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RESUMO

O céncer é caracterizado por um complexo de alteracfes que afetam a atividade molecular intracelular e
também as comunicacdes entre as células e tecidos. Dentre todos os tipos de canceres existentes, o cancer
de mama representa 25% do total de neoplasias no mundo, com possibilidade de metastases. Ressalta-se
que as terapias atuais, incluindo a cirurgia, a terapia hormonal, quimioterapia e terapia de radiacdo, sao
pouco seletivas para a eficacia no tratamento do cancer de mama primario e metastatico. Portanto, sdo
necessarias novas terapias que possam ser mais eficazes no tratamento deste tumor, de modo a destruir a
propagacdo de metastases. Um dos tratamentos em ascensdo é o uso da terapia fotodinamica (TFD), a
qual envolve trés elementos fundamentais, sendo eles: um agente fotossensibilizante ou
fotossensibilizador, uma fonte de luz especifica e moléculas de oxigénio. Ademais, o uso de
nanoestruturas associadas a TFD, tem proporcionado bons resultados aos tratamentos para o cancer, pois
aumenta a eficiéncia dos farmacos, no caso os fotossensibilizadores, utilizados. Assim, o objetivo deste
trabalho, foi desenvolver um tratamento para o cancer de mama utilizando a terapia fotodindmica, com
uma nanoparticula contendo o fotossensibilizador cloreto de aluminio - ftalocianina, de forma a promover
a mortalidade de células tumorais mamarias primarias e possiveis focos de metastases. Para tal, foram
desenvolvidas e caracterizadas trés nanoformulagdes, sendo elas: Nanoemulsdo de Fatalocianina de
Cloro-Aluminio (NE-ALCLFT), Nanoemulsio de Ftalocianina de Cloro-Aluminio com Acido Félico
(NE-FO-ALCLFT) e Micela de Acido Fdlico (MIC-FO-ALCLFT). Para a caracterizacdo, foram
utilizadas as metodologias: analise de estabilidade, ZetaSizer, FT-IR, RAMAN, Microscopia eletrénica de
Transmissdo (MET) e de Varredura (MEV), anélise por Espectrofluorimetro e o estudo da producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS). Posteriormente, foi realizado o estudo in vitro para avaliacdo da
viabilidade celular e citotoxicidade, utilizando duas linhagens celulares, sendo uma de adenocarcinoma
mamario (4T1) e outra de fibroblastos (NIH/3T3), pela avaliagdo do méetodo colorimétrico MTT e anélise
morfologica das células pés-tratamentos por Microscopia de Fluorescéncia e contraste de fase. Nestes
testes também foram avaliados a interferéncia da poténcia utilizada pelo LED para a aplicagdo da TFD,
sendo testadas as poténcias 10mW/cm2, 50mW/cm? e 100mW/cmz2. Por fim, foram realizados os testes in
vivo e ex vivo, que incluem o estudo da biodistribuicdo das trés nanoformulacfes pela via de
administracio endovenosa, por meio da avaliacdo de imageamento em tempo real no equipamento IVIS
Lumina XR. Posteriormente ao estudo da biodistribuicdo, foi selecionada uma das nanoformulacées
(aquela que apresentou melhores resultados) para o tratamento do cancer de mama utilizando a TFD.
Nesta Gltima fase do trabalho, foram realizadas trés formas de tratamento, sendo elas: sistémica ( usando
a administragdo do farmaco por via endovenosa e irradiacdo do LED também sistémico (corpo todo do
animal)), parcialmente sistémica (com administracdo do farmaco por via endovenosa e irradiacdo apenas
no local do tumor), e local (utilizando a administragdo do farmaco por via intratumoral e irradiacdo do
LED também no local do tumor). Foram avaliados o peso dos camundongos, o volume tumoral, analises
bioquimicas, hematoldgicas, andlise por microtomografia computadorizada pelo equipamento
PET/SPECT (avaliando o volume pulmonar e ésseo) e analise histopatologica. Os resultados apresentam
todos os preparos das nanoformulacfes e suas respectivas caracterizagfes, sugerindo relevante
estabilidade das nanoparticulas. Os ensaios de viabilidade celular mostram que as nanoformulagdes
apresentam citotoxicidade para ambas as linhagens celulares testadas, e que o uso apenas do LED (sem a
presenca dos nanoformulacbes) provocam o aumento da viabilidade celular na linhagem de fibroblastos.
O ensaio de biodistribuicdo ressalta os principais drgdos atingidos pelas nanoformulacfes, sendo
especialmente o figado, baco e rins. Além disso, concluiu-se que a nanoformulagdo NE-ALCLFT, foi a
que apresentou melhor biodistribuicdo para a regido tumoral. Por fim, os tratamentos in vivo com o uso da
TFD, apontam efeitos de necrose tumoral e infiltrados inflamatérios. Além disso, foi possivel concluir
que a melhor forma de tratamento, dentre as analisadas, foi utilizar a nanoformulacdo por administracdo
endovenosa, € a irradiacdo do LED no local da regido do tumor, onde apresentou 80% de eficiéncia do
tratamento, com 4 camundongos apresentando todos tecidos normais (n=5). Portanto, com este trabalho,
foi possivel desenvolver um método eficiente para o tratamento do cancer de mama, utilizando a TFD
com uma nanoemulsdo de ftalocianina de cloro aluminio, por administragdo endovenosa.

Palavras-chaves: cancer de mama, terapia fotodinamica, nanoemulséo de ftalocianina de cloro aluminio



ABSTRACT

Cancer is characterized by a complex of alterations that affect intracellular molecular activity as well as
communications between cells and tissues. Among all types of cancer, breast cancer represents 25% of
the total number of neoplasms worldwide, with the possibility of metastases. It is noteworthy that current
therapies, including surgery, hormone therapy, chemotherapy and radiation therapy, are not completely
selective for efficacy in the treatment of primary and metastatic breast cancer. Therefore, new therapies
are needed that may be more effective in treating this tumor, in order to destroy the spread of metastases.
One of the rising treatments is the use of Photodynamic Therapy (PDT), which involves three
fundamental elements: a photosensitizing or photosensitizing agent, a specific light source and oxygen
molecules. In addition, the use of nanostructures associated with PDT has provided good results for
cancer treatments, since it increases the efficiency of the drugs, in this case the photosensitizers, used.
Thus, the objective of this work was to develop a treatment for breast cancer using photodynamic therapy
with a nanoparticle containing the photosensitizer Chloro-Aluminum Phthalocyanine in order to promote
the mortality of primary mammary tumor cells and possible foci of metastases . To that end, three
nanoformulations were developed and characterized: Nanoemulsion of Fatalocyanine Chlorine-
Aluminum (NE-ALCLFT), Folic Acid Chlorine-Aluminum Phthalocyanine Nanoemulsion (NE-FO-
ALCLFT) and Folic Acid Micelle -FO-ALCLFT). For the characterization, the methodologies were used:
stability analysis, ZetaSizer, FT-IR, RAMAN, Transmission Electron Microscopy (SEM) and Scanning
(SEM), Spectrofluorimeter analysis and the study of the production of reactive oxygen species ). The in
vitro study was carried out to evaluate cell viability and cytotoxicity, using two cell lines, one of the
squamous cell carcinoma (4T1) and the other of fibroblasts (NIH / 3T3), by the evaluation of the MTT
colorimetric method and the morphological analysis of the Post-treatment cells by Fluorescence
Microscopy and phase contrast. These tests also evaluated the interference of the power used by the LED
for the application of the PDT, being tested the powers 10mW / cm2, 50mW / cm?2 and 100mW / cm2,
Finally, the in vivo and ex vivo tests were carried out, including the study of the biodistribution of the
three nanoformulations through intravenous administration, by means of real time imaging evaluation in
the Lumina XR IVIS equipment. After the biodistribution study, one of the nanoformulations (the one
that presented the best results) was selected for the treatment of breast cancer using PDT. In this last
phase of the study, three forms of treatment were performed: systemic (using intravenous drug
administration and systemic LED irradiation (whole body of the animal)), partially systemic (with
intravenous administration of the drug And irradiation only at the tumor site), and local (using
intratumoral drug administration and LED irradiation also at the tumor site). The weight of the mice,
tumor volume, biochemical and hematological analyzes, PET / SPECT (evaluating lung and bone
volume) and histopathological analysis were analyzed by microtomography. The results show all the
syntheses of the nanoformulations and their respective characterizations, suggesting the relevant stability
of the nanoparticles. The cell viability assays show that the nanoformulations have cytotoxicity for both
cell lines tested, and that the use of LEDs alone (without the presence of nanoformulations) provokes an
increase in cell viability in the fibroblast lineage. The biodistribution test highlights the main organs
affected by nanoformulations, especially the liver, spleen and kidneys. In addition, it was concluded that
the NE-ALCLFT nanoformulation presented the best biodistribution to the tumor region. Finally, in vivo
treatments with the use of PDT, point to effects of tumor necrosis and inflammatory infiltrates. In
addition, it was possible to conclude that the best form of treatment, among those analyzed, was to use
nanoformulation by intravenous administration, and LED irradiation at the site of the tumor region, where
it presented 80% of treatment efficiency, with 4 mice presenting all normal tissues (n = 5). Therefore,
with this work, it was possible to develop an efficient method for the treatment of breast cancer, using
PDT with a chlorthal aluminum phthalocyanine nanoemulsion, by intravenous administration.

Keywords: breast cancer, photodynamic therapy, nanoemulsion chloro-aluminum phthalocyanine
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INTRODUCAO



1. O CANCER

O céancer é caracterizado por um complexo de alteragdes que afetam a atividade
molecular intracelular e também as comunicacGes entre as células e tecidos
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). Em nivel gendmico, ocorre frequente interrupcao
dos mecanismos de reparo do DNA, além da reprogramacdo sequencial genética e
alteracOes epigenéticas, como mutacdo pontual, translocacBes e variagdo no nimero de
duplicacdo, as quais podem resultar em expressdo génica aberrante (DU, 2014;
WINSLOW et al., 2015).

Embora uma célula cancerosa possa abrigar milhares de alteracdes genéticas,
apenas as células que apresentam fatores de crescimento seletivo, como a presenca de
alguns receptores, causam a transformacdo maligna e a progressdo tumoral
(KITAMURA, 2015). Assim, um dos focos na area “Gendmica do Cancer”, tem sido
identificar essas células e compreender o mecanismo destes fatores de crescimento, a
fim de entender a patogenicidade desta propagacdo celular desordenada que é
ocasionada pelo cancer.

1.1. CANCER DE MAMA

Dentre todos os tipos de canceres existentes, o cancer de mama representa 25% do
total de neoplasias no mundo, além de ser o segundo tipo de cancer mais comum entre
mulheres com faixa etéria superior a 35 anos e uma das causa mais frequente de morte
neste grupo (INCA, 2015).

O céancer de mama é uma doenga heterogénea com multiplos subtipos, sendo
classificado em Basal (ou triplo negativo), HER2-positivo, Luminal A e Luminal B
(FERTIG, 2015; WINSLOW et al., 2015). Desses, 0 primeiro é o subtipo mais
agressivo e metastatico, pois ndo expressam receptores de células tipicas, como o de
estrogeno e progesterona, o que dificulta as terapias hormonais ou a inibicdo de HER?2
(FERTIG, 2015).

1.1.1. CANCER DE MAMA METASTATICO

Com o crescimento do tumor primario, ocorre 0 processo de angiogénese no

qual se desenvolve um suprimento de vasos sanguineos para apoiar as necessidades



metabdlicas do tumor (KIM et al., 2011; LIZOTTE, 2015). Essa neovascularizagéo,
possibilita uma rota de fuga pela qual as células tumorais entram no sistema circulatorio
do organismo (HUNTER et al., 2008) (Figural), podendo atingir 6rgdos como o
pulméo, o figado, a medula éssea, dentre outros (MICHELL, 2010).

Células

endoteliais ¢lulas tumorais circulando

Figura 1. Processo de circulacao das células tumorais.
Fonte: SCULLY, et al., 2012 (adaptado).

Em geral, a migracdo de células em metastase apresenta semelhangas com o trénsito de
leucdcitos, que é especialmente regulada por fatores de crescimento, quimiocinas,
citocinas e seus receptores (MULLER et al., 2001). As citocinas e as quimiocinas
representam importantes proteinas sollveis na sinalizacdo celular para os mecanismos
de funcionamento das células, além de desempenhar fungdes no sistema imunoldgico,
(SCULLY etal., 2012).

No cancer de mama metastatico, as moléculas de quimiocinas e citocinas podem
desempenhar um papel na motilidade das células tumorais (SCULLY et al., 2012).
Assim, para o crescimento tumoral e a disseminagdo de metastases e fundamental a
secrecdo destas moléculas, as quais irdo atuar na adesdo, na manutencao, na migracéo e
na proliferacdo celular.

Fertig e colaboradores (2015) relataram que a atuacao da Interleucina 6 (IL6),
da quimiocina CCLS5, e dos fatores de crescimento endoteliais vasculares VEGF-A e
VEGF-C, sdo fatores cruciais para o crescimento do cancer de mama e para a
metastase basal, 0s quais, em conjunto, ajudam a promover a metastase cancerigena,

e podem ser compreendidas da seguinte forma:



A IL-6 foi associada a transicdo epitelial-mesenquimal (EMT), processo natural
que ocorre durante a embriogénese. Neste processo, as células epiteliais perdem a sua
polaridade e adesdo celular, além de obter propriedades migratorias e invasivas a
ponto de se tornarem células-tronco mesenquimais capazes de direcionar para 0rgaos
distantes (DETHLEFSEN; H@JFELDT; HOJMAN, 2013; FERTIG, 2015). Este
mecanismo esta relacionado a capacidade das células fixas tumorais se tornarem células
itinerantes (DETHLEFSEN; HBJFELDT; HOJMAN, 2013).

A quimiocina CCL5 foi relacionada a melhor sobrevida dos canceres de mama,
principalmente aos subtipos HER2+ e Luminal, onde se constatou que ocorre a sua
superexpressao. (FERTIG, 2015; LEE et al., 2014).

Os fatores de crescimento vascular endotelial VEGF-C e o VEGF-A, sdo
fatores angiogénicos e de crescimento linfangiogénicos, que quando superexpressos
promovem o crescimento de vasos linfaticos no tumor (linfagiogénese intratumoral)
(CHRISTIANSEN; DETMAR, 2011; FERTIG, 2015; SKOBE et al., 2001). Esse é um
fato relevante, visto que a metastase do cancer de mama, ocorre principalmente através
do sistema linfatico, e o grau de comprometimento dos linfonodos é um fator chave no
prognostico para a doenca (CHRISTIANSEN; DETMAR, 2011; KALLURI, 2003).
Além disso, o estudo de Skobe e colaboradores (2011) ressalta que esse mecanismo de
acdo estd interligado com as metastases pulmonares pelo cancer de mama primario
(SKOBE et al., 2001) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema representando as interag0es das cascatas de sinalizagdes de fatores
relacionados com a metastase do cancer de mama. Esta imagem resume a relacdo entre
fatores de crescimento tumoral de células endoteliais adjacentes do sangue (SEC) e
células endoteliais linfaticas (LEC).

Fonte: FERTIG et al., 2015 (adaptada).



Vale ressaltar que as terapias atuais, incluindo a cirurgia, a terapia hormonal, a
quimioterapia e a terapia com radiacdo, ndo sdo completamente seletivas no tratamento
do cancer de mama primario e metastatico (MUEHLMANN et al., 2014). Ademais a
resisténcia a terapéutica € comum no tratamento de quaisquer subtipos do cancer de
mama (FERTIG, 2015; GUELCHER; STERLING, 2011; KRIEGER, 2015). Portanto,
s80 necessarias terapias que possam auxiliar no tratamento deste tumor, de modo a
destruir a propagacdo metastatica. Com isso, um dos tratamentos que esta em ascensdo

para o tratamento do cancer, é a terapia fotodinamica (TFD).

2. TERAPIA FOTODINAMICA

No inicio do ano de 1900, Raab descreveu o efeito do corante Acridina na
presenca de luz visivel para destruir um protozoario denominado Paramecium. Ele deu
a este evento o nome de “Terapia Fotodindmica” (RAAB, 1900). A partir disso, a
terapia fotodindmica (TFD) tem sido estudada e utilizada na area das ciéncias medicas
para o tratamento de diversas patologias, inclusive o cancer. (DOUGHERTY, 1989).

Em 1978, Dougherty e colaboradores, fizeram o primeiro estudo clinico
envolvendo neoplasias com a aplicacdo da TFD em humanos. Este estudo envolveu
vinte e cinco pacientes com o total de cento e treze lesdes, incluindo cancer de mama,
de colon, da prostata, melanoma, condrossarcoma, angiossarcoma, células endometriais,
basais e escamosas, as quais todas apresentavam resisténcia a tratamentos
convencionais. Estas lesdes foram tratadas com um fotossensibilizador derivado de
hematoporfirina (HpD) por via de administracdo endovenosa e com aplicacdo local da
TFD, obtendo resposta satisfatria total ou parcial em 87% das lesdes, inclusive na
erradicacdo completa de metéstases que envolvia a parede toracica, mostrando pela
primeira vez a possibilidade de tratamento com sucesso, utilizando a TFD, em tumores
resistentes a outras terapias (DOUGHERTY et al., 1978).

O mecanismo de acdo da terapia fotodindmica envolve trés elementos
fundamentais, sendo eles: um agente fotossensibilizante ou fotossensibilizador, uma
fonte de luz especifica e moléculas de oxigénio (DOLMANS; FUKUMURA; JAIN,
2003).

Apos a administracdo do fotossensibilizador, é realizada a irradiagdo com uma

fonte de luz em um comprimento de onda especifico para aquele determinado agente



fotossensibilizante (MUEHLMANN et al., 2014), que absorve fotons de luz e se torna
ativo. Este transfere a sua energia do estado fundamental para o oxigénio molecular,
gerando espécies reativas de oxigénio (ROS) (CASTANO; HAMBLIN, 2006;
AGOSTINIS et al., 2011; MUEHLMANN et al., 2014). Os ROS gerados podem oxidar
macromoléculas celulares levando a morte das células tumorais por apoptose, necrose
ou autofagia (GARG; AGOSTINIS, 2014; LI et al., 2009; REGINATO et al., 2013;
WANG et al, 2015).

Posteriormente, o fotossensibilizador tanto pode decair de volta para o estado
fundamental emitindo fluorescéncia (utilizado para imaginologia) (AGOSTINIS et al.,
2011; DOLMANS; FUKUMURA; JAIN, 2003), ou pode ser submetido a um
cruzamento de intersistema (o spin dos elétrons excitados inverte para formar um estado
relativamente de vida longa: o estado triplete) (AGOSTINIS et al.,2011; WANG et al.,
2015), Figura 3.
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Figura 3. llustracdo dos subtipos de reacéo produzidos na TFD.
Fonte. DOLMANS; FUKUMURA,; JAIN, 2003. (adaptado)
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O oxigénio triplete pode interagir diretamente com um determinado substrato,
como por exemplo, uma célula ou uma membrana, conforme ilustrado na Figura 3.
Pode também reagir com o oxigénio molecular presente na regido, para produzir
produtos, tais como os radicais aniénicos, os superdxidos, os radicais hidroxila e os
peréxidos de hidrogénio (AGOSTINIS et al.,2011; DOLMANS; FUKUMURA; JAIN,
2003). Ambas as reagdes, podem ocorrer simultaneamente, e a proporgdo entre estes
processos, depende do tipo de fotossensibilizador, assim como, das concentragdes de
oxigénio molecular e do substrato local (DOLMANS; FUKUMURA; JAIN, 2003).
A localizacdo subcelular do fotossensibilizador, depende das suas caracteristicas

estruturais quimicas, tais como: carga ibnica, grau de hidrofobicidade e grau de



assimetria presente na molécula (WEISS et al., 2015). Fotossensibilizadores com cargas
menos negativas tendem a ter maior captacdo intracelular e podem difundir através da
membrana plasmatica. J& os menos hidrofébicos tendem a ser demasiadamente polar
para se difundirem pela membrana plasmatica, e, em consequéncia, sofrem endocitose
(AGOSTINIS et al.,2011; ZAMARRAN et al., 2015) processo pelo qual a substancia é
absorvida pela célula por meio das invaginacfes das membranas, podendo ser
fagocitada.

Outro fator relevante € relacionado ao processo angiogénico tumoral, que
possibilita 0 aumento dos fotossensibilizadores nestes vasos sanguineos (PIZOVA et al.,
2012). A ativacdo destes na circulagdo, localizada nas células endoteliais ou ligada nas
paredes dos vasos sanguineos, resultam em danos nessas regides (PIZOVA et al., 2012).

Estes danos levam a formacdo de locais trombogénicos e em consequéncia,
promove inimeras cascatas de reacdes, tais como a agregacdo plaquetaria, a liberacdo
de moléculas vasodilatadoras, a adesdo dos leucdcitos, a permeabilidade e a constri¢do
do vaso sanguineo (GARG; AGOSTINIS, 2014). Esses efeitos podem levar a estase do
fluxo sanguineo e hemorragias do tecido, levando a hipdxia tumoral p6s TFD
(AGOSTINIS et al.,2011).

2.1. TERAPIA FOTODINAMICA E O SISTEMA IMUNITARIO

A terapia fotodindmica no tratamento de tumores pode ocasionar a morte direta das
células tumorais e danos vasculares, 0s quais sdo 0s principais responsaveis pela
erradicagdo inicial do tumor (KOLTUN et al., 2014), além disso, também pode resultar
na ativacao de processos inflamatorios.

A principal caracteristica do processo inflamatdrio é a liberacdo de mediadores na
regido tratada. Estes mediadores incluem componentes do sistema complemento,
proteases, peroxidases, citocinas, fatores de crescimento e outros imuno-reguladores
(KOLTUN et al., 2014; KORBELIK; HAMBLIN, 2015). Por sua vez, estes estimulam
componentes como os globulos brancos, os neutrofilos e os macréfagos, que se
direcionam para o local tratado (FRANCA, 2010).

A atuacdo dos macrdfagos no local do tumor irradia uma cadeia de processos que se

inicia pela remocdo das células cancerigenas por fagocitose, mas que também pode



levar a ativacdo do sistema imunitario, por meio do recrutamento de Linfocitos T CD4
auxiliares, que entdo ativam Linfocitos T citotoxicos CD8 desencadeando processos de
vias de morte celular (BELICHA-VILLANUEVA et al., 2012; KORBELIK;
HAMBLIN, 2015; PIETTE, 2015). A ativacdo dos linfocitos T, ndo s6 induzem a
necrose, como também pode induzir a apoptose das células tumorais ajudando no
controle do tumor (PIETTE, 2015).

Assim, a TFD possui a vantagem de ser um imunoestimulador, enquanto que a
cirurgia e a quimioterapia sdo imunossupressoras (OSEROFF, 2006). Portanto, os
mecanismos anticancer da terapia fotodindmica tém se mostrado eficientes em células
tumorais, sendo também, menos invasiva comparada as terapias convencionais
(BICAHO et al.,2013; MUEHLMANN et al., 2014, Longo et al., 2016). Atualmente,
uma forma que tem melhorado a eficiéncia da TFD, é fazer o uso de nanocarreadores
para o transporte dos fotossensibilizadores, de forma a diminuir a toxicidade destes no

organismo, e aumentar a biodisponibilidade na regido tumoral.

3. NANOTECNOLOGIA

As vantagens que as nanoparticulas podem desempenhar no organismo quando
associadas a um determinado farmaco, como os fotossensibilizadores, envolvem
aspectos como o direcionamento especifico para a regido desejada, 0 aumento da
disponibilidade do farmaco, conferir anfifilicidade a substancia — o que permitiria o
transporte por meio da corrente sanguinea e no tecido e impedir a degradacdo por
agentes quimicos (LUCKY; SOO; ZHANG, 2015).

Além de tais vantagens, outro processo relevante que ocorre com o uso de farmacos
nanoestruturados é chamado de efeito de permeabilidade e retencdo (EPR). Esse efeito é
causado pela ma drenagem linfética e vascularizagdo anormal presente nos vasos do
tumor, os quais apresentam capilares mais fenestrados (LUCKY, SOO, ZHANG, 2015).
Estas caracteristicas facilitam a difusdo do “nano-fotossensibilizador” (no caso da
TFD), aumentando a retencdo desses no tecido tumoral e, por isso, causa seu acumulo
nesta regido (WANG et al., 2008; LUCKY, SOO, ZHANG, 2015).

Diferentes nanoparticulas j& foram caracterizadas para a aplica¢do no tratamento do

cancer como os lipossomas, as nanoparticulas de ouro, as nanoparticulas lipidicas



solidas (NLS), as micelas, as nanoparticulas poliméricas, as nanoparticulas magnéticas,
as nanocapsulas, as nanoemulsdes, dentre outras (YU, PARK, JON, 2012).  Ressalta-
se que as nanoemulsfes apresentam caracteristicas importantes para 0 seu uso como
nanocarreador, devido o fato de ser cineticamente estaveis a diluicdo (MUEHLMANN
et al., 2015). Elas podem ser definidas como uma dispersdo nanomeétrica de goticulas
oleosas em uma fase aquosa (e vise-versa) estabilizada por um sistema adequado de
tensoativo, cujo tamanho das particulas podem variar de 10nm a 300 nm (MASON et
al., 2006).

a. NANOEMULSAO DE FTALOCIANINA CLORO-ALUMINIO

Os fotossensibilizadores sdo classificados de acordo com suas caracteristicas
quimicas, como: 1) primeira geracdo, 0s quais sdo representados pelos grupos das
porfirinas; 2) segunda geragdo, os quais tém como exemplo, os derivados de
ftalocianinas (LUCKY; SOO; ZHANG, 2015; MUEHLMANN et al., 2015).

As ftalocianinas hidrofobicas estdo entre as moléculas de fotossensibilizadores mais
eficientes no tratamento de cancer, pois apresentaram ter maior acumulacdo nestas
células (MUEHLMANN et al., 2015). No entanto, o fato de serem hidrofébicas leva a
rapida eliminacdo pelo sistema fagocitario mononuclear, além de perderem
significadamente sua atividade fotodindmica em meio agquoso (MUEHLMANN et al.,
2015; LUCKY, SO0, ZHANG, 2015).

Dentre estas ftalocianinas hidrofobicas de segunda geracdo, destaca-se a
ftalocianina de cloro-aluminio (AICIFt). A AICIFt, € uma molécula constituida de um
macrociclo tetrapirrélico com um fon metal (AI*"), Figura 4 (SILVA, 2013). A
incorporagdo de um metal diamagnético, neste caso o aluminio, dentro do macrociclo
fornece a ftalocianina propriedades fotofisicas e fotoquimicas mais favoraveis para a
aplicacdo em TFD, tais como: alto rendimento quéntico do estado tripleto, longo tempo
de vida do tripleto, bem como alto rendimento de producdo de oxigénio singleto, o que
levam a processos fotobiologicos de producdo de espécies reativas de oxigénio (SILVA,

2013), causando a morte celular.
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Figura 4. Estrutura quimica da Ftalocianina de Cloro-Aluminio.
Fonte: SILVA, 2013.

Devido a tais caracteristicas a respeito da ftalocianina de cloro-aluminio (AICIFt),
varios trabalhos tem se destacado utilizando esta substancia para tratamentos
oncoldégicos, de forma a potencializar seus efeitos para a terapia fotodindmica utilizando
carreadores nanoestruturados. Como exemplo, Muehlmann e colaboradores (2015)
desenvolveram uma nanoemulsdo (contendo a AICIFt), que apresentou alta atividade
fotodinamica anticancer (MUEHLMANN et al., 2015). Outros trabalhos apresentados
mostram a eficiéncia deste sistema contra células de adenocarcinoma mamario
(MUEHLMANN et al., 2015).

Portanto, em vista dos referenciais apresentados, ressalta-se que a terapia
fotodindmica tem sido um tratamento promissor para o cancer, dentre outras patologias.
E o0 uso combinado de nanoparticulas neste modelo de tratamento, visa aumentar a
eficiéncia terapéutica de forma a potencializar os farmacos, no caso 0S
fotossensibilizadores, utilizados. Assim, o presente estudo visa utilizar nanoformulagdes
de ftalocianina de cloro-aluminio para o tratamento de cancer de mama utilizando a

aplicacdo da terapia fotodinamica.
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JUSTIFICATIVAS
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A terapia fotodindmica no tratamento de tumores pode ocasionar a morte direta das
células tumorais e danos vasculares, 0s quais sdo 0s principais responsaveis pela
erradicacdo inicial do tumor (KOLTUN et al., 2014). A TFD também pode resultar
na ativacdo e de processos inflamatorios. A principal caracteristica do processo
inflamatorio é a liberagdo de mediadores na regido tratada. Estes mediadores incluem
componentes do sistema complemento, proteases, peroxidases, citocinas, fatores de
crescimento e outros imuno-reguladores (KOLTUN et al., 2014; KORBELIK;
HAMBLIN, 2015). Por sua vez, estes estimulam componentes como o0s glébulos
brancos, o0s neutrofilos e os macréfagos, que se direcionam para o local tratado
(FRANCA, 2010).

A atuacdo dos macréfagos no local do tumor irradia uma cadeia de processos que se
inicia pela remocdo das células cancerigenas por fagocitose, mas que também pode
levar a ativacdo do sistema imunitario, por meio do recrutamento de linfocitos T CD4
auxiliares, que entdo ativam linfocitos T citotoxicos CD8 desencadeando processos de
vias de morte celular (BELICHA-VILLANUEVA et al., 2012; KORBELIK;
HAMBLIN, 2015; PIETTE, 2015). A ativacdo dos Linfécitos T, ndo s6 induzem a
necrose, como pode também induzir a apoptose das células tumorais ajudando no
controle do tumor (PIETTE, 2015).

Assim, a TFD possui a vantagem de ser um imunoestimulador, enquanto que a
cirurgia e a quimioterapia sdo imunossupressoras (OSEROFF, 2006). Portanto, os
mecanismos anticancerigenos da terapia fotodindmica tem se mostrado eficientes em
celulas tumorais primarias e metastaticas e, também, menos invasiva no organismo
humano (BICALHO et al.,2013; MUEHLMANN et al., 2014, Longo et al., 2016).
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OBJETIVOS
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OBJETIVO GERAL

Desenvolver um protocolo de tratamento para o cancer de mama experimental com
a aplicacdo da terapia fotodinamica, utilizando nanoformulacGes contendo o
fotossensibilizador ftalocianina de cloro-aluminio, de forma a atingir as células tumorais

mamarias primarias e possiveis focos de metastases.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I —Preparo de trés nanoformulacdes, sendo elas: nanoemulséo de ftalocianina cloro-
aluminio (NE-AICIFt), nanoemuls&o de ftalocianina de cloro-aluminio com éacido félico
(NE-ALCLFT-FO) e micela de &cido folico com ftalocianina de cloro-aluminio (MIC-
FO-ALCLFT).

Il — Caracterizacdo das trés nanoformulacdes, por meio dos métodos: anélise do
didmetro hidrodinamico (DH), carga superficial e indice de polidisperséo (PDI) e pH,
estudo da estabilidade das nanoformulacdes, analise morfoldgica por microscopia
eletrnica de transmissdo (MET) e de varredura (MEV), analise das interacdes quimicas
por espectroscopia no infravermelho (FTIR) e de RAMAN, anélise de fluorescéncia
pelo espectrofluorimetro, e quantificacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS).

111 — Analise da viabilidade celular e citotoxicidade in vitro em células tumorais de
adenorcarcinoma mamario murino (4T1) e de fibroblastos murino (NIH/3T3),
utilizando as trés nanoformulagdes desenvolvidas.

IV — Andlise dos tratamentos utilizando a terapia fotodindmica in vitro com a aplicagéo
de diferentes poténcias do LED (10mW/cmz2, 50mW/cmz2 e 100mW/cm2)

V — Estudo da biodistribuicdo das nanoformulagées (NE-ALCLFT, NE-ALCLFT-FO E
MIC-FO-ALCLFT), por meio da administragéo via endovenosa.

VI - Realizar o tratamento in vivo com a aplicacdo da terapia fotodindmica, analisando
as possiveis atividades antitumorais da nanoformulacéo, em animais com de cancer de
mama induzido experimentalmente.

VIl — Analisar trés formas de tratamento da TFD sendo elas: sisttmica (com
administracdo do farmaco por via endovenosa e irradiacdo do LED no corpo todo do
animal), parcialmente sistémica (com administragdo do farmaco por via endovenosa e
irradiacdo apenas no local do tumor), e local (utilizando a administragdo do farmaco por

via intratumoral e irradiacdo do LED no corpo todo do animal).
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VIl — Avaliar a resposta da terapia em decorréncia dos tratamentos realizados, por
meio da analise do peso dos camundongos, o volume tumoral, analises bioquimicas e
hematoldgicas, analise por microtomografia computadorizada pelo equipamento
PET/SPECT (avaliando o volume pulmonar e 6sseo) e analise histopatologica.

IX — Mensurar a eficiéncia dos tratamentos propostos.
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MATERIAS E METODOS
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DESENHO EXPERIMENTAL
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MATERIAIS

1. Materiais, equipamentos e reagentes.

A lista dos principais materiais, equipamentos e reagentes, encontram-se nas

tabelas 1,2 e 3.

Tabela 1. Lista dos principais materiais utilizados neste trabalho.

Materiais Fabricante
Criotubos TPP, CHE
Cubeta de quartzo 4 faces polidas K24-135-Q, KASVI, EUA
Filtro para Seringa (0,22 pum) TPP, CHE
Frascos de Cultura (25 cmze 75 cmz2) TPP, CHE
Hemocitdbmetro de Neubauer C. A. Hausser & Son, EUA
Laminas para Microscopia Bioslide
Laminulas para Microscopia Exacta Perfecta, BRA
Laminulas para Microscopia (redondas) Glasscyto

Micropipetas

Gilson. Inc., EUA

Micropipeta Multicanal

Gilson. Inc., EUA

Microplacas (6, 12, 24 e 96 pocos) TPP, CHE
Ponteiras para Micropipetas Axygen, EUA
Seringas Advantive, NLD
Seringa de insulina BD

Tabela 2. Lista dos principais reagentes utilizados neste trabalho.

Reagentes

Fabricante

1,3-difenil-isobenzofurano (DBF)

Sigma-Aldrich Co., EUA

Acido Folico

Across Organics, EUA

ALT, Liquiform

LabTest, Brasil

Antibiotico (Penicilina e Estreptomicina)

Gibco, USA

AST, Liquiform

LabTest, Brasil

Azul Trypan

Sigma-Aldrich Co., EUA

Bicarbonato de Sédio

Sigma-Aldrich Co., EUA

CK-MB Liquiform

LabTest, Brasil

D-Luciferin Sigma-Aldrich, EUA
DMEM Gibco, EUA
DMSO Mallinekrodt Chemicals, EUA

Etanol 980GL

Sigma-Aldrich Co EUA

Ferro, Liquiform

LabTest, Brasil

Ftalocianina de cloro-aluminio

Sigma-Aldrich, EUA

Insulina Bovina

Sigma-Aldrich Co., USA

Kolliphore (Kolliphor® ELP)

Sigma-Aldrich Co., USA

MTT

Invitogen, USA

Oleo de Ricino (Castor oil)

Sigma-Aldrich Co., EUA

Paraformoldeiodo 4%

Sigma-Aldrich Co., EUA

PBS Laborclin, BRA
Qualitrol CK LabTest, Brasil
Soro Fetal Bovino Gibco, EUA
Tripsina-EDTA Gibco, EUA

Uréia, CE

LabTest, Brasil
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Tabela 3. Lista dos principais equipamentos utilizados neste trabalho.

Equipamentos Modelo Fabricante
Agitador Magnético Q221M Quimis, BRA
Autoclave Vitate 12 Cristofoli, BRA
Balanga Analitica AA200 Denver Instrument, USA
Banho Maria 240-2 J. Prolab, BRA
Banho Ultra Sénico T-14 Thornton, BRA
Bioquimico ChemWell-T LabTest, BRA
Camera Digital Moticam 2300 3.0MP Live Resolution, BRA
Centrifuga de Bancada Excelsa Baby Fanem, BRA
Centrifuga com Rotor de Universal 320R LtettichZentrifugen,ALE

Placas

Espectrofotdmetro

Spectramax M2

Molecular Devices, USA

Espectrofluorimetro RF-6000 Shimadzu, Japéo
Espectroscopia de Vertex 70 Bruker, EUA
Transmitancia na Regiédo

do Infravermelho

Espectrofotémetro T64000 Raman Spectrometer,
RAMAN Horiba, Japédo
Estufa TLZ 10 DelLeo, BRA
Hematimetro pocH-100iv Diff

Fluxo Laminar CFLV 12 Veco, BRA
Incubadora de CO2 3425 Thermo S. Inc.,EUA
IVIS Lumina XRIII PerkinElmer, EUA
Metalizador SCD 050® Blazers Union AG,

Liechtenstein

Microscopio de contraste
de fase e fluorescéncia

Invitrogen EVOS FL
Auto Cell Imaging
System

Thermo Fisher Scientific,
EUA

Microscopio de Luz Ck2 Olympus. JPN
Invertido
Microscopio Eletronico de 1011C Jeol Jem, Japéao

Transmissao

Microscopio Eletrénico de
Varredura

Quanta Feg 250

FEI Company, EUA

Microtomaografo Albira Bruker, EUA
Purificador de 4gua Direct-Q3 Millipore, EUA
Refrigerador DC39 Eletrolux, BRA
Rotaevaporador RotavaporRI| BuchiSwitzerland, Suiga
Zetasizer ZS90 Malvern/ Reino Unido
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1. SINTESE DAS NANOFORMULACOES: TECNICAS DE PREPARO

1.1.  Nanoemulséo de ftalocianina de cloro-aluminio (NE-ALCLFT)

As nanoemulsbes de ftalocianina de cloro-aluminio (NE-AICIFt) foram
desenvolvidas no Laboratério de Nanobiotecnologia da Universidade de Brasilia, pelo
método de emulsificacdo espontanea segundo o protocolo estabelecido por Muehlmman
(2015).

Basicamente 0 método de emulsificacdo espontanea é um método de baixa
energia, que se baseia na dispersdao de uma solucdo surfactante-6leo na fase aquosa.
(ALMENDA, 2008).

Para a preparacdo das NE-AICIFt, foram utilizadas duas fases. A primeira fase
consistiu em uma mistura de Cremophor ELP Kolliphor® (9 g), Oleo de Ricino (3 g) e
solucdo de AICIFt (100 uM, em 40 mL de etanol). Ja a segunda fase foi formada por
100 mL de solucéo tampéo PBS, Figura 5.

Figura 5. Método de emulsificagdo espontanea. Preparacdo das Fases 1 e 2.
Fonte. Autor.

Posteriormente, as Fases 1 e 2, foram aquecidas a uma temperatura de 70 °C, sob
agitacdo branda. Com este aguecimento, o etanol que estava presente na solucéo da Fase
1 foi removido pelo processo de evaporacdo. Logo apds a formagdo de uma solugdo
homogénenea na Fase 1, esta foi misturada a Fase 2, ainda sob agitacdo branda e em
aquecimento, até a formacdo de uma mistura homogénea de aspecto transparente. Apos

a adicdo da fase aquosa, a mistura foi mantida sob agitacéo e etanol presente na solucéo,
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foi entdo removido pelo método de evaporacdo utilizando agitador magnético com
aquecimento por uma placa térmica. A solucdo foi entdo resfriada a temperatura
ambiente.

A concentracdo final de ftalocianina nesta emulséo é de 40 uM ou 23 pg/ml. Por
este mesmo método, tambeém foram obtidas as nanoemulsées sem o fotossensibilizador
(NE).

1.2.  Nanoemulsdo de ftalocianina de cloro-aluminio com &cido félico (NE-
ALCLFT-FO)

Para a preparacdo da nanoformulagdo NE-ALCLFT-FO, foi utilizado o mesmo
protocolo descrito para a formulagdo NE-ALCLFT, com as mesmas proporces dos
reagentes. A Unica diferenca, € que na fase oleosa, foi acrescentada 0,40 mg de acido
folico, previamente preparada, na solugdo, a fim de que ocorresse a reticulagdo
(crosslink) com a nanoformulacdo. Apos a adicdo da fase aquosa, a mistura foi mantida
sob agitacdo e o0s solventes foram entdo removidos pelo método de evaporacdo
utilizando agitador magnético com aquecimento por uma placa térmica. Por este mesmo
método, também foram obtidas as nanoemulsdes com é&cido fdlico, sem o
fotossensibilizador (NE-FO).

1.3. Micela de acido folico contendo ftalocianina de cloro-aluminio (MIC-FO-
ALCLFT)

A micela de &cido folico (MIC-FO-ALCLFT) foi preparada pelo quimico e aluno de
Mestrado Nichollas Serafim Camargo do Laboratério de Nanociéncia e
Nanobiotecnologia, da Universidade de Brasilia, UnB. Para tal procedimento, também
foi utilizado o método de emulsificacdo espontanea, tendo como fase oleosa o complexo
purificado de acido folico em dimetilformamida, e a fase aquosa utilizando tampao
fosfato (PBS). Apos a adicdo da fase aquosa, a mistura foi mantida sob agitacdo por 10
minutos e os solventes foram entdo, removidos por destilagdo a 40°C sob pressao

reduzida (50 mbar) em rotaevaporador (RotavaporRII®, BuchiSwitzerland, Suica).
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A sintese das nanoformulacGes foi realizada com base nos aspectos fisico-quimicos
que caracterizam a estrutura destas nanoparticulas. No caso, as nanoemulsées NE-
ALCLFT e NE-ALCLFT-FO séo constituidas por um nucleo oleoso, revestida por uma
por¢do aquosa, tendo encapsulado em seu interior o fotossensibilizador ftalocianina de
cloro-aluminio. A formulagdo NE-ALCLFT-FO possuem adsorvida em sua membrana
o0 acido félico, o qual esta reticulado na nanoparticula a fim de funcionalizar esta
nanoestrutura. Ja a micela MIC-FO-ALCLFT ¢é formada pela diminuicdo da area de
contato entre as cadeias hidrocarbdnicas (cauda apolar) do surfactante (no caso, o
préprio acido fdlico) e o tampédo PBS (polar), ja que sdo quimicamente incompativeis
(Figura 6).

NE-ALCLFT-FO MIC-FO-ALCLFT

NE-ALCLFT

. Ftalocianina de cloro-aluminio
Porgéo hidrofilica
Porgéo hidrofobica
{’ Representagdo do acido folico

Figura 6. Representacdo esquematica das nanoformula¢des NE-ALCLFT, NE-
ALCLFT-FO e MIC-FO-ALCLFT.
Fonte: O autor.

2. METODOS DE CARACTERIZACAO DAS NANOFORMULACOES
(NE-ALCLFT, NE-ALCLFT-FO e MIC-FO-ALCLFT)

2.1. Determinacéo do Potencial Zeta

Quase todo material macroscépico particulado, seja ele uma disperséo,
suspensdo ou coloide, adquire uma carga elétrica em sua superficie quando em contato
com um liquido. Assim, o potencial Zeta é uma medida Util de tais cargas, e pode ser

empregado para prever e controlar a estabilidade de suspensoes, dispersées ou emulsdes
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coloidais. Os valores do potencial zeta (mV) foram determinados, utilizando o ZetaSizer
Nano ZS 90 (Malvern Instruments, Malvern, Worcester-shire, UK) a 25 °C. Os sistemas
foram diluidos 1:100 (v/v) em &gua ultrapura, e os resultados expressos como uma

média de 3 medidas.

2.2. Medidas de tamanho hidrodindmico (DH) e disperséo das particulas (PDI)

As medidas de distribuicdo de tamanho e dispersdo das nanoformulacdes séo
obtidas pela medida do movimento Browniano das particulas suspensas em agua por
espalhamento dindmico de luz (DLS). Os diferentes sistemas foram diluidos 1:100 (v/v)
em agua ultrapura, e os resultados foram expressos como uma média de 3 medidas,
utilizando o ZetaSizer Nano ZS 90 (Malvern Instruments, Malvern, Worcester-shire,
UK) a 25 °C.

2.3. Estudo da estabilidade das nanoformulacdes

As nanoformulacdes sem o fotossensibilizador (NE, NE-FO, MIC-FO) e as
nanoformulagBes contendo o fotossensibilizador ftalocianina cloro-aluminio (NE-
ALCLFT, NE-ALCLFT-FO, MIC-FO-ALCLFT) foram monitoradas por um periodo
total de 300 dias. Neste periodo, aliquotas de amostras das nanoestruturas, foram
armazenadas a 37 °C, a fim analisar a influéncia da temperatura na estabilidade destas
solucdes.

As medidas de didmetro hidrodindmico (DH), potencial zeta (carga) e indice de
polidispersdo (PDI), foram mensurados, conforme ja descrito. Também foram feitas
medicdes de pH durante todo o processo. Os intervalos para as anélises de cada amostra
foram de: 1 dia, 7 dias, 15 dias, 30 dias e mensalmente até completar 300 dias,
conforme a Figura. 7

LINHA DO TEMPO
SINTESE

DAS
NANOFORMULAGOES  7°DIA 15°DIA 30DIAS 60 DIAS 90 DIAS 120 DIAS 300 DIAS
] ¥ ¥ ] [1 ] ¥ 3 T
PDI, DH PDI, DH PDI, DH PDI, DH PDI, DH PDI, DH PDI, DH PDI, DH PDI, DH
CARGA CARGA CARGA CARGA CARGA CARGA CARGA CARGA CARGA
pH pH pH pH pH pH pH pH pH

Figura 7. Representacdo esquematica do monitoramento da estabilidade nas

nanoformulacdes.
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2.4.  Analise morfoldgica:

a. Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

Apds a sintese das formulacdes (NE-ALCLFT, NE-ALCLFT, MIC-FO-
ALCLFT, aliquotas foram analisadas por microscopia eletronica de transmissédo (MET -
JEOL JEM 1011®, Japéo).

Para isso, as amostras foram diluidas em agua destilada (1:100, v/v), a fim de
evitar a formacdo de aglomerados de nanoparticulas que poderiam atrapalhar a
visualizacdo das mesmas pelo microscopio. Em seguida, 10pL destas formulagdes
foram adicionadas em telas de cobre (300 malhas), pré-preparadas com Formvar 0,5%,
e colocadas em uma placa de petri para a secagem das mesmas. Posteriormente, para a
realizacdo do contraste das nanoparticulas, foi adicionado na placa de petri, 5uL de
agente tetroxido de 6smio a 1% (p:v) ao lado de tais telas (para que as nanoformulagoes
fossem fixadas por vapor) o qual permaneceu por 60 minutos. Posteriormente o agente

foi retirado e a amostra foi analisada no MET.

b. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A caracterizacdo morfoldgica da superficie das nanoformulacdes — (NE-AICIFt,
NE-ALCLFT, MIC-FO-ALCLFT), foi realizada em microscopio eletrénico de
varreadura (MEV) (Quanta Feg 250, FEI Company, EUA). Uma aliquota de 20 pL da
suspensdo das nanoformulacdes foi depositada sobre suportes de metal (stubs). A
amostra foi deixada para secar em dessecador contendo silica por 24 horas, em seguida
foi coberta com ouro em metalizador Blazers SCD 050® (Blazers Union AG,
Liechtenstein). As imagens foram digitalizadas utilizando uma cdmera Nav-Cam™ (FEI
Company, EUA).

2.5. CARACTERIZACAO FOTOFISICAS E FOTOQUIMICAS

2.5.1. Equipamento de fonte luminosa para TFD

Para todos os tratamentos com terapia fotodindmica do presente trabalho, foi
utilizado um equipamento de LED, desenvolvido pelo Prof. Dr. Paulo Eduardo Narciso
de Souza e colaboradores, pertencentes ao Laboratdrio de Softwares e Instrumentagdo
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do Instituto de Fisica da Universidade de Brasilia, DF, Figura 8. Este equipamento
possui iluminacdo com comprimentos de onda especificos de 660 nm e 630 nm. Além
disso, permite a configuracdo de densidade de poténcia, fluéncia, tempo e distancia a

serem utilizadas nos experimentos.

Figura 8. Equipamento de LED.

2.5.2. Anélise das nanoformulacg6es pelo espectrofluorimetro

O espectrofluorimetro nos permite realizar espectroscopia de fluorescéncia por
excitacdo continua, na qual podem ser obtidos pardmetros fluorescentes como o0s
espectros de emissdo e de excitacdo, rendimento quantico e anisotropia de uma
determinada amostra. Assim, para que fossem verificados e obtidos os comprimentos de
onda especificos de excitacdo e emissdo da fluorescéncia das nanoformulaces (NE-
ALCLFT, NE-ALCLFT-FO e MIC-FOALCFT), foram feitas analises no
espectrofluorimetro (RF-6000, Shimadzu, Japdo), com auxilio do Prof. Dr. Jez Willian
Batista Braga, pertencente ao Laboratério de Automacdo, Quimiometria e Quimica
Ambiental (AQUA) do Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia, Unb.

Para a realizacdo das anélises, 3mL de cada nanoformulacdo foram colocadas
em uma cubetas de quartzos de 4 faces polidas (K24-135-Q, KASVI, EUA).
Posteriormente, as cubetas foram colocadas no equipamento para a realizacdo das
leituras. O espectrofluorimetro foi configurado para que 0 monocromador de excitacao
do equipamento variasse de 300 nm a 700 nm (de 10 nm em 10 nm), e 0 monocromador
de emissdo variasse de 600 nm a 1000nm (de 10 nm em 10 nm), obtendo-se a
intensidade de fluorescéncia produzida em cada combinagdo de comprimento de onda

(emissdo e  excitacdo). As andlises foram  obtidas pelo  software


http://www.aqqua.unb.br/index.php?option=com_content&view=category&layout=blog&id=5&Itemid=7
http://www.aqqua.unb.br/index.php?option=com_content&view=category&layout=blog&id=5&Itemid=7
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Spectrofluorophotometer, especifico do equipamento, e as analises graficas foram

plotadas pelo software Origin7.0.

2.5.3. Espectroscopia de transmitancia na regiao do infravermelho (FT-IR)

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho foram obtidos mediante a
técnica de transformada de Fourier (sigla em inglés, FT-IR) (Vertex 70, Bruker, EUA).
Esta técnica foi utilizada por permitir o estudo das possiveis interacfes entre as
substancias utilizadas, proporcionando informac6es acerca da nova estrutura preparada.
Os espectros foram registrados na regido compreendida entre 4000 e 500 cm-1 com
amostras a serem analisadas pela técnica de ATR (Attenuated Total Reflectance).

2.5.4. Espectroscopia Raman intensificada por superficie

A espectroscopia Raman Amplificada por superficie (sigla em inglés, SERS)
também foi realizada para caracterizar a interacdo das amostras das nanoformulacdes.
Amostras isoladas de NE, NE-FO e NE-ALCLFT-FO foram preparadas e analisadas.

Para obtencdo dos espectros de SERS foi utilizado um espectrémetro triplo
(Jobin Yvon modelo T64000, Tripla Raman Spectrometer, Horiba, Japdo). O feixe do
laser de ion argonio foi focalizado na amostra por meio de uma lente cilindrica, isto para
evitar aguecimento das amostras e garantir a reprodutibilidade dos espectros de SERS, a
qual forneceu uma densidade de poténcia de 0,1 W/cm?. A linha 21 utilizada foi de
514,5 nm do laser de ion argbnio com poténcia Optica na amostra de 200 mW. A luz

espalhada foi coletada na configuragéo de macro-Raman.

3. ENSAIOS IN VITRO
Para os testes in vitro, foram utilizadas as linhagens tumorais murinas de

adenocarcinoma mamario (4T1, ATCCR CRL-2539™) transfectadas com a enzima
luciferase (4T1-luciferase ou 4T1-luc) e células de fibroblasto embrionario murinas
(NIH/3T3, ATCCR CRL-1658™). As linhagens foram mantidas em cultura no
Laboratorio de Nanobiotecnologia da Universidade de Brasilia, UnB.

3.1.  Manutencéo das células e modo de preparacdo das células para os testes In

vitro
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As linhagens celulares de 4T1 e NIH/3T3 foram cultivadas em meio DMEM
(Eagle Modificado por Dulbecco) estéril. Ambas foram tamponadas com bicarbonato de
sodio e suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e antibidtico (100 Ul/mL
penicilina e 100 pg/mL streptomicina) a 1%, pH 7,2. As células foram mantidas em
frascos de cultura celular em uma incubadora a temperatura de 37°C, em atmosfera de
95% de ar umidificado e CO, a 5%. Os experimentos foram realizados com a célula na
fase logaritmica de crescimento.

Para a quantificacdo de células viaveis, 40uL de solucdo do corante Azul Trypan
foram adicionadas em dez microlitros da suspensdo celular. Este reagente é um corante
incapaz de penetrar em celular com a membrana plasmatica intacta, o que possibilita a
distincdo das células viaveis pelo principio de exclusdo de Azul Trypan. Por
conseguinte, 10uL desta suspensao foram adicionadas em hemocitdmetro de Neubauer.
A concentracdo de células foi determinada segundo a contagem dos quadrantes laterais

e por meio da equacgao:

Ndmero de células contatadas  x Fator de diluicdo x 1x10*= Ndmero de células/mL
Numero de quadrantes contados

Para a realizacdo dos experimentos, ap6s a quantificacdo, as células eram

transferidas para microplacas de cultura de acordo com o experimento a ser realizado.

3.2.  Analise do perfil de incorporacao das nanoformulactes (NE-ALCLFT, NE-
ALCLFT-FO e MIC-FO-ALCLFT)

Para tracar o perfil de incorporacdo das nanoformulacdes pelas células de
adenocarcinoma mamério sob diferentes tempos de incubacéo, foram plaqueadas 2x10*
células da linhagem 4T1-luciferase em placa de 24 pogos. Apds 24 h, foram incubadas
em meio completo, as formulacbes NE-ALCLFT, NE-ALCLFT-FO e MIC-FO-
ALCLFT na concentracdo de 0,078 uM em cada placa. As células foram expostas por 5,
10, 15, 20 e 30 minutos de incubagdo com as nanoformulagfes sob as mesmas
concentracgdes (Figura 10).
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NEALCLFT (0,078uM) NE-ALCLFT-FO (0,078uM) MICFOALCLET (0,078uM)

Controle 5 10 15 20 30 (minutos) Contole 5 10 15 20 30 (minutos)

Controle 5 0 15 20 30 (minutos)

Figura 9.llustracdo da forma como foi distribuido o plaqueamento das células 4T1-luc.

Apds esses tempos, os pocos foram lavados duas vezes com PBS e foi acrescentado
5 ul de D-luciferina (Sigma-Aldrich) na concentragdo de 15 mg/mL a cada poco, para a
analise de bioluminescéncia realizada pela leitura no equipamento IVIS LUMINA
(XRIII, PerkinElmer, EUA) . Ressalta-se que a luciferase (presente nas linhagens 4T1-
luciferase) € uma enzima que catalisa areacdo bioluminescente de oxidacdo do
composto luciferina, e neste aspecto, permite semi-quantificar o numero de células
vivas em uma determinada regido pela intensidade de bioluminescéncia expressa.

Também foi realizada a leitura da fluorescéncia no mesmo equipamento, utilizando
o comprimento de onda de excitacdo em 670 nm e de emissdo em 790 nm. Tais
comprimentos sdo tipicos da ALCLFT presente nas nanoformulagdes, para a analise
neste equipamento, o qual foi verificado pelo experimento prévio no
espectrofluorimetro.

Por fim, foi possivel correlacionar a intensidade de fluorescéncia e de
bioluminescéncia expressa em cada regido da placa. Os dados estatisticos foram
analisados pelo software Prism5.0, considerando-se a média e o desvio padrdo das

analises obtidas pelo software lvis Lumina.

3.3. Ensaios de viabilidade celular no escuro (sem TFD) das nanoformulacoes
sem o fotossensibilizador (NE, NE-FO, MIC-FO) e com o fotossensibilizador
(NE-ALCLFT, NE-ALCLFT-FO, MIC-FO-ALCLFT) pelo ensaio de MTT

O ensaio de MTT (brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazdlio), é
uma avaliacdo da citotoxicidade por um método colorimétrico que quantifica a reducao
do reagente MTT em um composto conhecido como formazan, resultado da acéo de
desidrogenases mitocondriais. A presenca destas desidrogenases ativas € um indicativo

de viabilidade celular. Assim, este ensaio visou analisar a viabilidade celular das células
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(4T1-luc e NIH/3T3) incubadas com as nanoformulagtes sem o fotossensibilizador
(NE, NE-FO, MIC-FQO) e com o fotossensibilizador (NE-ALCLFT, NE-ALCLFT-FO,
MIC-FO-ALCLFT) sem a presenca de luz.

Para realizar este ensaio, as linhagens celulares (4T1-luc e NIH-3T3) foram
semeadas em placas de 96 pogos na concentracdo de 1x103 de células por poco com
meio DMEM. Apos 24horas, 0 meio de cultura inicial foi substituido por 200 pL de
meio de cultura contendo as nanoformulacdes em 12 diferentes concentracdes (20 uM,
10 uM, 5 pM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,625 puM, 0,310 pM, 0,150 puM, 0,078 uM, 0,039
MM, 0,019 uM, 0,009 uM).

Ap6s 15 minutos de incubacdo com as nanoformulagdes, o farmaco foi
removido, os pogos lavados com PBS e foi adicionado meio de cultura por mais 24h.
Apbs esta Ultima etapa, foi adicionado solucdo de MTT (5 mg/mL, Invitrogen, EUA) e
meio de cultura na proporcdo de 1:10. As celulas foram incubadas & 37°C por duas
horas. Em seguida, a solugdo contendo MTT foi removida e entdo, foram adicionados
200 uL de DMSO (Dimetilsulfoxido, Sigma-Aldrich, EUA) para a solubilizacdo dos
cristais de formazan. A andlise de viabilidade em cada poco foi realizada por meio da
leitura de absorbéancia em comprimento de onda de 595 nm no espectrofotometro. Os
dados foram analisados e plotados em grafico de coluna pelo teste estatistico One-
ANOVA, com pos-teste Bonferroni no software GraphPad Prism 5.0.

3.4.  Testes de viabilidade celular utilizando as nanoformulag¢ées (NE-ALCLFT,
NE-ALCLFT-FO e MIC-FO-ALCLFT), com aplicacdo da TFD mediante
ensaio de MTT

As células foram plagueadas na mesma concentracdo utilizada para os testes no
escuro, descritos acima. Transcorridos 24h apds o plaqueamento, as células foram
incubadas com as respectivas nanoformulagdes (NE-ALCLFT, NE-ALCLFT-FO e
MIC-FO-ALCLFT) nas concentragdes 0,310 uM, 0,150 puM, 0,078 uM, 0,039 uM,
0,019 puM, 0,009 uM por quinze minutos. Decorrido esse periodo, o sobrenadante foi
removido e os pogos lavados com PBS. A placa foi irradiada em PBS com LED em
comprimento de onda de 670 nm por 10minutos a uma distancia de 10cm da fonte
luminosa. Para cada nanoformulacéo e celula, foram feitos trés tratamentos diferentes,

utilizando trés poténcias diferentes, sendo elas 10 mW/cmz, 50 mW/cm?2 e 100 mW/cmz2,
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a fim de comparar a influéncia destes parametros na terapia em analise. Apds a
exposicao, as células foram mantidas sob condicdes de cultivo por mais 24h protegidas
da luz e, entdo, a viabilidade das mesmas foi mensurada por ensaio de MTT em
espectrofotbmetro, como descrito no item anterior. Os dados foram analisados e
plotados em grafico de coluna pelo teste estatistico Two-ANOVA, com pds-teste
Bonferroni no software GraphPad Prism 5.0.

Na tabela 5, encontram-se resumidamente os tratamentos realizados.

Tabela 5. Tratamentos realizados para a analise de viabilidade celular com aplicagdo da
TFD.

CELULAS FORMULACOES CONCENTRACOES POTENCIAS

4T1-luciferase NE-ALCLFT 0,310uM, 0,150uM, 10mW/cm2,
NIH/3T3 NE-ALCLFT-FO 0,078uM, 0,039uM, 50mW/cm? e
0,019uM, 0,009uM 100mW/cm?

MIC-FO-ALCLFT

Apos a leitura do MTT no espectrofotdmetro, adicionou-se 5uL de D-Luciferina,
nos poc¢os das placas, e posteriormente foi feita a leitura da bioluminescéncia no
equipamento IVIS LUMINA, a fim de qualificar a morte celular causada pelos
tratamentos, por meio da intensidade expressa de bioluminescéncia, produzida pela

reacdo enzimatica da luciferina com a luciferase presente nessas células tumorais.

3.5. Andlise microscopica da morfologia das células de carcinoma
adenocarcinoma mamario mamario (4T1) e fibroblastos (NIH/3T3), apds os

tratamentos com TFD.

A anélise das alteracGes estruturais e morfoldgicas causadas pelos tratamentos com
a aplicacdo da TFD, utilizando as nanoformulagdes (NE-ALCLFT, NE-ALCLFT-FO,
MIC-FO-ALCLFT), foi realizada utilizando um Microscopio invertido de fluorescéncia
com contraste de fase, do Laboratorio de Nanociéncia e Nanobiotecnologia, da
Universidade de Brasilia, UnB.

Para isso foi semeadas a quantidade de 2x10* células (4T1-luciferase e NIH/3T3)
em placas de 12 pocos. Apos 24h, os tratamentos foram realizados, conforme descritos
no item 3.4. No dia seguinte, as placas foram visualizadas e fotografadas pelo
microscopio invertido de fluorescéncia com contraste de fase, nas magnificacdes de 20x
e 40x.
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4. ENSAIOS IN VIVO

4.1. Manutencdo dos animais

Para este trabalho foram usados camundongos fémeas da linhagem BALB/c (Mus
musculus) com 6 semanas e peso de 25-30 gramas (Biotério IPEN - CNEN/SP). Ao
chegarem ao laboratorio os animais ficaram inicialmente em observacgao por um periodo de
40 dias (quarentena) para sé depois serem utilizados nos experimentos.

Os animais foram acomodados em caixas de polipropileno contendo maravalha, com
temperatura controlada (~24 °C), ciclo circadiano automatizado (12/12 horas claro/escuro) e
filtragem de ar no biotério do Departamento de Genética e Morfologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas, da Universidade de Brasilia. A &gua e alimentacdo estavam
disponiveis ad libidum em todo o tempo de experimentacao.

Os experimentos realizados neste estudo foram aprovados pela Comissdo de Etica
no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de
Brasilia, UnB Doc n° UnBDoC n.° 66694/2016 (anexo ).

4.2. Planejamento Experimental

Os experimentos in vivo foram subdivididos em duas partes. A primeira parte
teve como objetivo o estudos da biodistribuicdo das trés nanoformulagdes (NE-
ALCLFT, NE-ALCLFT-FO, MIC-FO-ALCLFT), a fim de escolher qual a melhor
formulacéo, dentre estas, que mais se concentraria na regido tumoral.

A segunda parte teve como objetivo utilizar a nanoformulagdo anteriormente
escolhida para o tratamento do cancer de mama com a aplicacédo da terapia fotodinamica
(TFD).

4.3. Indugéo Tumoral

Para a inducdo tumoral, os animais foram submetidos a anestesia de quetamina (1
mg/kg) e xilazina (0,1 mg/kg) via intraperitoneal. Depois de anestesiados, 0s animais
foram posicionados em suporte apropriado, e com o auxilio de uma lupa, foi realizada a
inoculacdo por via ortotopica, na regido da quinta mama do camundongo, com 0,05 mL
de suspenséo celular contendo 1 x 10° células da linhagem 4T1-luciferase (ATCC® —

CRL — 2539 ™ anélogo ao estagio IV do cancer de mama em humanos) de cancer
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adenocarcinoma mamario de mama, de modo a induzir o tumor primério (Figura 11.
AB).

Figura 10. Imagem da inducao tumoral por inoculagao ortotdpica na quinta mama do
camundongo. Foi utilizado 0,05 mL de suspenséo celular contendo 1 x 10° células da
linhagem 4T1-luciferase (adenocarcinoma mamario). (A) Imagem em campo maior
apresentando a lupa utilizada. (B) Momento da inoculacdo em campo menor.

12ETAPA

4.4. Analise da biodistribuicdo utilizando as nanoformulagdes NE-ALCLFT,
NE-ALCLFT-FO e MIC-FO-ALCLFT em camundongos por via de administracdo
endovenosa

4.5.

O estudo da biodistribui¢do utilizando as nanoformulagdes NE-ALCLFT, NE-
ALCLFT-FO e MIC-FO-ALCLFT por administracdo via endovenosa, foi realizado
usando um sistema de imaginologia em tempo real por meio do equipamento IVIS
Lumina XR (Xenogen Corporation-Caliper, Alameda, CA, USA) disponivel no
laboratério de Genética e Morfologia da Universidade de Brasilia, UnB. Para este
experimento, foram utilizados no total 42 camundongos fémeas da linhagem Balb/c
(espécie Mus musculus), o qual foi dividido em duas partes: a primeira in vivo, € a

segunda, ex vivo.

4.5.1. Biodistribuicdo in vivo
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45.1.1. Biodistribuicéo por administracio farmacoldgica endovenosa

Primeiramente, dezoito camundongos foram divididos em trés grupos com
(n=6). Posteriormente foi realizada a indugdo tumoral por via ortotopica, conforme ja
descrito.

No 12° dia, os animais foram anestesiados e foi realizado a tricotomizacdo dos
pélos dos animais, para que ndo houvesse interferéncia ou dispersdo da fluorescéncia
quando fossem avaliados pelo equipamento VIS Lumina®.

No 14°dia, os animais foram monitorados no equipamento IVIS Lumina®,
quando receberam 100upL (via peritoneal) de D-luciferina (15mg/mL), para o
acompanhamento do crescimento tumoral por analise da bioluminescéncia.

No 15° dia, foi verificada a biodistribuicdo das nanoformulacbes, sendo que no
grupo 1 foi analisado a NE-ALCLFT, o grupo 2 a NE-ALCLFT-FO e o grupo 3 a MIC-
FO-ALCLFT. Para este procedimento, os animais foram anestesiados em uma camara
com fluxo laminar, onde se utilizou o anestésico inalatorio Isoflurano na concentragéo
de 1,5%; e, em seguida, 100 pL de cada nanoformulacdo (na concentracdo de 40 uM)

foi administrada via endovenosa, pela veia lateral caudal dos animais (Fig. 12, 13, 14).

Figura 11. Administragdo endovenosa das nanoformulages.



34

Figura 12. Administracdo da nanoformulacdo (na foto, a NE-ALCLFT) por via
endovenosa na veia lateral caudal do camundongo. Foi realizada a administracdo de
100puL das nanoformulages, na concentracdo de 40 M.

Figura 13. Imagem da cauda do animal ap6s a administracdo endovenosa
nanoformulacéo.

Ap0s a administracdo do farmaco, os animais foram levados para o equipamento
de imageamento animal 1IVIS LUMINA® onde ficaram sendo monitorados nos tempos
de Omin, 50min, 2h, 4h, 6h, 8h, 10h e 12h (Figura 15. A, B). Nestes intervalos, eram
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obtidas imagens de fluorescéncia para a analise de localizacdo do fotossensibilizador no
organismo dos camundongos. E importante ressaltar, que durante o imageamento pelo
IVIS LUMINA®, os animais permaneciam anestesiados, para a realizacio do
monitoramento dos animais, em que € utilizado o anestésico inalatério isoflurano na
concentragéo de 1,5%.

Transcorrido o periodo de interesse, foi realizada a eutanasia dos animais por
meio da dose letal de anestésico (60 mg/kg). Os dados foram obtidos e analisados pelo

software Living Image®, e processados estatisticamente pelo software Prism5.0.

Figura 14. Imagens mostrando os procedimentos realizados no equipamento VIS
Lumina. (A) Visualizacdo do interior da camara onde os animais sdo colocados para
fazer os procedimentos de imageamento. (B) Tem-se a visualizacdo de como € feito o
processamento da aquisi¢do das imagens monitoradas pelo equipamento VIS Lumina.

4.5.2. Biodistribuicdo ex vivo

45.2.1. Biodistribuicdo apds administragdo endovenosa

A segunda parte dos estudos de biodistribuicdo farmacoldgica é uma
continuagdo com base das andlises dos resultados do procedimento anterior. As imagens
adquiridas, foram analisadas e quantificou-se em qual dos intervalos realizados (Omin,
50min, 2h, 4h, 6h, 8h, 10h e 12h) havia maior intensidade de fluorescéncia na regido do
tumor. Com base nessas analises, foram selecionados o intervalo de 6 horas e de 10
horas para a realizacdo da biodistribuicéo ex vivo.

Para este experimento foram separados oito grupos (n=3). Os grupos formados
foram: Controle Tumor 6h, NE-ALCLFT-6h, NE-ALCLFT-FO-6h, MIC-FO-ALCLFT-
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6h, Controle Tumor 10h, NE-ALCLFT-10h, NE-ALCLFT-FO-10h, MIC-FO-ALCLFT-
10h. Posteriormente foi realizada a inducdo tumoral por via ortotdpica, conforme ja
descrito. No 14° dia, os animais foram monitorados no equipamento IVIS Lumina®,
para a analise do crescimento tumoral por analise da bioluminescéncia.

No 15° dia, novamente foi realizada a administracdo das nanoformulgdes por via
endovenosa na veia lateral caudal (100pL, na concentracdo 40 M), nos respectivos
grupos. Decorridos 6horas da administragdo, 0s animais dos grupos das 6horas
(Controle Tumor 6h, NE-ALCLFT-6h, NE-ALCLFT-FO-6h, MIC-FO-ALCLFT-6h,)
foram eutanasiados e os 6rgdo excisados, sendo retirados o baco, figado, rins, tumor,
cérebro, pulméo, coragdo, linfonodo sentinela, linfonodo contralateral e a mama
contralateral. Estes 6rgaos foram lavados com PBS e colocados sobre um papel de
cartolina preta. Posteriormente, foram levados para o equipamento IVIS Lumina, para
que fossem feitas as aquisigdes das imagens, de forma a monitorar a quantidade de
fluorescéncia em cada 6rgdo. As imagens foram processadas pelo software Living
Lumina, e a intensidade de fluorescéncia quantificada. Os dados foram analisados
estatisticamente pelo teste Two-ANOVA com p0s teste de Bonferroni.

Este mesmo procedimento foi realizado com os animais do grupo das 10horas
(Controle Tumor 10h, NE-ALCLFT-10h, NE-ALCLFT-FO-10h, MIC-FO-ALCLFT-
10h), ou seja, depois de decorridos 10 horas da administracdo das nanoformulacGes por
via endovenosa, os animais foram eutanasiados e o0s 6rgdos excisados para a
quantificagdo da intensidade de fluorescéncia no equipamento VIS Lumina.

Todos os orgdos analisados (bago, figado, rins, tumor, cérebro, pulmao, coragéo,
linfonodo sentinela, linfonodo contralateral e a mama contralateral) foram pesados em
uma balanga analitica, para posterior estudo comparativo entre o peso dos 0rgdos e a
intensidade de fluorescéncia presente, a fim de analisar a proporcéo entre esses dois
fatores. Para esta relacéo, foi utilizada a formula matematica:

Concentracd@o = peso/intensidade de fluorescéncia.
A principal finalidade destes experimentos foi selecionar o melhor tempo pés

injecdo dos nanomateriais para a aplicacdo da TFD nos tratamentos posteriores.
22 ETAPA

4.6. Tratamento com aplicacdo da Terapia Fotodinamica (TFD)
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Para a realizacdo destes experimentos, foram separados sete (07) diferentes
grupos de camundongos Balb/c (Mus musculus) (n=5). O tumor foi induzido via
ortotépico na quinta mama do camundongo, utilizando a concentracéo de 1 x 10° células
de linhagem 4T1-luciferase. A nanoformulacdo escolhida para a realizacdo dos
tratamentos, foi a NE-ALCLFT, com base nos resultados finas das andlises da
biodistribuicdo farmacolégica. Apo6s 15 dias da inducgdo tumoral, os tratamentos foram
iniciados.

Os tratamentos tinham como variacdo a forma de administracdo do farmaco e o
modo de irradiacdo do LED para a aplicagdo da TFD. Os tratamentos foram

administrados por duas vias diferentes: intratumoral e endovenosa.

A B.

# . :
Figura 15. Vias de administragdo da nanoformulacdo para o tratamento. A. Endovenoso.
B. Intratumoral.

Ja a forma de irradiacdo do LED, foi sistémica (no corpo inteiro do animal) ou
local (na regido do tumor). Além disso, também foi analisado o comportamento
tumoral frente a apenas a irradiacdo do LED ou apenas com a nanoformulagdo (NE-
ALCLFT). Para os tratamentos com a irradiacdo local, foi construido um suporte de
aluminio, a fim de deixar apenas a regido desejada sob a irradiacdo do LED, conforme a

Figura 17.
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Figura 16. Imagem da placa de aluminio usada para a irradiacdo do LED no tratamento
local.

Assim, na Tabela 4 estdo descritos os grupos de tratamento, resumidamente.

Tabela 4. Grupos experimentais para a TFD in vivo.

Camundongos Forma de administracéo da Forma de Irradia¢do do LED
NE-ALCLFT
01. Tratamento Balb/c (n=5) Endovenosa Corpo Inteiro (SISTEMICO)
Sistémico
02. Parcialmente Balb/c (n=5) Endovenosa Local do tumor (LOCAL)
Sistémico
03. Tratamento Balb/c (n=5) Intratumoral Corpo Inteiro (SISTEMICO)
Local
04. SO NE-ALCLFT Balb/c (n=5) Endovenoso NAO IRRADIADO
05.S6 LED Balb/c (n=5) SEM FARMACO Corpo Inteiro (SISTEMICO)
06. Controle Balb/c (n=5) Animais saudaveis NAO IRRADIADO
Negativo (sem tumor e sem tratamento)
07. Controle Balb/c (n=5) Animais com tumor NAO IRRADIADO
Positivo (com tumor e sem tratamento)

Para a realizacdo dos tratamentos por via endovenosa, foi administrado 100uL
da nanoformulacdo NE-ALCLFT (40uM) na veia lateral caudal do camundongo. J& nos
tratamentos por administracdo intratumoral, foi administrado 25uL de NE-ALCLFT
(40uM).

Nos tratamentos utilizando a administracdo do farmaco por via endovenosa,
aguardava-se 6horas para a aplicacdo da TFD. J& nos tratamentos utilizando a
administracdo do farmaco por via intratumoral, aguarda-se 5 minutos para a aplicagao

da TFD. As configuracOes da irradiacdo do LED utilizadas para todos os tratamentos
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(tanto endovenoso como intratumoral) foram: densidade de poténcia de 82,78 mW/cm?,
a uma distancia de 8cm, por um periodo de 15 minutos, gerando uma fluéncia de 74,502
Jlem?, (Figura 18. A, B). A escolha destas configuracdes foi com base em estudos

pilotos anteriormente realizada.

Figura 17. Aplicacdo da TFD. (A) Tratamento com aplicacdo da TFD, na forma de
irradiacdo sistémica. (B) Tratamento com aplicacdo da TFD, na forma de irradiacdo
local.

Ao todo foram realizados 6 sessfes de tratamentos de TFD,com intervalos de
3 ou 4 dias entre eles, a fim de minimizar possiveis efeitos adversos causados pela

terapia. As sessOes foram realizadas conforme o diagrama abaixo (Figura 19).

SESSOES DE TRATAMENTO COM TFD

13°dia 18° dia

1° dia 3° dia 6° dia 9° dia
4 4 4 4 E

o o ]
1°TFD 2 TFD 3* TFD £ TFD 58 TFD 6* TFD

Figura 18. Diagrama contendo a ordem cronoldgica das sessdes de tratamento.

Os animais foram pesados e monitorados semanalmente, tendo os tumores

medidos com auxilio do paquimetro.
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4.7.  Avaliacdo do volume tumoral para determinacdo da curva de crescimento

As dimensdes dos tumores foram mensuradas, a cada 24 horas ap0s cada
tratamento, em todos os grupos experimentais, inclusive no dia da eutanasia, com
auxilio de um paquimetro digital milimetrado (200MM Pd 200 Vonder®). O volume foi
calculado por meio da formula abaixo, conforme descrito na literatura (RAMOS, K. L.
V., 2014).

VT= (Comprimento) x (Largura)®x 0,5

O peso dos animais foi determinado, semanalmente, por meio de balanga digital
e 0 peso dos tumores (no dia da eutanasia) em balanca analitica modelo OHAUS®@220.

Apds 10 dias decorridos da Ultima sessdo de tratamento, todos 0s animais foram
eutanasiados para a realizacdo dos exames complementares: hemograma, bioquimico e

histopatologico.

4.8.  Avaliacdo do tumor por microtomografia computadorizada (MCT)

Para a caracterizacdo por imagem de MCT, foi utilizado o equipamento de
Tomografia Computadorizada (TC) (Modelo PET/SPECT, Albira, Bruker, EUA). A
caracterizacdo tumoral neste equipamento foi realizada um dia antes da Gltima sesséo de
tratamento, e dez dias depois. Para as analises, todos os animais foram anestesiados e
posicionados no porta-animal do equipamento e fixados em decubito dorsal, a fim de
prevenir qualquer tipo de movimentacdo durante o escaneamento. Assim, foram
realizados microtomografias do corpo inteiro do animal. Além disso, por meio do
software Albira Software Suite, pbde-se quantificar o volume do pulméo e o volume

0sseo, a fim de verificar possiveis focos de metastases.

4.9.  Avaliagdo de marcadores bioquimicos

Na eutanasia dos animais, amostras de sangue foram coletadas via puncéo
cardiaca para dosagem de analitos bioquimicos, como uréia, aspartato aminotrasferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), Ferro, e a isoenzima MB da creatina quinase

(CK-MB). O sangue coletado foi condicionado em tubos de ensaio sem anticoagulante
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para obtencdo do soro. As andlises foram realizadas por meio do método cinético em

aparelho automatizado (LabTest, Brasil).

4.10. Hemograma

Amostras de sangue coletadas foram avaliadas no hematimetro (LabTest,Brasil),
a fim de verificar as alterag0es causadas pelo tratamento. Para isso, 300uL de sangue foi
colocados em tubos apropriados para a leitura no equipamento. Os resultados foram
analisados estatisticamente pelo software Prism5.0, verificando a média e o desvio

padrdo dos grupos.

5. Analise Histopatoldgica

Ao término da coleta do sangue, foi realizado o procedimento de eutanasia por
meio de dose letal de anestésico. Em seguida, os camundongos foram colocados sobre
um campo operatério e utilizando-se um bisturi, foi realizada a inciséo frontal, reta, para
a retirada dos o¢rgdos: coracdo, pulméo, figado, baco, rins, linfonodo sentinela,
linfonodo contralateral, mama contralateral, tumor e cérebro. Em seguida, os 6rgdos
coletados foram colocados em recipientes com solucdo de formol a 10% e tampéo
fosfato (pH 7,0). Os d6rgdos foram processados de acordo com os métodos histolégicos
padrdo, sendo as laminas coradas com hematoxilina/eosina (HE). Todas as laminas
foram analisadas e fotografadas no microscépio Invitrogen EVOS FL Auto Cell

Imaging System (Thermo Fisher Scientific).

6. Estatistica

Os resultados foram analisados pelo software Prism5 tendo a significancia
considerada com p<0,05. A analise dos dados foi apresentada por graficos também
desenvolvidos pelo software Prism5. Cada dado foi analisado de acordo com a sua
necessidade estatistica. Assim, os testes foram analisados da seguinte forma:

- Para os testes de caracterizacdo das nanoformulacdes NE e NE-AICIFt, foi
realizado as média aritmética simples e desvio padrdo das amostras em triplicatas, além
do teste de Kruskal-Wall com pds-teste de Dunn.

- Para os testes caracterizacdo de estabilidade das nanoformulacdes (NE, NE-

AICIFt em 4°C e 37°C) foram realizadas os testes de Regressao Linear.
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- Para 0s ensaios In vitro, foram utilizados os testes “Two-Way ANOVA” e
“One-Way ANOVA”, com pos-teste de Bonferroni.
- Para os ensaios In vivo foram realizadas medidas padrdo de média aritmética

simples, e teste “Two-Way ANOVA” com pos- teste de Bonferroni.
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RESULTADOS
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4. CARACTERIZACAO

4.1. Caracterizacdo Morfoldgica por Microscopia Eletrénica de Transmissao

Para a analise morfoldgica das nanoparticulas foram realizadas eletromicrografias
por Microscopia Eletronica de Transmissdo. Nestas, pode-se constatar que a NE-
ALCLFT (Fig 20. A) e NE-ALCLFT-FO (Fig 20. B), apresentaram uma populacéo
monodispersa e de morfologia esférica. Ja a MIC-FO-ALCLFT (Fig 20. C) ndo
apresentou imagens com boa qualidade de resolucdo para a caracterizacdo desta

formulacdo com este método.

NG ~(B)

e

s el B

Figura 19. Eletromicrografias de transmissdo das nanoformulagdes.(A) NE-ALCLFT,
(B) NE-ALCLFT-FO e (C) MIC-FO-ALCLFT. Nanoformulagdes contrastadas por
vapor de dsmio. Populacdo monodispersa de nanogoticulas com morfologia esférica.

Aumento de 100 mil vezes.
4.2.  Caracterizacdo Morfol6gica por Microscopia Eletronica de Varredura

Para corroborar as analises morfoldgicas das nanoparticulas, foram realizados
micrografias por Microscopia Eletrénica de Varredura. Nestas, constatou-se que todas
as nanoformulagdes em estudo, NE-ALCLFT (Fig. 21, A), NE-ALCLFT-FO (Fig. 21,
B) e MIC-FO-ALCLFT (Fig. 21, C), apresentam morfologia esférica e com populagdes

moonodispersas.
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(A)

(B)

Figura 20.Micrografias de varredura das nanoformulagGes. (A) NE-ALCLFT, (B) NE-
ALCLFT-FO e (C) MIC-FO-ALCLFT. Nanoformulagbes contratadas por metalizacéo

com ouro. Analise morfolégica esféricas.
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4.3.Espectroscopia no Infravermelho com transforma de Fourier (FT-IR)

A partir dos espectros do infravermelho, pdde-se concluir os principais compostos
que fazem parte da estrutura das nanoformulagdes, quando se compara 0s picos gerados
pelos dados em analise. Na estrutura da micela tem-se o acido folico como principal
constituinte presente, onde € possivel detectar os principais picos de ambas as leituras
das bandas, assim como, a presenca do fotossensibilizador ALCLFT. Ja as
nanoemulsdes (NE-ALCLFT e NE-ALCLFT-FO) constata-se a presenca significativa
dos picos do cremophor e do 6leo de ricino, mas devido a presenca destes picos em tais
formulagdes, ndo é possivel identificar o pico da ALCLFT, visto que este sdo
mascarados pela intensidade do pico do cremophor (Fig. 22).

As vibraces moleculares apresentadas por este método mostram as bandas de do
composto Cremophor situado na regi&o entre 1000 cm™ e 1250 cm™, correspondente ao
grupamento C-O de éteres presentes (Figura 22, f), denotando sua composicdo também
nas bandas das formula¢Ges NE-ALCLFT-FO (Fig. 22, b) e NE-ALCLFT (Fig. 22, c).

Outra estrutura importante também presente nas formulacbes NE-ALCLFT e NE-
ALCLFT-FO, é a presenca do 6leo de ricino onde mostra a banda proximo a 1750 cm™,
referente ao estiramento (O=C-O-C) presente neste composto.

Pode-se visualizar também, os picos das bandas proximo a 1.600 cm™pertencentes
ao estiramento carbonilico de amidas do acido félico puro (Fig. 22, g), também
presentes na MIC-ALCLFT (Fig. 22, a).
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— MIC-FO-ALCLFT
—— NE-ALCLFT-FO
ME-ALCLFT

— ALCLFT
Ricino

—— Cremophor

— Acido Falico

2000 1750 1500 1250 1000 73 00

nbmero de Onda (em ™)

Figura 21. Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier. (a) MIC-FO-
ALCLFT. (b) NE-ALCLFT-FO. (c) NE-ALCLFT. (d) ALCLFT. (e) Oleo de Ricino. (f)
Cremophor. (g) Acido félico.

4.4. Espectroscopia por RAMAN

Nos resultados dos espectros do RAMAN, compara-se a nanoemulsdo (sem
ALCLFT), a nanoelmusdo com é&cido félico (sem ALCLFT), e a nanoelmulsdo com
acido folico e o ALCLFT. Nota-se alta semelhanca nos picos entre essas formulagdes, e
um novo pico na regi&o 3500cm™ da NE-ALCLFT-FO (Fig. 23).

Ja o espectro do &cido folico, pode apresenta vibragfes nas regibes 1179 cm-1
1508.7 cm-1, e 15954 cm-1 (Stokes et al., 2008). No entanto, como as
nanoformulacdes sobrepde em grande parte do delineamento espectral, os picos

possivelmente foram mascarados por este fator.
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— NE

NE-FO
—— NE-ALCLFT-FO

Intersidade Raman (a.u.)

1 1 1 1 1 1 1 | 1 1 | 1 1 1 1
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Figura 22. Analise de RAMAN.Os espectros caracterizam 0s compostos nanoemulsao
sem acido félico e sem fotossensibilizador (linha em preto), a nanoemuslao com o acido
folico e sem o fotossensibilizador (linha em vermelho) e a nanoemulsdo com o &cido
folico e com o fotossensibilizador (linha em azul).

4.5. Determinacgéo dos valores coloidais das nanoformulagdes

Determinac&o do Didmetro Hidrodinamico (DH), do indice de Polidispersdo (PDI)
e do Potencial Zeta (PZ).

Apo6s 24 horas da sintese das nanoemulsdes de ftalocianina de cloro-aluminio (NE-
AICIFt) e das nanoemulsbes sem o fotossensibilizador (NE) foi realizada a
caracterizagdo das nanoemulses por Espalhamento de Luz Dindmico (DLS), sendo
obtidos a média aritmética e o desvio padrdo das solucdes em triplicatas.

Constatou-se que a meédia aritmética do diametro hidrodindmico das NE-ALCLFT
em 37°C foi de 36.01 nm, com PDI de 0,2 e potencial zeta de -3,133. Em 4°C, tais
nanoformulagdes apresentaram um didametro médio de 33,48nm, com PDI a 0,13 e
potencial zeta a -2,6. Em meio de cultivo DMEM, o didmetro hidrodinamico da
nanoemulsdo foi de 30.61nm, com PDI a 0,13 e potencial zeta a 3,84.

As nanoemulsbes sem o fotossensibilizador (NE) apresentaram a 37°C o didmetro
de 38,77nm, com PDI a 0,20 e potencial zeta a -3,2. Em 4°C o didmetro foi de 43,24,
com PDI a 0,22 e potencial zeta de -3,44. Em meio de cultivo DMEM o diametro

hidrodinamico foi de 37,71nm, com PDI a 0,19 e potencial zeta de 2,55.
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Assim, tais resultados indicam que a carga superficial das NE-ALCLFT e das NE,
sdo predominantemente negativas. Além disso, elas apresentam em geral PDI abaixo de
0,23, 0 que sugere que a faixa de distribuicdo do diametro hidrodindmico se caracteriza
de forma homogénea em suspensdo, apresentando particulas monodispersas. E por fim,
0s parédmetros do diametro hidrodindmico das nanoemulsGes permitiu observar que
segundo o teste de Kruskal-Wall com pos-teste de Dunn (p<0,05) ndo houve influéncia
estatisticamente significante em nenhum dos fatores avaliados apds o preparo (como a
temperatura em 37°C e a 4°C, o dispersante e presenca do fotossensibilizador),
apresentando uma média geral dos elementos com DH de 36,04 nm.

Tais dados relacionados a NE-ALCLFT, podem ser visualizados na tabela 5.

Tabela 5. Determinacdo do didmetro hidrodindmico, do indice de polidispersdo e do
potencial zeta da nanoemulsdo (NE) e da nanoemulsdo de ftalocianina de cloro-
aluminio (NE-ALCLFT).

Nanoemulséo Diametro PDI Potencial Zeta (mV)
/Dispersante Hidrodinamico (nm)
NE-ALCLFT a 37°C 36.01 £ 0.4199 0.2253 + 0.007963 -3.133 + 0.2467
Agua Deionizada
NE-ALCLFT a 4°C 33.48 £ 0.1896 0.1389 + 0.003737 -2.602 + 0.1007
Agua Deionizada
NE-ALCLFT 30.61 £ 0.1002 0.134 £ 0.008 -3.84 £5.17
Meio de cultivo (DMEM)
NE & 37°C 38.77 £0.7745 0.2038 + 0.008550 -3.259 + 0.2253
Agua Deionizada
NE a 4°C 43.24 +£0.1552 0.2225 + 0.002838 -3.442 + 0.04769
Agua Deionizada
NE 37.71 £0.2893 0.19 £ 0.017 -2.55+2.27
Meio de cultivo (DMEM)

Ja média aritmética do didmetro hidrodindmico das NE-ALCLFT-FO em 37°C foi
de 65.63 nm, com PDI de 0,21 e potencial zeta de -2,14. Em 4°C, tais nanoformulagdes
apresentaram um didmetro médio de 65,45nm, com PDI a 0,207 e potencial zeta a -1,79.
Em meio de cultivo DMEM, o didmetro da nanoemulséo foi de 62.32nm, com PDI a
0,29 e potencial zeta a -2.89.

As nanoemulsbes com 4&cido folico sem o fotossensibilizador (NE-FO)
apresentaram a 37°C o didmetro de 60.58 nm, com PDI a 0,20 e potencial zeta a -3,2.
Em 4°C o diametro foi de 43,24nm, com PDI a 0.224 e potencial zeta de -2.65. Em meio
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de cultivo DMEM o diametro hidrodindmico foi de 64.72 nm, com PDI a 0.232 e
potencial zeta de -2.698.

Tais dados relacionados a NE-ALCLFT-FO, encontram-se resumidos na Tabela 6.

Tabela 6. Determinacdo do diametro hidrodindmico, do indice de polidispersdo e do

potencial zeta da nanoemulsdo com acido fdlico (NE-FO) e da nanoemulsdo contendo

acido folico com ftalocianina de cloro-aluminio (NE-ALCLFT-FO).

Nanoemulséo Diametro PDI Potencial Zeta
/Dispersante Hidrodinamico (nm) (mV)
NE-ALCLFT-FO a 37°C 65.63 + 0.330051 0.21 £ 0.004933 -2.14 + 0.562168

Agua Deionizada
NE-ALCLFT-FO a 4°C 65.45 + 0.329596 0.207 £ 0.00781 -1.79 £ 0.47629
Agua Deionizada
NE-ALCLFT-FO 62.32 + 0.2983 0.29 £ 0.05622 -2.89 + 0.832092
Meio de cultivo (DMEM)
NE-FO a 37°C 60.58 + 0.421 0.224 + 0.00652 -2.65 + 0.4362
Agua Deionizada
NE-FO a 4°C 61.63 + 0.330051 0.243 + 0.00239 -2.23+0.2131
Agua Deionizada
NE-FO 64.72 £ 0.2341 0.232 £ 0.00311 -2.698 + 0.6334
Meio de cultivo (DMEM)

Quanto a formulagcdo MIC-FO-ALCLFT, a média aritmética do didametro em 37°C
foi de 164.4nm, com PDI de 0.353 e potencial zeta de -0.184. Em 4°C, tais
nanoformulacgdes apresentaram um didmetro médio de 165.4 nm, com PDI a 0.259 e
potencial zeta a -0.342. Em meio de cultivo DMEM, o diametro da nanoemulséo foi de
172.4nm, com PDI a 0.305 e potencial zeta a -0.175.

As micelas de acido fdlico sem o fotossensibilizador (MIC-FO) apresentaram a
37°C o diametro de 160,6 nm, com PDI a 0,276 e potencial zeta a -0,211. Em 4°C o
diametro foi de 165,4nm com PDI a 0.236 e potencial zeta de -0.245. Em meio de
cultivo DMEM o diametro hidrodinamico foi de 167.6 nm, com PDI a 0.243 e potencial
zeta de -0.265.

Tais dados relacionados a MIC-FO-ALCLF, encontram-se resumidos na Tabela 7.
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Tabela 7. Determinacdo do didmetro hidrodinamico, do indice de polidisperséo e do

potencial zeta da micela de &cido félico (MIC-FO) e da micela de acido folico com
ftalocianina de cloro-aluminio (MIC-FO-ALCLFT).

Nanoemulsao Diametro PDI Potencial Zeta (mV)
/Dispersante Hidrodinadmico (nm)
MIC-FO-ALCLFT a 37°C 164.4 £ 26.37695 0.353 + 0.063406 -0.184 + 0.888882
Agua Deionizada
MIC-FO-ALCLFT a 4°C 158.6 + 16.6538 0.259 + 0.0987 -0.342 £ 0.83797
Agua Deionizada
MIC-FO-ALCLFT 172.4 £13.2311 0.305 + 0.0089 -0.175 £ 0.2342
Meio de cultivo (DMEM)
MIC-FO a 37°C 160.6 + 8.6538 0.276 + 0.0381 -0.211 £ 0.566
Agua Deionizada
‘MIC-FO a4°C 165.4 £ 9.11354 0.236 £ 0.0473 -0.245 + 0.6447
Agua Deionizada
MIC-FO 167.6 + 13.1239 0.243 £ 0.0345 -0.265 + 0.7329

Meio de cultivo (DMEM)

4.6. Avaliagdo da estabilidade das Nanoformulagdes

As andlises relacionadas ao estudo de estabilidade da nanoformulacbes foram

baseadas na avaliacdo quantitativa das amostras quanto ao seu didmetro hidrodinamico,

o indice de polidispersao, carga superficial da particula e o potencial hidrogeniénico

(pH), por um periodo de 300 dias.

As estatisticas realizadas segundo o método de regressdo linear mostraram a
estabilidade das nanoformula¢6es (NE-ALCLFT, NE-ALCLFT-FO e MIC-ALCLFT-

FO) durante todo o periodo analisado, observando a temperatura a 37°C. Além disso, 0

pH se mostrou constante num valor préximo a 7.

Os dados podem ser visualizados na figura 24 (A,B,C e D).
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Figura 23. Avaliacéo da estabilidade fisica das nanoformulagdes ao longo de 300 dias.
(A) Anélise do diametro hidrodinamico (DH) e do indice de polidispersao (PDI) da NE-
ALCLFT. (B) Analise do DH e do PDI da NE-ALCLFT-FO. (C) Anélise do DH e do
PDI da MIC-FO-ALCLFT. (D) Analise do potencial zeta (PZ) e do potencial
hidrogeniénico (pH) a temperatura de 37°C da nanoformulacdes. Os dados mostram que
os valores de DH, PDI, PZ e pH, sugerem estabilidade fisica das nanoformulacdes em
relacdo ao tempo analisado. Na figura, apenas a linha do pH da nanoformulacdo NE-
ALCLFT, foi apresentado, pois as demais formulacGes apresentaram 0S Mesmos
parametros.

4.7.  Avaliagdo das propriedades Fotofisicas: Espectros de Absorbancia e
Fluorescéncia

Os resultados mostraram que a maior intensidade de fluorescéncia da NE-ALCLFT
estd situado no comprimento de emissdao no intervalo de 680nm a 800nm, com
comprimento de excitacdo no intervalo de 600nm a 700nm, Figura 25. Este mesmo
espectro foi igual para as nanoformulagcbes NE-ALCLFT-FO e MIC-FO-ALCLFT, e,
portanto as imagens ndo foram apresentadas. Também & observada uma pequena

intensidade, nos comprimentos de excitagdo entre 360nm a 400nm.
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Figura 24. Andlise estatistica do espectrofluorimetro para quantificar a intensidade de
fluorescéncia emitida pela NE-ALCLFT. (A) Mapeamento colorimétrico da intensidade
produzida em relacdo a regido de excitacdo e emissdo. (B) A quantificacdo grafica do
mapeamento colorimétrico de intensidade de fluorescéncia. Os dados mostram que 0s
melhores comprimentos de ondas estdo situados no comprimento de emissdo no
intervalo de 680nm a 800nm, com comprimento de excitacdo no intervalo de 600nm a
700nm. A anélise mostra o intervalo com maior intensidade de fluorescéncia emitida

pela nanoparticula (regido apontada pela seta).

5. EXPERIMENTOS IN VITRO

5.1.  Analise do perfil de incorporacgédo das nanoformulacdes

Para a anélise semi-quantitativa do tempo de incorporacao das nanoformulagGes nas
células, foram feitos ensaios utilizando o equipamento IVIS LUMINA. Neste método
foi avaliada a bioluminescéncia, a qual se correlaciona com a quantidade de células
4T1-luciferase por pogo, e também, a fluorescéncia a qual se relaciona com a captacédo
de fotons expressos pela fluorescéncia presente no fotossensibilizador (ALCLFT) das
nanoformulagdes.
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Ap0s cada tempo de incubacdo, o estudo das analises foi realizado de forma a
comparar a quantidade de células por poco e a intensidade de fluorescéncia presente.
Assim, pdde-se constatar que para todas as formulacdes (NE-ALCLFT, NE-ALCLFT-
FO e MIC-FO-ALCLFT) eram suficientes 15 minutos de incubacdo para que as células
captassem as nanoestruturas em alta percentagem (Figura 27. A, B, C, D, E e F). Além
disso, foi observado que as formulagdes NE-ALCLFT e NE-ALCLFT-FO apresentaram
maior quantidade na taxa de fluorescéncia calculada pelo ROI (Region of interest)

comparada a MIC-FO-ALCLFT, o que pode corresponder a maior eficacia de

incorporacédo nas células.
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Figura 25. Analise do tempo de incubacdo das nanoformulacées pelo equipamento VIS
LUMINA.Em A, B e C, mostra a imagem de bioluminescéncia obtida, tendo a escala
colorimétrica de intensidade crescente de azul a vermelho. Em D, E e F, tem a imagem
de fluorescéncia, tendo a escala colorimétrica de intensidade crescente de vermelho a
amarelo. Ao lado das imagens, sdo fornecidos os graficos obtidos pelas imagens, que
expressa a quantificacdo de fluorescéncia e bioluminescéncia calculada pelo ROI
(Region of interest) no software do equipamento, 0 que permite comparar a intensidade
de fluorescéncia de cada nanoparticula.

5.2.  Analise da citotoxicidade no escuro das nanoformulacgdes pelo ensaio de
MTT

Os estudos da toxicidade celular causada pelas nanoformulacbes foram feitas
com base nos ensaios de MTT, nas células de fibroblastos murinos (NIH/3T3) e
adenocardinoma mamario murino (4T1) conforme j& descrito. Foram a analisadas as
diferentes concentracfes seriadas de formulacdes sem o fotossensibilizador ALCLFT,
sendo: nanoemulsdo (NE), nanoemulsdo com acido folico (NE-FO) e a micela de acido
félico (MIC-FO).

Para as ceélulas de fibroblastos as andlises mostram que a formulacdo NE
apresenta diminuicdo significativa (p<0,05) da viabilidade celular a partir da
concentracdo 0,625uM, tendo 50% de morte celular na concentracdo de 20uM (Fig.28
A) comparando com o controle. J& as hanoformulacbes NE-FO e MIC-FO (Fig.28 B,C),
apresentam significativa (p> 0,05) toxicidade celular a partir da concentragdo de 2,5
MM, tendo também 50% de morte na concentragéo de 20 pM.

Para as células de adenocarcinoma mamario, os dados estatisticos mostram que
em todas as formulaces (NE, NE-FO e MIC-FO), apresentaram toxicidade
significativa (p<0,05) a partir da concentracao 0,009 uM (Fig.28 D, E, F). Alem disso,
constatou-se que a viabilidade celular de 50% das células foi na concentracéo de 20uM,
tanto para as formulacdes NE como para NE-FO. Para a formulacdo MIC-FO, a

concentracéo de 20uM, foi para 62%.
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Figura 26. Viabilidade celular ap6s a exposicdo das nanoformulacGes (NE, NE-FO e
MIC-FQ), nas células de fibroblastos murino (NIH/3T3 - A, B e C) e adenocarcinoma
murino (4T1 — D, E e F).Os testes foram realizados sem a presenga do
fotossensibilizador, em concentracGes seriadas (de 0,009uM a 20uM), com um periodo
de incubacdo de 15 minutos para as formulagfes NE, NE-FO e MIC-FO. Anélise
estatistica: ANOVA em duas vias e teste de multiplas comparagdes de Bonferroni.
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Também foram feitas analises das nanoformulagdes para avaliar o efeito
citotoxico com a presenca do fotossensibilizador, sem a irradiacdo do LED, nas células
de fibroblasto (NIH/3T3) e adenocarcinoma mamario (4T1). O estudo foi realizado nas
sequintes formulacdes: nanoemulsdes com ALCLFT (NE-ALCLFT), nanoemulsdes
com &cido félico e ALCLFT (NE-FO-ALCLFT) e a micela de &cido félico com
ALCLFT (MIC-FO-ALCLFT).

Nas células de fibroblasto murino (NIH/3T3), foi constatada apenas uma
reducdo significativa (p<0,05) de 87% e 85% da viabilidade celular a partir da
concentracdo de 10uM, para as nanoformulagdes NE-ALCLFT e MIC-FO-ALCLFT
respectivamente (Fig.29 A, C). Na formulagdo NE-FO-ALCLFT, a reducdo da
viabilidade celular, foi significativa (p<0,05) a partir da concentracdo de 5uM para 86%
e 76% na concentracdo de 10uM (Fig.29 B).

Nas células de adenocarcinoma mamario (4T1), apenas foi analisado a reducédo
significativa (p<0,05) para 79% da viabilidade celular na formulagdo NE-FO-ALCLFT,
comparada ao controle (Fig.29 E). As andlises estatisticas ndo mostraram variancia
significativa nas formulacfes NE-ALCLFT e MIC-FO-ALCLFT (Fig. 29 D, F).

Os dados supracitados podem ressaltar que as formulacGes apresentam baixa
toxicidade nestas células, quando ndo foram irradiadas, em tais circunstancias

estabelecidas.
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Figura 27. Viabilidade celular ap6s a exposi¢cdo das nanoformulagdes (NE-ALCLFT,
NE-FO-ALCLFT e MIC-FO-ALCLFT), nas células de fibroblastos murino (NIH/3T3 -
A, B e C) e adenocarcinoma murino (4T1 — D, E e F).Os testes foram realizados com a
presenca do fotossensibilizador (Ftalocianina de Cloro Aluminio — ALCLFT), em
concentracOes seriadas (de 0,009uM a 20uM), com um periodo de incubacdo de 15
minutos para todas as formulagdes. Analise estatistica: ANOVA em duas vias e teste de
multiplas comparacdes de Bonferroni.

5.3. Andlise da viabilidade celular das nanoformulacdes pelo ensaio de MTT,
utilizando LED com poténcias de 10mW/cmz2, 50mW/cm? e 100mW/cmz2.

Os ensaios de viabilidade celular tiveram como objetivo analisar a citotoxicidade
das nanoformulagdes nas células de fibroblastos murinos (NIH/3T3) e adenocarcinoma
mamario (4T1), avaliando a porcentagem de morte celular causada pelo tratamento com
a TFD in vitro. Para isso, foi utilizado seis concentra¢cdes (0,009uM, 0,019uM,
0,039uM, 0,078uM, 0,156uM e 0,312uM) de cada nanoformulagdo (NE-ALCLFT, NE-
ALCLFT-FO e MIC-FO-ALCLFT). Estas concentragcdes foram escolhidas com base
nos estudos prévios nos ensaios sem a irradiacdo do LED, de forma a utilizar aquelas
gue apresentaram menor toxicidade possivel no escuro. Além disso, foi possivel analisar
o efeito do LED sem a presenca das nanoformulacfes, trés diferentes poténcias
(10mW/cm?, 50mW/cmz2 e 100mW/cm?) (Fig. 30).
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Figura 28. Caracterizacdo bioluminescente do tratamentos com TFD. Imagem
representativa observada no equipamento 1VIS LUMINA ap0s os tratamentos usando as
nanoformulacdes e as diferentes poténcias.

Os ensaios in vitro utilizando a poténcia de 10 mW/cm2 (com ou sem a
presencade fotossensibilizador) por 10 minutos, mostraram significativa reducdo
(p<0,001) na viabilidade celular das células de adenocarcinoma mamario (Fig. 31, A)
fibroblastos (Fig. 31, B). Observou-se que com apenas 0 uso do LED, houve diminuicdo
para 73% nas linhagens 4T1, e 60% para as linhagens NIH/3T3. Com o uso das
nanoformulacdes NE-ALCLFT e NE-ALCLFT-FO, a porcentagem de morte celular das
células de adenocarcinoma mamario (4T1) foi para taxas inferiores a 20%, nas
concentragfes de 0,078 uM, 0,156 uM e 0,312 pM. Ja a nanoformulacdo MIC-FO-
ALCLFT, mostrou-se menos eficaz nesta mesma linhagem celular (4T1), diminuindo a
viabilidade celular para 33% na maior concentragdo testada (0,312 uM) e entre 55% a
73% nas demais concentragdes. Nas células de fibroblastos, esses mesmos aspectos
foram observados nas formulagdes de NE-ALCLFT e NE-ALCLFT-FO, mas, para a
formulacdo MIC-FO-ALCLFT, a morte celular foi de 23% na concentragédo 0,312uM,

ou seja, 10% a mais obervada nas células tumorais, quando irradiadas.
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Figura 29. Graficos representando o percentual de viabilidade celular ap6s incubacao
por 15 minutos e aplicagdo da TFD. Dez minutos de exposi¢do ao LED com a poténcia
de 10mW/cm2. (A) Linhagem de adenocarcinoma mamario (4T1) (B) Linhagem de
fibroblastos (NIH/3T3). Concentra¢bes utilizadas (0,009uM, 0,019uM, 0,039uM,
0,078uM, 0,156uM e 0,312uM) de (a,d) NE-ALCLFT, (b,e) NE-ALCLFT-FO e (c,f)
MIC-FO-ALCLFT. Em ambos, utilizou-se o método colorimétrico de deteccdo por
MTT. Estatistica realizada por ANOVA, com pds-teste Bonferroni, p <0,001.

Nos ensaios de TFD utilizando a poténcia de 50mW/cm?, a porcentagem de
morte celular foi significativamente maior comparada a poténcia de 10mW/cm?,
especialmente nas células de adenocarcinoma mamario (4T1).

Nas células de adenocarcinoma (Fig. 32, A), 0 uso apenas do LED ocasionou a

reducdo da viabilidade para 73%. No entanto, com o0 uso das nanoformulacGes NE-
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ALCLFT e NE-ALCLFT-FO, a viabilidade celular foi reduzida para 5% (0,039uM,
0,078uM, 0,156uM e 0,312uM). Ja a formulacdo MIC-FO-ALCLFT, apresentou uma
reducdo gradativa com o aumento das concentracdes, resultando na viabilidade celular
para 7% na concentracdo 0,312 puM.

Nas células de fibroblastos (Fig. 32, B), os resultados apresentaram aspectos
diferentes. Observou-se 0 aumento de 7% na quantidade de células, comparado ao
controle, quando utilizado apenas a irradiagdo do LED. Pdde-se notar também, que
quando utilizado as nanoformulacdes NE-ALCLFT e NE-ALCLFT-FO a porcentagem
da viabilidade celular foi de 42% em todas as concentragdes testadas, ou seja, ocorreu
menos morte celular quando comparada as células de adenocarcinoma mamario. Para a
formulacdo MIC-FO-ALCLFT, os resultados foram similares a resposta das células
tumorais, visto que a viabilidade celular dependia do aumento das concentracdes,
porem, ainda sim a viabilidade manteve-se maior (47%) nas células de fibroblastos

comparadas as células tumorais.
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Figura 30. Graficos representando o percentual de viabilidade celular ap6s incubacao
por 15 minutos e aplicacdo da TFD. Dez minutos de exposi¢édo ao LED com a poténcia
de 50mW/cm2. (C) Linhagem de adenocarcinoma mamario (4T1) (D) Linhagem de
fibroblastos (NIH/3T3). Concentracbes utilizadas (0,009uM, 0,019uM, 0,039uM,
0,078uM, 0,156uM e 0,312uM) de (a,d) NE-ALCLFT, (b,e) NE-ALCLFT-FO e (c,f)
MIC-FO-ALCLFT. Em ambos, utilizou-se o método colorimétrico de deteccdo por
MTT. Estatistica realizada por ANOVA, com pds-teste Bonferroni, p <0,001.

Nos experimentos de TFD utilizando a poténcia de 100mW/cm?2, a porcentagem
de morte celular foi significativamente (p<0,001) maior comparada a poténcia de
10mW/cm? e menor (p<0,001) comparada a 50mW/cm? nas células de adenocarcinoma
mamario. Para as células de fibroblasto, a viabilidade celular foi reduzida comparada as
demais poténcias estudadas.

Nas células de adenocarcinoma (Fig. 33,A), a viabilidade celular foi reduzida
para 61%, quando se utilizou apenas a irradiacdo do LED. No entanto, ao aplicar os
tratamentos com as formulacfes NE-ALCLFT e NE-ALCLFT-FO, a viabilidade celular
foi reduzida para 18% em todas as concentra¢des testadas. J& para a formulacdo MIC-
FO-ALCLFT, a menor viabilidade encontrada foi de 25%, na concentracdo 0,312uM.

Nas células de fibroblastos (Fig. 33,B), a porcentagem da viabilidade celular foi
para 77% quando utilizado apenas o LED. Para as formulaces NE-ALCLFT e NE-
ALCLF-FO, a reducdo foi para 15%, em todas as concentragdes analisadas. Ja a
formulagdo MIC-FO-ALCLFT a viabilidade celular manteve-se entre 18% a 23% nas

concentragdes estudadas.
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Figura 31. Gréficos representando o percentual de viabilidade celular ap6s incubacgdo
por 15 minutos e aplicagdo da TFD.Dez minutos de exposi¢édo ao LED com a poténcia
de 100mW/cm?. (E) Linhagem de adenocarcinoma mamaério (4T1) (F) Linhagem de
fibroblastos (NIH/3T3). Concentra¢bes utilizadas (0,009uM, 0,019uM, 0,039uM,
0,078uM, 0,156uM e 0,312uM) de (a,d) NE-ALCLFT, (b,e) NE-ALCLFT-FO e (c,f)
MIC-FO-ALCLFT. Em ambos, utilizou-se o método colorimétrico de detecgdo por
MTT. Estatistica realizada por ANOVA, com pds-teste Bonferroni, p <0,001.

Portanto, segundo as analises dos resultados dos ensaios de MTT, foi possivel
observar que o tratamento utilizando as nanoformulagcdes NE-ALCLFT e NE-ALCLFT-
FO, provoca maior reducdo na viabilidade celular, comparada a formulacdo MIC-FO-
ALCLFT. Além disso, foi constatado que a variagdo da poténcia utilizada pelo LED,
influéncia nas porcentagens de morte celular. Outro fator relevante, é que o

comportamento da viabilidade celular é diferente para as células tumorais e as células
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ndo-tumorais de acordo com a poténcia utilizada para a realizagdo dos tratamentos com
a TFD.

5.4. Anéalise microscopica da morfologia das células de adenocarcinoma
mamario (4T1) e fibroblastos (NIH/3T3), apds os tratamentos com TFD

As fotomicrografias obtidas por microscopia de contraste de fase da linhagem
de adenocarcinoma murino (4T1-luc)(Fig. 34) mostram que as células do grupo controle
(sem tratamento) apresentaram morfologia tipico desta, contendo caracteristicas como
presenca de varias projecdes da membrana citoplasmatica, com ndcleos e nucléolos bem
evidentes e formato fusiforme. Ainda, observou-se que as projecées da membrana entre
as células, no campo observado, representam pontos de adeséao focal, ou seja, pontos em
que ha interacGes entre elas e estes aspectos sugerem demonstrar que o citoesqueleto de
actina esta integro. Além disso, observou-se que as células encontravam-se aderidas a
placa de cultura.

Em relacdo aos grupos que foram tratados com as nanoformulacbes e a TFD,
foi observada menor confluéncia celular em relagcdo ao controle. Além disso, notou-se
varios aspectos diferentes do grupo controle, como, auséncia de projecdes
citoplasmaticas, reducdo do volume do citoplasma, presenca de debris e formato
arredondado, o que pode demonstrar que as células perderam a aderéncia ao substrato
(neste caso, a placa), processo que antecede células em processo de morte celular, e que
sdo caracteristicas peculiares de células com alteracGes no citoesqueleto de actina. Outra
caracteristica precedente de toxicidade celular foi a presenca de maior granulosidade em
algumas células e isto pode estar relacionado com o aumento do nimero de vesiculas
dentro da celula e formacdo de inimeros vacuolos, caracteristica que pode indicar
alteracbes que podem induzir a morte celular. Todas essas caracteristicas foram
observadas principalmente com o uso das nanoformulagdes NE-ALCLFT e NE-
ALCLFT-FO, em todas as poténcias testadas (10mW/cmz2, 50mW/cm2 e 100mW/cm?2).
Ja nos tratamentos utilizando a formulacdo MIC-FO-ALCLFT, observou-se que esses
efeitos citotoxicos supracitados foram mais atenuados, visto que as alteracGes notadas
foram principalmente apenas com relacdo a modificagdo morfolégica para o formato
arredondado e algumas alteragbes no citoesqueleto, no entanto, ainda é possivel

observar estruturas caracteristicas desta linhagem celular (Fig. 34, de A aJ).
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Figura 32. Alteracbes morfoldgicas e estruturais induzidas pela TFD utilizando as
nanoformulagdes (NE-ALCLFT, NE-ALCLFT-FO, MIC-FO-ALCLFT) em células de
carcinoma mamario (linhagem 4T1).Analise apds a incubacdo por 15 minutos das
respectivas nanoformulagdes na concentracdo de 0,078uM e posterior aplicacdo da
TFD. Dez minutos de exposi¢do ao LED com as poténcias de 10mW/cm?, 50mW/cm? e
100mW/cmz2. As imagens foram divididas em duas colunas, sendo a resolucéo de 20x
(esquerda) e 40x (direita). (A) Controle (células sem tratamento); (B, C, D, E, F, G, H,
I, J) Grupos Tratados. Nas células tratadas, é possivel notar alteragBes estruturais,
modificacdo citoplasmatica, presenca de debris e formas arredondadas.

Também foram avaliados os efeitos morfolégicos causados pelos tratamentos
nas células de fibroblastos (NIH/3T3) (Fig. 35). No grupo controle (sem tratamento)
desta linhagem, se podem observar caracteristicas peculiares referentes destas células,
como formato estrelado, nucleos e nucléolo bem evidentes, presenga de granulos e
aspectos aderentes ao substrato (no caso a placa). No entanto, nos grupos onde as
células receberam os tratamentos, principalmente nas formulagdes NE-ALCLFT e NE-
ALCLFT-FO, tais caracteristicas sdo modificadas. Nota-se a presenca de vacuolos nas
células, perda de aderéncia ao substrato, modificagdo na estrutura citoplasmaética celular
e diminuicdo da confluéncia nas regifes analisadas, caracterizando aspectoscitotoxicos e
de morte celular. Nos tratamentos utilizando MIC-FO-ALCLFT, as estrtuturas

apresentaram alteragdes atenuantes (Fig. 35 de A aJ).
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Figura 33. Alteracbes morfoldgicas e estruturais induzidas pela TFD utilizando as
nanoformulagdes (NE-ALCLFT, NE-ALCLFT-FO, MIC-FO-ALCLFT) em células de
fibroblasto (linhagem NIH/3T3).Anélise apds a incubacdo por 15 minutos das
respectivas nanoformulagdes na concentracdo de 0,078uM e posterior aplicacdo da
TFD. Dez minutos de exposi¢do ao LED com as poténcias de 10mW/cm?, 50mW/cm? e
100mW/cm2. As imagens foram divididas em duas colunas, sendo a resolugdo de 20x
(esquerda) e 40x (direita). (A) Controle (células sem tratamento); (B, C, D, E, F, G, H,
I, J) Grupos Tratados. Nas células tratadas, é possivel notar alteracBes estruturais,
modificacdo citoplasmatica, presenca de debris e estruturas amorficas.

Portanto, conforme as andlises realizadas pelas fotomicrografias observou-se que
os tratamentos utilizando a TFD, ocasionam alteracbes relevantes nas estruturas
morfoldgicas das linhagens celulares estudas. Em ambas as células notam-se a presenca
de vactolos, modificacdo citoplasmaticas, perda de aderéncia no subtrato e
consequéncia morte celular. Além disso, ressalta-se que as altera¢des sdo mais evidentes
quando utilizada as nanoformulacbes NE-ALCLFT e NE-ALCLFT-FO, que
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comparadas a MIC-FO-ALCLFT. Esses dados complementam e corroboram os

resultados dos testes pelo MTT.

6. EXPERIMENTOS IN VIVO

6.1. Inducéo Tumoral

O modelo de indugdo tumoral foi ortotopico, realizada na quinta mama do
camundongo. A Figura 36 mostra a visualizagdo da bioluminescéncia, avaliada pelo
equipamento IVIS Lumina XR, representando a quantidade de bioluminescéncia
expressa pela reacdo da luciferina com a luciferase, mostrando a quantidade de células

na regiao.

A

Figura 34. Representacdo do modelo ortotopico de células tumorais de carcinoma
adenocarcinoma mamario mamario (4T1-luciferase) na quinta mama do
camundongo. A imagem demonstra a visualizacdo da bioluminescéncia, visualizada
pelo equipamento lvis Lumina XR. (A). Aquisi¢cdo de imagem em campo normal.
(B) Aquisicdo de imagem com Raio X.

6.2. Analises da biodistribuicdo das nanoformulagdes (NE-ALCLFT, NE-
ALCLFT-FO e MIC-FO-ALCLFT).

As analises dos testes de biodistribuicdo in vivo permitiu obervar a circulagédo

endovenosa das nanoformulacgdes utilizadas por imageamento em tempo real no IVIS
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Lumina XR. Tais analises mostram a intensidade de fluorescéncia nos tempos: 1,2, 4, 6,
8, 10 e 12 horas, para as formulacdes NE-ALCLFT, NE-ALCLFT-FO e MIC-FO-
ALCLFT.

Nestes intervalos, observa-se que ha uma maior intensidade de fluorescéncia nos
tempos de 6horas e 10horas, independente da nanoformulacao utilizada. Além disso, as
imagens mostram que ha um distribuicdo das formulag@es por todo o corpo do animal, e
maior retencdo na cauda, possivelmente devido ao extravasamento das nanoformulac6es
na aplicacdo. Nota-se que as principais regifes atingidas pelas nanoformulagées, foram
as regides dos linfonodos, pulméo, figado, baco e rins.

A formulacdo NE-ALCLFT, apresentou maior intensidade na regido tumoral. Além
disso, pode-se notar que a partir de 2horas havia uma concentracdo na regido dos
linfonodos, rins e figado. Posteriormente as 4horas, podia-se observar a presenca de
fluorescéncia na regido torécica (Fig.37, A).

A formulacdo NE-ALCLFT-FO, apresentou intensidade de fluorescéncia na regido
do figado, linfonodos e rins especialmente nos intervalos de 4, 6, 8, 10 e 12 horas, em
uma intensidade menor a comparada a NE-ALCLFT (Fig.37, B).

A formulagdo MIC-FO-ALCLFT, apresentou alta intensidade de fluorescéncia na

regido do figado e baco, principalmente nos intervalos de 6 horas a 10 horas (Fig.37, C).

Assim, a partir dos dados in vivo decidimos que haveria necessidade de analises ex

vivo nos tempos de 6horas e 10 horas, para a melhor quantificacdo da intensidade de

fluorescéncia nos 6érgéos analisados.
NE-ALCLFT
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NE-ALCLFT-FO

Figura 35. Andlise da biodistribuicdo in vivo pelo equipamento IVIS Lumina XR,
medindo a intensidade de fluorescéncia das nanoformulacbes. (A) Representa a
formulacdo NE-ALCLFT. (B) Representa a formulacdo NE-ALCLFT-FO. (C)
Representa a formulacdo MIC-FO-ALCLFT. Foram analisado os intervalos 1, 2, 4, 6, 8,
10 e 12horas.
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6.3.  Andlise EX-VIVO da biodistribuicdo das nanoformulagdes em 6 e 10 horas

As andlises realizadas ex vivo permitiram quantificar a intensidade de fluorescéncia
nos 6rgaos dos animais. Foram observados nos tempos de 6 e 10 horas, 0s seguintes
orgdos: tumor, mama contralateral, linfonodo sentinela, linfonodo contralateral, rins,
baco, figado, coracéo, cérebro e pulmao.

O grupo controle negativo (com tumor, mas sem a administracdo de
nanoformulagdes) mostrou uma pequena taxa de fluorescéncia (autofluorescéncia)
presente naturalmente nos 6rgaos, principalmente rins, pulméo, figado e cérebro.

Os dados mostram que a NE-ALCLFT (Fig. 38 A, B), atinge pelo menos uma
pequena proporcao de todos os Orgdos analisados. Essa proporcdo é aumentada no
intervalo de 10h comparada a 6h. Os principais 6rgaos atingidos por essa formulacao
sdo o figado, baco, o linfonodo sentinela e os rins. Também é observada a presenca da
intensidade de fluorescéncia no tumor, a qual permanece constante nos tempos

analisados.

" LEGENDA

TUMOR ,
O FIGADO

MAMA O
O CORACAO
LINF. SENTINELA O

O CEREBRO
LINF. CONTRALATERAL O
O PULMAO
RINS
O o



76

(A)

NE-ALCLFT

CONTROLE

6 HORAS

10 HORAS

NE-ALCLFT

8.0x10° 7

CONTROLE POSITIVO
I3 NE-ALCLFT- 6H
3 NE-ALCLFT-10H

6.0x10°

4.0x10° 4

2.0x108 -

Fluorescéncia (ROI)

ORGAOS

Figura 36. Imagem da biodistribuicdo ex vivo da formulacdo NE-ALCLFT. (A) A
imagem dos orgdos contendo a NE-ALCLFT, tendo o grupo controle e os intervalo de 6

e 10 horas. No grafico (B) € possivel observar a alta intensidade de fluorescéncia
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(quantificada pelo ROI), principalmente no figado, pulmdo e linfonodo sentinela. A
medida que o tempo passa ( de 6horas para 10 horas), essa quantidade aumenta, no

entanto, mantém-se proporcional na regido do tumor.

A nanoformulacdo NE-ALCLFT-FO, também apresentou intensidade de
fluorescéncia em todos os 6rgédos analisados, principalmente no figado, rins e pulmao,
com intensidade significativa no cérebro as 6horas. No tumor, o melhor tempo seria as 6
horas (Fig. 39, A, B).
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Figura 37. Andlise da intensidade de fluorescéncia da biodistribuicdo ex vivo da
formulacdo NE-ALCLFT-FO. (A) A imagem dos 6rgdos contendo a NE-ALCLFT-FO,
tendo o grupo controle e os intervalo de 6 e 10 horas. No gréafico (B) é possivel observar
a alta intensidade de fluorescéncia (quantificada pelo ROI), principalmente no figado,
pulm&o, cérebro e linfonodo sentinela. A medida que o tempo passa (de 6horas para 10
horas), a quantidade de fluorescéncia decai para alguns 6rgéao (rins, figado e cérebro) e
aumenta em outros (linfonodo sentinela e pulméo). Mantém-se proporcional na regido

do tumor.

As andlises da formulacdo MIC-FO-ALCLFT foi a que apresentou menor
intensidade de fluorescéncia nos Orgdos analisados, comparando-se as outras
nanoformulagdes. Os principais 6rgdos atingidos foram figado, rins e pulmdo. A

presenca da nanoformul¢éo no tumor, ndo foi significativa (Fig. 40 A, B).

(C) MIC-FO-ALCLFT

CONTROLE
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10 HORAS

(B)
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Figura 38. Andlise da biodistribuicdo ex vivo da formulacdo MIC-FO-ALCLFT. (A) A
imagem dos oOrgdos contendo a MIC-FO-ALCLFT, tendo o grupo controle e os
intervalo de 6 e 10 horas. No grafico (B) é possivel observar a alta intensidade de
fluorescéncia (quantificada pelo ROI), principalmente no figado e pulmao.

6.2.1. Analise da relagdo entre o numero de células tumorais e a quantidade de

fluorescéncia presente das nanoformulacdes.

A bioluminescéncia representa a presenca de células tumorais em uma
determinada regido, devido a reacdo entre a luciferina e a enzima luciferase trasfectada
na célula 4T1, conforme ja descrito, permitindo semi-quantificar a intensidade desta
reacao, e assim mensurar a quantidade de células vivas.

Assim, foi feita a relacdo da quantidade expressa de bioluminescéncia (células
vivas na regido tumoral), com a presenca de fluorescéncia (dada pelas nanoformulagdes)
relacionadas ao tumor, a fim de avaliar a intensidade de fluorescéncia das
nanoformulagdes por quantidade de células tumorais, nos tempo 6 e 10 horas.

Com isso, péde-se observar que ndo houve variac¢des significativas (p<0.05) na
guantidade de bioluminescéncia entre as regifes tumorais analisadas (Fig. 41, A). Isso
mostra que a quantidade de fluorescéncia na regido analisada, ndo é influenciada pelo
tamanho tumoral, podendo dar informacdes mais concisas quanto a presenca da

intensidade de fluorescéncia presente das nanoformulagdes (Fig. 41, B).

(A) (B)
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Figura 39. Analise de bioluminescéncia e fluorescéncia pelas nanoformulacGes nos
intervalos de 6h e 10h. (A) Analise da bioluminescéncia do tumor, a qual representa o
tamanho tumoral avaliado pela quantidade de bioluminescéncia presente na regiéo. (B)
Anélise da intensidade de fluorescéncia das nanoformulagdes, quantificada em cada
tumor nos tempos de 6h e 10h. Estatistica OneWay-ANOVA, p<0.05.

6.2.2. Relacdo entre o peso dos 6rgdos e da intensidade de fluorescéncia expressa

pelas nanoformulacdes.

A fim de se ter a propor¢do do tamanho dos 6rgdos analisados e uma
compara¢do mais minuciosa, todos 0s 6rgdos dos animais em analise foram pesados.
Pdde-se concluir que ndo houve diferencas significativas quanto ao peso dos
orgdos entre os grupos analisados (Controle, NE-ALCLFT, NE-ALCLFT-FO e MIC-
FO-ALCLFT), tanto para o tempo de 6h (Fig. 42,A) como de 10h (Fig. 42, B).
(A)
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Figura 40. Avaliacdo do peso dos 6rgaos segundo as analises de biodistribuicdo ex vivo
das nanoformulagtes. (A) Representa os 6rgdos do intervalo de 6horas. (B) Representa
0s 6rgdos do intervalo de 10horas.

Com base nos pesos dos 6rgaos e a intensidade de fluorescéncia em cada um
deles, foi feita a relagdo entre a proporcdo de fluorescéncia pelo peso. Concluiu-se que
apesar do figado ter massa maior, comparada ao tumor, a nanoformulagdo NE-ALCLFT
(6 horas), se manteve em maior propor¢do no tumor (Fig. 43, A). Ja as formulacGes NE-
ALCLFT-FO e MIC-FO-ALCLFT (6 horas) a relacdo da fluorescéncia presente no
figado € proporcionalmente maior (Fig. 43, A).

No tempo de 10horas, a proporcdo de intensidade de fluorescéncia no figado
diminui, e as formulacbes NE-ALCLFT-FO e MIC-FO-ALCLFT, aumenta no tumor
(Fig. 43, B).
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Figura 41. Relacdo entre o peso dos 6rgdos e a intensidade de fluorescéncia presente em
cada 6rgdo. (A) Andlise as 6h. (B) Analise as 10h.

6.2.3. Analise clinica da presencga das nanoemulsées no linfonodo sentinela

No ato da eutanésia dos animais, foi observado o acimulo da nanoformulacéo de
NE-ALCLFT e da NE-ALCLFT-FO, no linfonodo sentinela dos animas. Essas analises

podem ser visualizadas na imagem da Figura 44 (A,B).

A B.
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Figura 42. Fotografia da regido do linfonodo sentinela. (A) Animal que recebeu a NE-
ALCLFT. (B) Animal que recebeu a NE-ALCLFT-FO. Note a coloragdo mais escura
ocasionada possivelmente pelo acumulo das nanoformulacdes nesta regido (setas).

6.4. Andalise do volume tumoral no decorrer dos tratamentos

A comparacéo do volume tumoral foi feita com base nas medidas realizadas com
auxilio de um paquimetro durante todo o tratamento realizado (6 semanas). Os dados
mostram que inicialmente todos os grupos apresentaram em média volume tumoral de
25mms,

O grupo controle positivo (animais com tumor e ndo tratados) e daqueles que
receberam NE-ALCLFT (sem a aplicacdo de TFD), e com a aplicacdo apenas do LED
(sem a nanoemulsdo), apresentaram aumento crescente no volume tumoral (Fig. 46 A).

O grupo dos animais que receberam apenas o LED teve o aumento exponencial
do volume tumoral, chegando a apresentar na Gltima semana 895mm3, sendo 0 grupo
que apresentou maior aumento do tumor comparado aos demais grupos.

Os grupos do controle positivo e da NE-ALCLFT (sem a TFD), apresentaram
taxa de crescimento linear, semelhante entre si, tendo o maior volume apresentado na

ultima semana.

Ja os animais que foram tratados com a aplicacdo da TFD (Tratamento
Sistémico (endovenoso, irradiacdo sistémica), Parcialmente Sistémico (endovenoso,
irradiacdo local) e Local (intratumoral, com irradiacdo sistémica) apresentaram
regressdo do volume tumoral em todos os grupos, comparado aos grupos nédo tratados
com a TFD (Fig. 46, B).

O grupo com Tratamento Sistémico, apresentou regressdo do volume tumoral
para 9mm3 na Ultima semana de tratamento com a TFD.

O grupo Parcialmente Sistémico apresentou reducdo para 0,42mm?3 do volume
tumoral na ultima sessdo de tratamento com a TFD, apresentando a melhor forma de
tratamento. Este grupo teve 80% na eficiéncia do tratamento, visto que 4 animais
tiveram a reducdo total do tumor (n=5).

O grupo Tratamento Local, apresentou reducdo do volume tumoral para 37mm3

na Ultima sessdo de tratamento com a TFD.
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Figura 43. Analise do volume tumoral dos grupos nndo tratados com TFD (A) e dos
grupos tratados com TFD (B). Variagdo do volume tumoral no decorrer das semanas de
tratamento, sendo no total 6 sessdes. Volume calculado segundo a férmula:
(Comprimento) x (largura)? x 0,5. (A) Note que no grafico dos grupos néo tratados com
a TFD, a escala do eixo Y é de 0 a 1000 mm3, e no grafico dos grupos tratadas com
TFD (B) a escala € de 0 a 100mm3. Este aspecto é para a melhor visualiza¢do da analise
de regressao do volume tumoral, comparando os grupos tratados e ndo tratados com a

aplicacdo da TFD.
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Ressalta-se que , ap0s as sessOes de tratamentos, ja podia se perceber aspectos
clinicos, como presenca de necrose, apos a irradiacdo da terapia fotodinamica (Fig. 47).

Figura 44. Imagens ap0s terceira sessdo de tratamentos com aplicacdo da TFD. (A)
Tratamento sisttmico (endovenoso) com irradiagdo sistémica. (B) Tratamento local
(intratumoral) com irradiagdo sistémica. (C). Tratamento endovenoso com Irradiagao
local.

6.5. Taxa de sobrevivéncia ap6s tratamentos

Ao final dos tratamentos houve diferenca na quantidade de animais que
sobreviveram ap0@s os tratamentos, ressaltando que o grupo inicialmente era constituido
de n=5. Os grupos controle negativo, NE-ALCLFT (sé a nanoformulacdo) e parcial
sisttmico (administracdo endovenosa com irradiacdo sistémica), apresentaram taxa de
100% de sobrevivéncia, visto que nenhum animal morreu durante os tratamentos. O
controle positivo (com tumor e sem tratamento) e o tratamento LOCAL (administracéo
intratumoral e irradiacdo sistémica) apresentaram 80% de sobrevivéncia, visto que 1
animais de cada grupo foi encontrado morto. Ja o grupo sisttmico (administracéo
endovenosa com irradiagdo sistémica) apresentou 60% de sobrevivéncia, onde 2
animais morreram ap6s a administracdo do anestésico e da nanoformulacdo. Os dados
sdo representados na Figura
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Figura 45. Quantidade de animais (em porcentagem) que sobreviveram apés todos 0s
tratamentos.

6.6.  Analise por Tomografia Computadorizada

As analises por tomografia computadorizada realizadas no PET/SPECT permitiram
analisar o volume pulmonar e 6sseo dos grupos. Esses dados ajudam a avaliar a
presenca de possiveis focos metastaticos, com base na avaliacdo e quantificacdo do
volume desses 6rgdos, comparando 0s grupos controle negativo (saudaveis), controle
positivo (com tumor e ndo tratados), e os demais grupos. As imagens foram feitas em
corte transversal, sagital e frontal (Figura 48. A, B). Além disso, fez-se uma imagem
representativa avaliando a estrutura 6ssea e o pulmao, a qual se encontra na Figura 49.

Foi possivel analisar, que ndo houve alteragdes significativas no volume 6sseo dos
grupos analisados (Figura 50, A). J& 0 volume pulmonar, apresentou reducao nos grupos
utilizando apenas o LED, e no grupo do tratamento local (por administracdo
intratumoral) (Figura 50, B). Essa reducdo pode ser indicios da presenca de focos

metastaticos, mas que foram corroboradas com as analises histopatolégicas.



87

Figura 46. Imagens de tomografia computadorizada dos animais do grupo controle
negativo (A) e controle positivo (B). As imagens apresentam corte transverso (a), sagital
(b) e frontal (c). Note que o pulméo do grupo controle negativo, visualizado no corte
frontal, apresenta coloracdo preta, a qual € indicio da presenca de ar no pulméo. Ja o
pulméo do grupo controle positivo, no corte frontal, ndo apresenta este mesmo aspecto.
Setas ressaltando os pulmdes.

Figura 47. Imagem tridimensional do animal do grupo controle positivo. Posic¢éo frontal
em (direita) e sagital (esquerda). Ressalta-se a estrutura pulmonar e dssea do animal.
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Figura 48. Analise do volume 6sseo (A) e pulmonar (B), dos grupos apds 0s
tratamentos.

6.7.  Analise do peso do figado, baco e tumor, apds a exciséo cirurgica

A fim de identificar se houve alteraces no tamanho dos 6rgaos figado, baco e
tumor, foi realizada a analise do peso destes 6rgdos (Figura 51).

PAde-se observar o aumento significativo (p<0,05) nos 6rgdos do figado (Fig.
51, A) baco (Fig. 51, B) e tumor (Fig. 51, C) do grupo utilizando apenas o LED em
relacdo ao controle positivo (Fig. 46). Este aspecto pode ressaltar caracteristicas como
hepatomegalia e esplenomegalia, as quais séo alteragdes no aumento do volume nestes
Orgaos.

Nos demais grupo nédo foi apresentado alteracfes significativas com relacdo ao

peso.
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Figura 49. Peso dos 6rgdos (figado, baco e tumor) no dia da eutanasia dos animais. As
analises estatisticas foram feitas utilizando Two-WayANOVA, com poés-teste de
Bonferroni (p<0,05). Abaixo do gréafico, tém-se imagens de fotos mostrando o (A)
Figado (porcdo do lébulo maior), (B) Baco e (C) Tumor do grupo LED, evidenciamento

0 aumento destes 6rgaos.

6.8.  Analise do poso corporal dos animais

No inicio dos tratamentos a massa corporal dos animais estava em torno de 23g a
25g. Durante o decorrer dos tratamentos as variagbes do peso mais relevantes,
observadas foram: Na segunda semana houve o aumento de peso para 27g, do grupo
Sistémico (endovenoso e irradiacdo sistémica) (Fig. 45), e diminuicdo de peso para 229
no grupo parcialmente sistémico (endovenoso, e irradiacdo local). Entre a terceira e a
quarta semana de tratamentos, o grupo “s6 LED” apresentou aumento de peso para uma
média de 27g.

Os demais grupos (controle negativo (sem tumor), controle positivo (com tumor e
sem tratamento), tratamento local (intratumoral e LED sistémico), e apenas a
nanoemulsdo (s6 NE-ALCLFT)) ndo apresentaram variagdes significativas na massa

corporal durante os tratamentos.
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Figura 50. Peso corporal monitorado por 6 semanas (1 vez por semana) durante o
periodo de tratamento por TFD em camundongos Balb/c portando tumores da linhagem

4T1-luc.

6.9. Andlises clinicas
6.9.1. Hemograma

Para as analises do hemograma, foram avaliadas as taxas dos seguintes elementos:
glébulos brancos, eritrécitos, hemoglobina, hematocrito, hemoglobina corpuscular
média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular media (CHCM) e plaquetas.

Nestes parametros, foram observados em todos 0s grupos, significativas alteracdes
nas taxas de glébulos brancos e trombocitose (aumento de plagquetas no sangue), em
relacdo ao grupo controle negativo (saudavel). O grupo tratado com apenas o LED,
apresentou reducdo nas taxas de eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito. Os demais
parametros apresentaram valores normais.

Os dados podem ser observados na Tabela 8.



Tabela 8. Analise hemograma apds tratamentos.
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GRUPOS Glohulos Eritrocitos  Hemoglohina  Hematocrito MCV (fL) HCM (pg) CHCM (g/dL) Plaquetas
Brancos (WBC) (REBC) (HGB) (HCT) (%) (x103/uL,)
(103/yL) (L06/yL.) (g/dL)
Controle 32+116 905100 1315157 3223+385 3555045 145+026 408 +037 7285389
Negativo
Controle 40.82+50.11 044+143 1348+184 336470 3568+0.33 1432 =033 4012+0.32 10308 =
Positive 4074
So LED 106.7 £ 66.44 600366 885526 21731116 3615106 1470463 4067097 631 £ 465
S0 ALCLFT 311478 02+088 133.£1.15 328+3.17 3534043 144039 HE£068 107168+
471
Trat. 205+4471 081+083 1316115 334+202 3403066 1325+055 3043+0.80 1208 £473
Sistémico
Total
Trat. 18.82 £32323 048 =002 13.06=_132 3294 =344 3468 =040 1376, =023 3966 035 11316+£312
Sistémico e
LED Jocal
Trat. Local 1423 =161 009 =1.06 1312 £127 3185 +3.00 35.05 036 1445 £046 413 £131 1220 +180

6.9.2. Bioquimico

Foram feitas avaliacdes bioquimica dos analitos, ALT, AST, CK-MB, ferro e ureia.

Ressalta-se que as enzimas ALT e AST, sdo importantes substancias que indicam

possiveis disfuncdes hepatica, enquanto que a isoenzima CK-MB avalia possivel dano
cardiaco, e a ureia, a funcéo renal.

Segundo a analise estatistica realizada pelo teste Two-Way-ANOVA, com pos teste

Bonferroni com p<0,05, os valores para todos 0s grupos apresentaram normais, com

relacdo ao grupo controle negativo (saudaveis), para os analitos ALT, AST, ferro e

ureia, 0 que indica que mesmo com os tratamentos utilizando a TFD, ndo houve

alteracOes permanentes destas enzimas no figado e rins (Fig. 52).
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Figura 51. Andlise bioquimica dos analitos alanina transaminase (ALT), aspartato
transaminase (AST), isoenzima CK-MB, ferro e ureia. Esses analitos, visam as analises
complementares das fungdes hepaticas (ALT eAST), renais (Ureia), cardiacas (CK-MB)
e disfungdes relacionadas ao ferro. Os testes foram feitos com base na analise

estatisticas por Two-Way-ANOVA, com poés-teste Bonferrone, considerando p<0,05.

6.10. Histopatologia

Dentro dos parametros histologicos considerados como resposta do tumor a terapia
temos: necrose; redugdo do tamanho em relagdo ao inicial; infiltrado inflamatorio;
fibroplasia estromal (4 critérios). Existem outros parametros, mas estes sdo 0s principais
que foram avaliados neste trabalho.

Sabe-se que a resposta a terapia pode ser parcial, onde apenas uma parte do tumor
morre, ou completa, quando ndo ha mais vestigios da presenca do tumor. Tumores que
crescem muito rapido podem sofrer necrose de forma espontanea, e este fator, acontece
porque a massa tumoral cresce em uma velocidade maior que a vasculariza¢do consegue
acompanhar. Esta necrose ocorre geralmente no centro do tumor, mas de forma geral

ndo e possivel distinguir a necrose espontanea da necrose induzida pela terapia.
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Entretanto, a necrose induzida por terapéutica costuma ser maior e mais difusa que a
necrose espontanea, conforme analisado neste trabalho.

Outro fator, é a presenca de infiltrado inflamatdrio, o qual ocorre tanto pela presenca
do tumor em si quanto por uma resposta a terapia, visto que, quando ocorre a morte
celular, temos a liberacdo de conteudo das células mortas no estroma e inducdo da
resposta inflamatdria.

A fibroplasia estromal é uma resposta estereotipada do organismo contra uma
agressdo. O tecido conjuntivo perilesional reage formando fibrose (cicatriz). Ela
também € um marcador de resposta a terapia antitumoral. O tumor morre em
decorréncia da terapia e 0 espaco que antes era ocupado por ele é preenchido por
fibrose.

O carcinoma mamario apresenta varios tipos histologicos (tubular, cribriforme,
solido, comedo e papilar) e diversos graus histolégicos (baixo grau e alto grau).
Contudo, a inducdo tumoral nestes camundongos produziu geralmente o carcinoma
solido de alto grau.

Portanto, com base nas analises histopatoldgicas, de forma geral, de 100% de todos
0s grupos analisados (com excecdo do grupo controle negativo), 60% apresentaram
carcinoma mamario nos cortes histologicos. Nestes, também foi possivel perceber a
presenca de necrose e infiltrados inflamatorios. Dos 40% restantes, foi possivel
encontrar indicios histoldgicos da presenca prévia de neoplasia no leito tumoral (TU) na
forma de fibrose estromal e/ou infiltrado inflamatério, sendo que 4 animais, eram
pertencentes ao grupo do tratamento sistémico endovenoso com irradiacdo no local do
tumor, podendo corresponder a resposta completa a terapia. Portanto, neste grupo em

especifico, apresentou eficacia de 80% no tratamento realizado (n=5).

6.7.8. Sumarizacao dos achados histoldgicos (descricdo completa em Apéndice I):

Para facilitar as analises histopatologicas, foram reunidas informacdes gerais de

acordo com cada grupo de tratamento. Essas analises sdo dadas a seguir.

e Grupo controle negativo.
o Animal 1
= Laminas com aspecto histolégico habitual.
o Animal 2
= Laminas com aspecto histolégico habitual.
o Animal 3
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= Laminas com aspecto histolégico habitual.
o Animal 4

= Laminas com aspecto histolégico habitual.
o Animal 5

= Laminas com aspecto histolégico habitual.

e Grupo controle positivo (com inducédo tumoral e sem tratamentos)
o Animal 1
= Laminas com aspecto histologico habitual, indicando possivel
regressdao tumoral espontanea.
o Animal 2
= Carcinoma mamario padréo sélido em tumor, medindo 11,0 mm
de didmetro, com 20% de necrose, leve infiltrado inflamatdrio
misto, sem fibrose estromal.
= Metastase em pulmao.
o Animal 3
= Carcinoma mamario padrdo sélido em tumor
» Metéstases de carcinoma mamario em pulmdo, linfonodo
sentinela e na glandula adrenal em rins.
= Presenca de leve hepatite neutrofilica periportal, sem necrose, em
figado
o Animal 4
= Carcinoma mamario padrdo sélido em tumor
» Presenca de hiperplasia linféide reacional em linfonodos de
pulmao.
» Presenca de moderado infiltrado inflamat6rio linfocitico em
mama contralateral.
Observacgdo: Um dos animais deste grupo, morreu durante os tratamentos.

e Grupo de Tratamento sistémico (endovenoso) com irradiacédo sistémica (corpo
inteiro do animal)
o Animall
= Carcinoma mamario padrdo solido na mama contralateral,
medindo 11,0 mm de didmetro, com 20% de necrose, leve
infiltrado inflamatorio misto, sem fibrose estromal.
= Metastases em pulméo e linfonodo sentinela.
o Animal 2
= Presenca de leve fibrose estromal no tumor.
o Animal 3
= Carcinoma mamario padrdo sélido no tumor, medindo 15,0 mm
de diametro, sem necrose. Presenca de moderado infiltrado
inflamatorio linfocitico e leve fibrose estromal.

Observacao: Neste tratamento, dois animais morreram durante 0s experimentos.
e Grupo de tratamento sistémico (endovenoso) com irradiagédo local

o Animal 1
= Laminas com aspecto histolégico habitual.
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o Animal 2

La&minas com aspecto histoldgico habitual.

o Animal 3

Laminas com aspecto histoldgico habitual.

o Animal 4

Carcinoma mamario padréo solido em tumor, medindo 30,0 mm
de didmetro, com 15% de necrose, leve infiltrado inflamatério
misto, sem fibrose estromal.

Metastases em pulméo, figado e baco.

Mama contralateral com hemorragia tecidual.

o Animal 5

Presenca de leve fibrose estromal em lamina de tumor.

e Grupo com tratamento local (intratumoral) e irradiacéo sistémica
o Animal 1

Presenca de leve fibrose estromal e leve infiltrado inflamatorio
linfocitico em tumor.

o Animal 2

Carcinoma mamario padréo sélido em tumor, medindo 21,0 mm
de diametro, com 60% de necrose, leve infiltrado inflamatério
misto, sem fibrose estromal.

Metéastase em pulméo.

o Animal 3

Carcinoma mamario padréo sélido em tumor, medindo 28,0 mm
de didmetro, com 15% de necrose, leve infiltrado inflamatério
misto, sem fibrose estromal.

Metéastases em pulmdo, figado, baco, linfonodo sentinela e
linfonodo contralateral.

Presenca de trombo cardiaco intraventriculo direito no corago.
Presenca de moderado infiltrado inflamatorio linfocitico na mama
contralateral.

o Animal 4

Metastase de carcinoma mamario padrdo sélido em pulméo.

Observacao: durante os tratamentos, um animal morreu.

e Grupo com tratamento apenas utilizando NE-ALCLFT
o Animal 1

Carcinoma mamario padréo sélido em tumor, medindo 19,0 mm
de diametro, com 40% de necrose, leve infiltrado inflamatério
misto, sem fibrose estromal.

Metastases em pulmao, figado e baco.

o Animal 2

Laminas com aspecto histolégico habitual.

o Animal 3

Carcinoma mamario padréo solido em tumor, medindo 9,0 mm de
didmetro, com 20% de necrose, leve infiltrado inflamatdrio misto,
sem fibrose estromal.

Presenca de foco hemorragico em pulméo.
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= Presenca de depdsito de substéncia exogena em linfonodo
sentinela.
o Animal 4

= Carcinoma mamario padrao sélido em tumor

» Presencga de leve fibrose estromal e leve infiltrado inflamatorio
linfocitico em tumor.

o Animal 5

= Carcinoma mamario padrdo solido em tumor, medindo 9,0 mm de
didmetro, com 60% de necrose, leve infiltrado inflamatdrio misto,
sem fibrose estromal.

= Metéstase em linfonodo sentinela.

e Grupo apenas LED
o Animal 1
= Carcinoma mamario padrao s6lido em tumor, medindo 21,0 mm
de didmetro, com 40% de necrose, leve infiltrado inflamatdrio
misto, sem fibrose estromal.
» Metéstases em pulmdo, figado, bacgo, linfonodo sentinela, e
glandula adrenal em rins.
o Animal 2
= Carcinoma mamario padrao sélido em tumor,
= Metéstases em pulmao, figado e linfonodo contralateral
= Presenca de moderada fibrose estromal e infiltrado inflamatoério
linfocitico em mama contralateral.
o Animal 3
= Carcinoma mamario padrdo sélido em tumor, medindo 22,0 mm
de diametro, com 60% de necrose, moderado infiltrado
inflamatorio misto, sem fibrose estromal.
= Metastases em cora¢do, pulmao, figado e linfonodo sentinela..
o Animal 4
= Metastases empulmao, linfonodo sentinela e mama contralateral.
= Presenca de leve hepatite neutrofilica periportal, sem necrose, em
figado.
Observacdo: Um do animal deste grupo morreu durante os tratamentos.

Outros achados importantes nos tratamentos foram:
. Em apenas um caso do grupo controle positivo (animais com tumor e
sem tratamentos), foi verificada fibrose adjacente ao tumor principal.
. Em um dos animais do grupo sisttmico (endovenoso) com irradiacéo
local, p6de-se perceber a presenca de hemorragia recente intraparenquimatosa em tecido
mamario em na regido da mama contralateral, mas que pode ser apenas um artefato

técnico e ndo relacionado ao trabalho, mas ao método de eutanasia.



97

. Um dos animais do grupo controle positivo, apresentou hiperplasia
linfoide reacional bem exuberante. O que pode ser indicio da resposta do sistema
imune contra o tumor em si.

Né&o foi possivel comprovar aspectos de infiltracdo vascular e linfatica, visto que tais
analises apresentam caracteristicas por vezes dificeis de avaliar na histologia. E
necessaria a presenca de émbolos tumorais aderidos a parede vascular, o que ndo foi
possivel visualizar nestes cortes histoldgicos, apesar de que a presenca de metastases a
distancia ser um marcador 6bvio da presenca da infiltracdo vascular e linfatica.

Algumas caracteristicas dos dados histoldgicos, especialmente células neoplésicas,
fibrose e infiltrados inflamatdrios, podem ser visualizados nas imagens da Figura 53,
54, 55, 56 e 57.
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Figura 52. Prancha histoldgica retratando o baco e o figado. Os grupos CONTROLE
NEGATIVO, POSITIVO, E SISTEMICO, apresentam aspectos habituais dos tecidos.
No grupo LED, NE-ALCLFT, SISTEMICO-LOCAL e LOCAL apresentam focos

neoplasicos. Todas fotomicrografias foram registradas em objetiva de 40x. Coloracéo
por H&E.



100

CEREBRO CORAGCAO

CONTROL -

CONTROL +

LED

NE-ALCLFT



101

CEREBRO CORACAO

SISTEMICO

SIST-LOC

LOCAL

it X

A

Figura 53. Prancha hlsfolégica retratando o cérebro e o coracdo. Em todos 0s grupos o

cérebro retrata aspectos habituais do tecido. J& o coracdo, apresenta focos neoplésicos
no grupo LED e trombos no grupo LOCAL, apresentando estruturas habituais nos
demais grupos. Todas fotomicrografias foram registradas em objetiva de 40x. Coloragéo
por H&E.
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Figura 54. Prancha histoldgica retratando o linfonodo contralateral e o linfonodo
sentinela. Nos grupos do CONTROLE NEGATIVO, POSITIVO, LED, NE-ALCLFT,
SISTEMICO e SISTEMICO LOCAL, esta mostrando tecidos habituais deste 6rgéo, ja o
grupo LOCAL, apresenta focos neoplasicos. Quanto ao linfonodo sentinela, tem
aspectos neoplasicos nos grupos POSITIVO, LED, LOCAL e SISTEMICO, tendo
aspectos habituais nos demais grupos. Todas fotomicrografias foram registradas em
objetiva de 40x. Coloracéo por H&E.
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Figura 55 Prancha hlstologlca retratando a mama contralateral e a reglao tumoral Em
todas as regides tumorais de todos os grupos, com exce¢cdo do CONTROLE
NEGATIVO e DO SISTEMICO-LOCAL, apresentam areas neoplasicas. O controle
negativo mostra aspecto habituais do tecido. O grupo SISTEMICO-LOCAL, apresenta
areas com fibrose. J& a mama contralateral, apresenta tecidos normais no grupo
CONTROLE NEGATIVO, POSITIVO, LED, NE-ALCLFT, enquanto que no grupo
LOCAL, apresenta uma éarea acentuada de infiltrado inflamatério, e no grupo
SISTEMICO, apresenta focos neoplasicos. No grupo SISTEMICO-LOCAL, evidencia
uma regido hemorrégica. Todas fotomicrografias foram registradas em objetiva de 40x.
Coloracgéo por H&E.
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Figura 56. Prancha histol6gica retratando o pulmdo e os rins. Em todos 0s grupos,
houve focos de células neoplésicas no pulméo em pelo menos um dos animais de cada
grupo, com excecdo do grupo CONTROLE NEGATIVO. Quanto as analises
histolégicas dos rins, h&d a presenca de células neoplésicas no grupo CONTROLE
POSITIVO, apresentando aspectos normais para 0s demais grupos. Todas
fotomicrografias foram registradas em objetiva de 40x. Coloracdo por H&E.
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Com o avanco do uso da terapia fotodindmica (TFD) com a combinacdo da
nanobiotecnologia no tratamento de modelos tumorais, novas formas de terapias tem
sido alvo de pesquisas cientificas. Assim, neste trabalho, foi realizado o estudo de duas
nanoemulsdes e uma micela com a aplicacdo da Terapia Fotodindmica para o tratamento
do céncer de mama.

As nanoemulsdes sdo um sistema de particulas coloidais na gama de tamanhos
na nanoescala, que podem ser usadas como veiculos de moléculas de farmaco (Jaiswal;
DudheSharma, 2014). Segundo Gasto e colaboradores (1991), os principais
componentes das nanoemulsdes € a presenca de 6leo, agentes emulsificantes e uma fase
aquosa, os quais foram utilizados nesteestudo, o 6leo de ricino, o cremophor e o tampao
de PBS como sendo a fase aquosa. Uma mistura de 6leo e agua pode produzir uma
emulsdo temporaria bruta, a qual se separara em duas fases distintas devido a
coalescéncia dos glébulos dispersos (Jaiswal; DudheSharma, 2014). Agentes
emulsificantes, amplamente classificados como tensoativos, podem conferir estabilidade
a tais sistemas (Jaiswal; DudheSharma, 2014), como o caso do Cremophor.

Estes transportadores podem ser esféricas e a sua superficie é amorfa e lipofilica
com uma carga negativa, € o seu tamanho pode variar de 10 a 1.000 nm (Jaiswal;
DudheSharma, 2014). Estas caracteristicas puderam ser observadas nas nanoemulsdes
sintetizadas neste trabalho, visto que as nanoemulsdes de ftalocianina de cloro aluminio
(NE-ALCLFT) apresentaram tamanho hidrodinamico de 36nm, com carga superficial
de -3,133mV (Tabela 5), enquanto que a nanoemulsdo com acido félico contendo a
ftalocianina de cloro aluminio (NE-ALCLFT-FO), apresentou didmetro hidrodindmico
de 65,63nm e carga superficial de -2,14mV (Tabela 6), ambas tendo populagdes
monodispersas (PDI com indice em média de 0,2), morfologia esférica (Figura 19, 20) e
estrutura solida. Tais caracterizacOes, também puderam ser observadas no trabalho de
Muehlmann e colaboradores (2015), o qual utilizou NE-ALCLFT, para a avaliacdo in
vitro de células de adenocarcionama mamario com a aplicacdo da TFD.

Propriedades fotofisicas e fotoquimicas, como a geracdo e a vida util de
oxigénio singleto e triplete, o rendimento quantico de oxigénio (®A), o rendimentos
quanticos de fluorescéncia (®f), sdo parametros que interferem diretamente na
eficiéncia da Terapia Fotodindmica. No caso da ftalocianina de cloro-aluminio, De
Paula e colaboradores (2013), mostram que a propriedade fotoquimica deste



110

fotossensibilizador pode ser aumentada quando nanoencapsulado, tendo o tempo de
vida (til da geracéo de ROS, prolongado.

Outra nanoformulacdo que apresenta uma plataforma versatil na nanomedicina
sdo as micelas, as quais sdo constituidas de polimero, apresentando a biodistribuicéo
dos farmacos melhorados e também, a resposta para o tratamento do cancer (Sutton et
al., 2007). A estrutura nucleo-casca das micelas proporciona varias vantagens para
aplicacdes de administracdo de farmacos. Primeiramente, o encapsulamento de
farmacos dentro do nucleo da micela permite a solubilizacdo de farmacos pouco
soliveis em &gua (Sutton et al., 2007), como o caso dos fotossensibilizadores
ftalocianinas, no caso a utilizado, a ftalocianina de cloro-aluminio (ALCLFT).

A micela de é&cido folico com ALCLFT (MIC-FO-ALCLFT) sintetizada,
apresentou propriedades coloidais tais como, tamanho hidrodindmico de 164,4nm, carga
superficial negativa de -0,184mV , e indice populacional polidisperso de 0,3 (Tabela 7).
Em teoria as micelas possuem uma elevada estabilidade tanto in vitro como in vivo e
uma boa biocompatibilidade (Mahmud et al., 2017). Estas caracteristicas puderam ser
corroboradas nos ensaios de estabilidade, realizado neste trabalho.

A utilizacdo do composto acido félico para a sintese da NE-ALCLFT-FO e da
MIC-FO-ALCLFT, foi feita com base em estudos que utilizam este composto como
ligante funcional de direcionamento (Dixit et al., 2006; LuLow, 2012; Chauhan et al.,
2017). O &cido fdlico tem sido ligado tanto a farmacos de baixo peso molecular como a
complexos macromoleculares como meio de direcionar as moléculas ligadas a células
malignas. O estudo de Yoo e Park (2004), e Park e colaboradores (2005) verificaram
que a conjugacédo de &cido folico com macromoléculas aumenta a sua distribuicdo para
células tumorais que expressam receptores de folato in vitro em quase todas as situagdes
testadas, como ocorre em canceres de mama.

Além disso, a densidade do receptor de folato parece aumentar a medida que o
estagio / grau do cancer piora. Em tese, os canceres que sdo mais dificeis de tratar pelos
métodos classicos, poderiam ser mais facilmente direcionados para terapéuticas ligadas
ao folato.

No entanto, neste trabalho, a presenca do acido fdlico nas nanoemulsGes e na
micela, ndo apresentou diferencas significativas na internalizagdo das nanoformulacdes,
conforme nos testes de incorporacdo das nanoformulagGes (Figura 26), e nos estudo da

biodistribuicao in vivo. Este fator pode ser discutido conforme os estudos de Lu e Low
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(2012), os quais ressaltam a respeito da quantidade de receptores expressos em
diferentes tipos de neoplasias, e a limitacdo desta funcionalizacdo, devido a baixa
penetracdo em tumores solidos. Mais estudos de internalizacdo e da presenca de
receptores das linhagens utilizadas, devem ser feitos para o entendimento destes fatores.

Os ensaios in vitro, mostraram a atividade citotoxica nas células tanto de
adenocarcinoma mamario (4T1), como de fibroblastos (NIH/3T3). Tais efeitos sdo
provenientes da aplicacdo da terapia fotodinamica, com a consequente producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) na ativacdo do fotossensibilizador. Excessivas
concentracdes de ROS podem danificar lipidios, proteinas e DNA, bem como causar
disfungdo mitocondrial, desregular o balango idnico, e causar perda de integridade da
membrana (Khaitlina, 2001; Wang et al, 2015).

Além disso, 0s ensaios mostraram que os tratamentos apresentam eficiéncia
com dependéncia de luz-dose, onde quanto maior a poténcia utilizada, menor a
viabilidade das células, principalmente as de linhagens tumorais. Este mesmo aspecto
foi observado no trabalho de Wang e colaboradores (2015), onde avaliaram os efeitos da
terapia fotodindmica no cancer de mama, com linhagens 4T1.

O estudo da biodistribuicdo das nanoformulagdes, in vivo, mostrou que embora
haja a acumulagéo passiva dentro de tumores com alta vascularizagdo, a maioria das
nanoparticulas ainda sdo absorvidas pelo sistema reticulo endotelial (sistema
mononuclear fagocitario), resultando meias-vidas curtas e deposicdo indesejada de
micelas em érgdos como figado e baco, conforme ja descrito na literatura.

Wilhelm e colaboradores (2016) reuniram informagdes importantes dos ultimos
10 anos, mostrando que apenas 0,7% (mediana) da dose de nanoparticulas administrada
sdo encontradas nos tumores sélidos. Eles ressaltam que o figado é o 6rgdo primario do
sistema fagocitario mononuclear que aprisiona a maioria da dose de nanoparticulas. Este
conceito pode ser uma das explicacOes, para podermos ter quantificado a maior
concentracdo da NE-ALCLFT, no figado. Além disso, outros 6rgdos importantes que
estdo envolvidos na remocdo de nanoparticulas da corrente sanguinea incluem o baco,
os ganglios linfaticos e a pele, os quais também foram 6rgédos que obtiveram taxas da
nanoemulsdo. Portanto, é importante o estudo de estratégias que visam solucionar este
problema.

Por isso, neste trabalho, utilizou-se do estudo da biodistribuicdo da NE-

ALCLFT, como estratégia para diminuir os efeitos toxicos na aplicacdo da TFD.
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Sabendo que da possibilidade da nanoparticula ser acumulada em outros 6rgaos, foi de
suma importancia analisar a biodistribuicdo da mesma, e também averiguar em qual
seria 0 tempo ideal para a aplicacdo da terapia fotodindmica, de forma a utilizar as
melhores condicdes fisioldgicas, onde a nanoestrutura se concentrasse em maior porcao
no tumor, e em menor concentra¢do nos demais 6rgaos.

Este fator foi crucial para o sucesso da terapia, visto que possibilitou a
diminuicdo da toxicidade dos tratamentos com a aplicacdo da TFD, e também possiveis
focos inflamatdrios que poderiam ser ocasionadas caso houvesse grande quantidade de
NE-ALCLFT em outras partes do organismo, devido ao fato, das terapias serem
realizadas de forma sistémica. Também para diminuir tais inconvenientes, as sessdes de
TFD foram realizadas em intervalos maiores de tempo (entre 3 a 4 dias), para que o
organismo pudesse se restabelecer, de possiveis danos adversos causados pela TFD
sistémica.

Um fato relevante a se observar no estudo da biodistribuicdo foi o fato que no
decorrer das analises de tempo, a nanoemulsdo permaneceu constante na regido do
tumor, enquanto que nos outros O0rgaos a sua taxa foi alterada. Isto mostra o efeito de
permeabilidade e retencdo (EPR) caracteristico das nanoparticulas, devido a morfologia
da capilaridade nos vasos sanguineos do tumor.

Outro fator importante a se considerar, € a relacdo dos tamanhos das
nanoparticulas com a biostribuicdo no organismo. Blanco e colaboradores (2015),
mostraram em seu estudo esta relacdo, e ressaltam que grandes particulas com
diametros > 2.000 nm se acumulam prontamente dentro do baco e do figado, bem como
nos capilares dos pulmdes. Nanoparticulas na faixa de 100-200 nm tém se mostrado
extravasadas através de fenestracdes vasculares de tumores (efeito EPR) e sdo filtradas
pelo figado e bago, conforme foi analisado pelo estudo da nanoformulagdo MIC-FO-
ALCLFT. A medida que o tamanho aumenta além de 150 nm, mais e mais
nanoparticulas sdo aprisionadas dentro do figado e do bago. Ja as pequenas
nanoparticulas (<5 nm) sdo filtradas pelos rins, como mostra esquematizado na Figura
56.
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Figura 57. Biodistribuicdo de nanoparticulas de acordo com o seu tamanho.
Fonte: Blanco et al., 2015.
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Com relagdo as andlises dos tratamentos realizados, estes visaram analisar 0s
seguintes fatores: a forma de administragdo dos farmacos (endovenosa e intratumoral) e
0 modo de irradiacdo do LED para a realizacdo da TFD (sistémico, de forma a atingir o
corpo todo do animal, e local). Neste aspecto, p6de-se observar que a melhor forma de
tratamento, foi quando utilizado a via de administracdo endovenosa, com a aplicacdo do
LED no local do tumor, mostrando nas condi¢cbes em que 0s tratamento foram
realizados, a forma de administracdo endovenosa foi mais eficiente comparada a via de
administracdo intratumoral. Esta resposta contradiz outros estudos (Foster et al., 2010;
Hebeda et al., 1998; Zheng et al., 2012), que utilizaram fotossensibilizadores e a
aplicacdo da TFD, e que compararam as vias endovenosa e intratumoral, onde
concluiram que devido a maior concentracdo do farmaco na regido do tumor (pela via
intratumoral), melhor a eficiéncia do tratamento tumoral. No entanto, nds colocamos em
tese que o fato do estudo da biodistribuigéo ter sido feito previamente, possibilitou as
condigdes favoraveis para o acumulo da nanoparticula no tumor. Além disso, 0
tratamento do tumor primario com a TFD pode ter possibilitado a erradicagéo de células
metastaticas, conforme um estudo realizado por Longo e colaboradores (2016).

No entanto, o tratamento sisttmico (endovenso e irradiacdo do LED no corpo
inteiro do animal), ocasionou alta toxicidade no organismo dos camundongos, com
focos inflamatorios nos 6rgaos dos animais (confirmados nos dados histopatoldgicos), e
a morte de dois camundongos (n=5) durante o tratamento. No entanto, nos demais
animais deste grupo foi observado a regressdao do volume tumoral. Portanto, novos
testes podem ser feitos a fim de analisar a concentragdo utilizada da NE-ALCLFT, para

que se possa ter melhores resultados.
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Além deste tratamento, o resultado do grupo com tratamento intratumoral e
irradiacdo do LED de forma sistémica, ndo foi o suficiente para erradicar as células
neoplasicas. Este dado pode ser explicado devido o fato das células utilizadas, 4T1, ser
de uma linhagem altamente metastatica, e por isso seria necessario de tratamentos mais
invasivos. Uma forma que poderia melhorar a eficiéncia deste tratamento, seria diminuir
os intervalos de tempo entre as sessbes de aplicacdo da TFD, visto que nestas
circunstancias o tratamento em si € mesmos invasivo.

Muitos focos inflamatorios foram observados pela histopatologia no local da
aplicacdo da TFD. Estes fatores podem ser relacionado, devido a ligacéo entre a terapia
fotodindmica e o sistema imunoldgico. Um dos fatores importantes relacionados as
analises do tratamento com a aplicacdo da TFD resulta na resposta inflamatéria aguda
mediada por neutrofilos, macro6fagos e outros componentes celulares, que migram para
0 local do tumor tratado (Anzengruber et al., 2015). Estudos, como de Banerjee e
colaboradores (2017), apontam que a populagdes de neutrdfilos sdo os primeiro a
aumentar, e isto é facilitado pela presenca do TNF-alfa (Banerjee et al., 2017; Peng,
2011). Embora os neutrofilos sejam os primeiros a aumentar em migracdo em resposta
a TFD, os macrofagos também tém papel na potenciacdo dos efeitos mediados pelo
sistema imunoldgico (Banerjee et al., 2017). Assim, seria interessante um estudo
complementar relacionado a resposta destes tratamentos, com a avaliacdo do sistema
imunoldgico na participacdo da terapia.

Outro dado relevante foi avaliado nos grupos dos animais que recebiam apenas a
irradiacdo do LED, onde se pbde observar o crescimento exponencial do tumor.
Estudos, como o de Desmet e colaboradores (2006) apontam uma forma de terapia
utilizando a aplicacdo de luz, comumente referida como "fotobiomodulac¢éo”, onde é
utilizado o comprimento de onda de luz no infravermelho proximo do espectro (630-
1000 nm) o qual modula numerosas fungdes celulares, incluindo a aceleragéo da
cicatrizagdo de feridas, recuperagdo melhorada da lesdo isquémica do coragdo e
atenuacdo da degeneragdo dos nervos opticos lesados, melhorando o metabolismo e a
producdo de energia mitocondrial, resultando no aumento e producdo do metabolismo
energético (Desmet et al., 2006). A hipotese é que a irradiacdo do LED nas células
tumorais tenha efeito proliferativo devido o estimulo e modulacdo fisiolégica nas
células tumorais. No entanto, avaliacfes moleculares devem ser analisadas a fim de ter a

melhor compreenséo deste evento.
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Em suma, pbde-se observar pelas andlises clinicas dos exames realizados, que 0s
tratamentos com a aplicacdo da terapia fotodindmica, ndo causaram alteracdes
bioquimicas e hematoldgicas nos camundongos em longo prazo (ap6s 10 dias
decorridos dos tratamentos), mesmo os tratamentos sendo feitos de forma sistémica.

Portanto, os dados apresentados, ressaltam que o tratamento utilizando a terapia
fotodindmica com a nanoemulsdo de ftalocianina de cloro aluminio, possibilitou a

regressdo neoplasica, sendo uma nova forma para o tratamento de cancer de mama.
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Neste trabalho foi possivel realizar o estudo de trés nanoformulagdes, sendo elas:
Nanoemulsio de Ftalocianina de Cloro-Aluminio, Nanoemulsdo com Acido Félico
contendo Ftalocianina de Cloro-Aluminio e a Micela de Acido Félico contendo a
Ftalocianina de Cloro-Aluminio. A caracterizacdo, mostrou que essas formulacGes
apresentam diametro hidrodindmico de 35nm, 64nm e 164nm, respectivamente, com
carga superficial levemente negativas e populagdes monodispersas. Além disso, todas as
nanoformulacdes apresentaram estabilidade durante o periodo analisado de 300 dias,
morfologias esféricas, além de possuirem propriedades fotofisicas e fotoquimicas
intrinsecas a sua composicdo, tendo seus comprimentos de onda de excitacdo e emissao
no infravermelho.

Os ensaios in vitro, mostraram que as nanoformulacdes estudadas neste projeto,
apresentaram periodo suficiente de incubacdo de 15 minutos, para a realizacdo da
Terapia Fotodinamica (TFD). Além disso, todas apresentaram citotoxicidade nas células
de carcinoma adenocarcinoma mamario mamario (4T1) e fibroblastos (NIH/3T3).

Das avaliacGes de poténcias utilizadas (10mW/cmz2, 50mW/cm2 e 100mW/cm3),
tem-se que a poténcia que mais causou diminui¢do da viabilidade nas células, foi a de
50mW/cm2. Qutro fator relevante, é que o uso apenas do LED, pode provocar o
aumento de células da linhagem fibroblasto.

A analise morfoldgica das células ap6s os tratamentos com TFD, evidenciam morte
celular, com formacédo de vacuolos, deformacdes citoplasmaticas, perda de aderéncia no
substrato e perda na matriz.

Os ensaios in vivo relacionados a biodistribuicdo apontam que os principais 0rgaos
que acumulam as nanoformulagées, sdo o figado, pulmé&o, rins e lifonodo sentinela.
Além disso, com a realizacdo das analises em tempo real das imagens de florescéncia,
pode-se concluir que o tempo ideal para a aplicacdo da TFD, é ap0s 6 horas decorridos
da administracdo endovenosa.

A formulacgdo que apresentou melhor biodistribuicdo, se concentrando na regido do
tumor, foi a NE-ALCLFT e a NE-ALCLFT-FO, as quais apresentaram aspectos
semelhantes na sua biodistribuicdo. Para os tratamentos neste trabalho, foram entéo
escolhidas a formulagdo NE-ALCLFT.

Por fim, os tratamentos in vivo com o uso da TFD, apontam efeitos de necrose
tumoral e infiltrados inflamatérios. Além disso, foi possivel concluir que a melhor

forma de tratamento, dentre as analisadas, foi utilizar a nanoformulacdo por
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administracdo endovenosa, e a irradiacdo do LED no local da regido do tumor, onde
apresentou 80% de eficiéncia do tratamento, com 4 camundongos apresentando todos
tecidos normais (n=5).

Portanto, com este trabalho, foi possivel desenvolver um metodo eficiente para o
tratamento do cancer de mama em camundongos Balb/c, utilizando a TFD com uma

nanoemulsdo de ftalocianina de cloro aluminio, por administracdo endovenosa.
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APENCICE 1

DESCRIGAO DETALHADA DOS ACHADOS HISTOPATOLOGICOS:

e GRUPO SISTEMICO (ENDOVENOSO E IRRADIACAO SISTEMICA)
o Animal 1

MA — Mama: carcinoma mamario apresentando:

Maior eixo: 11,0 mm.

Tipo histoldgico: sélido.

Grau histoldgico: alto grau.

Necrose: presente e multifocal, 20% do tamanho da lesdo.
Infiltracdo vascular: ndo evidenciada.

Infiltragdo linfatica: ndo evidenciada.

o Infiltracdo perineural: ndo evidenciada.

e Infiltrado inflamatdrio: presente, leve e misto.

o Fibroplasia estromal: ndo evidenciada.

= PUL - Pulmao: multiplos focos de metastase de carcinoma mamario.
= LS - Linfonodo sentinela: metéstase linfonodal de carcinoma mamario.
= LC - Linfonodo contralateral: aspecto histolégico habitual.
= FI - Figado: aspecto histologico habitual.
= BA - Bago: congestdo passiva cronica.
= RI - Rim: aspecto histoldgico habitual.
= COR - Coracao: aspecto histoldgico habitual.
= CE - Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.
o Animal2
= TU - Tumor: foco de leve fibrose estromal.
=  MA - Mama: aspecto histoldgico habitual.
= PUL - Pulméo: aspecto histolégico habitual.
= LS - Linfonodo sentinela: aspecto histolégico habitual.
= LC - Linfonodo contralateral: aspecto histolégico habitual.
= FI - Figado: aspecto histologico habitual.
= BA - Bago: aspecto histol6gico habitual.
= RI - Rim: aspecto histoldgico habitual.
= COR - Coragdo: aspecto histoldgico habitual.
= CE - Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.
o Animal 3
» TU - Tumor: carcinoma mamario apresentando:
e Maior eixo: 15,0 mm.
¢ Tipo histoldgico: sélido.
e Grau histoldgico: alto grau.
¢ Necrose: ndo evidenciada.
e Infiltracdo vascular: ndo evidenciada.
o Infiltracdo linfatica: ndo evidenciada.
o Infiltrac8o perineural: ndo evidenciada.
¢ Infiltrado inflamatdrio: presente, moderado e linfocitico.
e Fibroplasia estromal: presente e leve.
= MA - Mama: aspecto histolégico habitual.
= PUL - Pulméo: aspecto histolégico habitual.
= LS - Linfonodo sentinela: aspecto histologico habitual.
= LC - Linfonodo contralateral: aspecto histol6gico habitual.
= FI - Figado: aspecto histol6gico habitual.
= BA - Baco: aspecto histolégico habitual.
= RI - Rim: aspecto histol6gico habitual.
= COR - Coracao: aspecto histoldgico habitual.
= CE - Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.
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e GRUPO PARCIALMENTE SISTEMICO (ENDOVENOSO E IRRADIAGAO LOCAL)

o Animal 1

TU — Tumor: aspecto histolégico habitual.

MA — Mama: aspecto histologico habitual.

PUL — Pulmao: aspecto histoldgico habitual.

LS — Linfonodo sentinela: aspecto histoldgico habitual.

LC - Linfonodo contralateral: aspecto histologico habitual.
FI — Figado: aspecto histologico habitual.

BA — Bago: aspecto histologico habitual.

RI — Rim: aspecto histolégico habitual.

COR - Coragao: aspecto histologico habitual.

CE — Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.

o Animal 2

TU — Tumor: aspecto histolégico habitual.

MA — Mama: aspecto histologico habitual.

PUL — Pulmao: aspecto histoldgico habitual.

LS — Linfonodo sentinela: aspecto histoldgico habitual.

LC - Linfonodo contralateral: aspecto histologico habitual.
FI — Figado: aspecto histologico habitual.

BA — Baco: aspecto histologico habitual.

RI — Rim: aspecto histoldgico habitual.

COR — Coracdo: aspecto histolégico habitual.

CE — Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.

o Animal 3

TU — Tumor: aspecto histolégico habitual.

MA — Mama: aspecto histologico habitual.

PUL — Pulmao: aspecto histolégico habitual.

LS - Linfonodo sentinela: aspecto histolégico habitual.

LC - Linfonodo contralateral: aspecto histologico habitual.
FI — Figado: aspecto histologico habitual.

BA — Bago: aspecto histolégico habitual. Fragmento de pancreas com aspecto
histoldgico habitual.

RI — Rim: aspecto histolégico habitual.

COR - Coracdo: aspecto histolégico habitual.

CE — Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.

o Animal 4

TU — Tumor: carcinoma mamario apresentando:

Maior eixo: 30,0 mm.

Tipo histoldgico: solido.

Grau histoldgico: alto grau.

Necrose: presente e central, 15% da area tumoral.
Infiltracdo vascular: ndo evidenciada.

Infiltracdo linfatica: ndo evidenciada.

Infiltracdo perineural: ndo evidenciada.

Infiltrado inflamatério: presente, leve e misto.
Fibroplasia estromal: ndo evidenciada.

MA — Mama: foco de hemorragia intraparenquimatosa.

PUL — Pulmao: multiplos focos de metastase de carcinoma mamario.
LS - Linfonodo sentinela: aspecto histologico habitual.

LC - Linfonodo contralateral: aspecto histologico habitual.

FI — Figado: multiplos focos de metastase de carcinoma mamario.
BA — Baco: multiplos focos de metastase de carcinoma mamario.
RI — Rim: aspecto histolégico habitual.

COR - Coracdo: aspecto histolégico habitual.

CE — Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.

o Animal 5

TU — Tumor: foco de leve fibrose estromal.
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PUL — Pulméo: aspecto histoldgico habitual.

LC - Linfonodo contralateral: aspecto histologico habitual.
FI — Figado: aspecto histol6gico habitual.

BA — Bago: aspecto histologico habitual.

RI — Rim: aspecto histolégico habitual.

COR - Coracdo: aspecto histolégico habitual.

CE — Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.

e GRUPO LOCAL ( INTRATUMORAL COM IRRADIACAO SISTEMICA)
o Animal 1

TU — Tumor: foco de leve fibrose estromal e infiltrado inflamatério linfocitico
associado a edema intersticial.

MA — Mama: aspecto histolégico habitual.

PUL — Pulma@o: aspecto histoldgico habitual.

LS — Linfonodo sentinela: aspecto histoldgico habitual.

LC - Linfonodo contralateral: aspecto histologico habitual.
FI — Figado: aspecto histologico habitual.

BA — Baco: aspecto histologico habitual.

RI — Rim: aspecto histolégico habitual.

COR - Coracao: aspecto histologico habitual.

CE — Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.

o Animal 2

TU — Tumor: carcinoma mamario apresentando:

Maior eixo: 21,0 mm.

Tipo histoldgico: solido.

Grau histoldgico: alto grau.

Necrose: presente e multifocal, 60% da area tumoral.
Infiltracdo vascular: ndo evidenciada.

Infiltragdo linfatica: ndo evidenciada.

Infiltracdo perineural: ndo evidenciada.

Infiltrado inflamatdrio: presente, leve e misto.
Fibroplasia estromal: ndo evidenciada.

MA — Mama: aspecto histolégico habitual.

PUL — Pulmdo: maltiplos focos de metéstase de carcinoma mamario.
LS — Linfonodo sentinela: aspecto histoldgico habitual.

LC - Linfonodo contralateral: aspecto histol6gico habitual.

FI — Figado: aspecto histol6gico habitual.

BA — Baco: aspecto histologico habitual.

RI — Rim: aspecto histolégico habitual.

COR - Coragao: aspecto histologico habitual.

CE — Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.

o Animal 3

TU — Tumor: carcinoma mamario apresentando:

Maior eixo: 28,0 mm.

Tipo histoldgico: solido.

Grau histoldgico: alto grau.

Necrose: presente e central, 15% da &rea tumoral.

Infiltrac@o vascular: ndo evidenciada.

Infiltragdo linfatica: ndo evidenciada.

Infiltracdo perineural: ndo evidenciada.

Infiltrado inflamatdrio: presente, leve e misto.

Fibroplasia estromal: ndo evidenciada.

MA - Mama: foco de moderado infiltrado inflamatorio linfocitico
intraparenquimatoso.

PUL — Pulmao: maltiplos focos de metastase de carcinoma mamario.

LS — Linfonodo sentinela: metastase linfonodal de carcinoma mamério.

LC — Linfonodo contralateral: metéastase linfonodal de carcinoma mamério.
FI — Figado: multiplos focos de metastase de carcinoma mamario.



BA — Baco: multiplos focos de metéstase de carcinoma mamério.
RI — Rim: aspecto histolégico habitual.

COR - Coragao: trombo intramural em ventriculo direito.

CE — Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.

o Animal 4

MA — Mama: aspecto histologico habitual.

PUL — Pulmao: foco de metastase de carcinoma mamério.
LS — Linfonodo sentinela: aspecto histoldgico habitual.

LC - Linfonodo contralateral: aspecto histologico habitual.
FI — Figado: aspecto histoldgico habitual.

BA — Baco: congestdo passiva cronica.

RI — Rim: aspecto histolégico habitual.

COR — Coracdo: aspecto histolégico habitual.

CE — Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.

e GRUPO NE-ALCLFT
o Animal 1

TU — Tumor: carcinoma mamario apresentando:

e Maior eixo: 19,0 mm.
Tipo histoldgico: sélido.
Grau histologico: alto grau.
Necrose: presente e central, 40% da area tumoral.
Infiltrac@o vascular: ndo evidenciada.
Infiltragdo linfatica: ndo evidenciada.
Infiltrac@o perineural: ndo evidenciada.
Infiltrado inflamatério: presente, leve e misto.
Fibroplasia estromal: ndo evidenciada.
MA — Mama: aspecto histologico habitual.

PUL — Pulmao: multiplos focos de metastase de carcinoma mamario.

LS - Linfonodo sentinela: aspecto histoldgico habitual.

LC - Linfonodo contralateral: aspecto histologico habitual.

F1 — Figado: maltiplos focos de metastase de carcinoma mamario.
BA — Baco: multiplos focos de metéstase de carcinoma mamario.
RI — Rim: aspecto histolégico habitual.

COR - Coracdo: aspecto histolégico habitual.

CE — Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.

o Animal 2

TU — Tumor: aspecto histologico habitual.

MA — Mama: aspecto histolégico habitual.

PUL — Pulmao: aspecto histologico habitual.

LS - Linfonodo sentinela: aspecto histologico habitual.

LC - Linfonodo contralateral: aspecto histologico habitual.
FI — Figado: aspecto histolégico habitual.

BA — Baco: aspecto histologico habitual.

RI — Rim: aspecto histolégico habitual.

COR - Coracdo: aspecto histolégico habitual.

CE — Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.

o Animal 3

TU — Tumor: carcinoma mamario apresentando:

Maior eixo: 9,0 mm.

Tipo histoldgico: solido.

Grau histoldgico: alto grau.

Necrose: presente e central, 20% da area tumoral.
Infiltracdo vascular: ndo evidenciada.

Infiltracdo linfatica: ndo evidenciada.

Infiltracdo perineural: ndo evidenciada.

Infiltrado inflamatério: presente, leve e misto.
Fibroplasia estromal: ndo evidenciada.
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MA — Mama: aspecto histoldgico habitual.

PUL — Pulm@o: foco de hemorragia recente intraparenquimatosa.

LS — Linfonodo sentinela: presenga de substancia endégena basofilica em seio
subcapsular de linfonodo.

LC - Linfonodo contralateral: aspecto histologico habitual.

FI — Figado: aspecto histologico habitual.

BA — Baco: aspecto histoldgico habitual.

RI — Rim: aspecto histolégico habitual.

COR - Coracdo: aspecto histolégico habitual.

CE — Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.

Animal 4

TU — Tumor: foco de leve fibrose estromal e infiltrado inflamatdrio linfocitico
associado a edema intersticial.

MA — Mama: aspecto histolégico habitual.

PUL — Pulma@o: aspecto histoldgico habitual.

LS — Linfonodo sentinela: aspecto histoldgico habitual.

LC - Linfonodo contralateral: aspecto histologico habitual.
FI — Figado: aspecto histologico habitual.

BA — Baco: aspecto histologico habitual.

RI — Rim: aspecto histolégico habitual.

COR - Coragao: aspecto histologico habitual.

CE — Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.

Animal 5

TU — Tumor: carcinoma mamario apresentando:

Maior eixo: 9,0 mm.

Tipo histoldgico: solido.

Grau histol6gico: alto grau.

Necrose: presente e multifocal, 60% da area tumoral.
Infiltracdo vascular: ndo evidenciada.

Infiltragdo linfatica: ndo evidenciada.

Infiltracdo perineural: ndo evidenciada.

Infiltrado inflamatério: presente, leve e misto.
Fibroplasia estromal: ndo evidenciada.

MA — Mama: aspecto histolégico habitual.

PUL — Pulma@o: aspecto histoldgico habitual.

LS — Linfonodo sentinela: metéstase linfonodal de carcinoma mamario.
LC - Linfonodo contralateral: aspecto histologico habitual.
FI — Figado: aspecto histolégico habitual.

BA — Baco: aspecto histologico habitual.

RI — Rim: aspecto histolégico habitual.

COR - Coragao: aspecto histologico habitual.

CE — Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.

¢ GRUPO CONTROLE POSITIVO
Animal 1

(0]

TU — Tumor: aspecto histolégico habitual.

MA — Mama: aspecto histolégico habitual.

PUL — Pulmao: aspecto histoldgico habitual.

LS - Linfonodo sentinela: aspecto histologico habitual.
FI — Figado: aspecto histolégico habitual.

BA — Baco: aspecto histologico habitual.

RI — Rim: aspecto histolégico habitual.

COR - Coragao: aspecto histologico habitual.

CE — Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.

Animal 2

TU — Tumor: carcinoma mamario apresentando:
e Maior eixo: 11,0 mm.
e Tipo histolégico: solido.
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Grau histoldgico: alto grau.
Necrose: presente e central, 20% da area tumoral.
Infiltracdo vascular: ndo evidenciada.
Infiltracdo linfatica: ndo evidenciada.
Infiltracdo perineural: ndo evidenciada.
Infiltrado inflamatério: presente, leve e misto.
Fibroplasia estromal: ndo evidenciada.
=  MA - Mama: aspecto histoldgico habitual.
=  PUL - Pulmao: multiplos focos de metastase de carcinoma mamario.
= LS - Linfonodo sentinela: aspecto histologico habitual.
= LC - Linfonodo contralateral: aspecto histologico habitual.
= FI - Figado: aspecto histologico habitual.
= BA - Bago: congestdo passiva cronica.
= RI - Rim: aspecto histoldgico habitual.
= COR - Coragdo: aspecto histoldgico habitual.
= CE - Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.
o Animal 3
=  MA - Mama: aspecto histoldgico habitual.
=  PUL - Pulmao: multiplos focos de metastase de carcinoma mamario.
= LS - Linfonodo sentinela: metastase linfonodal de carcinoma mamario.
= LC - Linfonodo contralateral: aspecto histolégico habitual.
= Fl—Figado: leve hepatite neutrofilica periportal, sem necrose.
= BA - Bago: aspecto histologico habitual.
= RI - Rim: metastase de carcinoma mamario em glandula adrenal.
= COR - Coracéo: aspecto histoldgico habitual.
= CE - Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.
o Animal 4
=  TU - Tumor: aspecto histologico habitual.
* MA - Mama: foco de leve infiltrado inflamatdrio linfocitico associado e edema
intersticial.
= PUL - Pulmdo: presenca de hiperplasia linféide reacional, padréo parafolicular
em linfonodos de peri-hilares.
= LS - Linfonodo sentinela: aspecto histolégico habitual.
= LC - Linfonodo contralateral: aspecto histolégico habitual.
= FI - Figado: aspecto histologico habitual.
= BA - Baco: aspecto histol6gico habitual.
= RI - Rim: aspecto histoldgico habitual.
= COR - Coragdo: aspecto histoldgico habitual.
= CE - Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.

e GRUPO LED
o Animal 1
» TU - Tumor: carcinoma mamario apresentando:
Maior eixo: 21,0 mm.
Tipo histoldgico: solido.
Grau histoldgico: alto grau.
Necrose: presente e central, 40% da area tumoral.
Infiltrac@o vascular: ndo evidenciada.
Infiltragdo linfatica: ndo evidenciada.
Infiltracdo perineural: ndo evidenciada.
Infiltrado inflamatdrio: presente, leve e misto.
Fibroplasia estromal: ndo evidenciada.
MA — Mama: aspecto histolégico habitual.
PUL — Pulmao: maltiplos focos de metastase de carcinoma mamario.
LS — Linfonodo sentinela: metéstase linfonodal de carcinoma mamaério.
LC - Linfonodo contralateral: aspecto histoldgico habitual.
FI — Figado: multiplos focos de metastase de carcinoma mamario.
BA — Baco: mltiplos focos de metéstase de carcinoma mamario.
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*= RI - Rim: metastase de carcinoma mamario em glandula adrenal.
= COR - Coragdo: aspecto histoldgico habitual.
= CE - Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.
o Animal 2
= MA — Mama: foco de leve fibrose estromal e infiltrado inflamatério linfocitico
associado a edema intersticial.
= PUL - Pulmao: multiplos focos de metastase de carcinoma mamario.
= LS - Linfonodo sentinela: aspecto histolégico habitual.
= LC - Linfonodo contralateral: metéastase linfonodal de carcinoma mamério.
» Fl - Figado: maltiplos focos de metastase de carcinoma mamério.
= BA - Bago: congestdo passiva cronica.
= RI - Rim: aspecto histoldgico habitual.
= COR - Coracéo: aspecto histoldgico habitual.
= CE - Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.
o Animal 3
= TU - Tumor; carcinoma mamario apresentando:
e Maior eixo: 22,0 mm.
e Tipo histolégico: solido.
Grau histol6gico: alto grau.
Necrose: presente e multifocal, 60% da area tumoral.
Infiltrac@o vascular: ndo evidenciada.
Infiltracdo linfatica: ndo evidenciada.
Infiltrac@o perineural: ndo evidenciada.
Infiltrado inflamatdrio: presente, leve e misto.
Fibroplasia estromal: ndo evidenciada.
=  MA - Mama: aspecto histoldgico habitual.
= PUL - Pulmao: multiplos focos de metastase de carcinoma mamario.
= LS - Linfonodo sentinela: metastase linfonodal de carcinoma mamario.
= LC - Linfonodo contralateral: aspecto histol6gico habitual.
= FI - Figado: multiplos focos de metastase de carcinoma mamario.
= BA - Bago: congestdo passiva cronica.
= RI - Rim: aspecto histoldgico habitual.
= COR - Coracdo: metastase de carcinoma mamario intramusculo cardiaco em
ventriculo esquerdo.
= CE - Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.
o Animal 4
= MA - Mama: carcinoma mamario apresentando:
Maior eixo: 8,0 mm.
Tipo histoldgico: solido.
Grau histoldgico: alto grau.
Necrose: presente e central, 10% do tamanho da leséo.
Infiltracdo vascular: ndo evidenciada.
Infiltracdo linfatica: ndo evidenciada.
Infiltracdo perineural: ndo evidenciada.
Infiltrado inflamatério: presente, leve e misto.
Fibroplasia estromal: ndo evidenciada.
= PUL - Pulmao: multiplos focos de metastase de carcinoma mamario.
= LS - Linfonodo sentinela: metastase linfonodal de carcinoma mamario.
= LC - Linfonodo contralateral: aspecto histologico habitual.
» FI - Figado: leve hepatite neutrofilica periportal, sem necrose.
= BA - Bago: congestdo passiva cronica.
*= RI - Rim: aspecto histoldgico habitual.
= COR - Coragdo: aspecto histoldgico habitual.
= CE - Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.

e GRUPO CONTROLE NEGATIVO
o Animal 1
= TU - Tumor: aspecto histoldgico habitual.



MA — Mama: aspecto histoldgico habitual.
PUL — Pulméo: aspecto histoldgico habitual.
LS — Linfonodo sentinela: aspecto histologico habitual.

LC - Linfonodo contralateral: aspecto histologico habitual.

FI — Figado: aspecto histol6gico habitual.

BA — Baco: aspecto histoldgico habitual.

RI — Rim: aspecto histolégico habitual.

COR - Coracdo: aspecto histolégico habitual.
CE — Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.

o Animal 2

TU — Tumor: aspecto histoldgico habitual.

MA — Mama: aspecto histoldgico habitual.

PUL — Pulma@o: aspecto histoldgico habitual.

LS — Linfonodo sentinela: aspecto histolégico habitual.

LC - Linfonodo contralateral: aspecto histol6gico habitual.

FI — Figado: aspecto histologico habitual.

BA — Baco: aspecto histologico habitual.

RI — Rim: aspecto histolégico habitual.

COR - Coracao: aspecto histologico habitual.
CE — Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.

o Animal 3

TU — Tumor: aspecto histolégico habitual.

MA — Mama: aspecto histolégico habitual.

PUL — Pulma@o: aspecto histoldgico habitual.

LS — Linfonodo sentinela: aspecto histoldgico habitual.

LC - Linfonodo contralateral: aspecto histologico habitual.

FI — Figado: aspecto histologico habitual.

BA — Baco: aspecto histologico habitual.

RI — Rim: aspecto histolégico habitual.

COR - Coracao: aspecto histologico habitual.
CE — Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.

o Animal 4

MA — Mama: aspecto histolégico habitual.
PUL — Pulma@o: aspecto histoldgico habitual.
LS — Linfonodo sentinela: aspecto histoldgico habitual.

LC - Linfonodo contralateral: aspecto histol6gico habitual.

F1 — Figado: aspecto histolégico habitual.

BA — Baco: aspecto histologico habitual.

RI — Rim: aspecto histolégico habitual.

COR - Coragao: aspecto histologico habitual.
CE — Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.

o Animal 5

TU — Tumor: aspecto histologico habitual.

MA — Mama: aspecto histolégico habitual.

PUL — Pulmao: aspecto histoldgico habitual.

LS — Linfonodo sentinela: aspecto histoldgico habitual.

LC - Linfonodo contralateral: aspecto histol6gico habitual.

F1 — Figado: aspecto histolégico habitual.

BA — Baco: aspecto histoldgico habitual.

RI — Rim: aspecto histolégico habitual.

COR - Coragao: aspecto histologico habitual.
CE — Cérebro: hipoxemia neuronal difusa.
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ANEXO 1

11

Universidade de Brasilia

Instituto de Ciéncias Biologicas
Comissio de Etica no Uso Amimal

Brasilia, 12 de agosto de 2016.

DECLARAGAO

Declaramos que o projeto intitulado “TRATAMENTO PARA O CANCER DE MAMA METASTATICO UTILIZANDO TERAPIA
FOTODINAMICA COM FOTOSSENSIBILIZADOR NANOESTRUTURADO", UnBDoC n.2 66694/2016, sob responsabilidade do Professor
Ricardo Bentes de Azevedo foi avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica no-Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia.
Este projeto foi -aprovado para utilizacao 'de: Mus musculus (114 fémeas). A presente aprovagao é valida pelo periodo de
15/08/2016 a 15/08/2018.

(Q/'r:u' A

(06 Profa. Dra. Paula Diniz Galera
SJUnE Coordenadora da CEUA - UnB

*Este documento se restringe 3 avaliacdo ética do projeto supracitado e ndo substitui outras licencas e permissbes que porventura se fagam necessérias,




