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RESUMO

O melanoma maligno é o tipo mais agressivo de cancer de pele, no qual fatores genéticos e
ambientais estdo intimamente envolvidos em seu desenvolvimento. A Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) prevé incidéncia média de 100 mil novos casos por ano em todo o mundo
até o ano de 2040. Isso mostra os desafios que 6rgdos governamentais enfrentardo ao longo
desses anos, exigindo novas estratégias de tratamento com maior eficacia e com menos efeitos
colaterais. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade anticancerigena do
fotossensibilizante (FS) Clorofila a (Chl_a, em inglés) incorporada a hidrogéis (HGs) a base
de quitosana (QS) e poloxamer 407 (P407) aplicado na Terapia Fotodindmica (TFD) in vitro
frente a linhagem celular de melanoma murino B16-F10. A formulacdo de HG baseado em
QS e P407 contendo Chl_a foi avaliada por meio de estudos reoldgicos, tais como:
temperatura da fase de transicédo sol-gel (Tsol.ger), tempo da fase de Tsogel, Viscosidade e
bioadesdo. Também foram realizados estudos de caracterizagdo morfol6gica através da
microscopia eletrénica de varredura (MEV) e estudos por infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR, em inglés) para identificar interacdes de grupos funcionais dos polimeros
utilizados e qualquer outro composto contaminante. Além disso, a atividade fotodinamica do
HG contendo Chl_a foi avaliada por meio da TFD in vitro. O HG a base de QS e P407
mostrou-se eficaz na liberacdo do FS Chl_a. Além disso, apresentou caracteristicas essenciais
para aplicac@es topicas, como a temperatura de 34,46 °C da fase de Tsogel, tempo de 10,20 s
da fase de Tsol.gel € forca de deslocamento de 50 mN. Todas essas propriedades favoreceram a
biodisponibilidade do farmaco, liberagdo do principio ativo e aumento do tempo de
permanéncia do FS no local aplicado devido & sua baixa fluidez. Como também, proporcionou
efetividade da TFD in vitro em que o FS apresentou alta atividade fotodindmica com um ICs
de 25,99 uM, uma reducao significativa da viabilidade celular das células de melanoma em
comparacao ao ICsp de 173,8 UM da Cisplatina (CDDP). Portanto, foi possivel evidenciar a
efetividade da formulacdo de um HG a base de QS e P407 como sistema termossensivel em
aplicagdes topicas para a liberagcdo do FS Chl_a em TFD contra melanoma. Permitindo inferir,
que este sistema termossensivel de aplicacdo topica tambeém proporciona uma liberagéo
sustentada de farmacos, necessitando-se de estudos que confirmem essa evidéncia.

Palavras-chave: Hidrogel; sistema termossensivel; terapia fotodindmica; entrega controlada

de farmaco; melanoma.



ABSTRACT

Malignant melanoma is the most aggressive type of skin cancer, in which genetic and
environmental factors are closely involved in its development. The World Health
Organization (WHO), predict an average increase of 100,000 new cases worldwide by the
year 2040. This shows the challenges that government agencies will face over these years,
requiring new treatment strategies with greater effectiveness and with fewer side effects.
Thus, this study aimed to evaluate the anticancer activity of the photosensitizer (PS)
Chlorophyll a (Chl a) incorporated into hydrogels (HGs) based on chitosan (CS) and
poloxamer 407 (P407) using Photodynamic Therapy (PDT) against the murine melanoma cell
line B16-F10. The formulation of HG based on CS and P407 containing Chl a was evaluated
through rheological studies, such as: sol-gel (Tso.ger) transition phase temperature, Tsogel
phase time, viscosity and bioadhesion. Morphological characterization studies were also
carried out by Scanning Electron Microscopy (SEM) and Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) studies to identify interactions at the level of functional groups of the
polymers used and to identify any contaminating compound. In addition, the photodynamic
activity of HG containing Chl a was evaluated by in vitro PDT. The HG based on QS and
P407 proved to be effective in releasing PS Chl a. In addition, it presented essential
characteristics for topical applications, such as a temperature of 34,46 °C in the Tso1.gel phase, a
time of 10.20 s in the Tsge phase and a displacement force of 50 mN. All these properties
favored the bioavailability of the drug, controlled release of the active ingredient and an
increase in the permanence time of the PS at the applied site due to its low fluidity. It also
provided effectiveness in vitro PDT in which PS showed high photodynamic activity with an
ICs of 25.99 uM, a significant reduction in the cell viability of melanoma cells compared to
the ICs of 173.8 uM of Cisplatin (CDDP). Therefore, it was possible to evidence the
effectiveness of the formulation of a HG based on QS and P407 as a thermosensitive system
in topical applications for the release of PS Chl a in PDT against melanoma. Allowing us to
infer that this thermosensitive system of topical application also provides a controlled release
of drugs, requiring further studies to confirm this evidence.

Keywords: Hydrogel; thermosensitive system; photodynamic therapy; controlled drug

delivery; melanoma.
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1 INTRODUCAO

O melanoma maligno € o tipo de cancer de pele mais agressivo, em que fatores
genéticos e ambientais estdo envolvidos intimamente no seu desenvolvimento (Jhappan,
Noonan; Merlino, 2003; Gray-Schopfer, Wellbrock; Marais, 2007). Ele se forma a partir de
fendtipos malignos do melandcito da epiderme, que é responsavel por sintetizar a tirosina e
possui melanina, essas células cancerosas se originam da crista neural no estado de
desenvolvimento e podem migrar para a pele, olhos, orelhas e foliculos pilosos (Gray-
Schopfer, Wellbrock; Marais, 2007). Existem quatro tipos de apresentacdes clinicas dos
melanomas: extensivo superficial, nodular, lentigo maligno e acral-lentiginoso, sendo o
extensivo superficial o tipo de apresentacdo clinica mais comum no Brasil. Segundo o
Instituto Nacional do Céncer (INCA), no triénio de 2020-2022 haverd uma taxa de 8.450
novos casos de melanoma maligno de pele por ano, sendo 4.200 do sexo masculino e 4.250
do sexo feminino (INCA, 2022). Associado a isso, observa-se que a incidéncia de melanoma
no mundo tem aumentado continuamente, segundo dados do ultimo relatério da Organizacéao
Mundial da Saude (OMS), o qual mostra que em 2020 houve aproximadamente 324.635
novos casos de cancer de pele do tipo melanoma no mundo (WHO, 2020).

Uma das caracteristicas mais comum das células de melanoma é uma maior producéo
de melanina pelos seus melanossomos, quando comparada aos melandcitos normais ou
mesmo aos melandcitos de cancer de pele ndo melanoma. Isso se da pelo aumento das
enzimas que participam especificamente do processo de melanogénese (Raposo; Marks, 2002;
Hearing, 2005). Dessa forma, seu tratamento deve considerar fortemente os melanossomos
como alvo terapéutico para obter efetividade nesse tipo de neoplasia maligna (Chen et al.,
2009). Correlacionado a isso, 0 melanoma apresenta resisténcia terapéutica a tratamentos
convencionais como a quimioterapia (QT) e radioterapia (RT), como também, é evidenciado
resisténcia a novas propostas terapéuticas, como a imunoquimioterapia, bioquimioterapia e
direcionamento de células-tronco do melanoma (Chen et al., 2009; Fang et al., 2005).

Desse modo, novas alternativas de tratamento com novos mecanismos de agéo séo
necessarias para o enfretamento dessa neoplasia. Assim, estudos de potenciais farmacos
terapéuticos incorporados em nanoformulacdes tem se tornado um método atrativo, pois
apresentam maior estabilidade e permeabilidade que favorece o acumulo de maior quantidade
de compostos em tumores potencializando sua ac¢éo farmacoldgica (Maeda et al., 2003; Ding
et al., 2011). Entre esses diversos tipos de biomateriais investigados, os hidrogéis (HGs) vém

se destacando por suas caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradabilidade,
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propriedades mecanicas e repostas rapida a meios externos (Pella et al., 2018). Os HGs séo
constituidos por redes tridimensionais de polimeros hidrofilicos que em contato com a &gua
ou fluidos bioldgicos se abrem (Grainger, 2013; Kakkar; Madhan, 2016) e dependendo do
método de sintese sdo classificados como géis quimicos ou fisicos.

Essa capacidade de abertura das malhas dos HGs pds-estimulo externo ou natural
permite a difusdo de farmacos em um tecido-alvo, tornando essa técnica atrativa em
aplicacdes biomeédicas. Esse estimulo externo pode ser efetuado por meio da irradiacédo de luz,
pH, campo magneético e temperatura, permitindo também uma liberacdo controlada do
farmaco (Pella et al., 2018). Associado a isso, fotossensibilizantes (FS) incorporados & HGs
para aplicacdo em terapia fotodindmica (TFD) pode promover ativacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) efou oxigénio singleto (*O,) induzindo a morte de células cancerosas
podendo auxiliar de forma efetiva no tratamento do cancer de pele.

A TFD promove uma reacao fotoquimica que ocorre por meio de um FS, uma fonte de
luz especifica e oxigénio, em que o FS ¢ ativado por uma luz com um comprimento de onda
especifico, e que na presenca de oxigénio, havera transferéncia de energia do FS para o
oxigénio disponivel que resultard em EROs e/ou O,, que ird ocasionar desordem na parede
celular e danos ao Acido Desoxirribonucleico (DNA) induzindo a morte celular e destruigio
do tecido doente (Dolmans et al., 2003; Konopka; Goslinski, 2007; Celli et al., 2010).

Nesse sentido, um potencial FS incorporado a HGs aplicado na TFD pode promover a
ativacdo de EROs induzindo a morte de células cancerosas. Dessa forma, este estudo avaliou
a atividade anticancerosa do FS clorofila a (Chl_a, em inglés) incorporada a HGs a base de
quitosana (QS) e poloxamer 407 (P407) aplicado na TFD in vitro frente a linhagem celular de

melanoma murino B16-F10.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Melanoma

O melanoma é uma doenca que tem origem nos melandcitos, que sdo células de
origem neuroectodérmica responsaveis por produzir pigmentos, onde sua apresentacao clinica
mais comum ¢é a forma cutanea que corresponde a 91,2% de melanoma no mundo, tendo
também apresentaces clinicas nas formas de melanoma ocular (5,2%), que é o tipo de
apresentacdo clinica mais comum em tumores maligno intra-ocular primario, e 0 melanoma
mucoso (1,3%), que pode acometer qualquer membrana mucosa do corpo (Carr, Smith;
Wernberg, 2020).

No melanoma cutaneo, o diagnodstico pode variar conforme o subtipo clinico-
patologico, pois essa doenga possui quatro apresentacdes clinicas, que sdo: melanoma
extensivo superficial, com incidéncia de 70-75% dos casos, melanoma nodular, com 20-25%
dos casos, melanoma lentigo maligno, com prevaléncia de 5-10% dos casos e 0 melanoma
acral-lentiginoso, que corresponde a 5% dos casos de melanoma cutaneo (Saldanha et al.,
2006). Destes tipos de apresentacfes clinicas, o principal fator de risco que contribui para o
desenvolvimento de melanoma cutaneo é a exposicao a radiacdo ultravioleta (UV) que pode
danificar a molécula de DNA por meio de mutagdes génicas que controlam a diviséo celular e
regulam a expressdo de fatores de crescimento, sendo como mutagdo mais comum no
oncogene BRAF, podendo ocorrer também mutacdes nos genes NRAS, NF1 e CDKN2A
(Lawrence et al., 2013). A Figura 1 mostra um esquema de proliferacdo celular anormal que

dar origem ao melanoma cutéaneo.
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Figura 1. Representacdo esquematica da proliferacdo de células melanociticas. Fonte: Adaptado de Oncomais,
2015.
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O melanoma extensivo superficial estd associado as infrequentes exposi¢fes aos raios
UV e ndo possui uma regido do corpo especifica para a lesdo ocorrer, podendo acometer
partes superiores das costas, térax e as pernas em ambos 0s sexos, possuindo também,
propensdo a multicoloracdo de bronzeamento. J& 0 melanoma nodular, surge a partir de lesdes
provocadas por exposicdo a raios UV, frequentemente aparecendo nas regides do pescoco,
cabeca e tronco, tendo como caracteristicas morfoldgicas: superficie lisa em forma de cupula,
aparéncia fungosa, sendo comumente ulceradas, e tendo o sangramento como sinal de estado
avancado da doenca. O melanoma lentigo maligno inicia a partir de uma mancha com forte
tom de bronzeamento que se intensifica gradualmente escurecendo ao longo dos anos. Ela
tende a acometer pacientes idosos que tiveram suas peles expostas ha anos aos raios UV. E
por ultimo, e ndo menos importante, tem o melanoma acral-lentiginoso, que apresenta
padrdes, como: crescimento do nevo juncional, margens indistintas e um crescimento vertical,
caracteristicas estas adquiridas ao longo dos anos, se mostrando pouco associada a exposicao
aos raios UV (Forman et al., 2008; James, Berger; Elston, 2011).

O melanoma cutaneo, também pode se apresentar de forma amelandtico, ou seja, com
a auséncia total de pigmentacdo ou possuir um numero infimo de melandticos nas células
neoplésicas, podendo ser até confundido com outros tipos de pigmentos. Nesse tipo de tumor,
as células cancerosas ndo realizam a sintese de melanina intracitoplasmatica o que representa
1,8 a 8,1% dos casos de melanoma cutaneo, podendo ocorrer tanto em estagio de melanoma
cutaneo primario quanto em casos de melanoma metastatico (Sulaimon, Kitchell; Ehrhart,
2002; Koch; Lange, 2000).

2.2 Incidéncia de Melanoma Cutaneo no Brasil e no Mundo

A incidéncia global de cancer de pele do tipo melanoma tem aumentado
gradativamente nas Ultimas décadas. Dados do ultimo relatério da OMS mostram que em
2020 houve aproximadamente 324.635 novos casos (WHO, 2020). S6 nos Estados Unidos da
América (EUA), houve um crescimento médio de 270% nos ultimos 30 anos, esse aumento
foi atribuido a diversos fatores, entre eles 0 aumento da exposi¢do a luz UV artificial em
clinicas estéticas de bronzeamento e ao estilo de vida, assim como, fatores ambientais e
genéticos (Rastrelli et al., 2014). No Brasil, o INCA aponta para o triénio de 2020-2022 uma
taxa de 8.450 novos casos de melanoma maligno de pele por ano, sendo 4.200 do sexo
masculino e 4.250 do sexo feminino (INCA, 2022).
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Esse tipo de neoplasia € diagnosticado com mais frequéncia em caucasianos, com
prevaléncia de 2,6%, seguido pelos hispanicos (0,58%) e afro-americanos (0,1%) (ACS,
2021). Observa-se que 0s caucasianos sao mais propensos a desenvolver melanoma cutaneo
ao longo da vida, entretanto, hispanicos e afro-americanos tém maior probabilidade de
desenvolver melanoma ndo cutaneo, que sdo mais dificeis de serem diagnosticados, portanto,
quando o tumor se manifesta j& se apresenta em estagio avancado limitando o tratamento e
elevando o risco de vida do paciente diagnosticado com melanoma néo cutaneo (Dawes et al.,
2016).

A OMS, ainda apresenta uma estimativa de aumento do nimero de novos casos de
melanoma cutaneo para 0s proximos 19 anos, que prevé um aumento médio de 100.000 novos
casos por ano no mundo, onde a Africa terd um aumento estimado de 96%, seguida da
América Latina e Caribe com 67%, Asia com 59% e a Oceania com 50%, conforme
apresentado na Figura 2 (WHO, 2020).

Dados de 2020 e nimero estimado de novos casos (em milhares)

Africa

Oceénia

América Latina e Caribe

Asia

América do norte

Europa
0 40000 80000 120000 160000
América do A Ameérica A
Europa norte Asia Latinae | Oceénia Africa
Caribe
B Previsdo para 2040| 170453 141873 37815 31535 28866 13650
® Ano de 2020 150627 105172 23753 18881 19239 6963

Figura 2. Nimero de casos de cancer de pele do tipo melanoma no ano de 2020 e estimativa de novos casos de
2020 a 2040, ambos os sexos, idade [0-85 +]. Adaptado da WHO (2020).

Esse aumento do nimero de novos casos mostra a gravidade que os sistemas de satde
enfrentam e irdo enfrentar até o ano de 2040, em especial, nos EUA e paises da Europa, que
possuem as maiores taxas de incidéncia de melanoma cutaneo do mundo (Figura 3) (GCO,

2021). Nos EUA, o melanoma cutaneo € o quinto tipo de cancer que mais acomete 0 sexo
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masculino e o sexto que mais acomete o sexo feminino (Gershenwald; Guy, 2016).
Entretanto, o pais com maior taxa de incidéncia de melanoma maligno do mundo é a
Australia, tendo como principais vitimas adolescentes com idade ao redor de 15 anos e

adultos com média de 44 anos, em ambos 0s sexos (Watts et al., 2017).

{ % World Health
\,.‘__‘j Organization
© International Agency for
Research on Cancer 2021

ASR (Mundial) por 100.000

>56
1556
0,67-15

037-0.67 I Nso aplicived
<037 Nao encoantrado

Figura 3. Taxa de incidéncia Mundial de melanoma cuténeo no ano de 2020, padronizada por idade em ambos
0s sexos. Fonte: GCO - Global Cancer Observatory: Cancer Today. Lyon, Francga: International Agency for
Research on Cancer. Disponivel em: https://gco.iarc.fr/today, acessado em 25/07/2022; Fonte de dados:
GLOBOCAN 2021. Produgdo de imagens, IARC: https://gco.iarc.fr/today/home, World Health Organization.
(com edigdes feitas pelo autor).

Esse crescimento de diagnosticos do melanoma cutdneo em todo o mundo vem
preocupando autoridades governamentais, pois o indice de novos casos esta crescendo acima
de outras doencas malignas (Kohler et al., 2011). Outro dado preocupante € o nimero cada
vez mais frequente de novos casos em jovens (Siegel; Naishadham; Jemal, 2012; Bray et al.,
2018). Outro dado intrigante é em relacdo ao sexo, mulheres entre 20-24 anos de idade
possuem maiores chances de serem diagnosticadas com melanoma cutaneo do que os homens
da mesma idade. No entanto, os dados se invertem a medida que os anos de vida se
prolongam, em que 0s homens se tornam mais propensos a serem diagnosticados com

melanoma cutdneo em relacéo as mulheres (Yuan et al., 2019).
2.3 Diagnostico Clinico
O diagndstico clinico do melanoma depende do subtipo clinico-patolégico da doenca,

conforme foi apresentado na secdo 2.1. Caracteristicas como: bordas irregulares, leséo

assimétrica, diametro de 5 mm ou acima, variabilidade de cor da lesdo, e surgimento ou
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crescimento de nddulos sdo aspectos importantes para diagnésticos clinicos de melanoma
(Garbe et al., 2016). A maioria dos diagnosticos clinicos de melanoma ocorre na fase
priméria, sendo que em 90% dos casos ndo ha evidéncia de metastase, 0 que aumenta as
chances de cura em até 75-85%. O progndstico do paciente se baseia em fatores histologicos
como analisar a profundidade do tumor, técnica conhecida como indice de Breslow, que
medird por meio de uma escala dptica em micrémetro o tamanho do tumor. Essa técnica
consiste em penetrar desde a epiderme até o ponto final da lesdo obtendo-se a medida
histologica do melanoma (Balch et al., 2009; Thompson et al., 2011). Também é realizada a
medic&o da taxa mitética, para subclassificar o tipo de melanoma, conforme consta no Comité
Conjunto Americano de Estadiamento de Céancer (AJCC, em inglés). Como também, é
mensurado o nivel de invasdo do tumor ou nivel de Clark (Scolyer et al., 2006). Além disso,
sdo realizados testes histologicos para identificar a presenca de ulceracdo de melanoma, que
normalmente possuem as seguintes caracteristicas: hiperplasia reativa do ambiente
circundante, diminuicdo da espessura da membrana basal e 0 adelgacamento de estrato cdrneo
(Spatz et al.,, 2003). Assim, é realizado o prognostico do paciente com melanoma
identificando se o tumor esta na fase primaria e fora de risco de metéastase.

Quando o diagnéstico clinico identifica a metéastase, o paciente possui uma sobrevida
limitada, dependendo do tipo de metastase desenvolvida. A metastase de melanoma pode
ocorrer de duas formas, pela via linfatica ou hematogénica, sendo a maioria dos casos
localizada na regido dos linfonodos regionais. Dessa forma, uma sobrevida de 10 anos, para
metastase satélite (até 2 cm do tumor primario) ird possuir de 30-50% de chances de cura, em
pacientes com micrometastase linfonodais as chances sdo de 30-70%, e para pacientes com
metastase linfonodais regionais as chances diminuem para 20-40% de chances de cura (Balch
et al., 2009).

2.4 Tratamento e Resisténcia Terapéutica

2.4.1 Processo Cirdrgico

O processo cirargico é considerado o tratamento primario, podendo ser realizado uma
disseccéo dos linfonodos, excisdo ampla e até amputacdo do membro quando o diagnostico é
localizado em dedos, maos e pés (Eggermont; Spatz; Robert, 2014; Saiag et al., 2007), sendo
normalmente realizada uma bidpsia excisional, que permitird ao patologista avaliar com

precisdo as margens de excisdo para tumor residual. Alem disso, o procedimento é
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fundamental para confirmar o prognostico estabelecido em casos mais dificeis de diagndstico,
como em melanoma lentigo maligno na face, melanoma acral ou melanoma mucoso (Martin
et al., 2005; Pflugfelder et al., 2010).

2.4.2 Radioterapia (RT)

Outro tratamento disponivel para casos de melanoma é a RT, que consiste de radiacfes
ionizantes, como os raios-X. O procedimento é considerado indolor e ndo visivel, que causara
danos ao DNA das células ndo tumorais e tumorais, resultando em morte celular. Em caso de
melanoma com metéstase em transito (ITM, em inglés) a RT atuard de forma efetiva no
controle de proliferacdo celular, uma vez que nesse estagio a cirurgia ndo sera efetiva, pela
extensdo da lesdo tumoral no paciente (Olivier et al., 2007). Por outro lado, é pouco utilizada

no estagio primario, pois neste caso, o tratamento de escolha é a cirurgia (Garbe et al., 2016).

2.4.3 Quimioterapia (QT)

O tratamento por QT é realizado utilizando-se quimioterépicos, como Dacarbazina,
Temozolomida, Nab-paclitaxel, Paclitaxel, Cisplatina (CDDP), Carboplatina, entre outros.
Estes possuem potencial citotoxico frente células cancerosas e ndo cancerosas. No entanto,
esses farmacos possuem alta toxicidade e induzem também a morte de células saudaveis
causando infertilidade, alteracbes gastrintestinais, alopecia, entre outros efeitos adversos, o
que leva a uma rapida debilitacdo do paciente, que em casos mais agressivos a QT é suspensa
(De Souza et al., 2014; Morachis; Mahmoud; Almutairi, 2012).

2.4.4 Imunoterapia

A imunoterapia consiste em utilizar o préprio sistema imunolédgico do paciente contra
a neoplasia. O tratamento consiste em estimular e auxiliar as células de defesas do corpo para
identificar o antigeno, criar o anticorpo e combaté-lo, assim como, pode ocorrer uma resposta
imunitaria celular bloqueadora sem a necessidade de um anticorpo (Nagai et al., 2010). No
entanto, ha dificuldades consistentes em estimular o sistema imune para combater o cancer,
pois celulas cancerosas em estagios avancados possuem mecanismos de defesa que
conseguem evadir da morte e proteger o tumor “enganando” o sistema imunitario por meio de

mecanismos de sinalizacGes (Garbe et al., 2016).
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Por outro lado, quando se obtém éxito no tratamento, o sistema imunoldgico identifica
0 antigeno e ataca o tumor levando a morte das células cancerosas de forma rapida e sem
provocar danos a células saudaveis. Os principais tipos de imunoterapias aplicadas sao:
anticorpos monoclonais, vacinas, inibidores de pontos de verificacdo imunologica e a terapia

do receptor de antigenos quimérico de células T (CAR T-Cells) (Zhang et al., 2014).

2.4.5 Terapias Adjuvantes

Além desses tratamentos mencionados, existe 0 método de terapia combinada que é
conhecida como terapia adjuvante. Ela consiste na adicdo de uma terapia pos-tratamento
primario, as quais abrangem procedimentos cirurgicos, RT, QT, crioterapia e/ou laserterapia.
Essa estratégia terapéutica é aplicada apenas em pacientes que ndo estdo em estagio de
metastase microscépica, mas que possuem alto risco de evoluir para esse estagio (Garbe et al.,
2016). Estudos reforcam sua aplicagcdo apenas em pacientes com tumores mais espessos (1,5
mm) ou em casos de melanomas em estagios 11 e/ou 111 conforme segue as recomendacdes da
AJCC (Balch et al., 2009).

Nesse sentido, a terapia adjuvante apresentou efetividade no tratamento de diversos
tumores resistentes a farmacos quimioterapicos, pois, terapias combinadas visam obter uma
sinergia com capacidade de alcancar diferentes alvos celulares no corpo, 0 que aumenta as
chances de cura do paciente. Além disso, potencializa a atividade citotoxica anticélulas
cancerosas e reduz os efeitos colaterais (Al-Lazikani; Banerji; Workman, 2012; Mignani et
al., 2015). Essa diminuicdo dos efeitos colaterais ocorre pela reducdo da concentragcdo das
doses dos quimioterapicos administrados, que possuem elevada taxa de toxicidade. Uma vez
gue a administracdo desses farmacos € realizada em doses menores, ela é complementada com
outra terapia, 0 que aumenta a tolerabilidade e a adesdo do paciente ao tratamento, além de

obter uma resposta mais rapida e eficiente (Cather; Crowley, 2014).

2.4.6 Resisténcia Terapéutica

De forma resumida, 0 melanoma possui mecanismos de resisténcia terapéutica devido
a sua elevada capacidade de sobrevivéncia e motilidade (Bai; Fisher; Flaherty, 2019). Quando
comparada a outras células tumorais, as células de melanoma em ensaios in vivo possuem
baixo indice de morte celular por apoptose espontanea, e em ensaios in vitro é relatado

resisténcia a apoptose induzida por farmacos (Sosman; Puzanov, 2006). Dessa maneira, como
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a maioria dos quimioterépicos atua na inducéo de apoptose, a resisténcia do melanoma a esses
quimioterapicos pode estar relacionada a ndo ativacdo dos mecanismos de morte celular.

A ativacdo desses mecanismos de resisténcia terapéutica é complexa e age de forma
diferente para cada quimioterapico utilizado, como por exemplo, a resisténcia do melanoma a
CDDP. Normalmente ela ocorre quando ha uma falha na capacidade da célula entrar em
apoptose, isso pode acontecer por causa da exposicao cronica da célula ao quimioterapico ou
por meio da capacidade intrinseca da célula tumoral de evadir da morte, como a selecéo de
clones que apresentam mecanismos de resisténcia ao quimioterapico (Kelland, 2000).

Os principais fatores que estimulam a resisténcia estdo relacionados a reducdo do
acumulo intracelular da CDDP por diminuicdo da sua captacdo, aumento da extrusdo do
farmaco por meio do receptor MRP2, ou uma combinacao desses dois fatores (Siddik, 2003),
aumento nos niveis intracelulares de tiois (Kelland, 2000), inativacdo da CDDP por meio de
moléculas nucleofilicas, como as glutationas (GSH), que sdo superespressas quando ha uma
exposicao cronica ao quimioterdpico (Kelland, 2000), aumento no mecanismo de reparo de
DNA, especialmente pelo reparo de excisdo de nucleotideos (Furuta et al., 2002), aumento da
expressao de Bcl-2 e superexpressdo de proteinas envolvidas na sobrevivéncia celular, como
a PI3K/AKT e RAS/MARK (Hung; Lau, 1999; Isonishi et al., 2001), como também, pode
induzir uma configuracdo ativa da proteina quinase, sendo ativada uma cascata de sinalizacdo
que estimula a sobrevivéncia e o crescimento das células cancerosas, em que a configuracao
ativa dos genes BRAF, RAS e NF1, estdo intimamente atreladas a todos os tipos de
melanoma, sendo 50, 25 e 15%, respectivamente (Engelman; Settleman, 2008; Wagle et al.,
2011). Essas mutagBes também provocam uma reativacdo de vias oncongénicas ao invés de
produzir novas vias por meio da angiogénese, 0 que caracteriza como um processo de
resisténcia adquirida durante ou apds o tratamento (Nazarian et al., 2010).

No entanto, ainda é prematuro tracar incisivamente toda a dindmica que ocorre no
processo de resisténcia terapéutica, pois além de ser bastante complexa ndo se tem
quantidades suficientes de estudos com resultados conclusivos, devido as limitagdes, como a

escassez de amostras de tumores ao longo da terapia para elucidar suas mudancas fisiologicas.
2.5 Terapia Fotodinamica (TFD)
A TFD ¢ uma terapia minimamente invasiva e apresenta eficacia em diversos estudos

com tumores sélidos e lesdes ndo malignas, como apresentados em estudos de Gray e

Fullarton (2007), que avaliaram a eficicia da TFD em displasia de esdfago, Kato et al. (2004),
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em cancer de pulmdo, entre outros estudos contra o cancer (Allison et al., 2005; Souza et al.,
2009; Guyon et al., 2012). Além disso, a TFD combinada a outras terapias anticancer eleva as
chances de cura como foi evidenciado em estudos de Kim, Lee e Cho (2013), que
combinaram a TFD com a crioterapia no tratamento do carcinoma basocelular nodular.
Resumidamente, a TFD promove uma reacdo fotoquimica que ocorre por meio de um
FS, luz e oxigénio. O FS excitado com luz transfere energia a outras espécies quimicas
formando assim EROs. Essas EROs sé&o moléculas altamente reativas e instaveis com
capacidade de modificar outras moléculas (Mroz et al., 2011; Cui et al., 2012). Essas
moléculas irdo promover desordem na parede celular e levar danos ao DNA induzindo a
morte de células cancerosas destruindo o tecido doente (Dolmans et al., 2003; Konopka;

Goslinski, 2007; Celli et al., 2010), como podemos observar no esquema ilustrado na Figura

4.
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Figura 4. Mecanismo de funcionamento da TFD. Nota: (LED) Diodo emissor de luz; (EROs) Espécies reativas
de oxigénio; (O,) Oxigénio molecular; (FS) Fotossensibilizante. Fonte: Préprio autor (2022).

Essa efetividade da TFD ocorre pela ativacdo de um FS, em que no seu estado tripleto
de excitacdo deve possuir um tempo de vida prolongado o que pode interagir com diferentes
moléculas circundantes (fotorreacdo tipo 1), ou reagir com oxigénio molecular (fotorreacéo
tipo 1) (Machado, 2000). Sendo a fotoreacdo do tipo Il de interesse em aplicagdes biomédicas
com a TFD antineoplasias malignas, pois 0 FS no estado tripleto ira reagir com oxigénio
molecular e em seguida promover a mudanca do estado fundamental do O, ou oxigénio
tripleto (30,) para o estado excitado do 'O, (Paszko et al., 2011), em que nesse estado, ha
reacdo do 'O, com diversas moléculas circundantes, como mitocdndrias, acidos nucleicos e
proteinas, promovendo danos oxidativo as moléculas em até trés niveis distintos, sendo o

primeiro nivel a morte celular por apoptose, necrose ou autofagia, no segundo nivel pode
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ocorrer isquemia tumoral pos-lesdo vascular e o terceiro nivel, pode estimular a ativacdo do
sistema imunoldgico contra antigenos tumorais (Monge-Fuentes et al., 2014).

Um FS atrativo em aplicagcdes biomédicas anticancer deve apresentar uma
absortividade molar dentro da regido espectral de 600-900 nm, conhecida como a “janela
fototerapéutica” tendo essa absortividade como ideal na penetracdo profunda de tecidos
pigmentados em aplica¢fes biomédicas (Zhang et al., 2017). Por outro lado, ainda néo foi
identificado um FS efetivo clinicamente no tratamento de melanoma maligno, pois nesse tipo
de cancer a melanina compete com o FS a absorcdo de luz empregada na TFD, pois a
melanina é um fotoprotetor natural da pele que possui a capacidade de absorver luz irradiada
da TFD em um comprimento de onda entre 400-750 nm (Ma et al., 2007). Como podemos
observar essa constatacdo em diversos estudos que reforcam esse desafio enfrentado na TFD
no tratamento do melanoma (Zhao et al., 2009; Monge-Fuentes et al., 2014). Portanto, a
busca por um FS ideal torna-se essencial para o desenvolvimento de novas terapias efetivas,
menos invasivas e efeitos colaterais minimos no tratamento do melanoma, como composi¢do
estavel, atoxica na auséncia da TFD, auto-agregacdo minima, fotoestabilidade, entre outras
propriedades (Bechet et al., 2008).

2.6 Clorofila a (Chl_a, em inglés)

Um FS atrativo em estudos da TFD é a Chl_a (Figura 5), composto presente nas
plantas, algas e em cianobactérias. Esse pigmento é essencial no processo de fotossintese das
plantas, correspondendo a 75% do total de Chl existente. Ela est4 intimamente relacionada
com a cor esverdeada das folhas das plantas, e isso ocorre porque a Chl_a possui absorcéo de
luz nos comprimentos de onda violeta (380-440 nm) e azul (440-485 nm) (Berg; Tymoczko;
Stryer, 2002). Essa propriedade de absor¢éo de luz permite o direcionamento de energia solar
em energia quimica através do processo de fotossintese. Nesse processo ela converte didoxido
de carbono e 4gua em carboidrato e oxigénio molecular (Streit et al., 2005).
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Figura 5. Estrutura quimica da clorofila a (Chl_a). Fonte: Sigma - Aldrich (2022).

2.7 Hidrogeéis (HGs)

Os HGs sdo biomateriais formados por uma rede tridimensional de polimeros e
copolimeros hidrofilicos, que distendem quando entram em contato com a agua ou fluidos
bioldgicos (Grainger, 2013; Kakkar; Madhan, 2016; Lima-Tendrio et al., 2015a; Soares et al.,
2014). A preparacdo de HG distingue-se entre HG fisico e quimico, sendo que HG fisico
envolve cadeias poliméricas em interaces moleculares dos tipos: ligacdes de hidrogénio,
ligacGes ibnicas e ligacbes hidrofdbicas. Por outro lado, HG quimico ocorre por reticulacéo
guimica (simultaneamente ou pds-polimerizacdo), em suas cadeias poliméricas ha interacdes
moleculares irreversiveis por meio de ligacbes covalentes (Ullah et al., 2015). Esses
biomateriais vém se tornando atrativo em aplicacfes biomédicas pela sua capacidade de
dilatacdo apds estimulos naturais ou externos como a irradiacdo de luz, pH, campo magnético
e temperatura, o que permite a difusdo de propriedades farmacoldgicas em um tecido-alvo, em
que essas caracteristicas responsivas a estimulos permitem a liberacdo controlada de farmaco
(Pelld et al., 2018).

Além dessas propriedades mencionadas, existem inumeras outras caracteristicas
potenciais como a biodegradabilidade, grau de intumescimento e resisténcia mecanica que
estdo envolvidas intimamente aos métodos de reticulacdo (Ullah et al., 2015). Por isso, a
sintese de HG a base de polissacarideos tem levantado interesse da comunidade cientifica,
pois possuem propriedades favoraveis para formulacbes de biomateriais, como
biocompatibilidade, biodegradabilidade, sdo atoxicas e de baixo custo (Lima-Tendrio et al.,

2015b). Os principais polissacarideos utilizados para a sintese de HGs em aplicacOes
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biomédicas sdo: amido, alginato, carragenina, carboximetilcelulose e a QS (Lima-Tenorio et
al., 2015b).

2.8 Quitosana (QS)

A QS (Figura 6) € um polimero obtido pela desacetilagdo da quitina, que se destaca
por ser um dos polissacarideos naturais de amido mais abundante na natureza, e que pode ser
extraido de exoesqueletos de crustaceos, insetos e da parede celular de fungos (Soares et al.,
2014). Além da facilidade de obtencdo da QS e suas propriedades favordveis, como a
biodegradabilidade, propriedades mucoadesivas e ser atoxica em baixas concentracfes, ela
também possui propriedades que podem elevar a capacidade de penetracdo do farmaco ao
adentrar entre as camadas epiteliais, o que pode potencializar a acdo farmacoldgica (Jin et al.,
2016; Mohammed et al., 2017).
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Figura 6. Estrutura quimica da quitosana (QS). Fonte: Sigma - Aldrich (2022).

Apesar das vantagens mencionadas acima, existem limitagdes em formulagdes de HGs
sintetizadas apenas a base de QS, pois seu rearranjo estrutural permite apenas a difusao
passiva de propriedades farmacoldgicas ou residuos metabdélicos, o que limita sua eficacia em
aplicacdes biomédicas, além de apresentar rapida degradacdo (Chen et al., 2017; Kiene et al.,
2018). No entanto, isso é solucionado ao combinar a QS com polimeros naturais ou sintéticos
0 que ajusta as propriedades dos HGs. Nestes casos, polimeros séo escolhidos conforme as
propriedades desejadas obtendo-se um biomaterial hidrico que sdo intrinsecamente
responsivos a estimulos externos, como irradiacdo de luz, pH e temperatura. Além disso, a
sintese de HGs a base de QS fisicamente reticulados também proporciona propriedades de
autocura (self-healing), tendo levantado interesse na area medica nas Ultimas décadas (Pella et
al., 2018).
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2.9 Poloxamer 407 (P407)

O P407 (Figura 7) € um dos copolimeros mais utilizados em formulac6es de sistemas
termossensiveis, pertencente ao grupo dos copolimeros de tribloco néo iénico e conhecido
como Pluronic® F-127. Comercialmente, ele se apresenta em trés blocos, sendo um bloco
hidrofobico com unidades polioxipropileno (PPO) e mais dois blocos hidrofilicos com
unidades polioxietileno (PEQO) (Devi et al., 2013; Karolewicz, 2015). Além do P407, existe
uma variedade de poloxameros disponiveis na industria quimica, com componentes e pesos
moleculares distintos, que podem variar de 1.100 a 14.000 Da. O P407 é o poloxamero mais
investigado em estudos biomédicos pela sua capacidade de formar micelas em solugdes com
caracteristicas de auto-organizacdo, e que pode resultar em um gel viscoso que ira depender
da temperatura e da concentracdo do polimero empregado (Caramella et al., 2015; Klouda,
2015; Juhasz, 1989).
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Figura 7. Estrutura quimica do poloxamer 407 (P407). Fonte: Sigma - Aldrich (2022).

Vale ressaltar que os poloxadmeros possuem limitagOes acerca da sua resisténcia
mecanica o que pode levar os biomateriais a uma rapida erosdo (El-kamel, 2002). Por outro
lado, essa desvantagem pode ser resolvida misturando a QS com poloxameros na formulagéao
(Gratieri et al., 2010). Essa mistura prolonga o tempo de contato dos HGs na superficie,
favorecendo o uso in situ desses sistemas, em que a resisténcia mecéanica dos HGs €
restabelecida e melhorada conforme apresentado em estudos de Gupta et al. (2007). Neste
estudo os autores desenvolveram um sistema de gel a base de QS e P407, obtendo uma

formulacdo com as respectivas caracteristicas: oftalmica limpida, estéril e ndo irritante.
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3 JUSTIFICATIVA

O crescente numero de casos de melanoma no Brasil e no mundo, além das projecoes
realizadas pela OMS que prevéem aumento médio de 100 mil novos casos ao ano em todo o
mundo até o ano de 2040 (WHO, 2020), mostra os desafios que 6rgdos governamentais irdo
enfrentar ao longo desses anos, sendo necessarias novas estratégias de tratamento que
apresentem maior eficacia e menos efeitos colaterais. Além disso, sabe-se que o melanoma
possui mecanismo de resisténcia terapéutica devido a sua capacidade intrinseca da célula
tumoral de evadir da morte, como a selecdo de clones que apresentam mecanismos de
resisténcia ao quimioterapico (Bai; Fisher; Flaherty, 2019). Quando comparada a outras
células tumorais, as células de melanoma possuem baixo indice de morte celular por apoptose
espontanea, e também, é relatado resisténcia a apoptose induzida por farmacos (Sosman;
Puzanov, 2006).

Dessa maneira, este estudo apresenta uma proposta inovadora a partir do uso da TFD
para tratar casos de cancer de pele do tipo melanoma, utilizando como FS a Chl_a, um
composto presente nas plantas, algas e em cianobactérias, que foi incorporada a HGs, em que,
resultados de reducdo da viabilidade celular a partir dessa estratégia agrega no combate ao
crescente numero de novos casos de melanoma no Brasil e no mundo, além de ser um
processo terapéutico minimante invasivo o que proporciona efeitos colaterais minimos e

aumenta a efetividade do tratamento.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade fotodindmica mediada por Chl_a incorporada a HGs a base de QS
e P407 aplicado na TFD in vitro frente a linhagem celular de melanoma murino B16-F10.

4.2 Objetivos Especificos

I.  Preparar HGs a base de QS e P407 contendo Chl_a para estudos do seu principio ativo
anti-melanoma;
Il.  Awvaliar as caracteristicas reologicas dos HGs a base de QS e P407;
I1l.  Estudos de caracterizacdo estrutural do HG a base de QS e P407;
IV. Avaliar a atividade fotodindmica anti-melanoma do FS Chl_a incorporada ao HG a
base de QS e P407 frente a linhagem celular de melanoma murino B16-F10 por meio
da TFD in vitro.
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5.1 Materiais e Reagentes
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Os materiais e reagentes utilizados neste estudo podem ser conferidos nas Tabelas 1 e

2, abaixo.

Tabela 1. Lista de materiais.

Materiais Fabricante
Criotubos TPP, CHE
Eppendorf (1,5 e 2 mL) Axygen, EUA
Frasco para cultura celular com filtro (75 cm?) TPP, CHE

Hemocitémetro de Neubauer
Laminulas para microscopia
Micropipeta Multicanal (200 pL)
Micropipetas (20, 200, 1000 pL)

C. A. Hausser & Son, EUA
Exacta Perfecta, BRA
Gilson. Inc., EUA
Gilson. Inc., EUA

Microplacas (96 pogos) TPP, CHE
Pipeta soroldgica (5, 10 mL) Axygen, EUA
Ponteiras para Micropipetas Axygen, EUA
Tubo falcon (15, 50 mL) Axygen, EUA
Fonte: Proprio autor (2022).
Tabela 2. Lista de reagentes.
Reagentes Fabricante
Antibidtico (Penicilina e Estreptomicina) Gibco, EUA

Azul Trypan
Bicarbonato de Sddio
Chl_a de espinafre
DMEM
DMSO
Etanol
MTT
P407 (Pluronic® F-127)
PBS
QS de baixo peso molecular
Soro Fetal Bovino
Tripsina-EDTA

Sigma-Aldrich Brasil Ltda
Sigma-Aldrich Brasil Ltda
Sigma-Aldrich Brasil Ltda
Sigma-Aldrich Brasil Ltda
Mallinekrodt Chemicals, EUA
Sigma-Aldrich Brasil Ltda
Invitogen, EUA
Sigma-Aldrich Brasil Ltda
Laborclin, BRA
Sigma-Aldrich Brasil Ltda
Gibco, EUA
Gibco, EUA

Fonte: Proprio autor (2022).
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5.2 Formulacéo dos HGs

Os HGs a base de QS e P407 (HG-QS-P407) foram preparados conforme protocolo de
Gratieri et al. (2010), com algumas modificacdes. Resumidamente, as dispersdes de QS de
baixo peso molecular com concentracdo de 1,0 % (m/v) foram preparadas a partir da
dissolugdo de QS em uma solugdo de &cido acético 1,0 % (v/v) sob agitacdo constante por
aproximadamente 3 horas (h) até sua total homogeneizacdo. Em seguida, o pH das dispersdes
de QS foram ajustados para um pH entre 6,0 e 6,5 com NaOH a 10 M. Apds essa etapa, as
dispersdes de QS foram mantidas em banho de gelo sob agitacdo constante, para adigéo de
diferentes concentracbes de P407 (Tabela 3). Apos a dissolugdo completa do P407 na
dispersdo de QS o HG-QS-P407 formado foi mantido em repouso em uma geladeira a
temperatura de 4 °C, por no minimo 24 h até ndo se observar mais bolhas no gel. As

composic¢des dos HG-QS-P407 estdo mostradas na Tabela 3.

Tabela 3. Composicdes e concentragdes das formulages dos hidrogeis.

Identificacéo QS (%) P407 (%)
F1 1,0 14
F2 1,0 16
F3 1,0 18
F4 1,0 20
F1LA N/A 14
F2.B N/A 16
F3.C N/A 18
F4.D N/A 20

Nota: (QS) Quitosana; (P407) Poloxamer 407; (F1) Frasco 1; (F2) Frasco 2; (F3) Frasco 3; (F4) Frasco 4; (F1.A)
Frasco 1A; (F2.B) Frasco 2B; (F3.C) Frasco 3C; (F.4D) Frasco 4D; (%) Porcentagem; (N.A) N&o aplicavel.
Fonte: Proprio autor (2022).

5.2.1 Incorporagéo da Chl_a nos HGs

O protocolo de incorporagdo da Chl_a em HGs-QS-P407 seguiu de forma semelhante
ao descrito anteriormente (topico 5.2), com algumas modificacdes. Primeiro, a QS com uma
concentracdo de 1% (m/v) foi dispersa em uma solucdo de acido acéetico 1% (v/v) sob
agitacdo constante por aproximadamente 3 h até sua total homogeneiza¢do. Em seguida, o pH
da dispersdo de QS foi ajustado entre 6,0 e 6,5 com NaOH a 10 M. Separadamente, a Chl_a
foi dissolvida em 1 mL de etanol 2% (v/v) com auxilio de um banho de ultrassom (modelo:
USC - 2800). Posteriormente, a Chl_a foi adicionada gota a gota sob agitacdo constante na
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dispersdo de QS em um ambiente com auséncia de luz. Apos essa etapa, a dispersao de QS
contendo Chl_a foi mantida em banho de gelo sob agitacdo constante, para adi¢do do P407.
Apbs a dissolugdo completa do P407 na dispersdo de QS contendo Chl_a o HG baseado em
QS e P407 contendo Chl_a (HG-QS-P407-Chl_a) foi formado e transferido para um tubo
falcon, que em seguida foi mantido em repouso em uma geladeira a temperatura de 4 °C, por
no minimo 24 h até ndo ser observado bolhas no gel.

5.3 Estudos de Caracterizacao

5.3.1 Avaliagdo da Temperatura de Transi¢éo Sol-Gel (Tsoi.ger) dos HGs

A avaliacdo da temperatura de Tso.gel fOI realizada em reémetro hibrido modelo HDR-
1 (T.A. Instruments, Newcastle, USA) acoplado com geometria de placa com diametro de 40
mm. Anteriormente a analise, as amostras foram acondicionadas em banho de gelo e a
temperatura da placa inferior foi ajustada para 5 °C. As amostras foram gentilmente colocadas
uniformemente na placa inferior com auxilio de uma pipeta plastica e a geometria superior foi
abaixada de modo a entrar em contato com a amostra com uma altura de 500 pm. As amostras
foram ambientadas nesta temperatura por 3 minutos (min) e entdo o teste foi iniciado. A
viscosidade das amostras foram avaliadas a uma taxa de cisalhamento de 10 s™ e uma rampa

de temperatura de 5 °C/min na faixa de 5-40 °C.

5.3.2 Avaliagdo do Tempo de Tso-gel

A determinacdo do tempo de Tso.gel também foi aferida pelo método de inclinagdo de
tubo de ensaio, em que 2,0 mL do HG-QS-P407 (em diferentes concentracdes) e HG-P407
(em diferentes concentragdes) foi transferido a um tubo de ensaio e mantido em banho-maria
a temperatura de 32 °C. A cada 5,0 segundos (s) o tubo de ensaio era removido do banho-
maria e inclinado a um angulo acima de 180° para observar o estado de fluidez das amostras,
as formulagOes que ultrapassaram 40 s e ndo foi observada a fase de Tsoger fOram
consideradas inviaveis para uso em aplicacdo topica. O tempo de gelificacdo foi registrado
qguando houve auséncia de fluidez do HG-QS-P407 e/ou HG-P407 no tubo de ensaio, o que
caracteriza a mudanca da fase solugédo para a fase gel (Giovagnoli; Tsai; Deluca, 2010; Hani;
Bhat; Shivakumar, 2011).
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5.3.3 Ensaios de Bioadesdo in vitro

Orelhas suinas frescas de porcos com 6 meses de idade foram obtidas de um
abatedouro local e preparadas conforme método descrito por Dick e Scott (1992). As orelhas
foram limpas com &gua (25 £ 0,5 °C) e as que apresentaram lesdes foram descartadas. As
peles ndo danificadas foram removidas da cartilagem com bisturi e a camada contendo estrato
corneo e a epiderme foi separada do tecido adiposo com um dermatomo (Nouvag TCM 300,
Goldach, EUA) com uma espessura 400 um e foi congelada em -20 °C por até 4 semanas.

No dia do experimento, a pele foi descongelada em solugdo salina fisioldgica,
contendo 0,9% (p/v) de cloreto de sddio, a 32 + 0,5 °C por 30 min; em seguida, os pelos
foram cortados com tesoura. Analisador de textura TA-XTplus (Stable Micro Systems,
Surrey, England) contendo da sonda cilindrica (diametro de 10 mm) foi utilizado para avaliar
a forca de destacamento. A sonda cilindrica foi encapada com fita crepe 101LA (3M®) e duas
gotas de adesivo & base cianoacrilato (Loctite® Super Bonder®) e entdo a pele foi fixada na
extremidade inferior da sonda cilindrica e presa as bordas com um anel de borracha. Os HGs
foram colocados abaixo da sonda e imersos em banho-mariaa 32 + 0,5 °C.

O teste foi realizado abaixando a sonda a uma velocidade constante (1 mm/s) até que a
pele e a amostra fizessem contato, detectado por uma forca de disparo de 2 mN. A pele e a
amostra foram mantidas em contato por 60 s e nenhuma forca foi aplicada neste intervalo.
Apbs 60 s, a pele foi puxada para cima (0,5 mm/s) até que o contato entre as superficies fosse
rompido. Durante o experimento, uma curva forca-tempo foi registrada; a partir do qual foi

calculado o pico de destacamento. Cinco réplicas foram analisadas a 32 + 0,5 °C.

5.3.4 Caracterizacdo por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR-ATR)

Neste estudo, utilizou-se a espectroscopia na regido do infravermelho para determinar
a interacdo dos grupos funcionais dos polimeros utilizados para compor os HGs. A técnica foi
desempenhada com o equipamento Vertex 70 da marca Bruker com refletancia total atenuada
(ATR, em inglés), com resolucéo espectral de 4 cm™, 96 scans no intervalo de 400-4000 cm™.
Os componentes isolados (P407 e QS), a mistura fisica (MF) e a formulacdo do HG mais
atrativa apds a andlise reoldgica, foi avaliada. Este estudo também serviu para avaliar a pureza

do HG, identificando qualquer composto contaminante na amostra.
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5.3.5 Caracterizacdo por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As formas e morfologia do HG-QS-P407 foi analisada através da Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), conforme segue em estudos de Zhao et al. (2013). O HG-
QS-P407 foi congelado com nitrogénio liquido durante 15 min. A seguir, foi liofilizado por
24 h no equipamento Speed Vac. Entéo, realizaram-se fraturas no material seguido de uma
metalizacdo com ouro no equipamento Leica EM SCD 500. A anélise deu-se através do MEV
(JEOL JSM-7001F).

5.4 Ensaios Biologicos

5.4.1 Condicdes de Cultivo Celular

A linhagem celular de melanoma murino B16-F10 foi adquirida do Banco de Células
do Rio de Janeiro (BCRJ, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). O cultivo celular da B16-F10 foi
realizado em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de
Soro Fetal Bovino (SFB) e antibidtico (penicilina (100 pg/mL) e estreptomicina (100
ug/mL)), a 37 °C em 5% de CO,.

5.4.2 TFD Mediada por HG-QS-P407 Contendo Chl_a

Este estudo foi baseado no protocolo de Morais et al. (2021), em que, foram utilizadas
microplacas de 96 pogos para cultivar as células B16-F10 (1x10* por poco). Em seguida, as
células foram submetidas ao tratamento com o HG-QS-P407 contendo Chl_a em diferentes
concentracdes por aproximadamente 4 h. Apos isso, houve o descarte do tratamento e as
celulas foram lavadas duas vezes com PBS. Por fim, as células foram irradiadas com um
Diodo Emissor de Luz (LED, em inglés) (430 nm a 27 J/cm?) por aproximadamente 15 min.
Apos a irradiacdo, as células foram mantidas no escuro por 24 h em uma incubadora contendo
5% de CO..

5.4.3 Ensaios de Viabilidade Celular

Os experimentos de viabilidade celular foram realizados pelo ensaio de MTT (brometo

de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). De forma resumida, apés 24 h do
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tratamento com TFD, as microplacas de 96 pocos contendo as células B16-F10 (1x10* por
pocgo) receberam MTT a 0,5 mg/mL. Apds isso, as microplacas foram incubadas por 2 h a
uma temperatura de 37 °C e 5% de CO,. Em seguida, o sobrenadante foi removido e o cristal
azul escuro de formazan foi dissolvido com DMSO. A leitura das microplacas foi realizada
por um espectrofotdmetro a uma absorvancia de 595 nm, e os resultados foram expressos em
porcentagem em relacdo ao controle (células tratadas com Sol. Et, Chl_a livre, e HG-QS-
P407). Cada tratamento foi realizado em triplicata e repetido em trés experimentos

independentes.
5.5 Anélise Estatistica
Todos os resultados obtidos nas andlises de formulacdo dos HGs-QS-P407-Chl_a,

foram submetidos a avaliacdo estatistica por meio do Software GraphPad Prism, La Jolla,
USA, em que, valores com P < 0,05 foram considerados estatisticamente diferentes.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Estudos de Caracterizacao

6.1.1 Avaliagdo das Propriedades de Tsol.qel das Formulagoes

Formulacdes de HGs termossensiveis para aplicacdes topicas, preferencialmente
devem apresentar uma temperatura de Tsoger Proxima a temperatura corporal, entre 25 a 37
°C, pois, nessa faixa de temperatura os HGs possuem caracteristicas favoraveis, como facil
aplicacdo corporal, liberagdo do principio ativo presente no gel devido a abertura das malhas
que se rompem liberando o farmaco sob a lesdo-alvo, e 0 aumento do tempo de permanéncia
do farmaco no local aplicado devido a baixa fluidez. Outra caracteristica importante a ser
ressaltada é que nessas temperaturas (25-37 °C) os HGs se comportam como liquido
permitindo facilmente a aplicacdo do gel a temperatura corporal do paciente (Campanholi et
al., 2018). Além disso, formulacOes que apresentam temperatura de Tsol-gel igual ou superior a
40 °C ird permanecer em forma de solucdo o que inviabiliza o biomaterial para aplicacdo
topica (Shelke et al., 2015). Nesse sentido, avaliou-se a temperatura de Tso.gel Obtida dos
HGs-QS-P407 em diferentes concentracBes através de andlises reoldgicas. A formulagdo
contendo P407 a 16% apresentou resultados atrativos de temperatura de Tso.ge Para aplicagéo
topica, em que essa mudanca de fase ocorreu a uma faixa proxima de 32 °C conforme pode
ser observado na Figura 8, estando em conformidade com a literatura para formulacdes de
biomateriais com finalidade em aplicacfes topicas (Campanholi et al., 2018). Portanto, HGs
termossensiveis devem iniciar essa fase de Tsol.gel Na faixa de temperatura de 30 a 37 °C, pois
isso garante que o biomaterial esteja na viscosidade ideal para a aplicacdo na pele do paciente
(Campanholi et al., 2018).
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Figura 8. Viscosidade das amostras de HGs em fun¢do da temperatura. Nota: No eixo X representam a faixa de
temperatura da fase de T € NO €iX0 Y as informagGes de viscosidade (Pa.s). Além disso, a cor preta, verde,
azul e azul claro representa HGs apenas com P407 em diferentes concentrages e a cor vermelha, amarela, roxa e
cinza representa HGs a base de QS e P407 em diferentes concentracdes.

Ainda nessa direcdo, observa-se que as formulacbes dos HGs a base de QS e P407
tiveram um aumento significativo em sua viscosidade se comparadas com as amostras de HGs
contendo apenas P407, como pode ser observado na Tabela 4. Dados semelhantes também
foram obtidos por Tugcu-Demirdz (2017). Além disso, observa-se que quanto mais elevada a
temperatura, maior é a viscosidade das amostras, o que favorece o uso dos HGs em aplicacdes
topicas a temperaturas entre 25 e 37 °C, obtendo-se maior resisténcia de fluidez do
biomaterial o que diminui o escoamento na superficie da pele. Em outras palavras, quanto

maior for a viscosidade do HG, menor sera a velocidade de fluidez.

Tabela 4. Dados de on set da temperatura de Tyl A0S hidrogeis.

Amostra Viscosidade em Viscosidade em Viscosidade em Temperatura
5° C (Pa.s) 20° C (Pa.s) 32° C (Pa.s) transicéo (°C)
HP14 0,023 0,010 0,018 24,5
HP14Q 0,691 0,581 1,634 18,1
HP16 0,023 0,037 13,245 19,0-31,74
HP16Q 0,810 1,005 6,207 16,73 - 34,46
HP18 0,026 0,035 21,306 18,6 - 26,7
HP18Q 1,070 1,638 29,437 15,81 - 24,2

HP20 0,040 0,111 34,280 14,43 - 24,90
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HP20Q 1,755 10,589 35,106 14,44 - 22,64

Nota: (HP14) Hidrogel de poloxamer 407 a 14%; (HP14Q) Hidrogel de poloxamer 407 a 14% contendo
quitosana a 1%; (HP16) Hidrogel de poloxamer 407 a 16%; (HP16Q) Hidrogel de poloxamer 407 a 16%
contendo quitosana a 1%; (HP18) Hidrogel de poloxamer 407 a 18%; (HP18Q) Hidrogel de poloxamer 407 a
18% contendo quitosana a 1%; e (HP20) Hidrogel de poloxamer 407 a 20%; (HP20Q) Hidrogel de poloxamer
407 a 20% contendo quitosana a 1%.

Outro ponto a ser discutido é o tempo de gelificacdo das formulacdes de HGs, em que
formulacGes contendo QS (1%) tiveram melhor desempenho na fase de tempo de Tsoi.gel €M
comparacgdo aos HGs apenas com P407, onde apenas a amostra F1.A apresentou tempo de
gelificacdo inferior a 40 s (Tabela 5). Isso mostra que a adi¢cdo de QS diminui o tempo de
gelificacdo dos HGs de P407, acelerando a formacao e associacdo de micelas na obtencéo do
gel. Esses resultados sdo essenciais para avaliar o tempo de gelificacdo dos HGs e impedir

que haja vazamento nos primeiros momentos de aplicacdo in situ do gel no paciente.

Tabela 5. Tempo da fase de Ty.qe dos HG-QS-P407 e HGs-P407.

Identificacéo QS (%) P407 (%) Tempo (S)
F1 1,0 14 10,24
F2 1,0 16 10,20
F3 1,0 18 10,23
F4 1,0 20 N/A
F1.A N/A 14 30,12
F2.B N/A 16 N/A
F3.C N/A 18 N/A
F4.D N/A 20 N/A

Nota: (QS) Quitosana; (P407) Poloxamer 407; (F1) Frasco 1; (F2) Frasco 2; (F3) Frasco 3; (F4) Frasco 4; (F1.A)
Frasco 1A; (F2.B) Frasco 2B; (F3.C) Frasco 3C; (F4.D) Frasco 4D; (N/A) Nao aplicavel; (%) porcentagem; (S)
segundos.

No entanto, é necessario entender como ocorre a formacdo dos géis. Géis poliméricos
possuem estruturas tridimensionais formadas por polimeros reticulados que, quando em
contato com solventes especificos se expandem em volume. Isso ocorre por causa das forgas
intramolecular e intermolecular, como ligacfes covalentes (imprevisiveis), emaranhamento
fisico, ligacOes ibnicas, forca de Van der Walls ou interagbes hidrofobicas (Shibayama;
Tanaka, 1993; Carvalho et al., 2013).

Desse modo, géis de P407 sdo conhecidos por exibir propriedades de gelificacdo in
situ devido ao seu coeficiente de solubilidade negativo para formar micelas de copolimero em
bloco a uma determinada temperatura. Esse aumento da temperatura faz com que haja a

formacdo de micelas por meio da desidratacdo das cadeias dos blocos hidrofébicos de PPO o
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que forma um espaco no centro interno do gel. Em seguida também desidrata a superficie das
cadeias de PEO, o que faz com que essas micelas se agreguem e provoque a formacao do gel
(Devi et al., 2013; Zeng et al., 2014).

6.1.2 Estudo de Bioadesao in vitro

Avaliou-se a capacidade de bioadesdo dos HGs-QS-P407 e HGs-P407 em ensaios in
vitro. Essa avaliacdo é essencial porque sistemas bioadesivos, como carreadores de farmacos,
possuem a capacidade de prolongar o tempo de liberagdo do principio ativo no local de
aplicacdo, o que favorece a permanéncia do farmaco na lesdo por mais tempo reduzindo a
frequéncia de novas aplicacbes do gel no paciente, além de facilitar a adesdo do paciente ao
tratamento (Carvalho et al., 2010). Sendo assim, torna-se um biomaterial atrativo em
aplicacdes dérmicas, pois outros biomateriais como cremes, solucdes e logcBes ndo possuem
efeito prolongado apds a aplicacdo tdpica, uma vez que eles podem ser removidos com
facilidade por movimentos fisicos do paciente, umidade e temperatura (Shin et al., 2003).

Assim, os HGs-QS-P407 em diferentes concentracdes obtiveram resultados de
bioadesdo atrativos clinicamente, conforme pode ser observado na Figura 9, em que, o gel que
necessitou de maior forca de deslocamento (mN) aplicado foi o0 HG de P407 a uma
concentracdo de 20% contendo QS a 1% (m/v) e o segundo melhor desempenho foi obtido
pelo HG de P407 a uma concentracdo de 18% contendo QS a 1% (m/v), seguido do HG de
P407 a uma concentracdo de 16% contendo QS a 1% (m/v), sendo necessaria uma forca de

rompimento entre o gel e a pele de 100 e 50 mN, respectivamente (Figura 9).
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Figura 9. Grafico de barras da forca de destacamento exibidas pelas amostras. Nota: Simbolos: diferencas entre
grupos, p < 0,05 (%); comparagdo com P18Q, p < 0,05 (5%).



43

Um ponto importante observado, é que os HGs contendo QS possuem capacidade
bioadesiva maiores do que os HGs contendo apenas P407, isso mostra que 0 aumento da
bioadesdo estd relacionado com a adicdo da QS na formulacdo do gel. Observa-se a QS
atuando numa resposta mais alta, tanto em relagéo ao trabalho gerado de bioadesdo, quanto a
forca de destacamento. No entanto, o gel livre apresenta uma taxa consideravel da forca de
destacamento, em que, conforme ha um aumento minimo da concentracdo de P407 no HG
(livre) hd um aumento da bioadesdo como observado em P14, P16 e P18 (Figura 9), sendo
que P20 apresentou menor forca de destacamento que P18, mesmo com sua concentragdo
maior de P407. Isso mostra que concentracfes intermediarias (14, 16 e 18%) de P407
ocasionam aumento significativo da bioadesdo e em efeito contrario, com concentracdo
elevada (20%) de P407 ndo ha aumento de bioadesdo. Esses resultados estdo de acordo com
estudos realizado por Cafaggi et al. (2005).

Baseado no exposto acima, observa-se que o gel de P407 possui propriedades
bioadesivas independentemente de concentracGes elevadas de poloxamer, e que, tanto a QS
guanto o P407 atuam na formacdo da matriz bioadesiva (Cafaggi et al., 2005), tendo em vista,
que este fendmeno ocorre em um processo de inimeras etapas como hidratacdo do polimero,
interpenetracdo do polimero bioadesivo no gel e inchago das malhas (Pizzi; Mittal, 2017). De
forma, que a QS fornece propriedades adesivas para maximizar o contato com a mucosa da
pele e apds absorver a umidade permitindo a interpenetracdo do polimero e subsequentemente
havendo ligacdes de hidrogénio. Sugere-se por meio destes resultados, que a combinacgédo do
copolimero P407 com a QS resultou em um gel com propriedades bioadesivas promissoras,
além da flexibilidade e mobilidade que promove maior interpenetracdo na mucosa da pele.

6.1.3 Caracterizacdo por FTIR-ATR

Ap0s a andlise reoldgica, a amostra HP16Q, que apresentou melhores resultados para
aplicacdo topica foi submetida & analise por espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR, em inglés). A interacdo de grupos funcionais dos polimeros
utilizados para compor o HP16Q foi estudada por ATR. A Figura 10 apresenta 0s espectros
vibracionais dos constituintes do hidrogel (HP16Q), da mistura fisica e dos componentes
separados (P407 e QS).
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Figura 10. Espectro vibracional na regido do infravermelho (400-4000 cm™) do poloxamer 407, quitosana,
mistura fisica e hidrogel. *Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR).

O espectro FTIR do P407 (Figura 10, linha preta) é caracterizado por picos principais
de absorcdo em 2.877 cm™ do grupo C-H alifatico. As bandas presentes em 1.469 cm™ e
1.100 cm™ confirmam a presenca de grupos C-O caracteristicos de éter, como podem ser
observados na Figura 7 referente a estrutura do P407 (Karolewicz et al., 2017). E observa-se
também uma banda em 1.340 cm™ (deformagc&o no plano do O-H).

No espectro da QS (Figura 10, linha laranja), observa-se uma banda de média
intensidade alargada na regido de 3.539-3.110 cm™ que corresponde aos estiramentos de N-H
e O-H, além de ligacBes de hidrogénio intramolecular. A banda préxima de 2.873 cm™
alargada pode ser atribuida ao estiramento assimétrico do C-H. A presenca das bandas em
1.658 cm™ e 1.555 cm™ so atribuidas a SN-H. A deformag&o do tipo tesoura para o CH, e 0
estiramento simétrico do CHjs foi confirmada pela presenca das bandas préxima de 1.420 cm™
e 1.376 cm™, respectivamente. A banda de absorcdo em 1.150 cm™ pode ser atribuida ao v
assimétrico em ponte de C-O-C. As bandas de absorcdo em 1.062 cm™ e 1.025 cm™
correspondem ao vC-O. Todas as bandas observadas no espectro da amostra de QS também
foram reportadas por outros autores (Vino et al., 2012; Song et al., 2013). O pico em 897 cm™
corresponde a deformacéo fora do plano do C-H do anel de monossacarideos. As bandas em
2.359 cm™ e 2335 cm™ sdo atribuidas & vibracdo de estiramento assimétrico e simétrico do
CO, presente durante a medida (Shimanouchi, 1972).

Observa-se no espectro FTIR da mistura fisica, Figura 10 (linha verde), a presenca
tanto de bandas atribuidas a QS quanto ao P407. As bandas em 2.971 cm™ e 2.878 cm™ sdo
atribuidas ao vC-H simétrico e assimétrico, respectivamente do CH, e CHj; presentes nas
estruturas do P407 e na QS. A presenca da banda de baixa intensidade em 1.649 cm™ é

atribuida & banda 8N-H presente na QS. As bandas presentes em 1.100 cm™ e 1.060 cm™
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podem ser atribuidas ao vC-O e confirma a presenca de grupos C-O-C caracteristico de éter
no P407, bem como na QS. N&o foi possivel observar deslocamentos significativos nas
bandas da mistura fisica, 0 que permite inferir que houve apenas uma mistura fisica dos
componentes, 0 que era esperado, uma vez que nessa amostra nao foi adicionado 4gua e nem
realizado todo o processo de preparo do HG.

No espectro do hidrogel, Figura 10 (linha azul) observa-se uma banda em 3.328 cm™
intensa e alargada que pode ser atribuida ao 6N-H e vO-H, e a liga¢cdes de hidrogénio, o que
caracteriza uma banda bem alargada (Pavia et al., 2010). Essas ligagdes de hidrogénio podem
ser oriundas do grupo hidroxila do P407 com o N do grupo NH da QS. Por exemplo: as
bandas de baixa intensidade em 2.927 cm™ e 2.879 cm™ que séo caracteristicas do estiramento
simétrico e assimétrico tanto do P407 quanto da QS sdo observadas no espectro. No espectro
observa-se também uma banda de média intensidade e alargada em 1.642 cm™ que pode ser
atribuida & banda SN-H presente na quitosana, e esta encontra-se deslocada em 16 cm™
quando comparada ao espectro da QS, o que é um forte indicio que o hidrogel esta tendo uma
interacdo via o grupo -NH; da QS. Diante das alteracbes observadas em bandas caracteristicas
do P407 bem como da QS no espectro do hidrogel que foram citadas acima quando
comparado aos espectros do P407 e da QS isolados, sugere-se que esse hidrogel seja formado
por interacdes do tipo de hidrogénio entre 0 H do grupo -OH presente no P407 com o N do
grupo -NH, da QS (Vyas et al., 2009). Além disso, ndo foram identificados quaisquer

compostos contaminantes, o que sugere uma pureza da formulagéo.
6.1.4 Caracterizagdo por MEV

As formas e a estrutura de superficie do HG-QS-P407 em seu estado intumescido foi
analisada pela técnica MEV, conforme ilustrado na Figura 11. Observa-se uma estrutura
porosa e aspera em seu estado de dispersdo (Figuras 11c e 11d). Além disso, observa-se que
as estruturas internas transversais exibem um conjunto de poros semelhantes a alvéolos
(Figuras 1l1a e 11b). Essas estruturas de superficies morfoldgicas sdo caracteristicas
especificas em formulagdes de HGs conforme relatado em estudos de Kim e Chu (2000), que
estudaram tecnicas de caracterizagdo por MEV de HGs de metacrilato-swollendextran. Nesses
estudos eles observaram que os HGs possuiam caracteristicas distintas quando se
encontravam com as malhas abertas e fechadas. Quando abertas, exibia estrutura porosa e

aspera semelhantes as observadas neste estudo com o HG-QS-P407, além de apresentar uma
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estrutura de superficie e transversal ndo porosa quando se encontrava com as malhas

fechadas.

Figura 11. Morfologia de superficie do hidrogel a base de quitosana e poloxamer 407. Nota: (a) e (b) estrutura
interna transversal, que exibe poros semelhantes a alvéolos; (c) e (d) estrutura de superficie aspera e com
cavidade profunda.

6.2 Ensaios bioldgicos

A formulacdo HP16Q com as melhores caracteristicas para aplicacdo tdpica foi
selecionada para receber a Chl_a, na qual foi avaliada sua atividade citotdxica contra células
de melanoma murino B16-F10 por meio da TFD in vitro. Desse modo, observou-se que 0s
controles (Sol. Et e HG-livre) apresentaram baixa atividade citotdxica quando submetidas a
TFD in vitro, tendo viabilidade celular acima de 50% mesmo na maior concentracéo utilizada
de 100 uM (Figura 12a). Quando a Sol. Et (2%) é mantida no escuro, é observado um
resultado semelhante ao obtido com a Sol. Et (2%) excitada por LED conforme ilustrado na
Figura 123, tendo diferenca estatistica para as concentragdes de 60 e 80 UM, evidenciando que
0 LED ndo influencia na indugdo da morte celular.
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Figura 12. Atividade citotoxica de solucBes de etanol e HGs-livre frente células de melanoma (B16-F10). Nota:
(Sol. Et) Solugdo de Etanol; (HG-livre) Hidrogel; (TFD) Terapia Fotodindmica; (uUM) Micromolar; (%)
Porcentagem; (ICsp) Concentragdo Inibitoria Média. Valores com P < 0,05 foram considerados estatisticamente
diferentes.

E possivel observar uma diferenca estatistica nas concentrages de 60 e 80 uM das Sol.
Et, quando comparado os dois tipos de tratamentos, TFD e escuro. Sendo que essa baixa
reducdo da viabilidade celular ndo esta relacionada a exposicdo ao LED, tendo em vista que a
viabilidade celular é maior quando as células foram expostas a TFD (Figura 12a), o que
também foi observado em estudos de Shah et al. (2021), em que avaliaram a atividade
fotodinamica de 4 tipos de LEDs quando células cancerosas eram expostas a eles. Alem disso,
observou-se que 0s LEDs nos comprimentos de ondas 630 nm (vermelho), 515 nm (verde), e
410-456 nm (azul) ndo influenciaram na reducdo da viabilidade celular.

O mesmo comportamento também é observado na Figura 12b, quando as células de

melanoma foram submetidas ao tratamento com HG-livre. Observa-se uma diferenca
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estatistica nas concentracdes de 40, 60, 80 e 100 uM, demonstrando que a exposi¢do das
celulas cancerosas ao LED néo influencia na viabilidade celular. No entanto, é evidenciada
uma leve acdo citotoxica dos controles (Sol. Et e HG-livre), mas néo significativa, uma vez
que essa acdo na maior concentracdo (100 uM de Sol. Et e HG-livre) ndo inibe a viabilidade
das células cancerosas em 50% quando expostas a TFD (Figura 12a e b).

Quando a atividade citotoxica do HG contendo Chl_a (HG-Chl_a) frente as células de
melanoma foi avaliada, observou-se uma alta acéo inibitoria sobre a viabilidade celular em
ambos os tratamentos, escuro e TFD (Figura 13a). No entanto, essa acao inibitoria foi mais
intensa quando as células de melanoma foram tratadas com HG-Chl_a e irradiadas com LED,
tendo um ICsp igual a 25,99 pM, uma concentracdo bem abaixo do ICsy de 173,8 uM da
CDDP, farmaco padrdo, utilizado em tratamentos de melanoma (Morais et al., 2021).

Outro ponto importante observado, é que ha uma diferenca estatistica nas
concentragdes testadas (20-100 uM) quando comparado aos tratamentos escuro vs TFD,
conforme ilustrado na Figura 13a. Diante desses resultados, permite-se inferir que a agéo
citotoxica promovida ocorre da excitacdo do FS Chl_a pela luz, o que estimula a formacao de
EROs e induz a morte celular das células de melanoma. Portanto, essa ativacdo do FS em seu
estado tripleto de excitacdo deve ter um tempo de vida prolongado, podendo interagir com
diferentes moléculas circundantes (fotorreacdo tipo 1), ou reagir com oxigénio molecular
(fotorreagdo tipo Il) (Machado, 2000), na qual, a acdo fotodindmica atuard nas células de
melanoma danificando-as e promovendo desordem na parede celular que provoca danos ao
DNA induzindo a morte celular por apoptose (desejada), necrose e/ou autofagia (Mroz et al.,
2011; Cui et al., 2012). Observa-se também, que esta acdo citotoxica contra células de
melanoma esta intimamente relacionada com a concentracdo administrada, quanto maior a

concentracdo utilizada, maior a taxa de inibicao da viabilidade celular.
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Figura 13. Atividade citotdxica de HGs contendo Chl_a e solucgdes de Chl_a frente células de melanoma (B16-
F10). Nota: (HG-Chl_a) Hidrogel contendo Clorofila a; (HG-livre) Hidrogel livre; (TFD) Terapia Fotodindmica;
(uUM) Micromolar; (%) Porcentagem; (ICso) Concentracdo Inibitéria Média. Valores com P < 0,05 foram
considerados estatisticamente diferentes.

Em relacdo aos resultados obtidos com a solugdo de Chl_a (Sol. Chl_a) frente as
células de melanoma, tanto no escuro quanto no tratamento com TFD in vitro, é observado
gue a Chl_a apresenta atividade citotdxica. No entanto, a atividade citotoxica da Sol. Chl_a no
escuro é baixa se comparada com a atividade citotoxica empregada pela Sol. Chl_a excitada
por LED. Como pode ser observado na Figura 13b, a Sol. Chl_a no escuro reduz em 50% a
viabilidade celular das células de melanoma a uma concentracdo acima de 70 UM, por outro
lado, quando a Sol. Chl_a é excitada por LED observa-se que o ICs, é alcancado a uma
concentracdo de 31,72 uM (Figura 13b), isso mostra que a Chl_a é um excelente FS em TFD

com potencial ativo de grande interesse na area médica, como também destacam Gray e
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Fullarton (2007), que terapias minimamente invasivas como a TFD sdo cruciais para a
evolucdo médica dos tratamentos de cancer de pele e que para a eficécia dessa terapia requer
um FS com potencial atividade citotoxica, que iniba as células cancerosas e proporcione boa
adesdo do paciente ao tratamento.

Observou-se também que quando a Chl_a foi incorporada ao HG houve uma liberagéo
lenta do FS e esta liberacdo permitiu manter a atividade sob as células de melanoma,
diminuindo a viabilidade celular conforme aumentou-se as concentrages como pode ser visto
na Figura 13a para HG-Chl_a (TFD). Por outro lado, na Figura 13b observa-se um
comportamento oposto da Sol. Chl_a (TFD) em que, ao atingir uma concentracéo de 60 uM a
viabilidade celular tende a aumentar. Esse efeito pode ocorrer quando ndo ha uma liberacdo
controlada do farmaco, onde nesses casos a perda da atividade farmacoldgica sob a lesdo é
rapida, enquanto sistemas de liberacdo controlada de farmacos ndo liberam imediatamente
todo o farmaco, fazendo-o de forma gradual e continua em diferentes momentos e locais, 0
que aumenta a eficcia do tratamento e aumenta o tempo de acdo farmacolégica sob a lesdo
(Pella et al., 2018; Pella et al., 2018).

Pelo exposto, pode-se inferir que o sistema termossensivel adotado neste estudo
proporciona uma liberagdo sustentada do FS Chl_a na TFD in vitro. No entanto, necessita-se
de estudos de liberagdo controlada de farmaco para obterem-se resultados conclusivos acerca

dessa evidéncia.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A formulacdo do HG a base de QS e P407 mostrou-se eficaz em promover atividade
fotodindmica mediada por Chl_a. Além disso, apresentou caracteristicas essenciais para
aplicacoes topicas, como a temperatura de 34,46 °C da fase de Tso.gel, tempo de 10,20 s da
fase de Tso.gel € forca de deslocamento de 50 mN. Todas essas propriedades favoreceram a
biodisponibilidade do farmaco, liberacdo controlada do principio ativo e aumento do tempo de
permanéncia do FS no local aplicado devido a sua baixa fluidez. Ainda, proporcionou
efetividade na TFD in vitro em que o FS apresentou alta atividade fotodindmica com um ICs
de 25,99 uM, uma reducdo significativa da viabilidade celular das células de melanoma em
comparacédo ao ICs de 173,8 UM da CDDP. Portanto, foi possivel evidenciar a efetividade da
formulacdo de um HG a base de QS e P407 como sistema termossensivel em aplicacdes

topicas para a liberacdo do FS Chl_a em TFD contra melanoma.
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