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Resumo

O céncer apresenta grande mortalidade mundial, sendo o de mama o mais mortal entre as mulheres.
O seu tratamento, tradicionalmente, envolve a combinag¢des de vérias terapias. Entretanto, os pacientes
submetidos a esses tratamentos apresentam alguns efeitos prejudiciais, como complicacdes cardiacas
e anemia. Por esse motivo, sdo estudados novos métodos terapéuticos utilizando Terapia Fotodinamica
e nanotecnologia. Diante disso, o0 objetivo deste trabalho foi realizar ensaios in vitro de citotoxicidade e
de terapia fotodindmica das IONPs@curcumina na linhagem de carcinoma maméario MDA-MB-468,
avaliando a sua eficiéncia.

Palavras-chave: Cancer de mama. IONPs. Citotoxicidade. Terapia Fotodindmica. MDA-MB-468.
Area do Conhecimento: Engenharias — Engenharia Biomédica.
Introducéo

Héa algum tempo, o cancer de mama vem preocupando a salde das mulheres por ser 0 mais mortal
entre elas e por apresentar elevada taxa de morbidade (KASHYAP et al. 2022; FACINA, 2011). Esse
tipo de céncer é caracterizado por cinco estagios, sendo eles determinados pelo tamanho do tumor e
pela quantidade de area atingida (MOREDO, 2021; FEMAMA, 2021).

Para combater/atenuar a doenca comumente sdo aplicados os tratamentos tradicionais que
envolvem a combinacdo de terapias com o intuito de melhorar os resultados atingidos (HADI et al.,
2019). Entretanto, isso resulta em efeitos colaterais como complicagcdes cardiacas, neutropenia,
trombocitopenia e anemia (GALE, 2020; HARBECK et al., 2011). Por esse motivo, novos métodos
terapéuticos estao em estudo, dentre eles a Terapia Fotodinamica (TFD) e a nanotecnologia.

A TED funciona por meio de um fotossensibilizador (FS) que quando ativado por um comprimento
de onda adequado forma espécies reativas de oxigénio, ocasionando a morte de células de cancer
(CHEN et al., 2020). Esse tipo de terapia apresenta pouquissimos efeitos colaterais e é ndo invasivo
(JIANG et al., 2019).

Figure 1 — Ativacéo por luz de fotossensibilizador em tecido tumoral.

fotossensibilizador

Fonte: RPMC Lasers, c2023.
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A curcumina é um FS rotulado como “produto seguro” pela FDA (US Food Drug Administration),
além de ser um composto natural com propriedades anticancerigenas, agindo contra o crescimento
tumoral e angiogénese (RATHORE et al., 2020; BHAT et al., 2019; MANSOURI et al., 2020). Embora
seja possivel o seu uso individual, em conjunto com outras drogas a sua eficiéncia pode ser aumentada
(YIM-IM et al., 2014; GIORDANO, TOMMONARO, 2019). Por essa razdo, a nanotecnologia foi utilizada
atrelada ao FS.

A nanotecnologia torna possivel a obtencao da concentracdo desejada do agente terapéutico e o
seu envio para locais alvos, diminuindo danos causados em células normais (MISRA, ACHARYA,
SAHOO, 2010). Uma das maneiras para essa realizacdo € por meio das nanoparticulas. Dentre as
nanoparticulas conhecidas, as de 6xiodo de ferro (IONPs) se destacam para aplicacBes terandsticas
por serem biocompativeis e estaveis, e por ter as suas propriedades aumentadas com a modificagéo
de sua superficie (GUO et al., 2018; VEISEH, GUNN, 2009).

Levando em conta essas consideracdes, o objetivo deste trabalho foi realizar ensaios de
citotoxicidade e terapia fotodindmica utilizando nanoparticulas de 6xido de ferro revestidas com
curcumina (IONPs@curcumina) na linhagem de cancer mamario MDA-MB-468, para avaliar o seu
potencial citotoxico.

Metodologia

Foram escolhidas previamente oito concentracdes diferentes das IONPs@curcumina para que a
realizacdo dos ensaios gerasse resultados mais completos. As concentracdes escolhidas foram 0,5,
2,0, 3,5, 5,0, 20,0, 30,0, 40,0 e 50,0 pg/mol.

Para os ensaios de citotoxicidade e de terapia fotodindmica foram utilizadas placas de 96 pocos
contendo meio de cultura com 1x10° células. mL*? da linhagem MDA-MB-468. Passadas 24 horas de
incubacdo, o meio foi trocado e em seu lugar foram colocadas as oito concentracdes diferentes de
IONPs@curcumina. As nanoparticulas ficaram em contato com as células por 1h, 2h, e 3h em condi¢céo
de cultivo na estufa. Apés o periodo de cultivo o meio da placa foi retirado e os pogos foram lavados
com PBS. O modelo da placa preenchida com as diferentes concentractes é apresentado na figura 2.

Figura 2 — Esquema de como a placa de 96 pocos foi preenchida.
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Fonte: Os autores

O método colorimétrico foi utilizado para ambos os ensaios por meio do reagente MTT (3-(4,5-
dimetil) tiazol-2-il-2,5- difenil brometo de tetrazdlio, Sigma Aldrich, M5655), método este responsavel
por determinar a viabilidade da linhagem celular MDA-MB-468 por meio da avaliagdo da atividade
mitocondrial. Tal avaliacdo pode ser realizada devido a formacdo dos cristais de Formazan, que se
originam pela reducéo do sal tetrazolium, com absor¢édo em 570 nm (STOCKERT, 2012).

No caso do ensaio de citotoxicidade, as medidas da absorcédo foram realizadas, sem sofrerem
irradiacdo, em triplicata no Laboratério de Bioquimica Aplicada a Engenharia Biomédica do IP&D-
UNIVAP, por meio do espectrofotdbmetro Synergy HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek
Instruments, USA). Ja para a TFD, ocorreu a irradiagdo da placa no Laboratério de Terapia
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Fotodindmica (IP&D/UNIVAP) utilizando o LED Irrad-Led (Biopdi) com comprimento de onda 450 nm
em 25mW e com dose de 25 J. cm?, e posteriormente foi realizada a medida de absorgdo da droga,
como feito para a citotoxicidade.

Resultados

Os ensaios in vitro de citotoxicidade e TFD foram feitos em placa de 96 pocos utilizando a linhagem
MDA-MB-468 e oito concentragbes distintas das IONPs@curcumina. O tempo de incubacdo
experimentados foram de 1h, 2h e 3h, e o comprimento de onda do LED utilizado foi de 450 nm. Os
resultados foram analisados de acordo com a ISO 10993-5:2009(E), que indica potencial citotdxico
quando a viabilidade celular est4 abaixo de 70%. Os resultados apresentados na figura 3 mostram a
citotoxicidade das nanoparticulas sem irradia¢éo e na figura 4, com irradiacéo (TFD).

Figura 3 — Ensaio de citotoxicidade das IONPs@curcumina em diferentes concentragdes para os tempos de
incubacao de 1h, 2h e 3h.
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Figura 4 — Terapia FotodinAmica associadas as IONPs@curcumina, irradiada em 450 nm
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Fonte: Os autores.
Discusséo

As amostras utilizadas para o ensaio de citotoxicidade sem irradiacdo apresentaram viabilidade
celular acima de 70%, indicando a auséncia de potencial citotdxico, com destaque para as que estao
presente na area verde. Esses resultados sdo apresentados na figura 3, estando eles de acordo com
a 1SO 10993-5:2009(E), qualificando as amostras utilizadas como viaveis.

Os resultados do ensaio submetido a irradiacéo (figura 4) mostram que a TFD foi efetiva para as
amostras incubadas nos tempos de 1h e 2h, pois os valores encontrados para atividade mitocondrial,
com excecdo da amostra de maior concentracéo, estavam abaixo de 70%. Tal resultado enfatiza a
necessidade de estudos mais abrangentes sobre o0 sistema de captagdo/expulsdo das
IONPs@curcumina realizado pelas células. Além disso, deve ser considerado que o LED utilizado para
a terapia apresentava comprimento de onda de 450 nm, enquanto a banda maxima de absorcéo do
fotossensibilizador utilizado era de 424 nm. Este fato impacta os resultados encontrados, sendo que a
utilizacéo de um LED com comprimento de onda mais proximo do valor maximo da banda de absorcao
pode ser capaz de tornar a terapia mais eficiente.

Conclusao

Por meio da 1ISO 10093-5:2009(E), foi constatado que os resultados obtidos sdo promissores, pois
as IONPs@curcumina apresentaram valores de atividade mitocondrial abaixo de 70% na linhagem
MDA-MB-468 para o ensaio de TFD e ndo apresentaram potencial citotdxico na auséncia de irradiacéo.
Entretanto, estudos mais aprofundados devem ser realizados para que o processo da cinética de
captacao e expulgdo celular das IONPs@curcumina seja compreendido.
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