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RESUMO

O cancer € uma doenca na qual ocorre a proliferacdo desordenada de células
indiferenciadas, decorrente de mutacdes genéticas. Seu tratamento € feito por
quimioterapia, radioterapia ou cirurgia, a depender da localidade e estadiamento.
Devido a gravidade da doenca e as complicacfes de seu tratamento, pesquisas sédo
realizadas com o objetivo de aperfeicoar este tratamento, € nesse cenario que o ramo
da nanobiotecnologia é promissora, e dentro desse ramo se encontra o estudo das
nanoparticulas. Para esta pesquisa, foram sintetizadas nanoparticulas esféricas de
silica pelo método Stbéber, as quais foram dopadas com ftalocianina de zinco e
recobertas com PVP, e PVP e &cido folico. As nanoparticulas apresentam um
tamanho médio de 61nm, com potencial zeta médio de -30,7mV, as imagens do MET
demonstram que elas estdo agregadas e de acordo com graficos do FTIR o
recobrimento com PVP e acido félico foi realizado com sucesso. As nanoparticulas
sem recobrimento apresentaram uma melhor biocompatibilidade em relacdo as
recobertas. Quanto a internalizacdo, as imagens da microscopia confocal
demonstraram que as nanoparticulas de silica recobertas com PVP e &cido folico
foram internalizadas pelas células CT-26 e que as mesmas se encontram no
citoplasma destas células, as demais formulacdes ndo foram internalizadas. Diante
disto, tem-se que o recobrimento com acido félico favoreceu a internalizacdo das

nanoparticulas de silica, no entanto, a biocompatibilidade pode ser otimizada.

Palavras chave: Nanotecnologia, Nanoparticulas, Terapia Fotodinamica, Ensaios

Bioldgicos.



ABSTRACT

Cancer is a disease in which disordered proliferation of undifferentiated cells occurs
due to genetic mutations. Your treatment is done by chemotherapy, radiotherapy or
surgery, depending on the locale and staging. Due to the severity of the disease and
the complications of its treatment, research is carried out with the aim of perfecting this
treatment, it is in this scenario that the branch of nanobiotechnology is promising, and
within this branch is the study of nanoparticles. For this research, spherical silica
nanoparticles were synthesized by the Stober method, which were doped with zinc
phthalocyanine and coated with PVP, and PVP and folic acid. The nanopatrticles have
an average size of 61 nm, with a mean zeta potential of -30.7 mV, the TEM images
show that they are aggregated and according to FTIR plots the PVP and folic acid
coating was successfully performed. The nanoparticles without coating presented
better biocompatibility than the coated ones. As for the internalization, the confocal
microscopy images showed that the silica nanoparticles coated with PVP and folic acid
were internalized by the CT-26 cells and that they are found in the cytoplasm of these
cells, the other formulations were not internalized. In view of this, it has been shown
that the folic acid coating favored the internalization of the silica nanoparticles,

however, the biocompatibility can be optimized.

Keywords: Nanotechnology, Nanoparticles, Photodynamic Therapy, Biological

Assays.
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1. INTRODUCAO

Os quimioterapicos utilizados no tratamento do cancer sdo drogas geralmente
citotoxicas, de baixa solubilidade e pouca seletividade, por isso, necessitam ser
administrados em doses elevadas e geram efeitos colaterais indesejados. Uma
alternativa para este problema, € o desenvolvimento de nanocarreadores, como 0s
dispositivos com nanoparticulas de silica funcionalizadas, capazes de transportar e
liberar estas drogas com maior seletividade, seguranca e com menores efeitos
colaterais.

As nanoparticulas de silica possuem grande utilidade no campo biomédico, sao
aplicadas como parte de dispositivo de diagndstico, bio-sensoriamento, entrega
direcionada de drogas, e fototerapia. Sua composicdo pode ser alterada a fim de
atingir coeficientes de particdo e permeabilidades especificas, aumentando assim sua
biodisponibilidade no organismo e, consequentemente, sua eficacia.

As nanoparticulas de silica possuem caracteristicas que as tornam bastante
atrativas, como sua grande area de superficie, tamanho ajustavel, elevada capacidade
de carregamento de moléculas ativas, alta biocompatibilidade, efeito de permeacéao e
retencdo nos tumores soélidos (ZHANG et al.,2013), facilidade de escalabilidade, boa
estabilidade quimica, térmica, fisioldgica (para a degradacdo enziméatica) e também,
sdo passiveis de modificacdes quimicas em suas superficies e composicéo interna
(BAEZA; COLILLA; VALLET-REGI, 2014; WONG et al.,2017a), o que as tornam
nanocarreadores ideais.

A superficie de uma particula é o principal meio de interagcdo com o ambiente,
esta pode ser modificada para controlar sua seletividade e como o0 ambiente responde
diante de sua presenca (BAEZA; COLILLA; VALLET-REGI, 2014), nesse sentido, é
importante pensar na relagdo superficie/volume das nanoparticulas de modo que as
modificacdes aumentem, o maximo possivel, 0 tempo que elas permanecem em
circulacao para garantir o acumulo nos tumores, sua seletividade e minimizar sua
destruicéo pelo sistema imune.

Nanomateriais para aplicagbes biomédicas podem ser obtidos pela
funcionalizagdo das nanoparticulas de silica (SONG; YANG, 2015), pois a superficie
do o6xido de silicio é reativo e pode sofrer diferentes reagdes e interagdes quimicas

que permitem a fixacdo de diferentes grupos funcionais que podem ser aplicados ao
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direcionamento as células alvo, liberacdo modificada de farmacos e como
fotossensibilizadores moleculares para terapia fotodinamica (WONG et al., 2017 b).

Em relacéo a funcionalizacdo das nanoparticulas visando o direcionamento da
entrega seletiva de farmacos, varias estratégias sdo usadas para tanto, entre elas a
funcionalizagdo com anticorpos, ou fragmentos de anticorpos, peptideos, ou proteinas
inteiras e diferentes ligantes de receptores celulares como o &cido félico. O &cido félico
€ uma molécula pequena, importante para o ciclo celular das células e tem sido
explorado como ligante de nanoparticulas visando o direcionamento destas as células
alvo (BAZAK et al., 2014).

O @)
HO OH
Oy NH
H
HQNYN _N
| ]\/
N NH
Y
O
FIGURA 01 - Estrutura quimica do acido félico. Fonte:

www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/folicacid.

Como dito anteriormente, as nhanoparticulas de silica podem ser utilizadas para
a terapia fotodinamica, para tanto, as mesmas precisam de um fotossensibilizador
impregnado em sua superficie. A ftalocianina de zinco (Figura 02) € um
fotossensibilizador que possui a capacidade de absorver comprimentos de onda na
faixa de 650 a 850 nm e, por reacdo fotoquimica, resultar na formacéo de espécies
reativas de oxigénio (WANG et al., 2010).

Com este trabalho pretende-se estudar os parametros de sintese e
funcionalizac&o de nanoparticulas de silica com acido félico visando controle de forma
e carga de superficie. Espera-se obter nanoparticulas de oxido de silicio recobertas
com acido félico, e que esta funcionalizacdo possa diminuir a toxicidade em cultura
celular e favorecer o direcionamento seletivo em células alvo, e que assim como a
forma esférica da nanoparticula, a compatibilidade do &cido félico com tecidos

tumorais favoregam a internalizagéo celular.
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FIGURA 02 - Estrutura quimica do acido félico. Fonte:
www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/zincphthalocyanine.

2. REVISAO DE LITERATURA

O cancer é uma das principais causas de 6bitos em humanos. E uma doenca
que resulta da proliferacdo desordenada de células anormais, esta proliferacdo é
decorrente de mutacfes no material genético, as quais possuem multiplos fatores
influenciadores, tais como fatores genéticos, ambientais e epigenéticos. Uma das
principais caracteristicas do cancer é que as células cancerosas possuem
modificagdes nos mecanismos reguladores do ciclo celular, além da habilidade de
invadir tecidos vizinhos por meio da degradacao da lamina basal, sendo que essa
caracteristica pode originar o aparecimento de varios focos neoplasicos metastaticos
(RODRIGUES, 2014).

Segundo o INCA, a estimativa é que para o biénio 2018-2019, no Brasil, haja a
ocorréncia de 600 mil novos casos de cancer. Como demonstra a Figura 03, os
canceres de prostata, para homens, e de mama, para mulheres, serdo os mais
incidentes (INCA, 2017).

Devido a gravidade desta doenca grandes esfor¢os séo feitos com a finalidade
de melhorar o tratamento do cancer, sendo que este pode ser tratado com o uso de
quimioterapia, radioterapia, cirurgia, ou ainda, combinacbes destes tratamento a
depender do estadiamento da doenca (RODRIGUES, 2014). No entanto, nem todos
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0S casos sdo passiveis de cirurgia, e tanto a quimioterapia quanto a radioterapia

podem ser debilitantes por si mesmos.

Prostata 68.220 NT% Homens Mulheres Mama Feminina 59.700 29.5%
Tragueia, Bronguio & Pulmio 18.740 BT% Cdlon e Reto 18.980 94%
Cdlon e Reto 17.380 B1% Colo da Utero 16.370 B.1%
Estomago 13.540 B,3% Traqueia, Bronguio e Pulmao  12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 52% Glandula Tirepide 3.040 4.0%
Esdfago 8.240 3.6% Estémago 7.7al 3.8%
Bexiga 6.600 3.1% Corpo da Utero 6.600 33%
Laringe 6.390 30% Owirio 6.150 3.0%
Leucemias 3.840 2.8% Sisterna Mervoso Central 5.510 2.7%
Sistema Nervoso Ceniral 5.810 27% Lewcemias 4,860 24%

*Mumeros arredondados para miltiplos de 10.

FIGURA 03 — Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes
estimados para 2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma. Fonte: Instituto Nacional
do Cancer (INCA), Estimativa Cancer, 2018.

Os quimioterapicos sdo um grupo de drogas com alta eficacia em matar células
cancerosas, entretanto sdo poucos seletivos, 0 que leva a toxicidade induzida por
drogas em tecidos saudaveis (BAZAK et al., 2014), é dessa inespecificidade no alvo
de acdo que vem os efeitos colaterais, por vezes debilitantes, o que acaba limitando
0 uso destas drogas na terapia anticancer, por isso pesquisadores em todo mundo
estdo em busca de alternativas que melhorem a seletividade dos quimioterapicos e a
nanobiotecnologia tem sido um ramo promissor nesse aspecto.

Além da baixa seletividade, os quimioterapicos nem sempre conseguem matar
todas as células neoplasicas, fazendo com que as sobreviventes criem mecanismos
de resisténcia aos antineoplasicos, por isso, se faz necessario o0 uso de novos
sistemas de tratamento que levem ao acumulo de droga no local do tumor, de forma
mais especifica e segura para que se aumente a eficiéncia e seguranca da
guimioterapia, e € por isso que a entrega modificada de farmacos usando
nanoparticulas tem ganhado grande foco nas pesquisas biomédicas (DE OLIVEIRA et
al., 2016).

As nanoparticulas tém se mostrado uma ferramenta bastante Gtil no tratamento
do céncer, tanto que a FDA (Food and Drug Administration) ja aprovou duas
nanoparticulas comercialmente disponiveis (Doxil e Abraxane), ambas demonstraram

a reducao do efeito colateral em comparacdo a quimioterapia convencional, sem o
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uso de nanossistemas (DE OLIVEIRA et al.,, 2016). Uma das caracteristicas que
tornam as nanoparticulas tao atrativas € o fato de que seu tamanho reduzido propicia
o efeito de permeacéo e retencdo aumentada (EPR) em tumores sélidos, sendo que
o tamanho ideal para melhorar este efeito € menor que 100 nm (DE OLIVEIRA et al.,
2016).

Dentre os varios tipos de nanoparticulas, as de silica sdo um grande destaque,
isto devido a estabilidade quimica, mecanica, térmica, biolégica, além da alta
capacidade de reatividade superficial e da biocompatibilidade que a silica possui.
Outras vantagens das nanoparticulas de silica é que estas sdo de producédo simples,
com uma boa relagéo custo-eficiéncia e de fabricacéo escalavel (SILVA FILHO, 2016).

Para compreender as muitas caracteristicas das nanoparticulas de silica é
preciso entender mais sobre este material. A silica € um 6xido inorganico formado por
tetraedros de SiO4#, essas unidade tetraédricas estdo arranjadas de maneira aleatéria
em seu interior e ligadas por pontes de siloxanos =Si-O-Si=, jA em seu meio externo,
estdo presentes os grupos silandis, que sao grupos hidroxilas unidos ao silicio,
preenchendo assim, seu numero de coordenacao (MUTTI, 2015). A caracteristica de

alta reatividade das nanoparticulas de silica sdo devidas aos grupos silandis.

O

FIGURA 04 - llustragdo de uma possivel representacdo da estrutura de uma

nanoparticulas esférica de silica. Fonte: MUTTI, 2015.

As nanoparticulas de silica por si sO ja apresentam muitas vantagens, porém,
a fim de atender melhor as condigBes biologicas e de direciona-las a alvos especificos,

estas sdo funcionalizadas. A adicdo de ligantes a superficie das nanoparticulas de

17



silica permite o direcionamento das mesmas as ceélulas alvo, ou ainda a
compartimentos subcelulares, diminuindo a exposicdo sistémica de drogas
encapsuladas, o que leva a reducdo da toxicidade indesejada dos quimioterapicos
(BAZAK et al., 2014) e uma maior seguranca do tratamento.

Para além da seguranca terapéutica que o direcionamento das nanoparticulas
traz, 0 seu uso pode ainda suprimir a resisténcia a multiplas drogas, ja que elas evitam
o efluxo mediado pela glicoproteina P (BAZAK et al., 2014).

O acido folico é componente essencial para o ciclo celular, pois € utilizado para
a biossintese de purinas e pirimidinas, por isso a sua captacdo é facilitada por
receptores, por isso seu uso visando o direcionamento das nanoparticulas tem sido
explorado. Dentre os receptores de &acido fdlico, o receptor de folato ligado a
glicosilfosfatidilinositol de alta afinidade (FR) possui grande destaque, embora esse
receptor tenha uma distribuicao limitada, o FR acaba desempenhando um papel muito
importante para o desenvolvimento de tumores, por isso ele é suprarregulado em
alguns tipos de canceres (BAZAK et al., 2014). O FR é capaz de transportar acido
félico, mesmo em suas formas nao fisioldgicas e até nanoconjugados ligados ao folato
(BAZAK et al., 2014).

As vantagens da funcionalizacdo de nanoparticulas com &cido félico vdo muito
além da sua interacdo com o FR, ja que estd € uma molécula estavel, relativamente
barata e por seu baixo peso molecular, possui a propriedade quimica de conjugacao
simples e ndo imunogenicidade para o funcionamento do ciclo celular, quando
internalizado, 0 mesmo costuma ser retido em uma vesicula endocitica ou mesmo
liberado no citoplasma, ao contrario de outros ligantes, que por vezes, apos a
internalizacao, sdo levados para dentro de lisossomos para a sua destruicdo (BAZAK
et al., 2014).

As nanoparticulas, podem ser veiculos de terapias combinadas, ou seja, além
de direcionar o tratamento quimioterapico, elas podem ser utilizadas também para a
terapia fotodin@mica (TFD). Para canceres refratarios e recidivantes, essa terapia
combinada tem sido muito utilizada e se mostrado bem eficaz (WONG et al.,2017a).

A terapia fotodinamica tem se mostrado um tratamento promissor, nao invasivo
(CROISSANT etal., 2018), no qual se ha a producéo de espécies reativas de oxigénio,
como o oxigénio singleto, um composto citotoxico que causa danos as células

cancerosas (WONG et al.,2017a). A TFD, pode até ser usada como uma modalidade
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de tratamento isolado, entretanto em combinacdo com outros métodos, como por
exemplo, 0s quimioterapicos, que resultam em um tratamento mais eficaz por induzir
diferentes vias citotoxicas ao tumor (WONG et al.,2017a).

As nanoparticulas de silica sdo um dos nanocarreadores ideias para a TFD,
pois podem tolerar varias condi¢des de rea¢des quimicas, sendo que para se alcancar
a TFD estas nanoparticulas precisam ser carregadas com fotossensibilizadores, como
as hematoporfirinas e ftalocianinas (WONG et al.,2017a). Fotossensibilizadores
formulados em nanoparticulas sdo mais estaveis em meio biolégico, tem seu tempo
de circulacdo melhorado e sua seletividade otimizada gracas ao efeito de permeacéo
e retencdo aumentada (EPR) (CROISSANT et al., 2018).

Para incrementar as nhanoparticulas voltadas a TFD, essas podem ser
sintetizadas como luminescentes, as mesmas podem ser dopadas com terras raras,
elementos que possuem propriedades 6pticas resultantes do preenchimento parcial
dos orbitais 4f (SOUSA FILHO et al., 2015). A vantagem de se usar nanoparticulas de
silica luminescentes na TFD € que quando expostas a uma certa radiacdo as
nanoparticulas emitem luminescéncia, que podem ser capazes de ativar o agente

fotossensibilizador incorporado a essas nanoparticulas (ROZ et al., 2015).

3. JUSTIFICATIVA

As drogas antitumorais sdo de baixa seletividade, o que leva a geracdo de
efeitos colaterais indesejados que geram desconforto e ndo adeséo ao tratamento.
Adicionalmente, a baixa eficiéncia dos farmacos convencionais, resultado de
seletividade reduzida, também €& um fator que revela a necessidade do
desenvolvimento de novas formas farmacéuticas com maior eficiéncia e baixo efeito
colateral.

Nesse sentido, o estudo de nanoparticulas de 6xido de silicio com superficies
funcionalizadas é promissor. Além do aspecto inovador do tema, o presente plano de
trabalho envolve a maioria das etapas necessérias para a aplicacdo do material como
droga quimioterapica, desde o preparo até os testes biologicos. Neste trabalho serao
desenvolvidos conceitos quimicos, atraves do estudo das reacdes de sintese de

preparo dos materiais. Conceitos fisicos, envolvidos nos ensaios analiticos que serao
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utilizados na caracterizacdo das amostras. E conceitos de biologia, contido dos

experimentos com cultura de células, viabilidade celular e internalizagéo.

4. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho € obter nanoparticulas esféricas de 6xido de
silicio dopadas com terras raras e recobertas com acido folico visando favorecer a
internalizacdo por células tumorais. Além disso pretende-se alcancar os objetivos
especificos a seguir:

e Caracterizar a morfologia das nanoparticulas por microscopia eletrénica de
transmisséo;

e Caracterizar a composicdo molecular das nanoparticulas por espectroscopia
de absorc¢ao no infravermelho;

e Avaliar a carga superficial e o tamanho hidrodindmico das nanoparticulas a fim
de avaliar a estabilidade coloidal;

e Avaliar a toxicidade das nanoparticulas em diferentes composicbes pelo
método MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]) em
linhagem celular de fibroblastos murino (NIH 3T3);

e Avaliar a internalizacdo das nanoparticulas em linhagem celular de cancer

colorretal murino (CT-26) avaliados por microscopia confocal.

5. METODOLOGIA
5.1. Sintese das nanoparticulas

As nanoparticulas esféricas de silica foram obtidas por nanoemulséo agua-0leo
estabilizada com surfactante. Resumidamente, adaptando o método de Stober, foram
utilizados os seguintes reagentes: AoT (Bis(2-ethylhexyl) sulfosuccinate), ciclo-
hexano, tetraethylorthosilicate (TEOS), hidroxido de aménio (1mol/L), etanol absoluto,
terras raras (érbio e itérbio) e dgua. Essa solucdo passou por um processo de
hidrolise, que dura 24 horas e acontece sob agitacdo a 50°C, em seguida, ocorre a
condensacéao catalisada por base, onde foi adicionado hidréxido de amoénio (2 mol/L).
A condensacao ocorreu ao longo de 72 horas, periodo em que as nanoparticulas
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ficaram guardadas ao abrigo da luz. Ap6s a condensacao, as nanoparticulas foram

lavadas com acetona e deixadas na estufa a 50°C overnight para secagem.

Método de Stéber adaptado

|

) Reagentes: AoT, ciclohexano, hidréxido de
amonio, etanol, TEOS, terras raras e agua

4 - 24 horas;
HIDROLISE — = . Sob agitacdo e
. @ aquecimento.
- Hidroxido de ' = -
aménio 2 mol/L; . | CONDENSACAO
- 72 horas.

Lavagem e secagem

FIGURA 5 — Esquema do método de sintese das nanoparticulas. Fonte: autor.

O recobrimento das nanoparticulas foi realizado por meio de adsor¢éo simples.
Foi preparada uma solucdo com ftalocianina de zinco e tetrahidrofurano (THF), e
separado aliquotas desta solucéo, nas quais foram adicionados poly(vinylpyrrolidone)
(PVP) e &cido fdlico, ou apenas o PVP. Nestas solu¢des foram adicionadas as
nanoparticulas, as quais ficaram sob agitacédo até a completa evaporacao do solvente,
onde entdo foram levadas a estufa a 50°C para secagem e posteriormente

armazenadas ao abrigo da luz.

Recobrimento

|

Reagentes: THF, ftalocianina
de zinco, PVP e acido folico

: e

EVAPORACAO DO —_—
SOLVENTE | o o

Secagem

|

Armazenamento
ao abrigo da luz

FIGURA 06 — Esquema do recobrimento das nanoparticulas. Fonte: autor.

- Sob agitacdo
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5.2. Ensaios de caracterizacao

As caracteristicas morfolégicas das nanoparticulas sintetizadas foram
avaliadas por meio do Microscopio Eletrénico de Transmissédo (MET), sendo esta uma
técnica eficiente para estudo de morfologia e tamanho de nanomateriais (DA COSTA,
2018).

As amostras das formulacdes das nanoparticulas foram diluidas (1mg da
amostra em 1mL de agua deionizada) e vortexizadas por 5 minutos. Uma aliquota da
amostra foi aplicada em telas de microscopia eletrénica de transmissédo e apés a
evaporacao do solvente a analise foi realizada no microscopio eletrénico JEOL (JEM-
1011) da Universidade de Brasilia.

Para caracterizacdo da composicado das nanoparticulas, a fim de identificar as
ligagOes formadas e as interagdes intermoleculares, foi avaliado o espectro vibracional
na regido do infravermelho (FTIR), o espectro foi avaliado no intervalo de nimero de
onda de 4000 a 400 cm-1. As amostras foram dispersadas e pastilhadas em KBr na
proporcao de 1% (m/m) da amostra e analisadas no Espectofotometro FTIR da FCE/
Universidade de Brasilia.

A estabilidade das amostras foi testada por meio do diametro hidrodinamico e
potencial zeta no Zetasizer (ZS90, Malvern — Universidade de Brasilia). As medi¢cbes
foram realizadas em triplicata, onde as nanoparticulas foram suspensas em solucéo

aguosa a 0,5% (m/v) e vortexizadas por 1 minuto.

5.3. Ensaios bioldgicos

Para este estudo, foram utilizados a linhagem celular de fibroblasto murino (NIH
3T3) e linhagem de cancer colorretal murino (CT-26). Estas linhagens foram cedidas
pelo grupo de pesquisa do professor Luis Alexandre Muehlmann do Instituto de
Biologia — UnB. As linhagens, depois de descongeladas, foram mantidas em garrafas
de cultivo na incubadora a 37 °C, 80% de umidade e atmosfera de 5% CO..
Subculturas foram estabelecidas conforme necessidade de cada tipo celular. A
realizacdo das subculturas foram feitas assim que as células apresentavam
monocamada com confluéncia de 80%, onde estas passavam por processo de

dissociacdo enzimética com Tripsina-EDTA 0,25%. Assim que as células estivessem
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desprendias, adicionou-se meio de cultivo na garrafa para inativar a enzima, esta
solugcdo foi centrifugada a 3000 rpm por 3 minutos. Apdés a centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas. Para uma nova garrafa
eram transferidas 20% das células viaveis, as quais foram quantificadas usando 10
UL da suspenséao de células e 90 pL do corante Azul de Tripan 0,4% em PBS (solucao
tampéao fosfato). O corante utilizado ndo penetra em células com membranas intactas,
sendo, assim, possivel fazer a contagem das células viaveis aplicando 10 pL da
suspencao em hemocitbmetro de Neubauer.

Para os teste de viabilidade e de internalizacdo, se fez necesséario o
plagueamento das subculturas celulares. Para o plagueamento, primeiro se
suplementa o meio de cultivo utilizado, no caso o DMEM (modificagdo do meio Eagle
Dulbecco), com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibi6tico, depois se faz a
dissociacao enzimatica das células da garrafa, de modo semelhante a realizacédo das
subculturas, s6 que apdés a contagem do nimero de células, estas sdo passadas para
placas de 96 ou 12 pocos, conforme teste a ser realizado, sendo que para a placa de
96 pocos colocou-se, em média, 1X10* células/poco, e na placa de 12 pocos, 5X104

células/pocgo.

5.4. Ensaios de toxicidade

A toxicidade das formulacdes das nanoparticulas de silica foi realizada por
avaliacdo colorimétrica do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
tetrazolium]). Depois do plagueamento da linhagem NIH 3T3 em placas de 96 pocos,
fez-se o tratamento com as nanoparticulas de silica em triplicata, em 2 concentracdes
(1 mg/mL; 0,5 mg/mL) por 24 horas.

O MTT interage com as desidrogenases da mitocondria das células viaveis,
onde o este é reduzido a formazan. O formazan, possui morfologia de cristal, cor
purpura e € hidrofébico, caracteristicas que permitem que a quantificacdo do mesmo
seja feita por espectro de absorbancia no comprimento de onda de 595 nm em leitor
de placas acoplado a espectrofotometro (RODRIGUES, 2014). Quanto maior a
producdo de formazan por poco, consequentemente, mais células viaveis se tem e

menos toxico é a formulagéo testada.

23



5.5. Ensaios de internalizacao

Para a verificacdo da internalizacdo celular das nanoparticulas de silica
funcionalizadas com ftalocianina de zinco, foi utilizada a linhagem celular de cancer
colorretal murino (CT-26). As linhagens celulares foram plaqueadas em placas de 12
pocos com laminula de 20 mm de didmetro ao fundo. As formulagbes das
nanoparticulas foram testadas na concentracédo de 0,125mg/mL, apds o periodo de
incubacédo de 15 minutos da células CT-26 com as nanopatrticulas, as células foram
lavadas com tampao fosfato (PBS). Para a marcagdo do nucleo das células foi
utilizado o corante DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol), depois de coradas por 15 min
em temperatura ambiente, as células foram lavadas com PBS duas vezes e as
laminulas retiradas e colocadas em lamina. As laminas foram levadas para o
microscopio confocal (SP5, Leica — Universidade de Brasilia), onde foram utilizados
0s comprimentos de onda para excitacado e emisséo de 358 e 461nm para o corante

DAPI e 405 e 633nm para a ftalocianina de zinco.

5.6. Analise de dados

A partir das absorbéancias (abs.) obtidas pelo método MTT foi realizado o

calculo de viabilidade celular (VC), conforme equacéo:
VC = (abs.qmostra* 100%) + abs.controte

Os valores obtidos, em porcentagem, foram analisados pelo programa

GraphPad Prism 7 para geracao dos graficos.

Os gréficos resultantes do FTIR foram produzidos utilizando o programa Origin
Pro 8.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Caracterizacdo das Nanoparticulas

A avaliagéo da estabilidade coloidal das nanoparticulas de silica foi realizado
por meio do ensaio de espalhamento dinamico de luz, onde se obteve os dados da
Tabela | que apresenta os valores de potencial zeta e didmetro hidrodindmico das

formulacdes de nanoparticulas.
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TABELA | — Valor médio do potencial zeta (Zt) e do didametro hidrodindmico (DH).

Nanoparticulas DH (nm) Zt (-mV)
Nano 1 56 - 33,0
Nano 2 65 -31,4
Nano 3 63 -27,9

Nano 1: nanoparticulas de silica sem recobrimento e sem ftalocianina de zinco. Nano
2: nanoparticulas de silica dopadas com ftalocianina e recobertas com PVP e folato.
Nano 3: nanoparticulas de silica dopadas com ftalocianina e recobertas com PVP.

Um nanocarreador é avaliado por suas caracteristicas, tais como tamanho e
carga de superficie, estes devem possuir tamanho entre 10 e 100 nm e carga
superficial neutra ou anibnica, proporcionando assim um escape da filtracdo e
eliminacao renal e metabolizacdo no figado, contribuindo assim para um maior tempo
de circulacdo das nanoparticulas (GULLOTTI; YEO, 2009; IYER et al., 2006), visto
que as nanoparticulas avaliadas apresentaram tamanho entre o intervalo de 10 a 100
nm e carga de superficie anidnica, estas se encaixam nas carateristicas acima citadas
de bons nanocarreadores.

A morfologia das nanoparticulas de silica em suas diferentes formulacdes
foram avaliadas por meio da microscopia eletronica de transmissédo, todas

apresentaram-se esféricas, e com aspecto poroso, como demonstra a Figura 07.

FIGURA 07 — Nanoparticulas de silica sem recobrimento visualizadas por microscopia

eletrbnica de transmissao.
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A composicdo das nanoparticulas foram avaliadas por meio do espectro

vibracional na regido do infravermelho.
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FIGURA 08 — Espectro do FTIR das nanoparticulas de silica sem recobrimento.
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FIGURA 09 — Espectro do FTIR das nanoparticulas de silica dopadas com ftalocianina

de zinco e recobertas com PVP e folato.

Na Figura 09 as bandas 1658 e 1606 cm™, que representam respectivamente
as ligacdes C=0 e N-H, podem ser atribuidas ao acido folico (STEVANOVIC et al.,
2008). O PVP, assim como o acido félico apresenta banda em, aproximadamente,

1659 cm?, além das bandas em 1292 e 1443 cm™, no espectro apresentado é possivel
26



observar um pico em 1462 cm, que pode ser atribuido a ligacdo C-N-C, presente no
PVP (ANASUYA et al., 2014).

Nos dois espectro do apresentados na Figura 08 e Figura 09 é possivel
identificar a presenca do TEOS, que possui picos entre 3500 a 3000 cm™, 1168 cm'?,
793 cm?t e 473 cml, gque representam, respectivamente, estiramento O-H,
deformacgéo C-H, deformacgéo Si-O4 e deformacéo O-C-C (RUBIO et al., 1998).

TABELA Il — Identificacdo espectrofotométrica de grupos funcionais.

NUumero de Onda (cm-1) Atribuicéo

3434 Estiramento O — H
2880 Estiramento N — H
1658 C=0

1606 N-—-H

1462 C—N-C

795 Deformacéao Si — 0,
473 Deformacdo 0 — C - C

6.2. Biocompatibilidade

As nanoparticulas de silica, sem recobrimento, foram testadas nas
concentracfes de 1mg/mL e 0,5mg/mL e mantiveram a média de viabilidade celular,
respectivamente, de 77,34 + 2,62% e 85,14 + 3,60% na linhagem de fibroblastos

murino (Figura 10).
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FIGURA 10 — Ensaio de toxicidade de Nanoparticulas de silica sem recobrimento, em

células da linhagem NIH 3T3.

As nanoparticulas de silica dopadas com ftalocianina de zinco e recobertas com
PVP a 10%, obtiveram os seguintes resultados de viabilidade celular 76,10 + 3,47% e

60,28 = 5,39%, nas concentracdes de 1mg/mL e 0,5mg/mL (Figura 11).
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FIGURA 11 - Ensaio de toxicidade de Nanoparticulas de silica dopadas com

ftalocianina e recobertas com PVP, em células da linhagem NIH 3T3.
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As nanoparticulas de silica dopadas com ftalocianina de zinco e recobertas com
PVP a 10% e folato a 5%, obtiveram os seguintes resultados de viabilidade celular
67,08 = 4,04% e 57,69 + 1,88%, nas concentracbes de 1mg/mL e 0,5mg/mL em
células da linhagem NIH 3T3 (Figura 12).
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FIGURA 12 - Ensaio de toxicidade de Nanoparticulas de silica dopadas com
ftalocianina e recobertas com PVP e &cido félico, em células da linhagem NIH 3T3.

A avaliacdo colorimétrica do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difenil tetrazolium]) € utilizada em diversos trabalhos como parametro de
biocompatibilidade, onde se verifica se o material a ser testado de alguma forma

interfere com o bom funcionamento celular.

Como pode se verificar através dos graficos apresentados, houve variacao
entre os resultados das nanoparticulas de silica sem recobrimento e as demais
recobertas com PVP e PVP mais acido folico. No entanto todas se demonstraram
biocompativeis, o que ja era esperado, dado que tanto a silica, quanto o acido félico
sdo materiais conhecidos por sua biocompatibilidade. Alguns fatores podem
influenciar os resultados, como a concentracdo das nanoparticulas, o meio de

crescimento utilizado para as células, entre outros.
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6.3. Internalizacao

A linhagem celular CT-26 foi exposta por 15 minutos as formulacbes de
nanoparticulas sem recobrimento, nanoparticulas dopadas com ftalocianina e
recobertas com PVP, e as nanoparticulas dopadas com ftalocianina e recobertas com
PVP a 10% e folato 5%, todas na concentragéo de 0,125mg/mL. Apenas a formulagao
dopada com ftalocianina e recoberta com PVP e folato foram visualizadas no
citoplasma das células CT-26 (Figura 13). Para as demais formulacdes testadas nao

foi possivel visualizar as células por microscopia confocal.

FIGURA 13 - Visualizacdo por microscopia confocal da internalizacdo das

nanoparticulas de silica dopadas com ftalocianina e recobertas com PVP e folato
pelas células da linhagem CT-26. A: Sobreposi¢cao das imagens B e C, onde em azul
€ 0 nucleo das células e em vermelho as nanoparticulas; B: Em destaque o nucleo
das células coradas pelo corante DAPI; C: Em destague as nanoparticulas de silica

dopadas com ftalocianina no citoplasma das células.

7. CONCLUSAO

Os parametros de sintese utilizados nas formulagbes das nanoparticulas
resultaram no objetivo que se pretendia alcancar, que era uma nanoparticula esférica
gue apresentasse caracteristicas desejaveis a um bom nanocarreador, além de se
obter uma formulacdo de nanoparticulas recobertas com &cido félico, de modo que

este possa facilitar a internalizacdo das nanoparticulas de silica nas células alvo.
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Os ensaios de biocompatibilidade demonstraram que o recobrimento das
nanoparticulas levaram a uma diminuicdo da viabilidade celular em comparagéo as
nanoparticulas ndo recobertas.

Por fim, apenas as nanoparticulas recobertas com acido folico foram
internalizadas pelas células da linhagem de colorretal murinho, demostrando assim

que a presenca do acido folico, como esperado, foi um facilitador dessa internalizacao.
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