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RESUMO

As nanoparticulas de O6xido de ferro tém grande potencial para aplicacdes
biomédicas, especialmente na oncologia, onde tém sido exploradas em aplicacdes
como agentes de contraste para imagem por ressonancia magnética, hipertermia
magneética para destruicdo seletiva de células cancerosas e transporte vetorizado de
farmacos quimioterapicos, potencializando o desenvolvimento de novas técnicas de
diagndstico e tratamento do cancer. O presente estudo investigou a interacéo entre
nanoparticulas de 6xido de ferro revestidas com copoliéster caprolactona modificada
por cisteina e as linhagens celulares HRT-18 (cancer colorretal) e HepG2 (carcinoma
hepatocelular). Contrariando as expectativas, os resultados néo revelaram o padréo
esperado de radiossensibilizacdo, pois ndo houve um impacto significativo na
viabilidade celular, mesmo apds exposicdo a diferentes concentracbes das
nanoparticulas, quantificados por ensaios de NRU - Neutral Red Uptake. Uma
analise de Dispersdo Dinamica de Luz (DLS) sugeriu a presenca de aglomeracdes
nas nanoparticulas, apresentando resultados entre 832 a 1464 nandémetros, 0 que
pode ter limitado a capacidade de penetracdo nas células-alvo. Os resultados dos
Testes de Potencial Zeta variaram de -19,4 a 21,24 mV, indicando uma tendéncia a
disperséo das nanoparticulas, contrariando a formacéo de aglomerados. Este estudo
representa um ponto de partida para uma nova era de pesquisa ho campo da
oncologia. As descobertas deste estudo ndo s6 fornecem respostas, mas também
levantam uma miriade de novas questdes, incentivando futuros cientistas a explorar

0 vasto e promissor mundo da nanomedicina e seu papel na luta contra o cancer.

Palavras-chave: Nanoparticulas superparamagnéticas de oOxido de ferro.
Radiossensibilizagao. Céancer.



RESUMEN

Las nanoparticulas de 6xido de hierro tienen un gran potencial para aplicaciones
biomédicas, especialmente en oncologia, donde se han explorado en aplicaciones
como agentes de contraste para la imagen por resonancia magnética, hipertermia
magnética para la destruccion selectiva de células cancerosas y transporte
vectorizado de farmacos quimioterapéuticos, potenciando el desarrollo de nuevas
técnicas de diagnostico y tratamiento del cancer. El presente estudio investigo la
interaccion entre nanoparticulas de 6xido de hierro recubiertas con copoliéster
caprolactona modificada por cisteina y las lineas celulares HRT-18 (cancer
colorrectal) y HepG2 (carcinoma hepatocelular). Contrariamente a las expectativas,
los resultados no revelaron el patrén esperado de radiosensibilizacién, ya que no
hubo un impacto significativo en la viabilidad celular, incluso después de la
exposicion a diferentes concentraciones de nanoparticulas, cuantificadas mediante
ensayos de Captacion de Rojo Neutro (NRU). Un andlisis de Dispersion Dindmica de
Luz (DLS) sugiri6 la presencia de aglomeraciones de nanoparticulas, con resultados
gue oscilaron entre 832 y 1464 nandmetros, lo que puede haber limitado la capacidad
de penetracion en las células diana. Los resultados de las Pruebas de Potencial Zeta
variaron de -19,4 a 21,24 mV, indicando una tendencia hacia la dispersién de las
nanoparticulas, contrariamente a la formacion de aglomerados. Este estudio
representa un punto de partida para una nueva era de investigacion en el campo de
la oncologia. Los hallazgos de este estudio no solo brindan respuestas, sino que
también plantean una miriada de nuevas preguntas, alentando a los futuros
cientificos a explorar el vasto y prometedor mundo de la nanomedicina y su papel en
la lucha contra el cancer.Palabras clave: Nanoparticulas superparamagnéticas de

o6xido de hierro. Radiosensibilizacién. Cancer.

Palabras clave: Nanoparticulas superparamagnéticas de Oxido de hierro.

Radiosensibilizacién. Cancer.



ABSTRACT

Iron oxide nanoparticles have great potential for biomedical applications, especially
in oncology, where they have been explored in applications such as contrast agents
for magnetic resonance imaging, magnetic hyperthermia for selective destruction of
cancer cells, and vectorized transport of chemotherapeutic drugs, enhancing the
development of new cancer diagnostic and treatment techniques. The present study
investigated the interaction between iron oxide nanoparticles coated with cysteine-
modified caprolactone copolyester and the HRT-18 (colorectal cancer) and HepG2
(hepatocellular carcinoma) cell lines. Contrary to expectations, the results did not
reveal the expected pattern of radiosensitization, as there was no significant impact
on cell viability, even after exposure to different concentrations of nanoparticles,
qguantified by Neutral Red Uptake (NRU) assays. Dynamic Light Scattering (DLS)
analysis suggested the presence of nanoparticle agglomerations, with results ranging
from 832 to 1464 nanometers, which may have limited the penetration capacity into
target cells. The results of Zeta Potential Tests varied from -19.4 to 21.24 mV,
indicating a trend toward nanopatrticle dispersion, contrary to agglomerate formation.
This study represents a starting point for a new era of research in the field of oncology.
The findings of this study not only provide answers but also raise a myriad of new
guestions, encouraging future scientists to explore the vast and promising world of

nanomedicine and its role in the fight against cancer.

Keywords: Superparamagnetic iron oxide nanoparticles. Radiosensitization. Cancer.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Fluxograma da sequéncia de eventos apds a exposicdo de tecidos
DIOIOQICOS @ radIiACAD. ... eeeiiiiiiie e 34
Figura 2 - llustracdo de mecanismos de precipitagcdes coloidais que levam a

particulas monodispersas: (a) modelo de La Mer, (b) modelo de Ocaria e (c) modelo

(0 LIS T |1 o) (o T 45
Figura 3 - Fluxograma da PESOUISA..........uuuuuuuumumuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeineeesneeeeneeenes 56
Figura 4 - Reentrancias das placas de cultivo celular. ...............cccccoiiiiiiiiiiiinnnnnnn. 57
Figura 5 - Posicionamento e parametros de Irradiacdo das amostras .................... 58

Figura 6 - Efeito das nanoparticulas sobre a viabilidade celular da linhagem HepG2
(=0 N =T L= Lo F- R 61
Figura 7 - Efeito das nanoparticulas sobre a viabilidade celular da linhagem HRT-18
NAO IMTAGIAGEA ..o 62
Figura 8 - Efeito da radiacédo ionizante sobre a viabilidade celular da linhagem HepG2
na amostra CoNtrole (0 PPM). oo 63
Figura 9- Efeito da radiagéo ionizante sobre a viabilidade celular da linhagem HRT-
18 na amostra controle (0 PPM). ...euiii e e e e eaaan 63
Figura 10 - Efeito das diferentes concentracfes de nanoparticulas sobre a viabilidade
celular na linhagem HepG2 irradiada. ...........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 64
Figura 11 - Efeito das diferentes concentra¢des de nanoparticulas sobre a viabilidade
celular na linhagem HRT-18 irradiada. .........cccoovvvuuiiiiiieeciieece e 65
Figura 12 - Resultado de ensaio de DLS das nanoparticulas de oOxido de ferro
recobertas por copoliéster caprolactona modificada por cisteina na concentracédo de
2Mg/ML (A) € 0,5 MG/ML (B) coooeeeeeeeeeeee e 66



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 -Classificagdo de Barcelona-Clinic Liver Cancer............cccoevvvvvvvvviinneeeeenn. 26

Tabela 2 - Modalidades de Braquiterapia conforme a localiza¢do do tumor e métodos

de implantacao da fonte de radiaCaio ...........ccevrveiiiiiiiii e 28
Tabela 3 - Caracteristicas das Radiacdes lonizantes, Corpusculares e
EletrOMAQgNELICAS. ... . uuiiiiiiii e nnnnnnnnn 32
Tabela 4 - Produtos Gerados pelo processo de radiolise..........cccoeeeevvveeeiiiiiinneeeenn. 35
Tabela 5 - Efeitos diretos da exposicéo a radiacédo e seus limites de dose ............ 36

Tabela 6- Fases, doses e sintomas apds exposicao a altas doses de radiacéo. ....37
Tabela 7 -Relacao entre nimero de atomos e area superficial das nanoparticulas 40
Tabela 8 - Métodos de preparacdo de nanoparticulas............cccoeeeeeeiiiiiiiiiiineeeeenn, 42
Tabela 9 - Sistemas coloidais classificados de acordo com a natureza das fases
ISPErSa/dISPEISANTE ......oeiiiiiiiiiiiiii e 43
Tabela 10 - Alguns estudos sobre efeitos de radiossensibilizacdo de nanoparticulas

Tabela 11 - Resultados de DLS e Potencial Zeta de alguns estudos pesquisado ..68



LISTA DE SIGLAS

BCLC - Classificacdo de Barcelona-Clinic Liver Cancer
BRCA1/BRCAZ2 - Genes supressores de tumor relacionados ao cancer de mama
CCR - Cancer Colorretal

CEP - Comité de Etica em Pesquisa

CEPON - Centro de Pesquisas Oncoldgicas

cGy/min - centiGray por minuto (taxa de dose de radia¢do)

CHC - Carcinoma Hepatocelular

DLS - Espalhamento Dinamico de Luz

DNA - Acido Desoxirribonucleico

EDTA - Acido Etilenodiamino Tetracético

Gy - Gray (unidade de medida de dose absorvida)

HepG2 - Linhagem Celular Cancinoma HepatoCelular

HRT-18 - Linhagem Celular Céncer Colorretal

IFSC - Instituto Federal de Educacéao, Ciéncia e Tecnologia de Santa Catarina
INCA - Instituto Nacional de Cancer

IRM - Imagem por Ressonancia Magnética

MET - Microscopia Eletrdnica por Transmissao

MTT - 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide
MV - Mega Volt (unidade de energia do feixe de radiacao)

NPs - Nanoparticulas

NRU - Neutral Red Uptake

PBS - Solugéo Salina Tamponada com Fosfato

PGLA - Copoliéster Caprolactona Modificada por Cisteina



PPM - Partes Por Milhdo (Unidade De Concentragao)

REF - Fator de Radiossensibilizac&o

ROS - Espécies Reativas de Oxigénio

RTOG - Radiation Therapy Oncology Group

SPIONSs - Nanoparticulas de Oxido de Ferro Superparamagnéticas
UFPR - Universidade Federal do Parana

UFSC - Universidade Federal de Santa Catarina



3.1.
3.2.

4.1
4.1.
4.2.
4.2.1.
4.2.2.
4.3.
4.3.1.
4.3.2.
4.3.3.
4.4.
44.1.

5.1.
5.2.
5.3.
5.3.1.
5.3.2.
5.3.3.
534

6.1.

6.2.

6.3.

7.1

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt 18
JUSTIFICATIVA oottt e e e e e e e e s e e e e e e e e aann 21
OBUJETIVOS ...ttt e e e e e e et e e e e e e e s e nnnaeees 22
ODJELIVO GEIAI ...t 22
ODbjetivos ESPECITICOS...cuiiii it 22
REVISAO DA LITERATURA ....oviiiiitiie e ettt 23
(O TaToT =T g OLo] [0} § £=] =1 I 23
Carcinoma HepatoCelUIar............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 24
Radioterapia e Interagc&o da Radiacao lonizante..........cccccevvviinieeeeieennnnns 27
Interacdo da radiacao ionizante com 0S teCidOS ........ccovveeeeviviiiiiiiiieeeeeeeeein, 30
Efeitos Radiobioldgicos da Radiacdo lonizante .............ccccevvvveiiiiiiiieeeeeeeenn, 33
NANOPAITICUIAS ....eeeiiiieieeiie e 38
Nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnéticas (SPIONS). ............. 40
Sintese de Nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnéticas ............ 41

Caracterizacdo de Nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnéticas.46

Radiossensibilidade Celular ... 48
Nanoparticulas de 6xido de ferro como radiossensibilizadores. ................... 50
METODOLOGIA ..ottt e e e e e raeeeaaeas 52
NPz Ta Lo o= U A o1 U] = =3RRI 52
CUILIVO CRIUIAN ..ttt snennnnnnnes 54
Etapas Da PeSQUISA......cccooeiiiii e 55
Criacdo e Testes de Phantom ...............eeuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 56
Ensaio de Irradiacéo e de citotoxicidade celular...............cccevvvvviiiiiieeeiinennn, 57
Caracterizacdo Fisico-Quimica das SPIONS ............cccoovvviiiiiiiie e, 60
ANAIISE ESTAtiSHICA. ... .ciiieeeeieeeiiiii e 60
RESULTADOS E DISCUSSAQ ......ooveviiiiiieieiie et 61
Ensaios Bioldgicos de Citotoxicidade. ...........ooovvviiiiieiiiiiiiiiiiiie e, 61
Caracterizag8o FiSiCO-QUIMICA......uuuuuurririiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeneeeeeeenanes 65
DY o U1 - Lo LSRR 66
CONCLUSAO ..ottt ettt 69
Sugestdes Para Trabalhos FUtUIOS........coovviiiiiiiiii e 69

REFERENCIAS ..o ettt 71



APENCICE A — MANUSCRITO A



18

1. INTRODUCAO

O céancer € um conjunto de doencas complexas e multifatoriais que se
originam a partir de células do préprio corpo que passam a se dividir de maneira
descontrolada e invadem tecidos adjacentes, sendo uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em todo o mundo. (INCA, 2022) Cada tipo de cancer é
caracterizado por um crescimento anormal e nao regulado de células que formam
tumores malignos. Estes tumores podem invadir outros tecidos e 6&rgaos,

prejudicando seu funcionamento normal. (SANTOS, et al., 2018)

No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2022) estimou para o
triénio 2023-2025 cerca de 704 mil novos casos de cancer por ano, onde 70% dos
casos estao previstos para as regioes Sul e Sudeste, sendo o cancer de mama e o
de préstata os tipos da doenca com maior incidéncia no pais, apds o cancer de pele

nao melanoma.

O tratamento do cancer é uma jornada complexa que pode envolver uma
variedade de abordagens terapéuticas, incluindo: cirurgia, quimioterapia,
imunoterapia, terapias hormonais e, fundamentalmente, radioterapia, que utiliza
radiacGes ionizantes para destruir ou danificar as células tumorais, impedindo sua
multiplicagdo. (SANTOS, et al., 2018)

7

Um dos aspectos cruciais da radioterapia é a radiossensibilidade das
células tumorais (YANG,et al., 2018). Estas células sdo mais facilmente danificadas
ou mortas pela radiacdo do que as células ndo tumorais devido a sua baixa
capacidade de defesa antioxidante. A radiacao ionizante age, em parte, induzindo a
geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs) dentro das células tumorais (LIU,
et al., 2018), danificando o DNA e outras biomoléculas e consequentemente

organelas e estruturas celulares, levando a morte das células tumorais.

No entanto, apesar dos beneficios significativos que a radioterapia
oferece, a mesma nao esta isenta de riscos. As radiacdes ionizantes podem afetar
os tecidos sadios proximos ao tumor, levando a efeitos colaterais consideraveis,
como dermatite (BURKE, et al. 2022), fibrose (WANG, et al.,, 2020), linfedema
(NASSIF, et al., 2020) e pneumonite (ZHOU, 2022).
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O estudo aprofundado das interacdes entre a radiacdo ionizante e as
células tumorais, incluindo os mecanismos de geracdo de EROs (SIES, et al., 2022)
e radiossensibilidade (HALL, 2022), é fundamental para otimizar a eficacia deste
tratamento. O desenvolvimento de radiossensibilizadores que potencializam o efeito
da radiacdo nas células tumorais, permitindo o uso de doses menores de radiacao,
€, portanto, um grande avanco no tratamento de varios tipos de cancer (LIUYUN, et
al., 2021).

Com esse intuito, nanoparticulas metalicas, como as de ouro (CHEN, et
al., 2020), platina (SACHIN, et al., 2023) e as de 6xido de ferro (DUBEY, 2022), vém
sendo amplamente investigadas por seu potencial como agentes

radiossensibilizadores.

Estudos demonstram que nanoparticulas de o6xido de ferro quando
internalizadas pelas células tumorais podem amplificar a formacgédo de EROs quando
expostas a radiacdo ionizante, exacerbando a ocorréncia de dano ao DNA e
aumentando a morte celular (DUBEY, 2022, FATHY, et al.,2019, DEFU, et al., 2020).
Contudo, a eficicia das nanoparticulas como radiossensibilizadores pode depender
de varios fatores como: dose de radiacdo, tamanho, forma, composicao,
revestimento, bem como das condi¢cdes experimentais e modelo celular (GUERRA,
2021). Salienta-se ainda que ha uma caréncia de estudos comparando seus efeitos

em diferentes linhagens tumorais, bem como em células normais.

Neste contexto, este trabalho visou investigar o potencial de
nanoparticulas de 6xido de ferro (SPIONS) revestidas com o copoliéster caprolactona
modificada com cisteina em promover a radiossensibilizacdo de linhagens celulares
de alguns tipos de cancer através de experimentos in vitro. Desta forma, espera-se
fornecer evidéncias sobre a aplicabilidade e limitacbes desta estratégia para

aprimorar os resultados do tratamento radioterapico.

Em longo prazo, o0 desenvolvimento de  nanomateriais
radiossensibilizadores, podera viabilizar tratamentos mais personalizados e efetivos.
Ao amplificar a resposta tumoral & menor dose de radiagdo ionizante, o dano aos

tecidos sadios adjacentes seria minimizado, reduzindo a sua toxicidade e



20

melhorando a qualidade de vida das pacientes. Assim, nano radiossensibilizadores
seletivos representam uma perspectiva promissora para contribuir no tratamento

contra o cancer.
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2. JUSTIFICATIVA

O cancer é caracterizado como um dos principais problemas de saude
publica no Brasil e em todo o mundo. A radioterapia, uma ferramenta fundamental
no tratamento de tumores, utiliza radiagBes ionizantes para danificar as células

tumorais, porém, também afeta tecidos saudaveis proximos.

Neste cenario, nanoparticulas metalicas, como as de oxido de ferro, tém
sido investigadas por seu potencial radiossensibilizador (CHEN, et al., 2020,
SACHIN, et al., 2023, DUBEY, 2022). Estas nanoparticulas, quando internalizadas
pelas células tumorais, podem aumentar a formacdo de EROs (SIES, et al., 2022)
guando expostas a radiacdo ionizante, intensificando a ocorréncia de danos ao DNA
e outras biomoléculas nas células tumorais as levando a morte. (SHESTOVSKAYA,
et al., 2023) Os resultados esperados deste trabalho ndo apenas poderao expandir
0 conhecimento sobre radiossensibilizadores nanoparticulados em linhagens
tumorais especificas, mas também proporcionardo “insights” cruciais sobre a

aplicabilidade clinica dessa estratégia.

A reducédo da dose de radiacdo necessaria, minimizando os danos aos
tecidos saudaveis, e consequentemente reduzindo os efeitos colaterais do
tratamento, representa um avanco significativo na qualidade de vida dos pacientes
e estabelece um caminho promissor para o avan¢o no tratamento do céancer no

cenario médico atual.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial radiossensibilizante de nanoparticulas de Oxido de
ferro recobertas por copoliéster caprolactona modificada por cisteina em linhagens
de células tumorais de céancer colorretal (HRT-18) e carcinoma hepatocelular
(HepG2), irradiadas por fotons X de 6 MV.

3.2. Objetivos Especificos

Com o intuito de alcancar o propdsito principal desta pesquisa, foram
estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

a) Avaliar a radiossensibilizacdo mediada pelas nanoparticulas
superparamagnéticas estabilizadas com copoiléster por meio da
determinacao da viabilidade celular apds o tratamento de células HRT-
18 e HepG2 incubadas com as nanoparticulas submetidas e néo
submetidas a irradiacéo ionizante;

b) Interpretar os resultados obtidos, identificando diferengas significativas
na radiossensibilidade entre as linhagens celulares estudadas.
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4. REVISAO DA LITERATURA
4.1 Cancer Colorretal

O cancer colorretal (CCR) emerge como uma das neoplasias mais
prevalentes globalmente, tendo como epicentro de sua origem o colon ou o reto,
constituindo o segmento final do sistema digestivo. Sua evolucéo se desenha a partir
de pdlipos, formacdes benignas no revestimento interno do célon ou do reto. Apesar
de tratavel quando identificado em estégios iniciais, permanece como uma das
principais causas de morbidade e mortalidade associadas ao cancer (SIEGEL,
2023).

Com uma incidéncia anual ultrapassando 1,9 milhdo de novos casos, o
CCR figura como o terceiro tipo de cancer mais comum tanto em homens quanto em
mulheres em todo o mundo. (SIEGEL, 2023) Sua distribuicdo geografica exibe
variacbes marcantes, sendo as taxas mais elevadas reportadas em paises
ocidentalizados. Prevé-se que, anualmente, entre 2023 e 2025, surjam cerca de
45.630 novos casos de cancer colorretal no Brasil. Desconsiderando-se 0s

melanomas, esse tipo de neoplasia é o terceiro mais frequente no pais. (INCA, 2022)

A idade, fator determinante, tende a acentuar o risco, com a maioria dos
diagndsticos ocorrendo ap6s os 50 anos, com o risco aumentando exponencialmente
com a idade. Além disso, uma historia familiar de CCR, particularmente entre
parentes de primeiro grau, eleva significativamente a probabilidade de diagnostico.
(INCA, 2022)

Os tipos predominantes de CCR incluem: adenocarcinoma, carcinoma de
células escamosas e carcinoides (GIAQUINTO, 2022). O processo de estadiamento
€ crucial para determinar o prognostico e o curso do tratamento. Utilizando uma
escala de 0 a IV, o estagio O indica a presenca de células anbmalas apenas na
camada mais superficial do revestimento do célon, enquanto o estagio IV indica
disseminacgdo para 6rgaos distantes, indicando um quadro de metastase e avangado
da doenca (SIEGEL, 2023).

Os sintomas do CCR variam consideravelmente, mas podem incluir

alteracdes nos habitos intestinais, sangramento retal, fadiga, perda de peso
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inexplicada e dor abdominal. (INCA, 2022) O diagnéstico precoce € crucial e é
comumente realizado através de colonoscopia, exames de sangue especificos e
tomografia computadorizada, que permitem uma avaliacdo detalhada da extensao

da doenca.

O tratamento do CCR é realizado levando em consideracdo diversos
aspectos como o estagio da doenca, sua localizacédo e a saude geral do paciente.
As opcOes de tratamento incluem cirurgia, na qual o tumor e, as vezes, partes do
célon ou reto sdo removidos, quimioterapia, radioterapia, imunoterapia e terapias-
alvo. (GIAQUINTO, 2022) (INCA, 2022)

A prevencédo do CCR é multifacetada. Envolve a realizacdo de exames de
rastreamento regulares, bem como a ado¢do de um estilo de vida saudavel, que
inclui uma dieta equilibrada e a pratica regular de atividades fisicas, além de evitar o
tabagismo e o consumo excessivo de alcool. A conscientizacdo publica sobre os
sinais e sintomas é de extrema importancia para diagnosticos precoces, permitindo
tratamentos mais eficazes e uma melhor qualidade de vida para 0s pacientes

afetados por essa condi¢céo devastadora (INCA, 2022).

Em sintese, o CCR representa um desafio significativo na area da
oncologia, demandando estratégias de prevencdo, diagndstico e tratamento
aprimoradas. Com uma abordagem multidisciplinar, pesquisa continua e
conscientizacdo generalizada, pode-se ndo apenas melhorar a detec¢ao precoce,
mas também oferecer terapias mais eficazes, conduzindo a melhores resultados e

gualidade de vida para aqueles afetados por esta doenga complexa e impactante.

4.1. Carcinoma Hepatocelular

O carcinoma hepatocelular (CHC) emerge como uma forma predominante
de céancer primario do figado, apresentando-se como uma ameaca substancial a
saude global. Originado a partir dos hepatocitos, as células parenquimatosas do
figado, frequentemente se desenvolve em um cenario de cirrose hepéatica, a qual é

caracterizada por cicatrizagcdo cronica do tecido hepatico. (CHEDID, 2017)
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Os principais fatores de risco para o surgimento de CHC incluem cirrose
hepatica, hepatite B e C crdnicas, consumo excessivo de &lcool, obesidade,
exposicdo a aflatoxinas (toxinas produzidas por fungos em alimentos mal
armazenados) e doenca hepatica gordurosa ndo alcoolica. A prevaléncia de hepatite
viral em muitas partes do mundo, especialmente a hepatite B e C, é uma das

principais razdes para a alta incidéncia de CHC (GANESAN, 2023).

O CHC é considerado o sexto tipo mais comum de cancer no mundo, com
mais de 800 mil novos casos diagnosticados anualmente. A Asia, particularmente
paises como China e Vietnd, enfrenta uma incidéncia elevada desse tipo de cancer
devido a alta incidéncia de hepatite crénica na regido. (SIEGEL, 2023). Estima-se
gue, entre 2023 e 2025, sejam diagnosticados cerca de 10.700 novos casos de
cancer de figado no Brasil. Desconsiderando-se os melanomas, esse tipo de cancer
€ 0 15° mais comum no pais. As taxas de incidéncia mais elevadas sdo observadas

na Regido Sul, tanto no sexo masculino quanto no feminino (INCA,2022).

Em seus estagios iniciais, 0 CHC pode ser assintomético, dificultando o
diagndstico precoce. A medida que progride, os sintomas podem incluir dor
abdominal, perda de peso, ictericia (coloracdo amarela da pele e olhos), inchacgo
abdominal e facil contusbes. O diagndéstico envolve ultrassonografia, tomografia
computadorizada, ressonancia magnética, biopsia hepatica e exames de sangue
especificos. (GANESAN, 2023)

O estadiamento do CHC é crucial para orientar as opcdes de tratamento.
A classificacdo de Barcelona-Clinic Liver Cancer (BCLC) é frequentemente usada,
variando desde tumores em estagios iniciais até doenc¢a avancada. (CHEDID, 2017)
As opcoes de tratamento incluem resseccao cirdrgica, transplante de figado, ablacdo
por radiofrequéncia, quimioembolizacéo, terapia-alvo e imunoterapia. A escolha do
tratamento depende do estagio do céncer, da saude geral do paciente e da
disponibilidade de érgéos para transplante. (Tabela 1)
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Tabela 1 -Classificacdo de Barcelona-Clinic Liver Cancer

Estagio Bastante Inicial (0) CHC dnico < 2 cm, Child A, ps 0.

Estagio Inicial (a) Até 3 CHC, todos < 3 cm, Child A-B, ps 0.

A Estagio Intermediario (b) CHC grande e/ou multinodular, Child A-B, ps 1-2
Estagio Avancado (c) Invaséo portal, doenca extra hepatica, Child A-B ps 1-2.
Estagio Terminal (d) Child Pugh C ps 3-4
T Tumor
TX Tumor primario ndo pode ser localizado
TO N&o ha evidencia de tumor primario
T1 Tumor Unico sem invasao vascular
T2 Tumor Unico com invasao vascular ou tumores multiplos

todos <5cm
T3a Tumores mdltiplos > 5 cm

Tumor Unico ou multiplos com invasdo de ramo maior

T3b : . . ‘o
pela veia porta ou de ramo maior das veias hepéticas
T4 Tumor(es) com invasdo direta de érgdos adjacentes,
excluindo-se a vesicula biliar ou o periténio visceral
N Linfonodos Regionais
NXx Linfonodos Regionais ndo podem ser avaliados
B NO Sem metéstase nos Linfonodos Regionais
N1 Metastase nos Linfonodos Regionais
M Metastase a Distancia
MO Sem Metéastase a Distancia
M1 Com Metastase a Distancia
Estadiamento Agrupado
Estadio T N M
I T1 NO MO
Il T2 NO MO
A T3a NO MO
1B T3b NO MO
1nc T4 NO MO
IVA Qualquer T N1 MO
IVB Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: adaptado de CHEDID (2017)

A prevencao do CHC esta intrinsicamente ligada a prevencéo da cirrose
hepatica e a gestdo das hepatites virais. Vacinacdo contra hepatite B, redugcédo do
consumo de alcool, diagndstico e tratamento precoces de hepatites cronicas sao
estratégias cruciais. A conscientizacdo sobre os fatores de risco e 0s sintomas sao
vitais para garantir diagnosticos precoces, melhorando significativamente as

perspectivas de tratamento e sobrevivéncia. (GANESAN, 2023)
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O CHC continua a ser um desafio de saude global, demandando esforcos
concentrados em pesquisa, prevencao e tratamento. Com intervencgdes eficazes,
conscientizacdo publica e acesso equitativo aos cuidados de saude, podemos nédo
apenas melhorar a deteccdo precoce, mas também oferecer tratamentos mais
eficazes, proporcionando uma melhor qualidade de vida para os pacientes afetados
por esta doenca (CHEDID, 2017).

4.2. Radioterapia e Interacdo da Radiacéo lonizante

A radioterapia é uma das areas de conhecimento da radiologia, onde
utiliza-se as radiagdes ionizantes, ndo com finalidade de diagndéstico, mas sim, com
método terapéutico no combate de algumas patologias, principalmente, o cancer,
onde tem como objetivo, impedir que células tumorais se multipliquem, ou seja,
impossibilitando a mitose celular ou causando a morte das células tumorais.
(BRASIL, 2022)

Existem duas técnicas principais de radioterapia: braquiterapia e teleterapia.
A braquiterapia € uma terapia de curta distancia onde uma fonte contendo um
radioisétopo € usada para liberar radiagdo beta ou gama a alguns centimetros do
volume do tumor. A braquiterapia possui diversas modalidades, conforme a
localizacdo do tumor, e diferentes métodos podem ser utilizados para implantar a
fonte na posicéo estabelecida no planejamento do tratamento (Tabela 2) (BRASIL,
2023).



Tabela 2 - Modalidades de Braquiterapia conforme a localizacdo do tumor e métodos de

implantacdo da fonte de radiacéo

Localidade Descricao

o e Fonte colocada sobre a superficie do tumor ou
Superficial
sobre a pele.
e A fonte é introduzida em cavidades do organismo
Intracavitaria (traquéia, esbfago, vagina, reto, uretra, etc)

adjacentes aos tumores.

s

e A fonte de radiacdo é introduzida rapidamente
Intraluminal dentro do limen ou na luz de certas cavidades do

corpo, tal como a arvore bréonquica.

E utilizada atualmente na forma de implantes
o temporarios ou permanentes, através de agulhas
Intersticial _ o )

ou tubos de material plastico que passam atraves

do tumor

Modalidades Braquiterapia
[ ]

. e Implantacéo direta de fontes em tecidos do corpo
Implantacéo o o
_ onde as préprias fontes radioativas entram em
Direta ) i
contato direto com o tecido.
e As fontes radioativas sao colocadas dentro de
Pré-loading carregadores em cavidades ou perto do tecido

gue se queira irradiar.

e Método no qual os aplicadores séo colocados, em

cavidades ou perto do sitio de tratamento e as

After loading fontes radioativas sdo inseridas dentro destes
aplicadores sob condicdes favoraveis de

radioprotecao.

Método de Implantagéo das fontes

Remote-After e E um "after loading” nos quais as fontes

loading radioativas séo carregadas nos aplicadores

mecanicamente por meio de conduites acoplados
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aos aplicadores

Fonte: Adaptado de FERREIRA (2015)

Ainda, a técnica de braquiterapia, pode ser subdividida em braquiterapia
de alta ou baixa taxa de dose, onde sao utilizados 137Cs (baixa taxa) e 192Ir (alta
taxa) entre outros radioisotopos (FERREIRA, 2015).

Na teleterapia, a fonte de radiacao ionizante fica a distancia do paciente.
Nessa modalidade de radioterapia podem ser utilizados feixes de raios-X, raios
gama, elétrons de alta energia e néutrons. Para a utilizacdo de diferentes tipos de
radiacdo, podem ser empregado diferentes equipamentos (MORAIS, 2015). Para
raios X de baixa intensidade ou de ortovoltagem sé&o utilizados equipamentos que
operam com quilovoltagem entre 10 e 100 kVp, RX superficial ou equipamentos de
ortovoltagem que operam entre 100 e 300 kVp. Nessa modalidade pode-se tratar
lesbes superficiais de pele, ou com até 3 cm de profundidade (queldides,
hemangiomas, carcinomas basilares). Fontes de Cobalto 60 também séo utilizados
na teleterapia (cobaltoterapia) e emitem raios gama com energias de 1,17 MeV e
1,33 MeV. (MORAIS, 2015)

Aceleradores lineares séo utilizados em radioterapia para acelerar
elétrons que colidem com um alvo metalico, podendo gerar feixes de elétrons e
fétons. Quando desacelerados o feixe de elétrons produz raios X por bremsstrahlung
(FERRO, 2021) que podem gerar feixes de raio X de 4 até 24 MV de energia. No
entanto, em tratamentos com elétrons, os elétrons acelerados n&o colidem com um
alvo metalico, permitindo que o feixe de elétrons atinja diretamente o paciente em
tratamento. Os tratamentos com elétrons sdo adequados para o6rgdos alvo
superficiais com estruturas radiossensiveis ao redor e lesdes infiltrativas de pele. A
faixa de energia dos elétrons fica entre 4 e 25 MeV (Mega elétron Volt) a depender

do equipamento

A teleterapia é realizada em regime ambulatorial, e a dose total do
tratamento é fracionada em aplica¢gdes diarias por um periodo que pode variar de 2
semanas a 2 meses, dependendo das condig¢des clinicas do paciente, estadiamento
da doenca e estratégia de tratamento (MORAIS, 2015; BRASIL, 2022)


https://www.semanticscholar.org/paper/ac88aa2c46349b3d9b7345acfe5ab0045ec64120
https://www.semanticscholar.org/paper/ac88aa2c46349b3d9b7345acfe5ab0045ec64120
https://www.semanticscholar.org/paper/ac88aa2c46349b3d9b7345acfe5ab0045ec64120
https://www.semanticscholar.org/paper/ac88aa2c46349b3d9b7345acfe5ab0045ec64120
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Independentemente do tipo de tratamento radioterapico escolhido
(teleterapia ou braquiterapia), a radioterapia podera ser feita com a finalidade
curativa ou paliativa. (MARTINS, 2020)

Quando a intensao do tratamento for a cura da neoplasia, causando a
morte das células tumorais ou impossibilitando sua multiplicacdo, o tratamento sera
(BRASIL, 2022) (MARTINS, 2020):

> Adjuvante, quando se realiza tratamento local cirargico seguido
do tratamento radioterapico ou

> Neo-adjuvante, quando é realizado o tratamento radioterapico
com a intencao de reduzir o tamanho do tumor, possibilitando
o0 tratamento cirdrgico de um cancer antes inoperavel ou ainda

melhorando as condi¢fes cirlrgicas para a retirada do tumor.

Para tratamento paliativo, busca-se melhorar a qualidade de vida do
paciente, aliviando a dor, obstru¢cdes e compressdes neuroldgicas causados pela
doenca. O tratamento dependera das condi¢cbes clinicas do paciente e do

estadiamento da doenca.

Sendo o tratamento curativo ou paliativo, existem sempre os efeitos
toxicos decorrentes do tratamento radioterapico. O grau e 0s sintomas dependerao
da localizacéo do tumor, do volume do tecido irradiado, da energia utilizada, da dose
total e do estado geral do paciente. De maneira geral, 0s pacientes,
independentemente, do local do tratamento, costumam sentir fadiga, reacdes na pele
e inapeténcia. (DOS SANTOS, 2022; BRASIL, 2022) As reacdes podem ser agudas,
guando surgem durante ou até um més apo6s o término do tratamento; intermediarias,
entre 1 e 3 meses apods o término do tratamento; e, tardias, entre 3 e 6 meses apos
o término do tratamento (DOS SANTOS, 2022)

4.2.1. Interacdo da radiacao ionizante com os tecidos
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A radiacdo ionizante € qualquer radiacdo que possui energia suficiente
para arrancar elétrons dos atomos, deixando-os carregados positivamente, podendo
essa radiacao ser do tipo eletromagnética ou corpuscular (HALL, 2022).

A radiacéo eletromagnética refere-se a propagacéao de energia através de
ondas eletromagnéticas, que sdo combinacdes de campos elétricos e magnéticos
oscilantes, perpendicularmente entre si e a dire¢cdo de propagacao nao precisando
de um meio fisico de propagacéo, abrangendo todo o espectro eletromagnético com
uma ampla faixa de comprimentos de onda, desde ondas de radio, micro-ondas,

infravermelho, luz visivel, ultravioleta, raios X até raios gama.

Cada regido do espectro eletromagnético possui caracteristicas distintas
em termos de energia, frequéncia e interacbes com a matéria. E importante notar
gue a maioria das radiacdes presentes nesse espectro € nao ionizante. No entanto,
as radiacfes ionizantes, como 0s raios X e a radiagdo gama, possuem energia
suficiente para ionizar a matéria, apresentando efeitos biolégicos e propriedades de

interacao especificos (SIES et al., 2022).

As radiacBes corpusculares referem-se a emissdo de particulas
subatdbmicas, como elétrons, prétons, néutrons, particulas alfa de uma fonte
radioativa (ABIDIN et al., 2019). Essas particulas possuem massa e podem ter carga
elétrica (Tabela 3). Ao contrario da radiacédo eletromagnética, que se propaga como
ondas, a radiacdo corpuscular consiste em particulas que se movem através do
espaco. Temos com representantes de radiacdo ionizantes corpusculares elétrons,
protons, particulas Alfa e Néutrons. (SIES et al., 2022; HALL, 2022)
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Tabela 3 - Caracteristicas das Radiacdes lonizantes, Corpusculares e Eletromagnéticas

Tipo de Radiacédo Simbolo Energia Carga Origem

Corpuscular

Particulas Alfa a 4-7 MeV +2 Nucleo
) B- -1 .
Particulas Beta 0-7 Mev Nucleo

p+ +1

Eletromagnéticas

Raios Gama Y 0-5 MeV 0 Nucleo

Raios X X 0-25 MeV 0 Eletrosfera

Fonte: Adaptado de Dos Santos (2022)

Radiacdes ionizantes, corpusculares ou eletromagnéticas, interagem com
tecidos transferindo sua energia através da interagdo com a matéria. Essa Interacao
pode ocorrer de uma ionizacao direta, quando a radiacdo ionizante interage com
elétrons da eletrosfera, transferindo energia suficiente para arrancar os elétrons do
seu orbital, ionizando o &tomo a qual faz parte. Outro processo fisico envolve uma
ionizagdo indireta, quando radiacfes ionizantes interagem com a matéria, criando
outras radiacdes ionizantes secundarias, como raios X, elétrons secundarios, e

esses por sua vez, ionizam outros atomos. (SIES et al., 2022; ABIDIN et al., 2019)

Essas ionizacdes ocorrem através de efeitos, onde sua ocorréncia vai
depender da faixa de energia da radiacdo ionizante, bem como do tipo de interacéo
gue ocorreu. Quando uma radiacdo ionizante arranca elétrons das camadas internas
da eletrosfera, cedendo toda a sua energia, a vaga deixada € preenchida por elétrons
das camadas superiores, que por sua vez precisam emitir energia na forma de
radiacao ionizante (raios X) para poder mudar para um orbital energético mais baixo,

esta interacdo é chamada de efeito fotoelétrico (SCHAFER, 2017)

Ja o Efeito Compton Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.€ um fendmeno o
bservado na disperséo de raios X ou raios gama por elétrons livres ou fracamente

ligados em atomos. Um foton de raios X ou raios gama incide sobre um elétron em
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um atomo. Durante a interacéo, parte da energia da radiacdo ionizante incidente é
transferida para o elétron. O elétron, agora com mais energia, é ejetado do atomo
com uma direcao e velocidade caracteristicas, e € conhecido como elétron-Compton,
e também fétons com comprimento de onda maior constituem a radiacéo espalhada,

constituindo o espalhamento Compton.

Tem-se também o efeito de criacdo de pares. Este € um processo fisico
no qual uma radiacdo ionizante de alta energia € absorvida pelo nucleo do atomo
alvo tendo sua energia convertida em matéria, gerando um par elétron-pésitron. O
processo de criacdo de pares ocorre em situacfes em que a energia do foton é
suficientemente alta, geralmente acima de 1,02 MeV (megaelétron-volts). Nele um
féton de alta energia incide sobre um campo elétrico forte, do ndcleo atbmico com
carga positiva. O féton converte sua energia em um par elétron-pésitron na
proximidade do nucleo. O elétron e o pésitron recém-criados sdo entdo ejetados em

direcOes opostas.

Os elétrons que resultam da producao de pares perdem energia através
de excitacdo, de ionizacdo e, eventualmente, preenchem vacancias de camadas
atbmicas. O paésitron se une com um elétron livre, e a massa de ambos é convertida
em energia, na forma de duas radiacbes gamas com direcdo opostas, em um

processo chamado radiagéo de aniquilagéo.

4.2.2. Efeitos Radiobiolégicos da Radiacao lonizante

Para radiacao ionizante e suas interacdes, ndo ha diferenca entre tecido
organico e qualquer outro material. Os efeitos, ocorrem em nivel atbmico. Essas
interacdes atdmicas assumem a forma de ionizacdo ou excitacdo de elétrons orbitais

e resultam na deposicao de energia no tecido.

Essa energia depositada pode produzir uma mudanca molecular, cujas
consequéncias podem ser mensuraveis através da avaliacao da viabilidade celular
(SAHIN, 2023). Quando um &atomo ¢é ionizado, as propriedades das suas ligagbes
guimicas se modificam. Quando presente em uma molécula, a ionizacdo atbmica

pode resultar na quebra da molécula ou na realocac&o do atomo dentro da molécula,
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0 que pode alterar suas caracteristicas. A molécula modificada passa a funcionar de
maneira inapropriada ou até perder sua funcao, resultando em desajustes funcionais

podendo levar a célula a morte (HALL, 2022).

A Figura 1 apresenta um fluxograma que mostra a sequéncia de eventos

apos a exposicao de tecidos bioldgicos a radiagéo.

Figura 1- Fluxograma da sequéncia de eventos ap0s a exposicao de tecidos biolégicos a

radiacao

Lesdo Morte
*| Biogquimica c".l'ﬁ'ﬁae, ——»| Disfuncdio do Orgdo
: Dano no Tecido
A

Recuperagéol
de Dano Subletal
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Radiacio |onizante Molecular | *—™| Enziméatico b
Leucemia
Lesfio Morte
EEE—. ——-| Céncer
Bioguimica Celular

Dano no Tecido

Ponto de

" Mutaco Dano Genético

Por Efeito Direto

Por Efeito Indireto

Fonte: Adaptado de Dos Santos (2022)

Quando um material biolégico é irradiado in vivo, os efeitos nocivos da
irradiacdo se devem aos danos causados a biomoléculas sensiveis a radiacdo, como
o DNA. O efeito da radiacdo é considerado direto se o evento inicial de ioniza¢éo
causou o dano na molécula com a qual interagiu. Se a radiacdo ionizante interage
com uma molécula distante, modificando sua estrutura, ou até mesmo quebrando-a,
e esta molécula alterada gerar danos a moléculas importantes (por exemplo o DNA)
para o funcionamento celular, dizemos que é um efeito indireto. Embora
contraintuitivo, sdos os efeitos indiretos da interacdo da radiacdo ionizantes com
tecido biolégico que causa mais danos aos seres vivos (HALL, 2022).

Os danos, diretos e indiretos, podem ocorrer em moléculas de proteinas,

lipidios, carboidratos acidos nucleicos e agua. Tais macromoléculas podem sofrer



35

um serie de danos na sua estrutura, podendo ocorrer a cisdo da molécula, mudanca
nas ligagbes, ocorrendo a ligacédo cruzada da molécula ou ainda danos pontuais na

sua estrutura.

Como os seres humanos sao constituidos de aproximadamente 60% de
agua, estando ela diretamente envolvida em um nimero gigantesco de processos
bioquimicos, a irradiacao agua representa a principal interacdo da radiacéo ionizante
no organismo. Os efeitos sobre a molécula de agua sdo completamente diferentes
dos efeitos da radiagdo ionizante sobre macromoléculas. Quando a agua é irradiada,

ela se dissocia em outros produtos moleculares através da radidlise

O resultado final da radidlise da agua é a formacao de um par de ions, H+
e OH-, e dois radicais livres, H> e OH®. Um radical livre é uma molécula de carga
elétrica total nula que contém um elétron desemparelhado na camada externa, sendo
extremamente reativos. Os radicais livres contém energia em excesso que pode ser
transferida para outras moléculas a uma certa distancia do evento inicial de ionizag&o
(Efeito Indireto), podendo levar a ruptura de ligacGes quimicas e, consequentemente,
a producao de pontos de lesdo. H' e OH' ndo séo os unicos radicais livres que sao
produzidos durante a radidlise da 4gua (DUBEY, 2022). A Tabela 4 apresenta alguns
dos produtos da radiélise, todos toxicos para células humanas.

Tabela 4 - Produtos Gerados pelo processo de radidlise

Produtos Gerados pela Radidlise

Peréxido de Hidrogénio OH* + OH" — H202
Hidroperoxila H* + O2— HO™
Peréxido de Hidrogénio HO2 + HO'2 — H202+ O2
Radicais Livres Organicos (com H) RH + RH° — H° +R°
Radicais Livres Organicos (com O) R*+ 02 —» RO

Fonte: Adaptado de Souza (2021)

Todos esses produtos gerados a partir da radidlise da agua tem potencial

para causar danos a outras macromoléculas, em especial ao DNA.
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De maneira geral, os efeitos dos danos causados por esses produtos
serdo tdo maiores quanto maior for a dose de radiagdo que a pessoa foi exposta.
N&o existe limites de doses 100% seguras. Os efeitos podem ser imediatos, descritos

como deterministicos, ou tardios, denominados estocasticos (LIMA, 2021).

Os efeitos deterministicos estao diretamente ligados a um limiar de dose
de radiacdo, a qual, quando ultrapassado, comecam aparecer 0s primeiros efeitos
imediatos da exposicdo. A Tabela 5 apresenta alguns efeitos diretos e com seus

respectivos limiares de dose.

Tabela 5 - Efeitos diretos da exposicédo a radiacdo e seus limites de dose

Efeito Local Anatdmico Dose Limiar
Morte Corpo inteiro 200rad /2 Gy
Depressdo hematoldgica Corpo inteiro 25 rad / 250 mGy
Eritema da pele Campo pequeno 200rad /2 Gy
Epilacéo Campo pequeno 300rad /3 Gy
Aberracdo cromossdmica Corpo inteiro 5rad /50 mGy
Disfuncado das gonadas Tecido local 10 rad / 100 mGy

Fonte: Adaptado de Lima (2021).

A exposicao a altas doses de radiacdo ionizante pode levar a sindrome
aguda da radiacdo, que é uma condicdo médica grave causada pela exposicéo
aguda a doses elevadas de radiacdo ionizante em um curto periodo. A Tabela 6

apresenta as fases, doses e seus sintomas.
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Tabela 6- Fases, doses e sintomas ap0s exposicao a altas doses de radiacao.

) Tempo Médio de
Dose Aproximada

Periodo Sobrevivéncia Sintomas Clinicos
(rad.) ]
(dias)
Prodrémico >100 - Nausea, vomito, diarreia
Latente 100 a 10000 - Nenhum

Nausea, vOmito, diarreia,
Hematoldgico 200 a 1000 10 a 60 anemia, leucopenia,

hemorragia, febre, infeccéo

Os mesmos que na sindrome

_ ) hematoldgica mais
Gastrointestinal 1000 a 5000 4a10 o »
desequilibrio eletrolitico,
letargia, fadiga, choque.
O mesmo da sindrome
Sistema Nervoso gastrointestinal mais ataxia,
> 5000 0a3 . )
Central edema, vasculite do sistema,

meningite

Fonte: Adaptado de Lima (2021).

Os efeitos estocéasticos da radiacdo, ou efeitos tardios, sdo aqueles que
tém uma probabilidade de ocorrer, mas cuja gravidade ndo depende da dose de
radiacao recebida (ABIDIN et al., 2019). Nao ha um limiar claro de dose abaixo do
gual ndo haja risco, e quanto maior a dose, maior a probabilidade de o efeito ocorrer.
Esses efeitos estéo relacionados principalmente a exposi¢ao a radiacdes ionizantes,

como raios X e raios gama.

Os efeitos estocasticos resultam de alteracfes genéticas aleatérias nas
células expostas a radiagdo (REZAEI et al.,, 2019). Diferentemente dos efeitos
deterministicos, nos quais a severidade do dano aumenta com a dose, os efeitos
estocasticos estdo associados a mudancgas que podem levar ao desenvolvimento do

cancer ou a outras condigbes genéticas. A probabilidade de ocorréncia desses
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efeitos aumenta com a dose, mas ndao ha um limiar claro abaixo do qual ndo haja

risco.

O efeito estocastico mais significativo € o aumento na probabilidade de
desenvolvimento do cancer (SCHAFER, 2017; LIMA, 2021). As células danificadas
pelo processo estocastico podem sofrer mutacdes que levam ao crescimento
descontrolado e formacao de tumores. Além disso, alteracbes no material genético
podem ocorrer em células reprodutivas, resultando em efeitos hereditarios que

podem ser transmitidos a descendéncia (AHAMED et al., 2019).

Os efeitos estocasticos podem se manifestar ao longo da vida do

individuo, ndo necessariamente imediatamente ap0s a exposi¢ao.

4.3. Nanoparticulas

Desde o surgimento dos primeiros estudos voltados ao desenvolvimento
de nanotecnologias, uma infinidade de materiais com caracteristicas e aplicacdes ja
bem definidas até entdo, voltaram a ser objeto de estudo por apresentarem
caracteristicas diferentes em escala nanométrica possibilitando a criacdo de novas
aplicacfes tecnoldgicas. Um bom exemplo, € o composto Fe3Oas (6xido de ferro I,
lll) que possui caracteristicas magnéticas permanentes e é ferrimagnético, mas

guando em escala nanométrica apresenta propriedade superparamagnética.

O termo nanotecnologia foi utilizado pela primeira vez numa conferéncia
de engenharia em 1974, pelo professor Norio Taniguchi, que expds seu trabalho
sobre semicondutores por uso de praticas de deposicao de filmes e feixes de energia

com controle nanométrico das dimensdes (SCHAFER, 2017).

Hoje, a nanotecnologia é um novo campo de pesquisa, investigacdo e
elaboracao de materiais industriais com base na criagdo de estruturas moleculares

gue mostram avancgos que prometem afetar muitas areas da ciéncia e da tecnologia
(CANDIDO et al., 2022).
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Sao considerados nanomateriais 0s sistemas que possuem ao menos
uma de suas dimensdes espaciais entre 1 e 100 nm (SCHAFER, 2017) e que
apresentem suas propriedades fisicas e quimicas diferentes dos seus equivalentes
com dimensfes convencionais como consequéncia da sua dimensao nanométrica.
Para sistemas considerados nano, caracteristicas como reatividade (SACHIN et
al., 2023), toxicidade, absorcéo/espalhamento de luz, magnetizacdo de saturacéo

(DUBEY, 2022), ponto de fusdo, entre outras, sdo consideravelmente diferentes de
porcdes maiores dos mesmos materiais “bulk”, tornando tais propriedades unicas,
podendo ser determinadas pelo tamanho, estrutura superficial e interagcdes entre as
particulas.

A dimensdo das particulas influenciara nas propriedades Opticas,
magneéticas e cataliticas do nano material. Na area de catélise, constatou-se que a
utilizacdo de nanoparticulas como um catalisador aumenta consideravelmente sua
atividade catalitica. Esta atividade catalitica particular das nanoparticulas pode ser

atribuida em funcao de suas estruturas superficiais, pelos estados eletronicos e pela

grande area superficial que apresenta. (SACHIN et al., 2023)

O tamanho reduzido confere a essas particulas uma éarea superficial
extraordinariamente alta em relacdo ao seu volume, intensificando sua reatividade
guimica e suas interagbes com outras substancias. A elevada razdo area
superficial/volume das nanoparticulas, resultado da diminuicdo do tamanho de
particula, aumenta o percentual de atomos na superficie da mesma (TJONG; CHEN,
2004) (Tabela 7). Esses atomos da superficie estdo mais propicios a interagir e

participar dos processos fisico-quimicos.
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Tabela 7 -Relacéo entre niamero de atomos e area superficial das nanoparticulas

Numero Total de Atomos  Atomos na Superficie (%)

13 92
55 76
147 63
309 52
561 45
1415 35

Fonte: TJONG; CHEN (2004).

Estas nanoparticulas, além de apresentarem propriedades magnéticas,
mecanicas e térmicas, oferecem um alto potencial para diversas aplicacdes, tais
como descontaminagdo ambiental, fluidos magnéticos, processos cataliticos,
coloracdo de imagens, tintas magnéticas e agentes de contraste em ressonancia
magnética de imagem (DUBEY, 2022). Suas caracteristicas magnéticas fazem das
nanoparticulas magnéticas um agente de contraste positivo, caso do gadolinio, ou
negativo, caso das NP de oxido de ferro, com aplica¢cées no diagnéstico por IRM de
diversas patologias (SHESTOVSKAYA et al., 2023).

4.3.1. Nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnéticas (SPIONS).

O ferro (Fe) € um elemento quimico de numero atdbmico 26 e massa
atdbmica 56 unidades massa atdémica (SACHIN et al., 2023). Este metal de transicao

é encontrado no grupo 8 (VIIIB) da tabela periddica. E o quarto elemento mais
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abundante da crosta terrestre (AL—ABADLEH, 2015). Pode ser encontrado em
minerais, como o Oxido de ferro, nas suas formas de hematita (Fe203), maghemita
(y-Fe203) a magnetita (FesOa), goethita (a—Fe203) (CANDIDO et al., 2022).

O wuso de oOxido de ferro para sintese de nanoparticulas
superparamagnéticas tém sido extensivamente investigadas como novos agentes de
contraste em IRM (SHESTOVSKAYA et al., 2023). O oOxido de ferro tem
caracteristicas biocompativeis (com uma toxicidade menor) mais interessantes que
o gadolinio, uma vez que é encontrado de forma natural no nosso organismo, sendo
eliminado pelo sistema de ferritina (DUBEY, 2022). Além disso, as SPIONs
apresentam propriedades superparamagnéticas por conta do seu tamanho de
propor¢cdes nano e biodegradabilidade, podendo ser recobertas com diversos

polimeros (DEFU et al., 2020) e funcionalizadas para as mais diferentes aplicacdes.

As SPIONSs tém sido estudadas como veiculo de diagndstico e tratamento
para os mais variados tipos de cancer (FATHY et al., 2019). Em resumo, o éxido de
ferro, especialmente na forma de nanoparticulas superparamagnéticas, tem
demonstrado grande potencial como agente de contraste em imagem por
ressonancia magnética devido a suas propriedades Unicas em escala hanométrica.
Sua biocompatibilidade, capacidade de funcionalizacdo e efeitos no tempo de
relaxacéo tornam as nanoparticulas de 6xido de ferro candidatas promissoras para
aplicacbes terandsticas, permitindo ndo apenas o diagnostico, mas também o
tratamento direcionado de diversos tipos de cancer. Contudo, sdo necessarios mais
estudos in vitro e in vivo para investigar questbes como estabilidade coloidal,
distribuicdo sistémica e efeitos adversos a longo prazo antes da efetiva translacao
das nanoparticulas superparamagnéticas a base de 6xido de ferro para a pratica

clinica.
4.3.2. Sintese de Nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnéticas

Com o0 avanc¢o da nanociéncia a busca por novos materiais estimulou o
desenvolvimento de novos métodos para sintese e caracterizacdo de
nanoparticulas. Para (SCHAFER, 2017), a obteng&o de nanoparticulas pode ocorrer

através de métodos mecanicos denominados “top down” onde se manipula materiais
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com dimensdes “bulk”, ndo nanométricas, e através de processos fisicos tenta-se
chegar a dimensGes menores, nanométricas. Ja por métodos quimicos, conhecidos
por “bottom up”, sdo construgcdes que ocorrem da escala nano através da nucleagao
de compostos quimicos, com a formacao de numerosos cristalitos iniciais, seguido
de um processo de crescimento das particulas em direcdo a escala micro e macro.
A Tabela 8 apresenta alguns processos de preparo de NPs e suas descrig0es.
(ZOTTIS et al., 2015)

As formas de preparacdo das SPIONs (Tabela 8) envolvendo solucao
aguosa que mais se destacam sdo os métodos de solvotérmica, decomposi¢do
térmica (RIBEIRO, 2017) e coprecipitagdo (ZULKIFLI et al., 2018). A sintese por
coprecipitacdo é a mais utilizada e simples, dentre as citadas, em funcéo de possuir
um elevado rendimento, relativo controle do tamanho, baixo custo e por ser menos
agressiva ao meio ambiente, pois ndo utiliza solventes organicos (LIMA-TENORIO
et al., 2015).

Tabela 8 - Métodos de preparagdo de nanoparticulas

Métodos Descricéao

> Reduz o tamanho das

o particulas até a escala
Moagem Mecénica o N
nanométrica utilizando

Mecéanico moinhos.

_ ] >» Utiliza a técnica de
Filmes finos nanoestruturados oL o
pulverizacao catddica.

> Sistema estavel e
Microemulséo translicido de dois liquidos
imisciveis.
Quimico
» Formacgéao de uma

Processo sol-gel suspensdo (sol), através de

policondensacéo que forma
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uma matriz sélida (gel), logo
apos secagem.

> Materiais sao dissolvidos em

um solvente e precipitados

de outro

pela adicéo
composto quimico.

Fonte: adaptado SCHAFER (2017)

O desenvolvimento da quimica coloidal teve um papel primordial no
desenvolvimento da nanotecnologia sendo praticamente impossivel estudar e
desenvolver nanocomponentes sem um conhecimento minimo dessa area. Tal area
de estudo possibilitou desenvolver métodos de produgdo “bottom-up” de
nanoparticulas, tornando possivel o controle de caracteristicas fisicas e quimicas de
materiais nanométricos permitindo a acessibilidade a sua superficie e possibilitando

processos de estabilizacdo (RIBEIRO et al., 2017).

Define-se como um coloide um sistema composto por ao menos duas
fases, sendo uma continua (dispersante) e uma ou mais fases descontinuas
(particulas dispersas) que possuem pelo menos uma de suas dimensdes entre 1 nm
e 1 um, ou um sistema cujas descontinuidades encontram-se nessa faixa de
tamanho (ZOTTIS, 2015). Os diferentes sistemas coloidais possiveis sdo atualmente
classificados de acordo com a natureza das fases dispersa/dispersante envolvidas

sendo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Sistemas coloidais classificados de acordo com a natureza das fases

dispersa/dispersante

Fase Dispersa

Coloides de Acordo com seus (descontinua)

Constituintes

GAS LIQUIDO SOLIDO
‘ Aerossol Aerossol
GAS i Liquido Sélido
Fase )
Dispersante LIQUIDO Espuma Emulséo Sol
(continua)
SOLIDO Espuma Gel Sol Sélido

Solida
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Fonte: SOUSA FILHO (2015)

No que tange a sintese de nanoparticulas inorganicas, sistemas coloidais
consistem em uma fase sélida, obtida por uma reacao de precipitacdo, suspensa em
uma fase continua liquida, apresentando alto grau de dispersdo das particulas e
baixa taxa de aglomeracdo e sedimentacdo (SOUSA FILHO, 2015). Durante a
sintese coloidal de nanoparticulas, h4 dois processos, que ocorrem de maneira
praticamente simultanea, a serem considerados: a nucleacdo que € a formacao de
numerosos cristalitos iniciais, em equilibrio instavel com o liquido e o crescimento
das particulas (ABIDIN et al., 2019; SOUSA FILHO, 2015).

A primeira teoria a tratar da influéncia de tais processos na obtencao de
suspensdes coloidais é o modelo de La Mer, atualmente, sabe-se que tal modelo &
muito particular a esses sistemas e nao se aplica diretamente a maioria dos coloides.
(SOUSA FILHO, 2015). Todavia, por sua ideia central de separagéo temporal entre
nucleagcédo e crescimento, o modelo serve de base para a elaboracdo de outros
modelos bem como para o desenvolvimento de varias metodologias para a obtencéo

de coloides monodispersos.

No modelo de La Mer considera-se que a etapa de nucleacao € rapida e
de curta duracdo. J4 o processo de Ocafia também se considera a ocorréncia de um
processo rapido de nucleacdo com a geracao das particulas finais ocorrendo atraves

da agregacdo dos germes iniciais e das particulas menores. (Figura 2)
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Figura 2 - llustracédo de mecanismos de precipitacdes coloidais que levam a

particulas monodispersas: (a) modelo de La Mer, (b) modelo de Ocaria e (c) modelo de

Sugimoto

wv

Concentracao

v

Coordenada de reacao

Fonte: SOUSA FILHO (2015)

Para o modelo de Sugimoto assume-se uma etapa muito lenta de
nucleacédo, levando a formacédo de germes polidispersos. O crescimento €, entao,
explicado pela coalescéncia limitada por difusdo dos germes menores (mais
instaveis) em favor do aumento das particulas maiores, através do processo de
Ostwald ripening (“maturacéo de Ostwald”) (SOUSA FILHO, 2015). O processo de
Ostwald ripening consiste em um fenbmeno em que particulas pequenas em
suspensdao tendem a se redissolver e depositar sua massa em particulas maiores,
minimizando a area interfacial para que se atinja um sistema de maior estabilidade

termodinamica.

Para se obter uma baixa polidispersidade de particulas, os ndcleos de
todas as espécies devem ser formados simultaneamente, sem haver a nucleacdo
posterior de particulas menores. Além disso, para a obtencdo de nanoparticulas
homogeneamente dispersas, o processo de nucleacéo deve ser rapido, enquanto o
de crescimento deve ser lento. (ZOTTIS, 2015)

Uma reacao de precipitacdo sem controle das etapas de nucleacéo e
crescimento leva a um precipitado formado pela aglomeragéo nao controlada das

particulas. O que vai diferenciar uma precipitacdo comum de uma precipitagdo
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coloidal (de micro ou nanoparticulas bem dispersas) é uma etapa adicional de
estabilizacdo de superficie, de modo a se evitar seu crescimento posterior e sua

agregacao em suspenséo. (RIBEIRO, 2017).

Como ja mencionado, a técnica de coprecipitacdo € uma das mais simples
e eficientes para obtencdo de nanoparticulas de oxido de ferro. A obtencédo de
particulas de FeszO4 envolve uma mistura aquosa de hidrato de sais férricos, como
FeCls.4H20 ou Fe(NO3)3-:9H20) e ferrosos, FeS04.7H20 ou FeCl2.4H20 ou
Fe(NOs3)2.6H20 em solucdo acida em meio aquoso e se inicia com a adicdo de uma
base, podendo ser NaOH, KOH ou ainda NH4OH para o pH da solucao ficar entre 8
e 14 com uma relagéo molar recomendada entre Fe3* e Fe?*de 2:1 (SOUSA FILHO,
2015). Para o recobrimento, a técnica utilizada dependera do material recobridor.
Geralmente uma solucéo contendo certa concentracdo molar do material recobridor
dissolvido em solucdo é adicionado aos poucos na reacdo anterior contendo a
solugéo 4cida de Fe bivalente e a base. A variacdo da razdo molar, entre as duas
espécies de Fe®*, bem como, o tempo de reacdo, temperatura, pH sdo parametros
gue estdo diretamente relacionadas ao controle do tamanho do core, da
monodispersividade, das NPs, diametro hidrodinamico, formato, espessura de
recobrimento entre outras caracteristicas (ZOTTIS, 2015). Apés a reacdo de
recobrimento as NPs passam por processos, como lavagem, centrifugacdo e
liofilizacdo para realizacdo das analises subsequentes e para analise fisico-quimica
(SCHAFER, 2017).

Atualmente, NPs podem ser recobertas com uma grande variedade de
materiais, cada qual com suas caracteristicas e propriedades que dependerdo do

uso que sera dado a elas.

4.3.3. Caracterizagdo de  Nanoparticulas de oOxido de ferro

superparamagnéticas

Uma parte crucial na pesquisa com nanoparticulas é sua caracterizagao,
gue comprova suas propriedades fisico-quimicas através de analises diversas,

permitindo estimar o tamanho do nucleo, o tamanho hidrodindmico, além de avaliar
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a curva de histerese para determinar se foram adequadamente estabilizadas com

polimero, e identificar seus grupos quimicos, entre outros aspectos.

As analises de espectrometria no Infravermelho tém como principio medir
a absorcédo de radiacao de diferentes comprimentos de onda da amostra estudada.
Este método possibilita a variagdo continua do comprimento de onda e a medicao
ao longo de toda regido espectral dos angulos nos quais ocorre a absorcéao para
cada comprimento de onda, obtendo assim um espectro caracteristico da amostra
(KELLY, 2017). Esta andlise é essencial para identificar os grupos quimicos
presentes no material de recobrimento, confirmando a estabilizacdo das

nanoparticulas pelo polimero utilizado.

Com a Analise de Magnetizacdo de Amostra Vibrante (VSM) é possivel
inferir sobre a histerese, que é a tendéncia de um material conservar suas
propriedades magnéticas na auséncia de um estimulo externo. A curva de histerese
completa é uma espécie de resumo das propriedades magnéticas de um material
ferromagnético ordenado (AMORIM, 2011). Verificar uma curva de histerese nula
confirmaria o comportamento superparamagnético das amostras estudadas, uma
caracteristica de nanoparticulas com nuacleo de 6xido de ferro, confirmando sua

dimensdo nanométrica (FRANCISQUINI et al., 2015).

O Microscopio Eletronico de Transmissao (MET) utiliza um feixe de
elétrons que interage com a amostra. A interacdo dos elétrons transmitidos atraves
da amostra forma uma imagem que € ampliada e focada em um dispositivo de
imagem (Cordeiro, 2015). Com sua resolu¢cdo muito maior do que 0S microscopios
opticos, o MET permite a identificacdo da estrutura e morfologia para estimar o

didmetro dos nucleos das nanoparticulas estudadas.

s

A técnica de Difracdo de Raios X é amplamente utilizada para
determinacao de fases cristalinas em materiais. Ela utiliza a difragcdo gerada por um
feixe de raio X que incide sobre a amostra (ALBERS, 2002). Esta andlise

complementa a técnica por MET para confirmar o diametro dos ndcleos estudados.

A analise de Dispersao Dinamica de Luz (DLS) permite estimar o tamanho

total das nanoparticulas em solucdo (aquosa ou organica) pelo diametro
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hidrodinamico (diametro do ndcleo das nanoparticulas mais o tamanho do
recobrimento). Além disso, o potencial de carga efetiva (neutra, negativa e positiva)
pode auxiliar na identificacdo das caracteristicas do recobrimento e das condi¢des
de estabilizacdo, como os polimeros e ligantes moleculares, e também permitir uma

estimativa da espessura do recobrimento.

4.4. Radiossensibilidade Celular

O conceito de radiossensibilidade pode ser descrito como uma
caracteristica intrinseca, a qual € associada com o surgimento dos efeitos adversos

da radiacéo ionizante sobre o corpo humano (REZAEI et al., 2019).

A radiossensibilidade celular, € um fenébmeno fundamental no tratamento
do céancer, e refere-se a suscetibilidade das células aos danos causados pela
radiacéo ionizante (KIRAKLI et al.,, 2018). Esse processo complexo envolve uma
intrincada rede de mecanismos moleculares e bioquimicos. Um dos principais
mecanismos é a fragmentacdo do DNA, evento que pode levar a mutacdes genéticas
e a morte celular. Além disso, a radiacdo também pode afetar a maquinaria celular,
induzindo tanto a parada do ciclo celular quanto a apoptose, um programa de morte
celular programado (LIMA, 2021).

Os trabalhos de Bergonié e Tribondeau sobre os efeitos biolégicos das
radiacbes ionizantes em tecidos representam um marco nos estudos da
radiossensibilidade. Esses autores afirmaram que a sensibilidade € uma funcao do
estado metabolico do tecido, além da diferenciacdo e proliferacdo das células que
estdo sendo irradiadas (ARENA, 1971 apud STELL, 1996). Este conceito tornou-se
conhecido como a “Lei de Bergonié e Tribondeau”, e estabelece que a
radiossensibilidade dos tecidos vivos pode variar em funcao de varios fatores. A taxa
de proliferacédo celular é crucial, pois as células em divisdo sdo mais sensiveis a
radiacdo. A vascularizacéo do tecido tumoral, a presenca de oxigénio, ou a falta dele,
€ outro elemento vital: as células anaerdbicas sdo mais resistentes a radiacdo do
gue as ceélulas aerdbicas. A radiossensibilidade também esta relacionada a diversas

proteinas e vias de sinalizagéo.
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No entanto, a radiossensibilidade celular ndo é apenas uma questédo de
fragmentacdo de DNA e resposta a vias de sinalizacao especificas. Envolve também
a geracao de espécies EROs e radicais livres (AHAMED et al., 2019). A radiagéo
ionizante pode induzir a formacédo excessiva de EROs no interior das células. As
EROs e os radicais livres sdo moléculas altamente reativas contendo oxigénio ou
nitrogénio, capazes de danificar uma variedade de componentes celulares, incluindo
proteinas, lipidios e DNA (LIMA, 2021). Esse dano celular € particularmente
significativo, pois as células tumorais frequentemente tém sistemas antioxidantes

deficientes, tornando-as mais vulneraveis ao estresse oxidativo.

A compreensdo detalhada desses processos moleculares é vital, ndo
apenas para entender a radiossensibilidade celular, mas também para desenvolver
estratégias terapéuticas inovadoras. A radiossensibilizacdo, € um campo de
pesquisa em rapido crescimento, envolvendo o uso de agentes que aumentam a
resposta das células a radiacdo, como o uso de nanoparticulas. Estas minusculas
estruturas, com dimensdes na escala nanométrica, apresentam propriedades Unicas
gue podem ser aproveitadas para aumentar a eficacia da radioterapia (FATHY et al.,
2019).

Algumas nanoparticulas tém a capacidade de criar EROs quando
expostas a radiacdo ionizante (DUBEY, 2022). Ao introduzir nanoparticulas durante
a radioterapia, pode haver um aumento significativo na producdo de EROs nas
proximidades das células tumorais. Este aumento de EROs, leva a inducdo de
estresse oxidativo e a ocorréncia de danos ainda mais severos nas estruturas

celulares, incluindo proteinas, lipidios e, principalmente, o DNA.

As células tratadas com nanoparticulas respondem de maneira
diferenciada ao dano causado pela radiacdo. Algumas nanoparticulas,
especialmente aquelas funcionalizadas com agentes especificos, podem inibir a
acao de proteinas reparadoras do DNA. Como resultado, as células tumorais ndo
conseguem reparar de forma eficiente o dano ao DNA induzido pela radiacao,
levando a um aumento na mortalidade celular. Além disso, as nanoparticulas podem
servir como transportadoras de farmacos (SHESTOVSKAYA et al.,, 2023),

entregando agentes quimioterapicos diretamente as células tumorais. Esse
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direcionamento especifico aumenta a eficacia da quimioterapia, especialmente

guando combinada com a radioterapia.

Compreender como as nanoparticulas interagem com as células tumorais
e como influenciam as respostas celulares a radiacdo € crucial. Estas investigacdes
nao apenas expandem o conhecimento fundamental sobre a radiossensibilidade
celular, mas também abrem caminho para tratamentos mais eficazes e
personalizados. O uso estratégico de nanoparticulas como radiossensibilizadores
oferece uma nova esperanca para pacientes que enfrentam essa doenca

desafiadora, representando um avanco significativo na luta contra o cancer.

4.4.1. Nanoparticulas de 6xido de ferro como radiossensibilizadores.

O uso de nanoparticulas metélicas como radiossensibilizadores tem
emergido como uma estratégia promissora para potencializar a eficacia da
radioterapia no tratamento do cancer. Diversos estudos tém demonstrado o potencial
de nanoparticulas de ouro, prata, platina e 6xidos metalicos em aumentar a formacao
de EROs e a inducédo de dano ao DNA quando células tumorais sao irradiadas na
presenca dessas nanoparticulas (CHEN et al., 2020; GONG et al., 2021).

As nanoparticulas possuem propriedades fisicas e quimicas que as
tornam agentes de radiossensibilizacdo atraentes. Elas tém uma elevada area de
superficie em relacdo ao seu volume, o0 que maximiza intera¢cdes com biomoléculas.
Além disso, suas dimensdes nanométricas facilitam a internalizacao celular. Dentro
das células, as SPIONs interagem com a radiacdo ionizante, amplificando a
producdo de radicais livres e EROs, 0 que causa danos exacerbados no DNA e

organelas celulares (DUBEY et al., 2022).

Dentre os diversos tipos de nanoparticulas estudadas, aquelas a base de
oxido de ferro tém demonstrado resultados promissores como agentes
radiossensibilizantes. As SPIONS possuem propriedades Unicas que as tornam
adequadas para esta aplicacdo (KIRAKLI, 2018). Elas sdo biocompativeis e
biodegradaveis, o que minimiza sua toxicidade. Elas podem ser funcionalizadas com

diferentes revestimentos para aumentar sua estabilidade e direcionamento tumoral.
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Além disso, estudos mostraram que SPIONSs recobertas com silica podem
aumentar significativamente a eficacia da radioterapia em diversas linhagens de
cancer (FATHY et al., 2019).
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5. METODOLOGIA
5.1. Nanoparticulas

As nanoparticulas de Oxido de ferro revestidas com copoliéster de
caprolactona modificada por cisteina, foram produzidas em colabora¢cdo com o grupo
de pesquisa NANOTEC no Laboratério de Quimica Organica do Instituto Federal de
Santa Catarina (IFSC) - Campus Florianopolis (BELTRAME, 2022) e gentilmente
cedidas para a execucao deste trabalho.

O método de producao utilizado por Beltrame envolveu algumas etapas

enumeradas abaixo:

1. Sintese Enzimética do Copolimero:
» Polimerizacdo Enziméatica por Abertura de Anel (e-ROP):
e Foi realizada a sintese de poli(globalida-co-g-caprolactona)
(PGICL) usando os monémeros globalida (Gl) e e-caprolactona
(CL).
e A polimerizacdo ocorreu em tolueno como solvente, com uma

razdo de comondmero GI/CL de 50/50, catalisada por enzimas.

2. Modificacdo do Polimero:
» Reacgéo Tiol-Ene:

e O copolimero PGICL foi modificado com cisteina (Cys) para
obter PGICLCys e com N-acetilcisteina (NAC) para obter
PGICLNAC.

e A modificagdo envolveu uma fotoreagdo tiol-eno entre a
insaturacdo do mondmero de Gl e o grupo tiol (S-H) das
moléculas de NAC e Cys, resultando em copolimeros mais

hidrofilicos e menos cristalinos.

3. Caracterizacao dos Copolimeros Modificados:
e Os copolimeros modificados PGICLCys e PGICLNAC foram

caracterizados utilizando técnicas de espectrometria,
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calorimetria e espectroscopia para avaliar o grau de

funcionalizacdo e outras propriedades fisico-quimicas.

4. Producéo de Scaffolds:
> Eletrofiacdo (Electrospinning):
e Usando o PGICLNAC, foram produzidos scaffolds pela técnica
de eletrofiacéo.
e Esses scaffolds foram avaliados quanto a cristalinidade e
hidrofilicidade, e foram realizados ensaios de citotoxicidade
biolégica e clonogénica para testar a biocompatibilidade das

membranas produzidas.

5. Estabilizacdo de Nanoparticulas Magnéticas (SPIONSs):
» Coprecipitacao:

e As nanoparticulas magnéticas de o6xido de ferro (SPIONSs)
foram estabilizadas usando o polimero modificado com cisteina
(PGICLCys).

e As SPIONs foram caracterizadas quanto a morfologia,
diametro, potencial de superficie, diametro hidrodinamico e
magnetismo.

e A superficie das SPIONs foi modificada quimicamente usando
a reacdo de carbodiimida para incorporacdo de biomoléculas,
seguida por ensaios de citotoxicidade e testes de liberagédo de

biomoléculas.

A escolha do recobrimento com copoliéster de caprolactona modificado
por cisteina para as nanoparticulas de oxido de ferro foi baseada em varias razdes
importantes. Primeiramente, a modificacdo dos copolimeros com cisteina (Cys) e N-
acetilcisteina (NAC) aumenta a hidrofilicidade dos polimeros. Isso é crucial para
aplicacbes biomédicas, pois materiais mais hidrofilicos tendem a ser mais

compativeis com o corpo humano e menos propensos a causar reacdes indesejadas.
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Além disso, a cisteina e a N-acetilcisteina tém propriedades biolégicas benéficas,

como a capacidade de atuar como antioxidantes e promover a adesao celular.

A técnica usada para modificar o poli(globalida-co-e-caprolactona)
(PGICL) com NAC e Cys, conhecida como reacéo tiol-eno, resulta em um copolimero
amorfo. Isso significa que o material se torna menos cristalino, o que € desejavel
porque aumenta a flexibilidade e a capacidade de processamento do material, além
de acelerar sua degradacdo no corpo. Essas caracteristicas sdo particularmente
importantes para materiais usados temporariamente, como o0s scaffolds de

regeneracao tecidual.

Outro beneficio significativo é que os grupos tiol (S-H) presentes nas
moléculas de cisteina e N-acetilcisteina facilitam a modificacdo quimica das
nanoparticulas. Isso permite que as nanoparticulas sejam personalizadas para
aplicacbes especificas, como a entrega direcionada de medicamentos ou a
imobilizacdo de enzimas. O recobrimento com PGICLCys também garante que as
nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro (SPIONs) permanecam estaveis na
forma de suspensao coloidal. Manter a dispersédo uniforme das nanoparticulas em

meios bioldgicos é crucial para sua funcionalidade e eficiéncia.

Além disso, a modificacdo da superficie das SPIONs com cisteina permite
a incorporagdo e a liberagdo controlada de medicamentos. Isso € especialmente
vantajoso em terapias direcionadas, onde a liberacdo precisa de agentes
terapéuticos pode maximizar a eficacia do tratamento e minimizar os efeitos
colaterais. Por todas essas razoes, a escolha do recobrimento com copoliéster de
caprolactona modificado por cisteina se mostrou altamente vantajosa, destacando-
se pela biocompatibilidade, funcionalidade, estabilidade e seu grande potencial para

aplicacdes em nanomedicina e engenharia de tecidos.

5.2. Cultivo celular

As linhagens celulares HRT-18 (cancer colorretal) e HepG2 (carcinoma

hepatocelular) foram adquiridas do banco de células do Rio de Janeiro.
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As linhagens foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com
soro fetal bovino (10%), solugéo de penicilina-streptomicina (100 U/mL; 100 mg/mL-
1 %), bicarbonato de sddio, Hepes e glutamina (2 mM), em estufa a temperatura de
37°C e atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% de umidade.

Tanto o cultivo celular, quanto os experimentos envolvendo o mesmo,
foram realizados no Laboratorio de Fisiologia e Sinalizacdo Celular (FisiCel),
localizado no Departamento de Analises Clinicas da Universidade Federal do

Parana.

5.3. Etapas Da Pesquisa

O desenvolvimento do estudo foi realizado de acordo com as seguintes

etapas e pode ser visualizado de forma geral no fluxograma da Figura 3.

Criacdo de Phantom;

Ensaio de Irradiacéo;
Ensaio de citotoxicidade (NRU) - Radiossensibilizacéo;
Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas;

Andlise Estatistica;

vV V V VYV V V

Resultados.
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Figura 3 - Fluxograma da pesquisa
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Fonte: Do Autor (2023).

5.3.1. Criacao e Testes de Phantom

A construcdo do phantom foi essencial para verificar e avaliar as
interacdes das radiagdes ionizantes com as ceélulas. Essas interacdes podem criar
heterogeneidades significativas, comprometendo a precisdo no célculo da dose. Tal
incerteza interfere na distribuicdo da dose, especialmente em areas com espacos de
ar, como nas reentrancias das placas de cultivo celular (Figura 4). Os espacos de ar
formam interfaces entre materiais de diferentes densidades, resultando em um
aumento nas doses secundarias devido ao espalhamento Compton, que é a principal
interacao nesse contexto..
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Figura 4 - Reentrancias das placas de cultivo celular.

Fonte: Do Autor (2023).

Para minimizar a presenca de ar nos espacos entre 0s pocos da placa,
gue estava interferindo na distribuicdo da dose de irradiagéo, esses espacgos foram
preenchidos. Esse processo foi realizado em uma cabine de seguranca biolégica
para evitar contaminacao dos pocos.

5.3.2. Ensaio de Irradiag&o e de citotoxicidade celular

A avaliagdo da viabilidade celular foi verificada pela execucdo do método do
NRU (Neutral Red Uptake), de acordo com metodologia proposta por Gongalvez e
Sobral, 2020, com modificagdes.
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Células HRT-18 e HepG2 foram semeadas na densidade celular de 5000
células por pogco em placas de 96 pocgos previamente preenchidas com resina e
incubadas em estufa pelo periodo de 24 h para a ocorréncia de adesao celular.
Transcorrido esse intervalo de tempo, cada linhagem celular foi exposta a diferentes
concentracfes de nanoparticulas (0, 25, 50, 75, 100 ppm), diluidas em meio de
cultivo e obtidas a partir de uma solucdo méae de 2000 ppm, preparada pela
suspensao das nanoparticulas em PBS. Dessa forma, como controle foi utilizado

meio de cultivo contendo PBS (5%).

Apbs as incubacgbes das nanoparticulas, as placas foram irradiadas, sendo
este procedimento realizado no Hospital Erasto Gaertner. Cada phantom foi exposto
a um feixe de fétons de 6,0 MV proveniente de um acelerador linear (CLINAC 600
CD) e dose de 8 Gy. Durante a irradiacédo, cada placa de cultivo foi posicionada a
uma distancia de 94 cm da fonte do feixe de fétons, em um campo de exposicéo de
30 x 30 cm e uma taxa de dose de 500 cGy/min. (Erro! Fonte de referéncia ndo e

ncontrada.)

Figura 5 - Posicionamento e parametros de Irradiagdo das amostras

CLINICAL QLINC €00C/D - SHLIXY 5/ ANy

mi M2 TIME BOSE RATE SYIRIETRY
3N M 0.7 0 H.o 0

[ 1.17] ™ W
- — ————

’R}J m;‘,’;?'“ DERY W «‘ftlc TINE a0CESS0RY

Fixed X | 8§ W 3¢ 1.17.80 aCCESSORY

. =
l

Fonte: Do Autor (2023).
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Os valores de dose, energia e taxa de dose foram criteriosamente
selecionados para potencializar os possiveis efeitos de radiossensibilizacdo. A
energia empregada é a mesma utilizada na maioria dos tratamentos clinicos que
fazem uso de raios X de alta energia, representando uma condicdo realista e
translacional. Energias superiores ndo seriam representativas dos procedimentos
terapéuticos convencionais. Por outro lado, doses mais elevadas poderiam mascarar
efeitos sutis de radiossensibilizagcdo promovidos pelas nanoparticulas, visto que
doses muito altas tendem a reduzir drasticamente a viabilidade celular por si s6. Os
parametros escolhidos visaram maximizar a capacidade de deteccao de eventuais
efeitos radiossensibilizadores conferidos pelos nanomateriais, preservando a

relevancia clinica dos ensaios realizados.

Apos a irradiacao, as placas foram novamente incubadas em estufa por
72 horas. Cabe salientar que, para cada placa irradia, uma permaneceu incubada na
estufa sem ser submetida a tal processo, para atuar dessa forma, como controle do

processo de irradiacao.

Apbs as 72h de incubacéo, as placas foram retiradas da estufa, e o meio
contendo as nanoparticulas ou veiculo foi descartado. A seguir, 0s pocos foram
lavados 2 vezes com 200 ul de PBS e adicionado aos mesmos, 100 pl da solucéo
de NRU (40 pg/mL). Posteriormente, as placas foram incubadas em estufa pelo
periodo de 2 h, quando a solucao de NRU foi retirada e os po¢cos novamente lavados
2 vezes com 200 ul de PBS. Foram acrescentados 100 pl de solucéo reveladora
(50% de etanol 96%, 49% de agua deionizada e 1% de acido acético glacial) em
cada um dos pocos da placa, sendo estd colocada em um agitador por 10 min. O
conteudo presente em cada um dos pocos foi transferido para uma nova placa de 96
pocos, sendo realizada a leitura dos mesmos em absorbancia de 540 nM em

espectrofotdmetro de placa.

O percentual de viabilidade celular dos tratamentos foi determinado pela

seguinte férmula (equacéo 1):

Absorbanciadotratamento(Xppm)

ViabilidadeCelular = x100 (1)

Absorbanciacontrole(0ppm)
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5.3.3. Caracterizacao Fisico-Quimica das SPIONs

A caracterizagdo das nanoparticulas de oxido de ferro revestidas com
caprolactona modificada por cisteina foram avaliadas por meio da determinagéo do

Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) e do Potencial Zeta.

As medidas de diametro hidrodinamico e carga superficial foram
realizadas em um analisador Zetasizer 3000HSA Malvern do LaCBIO do
Departamento de Quimica da UFSC, equipado com laser He/Ne de comprimento de
onda de 633 nm.

As amostras em p6 foram dispersas em solucdo tampéao (PBS), filtradas
usando filtro de 400 nm nas concentracoes finais de 2mg/mL e 0,5mg/mL, mantidos
por 10 min em banho ultrassom. Todas analises foram realizadas em triplicata e
concomitantemente foram obtidas o valor do diametro hidrodindmico e do potencial

zeta das nanoparticulas.

5.3.4 Anélise Estatistica

A andlise estatistica foi expressa em funcdo da média e desvio padréo
relacionados aos valores de viabilidade celular, calculados através dos resultados de

absorbéancia obtidos por meio de ensaio de NRU.

Os dados em triplicata foram analisados quanto a sua normalidade de
distribuicdo pelo método de Shapiro-Wilk. ApGs a confirmacao do tipo de distribuicao
dos dados, as médias das triplicatas foram tabeladas e a significancia estatistica das
diferencas entre as médias foi determinado através do teste One-way ANOVA.
Valores de p <5 (*), p< 0,01 (**) e p < 0,001 (***) foram considerados significativos.
O GraphPad O software Prism 10 foi utilizado para analise estatistica.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Ensaios Bioldgicos de Citotoxicidade.

O efeito radiossensibilizador das nanoparticulas foi avaliado mediante a
analise do impacto causada pelas mesmas na viabilidade de células HRT-18 e
HepG2, apds a exposicdo a radiacdo. Tal viabilidade foi determinada por meio do
dos valores de absorbancia obtidos nos ensaios de NRU, sendo os resultados

demonstrados abaixo.

As Figuras 6 e 7 mostram que as nhanoparticulas, em nenhuma das
concentragdes testadas, foram capazes de induzir citotoxicidade em nenhuma das
linhagens celulares avaliadas, sugerindo que nestas concentracdes, as
nanoparticulas foram inertes para as células tumorais e que poderiam necessitar de
radiacao para serem ativadas e promoverem algum efeito deletério. Nesse sentido,
Beltrame e colaboradores (2022), apresentam resultados semelhantes, com células
fibroblasticas (L929) e células de carcinoma da mama (MDA-MB 231), mostrando,
através de ensaio de MTT, que para estas linhagens, as nanoparticulas de éxido de
ferro recobertas por copoliéster caprolactona modificada por cisteina, também néo
apresentam citotoxicidade.

Figura 6 - Efeito das nanoparticulas sobre a viabilidade celular da linhagem HepG2 néo

irradiada
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Fonte: Do Autor (2024).
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Legenda: Grafico comparativo do efeito de radiossensibilizacdo induzida
pelas nanoparticulas nas concentracbes de 25, 50, 75 e 100 ppm em
relacdo a amostra controle (O ppm) sobre as células HRT-18 néo irradiadas.
Os valores, de p = 0,5350 e de R? = 0,2496 , indicam que ndo existe
diferenca estatistica entre as condicfes avaliadas. .

Figura 7 - Efeito das nanoparticulas sobre a viabilidade celular da linhagem HRT-18 néo

irradiada
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Fonte: Do Autor (2024).

Legenda: Gréfico comparativo do efeito de radiossensibilizacdo induzida pelas
nanoparticulas nas concentragdes de 25, 50, 75 e 100 ppm em relagdo a amostra
controle (0 ppm) sobre as células HRT-18 néo irradiadas. Os valores, de p =
0,5750 e de R%2=0,2329, indicam que nao existe diferencga estatistica entre as
condi¢cbes avaliadas.

Em contextos clinicos de tratamento radioterapico, espera-se que as
células tumorais irradiadas sofram uma reducédo na viabilidade devido aos efeitos
nocivos da radiacdo ionizante (MARTINS, 2020). A fim de verificar a
radiossensibilidade das linhagens celulares utilizadas, comparou-se a viabilidade
celular das amostras controle (O ppm) nao irradiadas, com as amostras controle

irradiadas (0 ppm).

As Figuras 8 e 9 mostram uma reducdo na viabilidade celular das
amostras irradiadas em relagdo as células nédo irradiadas, demonstrando que as
linhagens estudadas séo radiossensiveis, independentemente da presenca de

nanoparticulas.



Figura 8 - Efeito da radiacdo ionizante sobre a viabilidade celular da linhagem HepG2 na

amostra controle (0 ppm).
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Fonte: Do Autor (2024).

Legenda: Grafico comparativo do efeito de radiossensibilizagdo, induzida
pela radiacdo ionizante nas amostras controle (O ppm) irradiadas em relacéo
a amostra controle (0 ppm) néo irradiadas nas células HepG2. Os resultados
da andlise de uma one-way ANOVA, revelaram um valor de p
significativamente baixo, p = 0,0041 e um coeficiente R quadrado de 0,8978.
Devido ao valor de p abaixo do nivel de significancia (0,05), os resultados séao
considerados estatisticamente significativos.

Figura 9- Efeito da radiacéo ionizante sobre a viabilidade celular da linhagem HRT-18 na

amostra controle (0 ppm).
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Legenda: Grafico comparativo do efeito de radiossensibilizacéo, induzida
pela radiacdo ionizante nas amostras controle (0 ppm) irradiadas em relagéao
a amostra controle (0 ppm) néo irradiadas nas células HRT-18. Os resultados
da andlise de uma one-way ANOVA, revelaram um valor de p
significativamente baixo, p = 0,0447 e um coeficiente R quadrado de
0,0,6758. Devido ao valor de p abaixo do nivel de significancia (0,05), os
resultados sdo considerados estatisticamente significativos.

Como descrito anteriormente, conduziu-se o ensaio de NRU em células
irradiadas e expostas a diversas concentracdes de nanoparticulas. Nesse sentido,
surpreendentemente, observou-se uma elevacdo na viabilidade, sugerindo a
ocorréncia de inducéo de proliferacédo celular sem uma diminuicao da viabilidade das

linhagens celulares avaliadas (Figuras 10 e 11).

Figura 10 - Efeito das diferentes concentracdes de nanoparticulas sobre a viabilidade celular

nalinhagem HepG2 irradiada.
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Fonte: Do Autor (2024).

Legenda: Grafico comparativo do efeito de radiossensibilizagdo, induzida
pelas nanoparticulas nas concentrac6es de 25, 50, 75 e 100 ppm em relagéo
a amostra controle (0 ppm) sobre as células HepG2 irradiadas. Os valores,
de p =0,9861 e de R2=0,03181 , indicam que nao existe diferenca estatistica
entre as condicdes avaliadas.
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Figura 11 - Efeito das diferentes concentragdes de nanoparticulas sobre a viabilidade celular

na linhagem HRT-18 irradiada.
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Fonte: Do Autor (2024).

Legenda: Grafico comparativo do efeito de radiossensibilizagdo, induzida
pelas nanoparticulas nas concentrag6es de 25, 50, 75 e 100 ppm em relagéo
a amostra controle (0 ppm) sobre as células HRT-18 irradiadas. Os valores,
de p = 0,5640 e de R?2= 10,2374 , indicam que nao existe diferenca estatistica
entre as condi¢Oes avaliadas. .

6.2. Caracterizacao Fisico-Quimica

Para entender melhor os resultados de viabilidade celular e
radiossensibilizacdo obtidos com a realizacdo deste estudo, bem como para
compreender as propriedades dessas nanoparticulas, foram realizados dois ensaios

de caracterizacdo: Dispersdo Dinamica de Luz (DLS) e Medic&o de Potencial Zeta.

No primeiro ensaio, utilizando uma concentracdo de 2mg/mL, observamos
um tamanho médio de particula em torno de 1464,34 nm (nanémetros) Figura 12B.
No segundo teste, conduzido com uma concentragcdo de 0,5mg/mL e apds a filtracdo
da solucéo por um filtro de 400 nm, a média das triplicatas ficou em 831,20 nm,
Figura 12A. Essas dimensoOes, relativamente grandes, sugerem a presenca de
aglomeracdes ou conglomerados, o que pode ter um impacto significativo no
comportamento das nanoparticulas em meio as linhagens celulares estudas, ou,

ainda, tamanho hidrodinamico fora das definicbes de nanoparticulas.
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Figura 12 - Resultado de ensaio de DLS das nanoparticulas de 6éxido de ferro recobertas por
copoliéster caprolactona modificada por cisteina na concentracéo de 2mg/mL (A) e 0,5
mg/mL (B)
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Fonte: Do Autor (2023).

Além disso, analisamos o Potencial Zeta das amostras. No primeiro caso,
o Potencial Zeta foi registrado como -19,4 mV, indicando uma carga superficial
negativa nas particulas. No segundo caso, o Potencial Zeta foi de -21,24 mV,

confirmando a estabilidade coloidal das nanoparticulas em suas solucdes.

6.3. Discussao

A andlise dos ensaios de Citotoxicidade (NRU) revelou que 72 horas ap6s
a incubacdo das células com diferentes concentracbes de nanoparticulas e
exposicao a irradiacdo, ndo ocorreu uma reducao significativa na viabilidade celular,

evidenciando a auséncia de radiossensibilizacdo. Esse fendbmeno inesperado indica
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uma nao interacado entre as células e as nanoparticulas, sugerindo resisténcia ou

barreiras a sua internalizacgéo.

Este estudo baseou-se em uma ampla revisao de literatura que abordou
diversas pesquisas com nanoparticulas como radiossensibilizadores. Estes
trabalhos, que utilizaram diferentes tipos de nanoparticulas e métodos,

apresentaram resultados positivos na radiossensibilizacao celular (Tabela 10).

Tabela 10 - Alguns estudos sobre efeitos de radiossensibilizacdo de nanoparticulas

Autor Nano Recobrimento  Radiossensibilidade

REZAEI et al. (2019) Oxido de ferro Dextrana
FATHY etal. (2019) Oxido de ferro Silica
ABIDIN et al. (2019) Oxido de bismuto PEG

TALIK et al. (2019)  Oxido de bismuto

Fonte: Do Autor (2023).

Os valores de potencial zeta encontrados, estdo de acordo com o0 que vem
sendo verificado em outros estudos. A distribuicdo de carga negativa na superficie
das nanoparticulas € vital para evitar a aglomeracéo das particulas, garantindo sua
dispersdo homogénea nas amostras e, por conseguinte, sua interacdo eficaz com as
células-alvo durante os ensaios de radiossensibilizacdo. No entanto, se o tamanho
hidrodindmico for muito grande, a distribuicdo de cargas negativas na superficie das
nanoparticulas, pode ndo ser suficiente para uma distribuicdo homogenia. Como
mostrado, os valores de DLS, que nos da o tamanho hidrodinamico (nucleo +
revestimento), estdo muito fora se comparados com outras pesquisas. (Tabela

11Tabela 11).
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Tabela 11 - Resultados de DLS e Potencial Zeta de alguns estudos pesquisado

Nano DLS (nm) Zeta (mV) Autor
o 18,17 -32
Oxido Ferro Fathy et al (2019)
164,18 -41
GNP@PEGL1 27,2 -15.3
Guerra (2021)
GNP-naked 31,8 18,8
FesOs@Pheo 90,75 -38,1 Zottis (2015)
. 1464,34 -19,4
FesOs@Cisteina Autor
831,20 -21,24

Fonte: Do Autor (2023).

Dessa forma, sugere-se que a resisténcia aparente das linhagens
celulares as nanoparticulas pode ser atribuida, pelo menos em parte, as
aglomeracdes presentes, limitando sua entrada eficaz nas células. Estes resultados
desafiadores fornecem uma base solida para investigacdes futuras, que podem se
concentrar em estratégias para melhorar a dispersdo das nanoparticulas, reduzir
aglomeracbes e, assim, aumentar sua eficacia como agentes de
radiossensibilizacdo. Esse aprofundamento € crucial para desbloquear o potencial

total dessas tecnologias no contexto do tratamento do cancer.
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7. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste estudo, € evidente que a interacéo
entre nanoparticulas de oxido de ferro revestidas com copoliéster caprolactona
modificada por cisteina e as linhagens celulares HRT-18 (cancer colorretal) e HepG2
(carcinoma hepatocelular) ndo seguiu o padréo esperado de radiossensibilizacédo. A
auséncia de impacto significativo na viabilidade celular, mesmo apos exposi¢do a
diferentes concentracdes das nanoparticulas, levanta questionamentos profundos
sobre os mecanismos de interagdo celular com as nanoparticulas e caracteristicas

fisico-quimicas subjacentes a essa interacao.

A presenca de aglomeragfes nas nanoparticulas, como indicado pelos
resultados de DLS, parece ser um fator chave que limitou sua capacidade de
penetracdo nas células-alvo. A falta de internalizacdo das nanoparticulas, que
acarreta na auséncia da geracdo de EROs, contribuiu para falta do efeito de

radiossensibilizacdo das amostras celulares.

7.1. Sugestdes Para Trabalhos Futuros

» Otimizacdo da dispersdo nanoparticula. Investigar métodos para
melhorar a dispersédo das nanoparticulas, reduzindo aglomeracdes
e, consequentemente, permitindo sua internalizacdo eficaz nas

células tumorais.

» Técnicas de revestimento ou modificacbes na superficie das
nanoparticulas podem ser exploradas para melhorar sua

compatibilidade com o ambiente celular.

» Avaliacdo de outros tipos de nanoparticulas. Diferentes tipos de
nanoparticulas e revestimentos podem ser explorados para

determinar se outras composi¢cdes tém um impacto mais
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significativo na radiossensibilizacdo. Experimentos comparativos
podem fornecer insights valiosos sobre as caracteristicas ideais

para essa aplicagao.

Avaliagao in vivo. Estudos in vivo s&o essenciais para validar os
resultados obtidos in vitro. Modelos de camundongos xenogénicos
ou outras abordagens in vivo podem oferecer uma compreensao
mais holistica do comportamento das nanoparticulas no ambiente

tumoral.

Realizacéo de Analises Fisico Quimicas. E crucial realizar analises
fisico-quimicas detalhadas das nanoparticulas antes de sua
aplicacdo nos ensaios bioldgicos. Estas analises fornecem uma
base soélida, eliminando qualquer incerteza sobre as caracteristicas
intrinsecas das nanoparticulas que poderiam influenciar

drasticamente os resultados experimentais.
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APENCICE A - MANUSCRITO A

ESTUDO DA RADIOSSENSIBILIZACAO DE CELULAS TUMORAIS
DE CANCER COLORRETAL (HRT-18) E CARCINOMA
HEPATOCELULAR (HEPG2) COM NANOPARTICULAS
MAGNETICAS ESTABILIZADAS COM COPOILESTER.

STUDY OF RADIOSENSITIZATION OF COLORECTAL CANCER TUMOR
CELLS (HRT-18) AND HEPATOCELLULAR CARCINOMA (HEPG2) WITH
MAGNETIC NANOPARTICLES STABILIZED WITH COPOLYESTER

Eduardo Sant’Ana Ricardo?
Dr. Alexandre D’ Agostini Zottis?
Dr2. Karina Bettega Felipe 3

Resumo:
As nanoparticulas de 6xido de ferro tém grande potencial para aplicacdes biomédicas,

especialmente na oncologia, onde tém sido exploradas em aplicacdes como agentes de
contraste para imagem por ressonancia magnética, hipertermia magnética para destruicdo
seletiva de células cancerosas e transporte vetorizado de farmacos quimioterapicos,
potencializando o desenvolvimento de novas técnicas de diagnostico e tratamento do cancer.
O presente estudo investigou a interacdo entre nanoparticulas de 6xido de ferro revestidas com
copoliéster caprolactona modificada por cisteina e as linhagens celulares HRT-18 (cancer
colorretal) e HepG2 (carcinoma hepatocelular). Contrariando as expectativas, os resultados
ndo revelaram o padrdo esperado de radiossensibilizacdo, pois ndo houve um impacto

significativo na viabilidade celular, mesmo ap6s exposicdo a diferentes concentracdes das
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nanoparticulas, quantificados por ensaios de NRU - Neutral Red Uptake. Uma andlise de
Dispersao Dinamica de Luz (DLS) sugeriu a presenca de aglomeracdes nas nanoparticulas,
apresentando resultados entre 832 a 1464 nanémetros, o que pode ter limitado a capacidade
de penetragdo nas células-alvo. Os resultados dos Testes de Potencial Zeta variaram de -19,4
a 21,24 mV, indicando uma tendéncia a dispersdo das nanoparticulas, contrariando a formacgéo
de aglomerados. Este estudo representa um ponto de partida para uma nova era de pesquisa
no campo da oncologia. As descobertas deste estudo ndo so fornecem respostas, mas também
levantam uma miriade de novas questdes, incentivando futuros cientistas a explorar o vasto e

promissor mundo da nanomedicina e seu papel na luta contra o cancer.

Palavras-chave: Nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro 1.
Radiossensibilizagdo 2. Cancer 3.

Abstract:

Iron oxide nanoparticles have great potential for biomedical applications, especially in
oncology, where they have been explored in applications such as contrast agents for magnetic
resonance imaging, magnetic hyperthermia for selective destruction of cancer cells, and
vectorized transport of chemotherapeutic drugs, enhancing the development of new cancer
diagnostic and treatment techniques. The present study investigated the interaction between
iron oxide nanoparticles coated with cysteine-modified caprolactone copolyester and the
HRT-18 (colorectal cancer) and HepG2 (hepatocellular carcinoma) cell lines. Contrary to
expectations, the results did not reveal the expected pattern of radiosensitization, as there was
no significant impact on cell viability, even after exposure to different concentrations of
nanoparticles, quantified by Neutral Red Uptake (NRU) assays. Dynamic Light Scattering
(DLS) analysis suggested the presence of nanoparticle agglomerations, with results ranging
from 832 to 1464 nanometers, which may have limited the penetration capacity into target
cells. The results of Zeta Potential Tests varied from -19.4 to 21.24 mV, indicating a trend
toward nanoparticle dispersion, contrary to agglomerate formation. This study represents a
starting point for a new era of research in the field of oncology. The findings of this study not

only provide answers but also raise a myriad of new questions, encouraging future scientists
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to explore the vast and promising world of nanomedicine and its role in the fight against

cancer.

Keywords: Superparamagnetic iron oxide nanoparticles 1. Radiosensitization 2.

Cancer 3.

1. INTRODUCAO

O céncer é um conjunto de doencas complexas e multifatoriais que se originam a
partir de células do proprio corpo que passam a se dividir de maneira descontrolada e invadem
tecidos adjacentes. Cada tipo de cancer é caracterizado por um crescimento anormal e
incontrolavel de células que formam tumores malignos. Estes tumores podem invadir outros

tecidos e drgaos, prejudicando seu funcionamento. (SANTOS, et al., 2018)

O tratamento € uma jornada complexa que pode envolver uma variedade de
abordagens terapéuticas, incluindo cirurgia, quimioterapia, terapias hormonais e,
fundamentalmente, radioterapia, que utiliza radiacGes ionizantes para destruir ou danificar as

células cancerosas, impedindo sua capacidade de se multiplicar. (SANTOS, et al., 2018)

Um dos aspectos cruciais da radioterapia € a radiossensibilidade das células
cancerosas (YANG,et al., 2018). Estas células sdo mais facilmente danificadas ou mortas pela
radiacdo do que as células normais. A radiacdo ionizante age, em parte, induzindo a geracao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) dentro das células cancerigenas (LIU, et al., 2018),
aumentando o dano ao DNA e outras estruturas celulares, levando a morte as celulas

cancerosas.

As radiacOes ionizantes podem afetar os tecidos normais préximos ao tumor, levando
a efeitos colaterais consideraveis, como dermatite (BURKE, et al. 2022), fibrose (WANG, et
al., 2020), linfedema (NASSIF, et al., 2020) e pneumonite (ZHOU, 2022).

O estudo aprofundado das interacBes entre a radiagdo ionizante e as celulas
cancerigenas, incluindo os mecanismos de geracdo de ROS (SIES, et al., 2022) e
radiossensibilidade (HALL, 2022), é fundamental para otimizar a eficacia do tratamento. O
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desenvolvimento de radiossensibilizadores que potencializam o efeito da radia¢do nas células
cancerosas, permitindo o uso de doses menores, é, portanto, um grande avango no tratamento
de varios tipos de cancer (LIUYUN, et al., 2021).

Com esse intuito, nanoparticulas metalicas, como as de ouro (CHEN, et al., 2020),
platina (SACHIN, et al., 2023) e 6xido de ferro (DUBEY, 2022), vém sendo amplamente
investigadas por seu potencial como agentes radiossensibilizadores.

Estudos demonstram que nanoparticulas de Oxido de ferro quando internalizadas
pelas células cancerosas podem amplificar a formacdo de ROS quando expostas a radiacdo
ionizante, exacerbando os danos no DNA e aumentando a morte celular (DUBEY, 2022),
(FATHY, et al.,2019) (DEFU, et al., 2020). Contudo, a eficicia das nanoparticulas como
radiossensibilizadores pode depender de varios fatores como dose de radia¢do, tamanho,
forma, composicao, revestimento, assim como das condi¢des experimentais e modelo celular
(GUERRA, 2021).

Neste contexto, esta pesquisa buscou investigar o potencial das nanoparticulas de
oxido de ferro revestidas com o copoliéster caprolactona modificada com cisteina para
radiossensibilizacdo de linhagens celulares de cancer através de experimentos in vitro. Foram
utilizadas células tumorais das linhagens HRT-18 (cancer colorretal) e HepG2 (carcinoma
hepatocelular). Os ensaios avaliaram parametros como citotoxicidade e radiossensibilizacédo
com e sem irradiacdo. Os resultados permitiram elucidar se essas nanoparticulas
potencializam os efeitos de radiossensibilizacdo causados pela radiacdo ionizante nas
linhagens celulares utilizadas.

Em longo prazo, o desenvolvimento de nanomateriais radiossensibilizadores, podera
viabilizar tratamentos mais personalizados e efetivos. Ao amplificar a resposta tumoral a
menor dose de radiacdo ionizante, o dano aos tecidos sadios adjacentes seria minimizado,

melhorando a qualidade de vida das pacientes.
2. METODOLOGIA
2.1. Nanoparticulas

As nanoparticulas de éxido de ferro revestidas com copoliéster de caprolactona

modificado por cisteina foram produzidas em colaboracdo com o grupo de pesquisa
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NANOTEC no IFSC - Campus Floriandpolis (BELTRAME, 2022). A producédo envolveu a
sintese enziméatica do copolimero poli(globalida-co-g-caprolactona) (PGICL) por
polimerizacgéo por abertura de anel (e-ROP) dos monémeros globalida (Gl) e e-caprolactona
(CL). O copolimero PGICL foi entdo modificado com cisteina (Cys) e N-acetilcisteina (NAC)
através de uma fotoreacdo tiol-eno, resultando em copolimeros mais hidrofilicos e menos

cristalinos.

Os copolimeros modificados foram caracterizados e utilizados para produzir scaffolds
via eletrofiacdo, que foram avaliados quanto a cristalinidade, hidrofilicidade e
biocompatibilidade. As nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro (SPIONs) foram
estabilizadas com PGICLCys e caracterizadas quanto a morfologia e propriedades de
superficie. A superficie das SPIONs foi modificada para incorporacdo de biomoléculas,
seguida por testes de citotoxicidade e liberag&o controlada de medicamentos.

A escolha do recobrimento com copoliéster de caprolactona modificado por cisteina
foi baseada em sua capacidade de aumentar a hidrofilicidade e biocompatibilidade dos
polimeros, tornando-os mais adequados para aplicagbes biomédicas. Além disso, a
modificacdo facilita a personalizacdo das nanoparticulas para entrega de farmacos e outras
aplicacOes especificas, garantindo estabilidade e funcionalidade aprimoradas, essenciais para

nanomedicina e engenharia de tecidos.

2.2. Criagdo e Testes de Phantom

A construcdo do phantom foi essencial para verificar e avaliar as interacdes das
radiacbes ionizantes com as células. Essas interacGes podem criar heterogeneidades
significativas, comprometendo a precisdo no calculo da dose. Tal incerteza interfere na
distribuicdo da dose, especialmente em areas com espacos de ar, como nas reentrancias das
placas de cultivo celular (Figura 12). Os espacos de ar formam interfaces entre materiais de
diferentes densidades, resultando em um aumento nas doses secundarias devido ao

espalhamento Compton, que é a principal interacdo nesse contexto.

Para minimizar a presenga de ar nos espagos entre 0s pocos da placa, que estava

interferindo na distribuicdo da dose de irradiacdo, esses espagos foram preenchidos. Esse
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processo foi realizado em uma cabine de seguranca bioldgica para evitar contaminacdo dos

pOCOS.

2.3. Cultura Celular e Preparacédo das Amostras

As linhagens celulares HRT-18 (cancer colorretal) e HepG2 (carcinoma hepatocelular)

foram adquiridas do banco de células do Rio de Janeiro.

As linhagens foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com soro fetal
bovino (10%), solucdo de penicilina-streptomicina (100 U/mL; 100 mg/mL- 1 %),
bicarbonato de sddio, Hepes e glutamina (2 mM), em estufa a temperatura de 37°C e atmosfera
contendo 5% de CO2 e 95% de umidade.

Tanto o cultivo celular, quanto os experimentos envolvendo o mesmo, foram
realizados no Laboratorio de Fisiologia e Sinalizagdo Celular (FisiCel), localizado no
Departamento de Analises Clinicas da Universidade Federal do Parana.

2.4. Irradiacdo das Nanoparticulas Oxido Metélicas.

A preparacdo das amostras celulares ocorreu 24 horas antes do ensaio de irradiagao
no Laboratorio de Hematologia do Departamento de Andlises Clinicas da UFPR — campus
Jardim Botéanico e a irradiacdo foi conduzida no Hospital Erasto Gaertner, localizado no

mesmo bairro do campus Jardim Botanico da UFPR.

Antes da irradiacdo, dois phantons foram incubados com ceélulas da linhagem
especificada para o ensaio e colocada em contato com diferentes concentracGes de
nanoparticulas durante 24 horas. Um dos phantons serviu como controle e ndo foi irradiado,
permanecendo na estufa no Laboratério de Hematologia. O segundo phantom foi conduzido

ao Hospital Erasto Gaertner para o ensaio de irradiacéo.

Cada phantom representando uma triplicata foi exposto a um feixe de fotons de 6,0
MV proveniente de um acelerador linear (CLINAC 600 CD) e dose de 8 Gy. Durante a
irradiagdo, cada amostra do grupo foi posicionada a uma distancia de 94 cm da fonte do feixe

de fotons, em um campo de exposic¢do de 30x30 cm e uma taxa de dose de 500 cGy/min.
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Ap6s o ensaio de irradiacdo, as amostras foram devolvidas ao laboratorio de
hematologia e incubadas novamente por 72 horas para s6 entdo serem feitos os ensaios de

citotoxicidade e radiossensibilizacao.

2.5 Andlise Estatistica

A analise estatistica foi expressa em funcdo da média e desvio padrdo relacionados
aos valores de viabilidade celular, calculados através dos resultados de absorbancia obtidos
por meio de ensaio de NRU.

Os dados em triplicata foram analisados quanto a sua normalidade de distribuicao
pelo método de Shapiro-Wilk. Ap6s a confirmacdo do tipo de distribuicdo dos dados, as
médias das triplicatas foram tabeladas e a significancia estatistica das diferencas entre as
médias foi determinado através do teste One-way ANOVA. Valoresde p <5 (*), p < 0,01
(**) e p < 0,001 (***) foram considerados significativos. O GraphPad O software Prism 10

foi utilizado para anélise estatistica.

3. DISCUSSAO E ANALISE DOS RESULTADO
3.1. Ensaios Biologicos de Citotoxicidade.

O efeito radiossensibilizador das nanoparticulas foi avaliado mediante a analise do
impacto causada pelas mesmas na viabilidade de células HRT-18 e HepG2, apds a exposi¢cdo
a radiacdo. Tal viabilidade foi determinada por meio do dos valores de absorbancia obtidos

nos ensaios de NRU, sendo os resultados demonstrados abaixo.

O Gréfico 1 e Grafico 2 mostram que as nanoparticulas, em nenhuma das
concentragdes testadas, foram capazes de induzir citotoxicidade em nenhuma das linhagens
celulares avaliadas, sugerindo que nestas concentragdes, as nanoparticulas foram inertes para
as celulas tumorais e que poderiam necessitar de radiacao para serem ativadas e promoverem
algum efeito deletério. Nesse sentido, Beltrame e colaboradores (2022), apresentam resultados
semelhantes, com células fibroblasticas (L929) e células de carcinoma da mama (MDA-MB

231), mostrando, através de ensaio de MTT, que para estas linhagens, as nanoparticulas de
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Oxido de ferro recobertas por copoliéster caprolactona modificada por cisteina, também néo

apresentam citotoxicidade.

Gréfico 1 - Efeito das nanoparticulas sobre a viabilidade celular da

linhagem HepG2 néo irradiada
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Fonte: Do Autor (2024).

Legenda: Grafico comparativo do efeito de radiossensibilizagdo
induzida pelas nanoparticulas nas concentracfes de 25, 50, 75 e 100 ppm em
relagdo a amostra controle (O ppm) sobre as células HRT-18 ndo irradiadas. Os
valores, de p = 0,5350 e de R? = 0,2496 , indicam que ndo existe diferenca
estatistica entre as condices avaliadas.

Gréfico 2 - Efeito das nanoparticulas sobre a viabilidade celular da

linhagem HRT-18 néo irradiada
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Fonte: Do Autor (2024).

Legenda: Gréafico comparativo do efeito de radiossensibilizagdo induzida pelas
nanoparticulas nas concentragbes de 25, 50, 75 e 100 ppm em relagdo a amostra
controle (0 ppm) sobre as células HRT-18 néo irradiadas. Os valores, de p = 0,5750
e de R2= 10,2329, indicam que ndo existe diferenca estatistica entre as condigdes

avaliadas.
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Em contextos clinicos de tratamento radioterapico, espera-se que as células tumorais
irradiadas sofram uma reducéo na viabilidade devido aos efeitos nocivos da radiacao ionizante
(MARTINS, 2020). A fim de verificar a radiossensibilidade das linhagens celulares utilizadas,
comparou-se a viabilidade celular das amostras controle (O ppm) ndo irradiadas, com as

amostras controle irradiadas (0 ppm).

O Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. e Erro! Fonte de referéncia ndo en
contrada.4 mostram uma reducdo na viabilidade celular das amostras ndo irradiadas, das
células irradiadas, demonstrando que as linhagens estudadas sdo radiossensiveis,

independentemente da presenca de nanoparticulas.

Grafico 3 - Efeito da radiacdo ionizante sobre a viabilidade

celular da linhagem HepG2 na amostra controle (0 ppm).
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Fonte: Do Autor (2024).

Legenda: Grafico comparativo do efeito de radiossensibilizagdo, induzida pela
radiacdo ionizante nas amostras controle (0 ppm) irradiadas em relacdo a
amostra controle (0 ppm) ndo irradiadas nas células HepG2. Os resultados da
andlise de uma one-way ANOVA, revelaram um valor de p significativamente
baixo, p = 0,0041 e um coeficiente R quadrado de 0,8978. Devido ao valor de
p abaixo do nivel de significancia (0,05), os resultados sdo considerados

estatisticamente significativos.
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Gréfico 4 - Efeito da radiacdo ionizante sobre a viabilidade

celular da linhagem HRT-18 na amostra controle (0 ppm).
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Fonte: Do Autor (2024).
Legenda: Grafico comparativo do efeito de radiossensibilizagdo, induzida pela
radiacdo ionizante nas amostras controle (0 ppm) irradiadas em relacéo a amostra
controle (0 ppm) ndo irradiadas nas células HRT-18. Os resultados da analise de
uma one-way ANOVA, revelaram um valor de p significativamente baixo, p =
0,0447 e um coeficiente R quadrado de 0,0,6758. Devido ao valor de p abaixo
do nivel de significancia (0,05), os resultados sdo considerados estatisticamente

significativos.

Conduziu-se o ensaio de NRU em células irradiadas e expostas a diversas
concentracdes de nanoparticulas. Observou-se uma elevacdo na viabilidade, sugerindo a
ocorréncia de inducdo de proliferacdo celular sem uma diminuicdo da viabilidade das

linhagens celulares avaliadas (Graficos 5Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. e 6).
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Grafico 5 — Efeito das diferentes concentracfes de nanoparticulas

sobre a viabilidade celular na linhagem HepG?2 irradiada.
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Fonte: Do Autor (2024).

Legenda: Grafico comparativo do efeito de radiossensibilizagdo, induzida pelas
nanoparticulas nas concentrages de 25, 50, 75 e 100 ppm em relacdo a amostra
controle (0 ppm) sobre as células HepG2 irradiadas.Os valores, de p = 0,9861 e de R?

=0,03181, indicam que ndo existe diferenca estatistica entre as condi¢des avaliadas.

Grafico 6 - Efeito das diferentes concentragdes de nanoparticulas
sobre a viabilidade celular na linhagem HRT-18 irradiada.
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Fonte: Do Autor (2024).

Legenda: Grafico comparativo do efeito de radiossensibilizagdo, induzida pelas
nanoparticulas nas concentragdes de 25, 50, 75 e 100 ppm em relacdo a amostra
controle (0 ppm) sobre as células HRT-18 irradiadas. Os valores, de p = 0,5640 e
de R?=0,2374 , indicam que n&o existe diferenca estatistica entre as condicGes

avaliadas.
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3.2 Caracterizacgao Fisico-Quimica

Para entender melhor os resultados de viabilidade celular e radiossensibilizacéo
obtidos com a realizacdo deste estudo, bem como para compreender as propriedades dessas

nanoparticulas, foram realizados dois ensaios de caracterizacdo: Dispersdo Dinamica de Luz
(DLS) e Medicao de Potencial Zeta.

No primeiro ensaio, utilizando uma concentracdo de 2mg/mL, observamos um
tamanho médio de particula em torno de 1464,34 nm (nandmetros) Grafico 7Erro! Fonte de r
eferéncia ndo encontrada.B. No segundo teste, conduzido com uma concentracdo de
0,5mg/mL e apos a filtragdo da solugdo por um filtro de 400 nm, a média das triplicatas ficou
em 831,20 nm, Gréafico 7Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.A . Essas dimensoes, r
elativamente grandes, sugerem a presenca de aglomerac6es ou conglomerados, o que pode ter
um impacto significativo no comportamento das nanoparticulas em meio as linhagens

celulares estudas, ou, ainda, tamanho hidrodindmico fora das defini¢fes de nanoparticulas.

Grafico 7 - Resultado de ensaio de DLS das nanoparticulas de 6xido de

ferro recobertas por copoliéster caprolactona modificada por cisteina na
concentracédo de 2mg/mL (B) e 0,5 mg/mL (A)
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Fonte: Do Autor (2024).
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Além disso, analisamos o Potencial Zeta das amostras. No primeiro caso, o Potencial
Zeta foi registrado como -19,4 mV, indicando uma carga superficial negativa nas particulas.
No segundo caso, o Potencial Zeta foi de -21,24 mV, confirmando a estabilidade coloidal das

nanoparticulas em suas solucdes.

3.3 Discussao

A andlise dos ensaios de Citotoxicidade (NRU) revelou que 72 horas apds a
incubacdo das células com diferentes concentracfes de nanoparticulas e exposicdo a
irradiacdo, ndo ocorreu uma reducdo significativa na viabilidade celular, evidenciando a
auséncia de radiossensibilizacdo. Esse fendmeno inesperado indica uma ndo interacdo entre

as células e as nanoparticulas, sugerindo resisténcia ou barreiras a sua internalizacao.

Os valores de potencial zeta encontrados, estdo de acordo com o que vem sendo
verificado em outros estudos. A distribuicdo de carga negativa na superficie das
nanoparticulas é vital para evitar a aglomeracdo das particulas, garantindo sua dispersdo
homogénea nas amostras e, por conseguinte, sua interacdo eficaz com as células-alvo durante
0s ensaios de radiossensibilizacdo. No entanto, se 0 tamanho hidrodinamico for muito grande,
a distribuicdo de cargas negativas na superficie das nanoparticulas, pode nédo ser suficiente
para uma distribuicdo homogenia. Como mostrado, os valores de DLS, que nos d& o tamanho
hidrodindmico (nucleo + revestimento), estdo muito fora se comparados com outras pesquisas
Tabela 1

Tabela 1 - Resultados de DLS e Potencial Zeta de alguns estudos pesquisado

Nano DLS (nm) Zeta (mV) Autor
L. 18,17 -32
Oxido Ferro Fathy et al (2019)
164,18 -41
GNP@PEG1 27,2 -15.3
Guerra (2021)

GNP-naked 31,8 18,8
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FesO4@Pheo 90,75 -38,1 Zottis (2015)
o 1464,34 -19,4
FesO4@Cisteina Autor
831,20 -21,24

Fonte: Do Autor (2024).

Dessa forma, sugere-se que a resisténcia aparente das linhagens celulares as
nanoparticulas pode ser atribuida, pelo menos em parte, as aglomeracées presentes, limitando
sua entrada eficaz nas células. Estes resultados desafiadores fornecem uma base solida para
investigacdes futuras, que podem se concentrar em estratégias para melhorar a disperséo das
nanoparticulas, reduzir aglomeragdes e, assim, aumentar sua eficAcia como agentes de
radiossensibilizacdo. Esse aprofundamento é crucial para desbloguear o potencial total dessas
tecnologias no contexto do tratamento do cancer.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos neste estudo, é evidente que a interacdo entre
nanoparticulas de éxido de ferro revestidas com copoliéster caprolactona modificada por
cisteina e as linhagens celulares HRT-18 (cancer colorretal) e HepG2 (carcinoma
hepatocelular) ndo seguiu o padréo esperado de radiossensibilizacdo. A auséncia de impacto
significativo na viabilidade celular, mesmo apo6s exposicdo a diferentes concentracdes das
nanoparticulas, levanta questionamentos profundos sobre os mecanismos biolégicos e fisico-

quimicos subjacentes a essa interacao.

A presenga de aglomeragcbes ou tamanho hidrodindmico fora dos padrdes
nanomeétricos, das nanoparticulas, como indicado pelos resultados da Dispersdo Dinamica de
Luz (DLS), parece ser um fator chave que limita sua capacidade de penetracdo nas células-
alvo. A falta de internalizacdo das nanoparticulas, evidenciada pela auséncia de geracdo de
espécies reativas de oxigénio, contribui para a falta de impacto na viabilidade celular.
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