o software ImageJ
versao 1.48. Assim, no minimo 500 nanoparticulas foram consideradas nesta analise,
com a relacgao de espectro < 1,6 e 0 tamanho médio encontrado de 13,15 £ 0,25 nm.
Uma vez que o DLS é sensivel aos agregados, enquanto as imagens SEM-FEG sao
de particulas individuais, foi observada uma diferenca entre os diametros
hidrodinamico e fisico das nanoparticulas.

Figura 8: Micrografia SEM-FEG de SPIONs (com estabilizante) e distribuicdo do didmetro fisico.
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Na Figura 9 sdo apresentadas as micrografias de SEM, em colaboracdo com
laboratorio da Aix-Marseille Université, Franca. A aquisicdo de imagens em baixa
tensdo (1 kV e 0,5 kV) de aceleragéo dos elétrons foi adequada para a observagéo de
nanoparticulas, uma vez que aumenta o contraste de topografia e o feixe penetra
apenas algumas dezenas de nanémetros. Para obter imagens em alta ampliacdo, a
distancia de trabalho foi realizada na ordem de 2 mm. Na (Figura 9a) de SPIONs sem
0 processo de estabilizacao, observou-se aglomerados de nanoparticulas de 6xido de
ferro enquanto que na (Figura 9b), SPIONs estabilizadas com citrato de sédio, foi
verificado a presenca de SPIONs (contraste claro) sobre uma superficie de cobre

(contraste escuro), o diametro das SPIONSs variou entre 6 e 10 nm.

Figura 9: Micrografia SEM das SPIONs (a) sem e (b) com estabilizante.
(@) SPIONs (sem estabilizante)

P = 3.140.06 mbar
s Ap. Size= 2000 pm

(b)

Fonte: Autor.
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As micrografias de TEM séo apresentadas na Figura 10, sendo fruto da
colaboracdo com laboratério da Aix-Marseille Université. A aquisicdo das imagens de
TEM em campo claro foram adquiridas com tensdo de 200 kV, sendo possivel
confirmar a morfologia esférica das nanoparticulas produzidas por coprecipitacéo e
estabilizada com citrato de sédio. Apds o tratamento e analise pelo o software ImageJ
versao 1.48 foi possivel obter o célculo do diametro médio das SPIONs, considerando-
se no minimo 500 nanoparticulas com proporc¢ao entre suas dimensodes < 1,6. Para a
obtencao do histograma, também apresentado na Figura 10, foi aplicado a fun¢éo log

normal nos dados e obtido um valor de 7,2 £ 0,1 nm.

Figura 10: Micrografia TEM das SPIONs e histograma de tamanho.
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Fonte: Autor.

A morfologia esférica das Au@SPIONs € apresentada pelas micrografias de
TEM da Figura 11, obtida em campo claro. Na aquisi¢do, as imagens podem ser
registradas em campo claro ou escuro, dependendo da abertura da objetiva. A
imagem de campo claro € gerada pela selecao do feixe de elétrons transmitido para a
formacao do contraste, que varia a intensidade dependendo do ponto da amostra.
Enquanto que o campo escuro, a abertura da objetiva seleciona o feixe difratado,
destacando as regibes de maior numero atdmico em virtude do espalhamento

acentuado, e consequentemente maior contribuicdo no feixe difratado.

Figura 11: Caracterizacdo por TEM das Au@SPIONSs.
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Au@SPIONs 7 Au@SPIONs

i 20 nm

Fonte: Autor.

Na Figura 12 sdo apresentadas as micrografias de TEM em modo varredura
das Au@SPIONs em campo claro e campo escuro com resultados da Espectroscopia
de raios-X por energia dispersiva (EDS), que fornecem a composi¢do quimica das
particulas observadas. As aquisicées destas imagens foram obtidas em campo claro
e escuro com tenséo de 200 kV. No campo claro, o elemento ouro é identificado nas
esferas escuras, ja o ferro é encontrado nas esferas claras. Quando a mesma imagem

€ analisada no campo escuro, observamos o oposto, o Au torna-se claro e Fe escuro.

Figura 12: Analise de TEM e EDS das Au@SPIONSs: a) micrografia de campo claro; b) micrografia
de campo escuro; c) Espectro de EDS marcador “Spectrum 1”; d) Espectro de EDS marcador
“Spectrum 2”; e) Micrografia com mapa EDS de distribui¢do de Fe e Au.
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(a) Au@SPIONs (Campo claro) (b) Au@SPIONs (Campo escuro)

M Specrum 1 C profile

(e) Au@SPIONs

— Fe Kal Au Lal

Fonte: Autor.

Na Figura 12c/d, nos resultados do Spectrum 1 foi identificado apenas a

presenca do elemento quimico Fe, enquanto no Spectrum 2 a presenca de Au e Fe.
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O cobre identificado deve-se a grade na qual a amostra foi depositada. No processo
de recobrimento ainda existe a presenca de SPIONs que nao foram recobertas, visto
que o processo de sintese para formagdo das nanoparticulas core-shell se inicia com
SPIONSs sintetizadas e estabilizadas. A confirmacdo desse resultado foi obtida pelo

mapa EDS de distribuicdo de Fe e Au da (Figura 12e).

Na Figura 13 € apresentado o comportamento da curva no UV-visivel das
SPIONs estéveis, quando submetido ao processo de centrifugacdo 8.000 rpm por

3 min., e ressuspendidas em meio acido ou alcalino.

Figura 13: Caracterizacdo por Espectroscopia UV-visivel da curva de pH das SPIONs-8.
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Fonte: Autor.

Na Figura 14 sdo apresentados os resultados da distribuicdo do diametro
hidrodinamico das SPIONs no modo numero de particulas, bem como a relagdo do
potencial Zeta e pH do meio da solucdo coloidal de SPIONs-8. Em meios &cidos
ocorreu uma desestabilizagdo das nanoparticulas, aumentando seu tamanho,
enquanto na presenca de meio alcalino ndo houve alteracdes significativas de sua

dimensao.



61

Figura 14: Caracterizacdo por Espalhamento dindmico da luz da curva de pH das SPIONs-8.

1400 T . T . r . : . : 30
] —M— Diametro Hidrodinamico
1200 E —@— Potencial Zeta 4 20
= 110
c 1000 F .
S ! ] S
Q 0o E
£ 800 — =
<g - ] 9
S - e 4-10 8
S 600 | 110N
=) [ .g
T a0k pH 2.0 - 1281 nm 1-20 ¢
,,C:) - pH 4.0 - 1281 nm ] B
GEJ 3 pH 6.0 - 68.06 nm . 430
« 200 L pH 7.0 - 32.67 nm Regido de Estabilidade ® i
&) [ pH 9.0 - 50.75 nm 7
— pH 10.0 - 37.84 nm 4 -40
0F 1 i
] , ] , ] , ] , ] .50
2 4 6 8 10
pH

Fonte: Autor.

7

Na Figura 15 é mostrado Difratograma de Raios-X das SPIONs (com
estabilizacdo), bem como uma tabela com a descricdo das fichas de referéncia
encontrados pelo software X’Pert High Score Plus. Nesta andlise identificamos a
presenca dos principais 0xidos formados pela coprecipitacdo, entretanto no pico de
maior intensidade foi identificado apenas a Fes0a4, que infere uma maior porcentagem
desse tipo de oOxido na amostra, sugerindo que as nhanoparticulas séao

superparamagnéticas.
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Figura 15: Difratograma de Raios-X das SPIONs e a Tabela com as fichas de referéncia
encontrados.

Tabela 1: Ficha de referéncia
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Fonte: Autor.

Na Figura 16 sdo apresentadas as curvas de VSM das nanoparticulas de éxido
de ferro sem e com o processo de estabilizacdo com citrato de sodio. Para este
processo, 30 mg de cada amostra foram medidos no equipamento por meio da
aplicacdo de um campo magnético entre as bobinas e em temperatura ambiente. O
campo magnético externo aplicado induziu a magnetizacado da amostra em funcéo do
tempo, ocorrendo a orientacdo dos spins das SPIONs na dire¢cdo desse campo. A
variacdo do campo magnético proporcionou a formacéo de uma corrente nas bobinas,
que foram convertidas em informacfGes sobre as propriedades magnéticas do
nanomaterial. A magnetizacdo das SPIONSs foi proporcional ao aumento do campo
magnético externo, até se tornar constante (magnetizacdo de saturacdo) que é o
ponto maximo na curva. Ao alcancar a magnetizacdo de saturacdo, ocorreu a
diminuicdo do campo magnético até zero (valor nulo). Quando o campo magnético foi
invertido, a amostra foi perdendo a magnetizagcdo (campo coercitivo) até que 0s spins
estavam desordenados e com o campo magnético no sentido oposto, a magnetizacéo

foi atingida com o mesmo valor da magnetizacéo de saturagcdo, mas em maodulo.
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Figura 16: Caracterizacao por VSM das SPIONs sem e com 0 processo de estabilizagcdo com
citrato de sédio.
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Fonte: Autor.

As Au@SPIONs quando secas, tendem a formar um filme fino sobre a
superficie do suporte, o que dificulta a obtencdo de uma quantidade consideravel de
po para a andlise. Sendo assim, as solucdes coloidais foram depositadas sobre uma
laminula de vidro com dimensdes de 5x5 mm, permitindo comparar as nanoparticulas
de oxido de ferro estabilizadas com citrato de sédio (SPIONS) e recobertas com ouro
(Au@SPIONSs). Na Figura 17 sao apresentadas as curvas de VSM das nanoparticulas
magneéticas sintetizadas, a aplicacdo de campo magnético externo permite a
orientacdo dos spins no material, o momento de dipolo magnético da amostra da
origem a um campo magnético que oscila em funcdo do tempo, devido a
movimentacao imposta pelo porta amostra do equipamento. Este campo magnético
oscilante induz uma corrente nas bobinas de captacdo do VSM, sendo a corrente

proporcional a magnetizagdo da amostra.
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Figura 17: Caracterizacdo por VSM das SPIONs (a) e Au@SPIONs (b).
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Fonte: Autor.

Desta forma, a magnetizacdo das nanoparticulas, bem como o valor de
susceptibilidade magnética podem ser calculados por meio das Equacbes 3 e 4,

respectivamente.

Equacédo 4: Célculo da magnetizacdo das nanoparticulas.

I L -
M= E,sendo{M = magnetizagdo 4 = momento magnético m = massa

Equacédo 5: Célculo da susceptibilidade magnética das nanoparticulas.
K=susceptibilidade magnética
k= —, sendo M=magnetiza¢ao
H H= campo magnético

As SPIONs sem e com estabilizacdo (Figura 16) apresentam uma

magnetizacao de saturacdo de 57 emu/g e 5,4 emu/g, com susceptibilidade magnética



65

de 2,85x102 emu/gOe e 2,7x10* emu/gOe, respectivamente. Ja as nanoparticulas
que foram depositadas nas laminulas (Figura 17), apresentaram uma magnetizacao
de saturagéo de 1,15 emu/g para as SPIONs e 0,34 emu/g para as Au@SPIONs, com
resultados de susceptibilidade magnética de 5,75x10° emu/gOe e 1,7x10° emu/gQe,

respectivamente.

Na Figura 18 sédo apresentados os espectros de absorcdo por FT-IR do
reagente redutor e estabilizador NasCsHs07.2H20, das SPIONs sem e com
estabilizacdo, das AU@SPIONs e NTs.

Figura 18: Espectros de FT-IR das SPIONs, Au@SPIONs, NTs e NasCgsHs07.2H-0.
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Fonte: Autor.

A quantificagao de ferro foi determinada por meio da formag&o do complexo Fe
(IN-ortofenantrolina, que apresenta absorbancia maxima em 508 nm. As SPIONs
utiizadas para o estudo da formagcdo das nanoparticulas core-shell, apés
quantificadas apresentaram concentracao de Fes3Oasigual a 2,36 mg/mL. Para o estudo
de recobrimento das SPIONSs, inicialmente foi padronizada a concentracao de solucao
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coloidal e de HAuCl4. Os melhores resultados encontrados para o recobrimento foram
de HAuCl4 na concentracao de 0,5 mmol/L, NasCesHs07.2H20 na concentracdo de 62,5
mmol/L e de SPIONs a 0,5 mg/mL. O tempo de reacdo apds a alteragdo da coloragéo
da solucdo foi de 15 min, sendo a solugdo mantida em agitagdo até resfriar a
temperatura ambiente. Na Figura 19a é apresentado os espectros de UV-visivel das
Au@SPIONs com uma banda centrada em 530 nm, na Figura 19 (b) o DLS das
SPIONSs recobertas com ouro, em numero de particulas, com diametro de 40,99 nm,
PDI 0,29 e potencial Zeta um valor de -51,6 mV, permanecendo na regidao de
estabilidade. Com o intuito de confirmar o recobrimento das SPIONs, na Figura 19 (c)
€ mostrado o DLS em numero de particulas das SPIONs na concentracdo de 0,5
mg/mL que foram utilizadas para a formacdo das nanoparticulas core-shell, sendo
observado um diametro hidrodinamico de 21 nm e Pdl igual a 0,18.

Figura 19: Caracterizacdo: (a) Espectro de absor¢cdo das Au@SPIONs na regido do UV-Visivel,
(b) Distribuicdo de diametro hidrodindmico das Au@SPIONs e (c) Distribuicdo de diametro
hidrodindmico das SPIONSs.
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Fonte: Autor.

Na Figura 20, pode-se observar as SPIONs de cor preta e as Au@SPIONs com

coloracdo avermelhada. Apos o recobrimento com ouro a ressonancia plasmonica de
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superficie presente em nanoparticulas de ouro foi evidenciada (Figura 19a).
Entretanto, a magnetizacdo/formacao das Au@SPIONSs foi confirmada, pois quando

expostas ao campo magnético externo o sobrenadante ficou transparente.

Figura 20: Imagens fotogréficas: (a) SPIONs evidenciando a coloracédo preta; (b) AU@SPIONS,
de coloracédo vermelha; (c) sedimentacdo forcada das Au@SPIONs com aplicacdo de campo
magnético externo.
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Fonte: Autor.

4.2 CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS CE6-CISTEAMINA E
NANOSSONDA TERANOSTICA

O complexo Ce6-cistemina foi produzido por meio da quimica carbodiimida, no
qual ha a ligacéo entre os grupos carboxilicos com aminas primarias. Na Figura 21 é
apresentado a caracterizacdo deste complexo por Espectroscopia UV-visivel,
contendo os espectros de absorcdo apdés os processos de purificacdo via
centrifugacéo, sendo o Linker L1 referente ao primeiro processo de centrifugacao e
S1, o primeiro sobrenadante, e L2 e S2 referente ao segundo processo de purificacao.
O Linker Ce6-cisteamina L2 apresentou a Banda de Soret proxima de 402 nm e Banda

Q em 670 nm, o que confirma a formagéao do complexo.
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Figura 21: Espectro UV-visivel dos complexos Ce6-cisteamina.
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Fonte: Autor.

Na Figura 22 é apresentado os espectros de FT-IR do complexo Ce6-cistamina
gue foi produzido por meio dessa reacéo, com a presenca dos modos vibracionais das
bandas 941 cm (COOH), 1068 cm™ (C-O) 1227 cm™ (C-N), 1542 cm (N-H) e 1713
cm? (C=0), que confirmam a formagdo do complexo com o FS Ce6.

Figura 22: Espectro de FT-IR do complexo Ce6-cisteamina.
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A funcionalizacédo das Au@SPIONs com os complexos Ce6-cisteamina e EGF-
a-LA resultou formacdo das Nanossondas Terandsticas. A Figura 23 mostra o0s
espectros de UV-visivel, sendo observado a presenca da banda ressonante centrada
em 402 nm (Banda de Soret) e em 670 nm (Banda Q) referente ao FS. Para a

caracterizacao e quantificacdo da Ce6, a banda Q corresponde a regido de interesse.

Figura 23: Caracterizacdo por espectroscopia UV-visivel das NTs com o complexo Ce6-
cisteamina.
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Fonte: Autor.

Na Figura 24 é mostrado o tempo de internalizacdo das Nanossondas
Terandsticas nas linhagens celulares MDA-MB-468 e MCF10A, com tempos de
incubacéo de 30, 60, 120, 180, 240 e 300 min.
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Figura 24: Analise do tempo de incorporacdo da NTs nas linhagens celulares MDA-MB-468 e
MCF10A, com tempos de incubacéo de 30, 60, 120, 180, 240 e 300 min.

3,5x10°

—a— MCF10A

sox10’ - —® MDA-MB-468

2,5x10° |

2,0x10° |

1,5x10° |

1,0x10° |

5,0x10° |

Intensidade média de Fluorescéncia (u.a.)

O'O.kr/!/.fl.!.l..l.l.l.l
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300

Tempo de Incubacao (min.)
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As internalizagfes das Nanossondas Terandsticas com o com complexos EGF-
a-acido lipdico e Ceb6-cisteamina, bem como e da mistura de Au@SPIONs com Ce6
foram investigadas por meio da andlise de Microscopia Confocal, na linhagem celular
MDA-MB-468 e MCF10A conforme apresentado na Figura 25. Nestas imagens, 0
corante fluorescente DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) foi utilizado para marcar o
nacleo celular com a coloracdo azul, devido a afinidade quimica na regido A-T do
DNA. A presenca da NTs no citoplasma é marcada pela fluorescéncia do complexo
Ceb6, de coloragdo vermelha. Como resultado, a combinagéo destas fluorescéncias
permite avaliar a incorporagdo das NTs, indicado pelas setas brancas e sua

localizagéo no citoplasma celular.
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Figura 25: Micrografia da linhagem celular MDA-MB-468 e MCF10A para a analise de
internalizagdo das NTs. A coloragao azul revelaafluorescéncia do DAPIligado ao DNA no nacleo
dacélula e avermelha é referente a fluorescéncia das NTs no citoplasma da célula. As colunas,
da esquerda para a direita, indicam DAPI isolado e mesclagem, respectivamente. Uma imagem
do corte da amostra de Nanossonda Terandéstica na linhagem MDA-MB-468 (100 pixel). Todos
os experimentos foram realizados com um tempo de incubagdo de 2 h. As micrografias foram
capturadas em um Microscépio Confocal, com barras de escala de 10 um.
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Fonte: Autor.
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Como foi possivel observar na Figura 25 as NTs apresentaram internalizacao
no citoplasma e no nucleo de algumas células da linhagem celular MDA-MB-468,
sendo essa confirmacdo obtida por meio da imagem do corte da amostra de
Nanossonda Terandstica (100 pixel). Na linhagem celular MCF10A as NTs também
internalizam no citoplasma, entretanto observa-se uma menor intensidade de
fluorescéncia quando comparado com a linhagem celular MDA-MB-468,

permanecendo a maioria ao redor da membrana celular.

4.3 TESTE DE CITOTOXICIDADE

Os testes de citotoxicidade das SPIONs estabilizadas com citrato de sédio na
linhagem celular MDA-MB-468 e MCF 10A foram realizados pelo método de exclusédo
do azul de tripan e pela atividade mitocondrial. A Figura 26 mostra a citotoxicidade
das SPIONs na linhagem celular MDA-MB-468. Nota-se que em ambos as
metodologias, as SPIONs ndo apresentaram taxas significativas de citotoxicidade nas

concentracdes de 5 a 300 pug/mL, com tempo de até 6 h de incubacéo.

Figura 26: Analise de Viabilidade Celular (a) e Atividade Mitocondrial (b) na linhagem celular
MDA-MB-468.
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A Figura 27 mostra a citotoxicidade das SPIONs na linhagem celular MCF 10A,
sendo verificado um comportamento semelhante a da linhagem MDA-MB-468. As
SPIONs também ndo apresentaram citotoxicidade na linhagem normal, sendo um

resultado extremamente importante para testes in vivo.

Figura 27: Analise de Viabilidade Celular (a) e Atividade Mitocondrial (b) na linhagem celular
MCF 10A.
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Fonte: Autor.

4.4 MONTAGEM E CARACTERIZACAO DA CAMARA DE IRRADIACAO
PARA TFT

Nesta tese foi feita a montagem de uma camara de irradiacdo, com uma placa
Arduino, um display de LCD e LEDs de alta poténcia com emissao infravermelho. As
especificacdes técnicas dos LEDs séo: 3 Watt; emissdo em 808 nm; voltagem DC
entre 1.6-2.2V; corrente DC de 700mA; angulo de emisséo entre 120-140°; e diametro
de 20 mm. As pecas foram feitas em impressora 3D e o0 controle de poténcia por meio
da programacdao de uma placa Arduino. A Figura 28 apresenta as imagens da camara

de irradiacdo no processo de montagem, bem como finalizada.
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Figura 28: Montagem da camara de irradiacdo para a realizacdo dos experimentos de TFT nas
linhagens células MDA-MB-468 e MCF10A.

N

Fonte: Autor.

O LED foi caracterizado em um Espectrémetro UV-Visivel (DeNovix DS-11), na
regido de 190-840 nm com resolucdo espectral de 1 nm. Os espectros foram
adquiridos pela emisséo de radiacdo do LED no compartimento de amostra, sendo o
resultado plotado com o auxilio do OriginPro versdo 8.5.1. A Figura 29a apresenta o
resultado da caracterizacdo desse LED, podendo determinar a banda de emissao
centrada na regido de 795-797 nm. Embora o valor seja um pouco inferior ao
informado pelo fabricante, as SPIONs e Au@SPIONs possuem absorcédo na regiao

de emisséo, conforme apresentado na Figura 29b.

Figura 29: Caracterizagdo por Espectroscopia UV-Visivel do LED utilizado na camara de
irradiacdo para a realizagdo dos experimentos de TFT.
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4.5 DETERMINACAO DO TIPO DE MORTE

A TFT foi realizada in vitro em linhagem de cancer de mama triplo negativo
(TNBC), que € um tipo de cancer muito agressivo em virtude da auséncia de
receptores de estrogénio ou progesterona (ER ou PR). O TNBC possui poucas op¢oes
de tratamento e tem o pior progndstico, tornando-se uma boa op¢ao de tratamento

alternativo.

A analise quantitativa por Citometria de fluxo investigou o tipo de morte apos
TFT de SPIONs, bem como as Au@SPIONSs e mistura de SPIONs com AuNPs sem e
com Ceb6 na linhagem celular MDA-MB-468. O ensaio foi realizado em um tempo de
incubacdo de 2h com SPIONs nas concentracdes de 0,5; 10 e 75 pug/ mL, Ce6 na
concentracéo de 1,2 ug/mL, AuNPs na concentracédo de 75 pg/mL e Au@SPIONs na
concentracdo de 75 pg/mL. A Figura 30 mostra que as nanoparticulas com TFT tém
um efeito citotéxico na linhagem celular MDA MB-468, através dos resultados de
morte celular utilizando a coloragéo de AnnV e PI, em viaveis (Quadrante — LL) (AnnV-
Pl-), apoptéticas (Quadrante — LR) (AnnV+ PI-) e necrose (Quadrante — UR) (AnnV+
Pl+). Dois grupos de controles foram preparados para determinar um controle positivo
(Figura 30k) e um controle negativo (Figura 30I) para determinar o tipo de morte
celular. No controle negativo (Figura 30I) as porcentagens do tipo de morte ndo foram

significativas, indicando 90,4% de células viaveis.
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Figura 30: Andlise de tipo de morte de SPIONs nas concentracdes, apds TFT:(a) 0,5 ug. mL%; (b)
10 pg. mL%; (c) 75 ug. mL1; SPIONs+Ce6: (d) 0,5 ug. mL%; (e) 10 ug. mL%; (f) 75 ug. mL* com Ce6
(1,2 pg. mL1); SPIONs+AuNPs, ambas nanoparticulas na concentracéo de 75 pg. mL! sem Ce6
(1,2 pug. mL1) (g) e com Ceb6 (1,2 ug. mL1) (h); Au@SPIONS: (i) 75 pg. mL%; Ce6: (j) 1,2 pg. mL%;
(k) Controle positivo; (h) Controle negativo apés PTT na linhagem celular MDA-MB-468.
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Para um melhor entendimento, os resultados do nimero de células viaveis,

necrose e apoptose obtido por Citometria de fluxo foram graficados. O grafico de

barras da Figura 31a apresenta os resultados dos grupos controle e SPIONSs, Figura

31b os resultados dos grupos controle e SPIONs+Ce6 e Figura 31c os resultados dos
grupos controle, Au@SPIONs, SPIONs+AuNPs, SPIONs+AuNPs+Ce6 e Ceb6.
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Figura 31: Grafico resumo das dispersdes apresentadas na Figura 30. Analise de tipo de morte
na linhagem celular MDA-MB-468 ap6s TFT por Citometria de fluxo: (a) grupos controle e
SPIONSs; (b) grupos controle e SPIONs+Ce6 e (c) grupos controle, AU@SPIONs, SPIONs+AuUNPs,

SPIONs+AuNPs+Ce6 e Ceb.
120 120
(a) [ Células Viaveis Il Apoptose [l Necrose (b) [ Células Viaveis [l Apoptose [l Necrose
100 100 [
80 - 80 |
g g
8 60 |- 8 60 |-
5 5
> >
W gt w40
20 20 F
05 10 75 Positi Negati 05 10 Ce6 Positi Negati
SPioN L-l OSIIIVOC y Iega Vo SPIONS+Ce6 e (o] IéO t legalvo
S (ug.m ntr - ontroles
e onioles | (gmcy 4 OO

120

100

60

Eventos (%)

40

20

AU@SPIONs  Au@SPIONs  Au@SPIONs Ce6 Positivo Negativo
AuNPs AuNPs

Ce6
Controles

Fonte: Autor.

Pela analise quantitativa, Citometria de fluxo, foi observado morte celular em
todas as concentracdes de SPIONs, bem como na presenca de Au@SPIONs, Ce6
livre, de mistura entre SPIONs+Ce6, SPIONs+AuUNPs, e SPIONs+AuNPs+Ce6, com
predominéncia no tipo de morte por apoptose. Nos controles positivo e negativo, a
acao solo do TFT ndo causou morte significativa para o controle negativo (somente
TFT) e a acdo do DMSO na presenca de TFT causou 100% de morte no controle

positivo.

A andlise quantitativa por Citometria de fluxo também investigou a viabilidade
celular de Nanossondas Terandsticas nas linhagens celulares MDA-MB-468 e
MCF10A. O ensaio foi realizado em um tempo de incubacdo de 2h com NTs na

concentracéo de 2 pg/mL. A Figura 32 mostra que as NTs ndo proporcionam efeito
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citotoxico nas linhagens celulares na auséncia de terapia, sendo esse resultado

resumido pelo grafico de barras.

Figura 32: Anélise de viabilidade celular de NTs na concentracdo de 2 yg/mL para as linhagens
celulares MDA-MB-468 e MCF10A, sendo os grupos (1) viabilidade celular da linhagem celular
MDA-MB-468, com (a) NTs, (b) Controle positivo e (c) Controle Negativo; Grupo (2) viabilidade
celular da linhagem celular MCF 10A, com (a) NTs, (b) Controle positivo e (c) Controle Negativo.

Grupo 1 - viabilidade celular da linhagem celular MDA-MB-468

wd

(a) NTs .. (b} Controle Positivo {c) Controle Negativo )
" -
= s JE1-UL G-LIF] T SRR a-UR
it e " 0% 7.0% % 0.0%
b q b |
% . 5
% %
iy b
% < #
E'! o ey l#
i1 E ot T
¥ 1-1R - 21-LL 21-LR] 5 it a1-LF
l".n e e e e 7 R s e e s e 8 5 "..1’3.?’3."..... ] ....‘!.1.??..?
R _—— ¥ B | “grrrc“l & ul 3
Grupo 2 - viabilidade celular da linhagem celular MCF 10A
. (a)NTs (b) Controle Posilivo ) (c) Controle Negativo
G100 1-UR Q1-UM " JoT- -
0% 0.0% 0.7% f‘u%" - 31095 A
% 5
% %
’l
1 * i
L O1-LA !
= g5 % { 4 00 - ; T
R e e T s a 3
PR . S Wi (1 [ R e S
FITCaih

(Grupo 1) MDA-MB-468
120

[ células viaveis [l Apoptose [l Necrose

120

(Grupo 2) MCF 10A

FITC: &

Eventos (%)

NTs

Positivo

Eventos (%)

Negativo

Controles

Fonte:

[ células viaveis [l Apoptose I Necrose

NTs

Positivo Negativo

Controles

Autor.




79

O tipo de morte apés TFT de NTs nas linhagens celulares MDA-MB-468 e
MCF10A também foi analisado por Citometria de fluxo. O ensaio foi realizado em um
tempo de incubacao de 2h com NTs na concentracdo de 2 pg/mL. A Figura 33 mostra
que as NTs proporcionam efeito citotoxico com porcentagens significativas de morte
por apoptose na linhagem celular MDA-MB-468 ap6s TFT, sendo esse resultado

resumido pelo grafico de barras.

Figura 33: Andlise do tipo de morte por TFT de NTs na concentracdo de 2 pug/mL para as
linhagens celulares MDA-MB-468 e MCF10A, sendo os grupos (3) Tipo de morte celular na
linhagem celular MDA-MB-468, com (a) NTs, (b) Controle positivo e (¢) Controle Negativo; Grupo
(4) Tipo de morte celular na linhagem celular MCF 10A, com (a) NTs, (b) Controle positivo e (c)
Controle Negativo.
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O tipo de morte apds TFD de NTs (2 pg/mL) nas linhagens celulares MDA-MB-
468 e MCF10A também foram investigados na analise quantitativa por Citometria de
fluxo. O ensaio foi realizado em um tempo de incubacdo de 2h com NTs na
concentracédo de 2 pg/mL. A Figura 34 mostra que as NTs nao proporcionam efeito
citotoxico nas linhagens celulares na auséncia de terapia, entretanto quando as
linhagens celulares tratadas por TFD ocorre uma porcentagem significativa de morte

para a linhagem MDA-MB-468, sendo esse resultado resumido pelo gréfico de barras.

Figura 34: Analise do tipo de morte por TFD de NTs na concentracdo de 2 pg/mL para as
linhagens celulares MDA-MB-468 e MCF10A, sendo os (5) Tipo de morte celular na linhagem
celular MDA-MB-468, com (a) NTs, (b) Controle positivo e (c) Controle Negativo; Grupo (6) Tipo
de morte celular na linhagem celular MCF 10A, com (a) NTs, (b) Controle positivo e (c) Controle
Negativo.
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Na Figura 35 € mostrado o efeito da TFD associada as NTs nas concentracdes
de 2 e 4 uyg/mL para a produgado de ERO’s na linhagem celular MDA-MB-468. Sendo
analisado controles com células tratadas apenas com luz, com NTs e sem nenhum

tipo de tratamento.

Figura 35: Analise das espécies reativas de oxigénio (ERO’s) na linhagem celular MDA-MB-468
ap6s TFD, com NTs nas concentracfes de 2 e 4 ug/mL. O controle 1 mostra os resultados
(células tratadas apenas com luz), controle 2 (células apenas com NTs) e controle 3 (células sem
nenhum tratamento).
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4.6 ESTUDO INICIAL COM MODELO 3D DA LINHAGEM CELULAR MDA-
MB-468

A analise de Microscopia de fluorescéncia confocal (Figura 35) foi realizada para
confirmar a internalizacdo das NTs com um tempo de incubac&o de 30 min., 60 min.,

120 min., 180 min. e 340 min., sendo a coloragdo em azul mostrando a fluorescéncia
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do DAPI ligado ao DNA no nucleo da célula e a coloracdo vermelha é referente a

fluorescéncia das NTs no citoplasma da célula.

Figura 366: Micrografia do modelo 3D (linhagem celular MDA-MB-468) para andlise de
internalizagdo das NTs. A coloragao azul revelaafluorescéncia do DAPIligado ao DNA no nucleo
da célula e a coloragao vermelha é referente a fluorescéncia das NTs no citoplasma da célula.
As colunas, da esquerda para a direita, indicam DAPI isolado, NTs e sobreposi¢gdo das imagens
respectivamente. Os experimentos foram realizados com um tempo de incubacao de 30 min., 60
min., 120 min., 180 min. e 340 min. As micrografias foram capturadas em um Microscépio
Confocal, com barras de escala de 100 um.

DAPI NTs Sobreposigdo

30 min.

60 min.

120 min.

180 min.

240 min.

Fonte: Autor.
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5. DISCUSSAO

O cancer de mama é uma doenca heterogénea e complexa que deriva de
alteracOes genéticas. Por ser um cancer metastatico, tende a se espalhar para outras
partes do corpo como 0ssos, figado, pulmao e cérebro, o que dificulta seu tratamento.
Além disso, o cancer de mama pode ser classificado em subgrupos moleculares que
possuem diferentes expressoes de receptores do cancer, como luminal A, luminal B,
claudin-low e basal-like, entretanto, o cancer de mama triplo negativo (TNBC) que é
foco desta tese, tem como caracteristica ser uma doenca heterogénea e agressiva,
gue possui mau prognostico, altas taxas de metastase, elevados indices mitoticos,
superexpressdo de EGFR e auséncia de expressdo de ER, PR e HER-2, além de
poucas alternativas de tratamentos. Neste contexto, nesta tese a aplicacdo de
SPIONs, Au@SPIONSs, bem como as NTs permitiram resultados promissores para a
area de diagnéstico e de terapia para o TNBC.

Primeiramente, as SPIONs foram sintetizadas pelo método de coprecipitacao
quimica (MASSART, 1981; MERIDA et al., 2015), sendo observado que as SPIONs
apresentaram interacdo com o campo magneético externo aplicado (ima de Neodimio)
e coloracdo preta. A analise de DLS determinou o diametro hidrodindmico e o indice
de polidispersividade das SPIONs sem processos de estabilizacéo (Figura 7a), sendo
encontrado um didmetro médio de 1,28 um. Apds o processo de estabilizacdo com
citrato de sédio (Figura 7b) o DLS mostrou que os ions de citrato melhoram a
distribuicdo de tamanho e preserva as dimensbes do material na nanoescala,
mostrando valores de 69,70 nm. Além disso, a solucdo coloidal permaneceu estavel
com valor de potencial Zeta de -48,6 mV e em meio com pH 8.

A morfologia e a distribuicdo do didmetro médio das SPIONs também foram
determinadas por meio das micrografias de SEM (Figura 8 e 9a/b), sendo possivel
observar que apos a estabilizagdo das SPIONs com citrato de sodio, a morfologia das
nanoparticulas foram melhores identificadas. As micrografias obtidas por SEM e TEM
mostraram diferenca significativa no diametro das SPIONs, quando comparadas com
a analise de DLS no modo de intensidade de luz espalhada. Por SEM foi encontrado
um diametro fisico médio de 13,15 + 0,25 nm (Figura 8) e por TEM 7,20 + 0,12 nm
(Figura 10), ambos informando a formacao de particulas com diametros inferiores a
20 nm. Enquanto que pela analise de DLS no modo de intensidade de luz espalhada
(Figura 7b) o diametro hidrodinamico foi de 69,70 nm e Pdl 0,170.
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As técnicas de TEM ou SEM-FEG e DLS apesar de serem complementares
apresentaram uma diferenca nos diametros das SPIONs. Tal alteracdo ocorre em
raz&o da anélise SEM informar valores de didmetro das nanoparticulas numa imagem
real, sendo possivel obter informacdes de morfologia, bem como a identificacdo da
presenca ou auséncia de agregados, ou seja, diferencia as particulas de forma
individual. Enquanto o DLS obtém um diametro hidrodinamico médio, por meio da
intensidade de luz espalhada pelas particulas que estdo movimento Browniano, sendo
o resultado desta anadlise diretamente dependente a presenca ou auséncia de
agregados (ROST et al., 2020), de moléculas funcionalizadas em sua superficie e até
mesmo pela interacdo magnética das particulas (YOUHANNAYEE et al., 2019).

A morfologia esférica das Au@SPIONs também foi identificada por TEM (Figura
11) em campo claro sendo identificado a formagédo do core-shell por meio dos
resultados de EDS (Figura 12c/d), que sendo uma técnica analitica permite a
caracterizacdo da composicdo quimica de materiais (STRICKLER; ESCUDERO-
ESCRIBANO; JARAMILLO, 2017; WILLIAM e CARTER, 2009). No Spectrum 1 foi
identificado apenas a presenca do elemento quimico Fe, enquanto no Spectrum 2 a
presenca de Au e Fe, ja a presenca de cobre deve-se a grade na qual a amostra foi
depositada. Como o0 processo de sintese das nanoparticulas hibridas inicia-se com
SPIONSs sintetizadas e estabilizadas, observou-se pela Figura 12e a presenca de
SPIONs que nao foram recobertas.

A analise da estabilidade coloidal das SPIONs alterando-se os valores de pH
do meio foi apresentado na Figura 13. De acordo com essa curva, foi observado que
em meios de pH neutro para alcalino, as SPIONs apresentaram uma banda
caracteristica centrada em 300 nm. De acordo com DE GOIS et al. (2019),
nanoparticulas formadas por FesO4 apresentam um padrao de absorcéo entre 200 e
600 nm, devido as transicbes de seu orbital d (DE GOIS et al., 2019). J4 RADON et
al. (2017) relataram que as nanoparticulas de Fe3Os apresentam banda de absorcao
na regido de 330 — 450 nm (RADON et al., 2017) e ABDULLAH et al. (2020)
relacionaram a banda de absorcao proxima de 350 nm como corresponde a presenca
de Fe3Os (ABDULLAH et. al., 2020). Sendo assim, é possivel sugerir que houve a
formacgé&o do 6xido FesO4nas SPIONSs.

Quando as SPIONs foram expostas a meios acidos, apresentaram no espectro
UV-visivel um aumento de absorcdo nas regibes menos energéticas, e a

desestabilizac&o da solucao pbde ser vista visualmente em virtude da sedimentagao
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das nanoparticulas. Por outro lado, em meio alcalino, néo foi observado esse aumento
de banda no espectro e nem desestabilizacdo da solucdo. A estabilidade coloidal
também foi analisada por meio do didmetro hidrodindmico e o potencial Zeta em
funcdo do pH do meio (Figura 14). Quando em meio acido, as SPIONs sé&o
desestabilizadas e, como consequéncia, seu diametro hidrodinamico aumenta. Em
meios alcalinos, ndo ha mudancas significativas em sua dimensdo. Portanto, as
SPIONSs sao encontradas apenas nha regiao de estabilidade com valores de pH acima
de 6.

O resultado da estabilidade coloidal esta de acordo com KRUKOWSKI et al.
(2017), que afirmam que moléculas de acido citrico e sais de citrato em solucdes
aquosas podem sofrer processos de dissociacdo e hidrélise para atingir o equilibrio,
porém, sabe-se que esses processos sao dependentes da concentracdo do soluto,
pH e temperatura da solucdo. Essas moléculas, quando submetidas a meios acidos,
tendem a ter uma maior formacédo de grupos hidroxila, devido aos cations H* na
solucdo. No meio alcalino ndo ha formacao desses grupos, tendendo a molécula a
permanecer anionica (KRUKOWSKI et al., 2017). Uma vez que as SPIONs foram
estabilizadas por citrato de sodio, toda esta explicacdo confirma os valores de
potencial Zeta obtidos experimentalmente.

Pela analise de DRX (Figura 15) foi confirmado que as SPIONs apés
sintetizadas sao formadas pelos 6xidos de ferro Fe3Oas, y-Fe203 e a-Fe203, entretanto
no pico de maior intensidade foi identificado apenas a FesOas, que infere uma maior
porcentagem desse tipo de 6xido na amostra, sugerindo que as nanoparticulas séo
superparamagnéticas. De acordo com LAGROW et al, (2019), o mecanismo de reacéo
pelo método de coprecipitacdo ainda necessita de melhores estudos, devido a
formacao dos 6xidos intermediarios, que dificultam a reprodutibilidade das sinteses,
porém, sabe-se que as principais fases obtidas sao Fe304 e y-Fe203 (LAGROW et al.,
2019). PROKOPIU et al. (2021), também sintetizou SPIONs pelo método de
coprecipitacdo e estabilizou com citrato de sodio, e de acordo com os dados de XRD,
informou que suas nanoparticulas apresentaram picos caracteristicos em diferentes
20 representados pelas diregdes cristalinas [hkl] correspondentes (220), (311), (400),
(422), (511), (440) e (533) que foram atribuidas a y-Fe203/ Fe3O4 (PROKOPIOU et al.,
2021).

As curvas de VSM de SPIONs sem/com estabilizagdo mostrado na Figura 16 e

das SPIONs e Au@SPIONs depositadas em laminulas (Figura 17). O campo
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magneético externo aplicado fez com que a amostra se tornasse magnetizada ao longo
do tempo, fazendo com que os spins das nanoparticulas se orientassem na direcao
do campo. A variagdo do campo magnético proporcionou a formag¢do de uma corrente
nas bobinas, que foram convertidas em informacdes sobre as propriedades
magneéticas do nanomaterial. A magnetizacédo das nanoparticulas foi proporcional ao
aumento do campo magnético externo, até se tornar constante (magnetizacdo de
saturacdo) que € o ponto maximo na curva. Ao alcangar a magnetizacéo de saturacao,
ocorreu a diminuicdo do campo magnético até zero (valor nulo). Quando o campo
magnético foi invertido, a amostra foi perdendo a magnetizacao (campo coercitivo) até
gue os spins estavam desordenados e com 0 campo magnético no sentido oposto, a
magnetizagéo foi atingida com o mesmo valor da magnetizagédo de saturagdo, mas
em maodulo.

Na Figura 16, as SPIONs sem e com estabilizacdo apresentam uma
magnetizacao de saturacéo de 57 emu/g e 5,4 emu/g, com susceptibilidade magnética
de 2,85x102 emu/gOe e 2,7x10* emu/gOe, respectivamente. J4 as nanoparticulas
depositadas nas laminulas (Figura 17), apresentaram uma magnetizacdo de
saturacao de 1,15 emu/g para as SPIONs e 0,34 emu/g para as AU@SPIONs, com
resultados de susceptibilidade magnética de 5,75x10° emu/gOe e 1,7x10° emu/gOe,
respectivamente. Esses resultados estdo de acordo com a literatura, uma vez que as
IONPs para fins biomédicos, devem apresentar valores altos de magnetizacao e
suscetibilidade magnética, bem como perda de magnetizacao na auséncia de campo
magnético (HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2020).

Nos resultados das SPIONs foi observado a formacdo de um Unico dominio
magnético, que é caracterizado por apresentar comportamento superparamagnético
(CANAPARO et al., 2020; SCHWAMINGER; BAUER; FRAGA-GARCIA, 2021) e pode
ser observado nas Figura 16 e Figura 17a. Por outro lado, as Au@SPIONs (Figura
17b), apresentaram uma magnetizacdo de saturacdo inferior ao ponto maximo da
curva, mas manteve o comportamento superparamagnético.

De acordo com AJINYA et al. (2020), as nanoparticulas de Fes3Os4 sao
superparamagnéticas, com diametros inferiores a 20 nm e, seu comportamento
paramagnético ou superparamagnético € potencializado pela reducédo de tamanho.
Consequentemente, observa-se uma diminuicdo do comportamento ferromagnético,
devido a reducéo do estado de valéncia do ferro (AJINKYA et al., 2020). E importante

ressaltar, que as particulas menores que o diametro critico também podem apresentar
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um unico dominio, com magnetizacao e orientacédo uniforme de um unico spin sobre
todo o volume da particula (MOHAPATRA e LIU, 2018; SHABATINA et al., 2020).

Os espectros de absorcao por FT-IR do NasCeHs07.2H20, das SPIONs sem e
com estabilizacdo, das AU@SPIONs e NTs foram apresentadas na Figura 18. A
confirmacédo da estabilizacdo da particula por citrato de sddio ocorreu pela auséncia
de sedimentacéo, corroborando com o valor mensurado de potencial Zeta. A formacgéao
do 6xido FesO4 foi confirmado pela analise de DRX, bem como pela presenca da
banda vibracional nas regides entre 500 cm™ a 635 cm(STEIN et al., 2020; ELBIALY;
FATHY, KHALIL, 2015; SOOD et al., 2015; DUSZYNSKA et al., 2020; KIRUBHA e
RAJPUT, 2019; MEKSERIWATTANA et al., 2019; NOSRATI et al., 2019; PANDA et
al., 2019; PANDEY et al., 2016; SEKAR et al., 2017; VIKRAM et al., 2016; RADON et
al., 2017; PROKOPIOU et al., 2021; SKLUTE et al., 2018). Entretanto, a y-Fe20s3
também pode ser observada com bandas vibracionais na regiéo de 560 cm (DEMIR
et al.,, 2015; SKLUTE et al., 2018), o que dificulta a identificacdo exata do éxido
formado por este tipo de andlise. As bandas vibracionais entre 1325 cm™ a 1450 cm-?
e 1525 cm? a 1655 cm, confirmaram a estabilizacdo das nanoparticulas com a
molécula de citrato de sddio, pela presenca das bandas vibracionais do grupo de acido
carboxilico desprotonado (COO-) em 1397 cm, e vibracdo simétrica do grupo
carbonila (-C=0) em 1593 cm™ (STEIN et al., 2020; DUSZYNSKA et al., 2020;
MEKSERIWATTANA et al., 2019; RAJENDRAN e SENGODAN, 2017; PROKOPIOU
et al., 2021). O modo de estiramento do grupo -OH localizado na superficie das
nanoparticulas de Fe3Os4 ou de moléculas residuais de agua adsorvidas em sua
superficie esta relacionada com a presenca de uma banda alargada na regidao de 3370
cm™a 3450 cm? (DUSZYNSKA et al., 2020; ELBIALY; FATHY, KHALIL, 2015; SOOD
et al., 2015; PANDA et al., 2019; KIRUBHA e RAJPUT, 2019).

A formacao do complexo Fe (ll)-ortofenantrolina proporcionou a quantificagéo
de ferro nas SPIONs. Apds quantificadas, pode-se determinar a concentracdo das
SPIONs para o processo de recobrimento com ouro. As Au@SPIONs podem ser
formadas por meio de uma solucédo de HAuUCI4 que inicialmente € mantida em agitacao
e aquecido até ebulicdo. Posteriormente, SPIONs e citrato de sddio sdo adicionados
a solucdo de HAuUCI4 e a reagéo ocorre por 5 min, podendo-se observar a alteragdo
da coloracéo da solucdo (GHORBANI et al., 2015; ZHU et al., 2018).

O espectro de UV-visivel das Au@SPIONs (Figura 19a) mostrou a presenca de

uma banda de absor¢ao centrada em 530 nm. O DLS das SPIONs recobertas com
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ouro, em numero de particulas (Figura 19b) mostrou um diametro hidrodinamico de
40,99 nm, PDI 0,29 e potencial Zeta um valor de - 51,6 mV. Com o intuito de se
comparar os dados de Au@SPIONs com SPIONs, na Figura 19c foi mostrado os
resultados das SPIONs na concentracdo de 0,5 mg/mL que foram utilizadas para a
formacdo das nanoparticulas core-shell, sendo observado um diametro
hidrodindmico, em numero de particulas de 21 nm e PdI de 0,20.

A formacéo das nanoparticulas core-shell pode ser analisada visualmente por
meio da alteracao da coloracdo, da mudanca das SPIONs com coloragao preta (Figura
20a) para as Au@SPIONs com coloracéao avermelhada (Figura 20b). As Au@SPIONs
também possuem magnetizacdo, que foi confirmada pela exposicdo ao campo
magneético externo (Figura 20c). Como as Au@SPIONs também apresentam uma
ressonancia plasménica de superficie, que é caracteristica de nanoparticulas de ouro.
A auséncia de nanoparticulas de ouro na solucéo foi determinada pela transparéncia
do sobrenadante quando em contato com o im&, bem como pela caracterizagéo por
Espectroscopia UV-visivel.

O complexo Ce6-cistemina foi produzido por reacao quimica carbodiimida, que
acontece por meio da ligacéo entre grupos de acido carboxilico (COOH) com aminas
primérias (NH2), sendo o produto da reagéo a ligagdo amida (C-N), com a liberacédo
de H20 (CASTILHO; HEWITT; RANIERO, 2017). Na Figura 21 foi mostrado a
presenca da a Banda de Soret proxima de 402 nm e Banda Q em 670 nm. A Figura
22 mostrou a presenca dos modos vibracionais das bandas 941 cm* (COOH),
1068 cm™* (C-0), 1227 cm™ (C-N), 1542 cm™ (N-H) e 1713 cm* (C=0), que confirmam
a formacdo do complexo Ce6-Cisteamina. A Figura 23, por fim mostrou a
funcionalizacdo das Au@SPIONs com os complexos Ce6-cisteamina e EGF-a-LA,
que resultou na formacdo das Nanossondas Teranosticas (NTs), com a presenca da
banda ressonante centrada em 402 nm (Banda de Soret) e em 670 nm (Banda Q)
referente a Ce6.

O tempo de incorporacdo das NTs nas linhagens celulares MDA-MB-468 e
MCF 10A (Figura 24), mostrou que as NTs internalizam na linhagem celular MDA-MB-
468 (com superexpressdao de EGFR), entretanto esse comportamento ndo €
observado na linhagem celular MCF 10A. De acordo com HERNANDEZ-
HERNANDEZ e colaboradores (2020), a carga de superficie das nanoparticulas esta
diretamente relacionada a sua distribuicdo pelo organismo. Nanoparticulas com

cargas neutras apresentam pouca interacdo com proteinas plasmaticas e tem um
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tempo maior de permanéncia no organismo. Nanoparticulas anibnicas possuem
interacao e internalizam por endocitose adsortiva. Enquanto, as de carga positiva sao
absorvidas rapidamente por atracdes eletrostaticas, pois a membrana celular possui
carga negativa (HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2020). Na Figura 25, as NTs
apresentaram internalizacdo no citoplasma e no nucleo de algumas células da
linhagem celular MDA-MB-468. A confirmacao da internalizacdo no nucleo foi obtida
por meio da imagem do corte da amostra com NTs. As NTs na linhagem celular MCF
10A também internalizaram no citoplasma, entretanto com menor intensidade de
fluorescéncia quando comparado com as NTs da linhagem celular MDA-MB-468.

Os testes de citotoxicidade das SPIONs estabilizadas com citrato de sédio na
linhagem celular MDA-MB-468 (Figura 26) e MCF 10 A (Figura 27) foram realizados
pelo método de exclusdo do azul de tripan e pela atividade mitocondrial. O método
colorimétrico com MTT avalia a viabilidade celular (NEPOMUCENO et al., 2021;
NANDI et al., 2017), determinando a concentracdo minima necessaria para obtencéo
de 50 % de células viaveis ou inviaveis, com a quantificacdo da atividade de
desidrogenase dos produtos da reagdo NADH ou NADPH, que reduz a atividade dos
cristais de formazan do MTT em células vivas (NEPOMUCENO, et al., 2021). De
acordo com STANDARD (2009), a ISO 10993-5: 2009 (E) determina que a viabilidade
celular pode ser determinada por meio da atividade metabdlica. Se a viabilidade for
menor que 70%, entende-se que existe um potencial citotoxico (STANDARD, 2009).
Sendo assim, em ambas metodologias e linhagens as SPIONs ndo apresentaram
taxas significativas de citotoxicidade, quando em concentracfes de 5 a 300 pg/mL,
com tempo de até 6 h de incubacao.

O processo de montagem de um equipamento (camara de irradiagéo) que foi
utilizado para TFT foi apresentado na Figura 28. O LED utilizado foi caracterizado por
um Espectrobmetro UV-Visivel (Figura 29a) no qual determinou a presenc¢a de uma
banda de emissdo centrada na regido de 795-797 nm. O valor obtido foi inferior ao
informado pelo fabricante, entretanto, as SPIONs e Au@SPIONs possuem absorcao
na regido de emissao (Figura 29b). O estudo de novos métodos de tratamento, como
a TFT, também conhecida como ablagdo térmica ou terapia de hipertermia, tem
emergido nos ultimos anos, principalmente por ser uma terapia nao invasiva do cancer
que pode reduzir os efeitos colaterais dos pacientes (KUMARI; SHARMA; SAHI, 2021,
TIAN et al., 2022; ELAHI, RIZWAN, 2021). A irradiacdo nessa terapia ocorre na regiao

do NIR (700-1000 nm), com conversao de energia luminosa em térmica do meio, que
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€ denominado de fotossensibilizador. Quando uma solucdo coloidal é exposta a
irradiacdo, os elétrons nas nanoparticulas sdo excitados, sendo nesse processo
obtido um ganho de energia cinética com geracgdo de calor, que € transferido para o
tecido, causando morte das células cancerosas (KUMARI; SHARMA; SAHI, 2021).
Sendo assim, este método torna-se promissor, uma vez que as células tumorais
apresentam menor tolerancia ao calor em relacdo as células normais, bem como uma
maior absorgéo no tecido devido a regido de trabalho (WEI et al., 2019; SAEED; REN,;
WU, 2018; CHEN et al., 2019; ZHANG et al., 2021; AMATYA et al., 2021; LOZANO-
PEDRAZA et al., 2021).

A analise gquantitativa por Citometria de fluxo (Figura 30) investigou o tipo de
morte apds TFT de SPIONs, bem como as Au@SPIONs e mistura de SPIONs com
AuNPs sem e com Ce6 na linhagem celular MDA-MB-468. Todas as nanoparticulas
com TFT tém um efeito citotoxico na linhagem celular MDA MB-468, através dos
resultados de morte celular utilizando a coloracdo de AnnV e PI, em viaveis (AnnV-
Pl-), apoptéticas (AnnV+ PI-) e necrose (AnnV+ Pl+).

Os resultados do nimero de células viaveis, necrose e apoptose obtido por
Citometria de fluxo foram graficados em graficos de barras para melhor entendimento.
A Figura 31a mostrou os resultados dos grupos controle e SPIONs, Figura 31b os
resultados dos grupos controle e SPIONs+Ce6 e Figura 31c os resultados dos grupos
controle, Au@SPIONs, SPIONs+AuNPs, SPIONs+AuNPs+Ce6 e Ce6. Nos dados de
Citometria de fluxo, em todas as concentracdes de nanoparticulas, apresentaram a
apoptose como o tipo de morte celular. Nos controles positivo e negativo, a a¢ao solo
do TFT ndo causou morte significativa para o controle negativo (somente TFT) e a
acado do DMSO na presenca de TFT causou 100% de morte no controle positivo.

A andlise quantitativa por Citometria de fluxo também investigou a viabilidade
celular de NTs nas linhagens celulares MDA-MB-468 e MCF10A (Figura 32, Grupo 1
e 2, respectivamente), sendo os resultados obtidos graficados em graficos de barras
para melhor entendimento. A viabilidade celular foi verificada em ambas as linhagens
celulares, o que sugere que as NTs ndo proporcionam efeito citotoxico na auséncia
de terapia. Entretanto, quando NTs s&o aplicadas junto com a TFT (Figura 33 — Grupo
3) e TFD (Figura 34 — Grupo 5) proporcionam efeito citotéxico com porcentagens
significativas de morte por apoptose na linhagem celular MDA-MB-468.

De acordo com Tian e colaboradores, para inducédo de apoptose ou necrose

nas células tumorais, necessita-se de temperaturas acima de 50°C, entretanto é
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observado danos em 0Orgdos e tecidos saudaveis préximos ao tumor devido ao
superaquecimento. Como alternativa, nos ultimos anos desenvolve-se uma
metodologia de TFT com temperaturas inferiores a 45°C (TIAN et al., 2022). Na TFT,
o tipo de morte celular é influenciado pela poténcia do laser e tempo de exposicéao,
pois 0 uso de uma alta poténcia tende a desencadear a necrose e uma baixa poténcia
leva a ativacdo dos mecanismos de apoptose (SAEED; REN; WU, 2018).

De acordo com LOZANO-PEDRAZA e colaboradores, as nanoparticulas de
oxido de ferro quando aplicadas a TFT, se mostram eficazes, pois causam o estresse
térmico nas células tumorais (LOZANO-PEDRAZA et al., 2021). No entanto, a
eficiéncia desta terapia pode ser prejudicada se o aquecimento adequado néo for
fornecido (KUMARI; SHARMA; SAHI, 2021). Além disso, mesmo apos irradiadas ndo
se observa alteracdes na estabilidade, tamanho ou cristalinidade das nanoparticulas
(LOZANO-PEDRAZA et al., 2021). De acordo com KHAFAJI e colaboradores, as
nanoparticulas hibridas Au—Fe304 protegida com PEG internalizaram em células de
adenocarcinoma de mama humano, e apds a TFT (A 808 nm, 0,5 W cm™2, 7 min) foi
observado que 68% das células estavam mortas (KHAFAJI et al., 2016).

De acordo com Cabana e colaboradores (2020) nanoparticulas esféricas e
nanoflores magnéticas foram aplicadas com TFT e hipertermia magnética. Neste
estudo, observou-se que quando as nanoparticulas sdo compostas
predominantemente por magnetita, revela resultados promissores para TFT (CABANA
et al., 2020). ALIAKBARI e colaboradores (2019), desenvolveram nanoparticulas de
oxido de ferro superparamagnético de polivinilpirrolidona e relataram que em
concentracfes entre 10-100 ug/mL, um comportamento citotéxico foi observado na
linhagem celular BT-74, mas isso nao foi observada na linha celular MRC-5. Portanto,
eles inferem que a citotoxicidade das SPIONSs est& diretamente relacionada ao tipo de
célula estudada, bem como ao tipo de revestimento, tempo de exposicdo e tamanho
das nanoparticulas (ALIAKBARI et al., 2019).

De acordo com SAEED e colaboradores, a ablacéo térmica nas membranas
celulares causada pela TFT, pode ser obtida em trés zonas. Na zona central com
predominio de necrose coagulativa, zona periférica com apoptose e leséo reversivel
e por tecidos circunvizinhos normais que ndo séo prejudicados pela ablacdo térmica,
porém podem estimular o sistema imunologico. Na TFT, o tipo de morte obtido pode
Ser necrose ou apoptose, entretanto uma poténcia alta do laser pode causar necrose,

enquanto uma poténcia baixa obter apoptose (SAEED; REN; WU, 2018).
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O mecanismo da via de morte celular é determinado pela extensédo do dano
com alteracdes morfologicas especificas. A apoptose é uma forma de morte celular
programada caracterizada por alteracdes morfolégicas como retracdo do citoplasma,
condensacdo da cromatina, fragmentacdo do nucleo e manutencdo da homeostase
tecidual. Enquanto nas células necrdticas, ocorre um descontrole que geralmente é
induzido por inUmeros estresses com fatores fisicos ou quimicos, com despolarizacéo
da membrana interna e ruptura da membrana mitocondrial (FABBRIZI, PARSONS,
2022; JAN et al, 2019). Portanto, desenvolver um método de tratamento onde a via de
apoptose seja predominantemente obtida torna-se ideal, pois a morte celular ocorre
de forma programada e mais branda, enquanto na necrose ha um descontrole com
disseminagé&o para o restante do corpo.

Inimeras nanoparticulas funcionalizadas com Ce6 vem sendo estudadas para
atuarem como sistemas de entrega para TFD do cancer, uma vez que a Ce6 possui a
capacidade de gerar as ERO’s quando irradiadas (ALUIGI et al., 2016; CASTILHO et
al., 2021; YAN et al., 2022). A producao intracelular de ERO’s foi estimada pelo ensaio
H2DCF-DA para a linhagem celular MDA-MB-468, usando concentragdoes de NTs de
2 ug/mL e 4 ug/mL, conforme mostrado na Figura 35. A TFD junto com as NTs induziu
porcentagens significativas de morte na linhagem celular MDA-MB-468, como
verificado pela Figura 34. Além disso, é verificado que o nivel de ERO’s aumenta
conforme o0 aumento na concentragéo das NTSs.

A internalizacéo das NTs na cultura 3D também pode ser confirmada por meio
da metodologia Microscopia Confocal (Figura 36). Os resultados iniciais do estudo
com a cultura 3D da linha celular MDA-MB-468 foram consistentes com os resultados
obtidos com a cultura 2D, sendo possivel observar a capacidade de penetracdo das
NTs nos esferoides de cancer de mama para os tempos de 30, 60, 120, 180 e 240

min. de incubacéo.
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6. CONCLUSAO

As SPIONs foram sintetizadas com sucesso pelo método de coprecipitacéo
quimica, além de serem estabilizadas com citrato de sodio. Os espectros de absorcao
em funcéo do pH do meio, concomitante as analises de DLS, permitiram verificar que
as nanoparticulas quando submetidas a meios acidos, se desestabilizaram,
sedimentaram em virtude da protonacgéo dos radicais carboxilicos, consequentemente
menor repulsdo eletrostaticas entre particulas, que séo indicadas pelos valores de
potenciais Zeta na regido de instabilidade coloidal. Para valores de pH do meio acima
de 6, as SPIONs foram estabilizadas ao longo do tempo. As analises de DLS, SEM-
FEG, TEM e FT-IR confirmaram que as sinteses de SPIONs apresentaram diametros
inferiores a 100 nm e foram estabilizadas, uma vez que as bandas vibracionais
presentes do citrato de sédio estavam presentes no espectro das SPIONs. Os dados
de DRX e VSM mostraram resultados coerentes, pois a principal fase cristalina Fe3Oa4
das SPIONs séo superparamagnéticas. O processo de recobrimento com ouro das
SPIONSs foi eficaz, em virtude da mudanca na colorag&o da solucao para cor vermelha,
pelo aumento no diametro hidrodindmico e pela presenca da banda de absorcao
centrada em 530 nm. A auséncia da formacdo de nanoparticulas de ouro foi
confirmada por meio da magnetizacdo da particula, deixando o sobrenadante
transparente. Nas micrografias de TEM em campo claro e escuro foi observada a
presenca de SPIONs e Au@SPIONS, indicando que no processo de recobrimento
ainda existe a presenca de SPIONs, entretanto o recobrimento foi confirmado pelo
mapeamento feito por EDS, que pontualmente identificou a presenca de Au e Fe. A
formacao do complexo Ce6-cisteamina também foi obtido com a presenca da banda
ressonante centrada em 402 nm (Banda de Soret) e em 670 nm (Banda Q) referente
ao FS. A citotoxicidade das SPIONSs foi verificada pelo método de exclusdo do azul de
tripan e pela atividade mitocondrial nas linhagens MDA-MB-468 e MCF 10A,
mostrando resultados promissores com valores de viabilidade acima de 70%. As NTs
incorporaram apenas na linhagem celular MDA-MB-468 (que possui superexpressao
de EGFR). A internalizacdo das NTs foi analisada por Microscopia Confocal, sendo
observado as NTs internalizam no citoplasma e no ndcleo de algumas células da
linhagem celular MDA-MB-468, entretanto esse comportamento n&o é observado na
linhagem celular MCF 10A. Apds o tratamento com TFT, observamos que as

nanoparticulas nas concentracdes estudadas apresentaram percentuais significativos
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de apoptose na linhagem celular MDA-MB-468. As NTs na auséncia de terapia nédo
proporcionam efeito citotoxico nas linhagens celulares MDA-MB-468 e MCF10A,
entretanto, quando NTs sdo aplicadas junto com a TFT e TFD proporcionam efeito
citotoxico com porcentagens significativas de morte por apoptose na linhagem celular
MDA-MB-468. Além disso, foi verificado que o nivel de ERO’s aumenta conforme o
aumento na concentracdo das NTs. A analise de Microscopia Confocal também
confirmou a internalizagéo das NTs na cultura 3D, mostrando que houve um potencial
de penetracédo das NTs nos esferoides nos tempos de incubacdo estudados. Esses
resultados iniciais foram consistentes com os resultados obtidos pela metodologia 2D

desta tese, sugerindo uma grande oportunidade para pesquisas futuras.
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Abstract

Iron oxide nanoparticles (IONPs) represents a class of magnetic and biocompatible nanomaterials that have been
widely used in research and medical applications, such as hyperthermia studies, as contrast agents for magnetic
resonance imaging, biosensors, among others. However, their application depends on factors as surface propertics,
size, and morphology being appropriately balanced. IONPs can be obtained by different synthesis methods, however,
chemical coprecipitation represenis a simpler, casier and faster rowte, in which aqueous solutions of precursors
containing iron (Fe'*) and ferrous (Fe**) ions are alkalized under control of temperature and pH. This study proposes
to synthesize iron oxide nanoparticles by the chemical coprecipitation method and to stabilize them with sodium
citrate (1ONPs-CIT) and tetramethylammonium  hydroxide (IONPs-TMAOH). Furthermore, to charactenize the
hydrodynamic diameter and the Zeta Potential of the samples by Dynamic Light Scattering. The cytotoxicity of
IONPs- CIT in the MDA-MB-468 cell line was evaluated through the analysis of mitochondrial activity.

Keywords: Iron oxide nanopartickes; Chemical coprecipitation; Dynamic light scattering; Cytotoxicity.

Resumo

As nanoparticulas de dxido de ferro (IOMPs) representam uma classe de nanomateriais magnéticos ¢ biocompativeis
que tém side amplamente utilizados em pesquisas e aplicapbes médicas, como estudos de hipertermia, como agentes
de contraste para ressondncia magnética, biossensores, entre outros. Entretanto, sua aplicagdo depende de fatores
como, morfologia, tamanho ¢ propricdade de superficie estejam ajustados. As IOMPs podem ser obtidas por diferentes
métodos de sintese, no entanto, a coprecipitagio quimica representa uma rota de sintese mais simples, facil e rapida,
na qual solugdes aquosas de precursores contende fons ferro (Fe'') ¢ ferroso (Fe™) sdo alcalinizadas sob controle de
temperatura ¢ pH. Este estudo propde sintetizar nanoparticulas de dxide de fermo pelo método de coprecipitagio
quimica e estabiliza-las com citrate de sodio (IONPs-CIT) e hidroxido de tetrametilaménio (IONPs-TMAOH). Além
disso, caracterizar o didmetro hidrodindmico e o Potencial Zeta das amostras por espalhamento dindmico da iz, A
citotoxicidade das IONPs-CIT na linhagem celular MDA-MB-468 foi avaliada através da analise da atividade
mitocondrial.

Palavras-chave: Nanoparticulas de dxido de femro; Coprecipitagdo gquimica; Espalhamento dindmico da luz;
Citotoxicidade.

Resumen

Las nanoparticulas de axido de hicrro (IONPs) representan una clase de nanomateriales magnéticos v biocompatibles
que han side amplismente utilizados en investigacion v aplicaciones médicas, tales como estudios de hipertermia,
agentes de contraste para resonancia magnética, biosensores, entre otros. Sin embargo, su aplicacion depende de un
halance apropiado en factores como la morfologia, el tamadio y las propiedades superficiales. Los IONF se pueden
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Abstract: Superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPEOMNs) have some limitations in the physio-
logical environment, however, a modification on their surface, such as a core—shell structure with
gold (SPIOMNs@A), can enhance thelr applicability. In this study, SPIONs were synthesized by the
chemical coprecipitation method, stabilized by sodium citrate, and followed by the gold-coating
process. SPIONs@& AU were functionalized with EGF-a-lipoic acd and chlorin eb (Cebj-cysteaming
complexes, compesing a Theranostic Nanoprobe (TP). The outcomes showed that the SPIONs@Au
had changed in color to red and had an absorption band centered at 530 nm. The coating was verified
in the TEM micrographs in bright and dark fields by EDS mapping, which indicated the presence of
Au and Fe. The Ceb-cysteamine complex had a resonant band at 670 nm that enabled the diagnosis
of biological samples using fluarescence analysis. In the measure of TNBC cell uptake, the maxiemum
value of TP fleorescence intensity was obtained within 4 h of internalization. At 2 b, the incorporation
of the TP in the cytoplasm as well as in the nuclel was observed, suggesting that it could be employed
a5 a diagnostic marker. The PTT results showed significant percentages of apoptosis in the TNBC cell
line, which confirms the efficacy of the TF.

Keywords: magnetic nanoparticles; core—shell nanoparticle; theranostic nanoprobe; photothermal
therapy

1. Introduction

The conventional systems for drug delivery have improved due to the application
of nanotechnology in the healthcare area. The morphology and size of nanoparticles are
important parameters for their production and application, since an increased surface
area increases reactivity and the release of ions, whilst the effectiveness of these particles
depends on their composition and solubility [1]. Thus, the physical and chemical properties
of nanoparticles are directly influenced by their shape, size, crystal structure, chemical
composition, and dispersibility [2,3], which all affect the performance of the function of
these materials in their applications [4]. Among the materials, iron oxide nanoparticles
(IONPs) have unique magnetic properties such as having high magnetic susceptibility,

Copyright: © 222 by the authors.
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being superparamagnetic, and having low Curie temperature [2,3].

The IONPs are inorganic particles that are composed mostly of magnetite (FeyOy),
maghemite (y-Fex(;), or hematite (a-Fea(3). These nanoparticles have been used in
biomedical applications for drug separation, drug delivery, hyperthermia, biosensors,
and Photothermal Therapy (PTT). Due to their ability to increase the reactivity of drugs
in combination therapies or as hyperthermia agents, their therapeutic applicability has
emerged primarily for the treatment of cancer [1,5-7]. These nanoparticles in combination
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Specific nanomarkers fluorescence: in vitro analysis for EGFR overexpressed
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords Background: Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR receptor) is encoded by the EGFR gene. EGFR receptor
EGFR signaling pathways are activated by EGF protein, regulating cell actions. Overexpression of EGFR receptor may
Nancmeidicine be linked to malignancies with a poor prognosis. As a result, EGFR receptor is being studied for a variety of tumor
:‘: diagnostics, spurring the development of innovative approaches to increase quality and efficiency. Nano-
Hucrescence materials can recognize cancer cells by specifically targeting of molecular pathways, underscoring the i lmpar
tance of manomedicine. In this study, we synthesized EGFR-specific kers by functionalizing EGF p
and Chlorin e6 in gold nanoparticles. These nanoparticles use active targeting to deliver EGF pmlan to EGFR
receplor, anddﬂmnﬁwnamaﬂwm marker molecule
Method: kers were d in vitro in MDA-MB-468 and MO059J cell lines. Confocal micrascopy and
flow cytometry were used to the distrib uptake, inter and fluorescence intensity of
nanomarkers in vitro
Results: The results show that both lines ined acc 1 4 Hi » MDA-MB-468 had the
highest intensity due to its EGFR receptor overexpression properties
Canclusion: The findings point to ideal properties for detecting EGFR receptor overexpressed cells.
1. Introduction EGFR receptor is activated by extracellular specific ligands such as

The Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR receptor) is a glyco-
protein that belongs to the receptor tyrosine kinase subclass [1,2]. The
EGFR gene from the ErbB gene family (ErbBl/EGFR/HER1) encodes
EGFR receptor in a genomic context. Furthermore, the EGFR gene is
expressed in various organs, including the placenta, lung, skin, and
thyroid [3-5].

EGFR receptor is placed on the cell membrane's surface and has three
structural regions: N-terminal, transmembrane, and C-terminal [6]. The
N-terminal domain serves as an extracellular binding domain. This re-
gion is specialized for ligands such as EGF, TGF-, amphiregulin, and
betacellulin. The lipophilic transmembrane domain permeates the cell
membrane, increasing intracellular and extracellular communication.
The C-terminal domain is an intracellular hydrophobic region that is
involved in tyrosine kinase activity [1-3,6).

* Corresponding author at: N

EGF protein. Extracellular domain activation occurs through ligand-
receptor binding and dimerization [1,2,4]. Dimerization generates
intracellular signals that are transduced by molecular processes, acti-
vating a signaling cascade and transcribing genes [1,2,4]. The pathway
activation enhances cell functions such as proliferation, adhesion, dif-
ferentiation, and invasion [7,2].

This pathway's atypical condition or disorder may cause abnormal
EGFR gene activation. Since EGFR gene exons 18 to 21 encode receptor
tyrosine kinase activity, abnormal activation may result in EGFR re-
ceptor overexpression. EGFR receptor overexpression leads to mitogenic
signaling and a variety of cellular actions that promote tumor formation.
Increased cell proliferation potential, resistance to apoptosis and
angiogenesis, junction complexes breakdown impairing cell adhesion,
contributes to motility and invasive phenotype [3,9,10].

As a result, EGFR gene mutations cause the most aggressive
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Abstract

Intreduction Paracoccidioidomycosis is a systemic fungal disease caused by thermos-dimorphic fungus Paracoccidiodides
brasifiensis (F brasifiensiy). Gold nanoparticles (AuNPs) are used in diagnosis because of its versatility and biocompatibility,
optical properties influenced by surface plasmon resonance, and the size and geometry.

Methods The colorimetric detection of the fungus P. brasiliensis was performed by AuNPs and specific 5.85 ribosomal com-
plementary DNA sequence probe. The label-free methodologies had a final concentration of 2.22 nM. 155.95 nM, and 433.33
pM for AuNPs, primers, and MgC12 6H20 solution, respectively. For the non-cross-linking method, the final concentration of
the thiolate oligonucleotides and MgC12.6H20 solution were 291 54 mM and 0.39 mM, respectively.

Results The Gaussian curve analyses provided Gaussian center, full width at half maximum value, and Gaussian area, which are
complementary colorimetric results. The test accuracy calculated using ROC curve analyses for the label-free and non-cross-
linking methods were found to be 0.994 and 0.976, respectively. The sensitivity and specificity were 92% and 98.1%, respec-
tively for label free, and 92% and 80%, respectively, for non-cross-linking test.

Conclusion The alternative methodologies can be used in colorimetric detection of fungus P brasiliensis, which the rRNA
sequence could be differentiated by alteration in their staining and confirmed by the Gaussian curve and ROC curve analyses.

Keywords Paracoccidioides brasiliensis - tRNA - Gold nanoparticle - Label free - Box plots - ROC curve

Introduction

Manotechnology has aftracted major interest in varions areas
of research. with interdisciplinary applications in biology.
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chemistry, and physics (Wang and Ma 2009). Metal nanopar-
ticles are used in diagnosis because of their unique properties
of size and geometry, high reactivity in the living cells, stabil-
ity over high temperatures, translocation into the cells, excep-
tional optical properties, and highly tunable spectral behavior
(Fagundes et al. 20014: Tiwari et al. 2011; Larguinho and
Baptista 2012). In terms of colonimetric detection, the gold
nanoparticles (AuMNPs) have been used with DNA molecules
for disease diagnoses. In this way, there are diagnostic
methods, such as label free and non-cross-linking, which pro-
vide easy and fast diagnosis (Larguinho and Baptisma 2012;
Castilho et al. 2015).

The label free is a colorimetric detection for specific se-
quences and single nucleotide polymorphisms in PCR-
amplified genomic DNA which imeract with metal nanoparti-
cles based on electrostatics and require no labeling or surface
functicnalization chemistiry. The positive result is obtained
when the complementary DNA sequence (cDNA) hybridizes
with the PCR-amplified DNA leaving the surface of the

&) Springer
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Extended Abstract

lrom oxide manoparticles (OMNPs) represent a class of magnetic and biocompatible nanomaterials, which has made
important contributions for clinical diagnostics and therapies because of low-cost, viable preparation, and low cytotoxicity
[1.3]. The biomedical applications include drug delivery, magnetic separation of labelling cells, development of therapeutic
drugs. magnetic hyperthermia for cancer treatment, imaging agents, and others [1.3,5-6]. These nanoparticles exhibit typical
superparamagnetic behaviour, with low Curie temperature and high magnetic susceptibility [2]. The chemical coprecipitation
is a simple, casy and fast approach applied for synthesizing 1ONPs [3], in which a precursor aquesus solution containing
ferric {Fe'") and ferrous {Fe®") jons are alkalinized under temperature and pH control. The reproducibility of this synthesis
decreases due to paralle]l reaction pathways inherent in the method, that the formation of intermediate oxides occurs.
Therefore, the reaction mechanisms of this chemical route are still the subject of research, bui the main ron oxide phases
formed are magnetite (FesOy) and maghemite (y-Fe:06) [4].

This work aims to syathesize 10NPs by chemical coprecipitation and stabilize the surface with sodium citrate
{IOMNPsg@eit). The charscterization of nanoparticles were perform by Dynamic Light Scattering, Electron Microscopy,
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR), X-Ray Diffraction (XRD) and Vibrating Sample Magnetometer (VSM).
In order to evaluate the cytotoxicity of IOMNPs@eit, MTT assay was used to determine the mitochondrial activity in the
MDA-MB-468 cell line. Different concentrations of WONPs@eit wene incubated in 1x 107 cells for 6, 4, 2 howrs and | howr.

The bare KONPs sedimented after the synthesia process, while the FOMNPsi@eit were colloidal (Zeta Potential -34.0 mV
at pH 8.0), however both had shown mteraction with an external applied magnetic field (Meodymivm magnet). The TONPs
and IONPsieit. were black in color, a factor that indicates the presence of FesOy, which was confinned by FT-IR and XRD
analyses. The hydrodynamic diameter values of KONPs and IONPsi@cin. wene both lower than 100 nm, this value will be
compared to the physical diameter. VM measurements confirmed the nanoparticles superparamagnetiam. IONPsgeit had
shown a low eytotoxic effect to MDA-MB-468 cells under the investigated conditions. In conclusion, superparamagnetic
IOMNPs were successfully synthesized at the nanoscale and smbilized with sodivm citrate, which show a great
biocompatibility for biomedical applications.
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Extended Abstract

Klebsiella preumoniae (K. prermoniae) is an important pathogen responsible for some hospital infections. The raising
of the hypervirulent strains has become a public health issue due to increasing of morbidity, mortality and costs associated
with infected patients [1, 2]. Current treatment for this infection mvolves antibiotic therapy, but microorganisms are
developing resistance to antimicrobials [2]. Thus, silver nanoparticles (AgNPs) may overcome these lmitations due to their
bactericidal properties as well as surface functionalization option, which would improve treatments of diseases caused by
microorganisms [3, 4]. The aim of this work was to analyze the efficacy of AgNPs functionalized with antibiotics in a strain
of K. prnewmonige with a resistance profile. The AgMPs were synthesized by the reduction of silver nitrate by sodium
borohydnde and functionalized to the modified Imipenem antibiotic via carbodiimide chemistry. The nanopharmaceutical
was characterized by UV -Visible Spectroscopy and Dynamic Light Scattening. The Mimmum Inhibitory Concentration was
performed according to Clinical and Laboratory Standards Institute (M7-A%9) standards [5]. The MIC and Minimum
Bactericidal Concentration {MBC) of nanopharmaceutical against £ prnewmaonige with a resistance profile were carmed out
using optical density values and visible growth occurred on the plates, respectively. The experiments were performed by
microdilution method using different concentrations of nanopharmaceutical in a 96-well plate, incubated for 24 h at 35°C
and the drop technique was used for MBC, The Surface Plasmon Resonance band for colloidal nanopharmaceutical has
shown an absorption at 266 nm and 394 nm, corresponding of antibiotic imipenem and the bare AgMPs, respectively, which
are mn agreement to an increasing of hydrodynamic diameter for ~36 nm after functionalzation procedure. The MIC and
MBC analysis showed the bacteriostatic and bactencidal actions of the nanopharmaceutical, showing good results as the
lowest concentration was capable of inhibiting bacterial growth. The nanopharmaceutical application has shown great
bacterial inhibition power against to K- preumoniae, suggesting a promising treatment for infection of strain with a resistance
profile.
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Analysis of the diagnostic potential of nanosensors in breast cancer 3D tumor
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Ovcr expression of the Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) has been associated with malignancies
with a worse prognosis, and the EGF protein activates its signaling pathways, which regulate cellular
functions. As a result, the EGFR receptor is being investigated for a wide range of tumor diagnostics, encouraging
the development of novel methods to improve quality and efficiency. Nanomaterials can recognize cancer cells
by targeting certain biochemical pathways, highlighting nanomedicine's potential. Three-dimensional (3D) cell
culture has arisen as an alternative to in vivo experiments for the formation of a heterogeneous microenvironment
and the representativencss of the cellular mechanisms present in malignancies. Cell-cell and cell-extracellular
matrix interaction is enhanced in 3D cell culture, preserving tissue shape and structure. In this regard, among the
several types of 3D environment development that are conceivable, micro molded agarose allows large-scale
reproducibility. In this study, breast cancer spheroids were created on micro molded agarose by the MDA-
MB-468 strain. By functionalizing the EGF protein and Chlorine e6 (Ce6) in gold nanoparticles, the nanosensors
were synthesized and applied to the spheroids for the detection of EGFR. The EGF protein is delivered to
the EGFR receptor through active targeting, and Ce6 serves as a fluorescent flag molecule. The tumors were
cultivated for 21 days after being cast in 2% agarose molds. Flow cytometry was used to detect the presence of
fluorescence and the cell death pathways after the nanosensors were applied. Annexin V (AnnV) and propidium
iodide (PI) staining were used to assess cell death pathways in viable (AnnV- PI-), apoptotic (AnnV+ Pl-),
and necrotic (AnnV+ PI+) cells. The characterization of this tissue reveal the presence of fluorescence and the
absence of substantial apoptosis and necrosis deaths.
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Characterization of IONPs stabilized by sodium citrate

M. A. (Cindido)', N. C. V. (Rost)’, O. O (Comparato Filho)!, P. M. S. C. M. (Leite)®, P_(Cameiro), M. L. {Castilho)’,
M. C. 8. (Pereira)* and L. (Raniero)*'

'Laboratdrio de Nanossensores, IP&D — Universidade do Vale do Paraiba, Brazil { lranierof@univap.br)
“Central de Laboratérios Multiusubrios, IP&D = Universidade do Vale do Paraiba, Brazil
iLaboratério de Bionanotecnologia, IP&D - Universidade do Vale do Paraiba, Brazil
‘LEPABE, Dep. Eng.Quimica, Fac. Eng. Univ. do Porto, R. Dr. Roberto Frias, 42, 4200-072 Porto - Portugal.

INTRODUCTION

Iron  oxide manoparticles  (IONPs),  owing  fo
superparamagnetic properties, had been of interest for
Magnetic Resonance Imagmng and Magnetic Particle
Imaging, magnetie fluid hyperthermia and controlled drug
release’. Among the chemical routes to produce 10NPs,
coprecipitation in alkaline media, first proposed by
Massart (1981), enables high nanoparticles production in
a simple, easy and quick way®. In this work, IONPs were
synthesized by coprecipitation and the effects of the
stabilizer sodium citrate on hydrodynamic and physical
diameter and Zeta Polential were investigated.

EXPERIMENTAL STUDY

The synthesis protocol of IONPs was adapted from
Mérida and collaborators {2015). A mixture containing
wwon (1) and won (1) was prepared in deionized water, in
molar ratio 1:2, and the processes were made under inert
atmosphere, 250 rpm and 85 °C. The precipitation of the
iron oxides occurred through addition of 35 mL of
ammonium  hydroxide 28% wv and the pH was
maintained between 8 and 9 during the reaction. Then, the
magnetic solution was centrifuged at 1,500 rpm for
10 man, the supernatant was discarded and a solution of
sodium ecitrate (1 mol L) was added. The final product
was ultrasonicated until achieve a total energy of 70 kJ,
centrifuged at 1,800 rpm for 10 min and the black paste
dried in air overnight.

RESULTS AND DISCUSSION

The hydrodynamic diameters measured by Dynarmic Light
Scattering (DLS) of the IONPs (without stabilizer) and
IONPs(@cit (with stabilizer) are presented in Fig. 1.

—
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Fig. 1: Size distribution of (A) IONPs and (B) IONPs{cit
DLS indicated a size of 1,283 nm with polyvdispersity
index (PdI) 0.151 for IONPs, which demonstrates the
presence of aggregates and a broad size distribution. On
the other hand, IONPs@@cit had shown a diameter of
69.70 nm and Pdl 0.170, confirming that citrate ions
improve the size distnibution and dimensions at nanoscale
range. Moreover, whilst the Zeta Potential of IONPs was

found to be -35.5 mV, sedimentation of this sample was
observed as shown in Fig. 1(A]). IONPs@cint presented a
value of -48 mV at pH ¥, which is highly stable. The
micrograph obtaned by SEM-FEG, illustrated in Fig. 2,
shows the spheres-like nanoparticles morphology of
IONPs{@cit. The physical size distribution was obtained
by using Image] version 1.48 (NIH). Therefore, at least
500 nanoparticles were considered in this analysis, with
aspect ratio = 1.6 and the average size was found to be
13.5 & 0.25 nm. Once DLS is sensitive [0 aggregates,
whereas SEM-FEG  images individual particles, a
difference between the hydrodynamic and physical
diameters of the nanoparticles was observed.
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Fig. 2: SEM-FEG micrograph of IONPs size distribution.

CONCLUSION

In this work, IONPs were successfully synthesized by
coprecipitation and stabilized by sodium  citrate, as
confirmed by Zeta Potential analysis and considering that
no sedimentation was observed over time on [ONPs{eit.
The data also suggested that citrate 1ons mproves
nanoparticles size distribution and average diameter, as
well as colloidal stability.
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