
UNIVERSIDADE DO VALE DO PARAÍBA 

INSTITUTO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM ENGENHARIA BIOMÉDICA 

 

 

 

 

 

Viviane Paula dos Santos Jesus 

 

 

 

 

 

 

Tratamento de Câncer de Mama em Modelo Animal Via Terapia Fotodinâmica 
Associada a Nanossondas Bifuncionais 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

São José dos Campos 

2022



Viviane Paula dos Santos Jesus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamento de Câncer de Mama em Modelo Animal Via Terapia Fotodinâmica 
Associada a Nanossondas Bifuncionais  

 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Engenharia Biomédica da 
Universidade do Vale do Paraíba, como 
complementação dos créditos necessários 
para obtenção do título de Doutora em 
Engenharia Biomédica. 
 
Orientador: Prof. Dr. Leandro José Raniero 
Co-orientadora: Profa. Dra Maiara Lima 
Castilho  

 

 

 

 

 

 

 

São José dos Campos 

2022



TERMO DE AUTORIZAÇÃO DE DIVULGAÇÃO DA OBRA

Ficha catalográfica

 Jesus, Viviane Paula dos Santos
    Tratamento de Câncer de Mama em Modelo Animal Via Terapia
Fotodinâmica Associada a Nanossondas Bifuncionais / Viviane Paula
dos Santos Jesus; orientador, Leandro José Raniero;
co-orientadora Maiara Lima  Castilho . - São José dos Campos, SP,
2022.
   1 CD-ROM, 75 p.

    Tese (Doutorado) - Universidade do Vale do Paraíba, São José
dos Campos. Programa de Pós-Graduação em Engenharia Biomédica.

    Inclui referências

    1. Engenharia Biomédica. 2. Breast cancer. 3.
photosensitizer. 4. photodynamic therapy. I. Raniero, Leandro
José, orient. II. Castilho , Maiara Lima , co-orient. III.
Universidade do Vale do Paraíba. Programa de Pós-Graduação em
Engenharia Biomédica. IV. Título.

Eu, Viviane Paula dos Santos Jesus, autor(a) da obra acima referenciada:

Autorizo a divulgação total ou parcial da obra impressa, digital ou fixada em
outro tipo de mídia, bem como, a sua reprodução total ou parcial, devendo o
usuário da reprodução atribuir os créditos ao autor da obra, citando a fonte.

Declaro, para todos os fins e efeitos de direito, que o Trabalho foi elaborado
respeitando os princípios da moral e da ética e não violou qualquer direito de
propriedade intelectual sob pena de responder civil, criminal, ética e
profissionalmente por meus atos.

São José dos Campos, 17 de Fevereiro de 2023. 

____________________________________      

Autor(a) da Obra                          

Data da defesa: _________/_________/_________





DEDICATÓRIA 
 

A Deus que guiou, guia e continuará guiando cada dia de minha vida. A quem 

peço ajuda nos momentos difíceis, força para continuar minha caminhada e agradeço 

cada conquista.  

Meus pais, Silvia de Paula e Gilson, que me deram toda a ajuda necessária 

em todos os momentos em que precisei. Sem vocês eu não teria chegado até aqui. 

Gratidão eterna por tudo o que vocês fizeram e fazem por mim.  

Ao meu marido David que sempre esteve ao meu lado me aguentando nos 

momentos difíceis, sempre me incentivando (mesmo eu sendo estressada e chata). 

Obrigada por todo amor, carinho e paciência. Amo você. 

À minha filha Mariah (in memorian), que foi minha força, luz, renascimento e 

direção. Transformou-me em uma mulher guerreira que jamais teria conhecido, que 

mesmo tendo que seguir sem ela, me fez entender que o amor só se multiplica, me 

fez manter o sorriso em meio a tristeza em dias difíceis, mostrando-nos qual seria 

nossa missão. Saudade e amor eterno.  

À minha filha Antonella que chegou de surpresa, nos trazendo alegria e 

restaurou nossa fé, você vem para nos encher de cores e amores, nosso bebê arco-

íris! Tudo que eu puder fazer para ver a sua felicidade eu colocarei como prioridade 

em minha vida.  

A toda minha família, tias, tios, sogros, cunhada, primas e primos que 

compartilham comigo minha felicidade, não medindo esforços para estarem ao meu 

lado quando preciso. Muito obrigada por tudo.   



AGRADECIMENTOS 
 

 Primeiramente, agradeço a Deus, por abençoar todos os dias da minha vida, 

iluminar, guiar meus caminhos e me conceder forças para seguir sempre adiante.  
Ao meu orientador Prof. Dr. Leandro José Raniero pela confiança, dedicação 

competência, conselhos e incentivo nos momentos necessários. Agradeço por ter o 

privilégio de ser sua orientada, pelo apoio, elaboração e revisão final do texto. Aprendi 

muito, adquiri experiência de vida e profissional. Muito obrigada por tudo, por me 

aceitar em seu grupo, contribuindo para que eu chegasse até o Doutorado. 

A minha família, por todo apoio e incentivo para alcançar este objetivo. 

Obrigada por toda paciência e compreensão. 

À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal e Nível Superior, pela bolsa 

de doutorado. 

À técnica da Central Analítica, Priscila Leite, pelo carinho e dedicação ao meu 

trabalho. Sempre disposta a ajudar, me auxiliando no Biotério, no cuidado dos 

animais, sempre te admirei. Gratidão! 

À Profa. Dra. Cristina Pacheco que está sempre pronta a nos ajudar, 

compartilhando sua experiência cientifica. Admiro-te muito como pessoa e professora, 

por sua humildade e ética. Meus agradecimentos por sua ajuda sempre que precisei.  

 À Profa. Dra. Maiara Lima Castilho pela contribuição na elaboração do 

projeto.  

À Profa. Dra. Denise Maria Zezell, pela parceria e cooperação no projeto, 

fornecendo os camundongos para os xenoenxertos.  

À Profa. Dra. Juliana Strixino por ceder o uso dos equipamentos de seu 

laboratório, possibilitando o tratamento dos animais.  

À Profa. Dra. Luciana Barros Sant Anna por ceder seu laboratório e pela 

assistência na análise histológica. 

À aluna Paula Vieira pela imensurável ajuda durante a execução do trabalho 

experimental, obrigada pelo companheirismo, amizade, apoio, incentivo, conversas e 

paciência.  

À aluna Thaís Veriato pela valorosa amizade durante esses anos, foram 

muitas conversas, choros, risadas, puxões de orelha, viagens inesquecíveis e nunca 

me deixou desistir. Obrigada, amiga, por tudo, sei que Deus te colocou no meu 

caminho com muitos propósitos e um deles é nunca deixar que abalem minha fé.  



Às amigas de Laboratório Marcela Cândido, Nathanne Rost e Inglid pelo 

grande companheirismo e conversas deixando o laboratório mais leve, divertido e 

agradável, com muitos cafés (A hora da crítica), lembrarei sempre com muito carinho. 

Grata por todos os momentos que vivemos, meninas determinadas, corajosas e 

bondosas. 

Aos funcionários da secretaria da Pós-Graduação, pela colaboração ao longo 

do curso. 

Por conseguinte, agradeço a todos que de alguma forma colaboraram para 

realização deste trabalho.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         
         
         
         
         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Não fui eu que ordenei a você? Seja forte e corajoso! Não se apavore nem 
desanime, pois o Senhor, o seu Deus, estará com você por onde você andar". 

                                                                                                                (Josué 1:9)



RESUMO 
 

A superexpressão do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) está 
presente em diferentes tipos de câncer, entre eles, bexiga, colo uterino, colorretal, 
gástrico, em especial, o câncer de mama triplo-negativo (TNBC). Desta forma, a 
superexpressão do EGFR está correlacionada com um mau prognóstico do paciente, 
pois está associada à ativação de genes de desenvolvimento, invasão e diferenciação 
tumoral. Nesse sentido, há a necessidade de novos tratamentos contra o câncer de 
mama. Visando um tratamento menos invasivo e de efeitos colaterais reduzidos, a 
presente tese propõe avaliar a ação antitumoral e toxicológica da terapia fotodinâmica 
(TFD) em associação às nanossondas bifuncionais (NB), em modelo animal. Estas 
avaliações objetivam responder questões vinculadas à produção de espécies reativas 
de oxigênio e ao tipo de morte celular. É importante ressaltar que a presença da 
proteína fator de crescimento epidérmico na NB pode oferecer afinidade tumoral, 
revelando um potencial mecanismo para acessar outros tipos de câncer. Dessa forma, 
a captação das NB pelas linhagens celulares utilizadas, MDA-MB-468 (TNBC - 
adenocarcinoma mamário humano) e MCF 10A (epitelial de mama) foi constante, 
entretanto, descontinuada nas células epiteliais de mama após 120 minutos de 
incubação, que tampouco revelaram citotoxicidade. As células de TNBC não mostram 
saturação no período estudado. A TFD revelou excelentes resultados para o 
tratamento, em que o aumento da concentração de NB influenciou o tipo de morte 
celular, sendo possível estabelecer uma correlação com a atividade mitocondrial. A 
análise histológica permitiu a comparação entre grupos para avaliar a resposta 
tecidual ao tratamento. Os resultados se complementam ao confirmar a eficiência das 
NB in vitro e in vivo. Outro resultado importante obtido pela técnica de citometria de 
fluxo foi aplicação da NB como nanomarcador de EGFR, permitindo diferenciar as 
linhagens celulares estudadas. Desta forma, a NB pode ser utilizada como marcador 
específico diagnóstico e como tratamento na TFD.  

 

Palavras-chave: câncer de mama; fotossensibilizador; terapia fotodinâmica. 



TREATMENT OF BREAST CANCER IN ANIMAL MODEL VIA PHOTODYNAMIC 
THERAPY ASSOCIATED WITH BIFUNCTIONAL NANOPROBES 

 
ABSTRACT 

 

Overexpression of the epidermal growth factor receptor (EGFR) is present in several 
types of cancer, including bladder, cervix, colorectal, gastric, especially triple-negative 
breast cancer (TNBC). Thus, EGFR overexpression is correlated with a poor patient 
prognosis, as it is associated with the activation of genes for tumor development, 
invasion and differentiation. In this sense, there is a need for new treatments against 
breast cancer. Aiming at a less invasive treatment and reduced side effects, the 
present thesis proposes to evaluate the antitumor and toxicological action of 
photodynamic therapy (PDT) in association with bifunctional nanoprobes (BN) in an 
animal model. These evaluations aim to answer questions related to the production of 
reactive oxygen species and the type of cell death. Importantly, the presence of the 
epidermal growth factor protein in BN may offer tumor affinity, revealing a potential 
mechanism to access other types of cancer. Thus, the uptake of BN by the cell lines 
used, MDA-MB-468 (TNBC - human mammary adenocarcinoma) and MCF 10A 
(breast epithelial) was constant, however, discontinued in breast epithelial cells after 
120 minutes of incubation, which nor did they reveal cytotoxicity. TNBC cells do not 
show saturation in the studied period. PDT revealed excellent results for the treatment, 
in which the increase in BN concentration influenced the type of cell death, making it 
possible to establish a correlation with mitochondrial activity. Histological analysis 
allowed comparison between groups to assess tissue response to treatment. The 
results complement each other by confirming the efficiency of BN in vitro and in vivo. 
Another important result obtained by the flow cytometry technique was the application 
of BN as an EGFR nanomarker, allowing the differentiation of the cell lines studied. In 
this way, BN can be used as a specific diagnostic marker and as a treatment in PDT. 
 

Keywords: breast Cancer; photosensitizer; photodynamic therapy.



LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1- Estrutura da glândula mamária. ................................................................... 20 
Figura 2- Características fundamentais do câncer...................................................... 21 
Figura 3- Representação esquemática da organização da EFGR e os domínios do 
ligante EGF. .................................................................................................................. 24 
Figura 4- Estrutura do receptor do fator de crescimento epidérmico na membrana 
celular e no mecanismo de dimerização. A proteína Fator de Crescimento Epidérmico 
se associa ao receptor por meio do domínio extracelular, ativando o receptor, que 
muda os domínios extracelular e intracelular, favorecendo a homodimerização com 
outro receptor EGFR ou heterodimerização com outras proteínas da família de 
receptores de fatores de crescimento epiteliais. ......................................................... 25 
Figura 5- Diagrama de Jablonski modificado. ............................................................. 26 
Figura 6- A janela terapêutica da TFD e propagação da Luz em tecido biológico. A) A 
janela óptica (terapêutica) da TFD. O melhor efeito é na região do vermelho entre 600 
nm e 800 nm. B) A interação da luz com o tecido pode ocorrer por reflexão, absorção, 
transmissão e dispersão, em função do comprimento de onda aplicado. ................. 28 
Figura 7- Ilustração das NB com recobrimento de Ce6 e EGF. ................................. 33 
Figura 8- Espectro UV-visível da Nanossonda Bifuncional. ....................................... 37 
Figura 9 - Quantificação da captação celular de NB. (a) Número de NB por célula; (b) 
Número de Ce6 por célula. Os dados são apresentados como média ± SD (n = 3). 38 
Figura 10 - A incorporação de NB nas células das linhagens: (a) MDA-MB-468 e (b) 
MCF-10A. As micrografias mostram organizadas em função do tempo (15 ± 360 min), 
destacando a de 120 min. ............................................................................................ 39 
Figura 11 - Eficácia da TFD associada a NB nas linhagens celulares MDA-MB-468 e 
MCF 10A. (a) Viabilidade celular, (b) Atividade mitocondrial em MDA-MB-468; (c) 
viabilidade celular, (d) atividade mitocondrial em MCF 10A. Os dados são 
apresentados como média ± DP (n = 3). ..................................................................... 40 
Figura 12- Efeito da TFD associada às NB na produção de EROs intracelular. A 
produomo de EROs foi determinada 20 min apys a TFD, usando 0,2 ȝg / mL e 1,2 ȝg 
/ mL de NB. Os dados são apresentados como média ± DP (n = 3). Controles 
experimentais: control 1, células tratadas apenas com radiação; control 2, células 
apenas com AuNPs; control 3, células sem nenhum tratamento. .............................. 41 
Figura 13 - Efeitos da TFD associada a NB, após 20 h, determinada pelo ensaio de 
apoptose Tali, citômetro baseado em imagem. Os dados são apresentados como 
média ± DP (n = 3). ...................................................................................................... 41 
Figura 14 - Ilustração do xenoenxerto localizado no flanco e glândula mamária. ..... 48 
Figura 15 - Ilustração do tratamento via TFD. ............................................................. 49 
Figura 16 - Diagrama de acompanhamento e crescimento tumoral dos camundongos.
 ...................................................................................................................................... 49 
Figura 17 - Procedimento de microtomia dos tecidos tumorais coletados dos 
camundongos. .............................................................................................................. 51 
Figura 18 - Camundongos fêmeas Balb/c Nude com xenoenxerto no Flanco (A) e na 
Glândula Mamária abdominal (B). O círculo vermelho destaca o tumor formado. .... 54 
Figura 19 - Peso corporal dos camundongos monitorados por 14 semanas (1 vez por 
semana) durante o período de acompanhamento do crescimento tumoral. Os animais 
foram pesados antes do xenoenxerto, no acompanhamento do crescimento e antes 
da eutanásia. ................................................................................................................ 55 



Figura 20 - Curva de crescimento tumoral após inoculação de 100 µL de 5×106 células. 
Análise do tamanho tumoral dos grupos, no total de 14 semanas. ............................ 56 
Figura 21 - Fotografia da determinação do volume tumoral por meio de paquímetro 
digital, pela medida do maior e do menor diâmetro tumoral em camundongo Balb/c 
Nude com massa tumoral. ........................................................................................... 57 
Figura 22 - TFD em combinação com a droga no tratamento de camundongos com 
xenoenxerto de tumor MDA-MB-468: a) O laser foi conduzido em camundongos 
xenoenxertados sob condições in vivo, irradiação com um laser de 670 mn para TFD 
foi aplicada por 10 min, 4h depois da injeção da droga. b).Necrose após exposição ao 
TFD. c) Visão geral do experimento. ........................................................................... 58 
Figura 23 - Imagens da coleta do tumor após a terapia. (A) O procedimento de 
microdissecção do tumor ao final do experimento (B) Medida do tecido tumoral. .... 58 
Figura 24 - Amostras de sangue coletadas da veia da cauda de camundongos pelados 
BALB / c de todos os grupos. a) A fração do tipo de leucócito foi determinada por 
exame microscópico de esfregaços de sangue periférico corados do Panótico Rápido 
e expressa como uma porcentagem. O gráfico representa os valores médios da 
contagem total de leucócitos em cada grupo. Os valores são as médias ± DP (p <0,05 
por One-Way ANOVA, Teste de Tukey). Cada experiência foi realizada em triplicado. 
b) Fotomicrografias de sangue de camundongos. Lâmina de esfrgaço sanguíneo 
(Leucócitos apontados pelas setas). ........................................................................... 59 
Figura 25 - Classificação Histopatológica dos tumores do grupo sem tratamento. 
Coloração HE. Tecido sólido de Adenocarcinoma Mamário. (A) Área de aglomerado 
de células neoplásicas (elipse). (B) Fragmentos celulares (seta vermelha); Áreas de 
necrose (seta preta). (C) Reação Desmoplásica (seta preta). (A, B, C aumento de 
20x). (D) Células neoplásicas, núcleo volumoso e nucléolo evidente (setas pretas). (E) 
Mitose (seta preta). (D, E aumento de 40x). ............................................................... 60 
Figura 26 - Classificação Histopatológica dos Tumores grupo Grupo Clorina e6 + TFD. 
Coloração HE. Tecido sólido de Adenocarcinoma Mamário. (A) Área de aglomerado 
de células neoplásicas (elipse). (B) Células com núcleos em menor volume, sem 
nucléolo evidente (seta vermelha); Células com ligeira coloração azulada (seta preta). 
(C) Área de necrose (elipse). (A, B, C aumento de 20x). (D) Aglomerado de células 
neoplásicas (elipse). (E) Área de necrose (elipse). (D, E aumento de 40x). ............. 61 
Figura 27 - Classificação Histopatológica dos Tumores grupo Nanossonda Bifuncional 
+ TFD. Coloração HE. Tecido sólido de Adenocarcinoma Mamário. (A) Área de 
aglomerado de células neoplásicas (elipse); Reação desmoplásica (seta). (B) 
fragmentos celulares (elipse). (C) Área de necrose. (A, B, C aumento de 20x). (D) 
Aglomerado de células neoplásicas (elipse). (E) Área de necrose (elipse). (D, E 
aumento de 40x). .......................................................................................................... 62 
Figura 28 - Análise por PCR quantitativa de transcrição reversa da expressão dos 
genes Bax, Bcl-2, Caspase 3 e Caspase 8, SOD2, 14-3-3 sigma em xenoenxerto de 
TNBC. A análise estatística foi realizada por meio do teste Singleplex. Os dados foram 
normalizados pelo nível de expressão de GAPDH. As barras representam os desvios 
padrão (P> 0,05, ANOVA One-Way, Teste de Tukey). O nível de expressão foi maior 
nas amostras NB+TFD em comparação com os grupos Ce6+TFD e NB. * - Diferença 
significante. NS - Não significativo............................................................................... 63 

 
 



LISTA DE TABELAS 
 

Tabela 1 - Genes relacionados com vias de regressão tumoral e seus respectivos 
primers para RT-qPCR. ................................................................................................ 53 

 
 



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
 

 

10d Primeira derivada 

A Absorbância 

BRCA Câncer de mama, do inglês Breast Cancer 

Ce6  Clorina e6 

CEUA  Comissão de Ética no Uso de Animais 

DLS Espalhamento Dinâmico da Luz 

DNA Ácido Desoxirribonucleico 

EGF Fator de Crescimento Epidérmico, do inglês Epidermal Growth 

Factor 

EGFR Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico, do inglês 

Epidermal Growth Factor Receptor 

ELISA Teste de reações antígeno-anticorpo detectáveis através de 

reações enzimáticas, do inglês Enzyme Linked 

ImmunoSorbent Assay 

ERO¶s  Espécies reativas de oxigênio 

FS Fotossensibilizador 

I0 Intensidade de luz incidente 

INCA   Instituto Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva 

MTT Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio 

NB  Nanossonda Bifuncional 

RPM  Rotação por minutos 

TFD Terapia fotodinâmica 

TNBC Câncer de mama triplo-negativo, do inglês triple- negative 

breast cancer 

Ȝ   Comprimento de onda 



SUMÁRIO 
 

1 INTRODUÇÃO .......................................................................................................... 15 
1.1 OBJETIVOS............................................................................................................ 18 
2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA .................................................................................... 20 
2.1 CÂNCER DE MAMA .............................................................................................. 20 
2.2 A TERAPIA FOTODINÂMICA E NANOBIOTECNOLOGIA .................................. 26 
2.3 FOTOSSENSIBILIZADORES ................................................................................ 27 
2.4 LIBERAÇÃO DOS FÁRMACOS ............................................................................ 30 
2.5 MECANISMO DE MORTE CELULAR ................................................................... 31 
3 CAPÍTULO 1 - CHLORIN E6-EGF CONJUGATED GOLD NANOPARTICLES AS A 
NANOMEDICINE BASED THERAPEUTIC AGENT FOR TRIPLE NEGATIVE 
BREAST CANCER ...................................................................................................... 32 
3.1 METODOLOGIA .................................................................................................... 33 
3.1.1 Nanossondas Bifuncionais .............................................................................. 33 
3.1.2 Ensaios in vitro .................................................................................................. 34 

3.1.3 Espectroscopia de fluorescência e Microscopia confocal .......................... 34 
3.1.4 Ensaios da Terapia Fotodinâmica em cultura celular .................................. 35 
3.1.5 Quantificação das espécies reativas de oxigênio ........................................ 35 
3.1.6 Determinação do tipo de morte celular .......................................................... 36 
3.4 RESULTADOS ....................................................................................................... 36 
3.3 DISCUSSÃO .......................................................................................................... 42 
3.4 CONCLUSÃO DO CAPÍTULO ............................................................................... 44 
4 CAPÍTULO 2 - TRIPLE-NEGATIVE BREAST CANCER TREATMENT IN 
XENOGRAFT MODELS BY BIFUNCTIONAL NANOPROBES COMBINED TO 
PHOTODYNAMIC THERAPY ..................................................................................... 46 
4.1 METODOLOGIA .................................................................................................... 47 
4.1.1 Animais ............................................................................................................... 47 
4.1.2 Xenoenxerto ....................................................................................................... 47 
4.1.3 Tratamento com terapia fotodinâmica ........................................................... 48 
4.1.4 Eutanásia dos animais ..................................................................................... 49 
4.1.5 Avaliação Clínica dos animais ........................................................................ 49 

4.1.6 Diferencial Leucocitária ................................................................................... 50 
4.1.7 Avaliação Histopatológica do tumor .............................................................. 51 
4.1.8 Extração e quantificação do RNA ................................................................... 51 
4.1.9 Tratamento com Dnase: ................................................................................... 52 
4.1.10 Transcrição Reversa seguida por qPCR (RT-qPCR) .................................. 52 

4.2 RESULTADOS ....................................................................................................... 53 
4.3 DISCUSSÃO .......................................................................................................... 63 
4.4 CONCLUSÃO DO CAPÍTULO ............................................................................... 66 
5 CONCLUSÃO GERAL.............................................................................................. 68 
REFERÊNCIAS ............................................................................................................ 69 

 



 
 

15 

1 INTRODUÇÃO 
 

O câncer é uma doença complexa, sendo uma das principais causas de morte 

nos países economicamente em desenvolvimentoergentes ou desenvolvidos, se 

tornando um problema de saúde pública. Esta doença é caracterizada pelo 

crescimento desordenado de células, relacionada a diversos fatores, que incluem 

ambientais, estilo de vida (hábitos alimentares, tabagismo, sedentarismo entre outros) 

e derivados de mutações genéticas inerentes a cada indivíduo (INCA, 2018; JEMAL 

et al., 2011).  

Em 2018, o Instituto Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva (INCA) 

estimou as taxas de incidência de diversos tipos de tumores, em que o câncer de 

mama é o segundo tipo mais frequente no mundo e o mais comum entre as mulheres. 

O INCA estima 66.280 novos casos para cada ano do triênio 2020-2022, um risco de 

61,61 casos novos a cada 100 mil mulheres, representando 29,7% dos casos (INCA, 

2018).  

O carcinoma mamário apresenta diferentes vias moleculares que regulam o 

seu crescimento, sobrevivência e resposta à terapia, pois é composto por um grupo 

heterogêneo de neoplasias malignas, podendo ser subdividido em seis subtipos 

moleculares: Luminal A, Luminal B, Superexpressão de HER2, basalóides, mama 

normal-like e Claudin-low (CIRQUEIRA et al., 2011; EROLES et al., 2012; 

HERSCHKOWITZ et al., 2007; MECHE; CIMPEAN; RAICA, 2009). É importante 

ressaltar que quatro dos seis subtipos apresentam expressão do receptor do fator de 

crescimento epidérmico (EGFR). 

A proteína EGFR é expressa em mais de 60% dos tumores do subtipo 

basalóides, bem como também nos subtipos moleculares HER2 e luminal B. No 

subtipo luminal B, a expressão do EGFR é mais baixa quando comparado aos outros 

subtipos moleculares, entretanto, acredita-se que o carcinoma luminal EGFR positivo 

é mais agressivo, e provavelmente apresenta um maior risco de metástases 

(TURNER; REIS-FILHO, 2006). A co-expressão de EGFR no subtipo molecular 

superexpressão de HER2 está relacionada à formação de heterodímeros HER1-HER2 

e a fosforilação em células malignas. Embora o receptor HER2 não possua ligantes 

específicos para sua ativação, está bem estabelecido que a sinalização tirosina 

quinase pode ser potencializada pela formação de heterodímeros, aumentando sua 

afinidade ao EGFR e HER3. A heterodimerização está associada a um aumento da 
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proliferação de células do câncer de mama, levando a um pior prognóstico 

(CREIGHTON, 2012; MECHE; CIMPEAN; RAICA, 2009; NETWORK, 2012). 

Os tratamentos convencionais do câncer envolvem a cirurgia, quimioterapia, 

radioterapia e, em casos específicos, a hormonioterapia. A combinação de diferentes 

modalidades de tratamento também é utilizada, mas estes tratamentos são agressivos 

e em várias ocasiões com prognóstico insatisfatório, podendo ser explicado pela 

heterogeneidade clínica dos tumores (NIE et al., 2007; PARHI; MOHANTY; SAHOO, 

2012). Atualmente, o diagnóstico precoce e um tratamento efetivo para o câncer 

continuam sendo um desafio tecnológico, evidenciando a necessidade de métodos 

inovadores. 

A terapia fotodinâmica (TFD) apresenta potencial de tratamento isolado ou 

associado a outras terapias para suprir necessidades médicas. Embora emergente, a 

modalidade terapêutica tem resultados bem-sucedidos e aprovada clinicamente para 

alguns tratamentos de doenças neoplásicas e de lesões malignas. A TFD foi a primeira 

técnica a utilizar uma combinação de luz e fotossensibilizador (FS), aprovado pela 

Associação Americana de Drogas e Alimentos (do inglês, Food and Drug 

Administration - FDA), há quase duas décadas, mas continua sendo clinicamente 

subutilizado (AGOSTINIS et al., 2011).  

O princípio físico da TFD provém da utilização de um FS com banda de 

absorção ressonante em um comprimento de onda específico, quando irradiado 

promove a produção de espécies reativas e ocasiona a morte celular. Muitos estudos 

nomeiam alguns pré-requisitos para FS ideais, como a pureza química, a seletividade 

de célula alvo, a estabilidade química e física, menor tempo entre a administração e a 

máxima acumulação celular, mínimos efeitos tóxicos aos tecidos normais, ativação 

em comprimentos de onda acima de 600 nm, rápida depuração sistêmica, entre outros 

(ALLISON et al., 2004; CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004; ROBERTSON; 

EVANS; ABRAHAMSE, 2009). Os FS podem ser classificados em função de sua 

estrutura química e origem, dividindo-se em três gerações baseados em porfirina, 

clorofila e corantes (HUANG, 2005). 

A clorina e6 (Ce6) p uma forma derivada da clorofila Į, uma molpcula 

assimétrica contendo três grupos carboxílicos ionizáveis. A neutralização da carga 

destes grupos em pH levemente ácido aumenta a lipofilicidade da Ce6, visto que o 

tecido tumoral apresenta um pH menor quando comparados ao tecido normal. Esta 

característica favorece a absorção da molécula Ce6 por células neoplásicas malignas, 
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aumentando a seletividade do FS. Além disso, a Ce6 oferece um maior rendimento 

quântico na formação do oxigênio singleto, possuindo uma intensa banda de absorção 

em comprimento de onda na região de 650-660nm, que favorece a penetração desta 

radiação nos tecidos biológicos.  

Entretanto, a utilização deste FS tem sido limitada para aplicações clínicas por 

ser praticamente insolúvel em água, dificultando sua administração sistêmica e 

reduzindo os efeitos da TFD (XIAO et al., 2012). Nesse âmbito, o FS pode ser 

funcionalizado em nanopartículas e aumentar a solubilidade, consequentemente 

aumentar a eficácia da TFD para células cancerígenas e minimizar os efeitos 

colaterais para os tecidos normais (JEONG et al., 2011; MEYERS et al., 2015).  

A nanotecnologia associada ao diagnóstico e tratamento de câncer está 

emergindo como um novo campo de pesquisa interdisciplinar, focada na concepção e 

aplicação de nanomateriais. Estudos têm desenvolvido nanopartículas funcionais com 

diversas geometrias, as quais estão funcionalizados a moléculas biológicas, tais como 

peptídeos, proteínas, ácidos nucléicos, ou pequenas moléculas ligantes com o intuito 

de ser um agente facilitador no processo de absorção de drogas hidrofóbicas em 

células (CHATTERJEE; FONG; CHENG, 2011; DOANE; BURDA, 2013; GHOSH et 

al., 2008; MEYERS et al., 2015; STUCHINSKAYA et al., 2011). 

O direcionamento ativo de nanopartículas vem se tornando um conceito 

fundamental na investigação terapêutica contra o câncer, o qual se baseia na 

utilização de ligantes periféricos que se ligam especificamente a biomoléculas 

expressas na superfície das células malignas. O objetivo do direcionamento ativo é 

entregar as nanopartículas nesses tecidos tumorais oferecendo uma melhor 

farmacocinética, limitando sua concentração no tecido normal (ACHARYA; 

DILNAWAZ; SAHOO, 2009; GROBMYER et al., 2011; MOHANTY et al., 2011).  

Nesse contexto, o EGFR está presente na maioria dos casos relacionados ao 

mau prognóstico com um alto índice proliferativo e diferenciação celular, o mesmo se 

torna um marcador de grande importância para a classificação molecular do tumor, 

podendo ser utilizado em terapia alvo para o câncer de mama. Priorizando novos 

tratamentos contra o câncer, menos invasivo e com menores efeitos colaterais, o que 

é objeto de estudo desta tese.  

Assim, a bifuncionalização de nanopartículas de ouro foi feita para atingir 

melhores resultados, a EGF foi utilizada com o intuito de aumentar a especificidade e 

o acoplamento da Ce6, resolvendo o problema de solubilidade. Estes experimentos 



 
 

18 

foram realizados com apoio do projeto FAPESP de 2013/17404-7, sendo tema de 

doutorado (CASTILHO, 2016) no grupo de pesquisa do Laboratório de Nanossensores 

(LNS). Questões importantes foram respondidas: como a cinética de captação e 

internalização celular na linhagem MDA-MB-468, a citotoxicidade da Ce6 livre em 

comparação a NB para a linhagem MDA-MB-468, etc.  

Este trabalho também recebeu financiamento via projeto FAPESP 

2017/07519-2, permitindo a continuidade dessa pesquisa, quando a cinética de 

captação e internalização celular na linhagem MDA-MB-468 foi comparada as de 

células normais (MCF-10A), informações importantes como a quantificação da 

produção intracelular de espécies reativas de oxigênio e a determinação da morte 

celular também foram mensuradas. Estes resultados in vitro foram publicados em 

forma de artigo científico na revista Photodiagnosis and Photodynamic Therapy. Os 

bons resultados obtidos permitiram a aplicação in vivo utilizando o modelo de 

xenoenxerto, que permite a utilização da EGF humana na composição da NB. Os 

resultados também foram publicados na revista Photodiagnosis and Photodynamic 

Therapy. Deste modo, a tese será dividida em dois capítulos, correspondendo aos 

artigos publicados. 

 

1.1 OBJETIVOS 
 

Esta tese teve por objetivo avaliar a ação antitumoral e toxicológica de 

Nanossondas Bifuncionais (NB) na TFD em modelo animal, visando o 

desenvolvimento de um método inovador para o tratamento contra o câncer de mama. 

Os objetivos específicos são: 

 

a) Síntese das nanossondas bifuncionais e sua caracterização por 

espectroscopia UV-Visível, Espectroscopia e microscopia de 

fluorescência. 

b) Avaliar in vitro as nanossondas bifuncionais em células tumorais de 

adenocarcinoma mamário (MDA-MB-468), avaliando a quantificação da 

produção das espécies reativas de oxigênio e determinação do tipo de 

morte celular.  
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c) Avaliar in vitro as nanossondas bifuncionais em células normais 

(MCF10A), avaliando sua internalização; quantificação da produção das 

espécies reativas de oxigênio e determinação do tipo de morte celular.  

d) Avaliar in vivo a regressão tumoral em virtude de danos teciduais como a 

necrose e/ou apoptose, que serão avaliados pelas análises 

histopatológicas e análises quantitativa pela PCR em tempo real, a fim de 

determinar as alterações promovidas nos marcadores que regulam a 

regressão do tumor.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 CÂNCER DE MAMA 

 

A glândula mamária é composta por uma rede de ductos e lóbulos. O epitélio 

da mama é composto por duas camadas: a interna por epitélio luminal e a externa por 

células mioepiteliais, que está agregada à membrana basal. Assim, o tecido mamário 

normal é composto por células estromais, luminais, mioepiteliais e membrana basal. 

A Figura 1 apresenta uma breve descrição da anatomia da região, na qual 

compreende melhor estas particularidades do câncer de mama descritas acima. 
 

Figura 1- Estrutura da glândula mamária. 

 
Fonte: adaptado de Cristea, Polyak (2018). 

 

O tumor mais diagnosticado entre as mulheres é o proveniente do epitélio dos 

lóbulos e ductos da glândula mamária (RUSSO; LYNCH; RUSSO, 2001; BIRNBAUM, 

2004). A perda da membrana basal, proliferação acelerada, angiogênese e invasão 

do estroma, ocorrem no desenvolvimento da carcinogênese por células estromais e 

epiteliais anormais ou por ambas (DIMRI; BAND; BAND; 2005; CRISTEA; POLYAK, 

2018). A matriz extracelular é composta por proteínas (proteoglicanas e 

glicoproteínas), que auxiliam na estrutura e nas propriedades mecânicas das células 

e tecidos, sendo também essencial na regulação da expressão gênica, movimento, 

etc. Esta matriz sofre mudanças epitélio-mesenquimatoso, que contribuem para que 



 
 

21 

a célula tumoral crie um microambiente adequado para proliferação, angiogênese e 

invasão celular (GROSSMAN et al., 2016).  

As modificações que ocorrem em células tumorais são divididas em: 

carcinoma in situ, ficando retida no tecido mamário; carcinoma invasivo, espalhando 

nos tecidos; e carcinoma metastático, migrando para órgãos adjacentes. Para os 

metastáticos, os tumores malignos podem romper a membrana basal e penetrar nos 

tecidos adjacentes. Devido à metástase, o tratamento é complexo e 90% dos 

pacientes vão a óbito (BROWN et al, 1999; HENDRY et al., 2017; LIOTTA; LEE; 

MORAKIS; 1980; FOUAD; AANEI; 2017). 

Os exames preventivos são essenciais no diagnóstico precoce da doença, 

pois o câncer de mama não possui sintomas ou sinais anatomopatológicos, podendo 

ser detectado em diferentes estágios histopatológicos, impossibilitando muitas vezes 

o diagnóstico em fases iniciais.  

O desenvolvimento tumoral depende de uma série de etapas que possibilitam 

o crescimento contínuo/descontrolado das células, detalhado por Hanahan e 

Weinberg, 2011, como exemplificado no diagrama da Figura 2. 
 

Figura 2- Características fundamentais do câncer. 

 
Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg (2011). 

 

Estes pesquisadores descrevem os fatores que permitem a formação do 

tecido tumoral por meio da instabilidade genômica e inflamação crônica, tal como 

manutenção dos sinais de proliferação, resistência à morte celular, ativação de 
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imortalidade replicativa, angiogênese e a capacidade de invadir tecidos próximos e 

desenvolver metástase. Estas características permitem a proliferação descontrolada 

e a sobrevivência das células cancerosas (BACAC; STAMENKOVIC, 2008; 

HANAHAN, WEINBERG; 2011). 

Entretanto, a neoplasia mamária é uma doença heterogênea, geralmente 

classificada de acordo com a microscopia, o aspecto molecular e o comportamento 

clínico. Podendo ser subdividida em seis subtipos moleculares: Luminal A, Luminal B, 

Superexpressão de HER2, basalóides (ou triplo negativo), mama normal-like e 

Claudin-low (MECHE; CIMPEAN; RAICA, 2009; EROLES et al., 2012; DUMAY et al., 

2013). 

A identificação desses subtipos imunofenotípicos ajuda a determinar o 

prognóstico do paciente e a abordagem terapêutica. Portanto, o diagnóstico é 

baseado nos receptores de estrogênio (ER), progesterona (PR) e fator de crescimento 

epidérmico humano 2 (HER2) (CIRQUEIRA et al., 2011; GONÇALVES JUNIOR et al., 

2018).  

Os subtipos ³triplo negativo´ smo tumores que nmo expressam os receptores de 

estrógenos, progesterona e o receptor de fator de crescimento da epiderme HER2, 

representando de 15% a 20% dos diagnósticos de câncer de mama e o seu 

desenvolvimento é mais agressivo, de menor sobrevida, pior prognóstico e poucas 

opções terapêuticas em virtude do alto índice proliferativo (GONÇALVES JUNIOR et 

al., 2018; SCHMID et al., 2018). Portanto, o triplo negativo é o subtipo mais resistente 

para terapia endócrina ou terapias direcionadas para o HER2 (UENO et al., 2011). 

Neste contexto, os receptores celulares têm tanta importância no tratamento 

como no diagnóstico do câncer. Os diferentes fatores de crescimento atuam no 

desenvolvimento da glândula mamária, tal como o fator de crescimento epidérmico 

(EGF) e seus receptores, que são expressos em células estromais e/ou epiteliais da 

mama e modificadas durante o avanço de cada estágio (CASALINI et al., 2004). A 

proteína do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), que possui um gene 

localizado no cromossomo 7p12, é uma tirosina quinase altamente expressa em 

diversos tumores de origem epitelial. Esse receptor pertence a uma família conhecida 

como receptores epidérmicos humanos (HERs): EGFR (HER1 ou ErbB1), neu/HER2 

ou ErbB2, HER3 ou ErbB3 e HER4 ou ErbB4, estão envolvidos em processos 

cancerígenos, sendo fundamental no processo de crescimento do tumor, como 
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proliferação, motilidade, adesão, invasão, sobrevivência celular e angiogênese 

(WOODBURN, 1999; HAYES, 2019). 

De fato, os receptores têm importante papel na fisiologia celular e tecidual e se 

localizam na membrana plasmática. Estímulos vindos do ambiente externo, como os 

ligantes específicos, ativam esses receptores produzindo sinais intracelulares 

transduzidos por diversas cascatas moleculares, no qual a fosforilação de sequências 

de substrato específicas aciona a transcrição de genes relacionados com a 

proliferação, diferenciação, invasão, angiogênese, metástase e resistência à apoptose 

celular (EARP et al., 1995; HYNES, 2005; ANIDO et al., 2003). Estes receptores 

possuem um domínio extracelular composto por ligantes que especificamente têm 

afinidade química ao EGFR, são eles: EGF, fator de crescimento transformante alfa 

(TGF-Į), anfiregulina, EGF de ligaomo j heparina (HB-EGF), betacelulina (ȕ-celulina) 

e outras, sendo estes responsáveis por sua ativação; um domínio transmembrânico; 

um domínio C-terminal intracelular que promove autofosforilação (EARP et al., 1995).  

A interação do ligante do EGFR e o domínio extracelular deste receptor faz com 

que permaneça em uma forma estendida, capaz de gerar dímeros. O EGFR, quando 

está inativo, apresenta-se na membrana plasmática como um monômero (LOPES; 

VATTINO, 2015). A região extracelular possui quatro domínios: Domínio I 

(aminoácidos 1-165), domínio II (aminoácidos 165-310), domínio III (aminoácidos 310-

480) e domínio IV (aminoácidos 480-620). Os domínios I e III são ricos na ligação de 

peptídeo e os domínios II e IV são ricos em cisteínas, sendo o domínio II responsável 

pela dimerização, que geralmente promove autofosforilação estimulando a sinalização 

da via jusante, seguida da proliferação e invasão de células tumorais. Os resíduos de 

cisteínas se unem e produzem três pontes dissulfeto para manutenção da atividade 

biológica. A tirosina quinase é seguida de um fragmento carboxi-terminal 

(aminoácidos 953-1186), onde se encontram resíduos de autofosforilação (HYNES; 

LANE, 2005; YEWALE et al., 2013; LEMMON; SCHLESSINGER; FERGUSON; 2014). 

A estrutura representativa da EGFR pode ser observada na figura 3.  
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Figura 3- Representação esquemática da organização da EFGR e os domínios do ligante 
EGF. 

 
Fonte: Flynn, Wong, Wu (2009). 

 

O processo de dimerização ocorre quando uma molécula EGF ou outro ligante 

compatível se liga a um monômero do receptor, levando a alteração em sua forma, 

induzindo o aumento da atividade quinase e autofosforilação dos resíduos de tirosina 

(Figura 4). A EGFR quando está inativa apresenta uma meia-vida de 30 min, sendo 

reciclada e restituída a membrana plasmática. No entanto, a EGFR em linhagem 

celular tumoral possui uma meia-vida de 20 h, indicando que o ciclo do receptor irá 

ocorrer por várias vezes na via endocítica neste período (NAKAMARU-OGISO et al., 

2012; YEWALE et al., 2013). 

Uma das funções fisiológicas da EGFR está relacionada com a progressão do 

câncer, que induz a promoção da angiogênese e manutenção da sobrevivência das 

células cancerígenas, indicando que os fatores de crescimento auxiliam na 

progressão tumoral por via de diferentes mecanismos (NORMANNO et al., 2006). 

Diversos fatores são encarregados da ativação irregular do EGFR em tumores, 

envolvem crescimento, superexpressão, participação de receptores mutantes, 

ativação constitutiva e liberação autócrina de fatores de crescimento.  

De acordo com o ligante, os receptores de EGFR podem gerar homodímeros e 

heterodímeros. O reconhecimento dos ligantes por receptores individuais aumenta a 

variedade, devido a heterodimerização, permitindo o recrutamento de moléculas 

sinalizadoras e adaptadoras que ativam diversas vias de sinalização. As vias de 
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sinalização principais ativadas pelos receptores são proteínas quinases ativadas por 

mitogênio (MAPKs) e fosfatidilinositosol 3¶ quinase (PI3K/Akt), responsáveis por 

proliferação celular, sobrevivência (Figura 4) (MENDELSOHN; BASELGA, 2006; 

ROENGVORAPHOJ et al., 2013). 

 

Figura 4- Estrutura do receptor do fator de crescimento epidérmico na membrana celular e no 
mecanismo de dimerização. A proteína Fator de Crescimento Epidérmico se associa ao 
receptor por meio do domínio extracelular, ativando o receptor, que muda os domínios 
extracelular e intracelular, favorecendo a homodimerização com outro receptor EGFR ou 
heterodimerização com outras proteínas da família de receptores de fatores de crescimento 
epiteliais.  

 
Fonte: Nagano, Tachihara e Nishimura, 2018; Minnelli et al. (2020). 

 

No subtipo luminal B, a expressão do EGFR é mais baixa quando comparado 

aos outros subtipos moleculares, mas acredita-se que o carcinoma luminal EGFR 

positivo é mais agressivo e provavelmente apresenta um maior risco de metástases 

(MECHE; CIMPEAN; RAICA, 2009; TURNER; REIS-FILHO, 2006). A co-expressão 

de EGFR no subtipo molecular de superexpressão de HER2 está relacionada à 

formação de heterodímeros HER1-HER2 e a fosforilação em células malignas. 

Embora o receptor HER2 não possua ligantes específicos para sua ativação, a 

sinalização tirosina quinase pode ser potencializada pela formação de heterodímeros, 

aumentando sua afinidade ao EGFR e HER3. Entretanto, esta heterodimerização está 

associada ao aumento da proliferação de células do câncer de mama, levando a um 

pior prognóstico (CREIGHTON, 2012; MECHE; CIMPEAN; RAICA, 2009; NETWORK, 

2012).  

Os tratamentos convencionais do câncer envolvem a cirurgia, quimioterapia, 

radioterapia e, em casos específicos, a hormonioterapia. A combinação de diferentes 
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modalidades de tratamento também é utilizada, mas os efeitos colaterais são 

conhecidos (KIEVIT; ZHANG, 2011; PARHI; MOHANTY; SAHOO, 2012). Atualmente, 

o diagnóstico precoce e o tratamento efetivo do câncer continuam a ser um desafio 

tecnológico, evidenciando a necessidade de métodos inovadores que viabilizem a 

terapia seletiva, consequentemente, minimizando os danos aos tecidos normais, que 

se traduz em aumento de especificidade e sensibilidade do tratamento. No contexto 

apresentado, o EGFR está relacionado ao mau prognóstico, mas poderá se tornar um 

marcador importante na entrega de drogas no tratamento do câncer (WOODBURN, 

1999; OHNO et al., 2013; SUN et al., 2017). Assim nesta tese, a EGF será parte 

integrante de um nanofármaco com objetivo de aumentar as chances de tratamento. 

 

2.2 A TERAPIA FOTODINÂMICA E NANOBIOTECNOLOGIA 

 

A terapia fotodinâmica (TFD) emprega o uso de fármacos 

(fotossensibilizadores) que são ativados com a luz. Assim, o princípio físico da TFD 

baseia-se na combinação da irradiação de um tecido, com um comprimento de onda 

específico, na presença de fotossensibilizador (FS) e oxigênio molecular tecidual. Este 

processo ocorre em três etapas, podendo ser representado diagrama de nível 

energético de Jablonski da Figura 5 (JAFFÉ; MILLER, 1966; BUSKARD; WILSON; 

1994; BANERJEE et al., 2017). 
 

Figura 5- Diagrama de Jablonski modificado. 

 
Fonte: Adaptado de Jaffé; Miller (1966). 

 

Neste diagrama, quando a molécula do FS interage com os fótons incidentes, 

os elétrons do seu estado fundamental (S0) têm a probabilidade de ser transferidos 
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para um estado excitado singleto, havendo também a probabilidades de ocorrer 

processos de fluorescência, do estado S1 para o S0, bem como a probabilidade de 

cruzamento intersistemas, levando ao estado excitado tripleto.  

Assim, a energia no estado T1 tem a probabilidade de ser dissipada no 

processo de fluorescência, quando o elétron volta para o estado S0, mas também é 

permitida a transferência de energia intersistemas, ou seja, moléculas de oxigênio que 

se tornam espécies reativas de oxigênio (reação tipo I) ou para o estado singleto 

altamente reativo (tipo II reação). (ETHIRAJAN et al., 2011).  

Na do tipo I, a transferência de elétrons entre o FS e as moléculas biológicas 

geram radicais livres ou íons-radicais, tendendo a reagir com o oxigênio no estado 

fundamental, resultando em intermediários reativos como peróxido de hidrogênio, 

radical superóxido e radical hidroxila (ALLISON et al., 2004; ROBERTSON; EVANS; 

ABRAHAMSE, 2009). Na do tipo II, o FS transfere a energia para o oxigênio, dando 

origem ao oxigênio singleto (1O2). Este oxigênio é extremamente reativo, sendo um 

dos agentes citotóxicos de importância na TFD, devido à fotoinativação das células 

tumorais, desencadeando danos oxidativos e gerando respostas celulares como a 

necrose, apoptose e autofagia. As espécies reativas de oxigênio (EROs) possuem 

meia-vida curta e alta reatividade, prejudicando exatamente os substratos biológicos 

(CALIXTO et al., 2016; BANERJEE et al., 2017). 

 

2.3 FOTOSSENSIBILIZADORES 

 

Nos anos de 1960, foi relatado diagnóstico de tumor por sua fluorescência, 

devido ao uso de fotossensibilizadores hematoporfirina. Por volta de 1970, foi relatado 

a destruição de tumores em modelos animais, posteriormente estudos com pacientes 

foram realizados. Em 1993, no Canadá aprovaram o uso do derivado de 

hematoporfirina, em seguida esse método foi aprovado para tratamento de diferentes 

tipos de tumores no Japão, Europa e Estados Unidos. Desde então, inúmeros foram 

os desenvolvimentos na TFD, surgindo novos fotossensibilizadores (FS) e 

aperfeiçoamento no equipamento quanto dose e luz (FISHER; MURPHREE; GOMER; 

1995). 

O FS ideal possui características específicas, destacando a banda de absorção 

na região entre 600 nm e 800 nm, a elevada pureza química, a afinidade tumoral para 

aumento da seletividade, a estabilidade química e física, a eficiência na absorção 
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celular, menor/nenhuma citotoxicidade em tecidos normais, rápida depuração 

sistêmica, capacidade de produzir altos níveis de EROs, entre outros (ROBERTSON; 

EVANS; ABRAHAMSE, 2009; ABRAHAMSE, HAMBLIN; 2016; KWIATKOWSKI et al., 

2018).  

Na TFD, os comprimentos de onda menores que 650 nm possuem menor 

penetração, levando à alta fotossensibilidade da pele. Porém, os comprimentos de 

onda maiores que 850 nm têm menor probabilidade de produção de oxigênio singleto 

excitado. Em resumo, a absorção otimizada no tecido acontece no intervalo entre 650 

e 850 nm, denominada região da janela terapêutica na TFD com menor absorção dos 

cromóforos presentes no tecido: água (H2O), oxihemoglobina (HbO2), 

deoxihemoglobina (HbH2O) e melanina, exemplificada na figura 6 (YOON; LI; SHIM; 

2013; ABRAHAMSE; HAMBLIN; 2016). Outro grande desafio na TFD é a entrega da 

luz na região de tratamento, dependendo da coerência, densidade de energia, dose, 

tempo, polarização, energia dos fótons, entre outros (PLAETZER et al., 2009; WANG 

et al., 2015).  

 
Figura 6- A janela terapêutica da TFD e propagação da Luz em tecido biológico. A) A janela 
óptica (terapêutica) da TFD. O melhor efeito é na região do vermelho entre 600 nm e 800 nm. 
B) A interação da luz com o tecido pode ocorrer por reflexão, absorção, transmissão e 
dispersão, em função do comprimento de onda aplicado. 

 
Fonte: Adaptado de Plaetzer et al. (2009); Dąbrowski (2017). 

 

A localização do FS vem sendo estudada com o objetivo de melhorar a 

liberação de medicamentos no tecido alvo, aumentando a seletividade. De forma 

resumida, os FS podem ser classificados de acordo com sua estrutura química e 

origem, dividindo-se em três gerações baseadas em porfirina (ex.: Photofrin, ALA, 

PpIX), clorofila (ex.: clorinas, purpurinas, bacterioclorinas) e corantes (ex.: 
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ftalocianinas) (YOON; LI; SHIM; 2013). As clorinas são porfirinas reduzidas, exibem 

um sistema macrocíclico no qual ocorre uma mudança na simetria da molécula em 

virtude da redução, provocando um deslocamento na última banda Q do espectro UV-

Visível, permitindo grande absorção na região do vermelho (650-690 nm) (CALVETE; 

GOMES; MOURA, 2009; PERUSSI, 2007; LI et al., 2017). A seletividade do FS para 

com tecido tumoral é dependente da ligação e farmacocinética. Em alguns casos, é 

necessário uso de veículo de entrega do fármaco, como nanopartículas e lipossomas, 

por possuírem baixa solubilidade em água (WILSON, 2002). 

Dentre os FS, a Ce6 p uma forma derivada da clorofila Į, uma molpcula 

assimétrica contendo três grupos carboxílicos ionizáveis. As associações do anel 

central aos grupos carboxílicos ionizáveis permitem a geração de espécies iônicas em 

função do pH. A imobilização da carga destes grupos, em pH levemente ácido, 

aumenta a lipofilicidade da Ce6, sendo um diferencial em virtude do pH característico 

do tecido tumoral entre 6,5 e 7,2. Enquanto, que o tecido normal apresenta um pH de 

7,2. Esta alteração permite a absorção da molécula Ce6 por células tumorais, 

melhorando a seletividade do FS (ýUNDERLËKOVÁ; GANGESKAR; MOAN; 1999; LI 

et al., 2017). A Ce6 também oferece um maior rendimento quântico de formação do 

oxigênio singleto e uma intensa banda de absorção em comprimento de onda maiores 

(650-660 nm), quando comparados às porfirinas (610-630 nm). Como apresentado, 

esta região energética possui maior penetração nos tecidos biológicos, sendo 

propriedades relevantes para o bom desempenho deste FS na TFD (PERUSSI, 2007). 

Entretanto, a utilização deste FS tem sido limitada para aplicações clínicas por 

ser praticamente insolúvel em água, dificultando sua administração sistêmica e 

reduzindo os efeitos da TFD (XIAO et al., 2012; LIU et al., 2017). Neste âmbito, a fim 

de melhorar a eficiência dos fotossensibilizadores para o tratamento de câncer, 

nanopartículas funcionalizadas podem ser uma estratégia para a entrega direcionada, 

aumentando a eficácia da TFD para as células cancerígenas e minimizando os efeitos 

colaterais, dose da droga e luz. (JEONG et al., 2011; MEYERS et al., 2015).  

Assim, a nanobiotecnologia vem mostrando o seu valor, tornando-se um 

potencial para melhorar a eficácia do diagnóstico e tratamento de tumores malignos, 

sendo classificada como um novo campo de pesquisa interdisciplinar entre a biologia 

e nanotecnologia, focada na concepção e aplicação de nanomateriais. Diversas 

nanopartículas funcionais com diferentes geometrias estão sendo pesquisadas, as 

quais vêm sendo funcionalizadas com moléculas biológicas, como peptídeos, 
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proteínas, ácidos nucleicos, ou pequenas moléculas ligantes, almejando facilitar o 

processo de absorção de drogas hidrofóbicas em células (LIU et al., 2017). 

 

2.4 LIBERAÇÃO DOS FÁRMACOS 

 

O direcionamento ativo de nanopartículas se tornou um conceito na 

investigação terapêutica contra o câncer, o qual se baseia na utilização de ligantes 

periféricos específicos para biomoléculas expressas na superfície das células 

malignas. O objetivo do direcionamento ativo é entregar as nanopartículas nesses 

tecidos tumorais oferecendo uma melhor farmacocinética, limitando sua concentração 

no tecido normal (ACHARYA; DILNAWAZ; SAHOO, 2009; GROBMYER et al., 2011; 

MOHANTY et al., 2011).  

Nos últimos anos, as nanopartículas vêm emergindo nas aplicações 

biomédicas. A nanotecnologia atribui a aplicação de nanoestruturas com dimensões 

na escala nano, sendo de consenso entre 10-100 nm. Em razão do seu tamanho e 

alta relação área superficial/volume, as NPs possuem propriedades únicas e 

desejáveis, relacionando com atributos elétricos, ópticos e magnéticos. Ademais, as 

NPs possuem meia-vida mais longa no sistema circulatório do organismo tratamento, 

tendo boa permeabilidade e excelentes efeitos de retenção, entrando facilmente no 

corpo celular, em virtude do tamanho das partículas. Diferentes NPs foram estudadas 

para uso biomédico, como pontos quânticos, magnéticos, polímeros e polímeros 

metálicos (DANIEL; ASTRUC; 2004; DYKMAN; KHLEBTSOV;2012; EALIA; 

SARAVANAKUMAR, 2017) 

As nanopartículas de ouro (AuNPs) foram destacadas para uso biomédico, 

exibindo excelente potencial na marcação de células, entrega de drogas, terapia 

fototérmica e imagiologia molecular. São quimicamente inerte, não tóxico e de fácil 

funcionalização superficial. Assim, as AuNPs são associadas a diferentes materiais 

para desenvolver um nanocarreador, sendo biocompatível para aplicação dos 

fármacos. A atuação óptica das AuNPs são dependentes da ressonância plasmônica 

de superfície (SPR), estando em uma região que vai do visível ao infravermelho do 

espectro, definida pela oscilação coletiva dos elétrons condutores (PACIOTTI; 

KINGSTON; TAMARKIN; 2006; AMINA; GUO; 2020). 
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2.5 MECANISMO DE MORTE CELULAR  

 

O mecanismo de morte celular ocorre em dois processos, morte por necrose 

ocorre lise celular, danificando a membrana, o núcleo não sofre alteração, ocorrendo 

o extravasamento de componentes celulares, gerando reação inflamatória 

prejudicando a região necrótica (HANG et al., 2012). A morte por necrose gerada por 

TFD ocorre pela produção de EROs presentes no citoplasma da célula; O segundo 

processo é a apoptose, seu mecanismo é controlado, não danifica a membrana 

plasmática e o núcleo sofre alterações, neste processo, estudos afirmam que ocorre 

o mecanismo de autodestruição (PENNICA et al., 1984; SIMON; HAJ‐YEHIA; LEVI‐

SCHAFFER; 2012). 

A TFD é uma técnica que estimula a necrose e apoptose de tecidos tumorais, 

apresentando eficiência em células resistentes a drogas provocando respostas 

imunológicas específicas combatendo o câncer (ZONG; THOMPSON; 2006; VYAS et 

al., 2007). Estudos avaliam agentes FS em diferentes tipos de câncer, resistentes aos 

tratamentos convencionais, mostrando que a TFD provoca apoptose por processos 

diferentes: Mediado por mitocôndria, ou por receptor, os processos intrínsecos, ou 

mitocondriais ocorrem pela aglomeração de FS na mitocôndria (SCHMIDT-ERFURTH 

et al., 1997; WU et al., 2015).  

Priorizando novos tratamentos contra o câncer de mama, menos invasivos e 

com menores efeitos colaterais, o presente projeto propõe avaliar a ação antitumoral 

e toxicológica de NB na TFD em modelo animal (adenocarcinoma mamário). Assim, 

nanopartículas com o direcionamento ativo por meio da proteína Fator de Crescimento 

Epidérmico (EGF) e transportadoras de Ce6, serão utilizadas como um método 

alternativo de tratamento contra o câncer de mama via terapia fotodinâmica. 
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3 CAPÍTULO 1 - CHLORIN E6-EGF CONJUGATED GOLD NANOPARTICLES AS A 
NANOMEDICINE BASED THERAPEUTIC AGENT FOR TRIPLE NEGATIVE 
BREAST CANCER 

 

 
 



 
 

33 

3.1 METODOLOGIA 

3.1.1 Nanossondas Bifuncionais 
 

No processo de síntese das NB foi utilizado protocolos estabelecidos no LNS, 

publicados em: a) LUCAS, Leanne J. et al. Journal of Raman Spectroscopy, v. 46, n. 

5, p. 434-446, 2015; b) CASTILHO et al. Sensors and Actuators B: Chemical, v. 240, 

p. 903-908, 2017 e c) VIEIRA et al. Photodiagnosis and Photodynamic Therapy 18, 6±

11, 2017. A síntese da NB foi realizada utilizando nanopartículas de ouro com o 

diâmetro médio de aproximadamente 21 nm, funcionalizadas aos complexos EGF-Į-

ácido-lipóico e Ce6-cisteamina. A química carbodiimida foi utilizada para ligar os 

grupos carboxílicos a aminas primárias. De forma resumida, os reagentes foram 

misturados na razão molar 1 COOH: 10 EDC: 25 Sulfo-NHS: 1 NH2 como grupo amina 

disponível, sendo encontrada na EGF ou na cisteamina, enquanto que, os grupos 

carboxílicos são encontrados na Ce6 ou no ácido lipóico. Ambos os complexos, Ce6-

cisteamina e EGF-ácido lipóico, foram misturados na proporção de 1: 1 com as 

AuNPs, mantendo sob agitação constante por 48 h, para formar as NB (EGF-AuNPs-

Ce6) (Figura 7). A purificação da NB foi obtida por centrifugação da solução coloidal 

a 13.000 rpm por 5 min, seguida pela substituição do sobrenadante por água ultrapura. 

Este processo foi repetido duas vezes e o produto final foi armazenado a 4 ºC no 

escuro. Este protocolo produz NB estável com um diâmetro hidrodinâmico de 34 nm 

e potencial Zeta de -38,9 mV. 

 
Figura 7- Ilustração das NB com recobrimento de Ce6 e EGF. 

 
Fonte: Autora. 
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3.1.2 Ensaios in vitro 
 

As linhagens celulares desta tese foram adquiridas do Banco de Células do 

Rio de Janeiro. O procedimento de cultivo seguiu as recomendações do fornecedor. 

A linhagem celular de adenocarcinoma mamário humano MDA-MB-468 foi 

cultivada em monocamadas e mantidas em meio de cultura L-15 (Leibovitz, Sigma 

Life Science, L4386-10x1L), complementado com 10% (v/v) de Soro Fetal Bovino (Life 

Technologies, 16000-044). A condição de cultivo foi em estufa de crescimento a 37ºC 

em 95% de umidade, sem adição de CO2 (Thermo Scientific, water Jacket serie 8000). 

O meio foi substituído a cada dois dias e as células subcultivadas a cada 15 dias, após 

tripsinização com solução de Tripsina-EDTA 0,25%. 

A linhagem celular de mama humano MCF-10A foi cultivada em 

monocamadas e mantidas em meio de cultura DMEM/F-12 (Dulbecco¶s Modified 

Eagle¶s Medium/Ham¶s Nutrient Mixture F-12, Gibco - Life Technologies, 12500-062-

10x1L), complementado 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 cólera (Sigma Aldrich, C8052-.5MG) e 10 ȝg/mL de insulina 

(Sigma Aldrich, I9278-5ML). A condição de cultivo foi em estufa de crescimento a 37ºC 

com 5% de CO2. O meio foi substituído a cada três dias e as células subcultivadas a 

cada 25 dias, após tripsinização com solução de Tripsina-EDTA 0,25%. 

 

3.1.3 Espectroscopia de fluorescência e Microscopia confocal 
 

As células MDA-MB- 468 foram tripsinizadas e plaqueadas a uma densidade 

de 1x105 células/mL em placa preta de 96 poços. Após 24 horas para a adesão celular, 

o meio de cultura completo foi substituído pelo fotossensibilizador Ce6 na 

concentração de 2 mg/mL, e incubadas em diferentes tempos experimentais (15, 30, 

60, 120, 240, 360, 720, 1440, 2880 min). Na mesma placa, foram adicionadas as 12 

diluições seriadas para determinação da fluorescência do FS. A leitura de absorção 

foi realizada em triplicata com emissão 690 nm e excitação de 664 nm pelo 

espectrofotômetro Synergy HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek 

Instruments, USA), procedimento realizado no laboratório da Unifesp. A fluorescência 

dos grupos foi plotada. Imagens confocais foram coletadas por meio de procedimentos 

semelhantes, exceto nas etapas finais. Para imagens de fluorescência, as células 



 
 

35 

foram fixadas em solução de paraformaldeído a 4% em 30 min e lavadas com PBS. 

O vidro foi removido (localizado no fundo do poço) e Prolong® Antifade (DAPI, Life 

Technologies, P36971) adicionado para destacar a presença de DNA. As amostras 

foram fotografadas usando uma objetiva Zeiss Plan-apocromático 63x/1.4 Oil M27 

com um microscópio confocal de varredura a laser Zeiss LSM 700 (Carl Zeiss AG, 

Alemanha). As imagens foram obtidas em linha de laser de 405 nm (5 mW) para DAPI 

(emissão de 435 nm), linha de laser de 639 nm (5 mW) para Ce6 (emissão de 669 

nm) e processadas no software Zeiss (ZEN Black edition). Os canais individuais foram 

obtidos usando um modo de varredura sequencial para evitar a degradação dos 

fluoróforos do sinal de excitação, as amostras foram varridas em um formato de 

resoluomo de 512x512 pixels e tempo de permanrncia de pixel de 12,6ȝs. 

 

3.1.4 Ensaios da Terapia Fotodinâmica em cultura celular 
 

Para o ensaio de TFD, a suspensão de 1x105 células/mL (MDA-MB-468 e 

MCF-10A) foi aplicada em placas de 96 poços, contendo meio de cultura completo. 

Após 24 h de condicionamento das células, ou seja, adesão celular, o meio foi 

substituído pelas NB. As células foram mantidas em contato com a substância por 2 h, 

nas condições de cultivo. Decorrido o tempo de incorporação, o meio contendo a 

substância foi removido, os poços foram lavados com PBS e adicionou-se um novo 

meio de cultura completo para a irradiação utilizando o LED Irrad-Led5 660 (Biopdi) 

no comprimento de onda de 660 nm, 25 mW, na dose de 25 J/cm2, sendo a placa 

posicionada a 1,5 cm de distância da fonte de irradiação. 

 

3.1.5 Quantificação das espécies reativas de oxigênio 
 

A acumulação de ERO foi quantificada utilizando a coloração com diacretato 

de 2',7¶ diclorodi-hidrofluoresceína (H2DCF-DA, Molecular Probes). As células das 

linhagens MDA-MB-468 e MCF-10A (1x105 células/poço) foram semeadas em uma 

placa de 96 poços e mantidas até a adesão celular, em condições de cultivo 

supracitadas. Após 24 h, as NB (0,2 ȝg/mL ou 1,2 ȝg/mL) foram incubadas por 2 h em 

ambiente escuro em condio}es de cultivo. Uma hora apys a incubaomo das NB, 20 ȝM 

de H2DCF-DA foram adicionados aos poços. Então, após o tempo de internalização, 

as células foram lavadas com PBS e mantidas em 150 µL de PBS para o ensaio TFD. 
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A intensidade de fluorescência da suspensão foi medida diretamente, em unidades 

arbitrárias, usando um Leitor de Microplacas de Detecção Múltipla Synergy HT Multi-

Detection Microplate Reader (BioTek Instruments, USA), equipamento disponibilizado 

pelo laboratório de bioquímica aplicada a engenharia biomédica do Instituto de 

Pesquisa e Desenvolvimento (UNIVAP) com excitação a 485 nm e emissão a 530 nm. 

 

3.1.6 Determinação do tipo de morte celular 
 

A determinação do tipo de morte celular foi realizada utilizando o kit Tali® 

Apoptosis (Life TechnologiesTM, A10788), que permite a identificação de células 

apoptóticas, necróticas e viáveis em uma população. O procedimento experimental 

seguiu as recomendações do fabricante, as células foram incubadas com as NB por 

2 h, decorrido esse tempo, as células foram suspensas em tampão 1X (kit fabricante), 

de modo que exista, pelo menos, 100 ȝL por ensaio de cplulas individuais a uma 

concentração de aproximadamente 5x106 células/mL. Para cada 100 ȝL de amostra, 

adicionou-se 5 ȝL de anexina V Fluor� Alexa 488, e incubou a 23�C no escuro por 

20 min. Após o período de incubação, as células foram centrifugadas e ressuspensas 

em 100 ȝL da soluomo tampmo (kit fabricante), adicionando 1 ȝL iodeto de propídio, 

deixando a 23 �C no escuro por 5 min. Entmo, 25 ȝL das cplulas coradas foram 

depositadas no dispositivo Tali® Cellular Analysis Slide (Life TechnologiesTM) e a 

leitura foi feita no equipamento Citómetro Tali® Image-Based Cytometer (Life 

TechnologiesTM). 

 

3.4 RESULTADOS 

 

A síntese e caracterização das NB foram produzidas a partir da 

funcionalização das AuNPs com os complexos produzidos. A banda na região de 

280 nm é característica de proteína, sendo da EGF. As bandas ressonantes atribuídas 

a Ce6 são centradas em 402 nm, na banda Soret e em 670 nm, representada pela 

banda Q. A banda de ressonância plasmônica das AuNPs pode ser verificada na 

região de 521 nm. A análise de espectroscopia afirma a produção da NB, 

comprovando o processo de funcionalização, conforme a figura 8. 

 

 



 
 

37 

Figura 8- Espectro UV-visível da Nanossonda Bifuncional. 
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Fonte: Autora. 

 

Para facilitar a apresentação dos resultados e a discussão será o utilizado o 

termo TN (triplo negativo) para as células de adenocarcinoma mamário humano, 

MDA-MB-468, e NB para a célula normal da linhagem celular de mama humano, MCF-

10A. 

A Figura 9 apresenta os resultados dos ensaios de espectroscopia de 

fluorescência, quantificando a fluorescência média da molécula de Ce6, levando em 

consideração o número de célula por poço, a concentração das NB incubadas e a 

quantidade de complexos adicionados às superfícies das AuNPs. Estes dados 

permitiram estimar o número de nanossondas por células (Figura 9a) e o número de 

Ce6 por célula (Figura 9b) em função do tempo de incubação para as duas linhagens 

celulares.  

Primeiramente, um comportamento inesperado foi observado quando 

comparamos as células TN com as normais. As células normais captaram 

rapidamente todas as NB nos primeiros 15 min (neste tempo, a citotoxicidade no 

escuro para células normais foi medida, registrando 90% para a atividade mitocondrial 

e 81% de viabilidade celular medido pelo método de exclusão azul de tripan), 

superando as células TN que apresentaram um comportamento de captação 

crescente e lento. Em 120 min, as células TN captaram 2.9x104 NB, correspondendo 

a 1.9x107 moléculas de Ce6, comparando com 2.4x104 NB ou 2.3x107 moléculas de 

Ce6 para células normais. 
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Figura 9 - Quantificação da captação celular de NB. (a) Número de NB por célula; (b) Número 
de Ce6 por célula. Os dados são apresentados como média ± SD (n = 3). 
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Fonte: Dados da MDA-MB-468 são referentes a CASTILHO, 2016. Dados da MCF 10A da 
autora. 
 

As imagens de fluorescências feitas pela microscopia confocal mostram uma 

intensidade similar de NB para ambos os tipos celulares a 120 min, veja a Figura 10. 

Nessas imagens, a coloração azul se refere à marcação do DNA (ácido 

desoxirribonucleico) localizado no núcleo, o qual foi corado com o marcador DAPI e, 

a coloração vermelha é da fluorescência da Ce6. A imagem tridimensional da 

captação celular confirma a presença da NB na região intracelular, incluindo o núcleo. 

Estes resultados corroboram com a Figura 9, pois a célula TN tem um aumento de 

intensidade da cor vermelha com o tempo, enquanto que para a normal a intensidade 

diminui. 
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Figura 10 - A incorporação de NB nas células das linhagens: (a) MDA-MB-468 e (b) MCF-10A. 
As micrografias mostram organizadas em função do tempo (15 ± 360 min), destacando a de 
120 min. 

 

Fonte: Dados da MDA-MB-468 são referentes a Castilho, 2016. Dados da MCF 10A da 
autora. 

 

Os efeitos citotóxicos nas células TN (Figuras 11a e 11b) e nas células 

normais (Figuras 11c e 11d) foram obtidas pelo método de exclusão azul de tripan e 

pela atividade mitocondrial (MTT) para o tempo de incubação de 120 min. As NBs não 

foram citotóxicas para ambos os grupos celulares na ausência de irradiação. Para o 

grupo TFD, apesar do número de NB captadas pelas células normais ser similar ao 

das células TN (Figura 9), as células normais não apresentaram sinais de 

citotoxicidade em baixas concentrações. Apenas uma leve diminuição na viabilidade 

celular (86%) e na atividade mitocondrial (74%) foi observada para a maior 

concentração de NB. De fato, as NB apresentaram alta seletividade, porque 96% das 

células TN não eram viáveis a 2 µg/mL e aproximadamente 100% a 1,2 µg/mL. Outro 

ponto importante a ser destacado é que atividade mitocondrial em 0,04 µg/mL está 

abaixo de 50%, demonstrando citotoxicidade mesmo para baixas concentrações de 

NB. 
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Figura 11 - Eficácia da TFD associada a NB nas linhagens celulares MDA-MB-468 e MCF 
10A. (a) Viabilidade celular, (b) Atividade mitocondrial em MDA-MB-468; (c) viabilidade 
celular, (d) atividade mitocondrial em MCF 10A. Os dados são apresentados como média ± 
DP (n = 3). 
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Fonte: Dados da MDA-MB-468 são referentes a Castilho, 2016. Dados da MCF 10A da 
autora  

 

Para o ensaio de quantificação de formação de EROs, as linhagens MDA-MB-

468 e MCF-10A foram tratadas com NB nas concentrações de 0,2 µg/ml e 1,2 µg/ml 

especificadas nos gráficos. Na linhagem MDA-MB-468 ocorreu um aumento 

significativo dos níveis de formação de EROs, de acordo com as concentrações, em 

comparação com o controle. Enquanto que na MCF-10A, mostra baixa produção nos 

níveis de EROs de acordo com as concentrações em comparação com o controle.  

A formação elevada de EROs por nanossondas levou a uma alta eficácia na 

destruição celular aumentando duas vezes, indicando que foi eficaz a ativação do 

fármaco produzindo EROs. O acúmulo nas células de câncer de mama tratadas 

causou a formação elevada na produção de EROs. Assim, as nanossondas 

melhoraram ainda mais a formação de EROs nas células e levaram a uma alta eficácia 

de destruição (Figura 12). 
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Figura 12- Efeito da TFD associada às NB na produção de EROs intracelular. A produção de 
EROs foi determinada 20 min após a TFD, usando 0,2 ȝg / mL e 1,2 ȝg / mL de NB. Os dados 
são apresentados como média ± DP (n = 3). Controles experimentais: control 1, células 
tratadas apenas com radiação; control 2, células apenas com AuNPs; control 3, células sem 
nenhum tratamento. 
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Fonte: Autora. 

 

Para um melhor entendimento dos efeitos da TFD associados à NB, o tipo de 

morte celular foi determinado para as células TN, 20 h após terapia. As células 

marcadas com anexina V foram consideradas apoptóticas, enquanto as células 

necróticas foram marcadas com PI, que permeia facilmente nas células mortas e se 

liga aos ácidos nucleicos. Além disso, as células vivas não podem ser coradas pela 

anexina V ou PI. Para 0,2 ȝg / mL de NB, as cplulas TN apresentaram necrose 

estatisticamente significante, com 58% de necrose e 38% de apoptose. O aumento de 

concentraomo de NB para 1,2 ȝg / mL alterou dramaticamente o tipo de morte celular, 

90% necrótico e 9% apoptótico (Figura 13). 

 
Figura 13 - Efeitos da TFD associada a NB, após 20 h, determinada pelo ensaio de apoptose 
Tali, citômetro baseado em imagem. Os dados são apresentados como média ± DP (n = 3). 
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Fonte: Autora.   
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3.3 DISCUSSÃO 

 

A NB foi projetada para melhorar a ação da Ce6 por meio da funcionalização 

com a AuNPs. A coligação de EGF foi usada para aumentar a seletividade e a 

estabilidade coloidal, conforme determinado por nós anteriormente. De acordo com 

vários estudos, a superexpressão do EGFR em tipos de câncer de bexiga, mama, colo 

uterino, colorretal, gástrico etc., está correlacionada com um mau prognóstico do 

paciente (NICHOLSON et al., 2001). De fato, a superexpressão do EGFR está 

correlacionada com a ativação de genes associados ao desenvolvimento, invasão e 

diferenciação tumoral (OKAWA et al., 2007). Nesse contexto, a presença de EGF na 

NB oferece uma oportunidade de afinidade tumoral, revelando um mecanismo 

potencial para acessar vários tipos de câncer, incluindo o de pior prognóstico - TN. 

Assim, em um esforço para entender o mecanismo de captação celular de NB entre 

células mamárias normais e cancerosas, a espectroscopia de fluorescência revelou 

um comportamento inesperado associado à captação de NB. As células TN possuem 

um número maior de EGFR do que as células normais. Esperava-se que as células 

TN exibissem uma captação celular mais rápida de NB. Ao contrário do esperado, as 

células normais são capazes de captar todas as NB disponíveis nos primeiros 15 min, 

logo após, ocorre um processo de expulsão a uma taxa de 189 NB/min até 120 min, 

momento em que a expulsão parece ter sido interrompida. Por outro lado, as células 

TN captam as NB a uma taxa de 63 NB/min. Aos 120 min, ambas as linhagens 

celulares tinham a mesma ordem de magnitude da NB internalizada. Consideramos 

esse o melhor momento para estudos de citotoxicidade, porque ambos os tipos 

celulares mantêm os mesmos níveis de NB. Esses resultados também demonstram a 

importância de estudos com células in vitro para entender a cinética celular. As taxas 

de captação de NB foram calculadas por meio da primeira derivada do ajuste linear 

dos pontos experimentais apresentados na Figura 8. 

Segundo Fröhlich et al. (2012), a captação celular é influenciada pelo tamanho 

da estrutura, forma, material, carga superficial, hidrofobicidade e também pela 

morfologia das células. Nesse caso, a morfologia das células normais exibe uma 

forma alongada com os lamelipódios espalhados na superfície do substrato, 

aumentando a área superficial das células normais em relação às células tumorais 

(KWON et al. 2007). Essas previsões são confirmadas pelas micrografias de imagem 
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confocal que mostram células TN esféricas e menores que as células normais, que 

são mais alongadas.  

É importante destacar que a endocitose mediada por clatrina é o principal 

mecanismo de captação das nanopartículas pelas células, seja por captação adsortiva 

específica do receptor ou inespecífica (BEHZADI et al., 2017). Assim, a captação mais 

rápida de NB pelas células normais pode ser explicada pela maior área superficial da 

membrana plasmática. Além disso, Ivoãev et al. (2019), mostrou que os fibroblastos 

expulsavam nanopartículas mais rapidamente do que as linhagens celulares de 

câncer, indicando que as nanopartículas permanecem de forma mais eficiente nas 

células tumorais do que nas saudáveis, corroborando com nossos resultados. 

A captação celular ao longo do tempo é extremamente importante para a 

eficiência da TFD, por isso analisamos a farmacocinética das NB como parâmetro 

crítico para as aplicações biomédicas. A Figura 9 apresenta as imagens de 

microscopia de fluorescência em função do tempo de incubação. As células tumorais 

exibem um aumento gradual da intensidade do vermelho (15-360 min) relacionado à 

fluorescência Ce6. O comportamento oposto é observado para células normais em 

função do tempo de incubação, sugerindo exocitose das NB, corroborando com os 

dados da espectroscopia de fluorescência. Além disso, as imagens em 3D revelam a 

presença de NB ao redor e dentro dos núcleos celulares aumentando a eficiência da 

TFD confirmada nas medições de viabilidade celular. 

Entre os resultados apresentados nas Figuras de 10 a 11, é difícil discuti-los 

separadamente, pois todos os dados estão conectados com a captação celular, após 

eventos em cascata que afetam a atividade mitocondrial durante a terapia. Muitas 

espécies reativas são formadas durante a TFD, o pH da célula muda à medida que os 

íons são criados no microambiente celular pelas EROs. Embora as células 

cancerígenas tenham capacidade de proliferar indefinidamente, devido a uma 

mutação genética, os danos causados foram irreparáveis e a morte celular é 

representada nos testes de viabilidade. 

A concentração de NB internalizada no microambiente das células TN alterou 

o tipo de morte. As EROs nas células tumorais aumentaram de acordo com a 

concentração; esse fato pode estar relacionado ao dano por estresse oxidativo das 

mitocôndrias induzido pela presença de NB. Castano, Demidova e Hamblin (2004), 

mostraram que as mitocôndrias de células de carcinoma retêm preferencialmente 

certos corantes catiônicos, como FS, em uma extensão muito maior do que a maioria 
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das células normais (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004). Além disso, a 

presença de AuNPs contribui para o aumento da formação de EROs, comprometendo 

o potencial e a integridade mitocondrial (PAN et al., 2007; BENITO et al., 2013; JESUS 

et al., 2018). 

Vários estudos demonstraram que mutações nas células cancerígenas podem 

levar a um aumento ou diminuição da suscetibilidade à TFD, sugerindo que as células 

cancerígenas são mais suscetíveis à morte celular induzida pela TFD do que as 

células normais (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2005; HUBENAK et al., 2014; 

ROBERTSON; EVANS; ABRAHAMSE, 2009). A produção de EROs na célula normal 

foi 9 vezes menor do que nas células TN, sendo consistente com a ausência de 

citotoxicidade nas células normais para todas as condições experimentais estudadas. 

Também, a diminuição da atividade mitocondrial e a viabilidade celular para a maior 

concentração de NB poderiam ser explicadas pela ação de ERO, o que é consistente 

com a conclusão de que as células cancerígenas são mais suscetíveis ao mecanismo 

de ação da TFD. 

Para células TN tratadas a 0,2 µg / ml, a maioria das células estava morta e a 

atividade mitocondrial também estava abaixo de 50%, o que pode ser explicado pela 

morte apoptótica (38%) influenciada por uma grande quantidade de EROs. Entretanto, 

a 1,2 µg/mL, a atividade mitocondrial da célula TN é praticamente desprezível e o 

principal mecanismo de morte foi necrótico (90%), mostrando correlação entre 

atividade mitocondrial e tipo de morte. Choi et al. (2018), demonstraram resultados 

semelhantes, utilizando nanopartículas de Fe3O4-Ce6-FA após 2h de incubação não 

demonstraram nenhuma citotoxicidade no escuro, mas após a irradiação, a viabilidade 

celular diminuiu com o aumento de concentração de nanopartículas. 

 

3.4 CONCLUSÃO DO CAPÍTULO  

 

Os resultados in vitro obtidos nesta pesquisa viabilizam a aplicabilidade 

destas nanossondas no tratamento de adenocarcinoma mamário no modelo animal, 

pois apresentam excelente biocompatibilidade e citotoxicidade quando irradiados a 

660 nm. Os resultados de captação das NB mostraram que, em 120 min de incubação, 

ambas as células apresentaram a mesma ordem de magnitude de internalização: 104. 

Por períodos mais longos de incubação, as células normais parecem estabilizar a 

captação e a expulsão de NB, mas as células TN continuaram exibindo um aumento 
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de NB com uma taxa de 63 NB/min, sem mostrar saturação no período de tempo 

estudado. A TFD mostrou resultados excelentes e o papel do tipo de morte celular foi 

determinado com o aumento de concentração de NB, o que é claramente influenciado 

pela produção de EROs e pode ser monitorado pela atividade mitocondrial.
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4 CAPÍTULO 2 - TRIPLE-NEGATIVE BREAST CANCER TREATMENT IN 
XENOGRAFT MODELS BY BIFUNCTIONAL NANOPROBES COMBINED TO 
PHOTODYNAMIC THERAPY 
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4.1 METODOLOGIA 

4.1.1 Animais 
 

O biotério do Instituto de Pesquisa Energéticas e Nucleares (IPEN-USP) 

viabilizou os animais Balb/c nude fêmeas atímicas, com idade de 8 semanas e peso 

aproximadamente de 20 g, seguindo procedimentos aprovados pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Vale do Paraíba, sob o 

protocolo nº A07/CEUA2018. Os animais foram identificados e separados, mantidos 

durante todo o período experimental em biotério SPF (Specific Pathogen Free), 

mantidos em microisoladores com temperatura controlada de ~24ºC, com ciclo 

claro/escuro de 12 horas (luminárias acesas às 6:00 h e apagadas às 18:00 h), 

recebendo água potável e ração ad libitum. Todos os procedimentos foram realizados 

em colaboração com a Prof. Dra. Denise Maria Zezell, no laboratório de Biofotônica 

Centro de Lasers e Aplicações IPEN-CNEN/SP, de acordo com as normas 

estabelecidas pelo comitê de ética. 

 

4.1.2 Xenoenxerto 
 

O xenoenxerto das células tumorais nos camundongos foi realizado após 

15 dias de adaptação, utilizando células de adenocarcinoma mamário (MDA-MB-468), 

conforme esquema apresentado pela figura 14. Esta linhagem de câncer de mama 

apresenta um perfil molecular triplo negativo e altamente metastático. As células foram 

tripsinizadas e lavadas duas vezes com meio de cultura Leibovitz incompleto. A 

viabilidade das células foi determinada pelo método de exclusão de Azul de Tripan a 

0,4 % (Sigma Aldrich, T8154) e mensuradas utilizando a câmara de Neubauer. A 

suspensão celular de 5x106 células foi injetada em condições assépticas 

subcutaneamente na glândula mamária abdominal do camundongo 

(BARTHOLOMEUSZ et al., 2010). Este procedimento foi realizado em animais 

anestesiados com 100 µL de solução de quetamina (10 mg/Kg) e xilazina (80 mg/Kg) 

injetada intraperitoneamente. Utilizaram-se 60 animais para realização deste 

experimento, os grupos experimentais foram divididos: G1 (Controle 1), Animais que 

não receberam o xenoenxerto e receberam a administração de salina 0,9% (n=5); G2 

(Controle 2), Animais que receberam o xenoenxerto e não receberam qualquer tipo 

de tratamento (n=5); G3: Animais que receberam o xenoenxerto, administração de 
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Ce6 (2 mg/kg) e submetidos a TFD (n=20); G4: Animais que receberão o xenoenxerto, 

administração de NB (2 mg/kg) e submetidos a TFD (n=20). 

 
Figura 14 - Ilustração do xenoenxerto localizado no flanco e glândula mamária. 

 
Fonte: Autora (2020). 

 

4.1.3 Tratamento com terapia fotodinâmica 
 

O tratamento foi realizado após a 14ª semana, com um tumor de 

aproximadamente 10 mm. A concentração de NB e Ce6 de 2,0 mg/kg foi administrada 

na veia caudal dos camundongos. Os camundongos foram anestesiados com 

quetamina (10 mg/Kg) e xilazina (80 mg/Kg) para a administração da terapia. Após 

4 horas da administração dos fármacos, o tecido foi irradiado utilizando um laser com 

comprimento de onda adequado para o fotossensibilizador e com uma densidade de 

energia (DE) de 100 J/cm2 por aplicação fornecida por um laser de Diodo Eagle Heron 

660 Quantum Tech® com comprimento de onda de 660 nm via difusor de fibra óptica, 

compatível para a excitação da Ce6 e acoplado a uma fibra óptica para iluminação 

direta (Figura 15). 
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Figura 15 - Ilustração do tratamento via TFD. 

 
Fonte: Autora. 

 

4.1.4 Eutanásia dos animais  
 

Após 48 horas da sessão de tratamento, os camundongos foram 

eutanasiados, foram submetidos à eutanásia mediante à dose excessiva dos 

anestésicos quetamina e xilazina (FAVORETTO; SEABRA; OLIVATO, 2013). 

Posteriormente, foram colocados sobre um campo operatório para a retirada do tumor, 

verificando visualmente se havia indícios de metástase. Em seguida, os tumores 

coletados foram colocados em recipientes com solução de formol a 10% e tampão 

fosfato, para avaliação histopatológica (Figura 16).  

 
Figura 16 - Diagrama de acompanhamento e crescimento tumoral dos camundongos. 

 
Fonte: Autora. 

 

4.1.5 Avaliação Clínica dos animais 
 

Os animais foram observados a fim de avaliar os impactos do tratamento, 

sendo considerados os aspectos físicos gerais, quanto a perda de peso, sinais de 

apatia, emagrecimento, desidratação, em decorrência de crescimento tumoral e 

comportamento durante todo o período de tratamento. A quantidade de ração e o 
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volume de água ingerida pelos animais também foram quantificadas para determinar 

possíveis alterações do comportamento físico e o ganho de peso dos camundongos. 

O crescimento tumoral foi monitorado durante todo o período experimental até o dia 

da eutanásia, com o objetivo de determinar a eficiência do tratamento. A mensuração 

do tamanho do tumor foi realizada utilizando um paquímetro digital de alta precisão, a 

fim de determinar o início do tratamento e eficiência do mesmo antes da eutanásia 

dos animais (JEONG et al., 2011; YAZDI et al., 2012). Os parâmetros hematológicos, 

incluindo contagem total de eritrócitos e leucócitos, assim como uma contagem 

diferencial de leucócitos, tais como neutrófilos, linfócitos, monócitos, eosinófilos e 

basófilos, também foram medidos.  

As pesagens dos animais foram realizadas por meio de uma balança digital, 

determinando as alterações de peso, conforme a progressão tumoral e resposta do 

tratamento realizado. Os registros foram realizados antes do xenoenxerto, antes dos 

tratamentos e no dia da eutanásia dos animais, os quais serão comparados entre os 

grupos experimentais. Um paquímetro digital (200 mm Mitutoyo 500-172-30B 0,01 

mm) foi usado para realização da mensuração externa dos tumores. O peso dos 

animais foi determinado por meio da balança digital Toledo 9094. 

 

4.1.6 Diferencial Leucocitária  
 

Após a coleta de sangue da veia da cauda dos camundongos, um esfregaço 

de sangue foi feito para observar as diferenças hematológicas entre os grupos. Para 

isso, foi utilizada a técnica de Coloração Panótico Rápido. Após seco à temperatura 

ambiente, imediatamente o esfregaço foi submetido à coloração Panótico Rápido, ou 

seja, 5 s no corante 1 e escorrer o excesso (fixador, que mantém as estruturas 

celulares inalteradas), em seguida colocar no corante 2 (laranja cora o citoplasma das 

células) por 5 s e por último 10 s no corante 3 (azul, cora ácidos nucléicos e grânulos). 

Em seguida, foi o excesso dos corantes foram removidos em água. Deixando secando 

em temperatura ambiente. Após, foi utilizado o óleo de imersão para leitura no 

microscópio para contagem do diferencial, ou seja, a porcentagem de cada tipo de 

leucócito presente nas lâminas. 
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4.1.7 Avaliação Histopatológica do tumor 
 

A toxicidade do tratamento realizado (TFD) foi avaliada por meio da análise 

dos tecidos tumorais coletados. A coleta do tumor (tecido mamário) foi realizada após 

a eutanásia dos camundongos, observando os aspectos gerais do tecido, possível 

ocorrência de necrose e a presença de aglomerados de nanopartícula de ouro. 

As amostras foram fixadas em formol 10% e desidratadas uma série de 

concentrações crescentes de álcool (70% a 100%), diafanizadas em xilol e incluídas 

em parafina. Após a solidificação, os blocos foram seccionados em um micrótomo 

(Leica Biosystems RM2245) para obtenção de cinco cortes semi-seriados com 5 ȝm 

de espessura, os quais foram colocados em uma lâmina de vidro. O método de 

hematoxilina-eosina foi utilizado para coloração das lâminas, no qual foram 

observados o citoplasma e o núcleo a fim de determinar a presença, tipo e intensidade 

de infiltrados inflamatórios, presença e padrão de necrose e qualquer outro tipo de 

anormalidade presente nos tecidos. A figura 17 mostra a confecção das lâminas. 
 
Figura 17 - Procedimento de microtomia dos tecidos tumorais coletados dos camundongos. 

 
Fonte: Autora. 

 

4.1.8 Extração e quantificação do RNA  
 

As amostras foram submetidas à maceração em cadinho com pistilo de 

cerâmica em nitrogênio líquido, transferidas para 1mL de Trizol e 200uL de 

clorofórmio. Homogeneizadas por vórtex por 15 s seguidas de repouso por 5 min. em 
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temperatura ambiente. Passado esse período, as amostras foram centrifugadas por 

20 min. a 12000rpm (112g) e 4°C. O sobrenadante foi coletado, adicionado de 500uL 

de isopropanol e, mantido por um período mínimo de 16 horas a -80 ºC. Após esse 

período, as amostras foram centrifugadas por 20 min. a 4°C e 12000 rpm para 

sedimentação do pellet. O pellet foi lavado 3 vezes com etanol 75% preparado com 

Água tratada com DEPC. O material foi ressuspendido com 20µL de água livre de 

nucleases. 

 

4.1.9 Tratamento com Dnase:  
 

De cada amostra, 7,2 µL foi utilizado no tratamento com RQ1® RNase-Free 

DNase, segundo recomendações do fabricante (Promega Co., Madison, USA). Como 

controle negativo para a presença de DNA residual, 1µL do RNA tratado com DNase 

foi submetido a uma reação de qPCR convencional para amplificação de um 

fragmento de globina humana de 128 pares de bases, dentro de éxon único de forma 

que apenas fragmentos de DNA possam ser amplificados. As reações foram 

realizadas primers de Globina forward 5¶- GCTTCTGACACAACTGTGTTCAC-3¶ e 

Globina reverse 5¶- GGCCTCACCACCAACTTCAT-3¶ numa concentraomo final de 

150 nM em 1x GoTaq® qPCR Master Mix (Promega Co., Madison, USA) em um 

volume final de 12,5 µL/reação. O ensaio foi realizado no equipamento 7500 Real-

Time PCR Systems (Applied Biosystems, California, USA). Não houve amplificação 

em nenhuma das amostras confirmando a efetividade do tratamento com DNase. 

 

4.1.10 Transcrição Reversa seguida por qPCR (RT-qPCR) 
 

As concentrações de RNA das amostras foram verificadas por meio da 

espectrofotometria, utilizando o equipamento NanoDrop2000® (Thermo Scientific, 

Wilmington, DE), 1ug de RNA seguiu para transcrição reversa utilizando o ImProm-II 

� reverse Transcription System (Promega Co., Madison, USA). O cDNA foi então 

diluído 100X e 2µL utilizados para reações de qPCR com primers específicos para 

Bcl2, Bax, Caspase 3, Caspase 8, SOD2 e Stratifina (14-3-3ı) (Tabela 1). Para 

determinação do gene de referência foram utilizados um painel de 8 genes endógenos 

(HPRT1, RPLP0, RPL27, TBP, ACTB, TUBA, GAPDH e HMBS) sendo que o gene 

escolhido foi o GAPDH por ter uma variação <1 Ct entre todas as amostras. A partir 
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de então, os ensaios foram realizados em duplicata com 150nM de cada primer em 

uma reação final de 1x GoTaq® qPCR Master Mix e volume final de 12,5µL/reação, 

no equipamento 7500 Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems, California, USA). 

As condições da reação foram de 95°C por 2 min. seguidos por 40 ciclos de 95°C por 

15 s e 60°C por 1 min. A análise de expressão gênica foi realizada pela metodologia 

ǻǻCt1 em que as amostras são normalizadas pelo gene de referência (endógeno) e 

comparada com as amostras controle experimentais. Os resultados foram então 

plotados em uma planilha de Excel e determinados os desvios e erros padrão. Cada 

ensaio foi repetido 3 vezes sem haver desvio significativo para cada gene testado. 

 

Tabela 1 - Genes relacionados com vias de regressão tumoral e seus respectivos primers 
para RT-qPCR. 

 
Gene 

 
Primer 

Caspase 3 
Forward 5'-CATGGAAGCGAATCAATGGACT-3' 
Reverse 5'-CTGTACCAGACCGAGATGTCA-3' 

Caspase 8 
Forward 5'-AGAGTCTGTGCCCAAATCAAC-3' 
Reverse 5'- GCTGCTTCTCTCTTTGCTGAA-3' 

Bax 
Forward 5'-CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG-3' 
Reverse 5'- CCAGCCCATGATGGTTCTGAT-3' 

Bcl2 
Forward 5'-GGTGGGGTCATGTGTGTGG-3' 

Reverse 5'-CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC-3' 

SOD2 
Forward 5'-TGAACAACCTGAACGTCACC-3' 
Reverse 5'-GTAGTAAGCGTGCTCCCACA-3' 

SFN 
Forward 5'-AAGACCACTTTCGACGAGGC-3' 
Reverse 5'-CTCTTCCCCGGCGTTGT-3' 

GAPDH 
Forward 5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA-3' 
Reverse 5¶-TTGAGGTCAATGAAGGGGTC-3¶ 

Fonte: Autora. 

 
4.2 RESULTADOS 

 

O xenoenxerto foi realizado com sucesso em camundongos da linhagem 

Balb/c Nude, apresentando desenvolvimento tumoral constante, porém lento 

(protocolo nº A07/CEUA2018). Após 15 dias da inoculação das células, foi observado, 

no local de xenoenxerto, o crescimento de uma massa endurecida e fixa com aumento 

de vascularização e também de fácil visualização. A figura 18, apresenta as primeiras 
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observações durante o crescimento do tumor. Os animais foram avaliados 

clinicamente dois dias da semana, baseado nos parâmetros do Guia para a Condução 

de Estudos não Clínicos de Toxicologia e Segurança Farmacológica, necessários ao 

desenvolvimento de medicamentos (ANVISA, 2013).  
 
Figura 18 - Camundongos fêmeas Balb/c Nude com xenoenxerto no Flanco (A) e na Glândula 
Mamária abdominal (B). O círculo vermelho destaca o tumor formado. 

 
Fonte: Autora. 

 

A escolha do local de aplicação do xenoenxerto foi baseada em dados da 

literatura (BARTHOLOMEUSZ et al., 2010), quando dois sítios foram escolhidos, uma 

aplicação na glândula mamária abdominal e outra no flanco (Figura 18). Entretanto, 

com a evolução/crescimento do tumor foi possível notar que o flanco teve melhor 

desenvolvimento do tumor. Na glândula mamária, o crescimento do tumor proporciona 

o atrito da região com a maravalha, material que fica espalhado no fundo dos 

microventiladores. Sendo a pele do animal muito sensível, surgiu lesão no local do 

tumor começou a crescer. 

Os camundongos foram pesados uma vez na semana, afim de ter uma 

comparação minuciosa da variação do peso. Os animais foram pesados antes do 

procedimento do xenoenxerto e, estavam com aproximadamente 22±3 g. Após o 

xenoenxerto, não foram observadas diferenças significativas no peso corporal dos 

animais. Entretanto, notou-se diferença significativa entre os grupos, devido ao modo 

aleatório que os camundongos foram agrupados. Durante o acompanhamento, as 
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variações do peso mais relevantes observadas foram: na 5ª semana, houve o 

aumento de peso para 25 g do grupo controle, e diminuição de peso para 17 g no 

grupo sem tratamento na 9ª semana (Figura 19). 

 
Figura 19 - Peso corporal dos camundongos monitorados por 14 semanas (1 vez por semana) 
durante o período de acompanhamento do crescimento tumoral. Os animais foram pesados 
antes do xenoenxerto, no acompanhamento do crescimento e antes da eutanásia. 
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Fonte: Autora. 

 

O tempo de crescimento do xenoenxerto no camundongo foi analisado com o  

auxílio de um paquímetro, durante 14 semanas. Os dados mostram que, inicialmente, 

todos os grupos apresentaram em média volume tumoral de aproximadamente 2,5 

mm, depois de algumas semanas, apresentaram aumento crescente no volume 

tumoral (Figura 20).  

A incidência do desenvolvimento tumoral foi de 100% nos grupos 

experimentais. O grupo clorina e6 teve o aumento exponencial do volume tumoral, 

chegando a apresentar na última semana ~10 mm, sendo o grupo que apresentou 

maior aumento do tumor comparado aos demais grupos. Contudo, dois camundongos 

do grupo sem tratamento apresentaram crescimento tumoral nas primeiras semanas, 

porém o tumor regrediu.  
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Figura 20 - Curva de crescimento tumoral após inoculação de 100 µL de 5×106 células. Análise 
do tamanho tumoral dos grupos, no total de 14 semanas.  
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Fonte: Autora. 
 

Na sétima semana, foram observados aspectos clínicos, como presença de 

necrose com o aumento do volume tumoral (Figura 21). Tumores que crescem 

rapidamente podem sofrer necrose de forma espontânea, e este fator ocorre em 

virtude do maior crescimento da massa tumoral em relação a velocidade que a 

vascularização consegue acompanhar. Os animais não apresentaram sinais ou 

sintomas clínicos, comportamentais e patológicos anormais durante todos os 

experimentos. O tratamento foi realizado após a 14ª semana de indução tumoral, com 

tumores de tamanho aproximado de 10 mm.  
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Figura 21 - Fotografia da determinação do volume tumoral por meio de paquímetro digital, 
pela medida do maior e do menor diâmetro tumoral em camundongo Balb/c Nude com massa 
tumoral. 

 
Fonte: Autora. 

 

Antes do procedimento de irradiação da área a ser tratada, foram 

administradas as drogas de seus respectivos grupos para a realização da terapia 

fotodinâmica (Figura 22). Os camundongos foram anestesiados, tratados e 

eutanasiados após 48 h. As mudanças macroscópicas nos tecidos tumorais após TFD 

foram acompanhadas por fotografias, mas não foi possível identificar alteração. 

Contudo, a indução tumoral nestes camundongos produz geralmente o 

adenocarcinoma sólido de alto grau. Os tumores coletados exibiram consistência 

maciça, morfologia esférica e bem delimitada, conforme apresentado na Figura 23. 
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Figura 22 - TFD em combinação com a droga no tratamento de camundongos com 
xenoenxerto de tumor MDA-MB-468: a) O laser foi conduzido em camundongos 
xenoenxertados sob condições in vivo, irradiação com um laser de 670 mn para TFD foi 
aplicada por 10 min, 4h depois da injeção da droga. b).Necrose após exposição ao TFD. c) 
Visão geral do experimento. 

 
Fonte: Autora. 

 
Figura 23 - Imagens da coleta do tumor após a terapia. (A) O procedimento de microdissecção 
do tumor ao final do experimento (B) Medida do tecido tumoral. 

 
Fonte: Autora. 
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As amostras de sangue total foram obtidas de camundongos de todos os 

grupos, no dia da eutanásia para avaliar as mudanças na contagem do diferencial 

leucocitário. A contagem nos camundongos do grupo controle não foi 

significativamente diferentes do grupo Ce6 + TFD livre e NB + TFD (P> 0,05, ANOVA 

One-Way, Teste de Tukey). Camundongos resistiram à aplicação das drogas 

injetadas via intravenosa e não mostraram sinais de toxicidade. Além disso, não foi 

encontrado linfopenia em camundongos e, nenhuma alteração foi identificada na 

contagem de leucócitos (P = 0,65, One-Way ANOVA, Teste de Tukey). (Figura 24). 

 
Figura 24 - Amostras de sangue coletadas da veia da cauda de camundongos pelados BALB 
/ c de todos os grupos. a) A fração do tipo de leucócito foi determinada por exame 
microscópico de esfregaços de sangue periférico corados do Panótico Rápido e expressa 
como uma porcentagem. O gráfico representa os valores médios da contagem total de 
leucócitos em cada grupo. Os valores são as médias ± DP (p <0,05 por One-Way ANOVA, 
Teste de Tukey). Cada experiência foi realizada em triplicado. b) Fotomicrografias de sangue 
de camundongos. Lâmina de esfrgaço sanguíneo (Leucócitos apontados pelas setas).  

    
Fonte: Autora. 
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A análise histopatológica realizada permitiu classificar os tumores em 

carcinoma mamário invasivo bem diferenciado, caracterizado por células epiteliais. 

Em todas as amostras foram observadas diversas características de malignidade, tais 

como: nucléolos evidentes, mitoses atípicas, infiltrado inflamatórios, aumento de 

aglomerados de células tumorais, característicos de tumor do tecido mamário. A figura 

25 apresenta as micrografias representativas do grupo com xenoenxerto sem 

tratamento. 

 
Figura 25 - Classificação Histopatológica dos tumores do grupo sem tratamento. Coloração 
HE. Tecido sólido de Adenocarcinoma Mamário. (A) Área de aglomerado de células 
neoplásicas (elipse). (B) Fragmentos celulares (seta vermelha); Áreas de necrose (seta preta). 
(C) Reação Desmoplásica (seta preta). (A, B, C aumento de 20x). (D) Células neoplásicas, 
núcleo volumoso e nucléolo evidente (setas pretas). (E) Mitose (seta preta). (D, E aumento de 
40x). 

 
Fonte: Autora. 

 

Nesta figura é possível observar um aglomerado de células neoplásicas, 

formando principalmente a periferia do tumor, conforme identificado na legenda da 

figura. Este aglomerado de células se apresenta com aspecto, tanto de cordões 

celulares, quanto com o aspecto de ³blocos´ de cplulas. Tambpm se observa 

aglomerados destas células na região central do tumor, em meio a áreas de necrose, 

as quais são caracterizadas por células com aumento da basofilia nuclear, presença 

de fragmentos celulares e na sequência por áreas com intensa acidofilia, onde pode 

perceber uma ³sombra´ das cplulas neoplásicas. Entmo, este grupo p caracterizado 
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por uma intensa reação desmoplásica do tecido tumoral infiltrado, ou seja, os cordões 

ou blocos de células neoplásicas estão em meio a um tecido fibroso denso. As células 

neoplásicas são poligonais ou arredondadas, núcleo volumoso e nucléolo evidente. 

Também se encontra mitose nas células neoplásicas. 

A figura 26 apresenta as micrografias representativas do grupo Clorina e6 

associado à TFD, sendo possível observar um aglomerado de células neoplásicas 

também na periferia do tumor, com o mesmo aspecto morfológico das células do grupo 

sem tratamento (Figura 24) e em meio a tecido fibroso. Entretanto, esta reação 

desmoplásica do tecido tumoral infiltrado ocupa uma menor extensão, quando 

comparado ao grupo sem tratamento. Além disso, a maior parte das células se 

apresentam disfórmicas, com núcleos de menor volume, sem nucléolo evidente, com 

ligeira coloração azulada, juntamente com fragmentos celulares em meio ao tecido 

fibroso, características que se intensificam conforme se aproxima da região central do 

tumor. Assim também, observa-se neste grupo áreas maiores de necrose, quando 

comparado ao grupo sem tratamento. 

 
Figura 26 - Classificação Histopatológica dos Tumores grupo Grupo Clorina e6 + TFD. 
Coloração HE. Tecido sólido de Adenocarcinoma Mamário. (A) Área de aglomerado de células 
neoplásicas (elipse). (B) Células com núcleos em menor volume, sem nucléolo evidente (seta 
vermelha); Células com ligeira coloração azulada (seta preta). (C) Área de necrose (elipse). 
(A, B, C aumento de 20x). (D) Aglomerado de células neoplásicas (elipse). (E) Área de 
necrose (elipse). (D, E aumento de 40x). 

 
Fonte: Autora. 
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A figura 27 apresenta as micrografias representativas do grupo TFD associada 

à NB. Neste grupo, o aglomerado de células tumorais ou a reação desmoplásica fica 

restrito somente à periferia do tumor. A maior parte do tumor é composta por extensas 

áreas de necrose, algumas ainda apresentam fragmentos celulares com intensa 

basofilia. Porém, a maior parte do tumor é ocupada por áreas necróticas em meio a 

um extenso tecido fibroso denso, as quais não apresentam quase fragmentos 

celulares. No grupo NB+TFD, a reação desmoplásica é restrita apenas à periferia do 

tumor. Áreas necróticas ocupam a maior parte do tumor, que apresenta pequenos ou 

nenhum fragmento celular. Comparados com os tecidos do grupo NB, os do grupo 

NB+TFD apresentaram danos celulares e nucleares.  

 

Figura 27 - Classificação Histopatológica dos Tumores grupo Nanossonda Bifuncional + TFD. 
Coloração HE. Tecido sólido de Adenocarcinoma Mamário. (A) Área de aglomerado de células 
neoplásicas (elipse); Reação desmoplásica (seta). (B) fragmentos celulares (elipse). (C) Área 
de necrose. (A, B, C aumento de 20x). (D) Aglomerado de células neoplásicas (elipse). (E) 
Área de necrose (elipse). (D, E aumento de 40x). 

 
Fonte: Autora. 

 

Na análise da expressão de proteínas apoptóticas os experimentos in vivo 

mostraram que os melhores resultados pertenciam ao grupo NB+TFD, a expressão 

de algumas proteínas apoptóticas foram analisadas. Dados de PCR em tempo real 

demonstraram que a expressão das proteínas pró-apoptóticas Bax, Bcl-2, Caspase 3 

e Caspase 8, SOD2 e 14-3-3 sigma foram significativamente maiores no grupo 
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NB+TFD em comparação ao controle, indicativo de indução de apoptose neste grupo 

(Fig. 28). Eles mostram um aumento de 20% e 27% na expressão de caspase 3 

(Ce6+TFD e NB+TFD, respectivamente) e um aumento de 20% na expressão de Bcl-

2 no tratamento NB+TFD. Adicionalmente, dois genes relacionados a danos no DNA 

e estresse oxidativo (14-3-3 sigma e SOD2) foram analisados, resultando em um 

aumento de 30% de 14-3-3 sigma em NB+TFD e 84% e 64% para SOD2 gene com 

os tratamentos Ce6+TFD e NB+TFD, respectivamente. 
 

Figura 28 - Análise por PCR quantitativa de transcrição reversa da expressão dos genes Bax, 
Bcl-2, Caspase 3 e Caspase 8, SOD2, 14-3-3 sigma em xenoenxerto de TNBC. A análise 
estatística foi realizada por meio do teste Singleplex. Os dados foram normalizados pelo nível 
de expressão de GAPDH. As barras representam os desvios padrão (P> 0,05, ANOVA One-
Way, Teste de Tukey). O nível de expressão foi maior nas amostras NB+TFD em comparação 
com os grupos Ce6+TFD e NB. * - Diferença significante. NS - Não significativo. 

 
Fonte: Autora. 

 

4.3 DISCUSSÃO 
 

O uso de experimentação animal está entre diferentes áreas da pesquisa 

contribuindo para o estudo da genética, do câncer, transplantes e imunologia. Além 

disso, os camundongos servem de modelo simplificado do comportamento humano, 
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são de fácil criação, manipulação, reprodução rápida e possui grande diversidade 

genética (SOARES; PONTES-DE-CARVALHO; SANTOS, 2001; FERREIRA; 

HOCHMAN; BARBOSA, 2005). Os camundongos da linhagem Balb/c Nude 

imunodeficientes são conhecidos como atímicos, sendo um dos modelos mais usados 

em pesquisas científicas, pois não rejeitam transplantes de doadores; transplantes 

xenogenéticos e não são histocompatíveis. São utilizados para estudo do câncer de 

fatores da transformação maligna, invasão, metástase e avaliação de resposta à 

terapia. As células tumorais humanas são inoculadas nos camundongos sob a pele 

ou no órgão de origem, o desenvolvimento do tumor se dará em 1 a 8 semanas, mas 

pode ser em 1 a 4 meses ou mais, permitindo estudo de terapias in vivo (SOARES; 

PONTES-DE-CARVALHO; SANTOS, 2001, RICHMOND; SU, 2008). Sendo assim, o 

estudo do câncer de mama utilizando camundongos imunodeficientes é uma boa 

alternativa para crescimento tumoral e aplicação de terapia, a qual exibe uma 

excelente eficiência.  

A atividade antitumoral in vivo da NB foi investigada em camundongos 

enxertados com células MDA-MB-468. O complexo NB foi capaz de inibir o 

crescimento do tumor na dose testada. Não foram encontradas alterações 

significantes no peso corporal dos animais e nem nos parâmetros hematológicos 

analisados, indicando baixa toxicidade da droga. 

O xenoenxerto realizado seguiu o padrão descrito por LI et al. (2016), que 

utilizou 5x106 células da linhagem celular MDA-MB-468 no desenvolvimento do tumor 

triplo negativo. O crescimento tumoral pode acontecer de 1 a 8 semanas, podendo 

prolongar até 4 meses ou mais para atingir um volume tumoral adequado, permitindo 

estudo de terapias in vivo (SOARES; PONTES-DE-CARVALHO; SANTOS, 2001, 

RICHMOND; SU, 2008). Dessa maneira, o crescimento tumoral nos camundongos 

utilizados no projeto, levou 14 semanas para atingir o tamanho desejado para 

realização dos experimentos. O crescimento rápido de tumores leva a necrose 

coagulativa, devido ao crescimento rápido da massa tumoral, que supera a 

capacidade de suprimentos pelos vasos do próprio tumor. Este tipo de necrose 

acontece geralmente na região central do tumor, onde não é possível diferenciar os 

efeitos da TFD. No entanto, a necrose causada pela TFD pode ser maior e mais 

dispersa que a necrose coagulativa. Os fragmentos celulares liberados do processo 

de morte induzem infiltrados inflamatórios, devido à resposta inflamatória. Enquanto 

que o tecido conjuntivo em resposta ao tratamento, forma fibrose no local que era 
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preenchido por células tumorais, ocorrendo a morte do tumor. Embora a inoculação 

do flanco e glândula mamária esquerda tenha sido realizada com a mesma 

concentração de células, o tumor se desenvolveu melhor no flanco, quando 

comparado com a mama. Entretanto, isso não causou danos no resultado, pois o 

tumor também cresceu na mama e exibiu uma massa sólida com necrose central. A 

área onde foi desenvolvida a necrose pode ser decorrente de hipóxia tecidual, que 

está ligada a fenótipos de câncer mais agressivo, com alta capacidade de proliferação 

e invasão (ROFSTAD; HALSØR; 2002). 

O grupo sem tratamento apresentou características de um tecido tumoral 

como os aglomerados celulares, nucléolos evidentes, mitoses atípicas, reação 

desmoplásica e infiltrados inflamatórios (Figura 24). A presença de nucléolos 

evidentes e diferentes morfologias importantes classificam a malignidade do tumor, 

que neste caso (TNBC) pode ser relacionado com pior prognóstico (ZHAO, 2018). 

Os resultados mostraram que houve um aumento de regiões de necrose nas 

micrografias dos tumores tratados com NB+TFD em relação ao grupo controle, sendo 

o resultado esperado. Entretanto, as NB+TFD mostraram resultados superiores aos 

tumores tratados com Ce6, pois a maior parte do tumor é composta por extensas 

áreas de necrose, algumas ainda apresentam fragmentos celulares com intensa 

basofilia. Este resultado pode ser explicado comportamento hidrofóbico da Ce6, que 

restringe as aplicações clínicas, devido auto-aglomeração em solução aquosa, 

dificultando sua administração sistêmica e reduzindo os efeitos da TFD (XIAO et al., 

2012; GRAVINA et al. 2018). 

A TFD pode estimular mudanças na membrana plasmática, assim, no 

experimento de hematoxilina e eosina (H&E), observou-se que o tratamento com NB 

+TFD estava relacionado a uma perda mais intensa de tecido tumoral quando 

comparado aos outros tratamentos. A morfologia do tecido tumoral foi 

significativamente modificada após o tratamento com NB+TFD. Esses achados 

confirmam que NB+ TFD teve um efeito terapêutico significativo sobre os tumores.  

Com base nesses argumentos, neste estudo, o teste quantitativo de PCR em 

tempo real foi utilizado para avaliar a expressão relativa de genes relacionados à 

apoptose para fornecer a identificação da via afetada pelo tratamento com TFD em 

tumores de mama a partir de amostras obtidas in vivo. Os resultados da PCR 

revelaram que a expressão de fatores apoptóticos incluindo Bax, Bcl-2, Caspase 3 e 

8, SOD2, 14-3-3 Sigma aumentou significativamente no grupo NB+TFD em 
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comparação ao grupo controle. O aumento da expressão confirma que o encolhimento 

tumoral neste grupo pode estar associado à ocorrência de apoptose através das 

mitocôndrias. Como resultado, foi demonstrado que TFD e NB aumentaram a 

expressão de genes apoptóticos em células de câncer de mama. Assim, em um 

estudo, eles usaram composições MPEG2000-ZIF/PC (PMs) em combinação com 

TFD induzindo morte apoptótica em células tumorais e observaram um aumento no 

nível de expressão de Caspase3, Bax e Bcl-2 após TFD (CHEN et al. 2021). Além 

disso, um estudo relatou que eles usaram diidroartemisinina (DHA) em combinação 

com TFD para inibir a proliferação de células de câncer de mama e aumentar a 

expressão da proteína caspase 8, sugerindo que ela pode ativar a caspase 3 (DAI et 

al., 2021). Em outro relato, o estudo utilizou ftalocianina de zinco (M2TG3) associada 

à TFD para tratar diversos tumores e observou que o M2TG3 poderia causar morte 

celular por diversos mecanismos, dependendo da condição das culturas celulares, 

modelo e disponibilidade de oxigênio, revelou que a hipóxia aumentou a nível de 

superóxido dismutase (SOD2) (KUCINSKA et al., 2021). Além disso, relatos de um 

estudo com a proteína 14-3-3 mostrando que sua associação com a proliferação de 

células tumorais e apoptose indica sua presença em câncer com pior prognóstico (LI 

et al., 2014). Portanto, vale ressaltar que não foram identificados efeitos colaterais 

decorrentes da técnica de tratamento em camundongos, o que é uma vantagem em 

relação a algumas terapias convencionais, como a quimioterapia. 

 

4.4 CONCLUSÃO DO CAPÍTULO 
 

Os resultados da aplicação in vivo mostraram resultados coerentes com os 

registrados em in vitro. A utilização da TFD associadas a NB permite resultados 

superiores ao da Ce6, pois a análise histológica mostrou que a maior parte do tumor 

é composta por extensas áreas de necrose, algumas ainda apresentam fragmentos 

celulares com intensa basofilia. Outro resultado importante obtido pela técnica de 

citometria de fluxo foi aplicação da NB como nanomarcador de EGFR, permitindo 

diferenciar as linhagens celulares estudadas. Dessa forma, a NB pode ser utilizada 

como marcador específico por meio do grupo ativo EGF, como na TFD como 

fotossensibilizador. As nanossondas forneceram um efeito de direcionamento na 

entrega potencial de drogas ao tumor, exibindo biocompatibilidade avaliada por 

análise de contagem de leucócitos. Essa análise mostrou regressão tumoral, devido 
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a danos teciduais causados pela TFD, como necrose e/ou apoptose. O dano tecidual 

e a regressão tumoral foram avaliados por análise histopatológica e RT-qPCR, que 

determinaram as alterações promovidas nos marcadores que regulam a regressão 

tumoral, mostrando aumento da expressão de fatores apoptóticos (Bax, Bcl-2, 

Caspase 3 e 8, SOD2, 14- 3-3 Sigma), no grupo tratado com NB+TFD apresentando 

maior envolvimento. Portanto, visando a necessidade de novas tecnologias contra o 

câncer de mama, estudamos um tratamento menos invasivo e com menos efeitos 

colaterais.
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5 CONCLUSÃO GERAL 
 

Esta tese teve por objetivo avaliar a ação antitumoral e toxicológica de NB na 

TFD em modelo animal, visando o desenvolvimento de um método inovador para o 

tratamento contra o câncer de mama. Os testes in vitro na linhagem normal foram 

determinantes para as aplicações in vivo, na qual foi avaliado a eficiência da terapia 

no acometimento do tecido adjacente utilizando as NB. Foi observado maior 

viabilidade celular determinando alta produção das espécies reativas de oxigênio, bem 

como o tipo de morte celular ocasionadas pela ação das NB. 

Para os animais tratados com TFD associada às NB, observamos uma 

regressão tumoral em virtude de danos teciduais como a necrose e/ou apoptose, que 

foram avaliados pelas análises histopatológicas e foram realizadas análises 

quantitativas pela PCR em tempo real, determinando alterações promovidas nos 

marcadores que regulam a regressão do tumor. Os tumores gerados nos animais 

apresentam características morfológicas e a expressão das proteínas apoptóticas 

alteradas, sendo um resultado positivo para o estudo confirmando a expressão do 

fator tecidual, na qual foi significativamente maior no grupo NB, quando comparada 

ao grupo controle.  

Neste trabalho evidenciamos a terapia, visando uma excelente 

biocompatibilidade e citotoxicidade, em apresentamos maior acometimento no tecido 

maligno, minimizando os efeitos colaterais ocasionados pela quimioterapia e 

radioterapia em tecido normal. Lembrando que a terapia também pode ser utilizada 

de forma conjunta, devido à complexidade desta doença.
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