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RESUMO

A Terapia Fotodinamica (TFD), cujo principio € a atuacdo simultdnea de trés
componentes: farmaco fotossensibilizador, luz em comprimento de onda especifico e
oxigénio molecular, tem se mostrado uma modalidade terapéutica promissora para o
tratamento de diversas neoplasias malignas, dentre as quais o cancer de mama,
altamente prevalente em mulheres em todo o mundo. Atualmente, a busca por novas
formulacbes de farmacos fotossensibilizadores que potencializem os efeitos anti-
tumorais da TFD, principalmente pela indugdo de resposta imune anti-tumoral e que
minimizem efeitos adversos a tecidos normais adjacentes, tem sido constante. O
presente estudo teve o objetivo de avaliar os efeitos da TFD mediada por Aluminio-
Cloro-Ftalocianina (AICIFc) em formulacdo lipossomal no tratamento de cancer de
mama in vitro e in vivo, bem como avaliar o perfil de resposta imunolégica por meio
da expressao de citocinas inflamatoérias. Como resultados, puderam ser observados
que a TFD mediada por AICIFc em formulagéo lipossomal foi altamente eficiente na
ablacdo de células de carcinoma mamario murino — 4T1 in vitro — com mais de 90%
de morte celular, induzindo preferencialmente necrose, seguida tardiamente por
apoptose celular. A alta eficiéncia de tratamento também foi observada no modelo
tumoral em camundongos Balb/C in vivo, onde foram constatados os trés diferentes
mecanismos de agdo da TFD comumente descritos, tais quais: agdo direta por
necrose celular, ablacdo vascular acentuada e indugdo de resposta inflamatéria
caracterizadas principalmente pela expressao de citocinas pro-inflamatérias como IL-
13 e TNF-a. Pbde-se concluir que a TFD mediada por AICIFc em formulagéo
lipossomal é altamente efetiva no tratamento de cancer de mama, fornecendo
suporte cientifico para que essa modalidade associada a nova formulagéo
farmacéutica seja empregada, no minimo, como adjuvantes terapéuticos a
tratamentos cirdrgicos, permitindo maior controle tumoral por longos periodos e,

possivelmente, maior controle dos focos metastaticos.

Palavras-chave: Terapia Fotodinamica, ftalocianinas, necrose, citocinas e resposta

imune.



ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT),which acts by interaction of three main
components: photosensitizer, light in specific wavelength and molecular oxygen, has
shown to be a promising therapeutic modality applied to the treatment of various
malignancies, among which breast cancer. Currently, the search for new formulations
of photosensiting drugs that enhance antitumor effects of PDT, mainly by inducing
antitumor immune response and by minimizing adverse effects to adjacent normal
tissues has been increased. This study aimed to evaluate the effects of PDT
mediated with aluminium-chlorine-phtalocyanine (AICIPc) in liposomal formulation to
the treatment of breast cancer both in vitro and in vivo model, as well as to assess
the profile of immune response through the expression of inflammatory citokines. As
a result, it could be observed that PDT mediated with liposomal AICIPc was highly
effective in the ablation of murine mammary carcinoma cells (4T1), in vitro, leading to
more than 90% of cell death, mainly characterized by necrosis, followed by delayed
apoptosis. The high efficiency of treatment was also observed in tumor model in
Balb/C mice in vivo, where the three main mechanisms of PDT, commonly described,
were achieved: direct cell harm by necrosis process, followed by vascular ablation
and induction of inflammatory response mainly characterized by the expression of
proinflammatory cytokines such as IL-18 and TNF-a. It was concluded, therefore, that
PDT mediated with liposomal AICIPc is highly effective in treating breast cancer. This
provides scientific support to perform this new formulation to be used at least as an
adjuvant therapy to surgical treatments. This would allow greater tumor control for

long periods and possibly greater control of metastasis.

Keywords: Photodynamic Therapy, phtalocyanines, necrosis, citokines and immune

response.
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1. INTRODUCAO

1.1CANCER

A mais antiga evidéncia de cancer remonta a 8.000 a.C.. Hipdcrates, médico
grego considerado o pai da medicina foi quem primeiro cunhou a palavra “cancer”
gue significa, em grego, “caranguejo”’, remetendo ao tumor um aspecto com
superficies irregulares e proje¢cdes de vasos sanguineos ao seu redor que fazem
lembrar as patas do crustaceo. O impacto global do cancer mais que dobrou nos
tltimos 30 anos. (1) Desde entdo, o cancer tem sido amplamente estudado em
diferentes aspectos e sua cura permanece como O maior paradigma médico-

cientifico ja estabelecido.

Com o decorrer dos séculos e com o avango técnico-cientifico, observou-se
que o cancer corresponde a uma condi¢do patoldgica multifatorial que culmina na
proliferacdo desenfreada de células geneticamente modificadas, formando massas
tumorais em um determinado sitio primario. Assim que o tumor progride, a lamina
basal é degradada, facilitando uma interacdo direta entre as células cancerosas e 0
tecido conjuntivo adjacente ao tumor. O crescimento desenfreado das células
tumorais aumenta o potencial de invasdo tecidual, podendo originar focos
neoplasicos metastéticos, ou seja, adquirem o potencial de proliferacdo em
diferentes sitios teciduais, que sé@o as principais causas de morte decorrentes da
doenca (2)

A incidéncia mundial de canceres cresceu 20% na Uultima década, sendo
registrados mais de 12 milh6es de novos casos ao ano - numero superior a
populacdo da cidade de S&o Paulo - dos quais, segundo a ONG World Cancer
Research Fund (WCRF), 7,6 milhdes resultaram em 6bito (3). De acordo com dados
da Organizacdo Mundial de Saude (WHO) em 2010, o cancer foi a segunda causa
de morte em paises desenvolvidos, figurando atras apenas de doencas

cardiovasculares sendo, portanto, um alvo constante de pesquisa e desenvolvimento
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tecnoldgico que potencializem os efeitos terapéuticos de farmacos e que, promovam
acima de tudo, melhoria na qualidade de vida dos pacientes por ele atingidos.

No Brasil, de acordo com estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA),
em 2012 (1), a epidemiologia da doenga segue a tendéncia mundial. Nesse ano,
foram estimados diagndsticos de mais de 518 mil novos casos. Destes, a maior
prevaléncia foi determinada para neoplasias primariamente originadas na mama em
mulheres (52 mil novos casos) e na prOstata em homens (60 mil novos casos),
seguidos de neoplasias nas regides de colon e reto, traquéia, pulmdes e estbmago
(Figura 1.1).

Localizacao primaria casos novos  percentual Localizagao primaria casos novos  percentual
Prostata 60.180 30,8% Homens Mulheres Mama Feminina 52.680 27,9%
Traqueia, Brénquio e Pulmao 17.210 8,8% @ Colo do Utero 17.540 9,3%
Célon e Reto 14.180 7,3% H d Célon e Reto 15.960 8,4%
Estomago 12.670 6,5% [\ Glandula Tireoide 10.590 5,6%
Cavidade Oral 9.990 5,1% “ 1 Traqueia, Bronquio € Pulmdao  10.110 5,3%
Es6fago 7.770 4,0% - Estdmago 7.420 3.9%
Bexiga 6.210 3,2% ] Ovério 6.190 3,3%
Laringe 6.110 3,1% i‘ f Corpo do Utero 4.520 2,4%
Linfoma ndo Hodgkin 5190 2,7% f / Linfoma ndo Hodgkin 4.450 2,4%
Sistema Nervoso Central 4.820 2,5% ﬂ Sistema Nervoso Central 4.450 2,4%

*Nimeros arredondados para 10 ou mltiplos de 10

Fonte: Instituto Nacional do Céncer (INCA), 2012.

Figura 1.1 Tipos de cancer mais incidentes na populacdo brasileira para o ano de
2010. Pode-se observar que os tipos de neoplasias mais incidentes no Brasil sdo de

mama e préstata para pacientes do sexo feminino e masculino, respectivamente.

1.1.2 — Cancer de mama

O cancer de mama é a neoplasia solida mais freqiiente em todo o mundo e a
neoplasia maligna mais diagnosticada em mulheres desde os anos 90, acometendo
as mais diversas faixas etarias, sendo a segunda causa de morte mais comum em
mulheres acometidas por neoplasias malignas (4). Como citado anteriormente, no
Brasil, estima-se que dentre os 52 mil casos diagnosticados em 2012, mais de 19 mil

resultardo em Obito em um periodo de até cinco anos (1). Jemal et al, 2007 (5) em
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um estudo longitudinal de 18 anos, observaram um aumento na incidéncia de cancer
em 40% desde 1980 nos Estados Unidos, revelando ndo s6 a mudanca etaria como
etiologica do cancer de mama, principalmente com a utilizacdo de contraceptivos

orais nas ultimas décadas.

A etiologia do cancer de mama, por sua vez € bem estabelecida. Zhu et al,
2011(4) relatam as possibilidades etiolégicas dessa doenca, que estdo
principalmente relacionadas a trés fatores principais: (i) predisposicdo genética; (ii)
uso prolongado de estrogenos e; (iii) hormonioterapia pés-menarca. A primeira € a
mais relevante, associada a mutacdes genéticas em brca-1 e brca-2 e no
cromossomo 17g21. A segunda esté associada principalmente ao uso de estrogenos
na forma de contraceptivos orais, principalmente quando associado ao consumo de
tabaco. A hormonioterapia, por sua vez, é descrita como um estimulo ao crescimento

de células cancerosas, bem como a supressdo de apoptose, agindo como

potencializadores da carcinogénese (6).

Existem diferentes subtipos de cancer de mama, com diferengas clinicas e
moleculares importantes. Molecularmente, os canceres de mama podem expressar
receptores de estrogénio (ER+) ou néo (ER-) (7). O mais comumente encontrado
sdo ER+, sendo também os de melhor prognéstico (8). Adicionalmente, os riscos de
mortalidade variam de acordo com a presenca de receptores de progesterona e
estrogeno, tamanho do tumor e envolvimento de ndédulos linfaticos, sendo a

sobrevida média de 60 meses (9).

Cerca de 20% dos pacientes em estagios iniciais de cancer de mama,
inicialmente diagnosticados com linfonodos negativos e ao menos 50-60% de
pacientes com linfonodos positivos desenvolvem metastases em menos de cinco
anos apos o diagnéstico inicial do tumor primario de mama. O tempo de sobrevida
desses pacientes varia significativamente, com sobrevida média entre nove meses a
trés anos, sendo que a demora para o inicio do tratamento dos focos metastaticos

pode afeta-la significativamente (10).

Como pode ser observado, apesar dos avancos terapéuticos, a metastase
decorrente do cancer de mama ainda permanece como o principal obstaculo ao
sucesso terapéutico. Com isso, atualmente a preocupacao volta-se ndo somente a

cura de tumores primarios, mas sim, ao controle tumoral por longos periodos,
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reduzindo a incidéncia de metastases e proporcionando maior tempo de sobrevida e

melhor qualidade de vida aos pacientes (11).

1.2TRATAMENTOS PARA O CANCER

Dentre as terapéuticas comumente aplicadas no tratamento de neoplasias
malignas, figuram tanto procedimentos locais como cirurgia e radioterapia, quanto
sistémicos, tais como quimioterapia e terapias hormonais. Na maioria dos
procedimentos observa-se grande prejuizo funcional, baixa seletividade aos tecidos
tumorais, levando a quadros clinicos de imunossupresséo e debilidade fisica, que
também se somatizam aos efeitos locais das neoplasias, debilitando

consideravelmente o paciente, sendo assim um limitante terapéutico (12-13).

Dos procedimentos loco-regionais para o tratamento do cancer de mama, a
cirurgia € um dos mais empregados. A resseccao cirdrgica conservativa da mama é
um procedimento padrdo na maioria dos pacientes acometidos pela doengca em
estagios iniciais. Entretanto, inUmeras sdo as contra-indicagbes, uma vez que
existem relatos de recorréncia da neoplasia subseqgientemente ao procedimento

cirdrgico, bem como a promog&o de resultados cosméticos pobres (11).

A radioterapia, por sua vez, € um tratamento comum e primario no manejo de
vérios tipos de cancer. Mais de 50% dos pacientes diagnosticados com cancer de
mama recebem radioterapia durante o tratamento quimioterdpico. A radiagédo
ionizante promove a morte celular por transferéncia de energia suficiente para a
interacdo com o material biolégico, promovendo a quebra de ligagcdes quimicas
diretamente no DNA. No cancer de mama, a radioterapia € aplicada como
tratamento adjuvante em canceres com progndstico ruim, como os ER- (14). No
entanto, diversos séo os efeitos toxicos produzidos em varios tecidos sadios quando
altas doses de radiacdo sdo necessarias, tais como inflamac¢do de mucosas, diarréia
e mielosupressdo prolongada. Aliada a esses fatores, h4 ainda a geracdo de

subtipos celulares neoplasicos resistentes, aumentando a progressdo e a
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agressividade das células tumorais pés-irradiadas, favorecendo a recorréncia local

ou a distancia (15).

A quimioterapia é o procedimento mais comumente empregado no manejo
clinico. Nesta modalidade terapéutica um agente quimioterapico atua
inespecificamente sobre células com altas taxas proliferativas, promovendo sua
morte por atuacdo em diferentes niveis do ciclo celular, sendo indicada
principalmente em tumores disseminativos (16). Além de atuar sobre as células
neoplasicas, os quimioterapicos tém grande atuacdo também em tecidos epiteliais,
células da medula 6ssea (mielotoxicidade), tecidos linféides periféricos e células
imunolégicas, comprometendo assim o sistema imunoldgico do paciente, bem como
promovendo inumeros efeitos colaterais como a mucosite no trato gastrointestinal,
queda de cabelo e unhas, nauseas e vomitos. Relata-se que o paciente submetido a
protocolos de quimioterapia tem risco de infecgdes e neutropenia aumentados em
40%, além do aumento no tempo de internacdo hospitalar em 30% (2, 11, 16)
Apesar de todos os efeitos adversos, a quimioterapia ainda é a terapéutica de maior
sucesso clinico, com taxas de remissao inicial entre 60 e 80% e controle metastatico
relativo (11).

Ainda como terapéuticas sistémicas adjuvantes, figuram os tratamentos
hormonais e imunoterapias. Os tratamentos hormonais séo protocolos aplicados
principalmente em cénceres de mama com ER+. Nesse caso, o farmaco mais
comumente empregado € o tamoxifeno associado & progestina, bem como o
procedimento de ablagdo/supress@o de ovario, sendo também indicado no caso de
metastases. Entretanto, os pacientes apresentam riscos aumentados de trombose,
reducdo na densidade mineral 6ssea e faléncia cardiaca, sendo contra-indicado em

diversos casos (2, 11).

Ja o desenvolvimento de imunoterapias especificas para antigenos tumorais
tem aumentado a resposta imune anti-tumoral. Comumente aplicam-se de forma
adjuvante citocinas conhecidamente imunoestimuladoras, como IL-1 e também
anticorpos monoclonais. Apesar de eficiente, ainda trata-se de uma terapéutica em

fase pré-clinica e precisa ser melhor compreendida para aplicacdo efetiva (16).
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1.3TERAPIA FOTODINAMICA

Apesar do progresso na pesquisa basica acerca da compreenséo da biologia
tumoral que tem levado ao desenvolvimento de novos farmacos, é necessaria maior

énfase em tratamentos existentes, porém ainda pouco empregados.

Ainda emergente, a Terapia Fotodindmica (TFD) é uma terapéutica de
sucesso e clinicamente aprovada para o tratamento de neoplasias malignas e néo
malignas em diversas localizagbes, tais como pele, cabegca e pescogo, esodfago,
pulméo, pancreas e também no tratamento de cancer de mama, inclusive casos

recorrentes e metastéticos (13, 17-20).

A TFD foi a primeira combinagéo droga-dispositivo aprovada pela Associagao
Americana de Drogas e Alimentos (FDA), aproximadamente ha duas décadas,
porém permanece pouco utilizada clinicamente, ja& que a maioria dos estudos
relacionados ainda encontram-se em fase pré-clinica. O sucesso dessa modalidade
terapéutica surge dado o contexto atual das terapéuticas comumente empregadas,
que levam tanto a destruicho massiva de tecidos normais, quanto a

imunossupresséao do paciente (21).

A TFD é conceitualmente uma modalidade seletiva, uma vez que para a
consecucdo de seus resultados, se faz necesséria a existéncia simultanea de trés
componentes: farmaco fotossensibilizador (PS) que se localiza seletivamente no
tecido tumoral, uma luz de comprimento de onda especifico, compativel com a maior
absorcdo do farmaco empregado e oxigénio molecular. A efetividade da TFD é
determinada pelo suprimento de oxigénio e pode decair em condi¢des de hipdxia
tecidual. A auséncia de qualquer um dos fatores descritos inviabiliza a toxicidade da
TFD sendo, portanto uma terapéutica muito segura e com efeitos adversos minimos
(22).

O mecanismo de atuacdo da TFD ocorre por meio de dano oxidativo a
componentes celulares, pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs),
principalmente o oxigénio singleto (*O). Apds a injecdo endovenosa ou aplicagéo

local do farmaco fotossensibilizador e seu acumulo no tecido tumoral, ha
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internalizacdo do mesmo para o ambiente intracelular (21). Nesse estagio, o farmaco
fotossensibilizador se encontra em estado fundamental, estavel, sendo conhecido
como estado singleto (‘PS), ndo reativo com componentes celulares. Assim que
ocorre a irradiacdo tecidual em comprimento de onda especifico, normalmente na
regido vermelha ou infra-vermelha do espectro eletromagnético, o farmaco que se
encontra acumulado nas células tumorais absorve a energia fornecida pela fonte
luminosa, em forma de fétons, atingindo um estado excitado tripleto (°PS) de maior
energia, possuindo spins de elétrons desemparelhados. Nesse momento, de forma
muito réapida, o farmaco fotossensibilizador pode sofrer dois tipos de reacgdes
fotoenergéticas, conforme a Figura 1.2. (19, 23).

Na reacéo do Tipo I, o farmaco pode reagir diretamente com substratos como
membrana celular ou moléculas, onde transfere um préton ou um elétron para formar
radicais anionicos ou catidnicos, respectivamente. Esses radicais podem interagir
com oxigénio para gerar EROs. Alternativamente, na reacdo do Tipo Il, o farmaco
fotossensibilizador pode transferir sua energia diretamente ao oxigénio molecular
(que em seu estado fundamental é tripleto), para formar oxigénio singleto excitado.
Neste caso, as moléculas do fotossensibilizador funcionam como verdadeiros
catalisadores fotoativados da producéo de 'O, e estima-se que cada uma delas pode
produzir por meio de processos fotodinamicos, entre 10° e 10° moléculas de 'O,
antes de ser fotodegradadas. (19, 24) Apesar das reacbes do Tipo Il estarem
geralmente associadas a geracéo de 'O,, outros compostos também tém seu estado
fundamental na configuragéo tripleto e podem, portanto, ser envolvidos neste tipo de

fotorreacéo, tais como o 6xido nitrico e os carotendides (25).
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Figura 1.2 Mecanismos fotofisicos e fotoquimicos da terapia fotodinamica (TFD). O estado
fundamental do farmaco fotossensibilizador (PS) é singleto. Apdés sua ativacdo com fonte
luminosa em comprimento de onda especifico, h4 a excitacdo para um estado tripleto.
Dependendo do substrato de interacdo, o PS pode gerar radicais anibnicos ou catiénicos
(reacdo tipo 1) ou pode gerar espécies reativas de oxigénio, principalmente o oxigénio singleto,
pela interacdo do PS com oxigénio molecular. Ambos os processos levam a lesdo celular por

dano oxidativo. Adaptado de Robertson et al, 2009.

Ambos os tipos de rea¢des podem ocorrer simultaneamente e a razdo entre
esses processos pode decorrer do fotossensibilizador utilizado, assim como a
concentracdo dos substratos e do oxigénio. Dada a alta reatividade e o curto periodo
de meia vida do 'O, e dos radicais hidroxilas, apenas as moléculas e estruturas que

estdo proximas as areas de producédo sdo diretamente afetados pela TFD (26).
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A geragdo massiva de EROs promove o disparo de diversos mecanismos
celulares que induzirdo a morte celular direta por diferentes vias: apoptose, necrose
e/ou autofagia a depender: do tipo de célula tratada, da concentracdo de farmaco
fotossensibilizador empregado, da dose de energia fornecida e da localizagao
intracelular do fotossensibilizador (Figura 1.3) (27). A localizacdo intracelular do
fotossensibilizador € um determinante importante, ja que o curto tempo de vida do
'0,, de cerca de ~20 nseg, determina o sitio primario de dano oxidativo, que

corresponde a aproximadamente 40 nm da sua localizag&o intracelular inicial (28).

“EatMe” C—-l @)
DAMPs Signals
bt HMGB1
Qe
“Find Me" Autophagosomes
Signals
ATP/MSU
MORTE CELULAR
APSEISSE NECROSE ASSOCIADA A
AUTOFAGIA

Figura 1.3. Mortes celulares induzidas pelo dano oxidativo decorrente da Terapia
Fotodindmica. Adaptado de Agostinis et. al, 2011.

A localizacao intracelular pode ainda predizer a via de morte, uma vez que
farmacos com acumulos em mitocéndrias estdo amplamente associados a indugéo
de apoptose celular pela liberagdo de citocromo c e indugdo de resposta por meio da

cascata de caspases. Farmacos localizados em membranas de organelas e
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lisossomos tendem a ocasionar necrose dada a perda rapida de integridade de
membrana, bem como a répida deplecéo intracelular de ATP. Mroz et al., 2011
relatam que altas doses de TFD (tanto concentracdo de farmaco, quanto dose de
energia) tendem a causar necrose. Corroborando com esta analise, ha a descricao
de que viabilidades celulares menores que 70% s&o preditivas de apoptose,

enquanto que a necrose é encontrada em citotoxicidades de mais de 90% (22).

Além dano celular direto, a TFD também promove lesdo a vascularizacao
tumoral pela atuacdo em células endoteliais adjacentes e intra-tumorais,
promovendo a ablac@o vascular com formagdo de trombos e areas hemorragicas,
resultando em falta de aporte de nutrientes e oxigenacdo as células tumorais no
microambiente tumoral e, conseqientemente, promovendo morte celular secundaria
com necrose tecidual (29). Estudos como o de Barnes et al, 2008 tém demonstrado
que intervalos menores entre o tempo de administragdo do farmaco
fotossensibilizador e a irradiacdo tumoral favorecem a ocorréncia de lesdes
vasculares, uma vez que ndo ha completa dissipacdo do fotossensibilizador as
células tumorais, potencializando a eficiéncia do tratamento e levando a reducgdes

tumorais maiores, sendo um efeito desejado nessa modalidade (17).

Aliada aos efeitos direitos e vasculares sabe-se ainda que o terceiro
mecanismo de acdo da TFD ocorre pela ativagdo de resposta imunoldgica anti-
tumoral. Durante o tratamento induz-se uma resposta inflamatdria aguda robusta,
mediada inicialmente por neutrofilos, macrofagos/mondécitos e diversos agentes
quimiotaticos, capazes de sensibilizar componentes do sistema imunolégico, como
linfocitos T efetores. A presenca dés linfocitos T é capaz de induzir resposta
imunolégica adaptativa e consequente reconhecimento e controle tumoral por longos

periodos, como pode ser observado na Figura 1.4 (30).

Tal perspectiva da TFD tem sido amplamente estudada nos ultimos trés
anos. Diversos estudos tém demonstrado a inducdo de resposta imunoldgica
efetora, capaz de minimizar a recorréncia de tumores e inibir o crescimento de
metastases, que é o principal desafio no tratamento das diversas neoplasias
malignas (25). Pautado ainda no conceito de indugdo de resposta imunoldgica anti-
tumoral, diversas pesquisas tém sido conduzidas no desenvolvimento de vacinas

anti-cancer preventivas e terapéuticas associadas a TFD (32).
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Figura 1.4. Multiplicidade dos mecanismos de acdo da terapia fotodindmica (TFD). Adaptado de
Agostinis, 2011.

1.4TERAPIA FOTODINAMICA E IMUNIDADE ANTI-TUMORAL

Como descrito em tépicos anteriores, o principal causador de morte associada
ao cancer esta relacionado a dualidade de metéstases recorrentes juntamente com o
uso de terapias imunossupressoras, que reduzem significativamente a capacidade
do organismo em combater novos desafios cancerigenos. Adicionalmente, pode-se
observar que a TFD possui trés mecanismos principais de destruicdo tumoral, dentre
eles a ativacdo do sistema imunitario para controle tumoral por longos periodos.
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Figura 1.5. Mecanismo de acao da terapia fotodinamica (TFD) na intermediacdo de resposta

imune anti-tumoral. Adaptado de Mroz et. al, 2011.

A primeira descri¢cdo do potencial imunolégico da TFD foi realizada por Canti
et al, 1998 demonstrando que as células isoladas de linfonodos drenantes de
tumores de camundongos tratados com TFD eram capazes de conferir resisténcia
tumoral a camundongos nativos (33-34). Desde entdo, diversos estudos tém
demonstrado a viabilidade de inducdo de resposta imune anti-tumoral associada a
TFD (32, 35-38).

A TFD frequentemente induz inflamacdo aguda severa, observada como
edema local no tecido alvo. A TFD produz lesdo quimica/fisica no sitio tumoral,
percebido pelo hospedeiro como trauma local agudo. Com isso, a inflamacgé&o local é
induzida, rompendo a homeostase e assegurando a remoc¢ao de células destruidas e

promovendo cicatrizagcdo local com restauracdo da funcdo tecidual normal. A



28

inflamag&o induzida pela TFD é antigeno inespecifica, orquestrada pelo sistema
imune inato (12, 39-40).

O comego da inflamacdo induzida pela TFD é marcado por mudancas
drasticas na vascularizagdo tumoral, que se torna permeével as proteinas
sanguineas e pro-adesivas as células inflamatorias (35). Estas células inflamatorias,
lideradas pelos neutréfilos e seguido de mondécitos/macrofagos, invadem rapida e
massivamente o tumor apds a TFD. Sua primeira atividade € neutralizar as DAMPs
(Damage Associated Molecular Patterns), que sdo moléculas comumente geradas
apds a TFD no sitio de tratamento, cuja principal funcdo é emitir sinais de alerta para
a imunidade inata. As DAMPs mais comumente liberadas sdo as HSPs60, HSPs70 e
GRP94 (41-42). As células imunes atraidas pelas DAMPs e também pelos demais
mediadores  pro-inflamatérios atuam eliminando debris contendo tecido
comprometido, incluindo células injuriadas e mortas (43). Além da acdo das DAMPSs,
diversas citocinas envolvidas na regulacdo do processo inflamatério sdo expressas
no microambiente tumoral. Dentre as mais comumente encontradas estao a IL-1p,
IL-6, TNF-a e IFN-Y, sendo co-responsaveis pela indugdo e manutencéo da resposta

inflamatoria aguda apods a TFD (44-45).

A imunidade anti-tumoral apés a TFD é dependente de inducdo de
inflamagé&o. A inflamacao local e aguda culmina na maturacéo e ativacao de células
dendriticas. Células dendriticas sdo ativadas em resposta & TFD e migram aos
linfolinfonodos de drenagem tumoral onde conseguem estimular a producdo e
ativagdo de células T. A ativacdo de células T CD8+ e de memodria é frequentemente

dependente da presenca e ativagdo de células T CD4+ (27, 46).

Contrariamente a inducdo de resposta inflamatéria apés a TFD, alguns
estudos demonstram uma atividade imunossupressora dessa modalidade
terapéutica (47-49). A supressédo induzida pela TFD esta intimamente associada ao
uso de Photofrin como farmaco fotossensibilizador, em regimes de tratamento
cutaneo e transdérmico, envolvendo amplas areas de superficie. Nesses casos, ha
morte celular preferencialmente por apoptose e pouca ablagdo vascular,
molecularmente caracterizada pelos niveis elevados de VEGF (50-51). Em conjunto,
a baixa sinalizacdo para as células inflamatérias se somatizam a liberacdo de

citocinas como IL-10 e TGF-B, conhecidamente imunossupressoras, contribuindo
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para o retardamento da maturacdo de células dendriticas e conseqientemente a
inibicdo da producéo de linfécitos T efetores CD4+ e CD8+. Existem relatos de que a
eficacia da TFD em camundongos e humanos é reduzida por conta da auséncia de

ativagdo ou infiltragdo tumoral de células T CD8+ (52).

Especificamente em relacdo a expressdo de citocinas, o aumento dos niveis
das mesmas e também de mediadores pro-inflamatérios tem sido observados apds a
aplicacdo da TFD. A liberagdo local e sistémica dessas substancias é relatada tanto
em modelos experimentais em animais como em pacientes com cancer submetidos
a TFD, sendo uma consequéncia de varios efeitos independentes (12, 54). A
inducdo inicial da expressao das primeiras citocinas pro-inflamatérias € um resultado
do dano direto as células e ao estroma tumoral. Algumas horas apés a TFD, a
liberagé@o das citocinas é ocasionada pela ativagédo de vérias vias de transducgdo de

sinal e fatores de transcrigéo, principalmente NF-kB e AP-1.

Em modelos murinos, a TFD induz a expressao de diversas citocinas como IL-
1B, IL-6 e TNF-a e IFN-Y. A liberacdo desses mediadores estd associada nédo s6 a
inducdo de neutrofilia local, como também influencia a funcdo de inUmeras células
do sistema imune, como os macréfagos, contribuindo na regulagdo de sua migracao
e fungéo (30, 36-37, 55).

O balango entre a expresséo de fatores pré-inflamatérios e anti-inflamatoérios
influencia fortemente a indugdo de resposta imune mediada pela TFD. Estudos
demonstram que o bloqueio de IL-1B esta relacionado & diminuicdo da cura do
tumor, ao passo que a inibicdo de citocinas conhecidamente imunossupressoras

como IL-10 e TGF- potencializam os efeitos terapéuticos da TFD (56-57).

Com isso, as implicagbes da imunidade anti-tumoral mediada pela TFD e a
geracao eficiente de vacinas € significativa e fornecem possibilidade promissora de
utilizar a TFD no tratamento de disturbios metastaticos e também como adjuvante

em combinag¢&o com outras terapéuticas (20, 53) .
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1.5FOTOSSENSIBILIZADORES

Os fotossensibilizadores sdo componentes chaves para o éxito da TFD.
Desde 1930, quando o primeiro farmaco fotossensibilizador foi desenvolvido busca-
se o aprimoramento de propriedades fotofisicas e fotoquimicas, com o intuito de
potencializar a eficiéncia anti-tumoral da terapia, bem como reduzir efeitos adversos
(58). Dentre as caracteristicas idealmente presentes nos farmacos
fotossensibilizadores, encontram-se a pureza quimica, o acumulo preferencial em
células ou tecidos tumorais, a ativagdo em comprimentos de onda elevados, entre
650-800nm, a capacidade de geracdo de altas quantidades de EROS e a rapida
eliminagao tecidual, minimizando danos a tecidos normais, evidenciada pela Tabela
1.1 (59). Dentre os fotossensibilizadores presentes no mercado atualmente,

destacam-se trés grandes geragoes.

A primeira geracdo de fotossensibilizadores foi desenvolvida no comego do
século XX, composta principalmente de porfirinas e seus derivados, sendo seu
principal representante o Photofrin. Esse fotossensibilizador, também conhecido
como porfirina sddica, foi o primeiro a ser aprovado para aplicacdo clinica nos
Estados Unidos e Europa no tratamento de diversas neoplasias malignas, tais como:
pulméo, esbdfago, pancreas, pele, mama, cabec¢a e pescoco e cérebro (Tabela 1.2)
(60). Apesar do sucesso na sua aplicagéo clinica e de ainda ser o fotossensibilizador
mais utilizado, o Photofrin possui inUmeras desvantagens: trata-se de uma mistura
de derivados de porfirinas, possuindo elevada heterogeneidade quimica, além de
baixo comprimento de onda de ativagdo, na faixa de 630nm, restringindo sua
aplicacdo a canceres superficiais, uma vez que a luz incidente penetra
aproximadamente 4 mm (Figura 1.6) e ainda tempo de retengdo prolongada,

favorecendo sua toxicidade cutanea ap6s TFD (61).



Tabela 1.1. Caracteristicas ideais de um farmaco fotossensibilizador.

Pureza

Toxicidade

ADME

Ativacao

Rendimento

guantico

Custo e
viabilidade

Seletividade

Carcinogenicidade

Substancia pura, Unica, com composicdo conhecida e

estavel a temperatura ambiente.

Toxicidade minima na auséncia de luz e citotoxicidade
apenas na presenca de luz em comprimento de onda

definido. Nao deve gerar metabdlitos toxicos.

Otimas propriedades de absorcéo, distribuicéo,

metabolismo e excregao.

Comprimento de onda de absorgdo entre ~700 a 800 nm
para maxima penetracao tecidual e minimo

espalhamento.

Alto rendimento quéantico de geracéo de oxigénio para os
eventos fotoquimicos — usualmente geracédo de ROS e

oxigénio singleto.

Inexpressivo custo, associado a alta viabilidade comercial

para ampla utilizacao.

Acumulo no tecido tumoral é favoravel. Localizacao
intracelular em organelas que induzam preferencialmente

a apoptose, como estruturas mitocondriais.

Nenhum efeito mutagénico ou carcinogénico deve resultar

da atividade do fotossensibilizador.
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Fonte: O’Connor et. al,2009



32

Tabela 1.2. Fotossensibilizadores disponiveis para uso clinico.
I N . Tipo de
Fotossensibilizador | Estrutura | A(nm) | Aprovagdo | Ensaios A
Cancer
Pulméo,
Porfirina Sodica - . esobfago, ducto
(Photofrin) Porfirina 630 Mundial E— biliar, cérebro,
ovario
ALA Precursor de 635 Mundial PEIE:’ ngiga,
Porfirina undia _— cerebro,
esofago
Esteres de ALA Precur_s_or de 635 Europa Pele, bexiga
Porfirina
Cabeca e
pescogo,
Termoporfin (Foscan) Clorina 652 Europa EUA pulmao,
cérebro, pele,
ducto biliar
Oftalmico,
Verteporfin Clorina 690 Mundial Reino Unido pancreético,
pele
Cabeca e
HPPH Clorina 665 EUA pescago,
esbfago,
pulméo
SnEt2 (Purlitina) Clorina 660 EUA Pele, mama
Talaporfin (Npe6) Clorina 660 EUA FlgaQO, colon,
cérebro
Nasofaringeo,
Radaclorina Clorina 660 Russia sarcoma,
cérebro
L L Linfoma
Ftalocianina siliconada Ftalocianina 675 EUA cuténeo de
(Pc4) .
células T
Padoporfina Bacterioclorina 762 EUA Prostata
Lutex Texafirina 732 EUA Mama

Fonte: Agostinis, 2011.

A segunda geracao de fotossensibilizadores, por sua vez, foi estabelecida

com o intuito de contornar os efeitos limitantes dos farmacos de primeira geragéo. As

principais familias de farmacos de segunda geracdo sdo compostas por porfirinas,

clorinas e alguns corantes. Dentre as clorinas, a mais empregada € o Foscan,

também conhecido como mTHPC (meta-tetrahydroxylphenylchlorina) (62). O Foscan

€ um potente fotossensibilizador com propriedades fotoquimicas interessantes,

possuindo maior pureza quimica, comprimento de onda de ativacdo de 652 nm, o

que aparentemente permite uma penetracao tecidual de 10 mm, como observado na

Figura 1.6. Possui ainda maior eliminagdo tecidual, se comparado ao Photofrin.
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Apesar da eficacia, o Foscan desencadeia fotossensibilidade cutanea elevada, que
pode permanecer por varias semanas pos-tratamento (63).
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Figura 1.6. Profundidade de penetracdo cutanea das diferentes fontes luminonas com

comprimentos de onda especificos no espectro de luz. Adaptado de Agostinis, 2011.

Outro farmaco de segunda geracdo amplamente empregado, principalmente
para o tratamento de cancer de pele é o Levulin — formulagdo de Acido
Aminolevulinico, também conhecido como ALA ou fotoporfirina IX. Assim como
Photofrin, é uma porfirina aprovada pela FDA e também ocorre naturalmente na
forma de precursor biossintético, sendo uma pro-droga (60). O ALA é metabolizado
endogenamente na mitocondria em uma porfirina fotoativa (PplX), possuindo
absorgdo méaxima em quatro picos: 410, 510, 580 e 635 nm, permitindo a irradia¢do
por multiplas fontes de luz. As principais desvantagens desse fotossensibilizador
decorrem da intensa dor durante o tratamento, da baixa profundidade de penetracéo
da fonte luminosa limitada a aproximadamente 1 mm e do tempo de retencéo
prolongado de 24 a 72h (63).

Assim como as porfirinas e clorinas supracitadas, fazem parte também da

segunda geracdo de fotossensibilizadores promissores as ftalocianinas. As
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ftalocianinas sao substancias comumente empregadas em diversas areas que nao
biolbgicas, tal como a industrial na forma de corantes e agentes catalisadores, sendo
sua finalidade como fotossensibilizador para a terapia fotodindmica descoberta
recentemente (64). Tratam-se de compostos estruturalmente relacionados com as
porfirinas (figura 1.7), possuindo Otimas propriedades fotofisicas e fotoquimicas
guando comparados aos demais fotossensibilizadores. Possuem alta absorcdo
luminosa em uma faixa do espectro eletromagnético entre 670 e 800 nm, 0 que
confere alta penetracdo tecidual da fonte luminosa no tecido-alvo (63). Além disso,
muitas ftalocianinas possuem complexados aos centros, metais em forma hidrofilica,
tais como Indio, Zinco, Galio e Aluminio. Tais metais beneficiam fortemente as
caracteristicas fotofisicas desses compostos no tocante a reducdo de agregacéao,
gue reduz significativamente a eficiéncia da TFD, bem como o aprimoramento na
internalizagdo celular e principalmente, por conferirem aos compostos amplos
estados tripletos de energia e longos periodos de vida - essenciais para a eficiéncia
da TFD (65). Além disso, os complexos metalizados de ftalocianinas tém
demonstrado baixa toxicidade no escuro e eliminagao tecidual rapida, reduzindo os
efeitos toxicos comumente encontrados nos fotossensibilizadores jA empregados

comercialmente (65).
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Figura 1.7. Estrutura dos farmacos fotossensibilizadores. Adaptado de Erithajan, 2011.
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Apesar de tantas caracteristicas promissoras, as ftalocianinas, bem como
grande parte dos fotossensibilizadores disponiveis atualmente tem grande carater
hidrofobico, o que, inviabiliza sua aplicagdo em solugbes aquosas, uma vez que
esse estado leva a formagdo de agregados e interfere significativamente na
eficiéncia fotossensibilizadora. Outro aspecto negativo é a baixa seletividade
tumoral, exigindo altas doses de medicamento para que as concentragdes efetivas
estejam presentes para a irradiagéo tecidual (66). Com isso, houve necessidade do
desenvolvimento de sistemas carreadores que possibilitem a administracdo do
farmaco, bem como potencializem sua seletividade tumoral. Nesse contexto,
surgiram os farmacos fotossensibilizadores de terceira geracdo que correspondem
aos mesmos farmacos de primeira e segunda geragéo acima descritos, associados a
sistemas como lipossomas, nanoparticulas, micelas e anticorpos conjugados (67-
71).

O sistema de carreamento de farmacos mais comumente empregado é o
lipossomal (70, 72). Lipossomos séo esferas constituidas de uma bicamada lipidica
e centro aquoso, possibilitando a incorporagéo tanto de farmacos com caracteristicas
hidrofilicas quanto hidrofébicas. Diversos estudos tém relatado a aplicacdo de
fotossensibilizadores em formulagdo lipossomal no tratamento de neoplasias
malignas na terapia fotodindmica, sendo observado maior eficiéncia fototoxica, bem

como reducdo de toxicidade cutédnea e aumento de seletividade tumoral (69, 73).

1.6 JUSTIFICATIVA

A partir do exposto acima, o presente estudo insere-se no contexto de
aprimoramento biotecnoldgico de farmacos fotossensibilizadores de segunda
geragao, especificamente as ftalocianinas, em formulagdes nanoestruturadas por
meio da terapia fotodindmica no tratamento da neoplasia de maior relevancia clinica

em mulheres: o cancer de mama.
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Para que os farmacos desenvolvidos sejam de fato empregados futuramente,
faz-se necesséaria a avaliacdo de sua toxicidade, bem como de sua efetividade
terapéutica, seus mecanismos de agdo tanto em modelos in vitro e in vivo como
também a exploracdo de seu potencial uso como estimulante imunolégico no

combate ao cancer de mama.



37

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar os efeitos da Terapia Fotodindmica mediada por Aluminio-Cloro-
Ftalocianina em formulacéo lipossomal no tratamento de cancer de mama in vitro e

in vivo, bem como avaliar o perfil de resposta imunoldgica induzida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 - Avaliar o potencial de utilizagdo do farmaco fotossensibilizador Aluminio-
Cloro-Ftalocianina em formulagéo lipossomal na terapia fotodinamica em modelo in

vitro com células de carcinoma mamario murino — 4T1 quanto a:
e toxicidade isolada em diferentes concentragdes;
o perfil de liberagéo e localizagao intracelular ;
o eficiéncia fotodindmica e via de morte celular.

2 - Avaliar o potencial de utilizagdo do farmaco fotossensibilizador Aluminio-
Cloro-Ftalocianina em formulagéo lipossomal na terapia fotodinamica em modelo in
vivo com tumores derivados de células de carcinoma mamario murino — 4T1 quanto

a:
e andlise clinica;
o eficiéncia terapéutica e;

o perfil de expressdo de citocinas associadas a indugdo de resposta

imunolégica anti-tumoral
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3. METODOLOGIA

3.1 FARMACO FOTOSSENSIBILIZADOR

O farmaco fotossensibilizador empregado foi o composto Aluminio-Cloro-
Ftalocianina - AICIFc, um derivado de ftalocianinas, em formulacdo lipossomal,
sintetizado e caracterizado pelo laboratério de Quimica da Universidade de Séo
Paulo — Ribeirdo Preto e gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Antonio Claudio Tedesco.

A concentragéo de uso fornecida foi de 5 pM.

3.2 EQUIPAMENTO LASER

Para a irradiacao das células in vitro e dos tumores in vivo, foi utilizado o
equipamento de laser diodo de baixa intensidade (BWF — Tech In) com comprimento
de onda de emissdo a 670 nm, luz vermelha, intensidade de 80 mA e poténcia
méaxima de 50 mW. Periodicamente o aparelho foi submetido a afericdo de
intensidade luminosa por meio de equipamento PowerMeter no Laboratério de Fisica

da Universidade de Brasilia.
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3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Cancer de Mama AlCIFclipossomal | ! Terapia Fotodinamica l

— ||
— R

—
In Vivo
> | remmppe |

Figura 3.1. Delineamento experimental empregando modelo de cancer de mama, e terapia

fotodindmica mediada por AICIFc lipossomal.

3.4 EXPERIMENTACAO IN VITRO

3.4.1 Culturade Células

Os experimentos foram conduzidos com linhagens celulares — 4T1 —
derivadas de carcinoma mamario murino. Apés serem descongeladas, as células
foram mantidas em garrafas de cultura de 75 cm? em estufa a 37 °C, 5% de CO; e
70-80% de umidade. O meio de cultivo DMEM foi utilizado durante a manutencao
celular, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiotico (100 Ul/mL

de penicilina e 100 pg/mL de streptomicina).

Ap6s a cultura atingir entre 70 a 80% de confluéncia, as células foram
tripsinizadas (Tripsina-EDTA 0,25%), centrifugadas a 1100 rpm por trés minutos,

contadas em camara de Neubauer e repicadas para novas garrafas de cultura ou
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utilizadas para experimenta¢&o.O plaqueamento das células foi realizado 24h antes
do inicio da experimentacdo uma vez que as células precisavam aderir & placa e

atingir equilibrio metabdlico previamente aos testes.

3.4.2 Toxicidade do farmaco no escuro

Apbs 24 horas do plaqueamento de 7x10° células 4T1 em placas de 96 pogos
foram adicionadas diferentes concentracdes do farmaco fotossensibilizador com o
intuito de avaliar sua toxicidade relativa em fungédo da concentracdo administrada.
As células foram incubadas por 24 h com concentra¢des de 5; 2,5; 1,25; 0,67 e 0,31
UM de AICIFc lipossomal em meio de culivo DMEM sem vermelho fenol
suplementado com 1% de antibiotico. Transcorrido o tempo de incubag&o, o meio de
cultivo foi removido e o teste de MTT realizado de acordo com o protocolo de

viabilidade celular descrito no tpico 3.3.5.

3.4.3 Internalizagéo do farmaco

3.4.3.1 Andlise em espectrofotbmetro

Com o intuito de avaliar o sistema nanoestruturado desenvolvido para
aplicacdo na TFD e, consequentemente determinar o tempo ideal para a irradiagao
da cultura celular, a taxa de internalizacdo do farmaco em fung¢do do tempo de
incubac&o foi analisada. Apds 24 horas do plaqueamento de 7x10° células 4T1 em
placas de 96 pocos foi adicionado 75 pL de AICIFc lipossomal a 5 pM em meio de
cultivo DMEM sem vermelho fenol. Apés 5, 15, 30 e 60 minutos de incubacdo em
estufa a 37 °C, 5% de CO, e 70-80% de umidade, os sobrenadantes foram coletados
e 0s pogos lavados trés vezes com PBS. Foram adicionados a cada pogo de cultivo
150 pL de DMSO para solubilizagdo das células e do farmaco internalizado. A
medida de fluorescéncia foi realizada em espectrofotdmetro SpectraMax N5 —

Molecular Devices. Os comprimentos de emisséo e excitagdo foram respectivamente
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350 e 670 nm. Para a correspondéncia dos valores de fluorescéncia encontrados,
uma curva de calibracdo foi determinada a partir de padrdes conhecidos de AICIFc
em formulagéo lipossomal. A porcentagem de AICIFc em formulag&o lipossomal foi

expressa em funcao da concentragao inicial de farmaco incubado.

3.4.3.2 Microscopia Confocal

Apos a determinagcdo do tempo de incubagcdo com a maior taxa de
internalizagdo de AICIFc lipossomal, optou-se por avaliar microscopicamente a
localizacdo celular do farmaco, com o objetivo de compreender os mecanismos de
acao da TFD.

Ap0s 24 horas do plaqueamento de 1x10* células 4T1 em placas de 24 pogos
recobertas com laminulas estéreis, foi adicionado 125 pL de AICIFc lipossomal a 5
UM em meio de cultivo DMEM sem vermelho fenol. A incubac¢do com o farmaco foi
realizada por 30 minutos em estufa a 37 °C, 5% de CO, e 70-80% de umidade. ApGs
incubacéo, os pocos foram lavados com PBS estéril por trés vezes e submetidos a
fixacdo com paraformaldeido 4% tamponado, estéril, por 40 minutos. Apoés a fixacao,
as amostras foram processadas com protocolo de desidratagdo e coloragdo com
marcadores celulares de nudcleo (Hoescht, 33442, Molecular Pobes,
Invitrogen Excitagdo: Luz ultravioleta. Emissdo: 415-450 nm) e citoesqueleto (Alexa-
Fluor 488, Molecular Pobes, Invitrogen. Excitacdo: 495 nm. Emissdo: 510 nm).
Imediatamente apos serem confeccionadas, as laminas foram submetidas a anélise
em microscopio confocal SP5 (Leica, S&o Paulo, Brasil) do laboratério de
microscopia eletrénica da Universidade de Brasilia. Os parametros de Smart gain,

Smart Offset e pinhole foram os mesmos para todas as laminas.

3.4.4 Terapia Fotodinamica

Ap6s 24 horas do plagueamento em placas ou de 96 pocos ou de 12 pogos (a
depender do experimento a ser realizado), as células foram incubadas com AICIFc

em formulagéo lipossomal a 5 uM em meio de cultivo DMEM por 30 minutos. Apds a
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liberag&o e internalizag&o celular, o meio de cultivo contendo o farmaco foi removido
e adicionado novo DMEM sem vermelho fenol com 1% de antibidtico. Em seguida,
as células foram irradiadas por cinco minutos a 50 mW, 670 nm totalizando uma
dose final de energia por poco de 4,25 J/cm?, como sintetizado na Tabela 3.1. Esta
dose de trabalho e a concentracéo do farmaco de 5 uM foram previamente definidas
em estudos anteriores do laboratério. Apés o tratamento, as células foram re-
incubadas em estufa com meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino
e 1% de antibidtico até os tempos de 6 e 24 h para a avaliacdo dos testes abaixo
descritos. Como controles, células foram incubadas com o farmaco AICIFc
lipossomal, porém ndo foram irradiadas e um segundo grupo de ceélulas foram

submetidas apenas a irradiacdo do laser sem a adi¢éo prévia do farmaco.

Tabela 3.1. Protocolo da Terapia Fotodinamica in vitro.

Grupos ) ) . Tempo de o
) ) Meio de incubacéo ) Irradiacéo
experimentais incubagédo
Controle DMEM sem vermelho fenol 30 minutos

DMEM sem vermelho fenol + AICIFc
TFD lipossomal a 5pM (1:1) 30 minutos 4,25J/cm®

3.4.5 Viabilidade Celular

Para a andlise de viabilidade celular foi utilizado o teste MTT. Este ensaio
avalia a taxa de proliferacdo celular e, quando existem eventos metabdlicos que
levem a apoptose ou necrose, avalia a redugéo na viabilidade celular. O MTT (3-(4,
5- dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) é reduzido por células
metabolicamente ativas, pela agdo de enzimas dehidrogenases, e gerando produtos
como o NADH e o NADPH. O composto de cor roxa formado intracelularmente

(formazan) pode ser solubilizado e quantificado por métodos espectrofotométricos.



43

ApOs os tempos experimentais de 6 e 24 h do término do tratamento, as
culturas celulares em placas de 96 pogos foram incubadas com solugdo de MTT a 5
mg/mL em meio de cultivo DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1%
de antibiético, incubadas em estufa a 37 °C, 5% de CO, e 70-80% de umidade.
Transcorridas 3 h de incubacdo, o meio de cultivo foi descartado e os cristais de
formazan solubilizados com 150 pL de DMSO por pogo. Ap6s homogeneizagdo dos
cristais, foi realizada leitura de absorbéancia a 595 nm em espectrofotdmetro
(SpectraMax N5 — Molecular Devices). A viabilidade celular foi expressa em
porcentagem, sendo normatizada em relacdo a absorbancia avaliada no grupo

controle.

3.4.6 Analise Morfoldgica

Apbs 1, 6 e 24 h do término do tratamento, as culturas celulares em placas de
12 pogos foram avaliadas em microscépio de luz invertido com contraste de fase.
Foram avaliados qualitativamente aspectos como densidade celular, volume celular,
presenca de condensacgdo nuclear, adesividade a placa e as células circunvizinhas,
bem como a presenca de debris. Fotomicrografias foram capturadas utilizando o
programa computacional Motic Image Plus 2.0 (Motic China Group CO., Ltd) em
microscopio invertido (Zeiss Axioskop, Il Alemanha) em objetiva de 25x com lente

especial para contraste de fase.

3.3.7 Analise da (exposicao) de fosfatidilserina A por citometria de fluxo

A fosfatidilserina A € um fosfolipideo presente na face interna da membrana
celular. A exposicao da fosfatidilserina A ocorre durante o processo de apoptose. A
anexina V € uma molécula que apresenta alta afinidade pela fosfatidilserina A,
ligando-se a esta especificamente, emitindo fluorescéncia entre comprimentos de
onda de 515-530 nm. A marcagdo positiva para o iodeto de propideo, que ocorre
pela emissdo de fluorescéncia em comprimentos de onda entre 560-580 nm, por sua

vez, ocorre quando ha fragmentacdo da membrana celular. Isoladamente a
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marcacdo com iodeto de propideo ndo é indicativa de apoptose e pode estar
associada a ocorréncia de necrose celular. Casos em que ocorrem dupla emisséo de
fluorescéncia correspondentes tanto a exposicdo de fosfadidilserina A quanto a
fragmentacdo de membrana estdo relacionados a morte celular pelo processo de

necrose celular, associada a apoptose tardia.

Apos os tempos experimentais pos-TFD de 6 e 24h, os sobrenadantes das
culturas celulares em placas de 12 pocos foram coletados e armazenados em
microtubos de centrifugacé@o. As células foram tripsinizadas (Tripsina-EDTA 0,25%)
por trés minutos e adicionadas nos microtubos de centrifugagdo que continham os
respectivos sobrenadantes. Apos a centrifugagdo por cinco minutos a 1100 rpm, 0s
sobrenadantes foram removidos e as células ressuspensas em 100 pL de tampao de
ligagdo do kit Anexin-V-FITC (invitrogen — Molecular Probes). Foi adicionado 5 pL de
Anexina por microtubos e os mesmos foram incubados por 15 minutos no escuro.
Transcorrido o tempo de incubacéo, as células foram adicionados 400 pL de tampéo
de ligagéo e 1 pL de solucdo de iodeto de propideo (20 pg/mL) imediatamente antes
da leitura em citbmetro de fluxo FlowMax®. Para a aquisicdo no equipamento,
completou-se o volume para o total de 1 mL em tampé&o fosfato salina (PBS). Os
canais de fluorescéncia selecionados foram FL1 — 530 nm para detecgédo de anexina
V marcados e FL3 > 575 nm para detec¢do de iodeto de propideo marcados. As
andlises foram feitas a partir da contagem de 10.000 eventos e os resultados

percentuais expressos de acordo com o numero total de eventos.

No mesmo experimento, a andlise de tamanho e granulosidade de superficie
das células foi obtida pela selecdo de canais SSC e FSC em citbmetro de fluxo
FlowMax®. As andlises foram feitas a partir da aquisicdo de 10.000 eventos e o0s

resultados percentuais expressos de acordo com o humero total de eventos.
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3.5 EXPERIMENTACAO IN VIVO

3.5.1 Animais

Os experimentos in vivo foram conduzidos em camundongos Balb/C fémeas,
com idades entre sete e 10 semanas de vida, e peso aproximado de 20 — 25 g. Os
animais foram adquiridos do Biotério Central de Goiania, na Universidade Federal de
Goiania — UFG. Sua manutenc¢éo se deu no biotério do Departamento de Morfologia
e Morfogénese do Instituto de Biologia — 1B, da Universidade de Brasilia. Os animais
permaneceram em gaiolas com temperatura controlada (23-24 °C), ciclo circadiano
automatizado e filtragem de ar. A 4gua e alimentacdo estavam disponiveis ad
libidum em todo o tempo de experimentagédo. A condugao da pesquisa foi autorizada
pelo comité de ética em pesquisa animal da Universidade de Brasilia — UnB (Anexo
A).

3.5.2 Indugé&o Tumoral

A inducéo tumoral ocorreu apds os camundongos atingirem entre sete e oito
semanas de idade. Neste periodo, células 4T1 foram inoculadas na regido de flanco
esquerdo do animal. Sob anestesia geral com Ketamina 80 mg/kg e Xylasina 10
mg/kg, o volume de 50 pL de meio de cultivo DMEM sem suplementacdo contendo
2x10" células foi injetado via subcutanea. Os animais foram avaliados diariamente.
Apbs os tumores atingirem volumes aproximados de 70-100 mm? deu-se inicio aos
tratamentos e andlises. Os grupos experimentais foram divididos em animais Sadios
(sem indugédo tumoral, n=10), animais Tumor (indu¢do tumoral, sem tratamento,
n=20) e animais TFD (inducdo tumoral, com tratamento com TFD mediada por

AICIFc lipossomal, n=30).
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3.5.3 Protocolo de Terapia Fotodinamica

Ap6s o crescimento tumoral, o protocolo de terapia fotodinamica foi iniciado.
Os animais foram submetidos & anestesia geral com Ketamina 80 mg/kg e Xylasina
10 mg/kg. O regime terapéutico empregado consistiu na injegdo de AICIFc em
formulacdo lipossomal em dose terapéutica de 10 mg/kg, via peritumoral. Apds 15
minutos da injecdo do farmaco, procedeu-se a irradiacdo do tumor. A irradiacéo foi
feita em contato, com incidéncia do feixe luminoso perpendicular a superficie do
tecido, de forma continua com laser a 670 nm, 50 mW e dose total de irradiagéo foi
de 72 Jicm® Este regime terapéutico foi realizado trés vezes, com intervalo entre

sessoOes de 72 horas.

Figura 3.1. Modelo de aplicacdo da TFD. Irradiacdo tumoral apds tempo de incubacdo com
Aluminio-Cloro-Ftalocianina em formulacdo lipossomal no tratamento de cancer de mama

induzido com linhagem 4T1.
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3.5.4 Andlise clinica

3.5.4.1 Peso corporal

Com o intuito de avaliar o impacto do protocolo terapéutico empregado na
saude geral, o peso dos animais foi avaliado desde a indugdo tumoral até o
sacrificio. A medicao foi realizada em balancga de alta precisdo e o peso comparado

entre 0s grupos experimentais.

3.5.4.2 Volume tumoral

O volume tumoral dos animais foi avaliado com o objetivo de determinar a
eficiéncia da Terapia Fotodinamica mediada pela formulagéo lipossomal da AICIFc. A
medicgao foi realizada com paquimetro de alta preciséo e o volume determinado pela
férmula (Comprimento) X (Largura?) X 0,5, previamente descrita na literatura (74).
Antes do inicio de cada sessao de tratamento e antes do sacrificio dos animais, os
valores eram aferidos. Para normatizar a comparagao entre grupos, optou-se por
expressar a variagdo do volume tumoral levando-se em consideracdo os tamanhos

iniciais de tumor de cada animal.

3.5.5 Analise histopatoldgica

Apo6s 24 horas da ultima sessdo de TFD, os animais do grupo Tumor e do
grupo TFD foram sacrificados pelo mesmo protocolo anestésico da indug&o tumoral
e os tumores foram coletados para andlise histopatolégica. Os tecidos foram
dissecados e fixados em solucdo de Paraformoldeido 4% tamponado por 2 h a
temperatura ambiente. Apds o tempo de fixacdo, os orgdos foram submetidos a
processamento histolégico em equipamento Histo-Tec DM-20 (Oma,Sao Paulo,

Brasil). Os tecidos foram emblocados em paraplast e os cortes histologicos
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realizados em ultra-micrétomo RM2125RT (Leica, Sdo Paulo, Brasil), com espessura
de 5 pM.

A coloragéo das laminas foi realizada com Hematoxilina e Eosina (H&E) e as
andlises realizadas em microscépio 6ptico (Zeiss Axioskop I, Alemanha). As
fotomicrografias foram capturadas com programa computacional Motic Image Plus
2.0 (Motic China Group CO, Ltd).

Foram observadas as seguintes caracteristicas morfolégicas: presenca de
células neoplésicas viaveis, presenca de necrose tumoral, presenca de infiltrado
inflamatorio, presenca de edema, ruptura vascular e descamacgdo epitelial. Em
seguida, analises morfométricas foram realizadas com o objetivo de determinar a
razao tecido tumoral sadio/tecido tumoral ablacionado, naqueles animais tratados

pela TFD mediada por AICIFc em formulagéo lipossomal.

3.5.6 Analise de expresséo de citocinas — ELISA

A analise da expresséo de citocinas foi realizada para determinar o papel das
mesmas na indugdo de resposta imune anti-tumoral. Apos 6, 24 e 72 horas do
término do regime terapéutico descrito anteriormente, o0s animais foram
anestesiados, o sangue coletado por pun¢éo cardiaca e imediatamente centrifugado
a 10000 rpm por 20 minutos, o soro foi entdo coletado e congelado a -80 °C para

posterior analise. A andlise de citocinas foi expressa em pg/pL de soro.

A homogeneizagéo dos tecidos foi realizada com homogeneizador mecanico,
com haste de 5mm e rotagdo a 30000 rpm em tampao de homogenato (300 mM
sacarose; 100 mM EDTA; 0,3% Triton X-100; 1M KH2PO4; 20 mM Tris; coquetel de
inibidores de protease - Roche; pH 7,4).,, em gelo, no volume correspondente a 10
vezes o volume do 6rgdo por até 3 minutos. Apds a homogeneizacdo, as amostras
foram centrifugadas a 10000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante coletado para

dosagem de proteinas e andlise de citocinas.

Apo6s a homogeneizacdo dos tecidos, as amostras foram centrifugadas a

10.000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante coletado para dosagem de proteinas e
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andlise de citocinas. A dosagem de proteinas das amostras de tecido tumoral foi
realizada pelo método de Bradford, uma vez que a analise de citocinas nos tumores

foi expressa em pg/mg de proteina.

Apos todo o processamento dos tecidos e soro, os mesmos foram submetidos
a andlise das citocinas IL-10, IL-6, IL-18, TNF-a e TGF-B. Os protocolos
experimentais foram de acordo com os kits de ELISA empregados (e-Bioscience e
BD, Estados Unidos).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Apés a coleta e tratamento dos dados, a andlise estatistica foi realizada em
software GraphPad Prism versdo 5.0, onde optou-se pela realizagdo de teste
paramétrico de varidncia ANOVA, seguido do poés-teste estatistico de Tukey. O

indice de significancia dos experimentos foi considerado p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1EXPERIMENTACAO IN VITRO

4.1.1 Toxicidade do farmaco no escuro

Ap6s a incubagdo com concentracbes crescentes do farmaco
fotossensibilizador AICIFc em formulacao lipossomal em células 4T1, pelo tempo de
24h, pode-se observar ao teste de MTT, uma reducao estatisticamente significativa
na viabilidade celular em todas as concentracdes estudadas quando comparadas a
viabilidade aferida nas células Controle. A reducéo na viabilidade celular variou entre
a faixa de 20% para as concentracdes de 0,31 e 0,62 uM e 35% para a maior

concentragdo estudada, no caso, 5 pM (figura 4.1).
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Figura 4.1. Toxicidade no escuro do farmaco AICIFc em formulacado lipossomal em diferentes
concentracdes em células 4T1, derivadas de carcinoma mamario murino,. Anélise estatistica:

Teste de Tukey, p<0,05.
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4.1.2 Internalizagdo do farmaco por células 4T1

ApoOs a incubagdo das células 4T1 com o fotossensibilizador AICIFc em
formulacdo lipossomal, pode-se observar aumento gradativo da concentracdo de
farmaco, atingindo pico de internalizagdo 30 minutos apés o inicio da incubacao.
Neste tempo, observou-se a internalizagcdo de aproximadamente 40% da
concentracgédo inicial estimada de AICIFc em formulagdo lipossomal a 5 pM Esta
concentracao foi estatisticamente significativa quando comparada aos valores de 20
e 21% encontrados respectivamente apds cinco e 15 minutos de incubacdo. Pode-se
observar, ainda, um decaimento da internalizacdo 60 minutos apos o inicio da
incubagédo para aproximadamente 34%, n&o sendo este valor estatisticamente
significativo em relacdo ao tempo de 30 minutos, permanecendo, porém,
estatisticamente superior em relacdo aos dois tempos iniciais observados (figura
4.2).
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Figura 4.2. Internalizacdo do farmaco AICIFc lipossomal in vitro em células 4T1. Imediatamente
apo6s a incubacao, pode-se observar a internalizagdo de 20% do farmaco. Ap6s 30 minutos,
40% do farmaco é detectado por espectrofluorimetria. Apés 60 minutos, ha decaimento da
concentracdo de farmaco no interior das células. Em ambos os tempos, 30 e 60 minutos, a
concentracdo de AICIFc em formulacgéo lipossomal é estatisticamente superior em relagdo aos
demais tempos experimentais de cinco e 15 minutos. Analise estatistica: Teste de Tukey,
p<0,05.
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4.1.3 Localizagéo intracelular do farmaco

Apos a determinagéo do tempo ideal de incubagéo para o andamento da TFD,
optou-se por avaliar a localizacdo intracelular do farmaco AICIFc em formulagéo
lipossomal, uma vez que essa informacdo é determinante para a eficiéncia da TFD,
pois determina o sitio primario de dano celular apés a irradiagdo com luz em
comprimento de onda especifico e, consequientemente, pré-determina a via de morte

celular induzida.

Na figura 4.3. é possivel notar os resultados obtidos apdés a analise em
microscopio confocal, com marcadores celulares de nucleo e citoplasma associado &

fluorescéncia intrinseca do farmaco fotossensibilizador.

Apo6s 30 minutos de contato com a linhagem celular derivada de carcinoma
mamario murino — 4T1, pode-se observar grande acumulo do farmaco AICIFc em
formulacéo lipossomal a 5 pM no interior das células. Nota-se difusdo do farmaco em
toda extens@o citoplasmatica, observado pela emisséo de fluorescéncia vermelha na
figura 4.3.coluna 2C. H& maior concentracdo de fluorescéncia na regido perinuclear
(figura 4.3. coluna 2D), sugestivo de acumulo preferencial em estruturas como
reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi, associado a diversos pontos de

emissdo espalhados no citoplasma, caracteristico de lisossomos.

Nao houve acumulo nuclear do farmaco (figura 4.3. colunas 2C e 2D).
Paralelamente ao acumulo do farmaco fotossensibilizador, ao comparar as células
Controle, observa-se que ndo ha alteracdo morfologica tanto no citoplasma, que se

mantém integro, quanto no nucleo, com nucléolos evidentes (figura 4.3. coluna 2A).
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Colunal Coluna 2

Controle AICIFc lipossomal

Figura 4.3. Localizacdo intracelular do farmaco AICIFc lipossomal a 5 pM ap6s 30 minutos de
incubacdo em células de carcinoma mamario murino - 4T1. Coluna 1, célula Controle. Coluna 2,
células incubadas com o farmaco. Em A, marcador nuclear - Hoescht; em B, marcador
citoplasmatico - Alexa; em C, AICIFc em formulacdo lipossomal; em D, sobreposicao de
marcacbes. E evidente a internalizacdo massiva de farmaco fotossensibilizador,
intracelularmente difundido no citoplasma, com acUumulo sugestivo de compartimentos

lisossomais e reticulares nas células tratadas.
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4.1.4 Efeitos da Terapia Fotodinamica

4.1.4.2 Viabilidade celular

A avaliacdo da citotoxicidade celular ap6s a TFD mediada por AICIFc em
formulacao lipossomal a 5 pM foi realizada separadamente para os diferentes grupos
experimentais pelo método de MTT. Dois tempos experimentais pés-TFD foram
determinados — 6 e 24 horas - com o intuito de avaliar os efeitos iniciais e tardios

pés-tratamento.

A viabilidade celular dos grupos experimentais foi determinada em fungéo da
absorbancia observada no grupo Controle, sendo, portanto expressos

percentualmente em relacdo a este (figura 4.4.).

Seis horas apds a experimentacao, pdde-se observar reducdo na viabilidade
celular no grupo tratado somente com o farmaco fotossensibilizador a 5 pM por 30
minutos. A reducdo em 15,2% na viabilidade das células 4T1 neste tempo néo foi
estatisticamente significativa quando comparada ao grupo Controle. Em
contrapartida, 24h apés o tratamento isolado com farmaco fotossensibilizador houve
um aumento na morte celular para 36,04%, sendo este resultado estatisticamente

significativo em relagdo ao grupo Controle, em ambos os tempos experimentais.

Outro componente da TFD avaliado isoladamente no teste de viabilidade
celular foi a irradiacdo das células 4T1 com dosagem de 4,25 J/cm® Pbdde-se
observar no tempo experimental p6s-TFD de 6h, um aumento da viabilidade de 15%
comparativamente aos grupos Controles (6 e 24h) n&o sendo, entretanto,
estatisticamente significativo. Apos 24 horas da TFD néo foi observada alteragdo na

viabilidade celular de 4T1 em relagéo aos grupos Controles.
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Figura 4.4. Viabilidade celular pelo teste MTT em células 4T1 em diferentes grupos
experimentais. Ha reducdo estatisticamente significativa no grupo de células tratadas com TFD
para niveis entre 11 e 7,2% nos tempos experimentais pés-TFD de 6 e 24h respectivamente.
Também hareducao significativa de 36,04% na viabilidade celular ap6s 24h do tratamento com
a incubacéo do farmaco AICIFc em formulacdo lipossomal isoladamente. Andlise estatistica:
Teste de Tukey, p<0,05.

No grupo TFD, pdde-se observar a reducdo dréstica da viabilidade celular
tanto nos tempos experimentais de 6h quanto de 24 horas pds tratamento, com
indices de 89,96% e 92,72%, respectivamente (figura 4.4). Estes valores foram
estatisticamente significativos a todos o0s demais grupos experimentais, nos
diferentes tempos pés-TFD estudados, comprovando a eficiéncia da TFD mediada
por AICIFc lipossomal na ablacdo de células tumorais derivadas de carcinoma

mamario murino — 4T1.

4.1.4.3 Morfologia celular

Para a caracterizacdo das alteracbes morfoldégicos das células 4T1 dos
diferentes grupos TFD e Tumor, foram realizadas fotomicrografias por contraste de

fase em diferentes tempos experimentais: 1, 6 e 24 h pds tratamento.

Na figura 4.5. é possivel observar a caracterizagdo morfolégica de células

tanto do grupo Controle como do grupo TFD. Uma hora apés o tratamento, pode-se
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observar densidade celular semelhante em ambos 0s grupos experimentais,
entretanto é possivel constatar redugdo do volume celular devido & retracédo
citoplasmética das células do grupo TFD, bem como perda inicial de adeséo a
superficie da placa e também com outras células, comparativamente ao grupo

Controle.

Seis horas apés o tratamento, a diferenca entre as densidades celulares se
acentua, com ligeiro aumento da mesma no grupo Controle e redugéo no grupo TFD.
E possivel também avaliar a acentuacdo das alteragdes morfolégicas quando
comparadas com 0 mesmo grupo experimental no tempo de 1h e a presenca de

condensacdo nuclear nas células do grupo TFD.

Apo6s 24 horas do tratamento, a diferenca entre as densidades celulares é
ainda mais evidente. As células do grupo Controle proliferaram continuamente até
este tempo experimental pos-TFD, permanecendo fortemente aderidas a placa de
cultura e também umas as outras. E possivel observar o formato estrelado, com
projecbes do citoplasma, presenca de nicleo e mdultiplos nucléolos evidentes e
tamanho aproximado de 15 pm. Em contrapartida, a fotomicrografia das células do
grupo TFD 24h apo6s o tratamento evidencia a morte celular de um numero
consideravel de células, resultando em reducéo significativa da densidade celular e
do volume celular, perda total de adesédo e contato entre células, presenca de debris
celular, rugosidade na membrana citoplasméatica e fragmentacdo nuclear,
evidenciando a eficiéncia da TFD mediada pelo farmaco AICIFc em formulagéo
lipossomal na inducdo de morte celular e corroborando os niveis de viabilidade

anteriormente encontrados no ensaio de MTT.

Para corroborar a analise morfolégica por meio da microscopia 6ptica por
contraste de fase, as analises por citometria de fluxo de tamanho e granulosidade
celular também foram realizadas. Como pode ser observado nos histogramas (figura
4.6.), hd um deslocamento da populagéo celular com reducao significativa no volume
celular e também na granulosidade de superficie das células do grupo TFD,
principalmente 24h apds o tratamento, evidenciada pela diferengca entre as
populacdes de volume normal (Q2) encontrada no grupo Controle (90,16%)
comparada ao grupo TFD (59,54%), dos 10.000 eventos avaliados. Tais achados

confirmam a andlise morfol6gica realizada por microscopia de luz e confirmam,
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juntamente com os resultados apresentados anteriormente, a efetividade da TFD na
mediacao de morte celular de células derivadas de carcinoma mamario murino, 4T1.

Controle TFD

1h

6h

24h

Figura 4.5. Andlise morfologica de células 4T1 por microscopia dptica de contraste de fase. E
possivel observar reducdo do numero de células no grupo TFD, acentuada pela proliferacéo
constante das células do grupo Controle. Com o decorrer do tempo apés a TFD, é possivel
observar perda de adeséo celular, redugdo no volume e projegao citoplasmética, condensacéo
nuclear e presenca de debris, caracteristicas essas de morte celular.
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Figura 4.6. Analise de tamanho e granulosidade celular por citometria de fluxo. Ha nitido
deslocamento da populacdo de células 4T1 do quadrante Q2 para o quadrante Q3,
evidenciando areduc¢ao simultanea tanto no tamanho das células quanto na sua granulosidade

de superficie apds 24h do tratamento por TFD mediada por AICIFc em formulacao lipossomal.

4.1.4.4 Morte celular

Pode-se observar, na figura 4.7 tanto seis quanto 24h ap6s o tratamento que,
células derivadas de carcinoma mamario murino sdo duplamente marcadas tanto
com Anexina V, como com iodeto de propideo, sendo este resultado
estatisticamente significativo em relagdo ao grupo Controle, onde ndo é possivel
observar os processos supracitados. A observacdo desse resultado, associada aos
testes de localizacdo intracelular do farmaco, viabilidade celular e andlise
morfolégica sugerem a ocorréncia de ambos 0S processos, apoptose e necrose, com
predominancia da Ultima, dada a rapida ocorréncia de morte celular em quantidades

expressivas, maiores que 90%.
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Figura 4.7. (a) Andalise de exposicao de fosfatidilserina A e fragmentacdo de DNA por citometria
de fluxo. E possivel observar no histograma os valores representativos da dupla marcacéo
com Anexina V e iodeto de propideo respectivamente, no Quadrante 2 (Q2) nos grupos
Controle (acima) e TFD (abaixo). (b) O grafico demonstra que os valores percentuais da razao
Anexina V/lodeto de Propideo obtidos no grupo TFD s&o estatisticamente significativos em
relacdo ao grupo Controle nos dois tempos experimentais pds-TFD, confirmando a morte

celular por necrose imediata e apoptose tardia. Andlise estatistica: Teste de Tukey, p<0,05.
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4.2 EXPERIMENTACAO IN VIVO

4.2.1 Anédlise clinica

Como pode ser observado na figura 4.8, todos 0s grupos experimentais
avaliados, animais Sadios — sem tumor, animais Tumor - com tumor, sem tratamento
e animais TFD — com tumor e com tratamento por TFD, apresentaram peso inicial
médio de 18 g, compativel com a raca Balb/C com sete semanas de idade. A partir
do 13° dia apds inducdo tumoral houve aumento na pesagem dos trés grupos
experimentais para média de 21 g. Apds a segunda sesséo de TFD, houve pequeno
aumento no peso corporal dos animais tratados pela TFD, ndo sendo, entretanto,
estatisticamente significativo em relacdo aos demais, mantendo-se estavel até a
morte dos animais. Em contrapartida, os animais sem tumores e com tumores nao
tratados apresentaram ligeira queda de peso corporal no 16° dia apos a inducao,
recuperando a pesagem normal no 19° dia, ndo sendo esse resultado
estatisticamente significativo. N&o foi observado debilidade ou presenga de dor nos

animais.

A andlise do volume tumoral demonstrou grande diferenca entre o grupo de
animais com tumor sem tratamento e o grupo de animais com tumor submetidos ao
tratamento mediado pela TFD com AICIFc em formulag&o lipossomal. Nos animais
com tumor e sem TFD, como pode ser observado na figura 4.9, partindo-se da média
de 100 mm?, correspondente ao 13° dia ap6s a indugéo tumoral, pode-se notar um
aumento de aproximadamente 40% no volume tumoral no 16° dia e, um aumento de
mais de 60% apos o 19° dia. Em contrapartida, o grupo de animais submetidos a
tratamento com TFD mediada por AICIFc em formulacdo lipossomal, pode-se
observar que apds a 12 sessdo de TFD, houve decréscimo de 7-10% no volume
tumoral, seguido de pequeno aumento do volume apds a Ultima sessdo de

tratamento, retornando aos valores aproximados do inicio da aplicagéo da terapia.
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Figura 4.8. Avaliacdo da variagdo do peso corporal desde a inducdo tumoral até a dltima
sessdo de tratamento. Em todos os grupos experimentais, observou-se ganho de peso
corporal compativel com raca e idade dos animais. Ndo houve alteracdo estatisticamente
significativa entre os mesmos nos tempos experimentais correspondentes. Andlise estatistica:

Teste de Tukey, p<0,05.

Apesar de ndo promover uma redugao significativa do volume tumoral per si,
comparativamente ao perfil de desenvolvimento tumoral dos animais néo tratados, a
TFD mediada pela AICIFc em formulagdo lipossomal apresentou resultado
expressivo na inibicdo de crescimento tumoral, sendo a diferenca dos volumes
observados no 19° dia ap6s a inducdo tumoral estatisticamente significativa entre o

grupo sem tratamento e o grupo submetido a TFD.

ApoOs a disseccdo tumoral, pdde-se observar os efeitos anti-vasculares
promovidos pela TFD mediada por AICIFc em formulag&o lipossomal. E claramente
notado, na figura 4.10, a riqueza de vasos neoformados em tumores de animais nao
submetidos a tratamento, comparativamente aos animais submetidos & TFD. Neste
altimo, ha nitido aspecto de abla¢do vascular, com minimizagdo expressiva de

irrigacao tumoral.
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Figura 4.9. Avaliagcdo da variacdo do volume tumoral desde a indug&o tumoral até a ultima
sessdo de tratamento. Pode-se observar crescimento exponencial nos tumores sem
tratamentos com o decorrer dos dias, ao passo que 0s animais submetidos a TFD obtiveram

significativa contenc&o nos mecanismos de crescimento tumoral - a. Andlise estatistica: Teste
de Tukey, p<0,05

Figura 4.10. Anélise macroscoépica de vascularizacdo tumoral. Em A, tumor de animal sem
tratamento, amplamente vascularizado. Em B, tumor de animal submetido & TFD mediada por
AICIFc em formulagéo lipossomal, com nitida ablag&o vascular.
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4.2.2 Analise histopatoldgica

Apos a confirmacéo clinica da efetividade da TFD mediada por AICIFc em
formulacao lipossomal, os tecidos tumorais de ambos 0s grupos experimentais foram
submetidos a andlise histopatolégica por microscopia Optica (figura 4.11).
Comparativamente aos tumores néo tratados, onde pode-se observar um lencol de
células tumorais circunscrito por inimeros vasos sanguineos neoformados, nos
tumores tratados pela TFD pode-se observar nitida separacdo de células viaveis de
células necroticas (atingidas pela TFD), caracterizando um processo central de
necrose por coagulacdo com grandes areas de hemorragia e edema, bem como a
ablacdo vascular caracterizada pelo extravasamento de eritrécitos em todo o leito

tumoral.

Adicionalmente & morte celular direta observada pela indug@o de necrose e a
lesdo vascular observada pelas areas de hemorragia, observa-se o terceiro
mecanismo de agdo da TFD pela presenca de células de infiltrado inflamatério
adjacentes as é&reas necrdticas, caracterizada principalmente pela presenca de

linfocitos, inexistentes nos achados histologicos do grupo Tumor.
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Figura 4.11. Analise histopatoldgica dos tecidos tumorais de animais do grupo Tumor (AeB) e
animais tratados pela TFD mediada por AICIFc em formulacéo lipossomal (C e D). Coloracdo
pelo método de H&E. Em A e B, pode-se observar macico de células neoplasicas (cn)
associadas a rica vascularizacdo adjacente (seta). Pode-se observar em C e D, linha nitida
entre células viaveis (v) e a grande area de necrose por coagulacédo (n), associada a ablacéo
vascular, com inGmeras areas de edema e hemorragia (seta). Pode-se observar também,
presenca de infiltrado de células inflamatérias no leito tumoral atingido pela TFD (ponta de
seta). Em A e C, barrade 40 um. Em B e D, barra de 30 um.
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4.2.3 Expresséo de citocinas

A avaliacdo procedeu-se tanto para citocinas associadas a processos
imunossupressores, como IL-10 e TGF-f quanto para citocinas associadas a

inflamagé&o e inducéo de resposta imunolégica, como IL-1f, IL-6 e TNF-a.

Como pode ser observado na figura 4.12, os niveis de IL-1$ no tecido tumoral
sem tratamento permaneceu em niveis basais de 18,79 pg/mg de proteina, ao passo
que houve aumento nos tecidos tumorais de animais submetidos a TFD mediada por
AICIFC em formulagéo lipossomal nos tempos de 6, 24 e 72h para 68,56 ; 42,45 e
50,08 pg/mg de proteina, respectivamente, sendo os valores de 6 e 72h
estatisticamente significativos em relagdo ao grupo com tumor sem tratamento. O
mesmo padrdo de expresséo foi observado nos niveis tumorais de TNF-a, também
conhecidamente uma citocina imunoestimulatéria. Os niveis tumorais dos animais
submetidos & TFD mediada por AICIFc em formulacéo lipossomal atingiram um pico
de 122,79 pg/mg de proteina 6h apds o tratamento, seguida de reducdo no tempo
seguinte de 24h para aproximadamente 37,78 pg/mg de proteina e novamente um
aumento na expressdo 72h para niveis de 85,09 pg/mg de proteina.
Comparativamente ao grupo de animais com tumor sem tratamento, cujos niveis se
mantiveram em 26,24 pg/mg de proteina, as mensuragfes obtidas no grupo TFD 6 e

72h apos o tratamento foram estatisticamente significativas.

N&o foram detectaveis os niveis séricos de ambas as citocinas IL-13 e TNF-a,

em ambos 0s grupos experimentais
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Figura 4.12. Expresséo de IL-1p e TNF-a em tecido tumoral. Houve aumento estatisticamente
significativo na expressdo de ambas as citocinas 6h e 72h ap6s a Ultima sesséo terapéutica de
TFD mediada por AICIFc em formulagdo lipossomal, comparada ao grupo controle. b

estatisticamente significativo em relagao a a. Analise estatistica: Teste de Tukey, p<0,05.

Ainda na familia de citocinas conhecidamente inflamatérias, procedeu-se a
andlise de IL-6, amplamente descrita na inducdo de resposta imunoldgica anti-
tumoral. Como pode ser observado na figura 4.13, os niveis de IL-6 s&o

naturalmente maiores comparativamente aos observados para IL-1p e TNF-a, 0 que
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j& é descrito na literatura. O tecido tumoral sem tratamento expressou niveis médios
de 444,69 pg/mg de proteina, enquanto o0s niveis encontrados nos animais
submetidos & TFD mediada por AICIFc em formulacdo lipossomal ndo alteraram
significativamente em relag@o aos tumores néo tratados, permanecendo nos niveis
de 381,99 pg/mg de proteina 6h apds a TFD, 471,30 pg/mg de proteina 24h apds a
TFD e decrescendo 72h apés a TFD aos niveis de 373,12 pg/mg de proteina. Tais

alteragdes nao foram estatisticamente significativas entre si.
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Figura 4.13. Expresséao de IL-6 local (A) e sistémico (B). Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os diferentes grupos experimentais tanto nos niveis tumorais quanto nos
niveis séricos. Andlise estatistica: Teste de Tukey, p<0,05.
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Os niveis séricos de IL-6 foram passiveis de mensuragdo n&do sendo
estatisticamente significativos entre os diferentes grupos experimentais estudados.
Os animais sem tumor apresentaram niveis séricos de 9.709 pg/mL de soro, ao
passo que o0s animais com tumor, sem tratamento apresentaram niveis similares de
9.503 pg/mL de soro. Os niveis de IL-6 observados nos animais tratados pela TFD
variaram, com aumento para 13.226 pg/mL de soro 6h apds, decaindo para niveis
basais de 7.853 pg/mL de soro 24h apds a TFD e sofrendo hovamente um aumento

para 12.945 pg/mL de soro 72h apds a TFD.

Na andlise da expressdo de citocinas com carater imunossupressor foram
avaliados os niveis locais tumorais e séricos de IL-10 e TGF-B. A partir da figura
4.14, pode-se observar a expressdo de IL-10. No tumor, ndo foram observadas
variagOes de expressdo, permanecendo em niveis aproximados de 104,9 pg/mg de
proteina nos animais com tumor sem tratamento. Nos animais submetidos a TFD
mediada por AICIFc em formulagdo lipossomal, foram observados niveis de 90,9
pg/mg de proteina 6h apés a TFD, 133,23 pg/mg de proteina 24h ap6s a TFD e
decaindo novamente para 107,72 pg/mg de proteina 72h ap6s a ultima sesséo de
TFD. As variagOes observadas nos grupos experimentais ndo foram, portanto,

estatisticamente significativas entre si.

Quanto aos niveis séricos de IL-10, assim como os de IL-6, 0os animais sadios
apresentaram niveis de 19.047 pg/mL de soro, similarmente aos animais com tumor
sem tratamento, que expressaram 19.549 pg/mL de soro de IL-10. Os animais
submetidos & TFD apresentaram aumento inicial, em 6h, para 22.037 pg/mL de soro,
ndo sendo essa variagdo estatisticamente significativa, decaindo aos niveis basais
nos tempos de 24 e 72h p6s TFD para valores de 19.299 e 20.818 pg/mL de soro,

respectivamente.
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Figura 4.14. Expressao de IL-10 local (A) e sistémico (B). Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os diferentes grupos experimentais tanto em niveis locais tumorais quanto

nos niveis sistémicos séricos. Analise estatistica: Teste de Tukey, p<0,05..
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A expressao de TGF-p sofreu alteracao significativa nos animais submetidos a
TFD, principalmente tardiamente a ultima sessdo de TFD mediada por AICIFc em
formulacéo lipossomal, no periodo de 72h (figura 4.15). Neste tempo experimental, a
expressdo de TGF-f foi de 104,52 pg/mg de proteina, trés vezes maior que a
observada nos animais com tumor, sem tratamento, cujo valor aferido foi de 35,23
pg/mg de proteina. Intermediariamente, 6h e 24h apés a TFD foram aferidos niveis
de 50,4 e 69,67 pg/mg de proteina, respectivamente. Dos valores observados, a
diferenca estatisticamente significativa foi provada somente no grupo de TFD 72h,
comparativamente ao grupo Tumor e ao grupo TFD 6h. Notadamente, € possivel
observar um aumento gradativo da expressdo de TGF- com o decorrer do tempo

apos a ultima sessé@o de TFD mediada por AICIFc em formulagéo lipossomal.

A nivel sistémico, os animais sadios, como esperado, apresentaram niveis
basais de expresséo de TGF-B, em torno de 1.817 pg/mL de soro. Os animais com
tumor, sem tratamento, apresentaram niveis aumentados a terca parte, sendo
aferidos 6.383 pg/mL de soro. Similarmente, a TFD nao alterou significativamente a
expressdo de TGF-B nos dois tempos iniciais de avaliagdo em relagdo ao grupo com
tumor e sem tratamento, permanecendo em 6.929 pg/mL de soro 6h apds a TFD e
6.577 pg/mL de soro 24h ap6s a TFD. Os niveis aferidos 72h ap6s a TFD foram de
3.298 pg/mL de soro, Apesar da variagdo grande no tempo tardio de avaliacdo da

TFD, nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada.
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Figura 4.15. Expressédo de TGF-p local (A) e sistémico (B). Sistemicamente ndo houve diferenca

estatisticamente significativa, entretanto, a nivel tumoral, pode-se observar aumento gradativo

da expresséo de TGF-p com o decorrer do tempo apés a aplicacéo da ultima sessédo de TGF-p.

Sendo a expressdo no tempo de 72h estatisticamente significativa se comparado ao tecido

tumoral e ao grupo TFD 6h. Andlise estatistica: Teste de Tukey, p<0,05
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5. DISCUSSAO

O desenvolvimento e aplicagdo de farmacos exigem estudos in vitro, que
determinam, de forma inicial - por se tratar de um sistema isolado, a aplicabilidade
da nova formulagdo e conseqientemente a continuidade das avaliacdes. A
formulacdo lipossomal de AICIFc vem sendo aplicada pela Terapia Fotodinamica
(TFD) em testes pré-clinicos no tratamento de cancer de boca e cancer de pele néo
melanoma. Os resultados in vitro e in vivo observados remetem & alta eficiéncia do
tratamento, com casos de erradicacdo completa do sitio tumoral primario (73). A
aplicacdo desse farmaco no tratamento de céncer de mama, entretanto, nunca foi
antes avaliada em modelos animais, sendo unicamente avaliada em culturas
celulares primérias de carcinoma mamario de cées (75). Portanto, novos estudos in
vitro e in vivo para essa finalidade terapéutica sdo ainda necessarios para sua

aplicabilidade futura.

O presente estudo demonstrou a alta eficiéncia da TFD mediada pela
formulacdo lipossomal de AICIFc no tratamento de carcinoma mamario murino
derivado de células 4T1. No sistema in vitro, por exemplo, p6de-se observar a
erradicacdo de células tumorais em niveis superiores a 90% apo0s o tratamento,
sendo possivel também verificar a localizacao intracelular difusa no citoplasma e da
via de morte celular caracterizada pela presenca de ambos o0s processos de necrose
inicial (predominante) e apoptose tardia, caracterizadas morfologicamente e
bioquimicamente. Comparativamente a estudos com formulacbes livres de
ftalocianinas e outros fotossensibilizadores como Photofrin e ALA, os valores de
citotoxicidade aqui alcangcados s&o superiores. Tal superioridade pode estar
relacionada a ampla internalizacdo do farmaco fotossensibilizador, em decorréncia
do emprego do sistema nanoestruturado, com consequente geragdo massiva de

espécies reativas de oxigénio apds a irradiagdo (71, 76).

A inducéo de morte celular observada in vitro pode estar associada a diversos
fatores, dentre os quais a localizagdo intracelular do fotossensibilizador e
principalmente & concentragdo do fotossensibilizador e & dose de irradiagéo da TFD

(77). Sabe-se que a localizagdo intracelular de farmacos em membranas de
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organelas e em lisossomos € preditiva de processo celular de necrose dada a rapida
fragmentacd@o celular conseqiente da rapida deplecdo intracelular de ATP e do
influxo massivo de Ca' no meio intracelular apés o dano oxidativo (78-79).
Associada a localizacéo intracelular do farmaco, altas doses de TFD também est&o
relacionadas a rapida ablacéo celular por necrose. Firzuk et al 2011(12) descrevem
que a ocorréncia de apoptose, necrose ou autofagia de forma isolada como vias de
morte celular é rara e, ainda que controladas, sua replica¢do in vivo é um evento
dificil.

A mesma eficiéncia terapéutica encontrada in vitro nas células 4T1 apés a
aplicacdo de TFD mediada por AICIFc em formulagdo lipossomal n&o foi
transportada ao sistema bioldgico in vivo, uma vez que a erradicacdo tumoral ndo
ocorreu em niveis tdo elevados. Puderam ser observadas, clinicamente,
desaceleragéao significativa no crescimento tumoral, comparativamente aos tumores
ndo tratados, e que foram confirmadas histopatologicamente pela grande area de
necrose por coagulagdo central nos tumores submetidos a aplicacdo local da TFD
mediada pela formulacédo lipossomal de AICIFc a 5 puM. Tal comportamento
terapéutico pode estar associado a diversos fatores, dentre os quais: (i) o tipo celular
empregado; (ii) a distribuicdo e concentracéo do farmaco fotossensibilizador e; (iii) a
dose de energia total empregada na irradiagdo tumoral (80-81). A linhagem celular
4T1 possui elevado grau de proliferacdo celular, bem como potencial metastatico
elevado, o que pode ter restringido o sucesso terapéutico da TFD mediada pela
AICIFc em formulagdo lipossomal. Adicionalmente, a distribuicdo do farmaco
fotossensibilizador pode ter ocorrido de forma heterogénea no leito tumoral,
favorecendo a ocorréncia de morte celular em uma &rea, em detrimento de é&reas
adjacentes, reduzindo assim, a eficiéncia terapéutica da TFD (82). E descrito ainda,
que doses de energia subestimadas podem aumentar a proliferacdo de células
tumorais sendo necessério a modulacdo das variaveis aplicadas no presente estudo
para a determinacdo de protocolos terapéuticos mais eficientes. Ainda assim, a
acentuada redugéo no crescimento tumoral observada fornece um dado interessante
jA que a TFD pode, no minimo, ser empregada como terapia adjuvante a
procedimentos cirdrgicos sendo, ainda, seletiva ao tecido tumoral e imuno-

moduladora, capacitando ainda mais o hospedeiro ao combate ao cancer (35).
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A acio direta dos danos oxidativos in vivo caracterizados pela necrose celular
também se somatizaram a ablagdo vascular, clinicamente caracterizada pelo
desaparecimento do aporte sanguineo ao sitio tumoral, sendo confirmada
histologicamente pela destruicdo de vasos no interior do tumor, bem como o

surgimento de areas hemorragicas e formacéo de trombos nos leitos vasculares.

Atualmente, o dano oxidativo direto associado aos lesdos vasculares tem
demonstrado as maiores eficiéncias terapéutica em modelos animais submetidos a
tratamentos com diversos farmacos fotossensibilizadores sendo, portanto, altamente
desejada nos protocolos terapéuticos. Dolmans et al. 2002 demonstraram que a
modulagdo da atividade anti-vascular da TFD pode ser obtida pela redugdo do
intervalo de tempo entre a aplicagdo do farmaco fotossensibilizador e a fonte
luminosa (80). Com um tempo reduzido, foi constatado que o farmaco
fotossensibilizador ainda se distribui completamente para compartimentos
intracelulares, permanecendo na corrente sanguinea adjacente ao tumor. A
irradiacao tumoral, portanto, atingird ndo sé as células tumorais propriamente ditas,
como também as células endoteliais presentes no microambiente tumoral, atuando

na inducao de necrose tecidual secundaria por hipoxia (83).

A ablacao vascular contribui na reducdo tumoral j& que cessa o fornecimento
de nutrientes e o aporte de oxigénio ao microambiente tumoral, potencializando os
efeitos terapéuticos da TFD. Em contrapartida, sabe-se também que 0 sucesso da
TFD esté intimamente relacionado a concentracdo de oxigénio tecidual, que é a
principal fonte de oxigénio singleto e espécies reativas de oxigénio responséaveis
pela destruicdo célula (83). Portanto, a ablacdo vascular apesar de ser um efeito
desejado a TFD j& que contribui significativamente com a remisséo tumoral, pode ser
um limitante terapéutico & mesma, uma vez que inviabiliza o dano oxidativo dada a
condicdo de hipdxia subsequente (84). Adicionalmente, Henderson et. al, 2004,
relata que o efeito vascular também é um limitante & infiltragcdo de células imunes a
area tratada e, consequentemente, reduz a resposta imune anti-tumoral (85). Esse
efeito, de acordo com o autor, estq associado a altas doses terapéuticas de TFD
associadas a necrose tecidual secundaria. Entretanto, ndo se sabe ainda qual o real
envolvimento da vascularizagdo na mediagdo dos danos decorrentes da TFD e
estudos moleculares se fazem necessarios para a determinacdo dos mecanismos

celulares decorrentes de tal evento (86).
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Mroz et al, 2011 relatam que a TFD possui efeito significativo no sistema
imunolégico, tanto com efeitos imunoestimulatérios, quanto com efeitos
imunossupressores (52). O fator determinante, descrito por esses autores, pode
estar associado a via de morte induzida preferencialmente no sistema in vivo. Para
eles, a inducdo de dano oxidativo discreto, com atuacéo de forma direta nas células
tumorais, esta associada a prelecdo por apoptose. As células que morrem por
apoptose ap6s a TFD tém sido associadas a liberagé@o de citocinas conhecidamente
imunossupressoras, tais quais a TGF-p e a IL-10. Essas citocinas, como é descrito,
podem atuar na inibicdo de células dendriticas e também de células T CD4+ e; sem

as células T CD4+, as células T CD8+ podem se tornar anérgicas e tolerogénicas.

Adicionalmente, a apoptose esta associada, em alguns estudos, ao aumento
da expresséo de VEGF (Fator de Crescimento endotelial vascular) que também tem
caracteristicas imunossupressoras de inibicdo da maturagcédo das células dendriticas.
Entretanto, estudos demonstram que a imunidade anti-tumoral também pode ser
alcancada de forma independente da ativacdo de células T CD4+ e que a apoptose,
determinada em protocolos terapéuticos de baixa dose de energia pode, em muitos
casos, favorecer a inducdo de resposta imune. Por sua vez, a morte celular por
mecanismo de necrose, causada predominantemente por alta dose de energia
associada aos danos vasculares, tem sido relatada como estimuladora da ativagao,
pelas células dendriticas, de células T CD4+ e CD8+, potencializando os efeitos anti-
tumorais da TFD, contrariando a hiptese de que a ablacdo vascular inviabiliza a

inducéo de resposta inflamatoria efetiva (85-86).

Pbde-se observar no presente estudo, que a TFD mediada pela aplicagéo
local da formulag&o lipossomal de AICIFc no tratamento de cancer de mama em
camundongos Balb/C atuou por mdultiplos mecanismos que contribuiram para a
expressdo de citocinas inflamatorias, resultando em uma consequiente resposta
inflamatéria anti-tumoral. Como observado, houve aumento significativo da
expressdo tumoral de citocinas pro-inflamatérias como IL-1 e TNF-a em curto
intervalo de tempo apos a aplicacdo da TFD. O aumento da expresséo de IL-1f e
principalmente de TNF-o € descrita como a principal efetora da ativacdo de
estruturas MHC |, associada ao aumento no reconhecimento imunoldgico, sendo
altamente desejada em tratamentos mediados pela TFD (87). Estudos em modelos

animais e em modelos humanos tém demonstrado o papel do aumento de TNF-a na
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inducéo de resposta imune inata e consequentemente na inducéo de resposta imune
adaptativa mediada por células T efetoras, uma vez que essa molécula tem papel
tanto na maturacdo de células apresentadoras de antigeno, como na maturacéo de

linfocitos T efetores (45).

Em contrapartida, o aumento tardio da expressdo de TGF-B (72h apo6s o
protocolo terapéutico) vem ao encontro dos resultados obtidos até entdo. De acordo
com Carpi, et al 2009, a molécula TGF-§ € sintetizada majoritariamente por linfocitos
T e mondcitos, sendo considerada um sinal silenciador a resposta imunolégica ao
inibir a diferenciacéo, ativagdo e proliferagdo de linfécitos (87). A citocina TGF-§
também pode ser liberada por células que morrem por apoptose, o que reafirma a
hip6tese do presente estudo de que as vias de morte celular induzidas pela TFD
mediada por AICIFc em formulacdo lipossomal ocorrem tanto por mecanismo de
necrose inicial, quanto de apoptose tardia, como sugerido in vitro e in vivo. Tal
observagéo confirma a indugéo de resposta inflamatéria anti-tumoral nos primeiros
momentos apés a TFD e demonstra a tentativa do microambiente tumoral em
minimiza-la como medida evasora de defesa (88). Associada a expressédo
aumentada de TGF-f, a expresséo de IL-10 permaneceu inalterada, o que corrobora
os achados de que a TFD mediada por AICIFc em formulacdo lipossomal ndo é

imunossupressora a partir da avaliagdo desses parametros.

A partir dos resultados obtidos, entretanto, ndo foi possivel caracterizar a
inducdo de efetiva resposta imunoldgica anti-tumoral, o que requer avaliagdo
extensa da presenca de células linfociticas efetoras como T CD4+ e T CD8+ e dos
mecanismos moleculares envolvidos. Nossa hipétese, a partir das analises aqui
descritas, € que a TFD mediada por AICIFc lipossomal seja uma modalidade
terapéutica imunoestimuladora, dado o balango positivo entre a expressdo de
citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatéria e também pelas observagbes
histolégicas encontradas. A alta eficiéncia da TFD mediada pela administracdo local
de AICIFc em formulag&o lipossomal, se deve, portanto, pela associacdo de mdultiplos
mecanismos de atuacdo dessa modalidade, evidenciado pelos experimentos de
andlise clinica, histopatolégica, expressdo de citocinas inflamatdrias que,
conjuntamente, demonstraram a atuacdo sinérgica da morte celular direta por
processos de necrose e apoptose secundéria, da ablagdo vascular, evidenciada

clinica e histologicamente e da inducdo de resposta inflamatéria, demonstrada pela
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expressdo de citocinas. Todos os fatores, além de contribuirem para a eficiéncia do
tratamento local do tumor, ndo afetaram sitios inespecificos e aparentemente néo
afetaram a capacidade imunolégica dos camundongos, diferentemente da
imunossupressdo observada em tratamentos quimioterdpicos e radioterapicos
comumente empregados (89).Tem-se, portanto, que a TFD mediada pela AICIFc em
formulacdo lipossomal é uma modalidade promissora e deve ser melhor estudada

para futura implementagdo médica.
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6. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos neste estudo, puderam ser observadas as
caracteristicas da formulagéo lipossomal de AICIFc, tais como toxicidade, perfil de
liberacdo e localizagdo intracelular, que possibilitaram a sua aplicacdo como
fotossensibilizador na TFD, levando a alta eficiéncia terapéutica in vitro em células
4T1. Os experimentos in vivo, por sua vez, demonstraram eficiéncia terapéutica da
formulacdo lipossomal de AICIFc evidenciado principalmente pelo perfil

imunoestimulatério observado pela analise da expresséo de citocinas.

A partir do exposto, pode-se concluir que a nanotecnologia inserida no
contexto da Terapia Fotodindmica mediada por uma formulagdo lipossomal de
Aluminio-Cloro-Ftalocianina no tratamento de céncer de mama em modelos
experimentais in vitro e in vivo € altamente efetiva, mantendo caracteristicas
desejaveis dessa modalidade terapéutica, tais quais a alta seletividade ao tecido
tumoral e a capacitagdo imunoldgica para controle tumoral e, principalmente,
reduzindo significativamente danos celulares inespecificos associados aos

tratamentos convencionalmente aplicados como a quimioterapia e a radioterapia.

Por meio desse estudo, foi demonstrado que mesmo em aplicagdes locais, a
TFD mediada pela formulagéo lipossomal de AICIFc € capaz de ativar todos os
mecanismos de agéo da TFD descritos: dano celular direto por necrose e apoptose,
dano vascular e inducéo de resposta inflamatdria, fornecendo suporte cientifico para
que essa modalidade associada a essa nova formulacdo farmacéutica sejam
empregadas, no minimo, como adjuvantes terapéuticos a tratamentos cirdrgicos,
permitindo maior controle tumoral por longos periodos e, possivelmente, maior

controle dos focos metastaticos decorrentes.
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