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RESUMO

Dentre as vias de administragdo de fairmacos, a via topica oferece vantagens, como por
exemplo evitar o metabolismo de primeira passagem e possibilitar a aplicagdao direcionada a
pele. Contudo, barreiras estruturais, como o estrato corneo, limitam a penetragdao de farmacos,
motivando o desenvolvimento de sistemas nanoestruturados para otimizar a biodisponibilidade
e a eficicia terapé€utica. Dentre eles, destacam-se as nanoparticulas magnéticas (MNPs)
revestidas com citrato (Cit-MNPs), capazes de serem guiadas por campos magnéticos externos
e utilizadas para entrega de fArmacos. Assim, o objetivo deste trabalho foi de realizar o processo
de internalizacdo celular de MNPs em queratindticos humanos in vitro, utilizando as técnicas
de Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC), Electron Paramagnetic Resonance (EPR)
e Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM) para monitoramento e caracterizagdo desse
processo. Adicionalmente, avaliou-se a viabilidade celular por meio do ensaio de MTT. As Cit-
MNPs foram sintetizadas e caracterizadas, sendo aplicadas em culturas de células HaCat nas
concentragdes de 5%, 10% e 15%, com tempos de interagdo de 1h, 6h, 12h e 24h. Amostras
contendo particulas que ndo aderiram a superficie da placa (sobrenadante) e as que aderiram
(particulas com células) foram avaliadas no sensor de Cavidade BAC e no EPR, que revelaram
aumento progressivo da sinalizagdo magnética ao longo do tempo, especialmente nas
concentragdes de 10% e 15%. O teste de MTT demonstrou alta viabilidade celular (>90%) apos
24h de exposicao, embora apos 72h tenha sido observada reducdo da viabilidade, possivelmente
associada ao tempo prolongado de contato e a deplegao de nutrientes. A analise por TEM
confirmou a presen¢a de MNPs no interior celular, incluindo citoplasma e regides perinucleares,
além de particulas aderidas @ membrana plasmatica. Os resultados obtidos nesse estudo
evidenciam que as técnicas BAC e EPR sdo eficazes para quantificar MNPs em sistemas
celulares, enquanto o TEM fornece comprovagao morfoldgica da internalizagao. As Cit-MNPs
mostraram potencial para aplicagdes topicas em liberacdo controlada de farmacos e
diagnosticos, embora estudos adicionais sejam necessarios para elucidar mecanismos de

captacao e impacto funcional sobre as células.

Palavras-chave: BAC, EPR, queratindcitos, nanoparticulas magnéticas, cultura celular



ABSTRACT

Among drug administration routes, the topical route offers advantages, such as avoiding
first-pass metabolism and enabling targeted application to the skin. However, structural
barriers, such as the stratum corneum, limit drug penetration, motivating the development of
nanostructured systems to optimize bioavailability and therapeutic efficacy. Among these,
magnetic nanoparticles (MNPs) coated with citrate (Cit-MNPs) stand out, as they can be guided
by external magnetic fields and used for drug delivery. Thus, the aim of this work was to
investigate the cellular internalization process of MNPs in human keratinocytes in vitro, using
Alternating Current Biosusceptometry (ACB), Electron Paramagnetic Resonance (EPR), and
Transmission Electron Microscopy (TEM) techniques to monitor and characterize this process.
Additionally, cell viability was assessed using the MTT assay. Cit-MNPs were synthesized and
characterized, and applied to HaCaT cell cultures at concentrations of 5%, 10%, and 15%, with
interaction times of 1 h, 6 h, 12 h, and 24 h. Samples containing particles that did not adhere to
the plate surface (supernatant) and those that adhered (particles with cells) were evaluated using
the ACB cavity sensor and EPR, which revealed a progressive increase in magnetic signaling
over time, especially at concentrations of 10% and 15%. The MTT test demonstrated high cell
viability (>90%) after 24 h of exposure, although a reduction in viability was observed after 72
h, possibly associated with prolonged contact time and nutrient depletion. TEM analysis
confirmed the presence of MNPs inside the cells, including in the cytoplasm and perinuclear
regions, as well as particles adhered to the plasma membrane. The results obtained in this study
demonstrate that ACB and EPR techniques are effective for quantifying MNPs in cellular
systems, while TEM provides morphological evidence of internalization. Cit-MNPs showed
potential for topical applications in controlled drug release and diagnostics, although further

studies are needed to elucidate uptake mechanisms and functional impacts on cells.

Keywords: ACB, EPR, keratinocytes, magnetic nanoparticles, cell culture
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1. Introducio

A pele, como maior 6rgao do corpo humano, tem evoluido ao longo do tempo para se
tornar uma rota indispensavel para entrega de farmacos, oferecendo efeitos topicos e até
mesmo sistémicos, sendo uma via de administragao de maior aceitagdo do que pelas vias

parenteral e oral, por exemplo (1).

A pele humana ¢ composta por camadas, como a epiderme, camada mais externa e
composta por diversos estratos e tipos celulares cruciais para seu funcionamento. A derme,
conectada a epiderme pela membrana basal, possui a fun¢cdo de acomodar as glandulas
sudoriparas, cabelos, foliculos capilares, musculos, neur6nios sensoriais € vasos
sanguineos. Lobulos adiposos, neurdnios sensoriais € vasos sanguineos sao encontrados na

hipoderme, a mais interna e ultima camada da pele (2).

Entre as camadas, a epiderme tem sido amplamente estudada, tanto como um modelo
convincente de diferenciacdo tecidual (3), quanto por sua importancia médica em feridas
(4), carcinogénese (5), disfungdes epiteliais congénitas ou adquiridas (6), infeccdes (7),
regeneragdo (8) e rejuvenescimento (9). No entanto, as fun¢des de sua barreira natural
impedem que a maioria dos microrganismos, radiagao ultravioleta (UV), produtos quimicos
e até mesmo farmacos penetrem na pele, mesmo que em doses terapéuticas (10). Isso se
deve a espessura fisica do estrato cérneo, uma camada multicelular de quinze micrometros,
a qual desempenha um papel fundamental na protecao e filtragem do que atravessa a pele e

penetra o corpo humano (11).

A absor¢ao de farmacos, compostos quimicos e at€ mesmo cosméticos através da pele
ocorre por meio de alguns processos. A primeira barreira para a penetracdo ¢ o estrato
corneo, cuja permeabilidade é determinada por caracteristicas da substincia, como
solubilidade, concentragdo e tamanho molecular (12), uma vez que qualquer substancia que
tenha a pele como local de acdo requer evidéncia estrutural em nivel molecular do local,
para clarificar as interagdes com lipidios intercelulares e queratina mole (13). Apos penetrar
o estrato corneo, a substancia deve ultrapassar a epiderme e derme, onde as moléculas
podem se difundir ao longo das camadas de células e dos tecidos (14), sendo que a derme ¢
o local onde certos processos de cicatrizagdo podem gerar uma producdo excessiva de

matriz extracelular fibrosa, levando a formacao de queloides (15).

Desta forma, as propriedades das substancias vao determinar se a absor¢ao sera local,

agindo diretamente nas células ou tecidos do local de aplicagdo e produzindo efeitos topicos,
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ou sistémica, caso a substancia atinja a derme e entre na corrente sanguinea, podendo ser
distribuida ao longo de todo o corpo humano (16). Para contornar esse desafio, uma
alternativa ¢ a utilizacdo de sistemas de entrega de farmacos capazes de ultrapassar as
barreiras naturais e ndo serem afetados pelas propriedades morfoldgicas e fisico-quimicas
do local de agdo (17), como os sistemas de entrega transdermais, através da utilizacdo de
adesivos acoplados a pele e com liberacao controlada de farmacos ao longo do tempo (18);
sistemas iontoforéticos, que utilizam correntes elétricas de baixa intensidade para facilitar
a penetracdo de ions através da pele (19) e o uso de 4cido hialurénico, o qual pode se ligar
quimicamente com farmacos através de ligagdes covalentes, permitindo a liberagdo

controlada e direcionada dos mesmos (20).

Avangos recentes em nanotecnologia permitiram o desenvolvimento de particulas
nanométricas para diversas aplicagdes biomédicas. Diferentes tipos de particulas, desde
nanoestruturas lipidicas, até particulas polimerizadas foram utilizadas em diferentes
sistemas de entrega de fdrmacos em modelos pré-clinicos, demonstrando alta eficécia
terapéutica (21). Entre eles destaca-se o uso de Nanoparticulas Magnéticas (MNPs — do
inglés Magnetic Nanoparticles), uma das classes de estruturas nanométricas mais
promissoras atualmente, devido a sua versatilidade e sendo aplicaveis em diversas vertentes
da area da saude (22), ja estando até mesmo presentes em nanomedicamentos aprovados

pelo Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos (23).

A principal vantagem do uso de drogas baseadas em nanoparticulas magnéticas em
comparagdo com outros sistemas nanoparticulados ¢ sua capacidade de serem guiadas até
locais especificos de acdo dentro do corpo utilizando campos magnéticos externos. Essa
propriedade permite uma entrega mais precisa e direcionada dos fairmacos, aumentando a

eficacia do tratamento e reduzindo os efeitos colaterais sist€émicos (24).

A associacdo de MNPs e cultura celular ¢ utilizada para compreender os processos de
internalizacdo celular e biocompatibilidade. Recentemente, MNPs t€m sido utilizadas em
constru¢do ¢ montagem em bioengenharia, desempenhando papéis importantes como
marcacao de células ou suporte ao crescimento, viabilidade e adesao celular em scaffolds,
enxertos de queratindcitos capazes de aprimorar praticas clinicas em casos de queimaduras

graves e ulceras cronicas.

O controle das fungdes celulares mediado por magnetismo representa uma abordagem

promissora para compreender as vias de transdugdo e os efetores envolvidos nas cascatas
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de sinalizagdo. A manipulacdo das fungdes e estruturas celulares através da atuacdo com
MNPs ¢ uma estratégia relativamente nova, que tem mostrado um potencial significativo
para aplicacdo na engenharia tecidual (25,26). Além disso, essa abordagem oferece uma
perspectiva interessante para a administracao tépica de MNPs, podendo ser adaptada para
a entrega de drogas. Devido a importancia de obter um modelo in vitro capaz de se
comportar de forma similar a epiderme, a cultura celular de queratindcitos mostra-se como
uma viavel alternativa na reparacdo de danos na pele com enxertos de queratindcitos

cultivados.

A linhagem celular HaCaT ¢ derivada de queratinocitos humanos espontaneamente
imortalizados (27). Essas células exibem propriedades celulares basais e conseguem
responder a diferentes indutores de diferenciag¢io, como Ca?* e alta densidade celular (28).
Devido a grande quantidade de publicacdes na literatura a respeito das suas propriedades
de desenvolvimento e seu consistente crescimento em culturas celulares, as células HaCaT

sdo um excelente modelo de sistema para conduzir andlises em queratindcitos (29).

Atualmente existem diversos estudos in vitro a partir de culturas celulares e agentes
nanoestruturados. Dentre esses, os resultados mais promissores sao através de Imageamento
por Ressonancia Magnética (MRI — do inglés Magnetic Resonance Imaging), através do
monitoramento da alteragdo dos tempos de relaxa¢do dos prétons, Imageamento de
Particula Magnética (MPI — do inglés Magnetic Particle Imaging), de acordo com a
deteccao da geracdo de harmdnicos no sistema e os SQUID (do inglés Superconducting
Quantum Interference Device), os quais monitoram o processo de MRX (do inglés
Magnetorelaxometry) (30,31). Essas técnicas, apesar dos bons resultados, apresentam
desvantagens como sua alta complexibilidade e custo de aquisicdo e instalacdo,
impossibilidade de aplicagdo em experimentacdo animal e a necessidade de ambiente

magneticamente blindado.

Buscando diminuir custos, introduz-se a metodologia Biosusceptometria de Corrente
Alternada (BAC), um dispositivo portatil capaz de monitorar e detectar quantitativamente
as MNPs em sistemas in vitro e in vivo, sendo utilizado para estudos de circulagdo sanguinea
(32), biodistribuicao ao longo dos tecidos e o6rgaos (33), retencdo hepatica (34), perfusdo
renal (35) e cerebral (22), estudos de lesdes renais (36), além de estudos iniciais avaliando
o processo de internalizagdo celular (37). Outra técnica capaz de avaliar o processo de

internalizacao celular de MNPs ¢ a espectroscopia por ressonancia paramagnética eletronica
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(EPR — do inglés Electron Paramagnetic Resonance), uma técnica biomagnética para
investigar espécies no dominio paramagnético, ou seja, matérias que possuem elétrons
desemparelhados, radicais organicos e inorganicos e até sistemas com estados tripletos,

permitindo uma avaliagdo qualitativa da presenga de MNPs em ambiente celular (38).

Associando as duas técnicas, torna-se possivel avaliar o processo de internalizacao
celular de MNPs em diferentes pardmetros fisicos, uma vez ambas as técnicas sdo capazes
de quantificar o acimulo de MNPs na amostra, e o EPR ¢ capaz de monitor processos
moleculares, como a presenga de ions e radicais livres, independentemente do arranjo da

particula.
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