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RESUMO

Os tratamentos contra o cancer possuem limitacOes, principalmente pela falta de
seletividade dos farmacos utilizados. A busca por novas alternativas para suprirem esses
efeitos colaterais, levou a descoberta das ferramentas teranosticas. Estas sdo capazes de
realizar a terapia e 0 monitoramento/diagnoéstico da doenca. Destacam-se dentro dessas
ferramentas a imagem molecular e as terapias fotodindmica e fototérmica. Neste contexto,
o fotossensitizador IR 780 vem sendo muito utilizado para estas aplicagdes. O seu alto
rendimento quantico de fluorescéncia em comprimentos de onda de excitacdo e emissao
na faixa do infravermelho proximo (NIR), entre 780-810 nm, reduz a interferéncia da
autofluorescéncia dos tecidos. Alem disso, tem comprovado tropismo pela mitocondria
de células tumorais. Para melhorar a dispersibilidade coloidal em fluidos bioldgicos, o IR
780 foi carreado por nanoparticulas poliméricas. Portanto, o objetivo principal deste
trabalho foi estudar a biodistribuicdo de nanocapsulas poliméricas contendo IR780
encapsulado fisicamente (NC IR 780) ou o polimero fluorescente IR-PLA (onde o
fluoréforo IR780 estd ligado covalentemente ao PLA), por via intravenosa em
camundongos Balb/c. Apds administracdo intravenosa das formulacGes, imagens do
animal de corpo inteiro e dos 6rgéos retirados foram adquiridas utilizando o equipamento
IVIS Lumina Il (Perkin Elmer). Nessas foram comparadas a fluorescéncia obtida no
animal mantido vivo e acompanhado durante varios tempos ao longo do experimento.
IR780 livre e IR780 encapsulado nas NC tiveram um perfil muito semelhante de
distribuicdo. O IR780 ligado covalentemente ao polimero se mostrou um tipo de
marcacgdo mais confidvel para realizar o monitoramento da nanocépsula polimérica, visto
que, o IR780 quando encapsulado pode ser liberado do nanocarreador ao longo do tempo,
sendo assim a sua biodistribuicdo pode ndo estar associada a nanoparticula, levando a
uma avaliacdo errbnea dos nanocarreadores, além de ndo direcionar ao seu alvo de

interesse.

Palavras chaves: Nanocapsulas poliméricas, fotosensitizador, biodistribuigéo, IR780,

infravermelho proximo, polimeros biodegradaveis, polimeros conjugados.



ABSTRACT

Cancer treatments have limitations, mainly due to the lack of selectivity of the
drugs used. The search for new alternatives to overcome these side effects led to the
discovery of theranostic tools. These are capable of carrying out therapy and
monitoring/diagnosis of the disease. Among these tools, molecular imaging and
photodynamic and photothermal therapies stand out. In this context, the IR 780
photosensitizer has been widely used for these applications. Its high quantum yield of
fluorescence at excitation and emission wavelengths in the near infrared (NIR) range,
with emission between 780-810 nm, reduces tissue autofluorescence interference. In
addition to having proven tropism for the mitochondria of tumor cells. To improve
colloidal dispersibility in biological fluids, IR 780 was carried by polymeric
nanoparticles. Therefore, the main objective of the study was to study the biodistribution
of polymeric nanocapsules containing physically encapsulated IR780 (NC IR 780) or the
fluorescent polymer IR-PLA (where the fluorophore IR780 is covalently linked to PLA),
intravenously in Balb/c mice. After intravenous administration of the formulations,
images of the entire body of the animal and the harvested organs were acquired using the
IVIS Lumina Il equipment (Perkin Elmer). In these, the fluorescence obtained in the
animal kept alive and monitored for several times throughout the experiment was
compared. Free IR780 and NC encapsulated IR780 had a very similar distribution profile.
The IR780 covalently linked to the polymer proved to be a more reliable type of labeling
to carry out the monitoring of the polymeric nanocapsule, since the IR780 when
encapsulated can be released from the nanocarrier over time and indicate a biodistribution
not associated with the nanoparticle, leading to a erroneous assessment of nanocarriers,

in addition to not directing them to their target of interest.

Keywords: Polymeric nanocapsules, photosensitizer, biodistribution, IR780, near

infrared fluorescence, conjugated polymer, biodegradable polymer.
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1. INTRODUCAO

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA): “Cancer é 0 nome dado a um
conjunto de doengas (mais de 100) que tem em comum o crescimento desordenado de
células que invadem tecidos e 6rgdos. Esse crescimento tem como caracteristica marcante
ser agressivo e incontrolavel, ocasionando tumores que podem se espalhar pelo restante
do corpo” (INCA, 2020). Em 2018, no Brasil, foram registradas 224.712 mortes por
cancer. Entre as mulheres, o cancer de mama é o que mais ocasiona a morte (INCA,
2020).

Os tratamentos disponiveis contra o cancer atualmente incluem cirurgia,
radioterapia e terapias baseadas em pequenas moléculas, como quimioterapia e terapia
hormonal. Entretanto, a utilidade da quimioterapia é comprometida pela toxicidade dos
farmacos, falta de seletividade e resisténcia dos tumores aos ativos, os quais levaram ao
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas (Rwei et al., 2015).

Visando 0 sucesso no tratamento contra o cancer, ferramentas terandsticas
chamam a atencédo. Estas ferramentas permitem o monitoramento da administracdo de
farmacos em tempo real, sendo ao mesmo tempo uma técnica de diagndstico (Mallakpour
e Behranvand, 2016). Como exemplo dessas terapias teranosticas, temos a terapia
fototérmica (PTT) e terapia fotodindmica (PDT). Estas utilizam fotossensibilizadores
para gerar oxigénio singleto e/ou causar hipertermia, sob irradiacbes em determinado
comprimento de onda (Melamed et al., 2015). E utilizado, preferencialmente, o intervalo
entre 700 — 1000 nm, chamado de regido espectral do infravermelho préximo (NIR). Uma
vez que neste intervalo as interacBes com outros componentes biolégicos sdo minimas e
a luz possui maior capacidade de penetracdo no tecido (de Melo-Diogo et al., 2017).

O IR780 é um fotossensitizador lipofilico, que vem sendo estudado para aplicacdo
como terandstico devido a sua versatilidade, principalmente por ter afinidade por células
tumorais (Yi et al., 2014; Zhang et al., 2014). Sua fluorescéncia é emitida com alta
intensidade na faixa de comprimento de onda do NIR, onde a interferéncia da
autofluorescéncia dos tecidos € muito reduzida, permitindo com maior precisdao o
acompanhamento de tumores em estudos de imagem, bem como no diagnostico em
pequenos animais in vivo (Yue et al., 2013; Kuang et al., 2017). Entretanto, esse

fluordforo lipofilico, é excretado rapidamente e possui toxicidade alta (Jiang et al., 2015;
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Yuan et al., 2015). Para suprir essas limitac6es, o IR780 vem sendo associado a diferentes
tipos de nanoestruturas, afim de melhorar sua dispersibilidade em fluidos bioldgicos,
prolongar o tempo de residéncia no plasma e tecidos e aumentar a seletividade pelas
células cancerosas (Peng et al., 2011; Jiang et al., 2015; Pais-Silva et al., 2017, Machado
etal., 2019, 2022).

Tem-se dado uma maior importancia para as nanoparticulas produzidas a partir de
polimeros sollveis, por exemplo, polietilenoglicol (PEG). Por ser extremamente
hidrofilico, elas sdo eficientes para escapar do sistema fagocitario e, alem disso elas sdo
facilmente produzidos. As nanoparticulas de polilactideo (PLA) contendo farmacos
antitumorais tém sido usadas com frequéncia na terapia do cancer por ser facilmente
degradado e metabolizado pelo organismo (Yang et al., 2011).

Estudos feitos por Machado e colaboradores (2020), compararam o uso do IR780
ligado covalentemente ao polimero com IR780 associado fisicamente as nanocapsulas em
ensaios in vitro, utilizando a célula J774. No caso do encapsulado, 0 IR780 foi liberado das
NCs por meio de um mecanismo mediado por proteinas séricas e o fotossensibilizador se
acumulou nas células. Entretanto, na NC contendo o IR780 ligado ao polimero PLA, o
IR780 continuou preso as NCs mesmo na presenca de células e proteinas séricas,
resultando em niveis mais baixos de captacdo celular. Foi demonstrada a importancia da
ligacdo covalente do flu6foro ao polimero, para termos um rastreamento confiavel de
nanocarreadores poliméricos em estudos de interacdo com células (Machado et al., 2021,
2022).

O estudo da biodistribuicdo in vivo das nanocapculas poliméricas é de extrema
importancia para definir a eficiéncia terapéutica e os potenciais efeitos colaterais. Nos
ultimos anos a nanotecnologia vem crescendo como uma alternativa para modificar a
biodistribuicdo de candidatos a farmacos, principalmente em terapias oncologicas, onde
0s estudos se encontram mais avangados.

A via de administracdo escolhida para estudar a bidistribuigdo neste trabalho foi a
intravenosa. Uma vez que esta via favorece que as nanocapsulas consigam atingir o corpo
do animal de forma generalizada, sendo transportados juntamente com a circulagédo
sistémica. As NC entram pelas veias venosas, passam pelos pulmdes e por fim, através
do fluxo arterial chegam aos outros 6rgaos. Cada 6rgéo tera uma interagédo especifica com
as nanocéapsulas, podendo ser armazenadas e liberadas, metabolizadas ou eliminadas
(figura 1).
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Figura 1. Esquema das funcdes farmacocinéticas dos 6rgédos sobre as nanoparticulas.

(a) Esquema farmacocinético; (b) vias metabolicas.
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Fonte: Wei et al., 2018

No presente trabalho foi realizado um estudo de biodistribuicao de nanoparticulas
poliméricas contento o fotossenssitizador fluorescente IR780 desenvolvidas previamente
no nosso grupo (Machado et al., 2021). Foram preparadas duas formula¢des. Uma com o
IR780 encapsulado fisicamente (NC IR70) e outra com o IR780 ligado covalentemente
ao polimero PLA (NC IR-PLA), para realizar a comparacdo entre elas, analisando quais
seriam as vantagens de ter o IR 780 associado ao polimero de forma covalente. Assim,
foram realizados ensaios in vivo com camundongos fémeas Balb/C e a comparacéo feita

através de imagens e graficos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cancer

O céancer é um grande problema de satde publica no mundo, atingindo todas as
classes socioecondmicas. E caracterizado por um crescimento desordenado de células que
podem invadir tecidos e 6rgdos. Sua rapida multiplicacdo faz com que essas células se
tornem agressivas e incontrolaveis, determinando a formacéo de tumores que podem se
espalhar pelo corpo. Seu desenvolvimento é de forma silenciosa, de dificil visualizagéo e
engloba mecanismos fisioldgicos complexos (INCA, 2020).

Os diferentes tipos de canceres séo determinados de acordo com o tecido que se
originam, por exemplo: quando se originam de tecidos epiteliais, sdo denominados
carcinomas e quando se originam de tecidos conjuntivos, sdo denominados sarcomas. Ha
também outras caracteristicas para a diferenciacdo, como a velocidade de multiplicacdo
das células e a capacidade de invadir tecidos e érgdos vizinhos ou distantes, chamada de
metastase.

A estimativa mais recente feita pelo INCA, no ano 2018, aponta que ocorreram
no mundo 18 milhdes de casos novos de cancer e 9,6 milhdes de 6bitos. Sendo que o
cancer de mama € disparadamente aquele que tem maior incidéncia entre as mulheres
(24,2%).

2.2 Tratamentos oncolégicos e diagndéstico

O tratamento do cancer requer muita atencdo de uma equipe multiprofissional,
altamente especializada, utiliza uma tecnologia sofisticada e de alto custo. Ele pode
provocar incapacidades, exigir internagdo e acompanhamento ambulatorial frequente e
isso torna o custo elevado (INCA, 2018).

Existem varias modalidades de tratamento, como cirurgia, hormonioterapia,
radioterapia e quimioterapia alvo especifica ou pela combinacdo de duas ou mais terapias
(INCA, 2008). Os farmacos antineoplésicos apresentam limitac6es devido a sua elevada
incidéncia de citotoxicidade, devido a baixa seletividade do farmaco contra as células

tumorais. Ocasionando assim, efeitos colaterais que podem matar células de 6rgdos e
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tecidos saudaveis, justamente por ndo serem especificos (Tanaka et al.,, 2009;
Vinogradov; Wei, 2012).

Os procedimentos para o realizar o diagndéstico de células malignas tém como
limitacOes a falta de sensibilidade e seletividade, além de permitir um possivel prejuizo
radioativo. Dentro destas técnicas estdo inclusas: ressonancia magnética, tomografia
computadorizada, radiografia e ultrassonografia (Luo et al., 2011).

Como uma alternativa para evitar esses efeitos colaterais, a nanotecnologia vem
crescendo bastante, principalmente no que diz a respeito ao desenvolvimento de
nanocarreadores aplicaveis ao teranostico do cancer. Essa vantagem acontece, pois
nanocarreadores podem carrear farmacos especificos para o tratamento de doenca e
diagnéstico (Banik, Fattahi, Brown, 2016). Pesquisas feitas por Zou e colaboradores
(2016) constatou uma evolucdo nos dltimos anos na area de imagem molecular e

diagnostico, por exemplo, utilizando a fluorescéncia no infravermelho proximo (NIR).

2.3 Nanoparticulas: avancgo tenconolégico

A nanotecnologia nos ultimos anos vem atraindo bastante a comunidade
cientifica, o setor tecnoldgico e a midia. O interesse cientifico se deve as caracteristicas
fisicas e quimicas particulares das nanoparticulas, as quais sdo muito vantajosas quando
comparadas aos materiais macroscopicos para algumas aplicacdes, como a administracdo
de farmacos. A sua principal promissdo € na area biomédica, pois essas nanoparticulas
(NP) apresentam tamanhos comparaveis aos de entidades bioldgicas, como células, virus,
moléculas, proteinas e até mesmo genes, as tornando adequadas para alcancar os alvos
terapéuticos (Silva, 2013).

Nanoparticulas poliméricas sdo materiais com tamanho reduzido, que podem ser
classificadas como: nanocapsulas ou nanoesferas. As nanocapsulas possuem um
involucro constituido de polimero disposto em torno de um nucleo oleoso, diferentemente
das nanoesferas, que sdo constituidas pelo material polimérico matricial, conforme

representado na figura 3 (Souto et al., 2012).
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Figura 2. Representacdo de nanocapsulas e nanoesferas.

Matriz polimérica Membrana polimérica Nucleo
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Fonte: (Luiz, 2018).

Umas das vantagens das NPs, é que elas podem ser modificadas, ou
funcionalizadas em sua superficie com moléculas organicas, vitaminas, antibioticos,
peptideos ou recobrimento polimérico com a intencéo de alterar suas propriedades fisicas,
podendo ser usadas em aplicacdes terapéuticas ou diagndsticas (Silva, 2013)

A utilizacdo dos poliésteres, acido polilactico (PLA) e &cido latico-co-acido
glicolico (PLGA) foi um grande avango para a nanotecnologia depois que eles foram
aprovados para uso em humanos pela Food and Drug Administration (FDA) (Thakor;
Gambhir, 2013). O polilactideo (PLA) é facilmente degradado e metabolizado pelo
organismo. O PLA é um dos biomateriais mais utilizados devido a sua biodisponibilidade,
encapsulamento melhorado, controle de liberacdo e propriedades cito e biocompativeis,
favorecem a qualidade terapéutica dos agentes encapsulados em nanoparticulas coloidais
(Kumari, et al., 2010; Grossen et al. 2017).

A copolimerizagdo do PLA com polimeros hidrofilicos como o PEG, gerando
polimeros autoagregaveis e anfifilicos foi uma estratégia que resultou no aumento do
tempo de retencdo das nanoparticulas no organismo (Neckel; Lemos-Senna, 2005).
(Thakor; Gambhir, 2013). As nanoparticulas a base polimeros anfifilicos biodegradaveis
como o0 poli(D,L-lactico)-bloco-polietilenoglicol (PLA-PEG) tém se mostrado
promissores nanocarreadores de substancias. O PEG retarda a adsorcdo das proteinas a
superficie das nanoparticulas, conferindo estabilidade fisico-quimica durante o
armazenamento e nos fluidos biologicos. A auséncia deste polimero causa a facil retengéo
pelo sistema de defesa. (Mosqueira et al., 2001; Sharma; Badyal; Gupta, 2005).

Em trabalho recente do nosso grupo pesquisa, 0 polimero PLA foi modificado
guimicamente afim de ligar covalentemente o fotossensitizador IR 780. Essa sintese
quimica foi proposta com o intuito de evitar que o fotossensitizador se desprenda da
nanoparticulas. Assim, o IR 780 foi derivatizado e conjugado (ligado covalentemente) ao
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polimero PLA por meio da reagdo de multicomponente de cicloadi¢do azida-alcino
promovida pela tenséo de ciclo (Machado et al., 2020). Machado e colaboradores (2020)
utilizaram o IR 780 associado de duas maneiras a nanocépsulas. Na primeira maneira,
representado pela figura 2A, ele foi apenas encapsulado fisicamente ao nucleo oleoso.
Enquanto na figura 2B, foi utilizado o polimero modificado, contendo o IR780 ligado
covalentemente (PLA-IR780).

Figura 3. Representacdo esquematica de nanocapsulas poliméricas contendo o

marcador fluorescente IR780; (a) fisicamente associado ou (b) covalentemente ligado.
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Fonte: Machado et al., 2020.
2.4 1R780

O iodeto de  2-[2-[2-Cloro-3-[(1,3-di-hidro-3,3-dimetil-1-propil-2H-indol-2-
ilideno)etilideno]-1-ciclo-hexen-1-illetenilo]-3,3-dimetil-1-propilindolio ~ (IR780) é um
fotosensibilizador catidonico derivado heptametina, muito lipofilico (log P=6,62). Ele
apresenta boa intensidade de fluorescéncia e maior fotoestabilidade do que a indocianina
verde (ICG), que ¢ soluvel em agua e aprovada para uso pela FDA, ambos fluoréforos no
NIR. O ICG tem como desvantagem sua rapida eliminacdo, sendo inviavel para
rastreamento de tumor devido ao seu curto tempo de residéncia que prejudica o0s

experimentos para imagens (Yeh et al., 2013).
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Um anel ciclohexenil rigido na cadeia da heptametina com um atomo de cloro
central presente no IR780, mantém a fotoestabilidade, aumenta o rendimento quantico,
diminui o fotobranqueamento e reduz a agregacao em solucgéo aquosa, quando comparado
ao ICG (W. She et al., 2013). Seu pico de absor¢édo é de 780nm, e esta dentro da faixa do
NIR garantindo emissdo nos comprimentos de onda no infravermelho proximo. O
interessante € que o IR780 se acumula nas mitocdndrias de células tumorais, (Conceicéo

et al. 2013, Jiang et al., 2015). Sua estrutura quimica estd mostrada na figura 4.

Figura 4. Estrutura molecular do IR780.

Fonte: Sigma-Aldrich

Tabela 1. Caracteristicas quimicas do IR780.

Log P calculado 6,62

Composicéo C:64,8% H:6,6% CI:5,5% I: 19% N:4,2%
Formula molecular C36H44CIN2.1

Massa Molecular 667,105443

Fonte: BIOVIA Draw

Algumas desvantagens do IR780 como sua lipofilia muito alta e meia-vida curta,
limitam suas aplicaces clinicas (Yue et al., 2013) (Yang et al., 2020).

Por isso, estdo sendo estudados métodos para suprirem essas desvantagens, e um
deles é o encapsulamento da molécula em nanoestruturas poliméricas para que o IR 780
seja utilizado como um fotosensibilizador. Alves e colaboradores (2018), apresentam uma
revisdo sobre varios nanocarreadores contendo IR780, com melhoria da aplicacdo do
IR780 em terapias fototérmicas, fotodinamicas e em estudos de imagens, melhorando sua
dispersibilidade, permanéncia na circulagdo sanguinea e, consequentemente, implicando

em um maior aciimulo em tecidos tumorais.
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2.5 IR780: Terapia Fotodinamica (PDT) e Terapia Fototermica (PTT)

Quando o fotossensibilizador IR780 carreado por nanoestruturas chegam ao
tecido tumoral alvo, pode ser induzida uma hipertermia e/ou producdo de oxigénio
singleto por meio de iluminacédo a laser no comprimento de onda especifico de 808 nm
(Lietal., 2017; Pais-Silva et al., 2017; Yuan et al., 2015).

O aumento da temperatura, por meio da geracao de calor ao absorver a luz, causa
danos irreparaveis as células (PTT), levando a morte celular por meio da necrose (de
Melo-Diogo et al., 2017b). A viabilidade celular também pode ser afetada pelo oxigénio
singleto formado apo6s a incidéncia do laser (PDT), devido a oxidacdo de diversos
constituintes celulares, como proteinas, lipideos ou DNA (Castano et al., 2004). A
esquematizacao da Terapia Fototérmica e Fotodindmica, sdo mostradas na figura 5.

H& um grande beneficio na propriedade fototérmica quando o IR780 é
encapsulado em nanoestruturas. Li e colaboladores (2017), compararam os efeitos
fototérmicos do IR780 livre e encapsulado, e relataram que o encapsulamento em
carreador lipidico (NLC) levou a uma maior eficiéncia na producdo de calor quando

exposta a irradiacdo, causando um maior efeito citotdxico.

Figura 5. Esquema da aplicabilidade de nanoestruturas baseadas em IR780 para

fototerapia e imagem do cancer.
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Fonte: Adaptado de Alves et al., 2018.
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2.6 Fatores que afetam a biodistribuicdo de nanoparticulas

O estudo de biodistribuicao de nanoparticulas permite a obtencdo de informacdes
a respeito dos locais de acumulagio destas dentro do organismo, tempo de permanéncia
e suas possiveis interacbes com 6rgaos, tecidos e células (Garcia, 2005; Chouly et al.,
1996).

Quando falamos de nanoparticulas, o foco da biodistribuicdo e da depuracdo se
baseia em quatro principais fatores que causam as interacfes com o ambiente fisioldgico:
tamanho, forma, biodegradacao e modificacdo da superficie (Wei, et al., 2018).

O tamanho é o primeiro parametro para realizar as adequacdes necessarias para o
carregamento do farmaco e direcionar o tratamento. E necessario que o tamanho das NPs
seja otimizado, pois a eliminacgao precoce de nanoparticulas pode diminuir sua eficiéncia,
embora um tempo prolongado de residéncia no organismo pode levar ao aumento da
toxicidade (Wei, et al., 2018). A morfologia continua do endotélio dos vasos sanguineos
permite apenas a passagem de pequenas moléculas (<3 nm de tamanho), é o caso dos
capilares musculares. Enquanto os endotélios fenestrados e descontinuos possuem um
espaco poroso maior, possibilitando o extravasamento de nanoparticulas com didmetro
hidrodindmico (Dn) maior nos tecidos supridos por esses vasos sanguineos (Choi et al,
2010; Li et al, 2010). O endotélio fenestrado é encontrado nos 6rgaos que fazem parte do
sistema fagocitario mononuclear (SFM), que sdo o figado, o baco e a medula 6ssea
(Henrikson et al., Schnitzer et al., 2011). O endotélio fica mais permeavel também onde
ha inflamac&o e tumores. Nos tumores ha naturalmente a acumulacdo de células de defesa
e de NP de maior tamanho, devido a forma e arquitetura anormais dos vasos € a uma
drenagem linfatica menos eficiente (Perrault, et al., 2009). Portanto, ocorre uma maior
permeabilidade e retencdo dessas nanoparticulas nesses tecidos. Este mecanismo é
chamado de efeito de permeabilidade e retencdo aumentados, “enhanced permeation and
retention effect” (EPR).

Estudo feito por Wei e colaboradores (2018), definiu que o tamanho entre 100 e
200 nm é o ideal para que a nanoparticulas ndo fossem captadas pelo sistema fagocitico
mononuclear, consequentemente tendo uma circulagdo mais prolongada. Este estudo foi
baseado apenas no tamanho da NP, ndo levando em conta outros possiveis fatores de
depuracéo.

Quanto a forma, a esférica é preferivel, pois possui um menor numero de

dimensdes e é mais facil para sintetizar (Truong, et al, 2015).
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Outro fator determinante na biodistribuicdo de nanoparticulas é a adsorcdo de
proteinas que pode ocorrer nas nanoparticulas enquanto estdo circulando na corrente
sanguinea. Karmali e colaboradores (2011), sugerem que a adsor¢do é dependente do
tamanho, curvatura, hidrofobicidade e carga superficial das nanoparticulas. As NP sdo
passiveis de alteracGes em suas propriedades fisico-quimicas quando as proteinas ficam
aderidas a sua superficie, podendo aumentar o seu diametro hidrodindmico, alterar sua
carga superficial ou facilitar sua agregacao. Além disso, as proteinas especificas que séo
capazes adsorver em uma nanoparticula, podem determinar os tipos de células que irdo
absorver as nanoparticulas (Karmila, 2011; Aggarwal et al., 2009; Dobrovolskala et al.,
2009).

A adsorcao de proteinas do complemento ou anticorpos nas nanoparticulas inicia
uma resposta imune em cascata do complemento desencadeando a fagocitose pelos
macrofagos e atraindo um ndmero ainda maior de macrofagos (Guyton et al., 2017;
Dobrovolskala et al., 2008). Além disso, 0s macrdfagos sdo capazes de secretar moléculas
de sinalizacdo, citocinas ao serem captados por nanoparticulas, dando estimulo a uma
resposta imune sistémica (Dobrovolskala et al., 2009) podendo levar a rapida eliminacao
das NP. Por isso, a adicdo de PEG a nanoestrutura criar uma corona hidrofilica entorno
da NP, que impede a opsonizacdo e retarda o reconhecimento pelo sistema imune,
prolongando o tempo de circulacdo sanguinea (Lesniak et al., 2012; Saha et al., 2016;
Yang et al., 2009). Com isso, a “PEGuila¢ao” pode aumentar o tempo de meio vida
sanguinea permitindo a acumulacao da nanoparticula em tecidos tumorais pelo efeito de
permeabilidade e retencdo aumentadas (EPR) (Han et al; 2016).

A modificagdo da superficie do nanocarreador, inclui também estudos mais
recentes e promissores que € a adicdo de ligantes moleculares que servem para aprimorar
o direcionamento ao 6rgdo alvo ou para aumentar o tempo de circulagdo sanguinea das
nanoparticulas no organismo. Albumina e &cido folico sdo exemplos de ligantes que vem
sendo eficientes (Yue et al., 2013; Alves et al., 2020)

Na figura 6, podemos ver esquematicamente uma forma resumida dos fatores que

afetam a biodistribuicdo de nanoparticulas.
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Figura 6. Efeito dos fatores que afetam a biodistribuicao e depuracdo de nanoparticulas.
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Fonte: Adaptado de Wei, et al., 2018.

2.7 Técnicas para determinacdo da biodistribuicéo in vivo

Os estudos de imagens in vivo sdo utilizados para o diagnostico médico e
monitoramento de tratamentos. Existem dois tipos, as imagens anatdmicas sdo mais
limitadas, enquanto as moleculares sdo destinadas a terapia personalizada, e devido a sua
melhor especificidade, seu diagndstico é mais precoce (Walia, 2016). O monitoramento
por imagens é um método ndo invasivo, que é definido como a representacdo visual e
quantificacdo dos processos de fungdo bioldgica no nivel celular, mantendo o organismo
intacto. Existem varios métodos de imagens que sdo utilizados para diagnostico e
monitoramento, como por exemplo, imagem por ultrassom (US), ressonancia magnética
(RM), imagem Optica (OP) e tomografia computadorizada (TC) (Kastelik-Hryniewiecka,
et al., 2022). Por isso, 0 uso de equipamentos de imagem que permitam monitorar o
animal vivo em tempo real, se mostram mais vantajosos. Alguns exemplos de técnicas
séo descritos abaixo.

A técnica de ressonancia magnética tem como vantagem a alta resolucéo
espacial, informag6es anatdmicas e funcionais e possibilita a visualizacdo em tecidos
moles (Kastelik-Hryniewiecka, et al., 2022). O ultrassom é um método interessante por
ter um baixo custo e ndo utilizar nenhum tipo de radiagdo (Ma, et al., 2020). Além desses

métodos, existem também as imagens nucleares, estas podem ser obtidas por meio da
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tomografia computadorizada por emissdo de foton unico (SPECT) e tomografia por
emisdo de positrons (PET) (Livieratos, 2012).

Neste trabalho foi utilizada a técnica de imagem Optica. Esta se baseia na
deteccdo de comprimentos de ondas na regido do infravermelho proximo que emitem
fluorescéncia, emitidos por moléculas especificas no corpo. A fluorescéncia acontece
quando a molécula absorve a luz do infravermelho, em seu comprimento de onda
especifico, e atinge seu estado de excitacdo, dissipando parte dessa energia na forma de
luz com comprimento de onda maior. Portanto, esta técnica é de grande relevancia para
estudos de imagem in vivo (Yuan, et al., 2013).

Tem como vantagem ser uma técnica ndo invasiva, ndo ionzante e de alta
sensibilidade. A luz de fluorescéncia do infravermelho préoximo (NIR), vem sendo
utilizada na clinica em comprimentos de onda elevados (600-900 nm). Esta luz é
vantajosa em relacdo a luz visivel por ter penetracdo tecidual profunda e comprimento de
onda bem diferente evitando a interferéncia da autofluorescéncia de tecidos. A técnica do
NIR é uma das mais promissoras por realizar o rastreamento em tempo real de deteccéao
e liberacdo de fluordforos, que sédo aplicaveis a varios tipos de situa¢des no tratamento e
no diagnostico (Walia, 2016).

2.8 Estudos de biodistribuicdo contendo IR780

Em 2018, Uthaman e seus colaboradores, realizaram estudos com micelas a base
de &cido hialurénico carreadas com IR780, utilizando a linhagem celular TC-1 para
induzir o tumor, que € derivada de células epiteliais pulmonares primérias de
camundongos. Yue, em 2013, juntamente com seu grupo de estudo, desenvolveram
nanoparticulas funcionais de acido heparino-félico que carreavam o IR780. O preparo
ocorreu pelo método ultrassbnico, a linhagem celular utilizada foi a MCF-7,
adenocarinoma metastatico de mama.

Em 2015, Yuan e colaboradores modificaram um lado do IR780 com PEG e do
outro lado estenderam a cadeia carb6nica hidrofobica de C3 para C16. Wang et al (2016)
preparou nanoparticulas com transferrina por um método denominado ‘“molecular
switch” para carrear o IR780. Os dois ultimos artigos citados acima, utilizaram o mesmo
modelo tumoral de CT26 (células cancerigenas do c6lon de camundongo).

Comparando estes quatros estudos, todos eles apresentaram resultados

semelhantes entre si. Apesar das nanoparticulas terem sido preparadas de maneiras
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distintas, em todos eles as NP demonstraram serem eficientes para o direcionamento do
IR780 para o tumor. Além disso, os 6rgdos que tiveram maior fluorescéncia depois do
tecido tumoral, foram o figado e o pulmao, conforme mostrado na tabela 2.

Tabela 2. Diferentes estudos de biodistribuicdo em modelos tumorais murinos
utilizando o IR780 encapsulado a diferentes nanocarreadores, todos administrados por
via intravenosa caudal.

Concentragéo Temoo
Tipo de de IR780 Modelo  Orgdos > P .
< Referéncia
nanoestrutura ~ (mg/kg peso  tumoral acumulagdo*
estudo
corporal)

HA-IR 780 10 mg/kg . Uthaman, et al.
micelas (Amg/kg) Te- Figado 24h (2018)
HF-IR-780 0.7 mg /kg Figado e Yue et al,

IR780 MCF-7 N 72h
NPs . pulmdes (2013)
equivalente
. B Yuan et al.
PEG IR780 1 mg/ kg IR780 CT26 Figado 72h
C13 micelas (2015)
- 0,3 mg/ kg
TF-IR780 CT26 Figado 79h Wang et al.
NPS IR780 (2016)

* orgao em que houve maior fluorescéncia depois do tumor que foi induzido, em todos
0s estudos foi 0 tumor quem teve a maior fluorescéncia.

Em 2017, Li e colaboradores comprovaram um melhor direcionamento do IR780
em direcdo ao tumor guando este esta encapsulado, através do sistema de imagem no
infravermelho proximo (NIR), além disso, a inclusdo nos nanossistemas resultou em
aumento da sua fluorescéncia.

Estes estudos de biodistribuicdo demonstraram que o IR780 carreado por
nanoparticulas tem 6timo potencial para aplica¢fes teranosticas em cancer, devido a sua
capacidade de acumulacdo em organelas de células tumorais, boas propriedades
fotofisicas na faixa do NIR e multimodalidade de acdo (fototérmico, fotodinamico e
agente de imagem). As limitac6es do IR780 como: baixa solubilidade em &gua, répida
depuracéo, toxicidade aguda e captacgdo insuficiente do tumor, foram superadas com sua

utilizacdo veiculados em nanocarreadores. Podendo ser utilizados como um sistema de
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diagnostico eficaz para tumores em pequenos animais in vivo, através da terapia

medicamentosa guiada por imagem e em PDT e PTT.
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3. JUSTIFICATIVA

O céncer é uma doenca temida por milhGes de pessoas. Entretanto, o tratamento,
diagnostico e prevencao ainda sdo desafiadores para a ciéncia. A principal limitacdo para
os tratamentos é a falta de seletividade, fazendo com que o farmaco atue ndo somente
contra células tumorais como também em células saudaveis, levando o paciente a diversos
efeitos colaterais, dificultando sua adesdo ao tratamento.

Como novas ferramentas para serem aplicadas ao diagnostico e tratamento do
cancer, o uso de moléculas fluorescente vem sendo importantes por meio da terapia
fotodindmica (PDT) e terapia fototérmica (PTT), além do monitoramento molecular,
principalmente no infravermelho proximo (NIR). Neste contexto, o fotossenssibilizador
IR780 é utilizado em diversas pesquisas como uma molécula funcional para estas
aplicacdes.

Em uma busca realizada na base de dados do SCOPUS (Elsevier) utilizando a
palavra chave “IR780” foram encontrados 450 artigos publicados. Acrescentando a
palavra “nanoparticle” foram encontrados 347 artigos publicados e ainda adicionando a
palavra “biodistribution” sendo encontrados apenas 86 artigos desde o ano de 2013 até o
atual. Incluindo o termo “polymeric” o numero de artigos ¢ reduzido para 61 e ainda o
termo “ theranostic” resulta em 45 artigos, o que demonstra o interesse pelo uso desta
molécula.

Estudos recentes do nossos grupo, ja avaliaram in vitro a diferenca entre o IR780
encapsulado fisicamente com o IR780 ligado covalentemente ao polimero em
nanocapsulas. Sendo assim, o foco principal desta pesquisa, foi avaliar a biodistribuicdo
dessas associacOes distintas in vivo, em animais saos para que sejam utilizadas como uma
nova ferramenta terandstica pré-clinica em futuros estudos envolvendo animais com

tumor.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar comparativamente a biodistribuicdo em camundongos Balb/c séos, de
nanocapsulas poliméricas contendo polimero conjugado ao IR780 por ligacdo covalente,
ou contendo o IR780 fisicamente encapsulado e o IR780 livre administrados por via

intravenosa

4.2 Objetivos Especificos

e Preparar nanocapsulas poliméricas contendo IR780 ligado ao polimero (IR-PLA
NC) ou encapsulado (IR780-NC), conforme ja descrito por Machado et al., 2020;

e Caracterizar as nanoparticulas quanto ao tamanho, potencial zeta e indice de
polidisperséo (PDI);

e Acompanhar a biodistribuicdo in vivo das nanoparticulas fluorescentes em
camundongos saudaveis ao longo de 72 horas por técnica de imagem in vivo;

e Determinar a fluorescéncia média em cada 6rgdo dos camundongos apds
necropsia;

e Analisar os dados estatisticamente para comparar o efeito da ligagcdo covalente do

IR780 ao polimero que compde a nanoparticula na biodistribuicao.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais

e Copolimeros em bloco Poli(D,L-lactico)-bloco-polietilenoglicol (PEGsk-PLA2ok,
Mn 22,200 g/mol, B 1.38) (Pound-Lana et al., 2017) e polilactideo
covalentemente ligado ao IR780 (IR-PLA, Mn: 4000 g/mol; D: 1,26) (de Oliveira
et al.,2019) sintetizados em nosso laboratério;

e Triglicerideos de cadeia média Miglyol®812N (Sasol);

e Lecitina de soja a 75% (Lipoid®S75, Lipoid);

e [R780 (2-[2-[2-chloro-3-[(1,3-dihydro-3,3-dimethyl-1-propyl-2H-indol-2-
ylidene)ethylidene]-1-cyclohexen-1-yl]ethenyl]-3,3-dimethyl-1-propylindolium
iodide, (Sigma Aldrich, 98%);

e Acetona PA (Vetec);

e Acetonitrila (LiChrosolv®);

e Agua Ultrapura (Equipamento Symplicity 185 de Purificacio de Agua-MilliQ);

e Isoflurano (Iml/ml) (Cristalia)

e Ketamina 10% (Syntec) e Xilazina 2% (Syntec)

5.2 Preparo das nanocapsulas

As nanocapsulas (NC) foram preparadas pelo método de nanopreciptacéo,
também chamado de deposicdo interfacial de polimero pré-formado (FESSI et al., 1989).
Foram preparadas também NC brancas (ou seja, vem o IR 780) para comparar com as
demais nanocépsulas.

Para o preparar as nanocapsulas (NC), os polimeros PLA-PEG (20 mg) e PLA (5
mg) foram dissolvidos em 8 mL de acetona, juntamente a 15 mg de Lipoid S75, sob
agitacdo a 40°C. Apos a completa dissolugdo dos constituintes, foi acrescentado 100 pL
de Miglyol. Para o preparo das NC contendo IR780 encapsulado (NC IR780), foi
acrescentado 108 pL da solucdo estoque de IR780 em etanol a 1mg/mL, e para NC
contendo IR-PLA (NC IR-PLA) os 5 mg de polimero PLA foram substituidos por 5 mg
do polimero IR-PLA para uma concentragdo final de 27 pg/mL de IR780. Esta solucdo

foi vertida lentamente com auxilio de uma seringa em 16 mL de agua MilliQ, que estava
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mantida sob agitacdo magneética a 320 rpm, a 20°C por 10 minutos. Em seguida, a mesma
foi levada ao rotavapor (Rotavapor R3, Buchi) para evaporacdo total da acetona e de parte
da agua sob pressdo reduzida a 35°C, até restar um volume final de 4 mL de formulacéo.
Todo o preparo esta representado na figura 7. Para o preparo da NC branca, todos 0s

passos foram seguidos, exceto a adi¢do da solucédo de IR 780 ou IR-PLA.

Figura 7. Esquema de preparacdo de nanoparticulas pelo método de

nanoprecipitacao.
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5.3 Caracterizacdo das nanocapsulas

A analise do diametro hidrodindmico (Dn) foi utilizada para determinar o tamanho
das particulas, enquanto o indice de polidispersdo (Pdl) permite avaliar qudo homogénea
estava a suspensao. Estes foram determinados pelo método do espalhamento dindmico da
luz (DLS) com éangulo de deteccdo de retro-espalhamento em 173°. Também foi
determinado o potencial zeta por meio da microeletroforese associada ao laser doppler,
ambos no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instrument, UK, figura 8). Para as
analises por DLS as amostras foram diluidas em agua MilliQ e para as analises de
potencial zeta em solugdo de NaCl 1mM, nas proporcdes de 5:1000 (Figura 9). As
analises foram realizadas a 25°C, em triplicata, em aliquotas da mesma amostra e de 3

lotes diferentes. Os resultados obtidos foram expressos como média * desvio padréo.
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Figura 8. Equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instrument, UK).

Fonte: Select Science.

Figura 9. Metodologia usada para a caracterizacao das nanocapsulas.
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5.4 Estudo de biodistribuicéo in vivo

Esta avaliagdo foi realizada por meio do equipamento de imagem IVIS Lumina
I11 (PerkinElmer®, Massachusetts, USA), (Figura 11), com filtros definidos em excitacao
de 740 nm e emissdo de 790 nm, e sistema de anestesia de roedores RAS-4 disponivel no
Laboratorio Multiusuario do Cipharma (Escola de Farmécia, Universidade Federal de

Ouro Preto). Foram utilizados camundongos isogénicos Balb/c, fémeas, com 5 — 6
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semanas de vida, pesando entre 18 a 20g, distribuidos pelo Centro de Ciéncia Animal
(CCA) da UFOP e mantidos em gaiolas ventiladas padréo (Alesco®), com acessos a agua
e alimentos ad libitum. As condicdes de luz foram mantidas no ciclo de 12 horas. Todos
os testes foram realizados de acordo com protocolo aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal de Ouro Preto (CEUA/UFOP), sob o n°
26761510109.

Foi feito o acompanhamento da biodistribuicdo por 72h, através da deteccdo da
fluorescéncia nos animais em intervalos de tempo pré-determinados de 20 minutos, 2, 4,
8, 12, 24, 48 e 72 horas, ap0s a administracdo intravenosa por via caudal com uma Unica
dose de suspensédo de NC IR-PLA e NC IR780 (0,2 mg IR780/kg de peso corporal do
animal). E os grupos controles foram: solugdo salina estéril e solugdo de IR780 livre
(dissolvido em dimetilacetamida:PEG 40:60 diluida 15 vezes em solucéo isotdnica de
glicose, a partir da solucdo alcéolica de IR780 a Img/mL). Para todos 0s grupos o nimero
de animais foi igual a 6. Foram utilizados sempre 0s mesmos animais a cada leitura. Os
animais foram anestesiados com Isofluorano (2,5% em oxigénio) na camara de anestesia
e colocados em posicdo de decubito ventral e dorsal sob a cAmara de imagem, para a
analise e obtencdo das imagens. Em seguida, as imagens foram processadas utilizando o
software Living Image (Perkin Elmer) e a intensidade de fluorescéncia de regides de
interesse (ROI) foram selecionadas, esta foi expressa como eficiéncia radiante média
([fotons/s/cm?/steradian]/[uW/cm?]). A  metodologia de biodistribuicdo esta

esquematizada na Figura 10.

Figura 10. Esquema do estudo de bidistribuicéo in vivo utilizado.
=

0,2 mg/kg de IR780

ANESTESIA INALATORIA COM
ISOFLURANO (2,5% oxigénio)

VIS
LUMINA Il

30



Apos observar as intensidades de fluorescéncia, foi possivel determinar para quais
tecidos as nanoparticulas se biodistribuiram com maior facilidade e alem disso comparar
a biodistribuicdo da NC contendo o fotossensitizador fluorescente encapsulado ou ligado

ao polimero.

Figura 11. Equipamento IVIS Lumina Il (PerkinElmer).

4

Fonte: Bundesministerium

Apos a aquisi¢do das imagens de corpo inteiro as 24 e 72h da administracéo, trés
animais de cada grupo foram anestesiados com sobre dose (3x) de Xilazina 2% e
Ketamina 10%. Em seguida, foram retirados cérebro, coracéo, pulmao, figado, bago, rins,
bexiga, 0sso, pele, musculo, estbmago e intestino, colhidos em PBS e secos em papel de
filtro ao abrigo da luz. Estes foram colocados sob papel de desenho preto carvéo
(Artagain®) e levados para obtencdo da a imagem no IVIS Lumina series Il (Perkim
Elmer) (figura 11), com 0s mesmos parametros descritos acima, e processadas utilizando
o software Living Image (Perkin Elmer). A intensidade da fluorescéncia das regides de
interesse  selecionadas (ROI) foi expressa como eficiéncia radiante média
([fotons/s/cm?/steradian]/[uW/cm?]). A simulagio dos drgdos extraidos e prontos para a
captura de imagem esta representada na figura 12.

31



Figura 12. Orgaos selecionados, colocados sempre na mesma ordem sobre papel de

desenho preto carvédo (Artagain®).

5.5 Analise de dados

Os céalculos e as analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software
Living Image®, que faz a captura das imagens do VIS Lumina, Microsoft Excel® 2010
e GraphPad Prism®6.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Preparo e caracterizacdo das nanocépsulas

Nanocapsulas foram preparadas, conforme Machado, 2020, e tiveram sua
morfologia analisada, por meio da microscopia de forga atomica (AFM). Diferentemente
do método de DLS, a AFM foi realizada com amostra seca, sobre uma superficie de mica.
Como resultado, obtiveram que as particulas apresentam tamanhos distribuidos
homogeneamente.

Uma vez preparadas, as nanoparticulas devem ser caracterizadas, para garantir a
obtencédo de formulacGes reprodutiveis e bem definidas sob o aspecto fisico-quimico. As
preocupacfes quanto a seguranca estdo frequentemente ligadas aos aspectos: fisico
(tamanho da particula, carga da superficie e forma) e quimico (estabilidade do ativo
associado ao nanocarreador) (Bhattacharjee et al., 2010 e 2012; Favi et al., 2015). Por
isso a caracterizacdo do tamanho das NP e de sua carga superficial sdo indispensaveis.
Estes dois fatores citados acima, tamanho e potencial zeta, sdo os principais determinantes
para efeitos bioldgicos das nanoparticulas, incluindo absorcéo celular, toxicidade e
dissolucao (Frohlich, 2012; Bhattacharjee et al., 2013; Axson et al., 2015).

Os dados obtidos sobre o tamanho médio, indice de polidesperséo e potencial zeta,

sdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Tamanho médio, indice de polidispersao e potencial zeta das nanocapsulas.

NC branca NC IR780 NC IR-PLA
Dn (nm) £ DP 119,0 + 0,2646 122,8 + 0,4163 117,8 £ 0,5132
Pdl 0,175 0,147 0,174
Potencial zeta (mV) £ DP -41,5+ 1,64 -42,6 +1,14 -37,3+ 0,473

Dn: didmetro hidrodindmico; DP: desvio padrdo (n=3); pdl:indice de polidispersao

A técnica de espalhamento dindmico de luz, conhecida como DLS, é amplamente

utilizada para fornecer a distribuicdo de tamanho, indice de polidisperséo (Pdl), de uma
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amostra de nanoestruturas em meio aquoso (Bhattacharjee, 2016). O Pdl é importante
para determinar se o sistema estd homogéneo ou ndo em relacdo ao tamanho das
particulas. Sistemas monodispersos sdo mais adequados para a previsibilidade da cinética
de liberacdo e biodistribuicéo tecidual (Bazylinska, et al., 2014).

As distribuicdes dos tamanhos foram semelhantes entre si, ja que os os valores
obtidos foram: 119,0, 122,8 e 117, 8 nm para NC branca, NC IR780 e NC IR-PLA,
respectivamente. As nanoparticulas com tamanho médio de 200 nm conseguem permear
através das fenestracbes maiores dos vasos dos tumores. Ao contrario, permeiam com
dificuldade nas fenestracGes estreitas dos endotélios dos tecidos normais. Com isso,
ocorre maior acumulo das nanoparticulas no tumor em relacdo aos tecidos normais,
mecanismo conhecido como efeito de permeabilidade e retengdo aumentada (efeito EPR)
(Alves, et al., 2018). Este mecanismo ¢ favoravel para ambicdes futuras, fazendo com
que o IR 780 chegue ao seu alvo de acéo principal, o tumor, e fique retido por 14, por meio
das fenestracGes que sdo capazes de reter as nanocapsulas.

O maior indice de polidispersdo (Pdl) foi de 0,175 (NC branca), seguido de 0,174
(NC IR-PLA) e 0,147 (NC IR780), nenhum superior a 0,3. O PdI representa a variacao
entre os tamanhos das nanoparticulas, sendo o ideal um valor inferior a 0,3, que representa
um que um sistema monodisperso foi obtido, ou seja, estas suspensdes estdo bem
homogéneas.

O potencial zeta (¢) estd diretamente relacionado com a estabilidade coloidal da
nanoformulacdo. Os resultados obtidos para o { foram de -41,5; -42,6 e -37,3 para NC
branca, NC IR780 e NC IR-PLA respectivamente. Os valores negativos indicam uma
dispersdo eletricamente estabilizada gerando repulsdo eletrostatica entre as particulas
conforme ja demonstrado em outros estudos (Mosqueira et al., 2011; Bhattachariee,
2016). Apesar do IR780 ligado de forma covalente ao polimero (NC IR-PLA) ter um
valor ligeiramente menos negativo, ndo houve nenhuma diferenca estatistica entre eles.
Cada componente utilizado na formulagéo pode alterar o potencial zeta, de forma negativa
ou positiva. Estudos realizados por Patel (2011) e Soares (2012), concluiram que
potencial zeta maior que 30 mV (em mddulo) confirma particulas altamente estaveis
fisicamente. Fatores que podem favorecer valores negativos sdo: formacgédo de ponte de
hidrogénio entre os constituintes polimericos, interacéo do tipo dipolo-dipolo e tensoativo
utilizados (Soares et al., 2012). Além disso, no preparo destas nanocapsulas, foi utilizada

Lipoid®S75, lecitina composta por fosfolipidios de carga neutra e negativa. As lecitinas
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impuras sdo capazes de deixar o potencial zeta ainda mais negativo devido a presenca de

concentragfes maiores de acido fosfatidico (Mosqueira et al., 2001).

6.2 Biodistribuicdo

O tamanho das particulas e as propriedades de superficie destes
nanotransportadores séo fatores determinantes no tempo de circulacdo sanguinea. Sabe-
se que um dos maiores problemas para particulas de pequenas dimensdes € a sua rapida
eliminacdo do sangue por opsonizacao seguida de fagocitose pelos macréfagos do sistema
fagocitico mononuclear (MPSP) (Dobrovolskaia, et al. 2008; Mosqueira, et al. 2001).

As aquisicOes de imagens realizadas ap0s a administracdo intravenosa das
nanoparticulas fluorescentes revelaram primeiramente a biodistribuicdo no corpo inteiro
do animal. Na figura 13, observamos os trés diferentes tratamentos, IR780 livre, NC
IR780 e NC-IR-PLA, e seus respectivos intervalos de tempo. O IR780 livre teve sua
fluorescéncia baixa até as 4 primeiras horas, em seguida essa fluorescéncia aumentou
muito, e sem seletividade de acumulacdo em relacdo a nenhum 6rgéo, ou seja, se espalhou
por todo o corpo do camundongo. E notério que o IR780 encapsulado ja teve um inicio
de fluorescéncia bem alta, desde a primeira leitura e que se manteve por prolongadas
horas, também sem seletividade. Por fim, o IR780 ligado covalentemente ao polimero
apresentou uma fluorescéncia menor em todos os tempos com acumulacéo forte na regido

de figado e bago.

Figura 13: Imagens obtidas da biodistribui¢cdo do animal de corpo inteiro.
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Para um melhor entendimento das regides fluorescentes obtidas nas imagens de
corpo interino, foi realizada a eutanasia dos animais e os 6rgaos foram retirados para a
anélise mais eficiente. Essa analise complementar ex vivo, confirmou o acumulo das
nanoparticulas em certos 6rgéos.

A fluorescéncia abdominal chama a atencéo, devido a presenca dos 6rgéos figado,
baco e rins, que se encontram logo abaixo da regido do abdome central, estes pertencem
ao sistema de fagocitose mononuclear (MPS), também denominado sistema reticulo
endotelial (SRE), podem ser um indicativo de que as NC tenham sido retidas por eles

(Fan et al., 2020). Podemos ver a fluorescéncia deles, de forma individual, nos intervalos

de 24 e 72h na figura 14.

Figura 14. Fluorescéncia no cérebro, coracao, rins, figado e baco, apds 24 e 72h.
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O figado teve uma fluorescéncia mais baixa em 24h quando comparado a 72 horas.
Pode ser o indicativo de que aquelas nanoparticulas que passaram por ele, ficaram retidas,
tendo assim maior fluorescéncia com o passar das horas. O mesmo, é o maior 6rgao do
sistema fagocitico mononuclear. O metabolismo e eliminacéo do figado pelo SRE séo
extremamente eficientes. Ha a presenca de células de Kupffer no cortex do seio venoso
hepatico. (Zang et al., 2018). Essas células possuem uma capacidade fagocitaria elevada,
capaz de reter corpos estranhos, bactérias, corantes e outros materiais presente no sangue
(Rogoff, 1981). O figado possui células endoteliais permeaveis, chamadas de células
endoteliais sinusoidais (LSECSs), estas possuem uma interface entre as células sanguineas

e hepatocitos (Braet e Wisse, 2002; Hang et al., 2012). Além de serem células que
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possuem fenestracoes, as LSECs sdo ausentes de diafragma e tem pouca membrana basal,
se tornando a mais permeavel entre os mamiferos, dentro das células endoteliais (Poisson
etal., 2017).

O baco manteve sua intensidade de fluorescéncia entre os intervalos de tempo.
Nele existem células de defesa, chamadas de macrofagos. Estes revestem as trabéculas
da polpa vermelha e seios venosos, podendo assim fagocitar e reter as nanoparticulas
(Guyton, 2017). O baco funciona como um filtro de corpos estranhos muito sensivel ao
tamanho desses corpos. Acredita-se que as NCs que ficam retidas no bago sdo as que
possuem 0s maiores tamanhos. Existem fenestras entre as células inter-endoteliais, que
tem aproximadamente 200 nm de largura, e servem para filtrar os glébulos vermelhos
envelhecidos ou danificados e outras particulas maiores do sangue (Moghimi, 2001).
Além disso, em 2001, Moghimi e colaboradores realizaram novos estudos, aonde
propuseram que o limite de tamanho para as NCs ndo estarem sujeitas as fendas inter-
endoteliais, seria de 150 nm. E interessante que as NC respeitem esse limite de tamanho
proposto para que elas ndo fiqguem retidas nas fendas inter-endoteliais, a menos que o
objetivo do tratamento seja especificamente contra as células do baco.

O actmulo de nanocapsulas nos rins, € indicativo de que esta ocorrendo excrecéo.
A depuragdo renal pode sim eliminar as nanoparticulas, mas somente aquelas com
pequenos tamanhos hidrodindmicos, com menos de aproximadamente 100 nm, sendo
filtradas pela membrana capilar glomerular dos rins para os tbulos renais, sendo assim
eliminadas na urina (Liu et al., 2013). Como nenhuma das nossas NC tiveram um
tamanho inferior a 100 nm, possivelmente elas ndo foram eliminadas pelos rins. O IR 780
livre e 0 NC IR 780 transmitiram alta fluorescéncia nos tecidos renais no intervalo de
72h, 0 que ndo aconteceu com o0 NC IR-PLA. Provavelmente a fluorescéncia que € vista
na imagem do NC IR 780 refere-se ao fotossenssitizador que se desprendeu da NC, ja que
esta ndo consegue atravessar a membrana capilar glomerular. O comportamento foi
semelhante ao IR 780 livre, que também teve alta fluorescéncia nos rins, ao contrario do
NC IR-PLA, que ndo teve nenhuma fluorescéncia, mostrando que o IR 780 continua
associado a nanocépsula que ficou retida na filtracao renal.

Esse mecanismo também € dependente da carga da NC. Nanoparticulas
carregadas negativamente podem se repelir ao passar pelos poros da membrana, néo
sendo filtrada (Guyton, 2017; Longmire, 2008). A depuracao renal de NCs poliméricas é

dependente do peso molecular e a densidade do polimero utilizado (Owens, 2006).
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Um ponto muito importante que péde ser observado € que tanto para o cérebro
quanto para o coragdo para as NC ligadas covalentemente ao polimero, ndo houve
nenhuma fluorescéncia considerével. Isto é bom, caso o alvo principal ndo seja esses

Orgaos, pois eles sdo vitais para a sobrevivéncia, podendo assim prevenir uma toxicidade

que pode ser ocasionada pelo IR780.

De todos os 6rgéos estudados, o pulmao foi o érgdo que teve maior acimulo de
fluorescéncia (Figura 15). Han e colaboradores, 2022, realizaram estudo semelhante
utilizando lipossomas co-carregados com [-elemene e IR780 (IR780-ELE-LCL), a

fluorescéncia prevaleceu no figado e pulmdo. Entretanto, ndo se sabe ainda exatamente

porque o IR780 tem uma afinidade tdo elevada pelo pulmé&o.

Figura 15. Fluorescéncia no pulméo, bexiga, fémur, musculo e pele, apos 24 e 72h.
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O actimulo no fémur depende do tamanho da NC. No 0sso, encontramos a medula
0ssea, que também esta sujeita ao efeito de EPR. Podemos observar que a pele tem um
alto grau de fluorescéncia nas primeiras 24 horas quando o IR780 se encontra livre, isto
pode ser favoravel para tratamentos contra o cancer de pele, pois seu direcionamento é
excelente e é excretado com o passar do tempo.

A fluorescéncia apresentada no intestino e no estdmago (Figura 16), ndo tiveram

relevancias.
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Figura 16. Fluorescéncia no estdmago e intestino, apos 24 e 72h.
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Também foi plotado um gréafico de cada 6rgdo (Figura 17) em que houve uma

fluorescéncia considerada, fazendo a comparacgéo entre as formulagdes e os intervalos de

tempos de 24h e 72h.
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Pelos graficos podemos ver que os niveis de distribuicdo em ordem decrescente
para o IR 780 livre foi: pulmdo, rins, coragcdo, musculo, bago, figado, bexiga e cérebro.
Ja para NC IR 780 tivemos uma distribuicdo semelhante ao IR 780 livre, apresentando a
seguinte ordem: pulmao, rins, coracdo, musculo, figado, bexiga, coracéo e baco. E por
fim, de maneira bastante diferente, a biodistribuicdo da NC IR-PLA: baco, rins, figado,
pulmao, musculo, coracdo, cérebro e bexiga.

Na maioria dos 6rgdos ndo houve uma diferenca estatisticamente significativa
entre 0 NC IR780 e IR780 livre, considerando assim gque possuem um comportamento
muito semelhante. 1sso pode ser explicado por estudo ja realizado por Machado e
colaboradores (2020), confirmando que o IR780 encapsulado pode se desprender das
nanocapsulas e circular livre pelo organismo, com isso, aquela fluorescéncia que vemos
na imagem, pode ndo ser referente as NC em si e sim, somente ao IR780 que foi liberado
das NC e circula livre pelo organismo. Sendo assim, ele ligado covalentemte ao polimero
representa maior confianga para realizar o monitoramento da biodistribuicdo de
nanoparticulas.

No intervalo de tempo analisado, o IR780 livre manteve praticamente 0 mesmo
nivel entre 24 e 72h. A informacdo é bastante curiosa, visto que, seu log P € alto e a sua
meia vida curta. Ndo se sabe o porqué o IR780 livre foi o Gnico grupo em que as
concentragcfes se mantiveram constantes em praticamente todos os 6rgaos. Entretanto, é
possivel considerar que a sua via de excrecdo ocorre de uma forma diferente do que as
NCs, ja que estas ndo tiveram uma concentracdo constante em nenhuma dos 6rgaos.

O IR780 encapsulado, tem um inicio de biodistribuicdo mais lenta e quando atinge
72 horas, sua fluorescéncia esta aumentada. Um possivel motivo € a liberacao prolongada
das drogas pelos nanocarreadores, podendo ser uma vantagem por minimizar a
quantidade de doses. As NC contendo o IR780 ligado covalentemente ao polimero
expressa um perfil contrario ao encapsulado, talvez ele seja degradado dentro do

organismo com uma maior facilidade.
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7. CONCLUSAO

Nanocapsulas de PLA-PEG foram produzidas contendo IR780 encapsulado
fisicamente ou ligado covalentemente ao polimero PLA e caracterizadas, quanto ao
potencial zeta, indice de polidispersdo (Pdl) e tamanho hidrodindmico (Dn). O tamanho
das NC ficou entre 117,7 e 122,8 nm, os indices de polidisperséo tiveram valores menores
que 0,3, caracterizando um sistema monodisperso, e por fim, o potencial zeta variou entre
-37,3 e -41,5 mV, indicando uma boa estabilidade coloidal.

Ap0s o estudo da biodistribuicdo por meio de imagens in vivo destas NCs e do
IR780 livre, foi possivel concluir que a ligacdo covalente do IR780 ao polimero sugere
ser mais confiavel para realizar o rastreamento de nanoparticulas, pois durante o percurso
fisioldgico o IR780 pode ser liberado do nanocarreador que estava encapsulado, e sugerir
uma biodistribuicdo ndo fidedigna por meio do acompanhamento da fluorescéncia do
IR780 desprendido.

Além disso o IR780 livre apresentou um perfil muito semelhante ao NC IR 780.
Ja o NC IR-PLA se mostrou mais vantajosa por ndo se acumular em 0rgdos vitais, como
0 coracgdo e cérebro, podendo prevenir toxicidade nesses 6rgdos. Enquanto IR 780 livre
teve a concentracdo constante com o passar das horas em quase todos os 6rgaos, podendo
induzir toxicidade caso esse perfil se mantenha.

Com isso, o IR-PLA carreado por nanoparticulas poliméricas demonstra ser mais
confiavel para o monitoramento de imagem gerada pela biodistribuicdo de NCs no
organismo de camundongos. Estudos posteriores podem direcionar as NC contendo o
fotossenssitizador fluorescente ligado covalentemente para 6rgdos/tecidos alvos por meio

de ligantes, principalmente para células tumorais.
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