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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER E NANOTECNOLOGIA

De acordo com dados do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes
da Silva (INCA)(1), o cancer foi amplamente considerado como uma doenca de
paises desenvolvidos com grandes recursos financeiros. H4 aproximadamente 40
anos, essa situagdo vem sendo alterada, e a maior parte dos casos de cancer pode
ser observada também em paises em desenvolvimento.

Assim, o cancer ganhou uma dimensdao maior tornando-se um evidente
problema de saude publica mundial. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
estimou que, no ano 2030, podem-se esperar 27 milhdes de novos casos incidentes,
17 milhdes de mortes e 75 milhGes de pessoas portadoras da doenca. O maior efeito
desse aumento ira incidir em paises de baixa e média renda (1).

Apesar de décadas de pesquisa existe ainda uma série de desafios nessa
area. E necesséario maior eficiencia dos agentes anti-cancerigenos, diagnosticos
mais precoces e terapéuticas menos agressivas. O desenvolvimento de novos
métodos e tecnologias para melhorar a eficiéncia de entrega de farmacos tem sido
um grande foco de pesquisa. Busca-se a modificagdo nas estruturas dos farmacos
para minimizar as limitacdbes decorrentes da natureza hidrofébica de muitos
farmacos anticancerigenos que impedem a utilizagdo nos modos tradicionais de
administracéo (2).

Importantes solugfes nas limitagbes dos farmacos estdo sendo realizadas
com abordagens nanotecnolégicas, tanto que varios carreadores de farmaco
nanoestruturados foram aprovados para uso clinico, inclusive para terapias
antineopléasicas (3).

A nanotecnologia consiste na habilidade de trabalhar nos niveis atémicos,
molecular e supramolecular (na escala de 1-1000 nandmetros (nm)) (4). O
desenvolvimento da nanotecnologia tem possibilitado a invencéo, caracterizacao,
manipulacdo, fabricacdo e utilizagdo de materiais com novas propriedades e

funcdes, resultado do seu tamanho nanométrico (4, 5).



O termo nanotecnologia foi introduzida pelo engenheiro japonés Norio
Taniguchi em 1974, designando uma nova tecnologia, que ia além do controle de
materiais e da engenharia em microescala. Entretanto, o significado do termo
atualmente se aproxima mais da formulagdo de Eric Drexler, que corresponde a
metodologia de processamento envolvendo a manipulagdo atomo a atomo. A
nanociéncia se refere ao estudo do fendmeno e da manipulagédo de sistemas fisicos
gue produzam informacdes significativas, em uma escala conhecida como nano (10'9
m = 1 nm). Assim, a nanotecnologia foca a caracterizacdo, producdo e aplicacdo de
sistemas e componentes em nanoescala (6).

A nanotecnologia consiste essencialmente em criar materiais, dispositivos e
sistemas com propriedades e aplicagbes inovadoras. A matéria prima dessa
construgcdo sdo os &tomos e moléculas, ou um conjunto deles tais como
nanoparticulas, nanocamadas, nanofios ou nanotubos. A reorganizacdo da matéria
em nanoescala é potencialmente um método econdmico de obter funcionalidade
para obtencéo de produtos com alto valor agregado (7, 5).

A tecnologia de liberacdo controlada de farmacos representa uma das
fronteiras da ciéncia, a qual envolve diferentes aspectos multidisciplinares e pode
contribuir muito para o avango da saude humana. Os sistemas de liberacdo de
drogas oferecem inumeras vantagens quando comparados a outros de
administracdo convencional, como a liberacdo progressiva e controlada do farmaco,
diminuicdo significativa da toxicidade, e maior tempo de permanéncia na circulagédo
sanguinea e uma administracdo segura. O que evita reacdes inflamatoérias locais,
permite 0 uso de doses menores com direcionamento a alvos especificos e ainda a
possibilidade de incorporagéo tanto de substancias hidrofilicas quanto lipofilicas (8).

Assim, as nanoparticulas (NP) podem ser consideradas importantes
candidatas para melhorar a eficiéncia de entrega de farmacos porque elas podem
agir como veiculos de carga util para agentes anti-cancerigenos, possibilitando a
interacdo com sistemas biolégicos e consequentemente a alteragdo de sua
farmacocinética. O uso das NPs explora as vulnerabilidades inerentes dos tumores
(9), isso porque os capilares sanguineos tumorais possuem aberturas com didmetro
entre 200 e 780 nm, assim o uso de NPs com diametro entre 100 e 200 nm
administrados na corrente sanguinea, passam a ter acesso limitado a tecidos sadios,

pois 0S vasos sanguineos que os irrigam permitem a passagem geralmente apenas



de particulas menores que 30 nm. Os tecidos tumorais séo irrigados por vasos que
crescem rapidamente, de forma desordenada e permitem a passagem de particulas
com diametros de até 400 nm (10). Outro fator importante é a drenagem linfatica
tumoral ineficiente que aumenta o tempo de permanéncia das NPs no tecido tumoral
(11). Todos esses aspectos descritos estdo relacionados com o fenédmeno de
“permeacdo e rentencdo aumentadas” (Enhanced Permeability and Retention, EPR),
que descreve o acumulo passivo de nanoparticulas em células tumorais(12).
Diversos tipos de NPs inorganicas tém sido utilizadas no diagndéstico e no
tratamento do céncer, entre elas as nanoparticulas de ouro, de prata e as
nanoparticulas magnéticas e também nanoparticulas poliméricas, como as micelas e
quitosana, nanoparticulas lipidicas sdlidas, lipossomas, existem também os
nanotubos de carbono, os pontos quanticos e as combinacdes dessas NPs.

Na figura a seguir estdo representadas algumas nanoparticulas utilizadas em

tratamentos (13).

(a) (b) (c) (d) (e) () (9)

Figura 1. Modelos esquematicos de nanoparticulas utilizadas em terapias: (a) nanoparticulas
inorganicas; (b) nanoparticulas poliméricas; (c) nanoparticulas lipidicas soélidas; (d) lipossomas; (e)
nanocristais ou pontos quanticos; (f) nanotubos de carbono e (g) dendrimeros (13).



1.2 NANOPARTICULAS EM TERAPIA DE CANCER

7

Para um efeito eficiente de um farmaco contra o cancer é necessério a
superacdo de algumas barreiras fisiolégicas e bioquimicas, entre elas a resisténcia
do tumor a droga, distribuicdo, biotransformacdo e uma boa excre¢do e inativacao
da droga no organismo. Atualmente as terapias mais utilizadas possuem efeitos
colaterais bem definidos, pois as drogas apresentam toxicidade tanto para células
normais, quanto para células tumorais (14).

Nos tecidos tumorais, a baixa vascularizacdo dos tumores diminui o acesso
da droga, impedindo o efeito citotéxico nas células. A diferenca de pH do ambiente
tumoral, a alta pressao intersticial e baixa pressdo microvascular sdo outros fatores
de resisténcia que adiam ou dificultam a entrada de moléculas na regido tumoral.

Outro fator em evidéncia é o MDR (do inglés “multidrug resistence”), fato
comum na quimioterapia, em que as drogas sao retiradas das células, basicamente
por causa da superexpressdo de uma proteina da membrana plasmatica
denominada P-glicoproteina, a qual transporta de forma inespecifica diferentes
moléculas para fora da célula (15, 16).

A associacdo de drogas em sistemas coloidais, os carreadores de drogas,
vém sendo uma grande alternativa na superacado desses mecanismos de resisténcia
celular e ampliagdo da seletividade da droga para células tumorais, amenizando 0s
efeitos colaterais. Uma das formas de superar os mecanismos de resisténcia as
drogas € a adsor¢cdo destas em nanoparticulas de diferentes materiais, como
poliaquilcianoacrilatos, 6xido de titanio e silica gel (17-19).

A biodistribuicdo das NPs depende da constituicdo dos capilares sanguineos
nos orgaos e tecidos, do veiculo de administracdo, do tamanho e das caracteristicas
da superficie das NPs (20). O acumulo especifico de drogas em determinados
tumores é devido a diferentes propriedades das superficies das NPs, ocorrendo
preferencialmente em 6rgdos reticuloendoteliais, o que minimiza a permanéncia
destas na circulacdo sanguinea, a baixa hidrofilicidade pode provocar o aumento da
droga em tumores sélido como o melanoma (20, 19). A difusdo das NPs nos tecidos,
associacao, interiorizacdo e distribuicdo nas células séo fatores imprescindiveis na

terapia de cancer e diagnostico (21)



Como citado anteriormente, ndo é apenas o tamanho um fator relevante nas
NPs, mas a modificagcdo da superficie representa uma grande possibilidade de
aumentar sua permanéncia na circulagdo, melhorar sua interagdo com células e
extinguir os mecanismos de resisténcia as drogas. As nanoparticulas de ouro, por
exemplo, para atuarem de forma ativa em terapias quimicas, precisam ser
funcionalizadas por ligantes como anticorpos, DNA, folato entre outros, para que

reconhecam de forma precisa as células tumorais (22)

1.2.1 Nanoparticulas de Ouro

As nanoparticulas de ouro (Figura 2) possuem especial aplicagdo no
diagnoéstico do céancer, podendo identificar tumores internos mais cedo, de forma
mais eficiente e detalhada do que os métodos usados até agora. E um metal inerte,
por isso também o grande uso na medicina (23-27).

Recentemente foram empregadas sondas de alto desempenho a base de
nanoparticulas de ouro para deteccdo de células de cancer. As NPs permitiram a
imobilizacdo mais facil e eficiente do anticorpo (Cetuximab), que pode interagir com
o receptor fator de crescimento epidérmico seletivamente, sobre a superficie do
cancer. Depois da conjugacdo do Cetuximab com as NPs, uma sonda conjugada ao
Cetuximab com um detector de células tumorais detectou imediatamente o fator de
crescimento epidérmico expresso de forma elevada em células, A431, relacionadas
ao cancer epitelial com até 54 vezes mais especificidade e sensibilidade em
comparacdo a deteccdo do fator de crescimento em células MCF-7 de céancer de

mama humano deficiente em receptores seletivos (28).

Figura 2: llustra a variacdo da coloracdo das solugBes em relacdo ao tamanho relativo das

nanoparticulas de ouro. (Imagem retirada do site http://scienceblogs.com.br.)


http://scienceblogs.com.br

O que torna o ouro realmente especial € a notavel propriedade da superficie
de suas nanoparticulas. Em nanoescala, um grande ndamero de atomos estao
concentrados na superficie das nanoparticulas, desempenhando um papel
importante na sua composi¢do quimica e propriedades fisicas. De fato, os atomos de
sua superficie parecem exibir valéncia incompleta, no sentido que estdo ligados
apenas aos atomos internos, mantendo assim locais externos disponiveis para
interagir como doador e receptor de espécies, ou ligantes. Por esta razdo, as
nanoparticulas do metal podem apresentar um comportamento semelhante ao dos
respectivos complexos de metal, formando ligagbes quimicas seletivas com ligantes
adequados (29).

A grande vantagem de se trabalhar com o ouro consiste no fato desse metal
possuir uma excelente biocompatibilidade e uma sintese relativamente simples,
sendo possivel controlar o tamanho das NPs de diversas maneiras. Outro fator é a
facilidade da alteracdo quimica da sua superficie e na sua caracterizagdo devido a
presenca de uma banda de plasmon de superficie ressonante (30). O modelo fisico
aplicado na compreensdo da interagdo da luz com as particulas € baseado no
comportamento desses plasmons de superficie. Esse fendmeno pode ser
compreendido como uma onda proveniente da oscilagdo coletiva das cargas em um
dado meio; e corresponde a oscilagcao dos elétrons da superficie dos metais(14).

As "variagbes no tamanho e na morfologia provocadas pelas varidveis de
sintese provocam um deslocamento da banda plasmon para maiores ou menores
comprimentos de onda. Esse deslocamento pode ser verificado facilmente através
de espectroscopia UV-Vis (31).

Por meio da influéncia da radiacdo eletromagnética, os elétrons dos atomos
da superficie podem facilmente mover através dos orbitais vazios. As oscilacdes
coerente desses elétrons em ressonancia com a frequéncia da luz d4 origem a
plasmons de superficie, que podem ser exploradas numa vasta gama de aplicacdes
em quimica, biologia e nanotecnologia(32).

Como no fendmeno de ressonéncia plasmon de superficie os elétrons livres
ficam oscilando sobre a superficie metélica, se a nanoparticula for muito menor do
gue o comprimento de onda da luz, um campo eletromagnético em certa frequéncia

induz uma ressonancia, de acordo com a oscilagdo dos elétrons. Nos metais nobres



a ressonancia ocorre na regido do visivel. Essa oscilacdo gera um aumento na
absorcéo da radiacéao (30).

A banda do espectro € resultado da perda de coeréncia dos elétrons que
permite a excitacdo em uma faixa maior de energias. Para o0 ouro, a ressonancia
ocorre por volta de 2,38 eV (520 nm) para particulas proximas a 20 nm de diametro
e essa faixa se altera conforme o tamanho da NP.

A maioria das aplica¢des requerem a estabilizagcdo das nanoparticulas como
dispersbes coloidais, por meio de modificacdo da superficie com espécies
adequadas de coordenacao, tais como ions de citrato, tidis ou surfactantes.(33)

As particulas metalicas desprovidas de moléculas passivantes, que formam
uma camada capaz de estabilizar a particula, podem agregar umas as outras. Para
tanto, o uso de nanoparticulas de ouro com passivantes torna-se indispensavel para
atender as técnicas de tratamento quimico.

A funcionalizagdo das AuNPs pode ser realizada por uma infinidade de
moléculas em sua superficie Em estudo, Ghosh e colaboradores (34) apresentaram
um exemplo de AuNP funcionalizada com tetraetilenoglicol e com um ligante
fluorogénico (TTMA), para emissdo de sinal de fluorescéncia com a liberacdo da
droga. Eles observaram que a natureza catidnica do TTMA facilitou a passagem pela
barreira da membrana celular e o agente fluorogénico simulou o mecanismo de
entrega da droga (34).

Assim, as AuNPs sdo indiscutivelmente interessantes pois apresentam uma
baixa toxicidade intrinseca, suas propriedades de absor¢cdo de energia e conversao
em calor podem facilmente ser otimizadas em funcdo da forma e tamanho e sua
propriedade de plasmon as tornam excelentes agentes de contraste para

imageamento bioldgico(22).



1.2.2 Revestimento Acido tioglicélico

Foi proposto a modificagdo da superficie das AuNPs pela adicdo de acido
tioglicolico (TGA), formula estrutural apresentada na Figura 3. Essa formulagédo tem
a pretensdo de manter o tamanho reduzido das nanoparticulas e impedir ou diminuir
a aglomeracgdo entre as particulas metalicas.

O acido tioglicdlico foi utilizado em nanoparticulas de prata esféricas com um
didmetro de cerca de 17 nm preparados por uma reagdo simples. As nanoparticulas
de prata obtidas foram uniformes e mostrou pouca variagdo em seus tamanhos. Este
coléide de prata pode manter-se estadvel durante véarias semanas, 0 que é
conveniente para utilizac¢ao clinica (35).

O &cido tioglicélico € um mercapto derivado. A interacdo com a superficie do
ouro nanoparticulado ocorre através do a&tomo de enxofre presente na substancia.
No presente estudo visa utilizar as nanoparticulas para o uso da Terapia
Fotodindmica (TFD) como técnica no uso clinico de combate ao cancér e o
revestimento com o TGA tem o interesse de carrear mais farmaco, diminuir a

toxicidade e promover uma liberacdo gradual e direcionada da droga.

O

Figura 3: Formula estrutural do &cido tioglicdlico (TGA) a ser utilizado no revestimento das
nanoparticulas de ouro.



1. 3 TERAPIA FOTODINAMICA DE CANCER (TFD)

A Terapia Fotodindmica (TFD) € uma modalidade terapéutica que combina luz
visivel de um farmaco sensivel a luz (fotossensibilizador) e oxigénio. A associagao
destes 3 componentes conduzem a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) que inativam as células tumorais. A TFD no tratamento do cancer é um
procedimento clinico recente, porém em outras terapéuticas como a degeneragao
macular da retina, psoriase, artrite rematdide sistémica, restenoses, micoses
fungdides, infestacOes bacterianas, verrugas, arteriosclerose seu uso ja é bastante
difundido. (36-38)

Essa técnica tem como base a fotooxidacdo dos compostos biolégicos no
tecido alvo. E imprescindivel o uso de um fotosensibilizador (FS), que seja capaz de
gerar espécies toxicas (como oxigénio singlete;10 2) ao receber irradiagdo luminosa
no tecido a ser tratado (Figura.4). Existem FS naturais em células e tecidos, mas no
emprego da TFD, eles devem ser inseridos no organismo como primeiro passo do
tratamento. Em grande parte das aplicagOes, essas drogas sdo injetadas na corrente
sanguinea do paciente e percorrem todo o corpo, concentrando-se nas células

tumorais até 20 vezes mais que nas células sadias (37).

Morte celular - Regresséo tumoral

Figura 4: Representacéo do funcionamento da TFD. Aplica-se o fotossensibilizador no tecido tumoral,
onde, apods receber irradiacdo luminosa, a energia é transferida para oxigénio molecular, produzindo
espécies téxicas que podem levar a células tumorais a morte (14).

Para a utilizacdo do FS na TFD este deve apresentar caracteristicas como a

baixa toxicidade no escuro, fotossensibilidade reduzida, facilidade na formulacéo,



farmacocinética, manuseio simples, facil obtencdo em escala industrial, facilidade na
andlise dos componentes e possuir alta afinidade de penetracédo no tecido (39).

De forma geral, os FS tém sido separados em geracdes de acordo com o
periodo de desenvolvimento. Os farmacos de primeira geragdo, foram desenvolvidos
no final da década de 60, os de segunda geracao na década de 90, e, ainda, os de
terceira geracdo, que se referem a associagOes terapéuticas entre FS e outras
terapias, como imunoterapia e radioterapia (40) e os baseados em plataformas
nanotecnoldgicas surgidos ha apenas duas décadas (9). Os sistemas
nanoestruturados possibilitam entre outras vantagens a prolongagcdo do tempo de
circulagdo no sangue, a minimizacdo da degradacdo do FS apds a administracédo e
mantém ainda a possibilidade de conservar a atividade do FS em meios biol6gico(9).

Na TFD é utilizada luz visivel ou infravermelho proximo. Essencialmente essa
terapia envolve transi¢cfes eletrbnicas dos farmacos fotossensiveis os quais induzem
reacOes fotoquimicas, que podem gerar uma cadeia de reagc6es na auséncia de luz,
gerando produtos que induzem a acdo terapéutica. A irradiagcdo do tumor gera a
excitacdo do farmaco fotossensibilizador a um estado eletrdnico de maior energia,
podendo este retornar ao estado fundamental através de processos radiativos, como
a fluorescéncia ou fosforescéncia ou processos nao-radiativos, como conversao
interna, cruzamento inter sistema ou relaxacdes vibracionais (41). A ocorréncia do
cruzamento inter sistema, que na presenca de oxigénio e do estado triplete excitado
gerado, induz a producdo de espécies reativas de oxigénio (102, 02, OH', H202,
denominada EROs) que atacam nucleos especificos nas células gerando a morte de
tais tecidos por apoptose ou necrose celular.

A Figura 5 apresenta os tipos dos mecanismos fotoquimicos do FS.



Radicais Necrose

Tipo |
1FS*

Luz Tipo I Apoptose

FS

Figura 5: Mecanismos Fotoquimicos do fotossensibilizador, com a formacao das espécies excitadas e
tipos de morte envolvidos (14).

Na TFD, o processo fotooxidativo pode ocorrer através de dois mecanismos
quimicos principais: Tipo | e Tipo Il (42) (Figura 5). Quando o FS absorve a luz, ele
passa do seu estado fundamental (singlete; FS) para um estado singlete
energeticamente excitado (1FS*). Por meio de colisdo, fluorescéncia ou através de
cruzamento entre sistemas este estado pode ser desativado, gerando um estado
triplete (3FS*). As moléculas de substratos bioldgicos podem reagir diretamente com
0 estado singlete excitado e o estado triplete, transferindo hidrogénio ou elétrons,
que produzem radicais e ions radicalares, que poderao interagir com o oxigénio para
formar espécies reativas de oxigénio, como o superéxido e seus derivados. Este
mecanismo é denominado mecanismo tipo |. No estado triplete a transferéncia de
energia pode ocorrer de forma direta para o oxigénio, formando o oxigénio singlete
(102, processo denominado de mecanismo tipo Il. Devido a alta reatividade do
oxigénio singlete é gerado uma série de reacBes que tem um grande numero de
substratos biol6gicos. Essas espécies sdo responsaveis por danos irreversiveis as
células. Podendo ainda modificar proteinas, que desencadeiam uma série de
mudanc¢as no metabolismo celular e no mecanismo de sinalizagdo que levam a
morte celular.

Em 2006, Usuda e colaboradores (43) fizeram uma revisdo sobre a TFD
apresentando ensaios clinicos para cancer de pulméao e caracterizaram a TFD como
uma boa terapia podendo ser utilizada conjuntamente com a remocao cirdrgica de

tumores maiores e em tratamentos como a quimioterapia. Também apresentaram a



utilizac@o da fibra ética para auxiliar a condug¢@o da luz no comprimento de onda
desejado em tumores localizados em diversas partes do corpo. A iluminacéo
focalizada, em conjunto com a blindagem dos tecidos sensiveis na margem da area,
habilita o tratamento especifico do tumor sem a destruicdo dos tecidos saudaveis
fora da &rea de tratamento. O maior beneficio da TFD é que mesmo tendo grande
destruicdo da éarea irradiada imediatamente apOs a terapéutica, posteriormente
ocorre a reparacao tecidual sem cicatrizes.

A TFD é uma terapia que requer uma aplicacdo sequenciada de droga, com
intervalos de tempo para o tratamento, podendo ser de horas ou dias apés a
aplicacéo do fotossensibilizador. A iluminacdo precisa ser no comprimento de onda
apropriado para cada fotossensibilizador. A destruicdo das células tumorais ocorre
rapidamente e a vantagem da técnica é que os tecidos saudaveis se recuperam de
seis a oito semanas. O surgimento de edemas e eritemas nos tecidos de animais
sdo os primeiros indicativos clinicos da resposta da TFD (44).

Outra vantagem da TFD é a facilidade da aplicagdo da técnica, sendo
possivel ser realizada em um simples consultorio, sem necessidade de internacao.
Sendo que tratamentos como a radioterapia sdo necessarios irradiacfes diarias
podendo levar de 6 a 7 semanas e a quimioterapia pode durar meses. Nas cirurgias
€ necessario anestesia geral e internacdo muitas vezes por longo periodo.
Comparando tratamentos diversos de céncer com a TFD, esta demonstrou ser
custo-eficaz e ainda aumentar a expectativa de vida de pacientes. Outro beneficio
da TFD é que a terapéutica pode ser repetida caso ocorra um novo tumor primario
na area previamente aplicada (43).

A TFD pode ser subdividida em duas categorias principais: 1) Fototerapia
Direta, quando ha irradiacéo diretamente no local da lesdo, sem o uso do farmaco
fotossensivel (FS). A luz aplicada é absorvida por moléculas enddégenas existentes
no organismo, que sofrem modifica¢cdes, promovendo o efeito desejado; 2) Na forma
indireta utiliza-se um FS que, administrado antes da emissdo da luz, absorve a
irradiacdo emitida; e este, ap6s uma seqiéncia de eventos, induz a acgdo
fotodindmica no organismo (45).

Levando em consideracdo o fendbmeno EPR, os farmacos fotossensiveis
acumulam-se preferencialmente nos tecidos neoplasicos devido a sua capacidade

de capturar estes compostos, além de seu longo tempo de eliminacdo pelas células



tumorais quando comparadas com as células sadias. Os danos oxidativos que as
células neopldsicas sofrem devido a fotorreacdo induzida pela TFD n&do s@o os
Unicos fatores responsaveis pela sua eficacia, que em determinados tumores pode
chegar até 100% de cura (46), mas sim a complexidade de respostas biolégicas
envolvidas na TFD antineoplasica.

Sao trés tipos diferentes, mas inter-relacionados, de mecanismos biolégicos
de efeitos antineoplasicos da TFD: (47) 1) a morte celular por necrose, apoptose ou
autofagia, decorrentes diretamente dos danos oxidativos causados pela fotorreagéo.
2) obstrucdo da vasculatura tumoral, levando ao infarto do tecido tumoral; e 3)
ativacao do sistema imunologico contra as células neoplasicas. ApGs a realizacdo da
TFD a resposta imunoldgica aumenta, pois ocorre maior apresentacdo antigénica, o
que contribui no efeito de prote¢cdo antitumoral sistémica devido aos linfocitos de
memoria originados decorrente da morte celular tumoral(48).

Com tantos beneficios citado acima, a busca por novos agentes
fotossensibilizadores que possam ser usados na TFD tem sido intensa nos ultimos
anos, assim nesse trabalho buscamos alternativas para tornar mais eficiente esta

modalidade terapéutica.

1.3.1 Nanoparticulas na TFD.

Na 3ogeracdo de FS, a TFD é associada com a nanotecnologia. Existe uma
infinidade de carregadores de FS, entre eles micelas, lipossomos, lipoproteinas de
baixa densidade, micelas poliméricas e complexos poliméricos (49, 50) que podem
ser utilizados.

Em grande parte da aplicacdo da TFD utiliza-se a liberacdo do FS do interior
das NPs, esse procedimento pode causar efeitos colaterais, entre eles, acGmulo do
FS na pele e nos olhos apds o tratamento (51). Uma forma de superar este efeito
indesejado é formar sistemas nos quais o FS nao seja liberado do seu interior, mas
sim da superficie da NP onde estaria apenas adsorvido. Como exemplo desses
sistemas temos as nanoparticulas metélicas, de ouro e magnéticas (52, 53). Wieder
e colaboradores (53) investigaram a ligacdo do FS na superficie de nanoparticulas

de ouro e verificou que a eficiéncia de geragdo de 10 2 para FS na nanoparticula, foi



superior a eficiéncia do FS livre. Porém, a ligacdo de FS adsorvido em moléculas

possui a desvantagem de possuir baixa incorporacdo da droga na nanoparticula.

1.3.2 Fotossensibilizador: Vermelho Neutro

No nosso trabalho utilizamos o corante vermelho neutro (VN) (Figura 6) cuja
estrutura é baseada em uma fenazina. Esse corante tem sido utilizado como um
indicador acido-base devido ao seu forte pH dependente, a sua cor muda proximo a
pH neutro regido (pKa = 6,8) (54). A natureza relativamente néo téxica do VN torna-o
um util corante de coloragdo celular (55) sendo utilizado também como sonda
lisossomal (56). A coloracdo caracteristica e sua fluorescéncia muda com o pH do
meio, assim a forma protonada (VNH+) e a forma neutra (VN) possui numerosas
aplicacbes em biomoléculas (57-59). Neumann e colaboradores mostraram a
fotoreducdo de outros derivados de fenazina, como a safranina, cuja estrutura é
semelhante ao VN (60-62). Além disso, tem sido investigada a acao deste
fotossensibilizador em diferentes solventes em busca de conhecer o comportamento
fotofisico e fotoquimico do VN.

Em 1960, Goldhaber utilizou o vermelho neutro (63) no meio de reabsorgao
O0ssea de culturas para localizar o osteoclasto em culturas vivas, usando a
microcinematografia, técnica onde o produto € uma imagem em movimento, a fim de
seguir os osteoclastos, relatou contraste excelente com o vermelho neutro devido a
avidez dos osteoclastos para este corante. No entanto, a iluminacdo utlizada no
experimento teve um efeito fotodindmico resultando na morte das células, impedindo
0 uso da técnica. Mais uma vez em 1963 foi observada a morte dos osteoclastos
muito provavelmente devido ao efeito fotodindmico da interacdo do corante vermelho
neutro com a célula, na presenca de oxigénio e a exposi¢ao freqlente da luz do
equipamento (63). Em 2007, Rimpapa e colaboradores (63) analisaram a inibicdo da
fotdlise do VN com diferentes antioxidantes, onde o este agia duplamente, como um
gerador de radicais livres e, como um fotossensibilizador. O VN reagiu com
biomoléculas como melanina e outras. Esta reacdo com a melanina é bem
conhecida para fotossensibilizadores do tipo fenotiazinicos, como o azul de metileno
e outros (64, 65).



Estes fotossensibilizadores possuem estruturas heteroaromaticas planares
podendo ser utilizados na TFD como agentes antitumorais, e em terapia
fotodindmica antibacteriana como composto antimicrobial (65)

A melhor faixa de absor¢do na utilizacdo dos corantes na TFD, na janela
terapéutica, é maior que 600 nm, a faixa de absorcdo do corante VN é de 540 nm
(66), porém outras caracteristicas favorecem o estudo do VN como FS, como a
solubilidade em &gua, pois a grande maioria dos farmacos fotossensiveis séo
hidrofébicos, possuindo baixa seletividade ao tumor. A baixa solubilidade em agua
gera a agregacao, o que resulta na diminuigdo das propriedades fotodinamicas (67).
As caracteristicas fundamentais que qualificam um FS na TFD é ser solavel em
fluidos biolégicos, apresentar baixa toxicidade, ser efetivo na geragdo de espécies
reativas de oxigénio e possuir um custo satisfatério nas aplicacbes clinicas e
industriais (68).

Figura 6: Formula estrutural do corante catidnico a ser avaliado: Vermelho Neutro (VN).

Embora a maioria das aplicagbes envolvendo TFD em diferentes centros de
pesquisa se baseie na utilizacdo do oxigénio singlete como espécie reativa, tem sido
grande a procura por outras espécies Uteis, como radicais livres derivados dos
corantes utilizados, bem como outras espécies radicalares independentes de
oxigénio. Além disso, a caracteristica hipdxica de neoplasias de grande porte
constitui-se a maior barreira quanto ao sucesso da TFD como terapia efetiva na fase

clinica. Uma das possibilidades é utilizar corantes catidbnicos como o vermelho

neutro (VN) como fotossensibilizador.



6 CONCLUSOES

Os resultados expostos neste trabalho permitiram concluir que:

1

Foram desenvolvidas de forma satisfatéria as AuNPs pelo método de
Turkevich com as alteracdes propostas.

O revestimento através do recobrimento com derivados de tidéis nas AuNPs
apresentou maior eficiéncia no carreamento do Fotossensibilisador.

Foi obtida uma formulacdo de nanoparticulas de ouro revestidas pelo tiol
(AUNPTGA FS) com diametros hidrodinamico médios em torno de 110 nm e
potencial zeta igual a -27 mV, com tamanho apropriado para o fenémeno de
acumulo passivo de nanoparticulas em células tumorais, efeito EPR.

As AUNPTGA se mostraram menos toxicas que as AuNPs e mais viaveis no
estudo citotoxico realizado.

O citrato resultante da sintese das NPs ndo apresentou alteracdo na
viabilidade celular, sendo desnecesséria a centrifugacdo para a retirada do

excesso do com posto.
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