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RESUMO

O cancer de mama é o tipo de cancer mais comum entre as mulheres e apresenta taxas
crescentes de incidéncia e de mortalidade no mundo. Os tratamentos convencionais para esta
doenca consistem em técnicas ndo-especificas, que oferecem riscos de dano a tecidos sadios
ou erradicacdo incompleta das células malignas. E nesse sentido que a terapia fotodinamica,
TFD, modalidade terapéutica que utiliza um fotossensibilizante, FS, sensivel a luz de
comprimento de onda especifico capaz de induzir efeitos toxicos a células e tecidos-alvo, tem
se destacado como uma promissora abordagem tecnoldgica a ser utilizada no tratamento de
diversos tipos de cancer. Um grande numero de FS tem sido testado para aplicagdo na TFD,
dentre eles destaca-se o Aluminio-Cloro Ftalocianina, AICIPc, mas sua elevada
hidrofobicidade gera entraves que comprometem a eficacia de sua atuacdo. Diante disso,
estratégias para contornar esse problema conduziram ao desenvolvimento de uma formulacao
constituida por AICIPc associado ao copolimero poli(vinil metil éter-co-anidrido maleico) —
PVM/MA, AICIPc-NP, com potencial para ser utilizado como FS na TFD. Nesse contexto, o
presente trabalho teve como foco a avaliacdo da eficacia do Aluminio-Cloro Ftalocianina
associado ao PVM/MA como fotossensibilizante a ser utilizado na terapia fotodinamica, em
um estudo in vitro. Para tal, utilizou-se como modelo células das linhagens murinas tumoral
(4T1) e ndo-tumoral (NIH/3T3), e também linhagens celulares humanas tumoral (MCF-7) e
ndo-tumoral (MCF-10A). Os resultados mostraram que células de todas essas linhagens
incorporam o AICIPc-NP, e os efeitos do tratamento com o farmaco mostraram que o
copolimero PVM/MA, néo associado ao AICIPc, ndo € citotoxico para as quatro linhagens
celulares estudadas. O AICIPc-NP ndo submetido a irradiacdo luminosa ndo se mostrou
citotoxico em concentracbes menores ou iguais a 2,0 UM, mas ao ser irradiado, induziu
citotoxicidade em todas as linhagens celulares, sendo essa toxicidade menos pronunciada sob
irradiacdo luminosa de baixas densidades de energia e em células ndo-tumorais. Além disso,
as analises do perfil de morte celular mostraram que a TFD mediada pelo AICIPc-NP induz
morte celular por apoptose sob irradiacdo luminosa de baixa densidade de energia, enquanto
gue em alta densidade de energia induz morte celular por necrose, sendo esses resultados
corroborados pelas analises de fragmentacdo do DNA. Os efeitos citostaticos e citotoxicos
observados no tratamento da TFD mediada pelo AICIPc-NP sobre células tumorais oferecem
excelentes perspectivas do potencial desse farmaco como fotossensibilizante para utilizacdo

na terapia fotodinamica.



Palavras-chave: terapia fotodindmica; PVM/MA; aluminio-cloro ftalocianina; céncer de

mama; fotossensibilizante.



ABSTRACT

Breast cancer is the most common type of cancer among women, with increasing incidence
and mortality rates worldwide. Ordinary treatments for this disease consist of non-specific
techniques which offer risks of damaging healthy tissues or incomplete eradication of
malignant cells. Therefore, photodynamic therapy, PDT, a therapeutic modality which uses a
photosensitizer (PS) sensitive to light of specific wavelength capable of inducing toxic effects
to target tissues and cells, has emerged as a promising technological approach to be used in
the treatment of several types of cancer. A large number of PS has been tested for use in PDT,
with emphasis to Chloroaluminum Phthalocyanine (AICIPc), however, its high
hydrophobicity creates obstacles that undermine the effectiveness of its performance. For this
reason, strategies to circumvent this problem led to the development of a formulation
consisting of AICIPc associated with the copolymer poly(vinyl methyl ether-co-maleic
anhydride), PVM/MA, (AICIPc-NP) with potential to be used as a PS in PDT. In this context,
this study focused on evaluating the effectiveness of Chloroaluminum Phthalocyanine
associated with PVM/MA as a photosensitizer to be used in photodynamic therapy, in vitro
study. For this, murine tumor cell line (4T1) and non-tumor cell line (NIH/3T3) were used as
models, as well as human tumor cell line (MCF-7) and non-tumor cell line (MCF-10A). The
results showed that cells of all lineages take up the AICIPc-NP, and the effects of drug
treatment showed that PVM/MA, not associated with the AICIPc, is not cytotoxic to all four
cell lines studied. AICIPc-NP without light irradiation no induce cytotoxic effects in
concentrations less than or equal to 2,0 uM. However, with light irradiation, was able to
induce cytotoxicity in all cell lines: this toxicity was less intense in light irradiations with low
energy densities in non-tumor cells. Furthermore, PDT mediated by AICIPc-NP induce cell
death by apoptosis in light irradiation with low energy density, while in high energy density
induce cell death by necrosis, these results were confirmed with analysis of DNA
fragmentation, i.e. PDT with low energy density did not induce DNA fragmentation. Thus,
the cytostatic and cytotoxic effects observed in treatment with PDT mediated by AICIPc-NP
in tumor cells offer great prospects for the potential of this drug as a photosensitizer for use in

photodynamic therapy.

Keywords: photodynamic therapy; PVM/MA; chloroaluminum phthalocyanine, breast cancer,

photosensitizer.
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Introdugao



1. Introducéo

1.1. Cancer

O cancer e definido como um conjunto de mais de cem doencas caracterizado por
desordens celulares ocasionadas por multiplas alteragdes genéticas que conduzem a um
desequilibrio na proliferacdo e morte celular. A caracteristica mais marcante e comum a todas
as formas de céancer é a proliferacdo celular desenfreada associada a capacidade de invasao e
destruicdo tecidual (Ruddon, 2007; INCA, 2011).

Considerado um dos maiores problemas de satde mundial, o cancer ocupa o segundo
lugar entre as principais causas de mortalidade em sociedades industrializadas, atras apenas de
doencas cardiovasculares (Ruddon, 2007; David & Zimmerman, 2010). Estimativas
apontaram para a incidéncia de cerca de 12,7 milhdes de novos casos no mundo em 2008 e de
cerca de 7,6 milhGes de 6bitos causados pela doenca naquele ano (IARC, 2009).

No Brasil, estimativas apontam para a ocorréncia de 518.510 casos novos de cancer para o
ano de 2012, cerca de 257 mil em individuos do sexo masculino e cerca de 260 mil em
individuos do sexo feminino. Os tipos de maior incidéncia sdo esperados para o cancer de
pele do tipo ndo melanoma, seguido dos tumores de prostata e de pulmdo para o0 sexo
masculino e os tumores de mama e colo do Utero para o sexo feminino (INCA, 2011).

O processo da carcinogénese, em geral, ocorre de forma lenta, passando por trés estagios:
iniciacdo, promocdo e progressao (INCA, 2011). Na iniciacdo, ocorre a exposicao de células
saudaveis a agentes carcinogénicos, que podem iniciar processos que levam a alteracGes
genéticas permanentes e cumulativas das células transformadas. No segundo estagio,
promocdo, as células geneticamente alteradas inicialmente passam por transformacdo maligna
e inicio da expansdo clonal sob a influéncia de agentes oncogénicos promotores, que podem
atuar como mitégenos para a transformacdo celular. A progressdo, terceira e Gltima fase da
doenca, é caracterizada pelo aumento progressivo da instabilidade genética das células
alteradas, levando a proliferacao irreversivel e descontrolada dessas células, formando uma
massa tumoral (Ruddon, 2007; INCA, 2011).

O surgimento do cancer estd fortemente relacionado a fatores ambientais, e depende da
intensidade e duracdo da exposicdo das células aos agentes carcinogénicos. Os habitos e 0
estilo de vida podem determinar as causas dos diferentes tipos de cancer (Ruddon, 2007). No
caso do carcinoma mamario, como em muitos outros tipos cancerigenos, as causas podem ter

origem em uma série de fatores de risco.



1.2. Cancer de Mama
1.2.1. Aspectos Gerais

Cada mama humana consiste em 15 a 20 glandulas tubulo-alveolares compostas, cuja
funcdo é secretar o leite (Junqueira & Carneiro, 2004; NIH, 2011). O tipo mais comum de
cancer de mama é o carcinoma ductal, tendo como origem as células epiteliais dos ductos
mamarios. Além desse, o carcinoma lobular, que tem origem no tecido conjuntivo dos lobos
ou lébulos mamarios, pode ser encontrado em ambas as mamas (NIH, 2011).

O céancer de mama é um dos tipos de cancer mais frequentes no mundo industrializado
e 0 mais comum entre as mulheres, correspondendo a cerca de 22% de casos novos a cada ano.
No Brasil, séo esperados cerca de 53 mil novos casos em 2012 (INCA, 2011).

Fatores de risco para o desenvolvimento da doenca estdo relacionados a exposicao a
horménios femininos durante a vida reprodutiva da mulher: menarca precoce, menopausa
tardia, nuliparidade, primeira gestacdo em idade avancada, terapias de reposi¢do hormonal e
anticoncepcionais orais. Além desses, também estdo relacionados: exposicdo a radiacdo
ionizante, dieta, baixas taxas de atividade fisica e caracteristicas genéticas (Ruddon, 2007;
INCA, 2011).

A deteccdo da doenca é considerada um fator-chave para as taxas de sobrevida. No
entanto, apesar de ser considerada uma neoplasia de bom progndstico, se diagnosticado e
tratado devidamente, as taxas de mortalidade pelo cancer de mama continuam elevadas no
Brasil, possivelmente devido a diagndsticos e tratamentos tardios da doenca (Ruddon, 2007;
INCA, 2011).

1.2.2. Tratamentos

Os tratamentos convencionais para o cancer de mama consistem em cirurgia,
radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal e terapia-alvo. A aplicacdo de cada um depende
do estagio de desenvolvimento e localizagdo do tumor, em muitos casos ocorre a combinacao
de mais de uma modalidade (NIH, 2009; INCA, 2011).

A cirurgia consiste na retirada do tumor por meio de remocéo parcial ou total da mama,
0 procedimento geralmente ¢ acompanhado de retirada de linfonodos adjacentes para a
verificagdo da presenca de células malignas (NIH, 2009). No entanto, efeitos adversos deste
tratamento como mutilacdo do orgdo, fraqueza nos masculos do ombro e do braco adjacente,
além de alteracOes estéticas sdo capazes de comprometer a qualidade de vida do paciente
(Ruddon, 2007). Ap0s a cirurgia, outros tratamentos como a quimioterapia e a radioterapia

podem ser empregados como terapias adjuvantes (Piroth et al., 2009).



A quimioterapia é um tratamento com o emprego de medicamentos que promovem 0
retardo ou a destruicdo de células com elevadas taxas de proliferacdo, ou seja, tanto células
tumorais como células sadias do organismo que apresentam altas taxas de mitose podem ser
afetadas (Weinberg, 2008). A aplicacdo das drogas pode ser realizada por via oral,
endovenosa, subcutanea, intramuscular ou tdpica, em que a atuagdo sistémica ou regional
ocasiona efeitos colaterais que variam de acordo com a droga empregada, tais como: perda de
apetite, alteracbes endocrinas e cardiacas, problemas renais, alopecia, impactos ao sistema
imunitarios, alteracGes gastrointestinais e infertilidade (Castano et al., 2006; Eckstein, 2011).

A radioterapia envolve a utilizacdo de radiacdo de alta energia, raios X ou gamma,
aplicada interna ou externamente ao organismo e direcionados para o local afetado pelo tumor
de forma a promover a destrui¢do ou o retardo de células malignas. No entanto, a irradiacdo
pode também incidir sobre células sadias circunvizinhas, ocasionando efeitos secundarios
como: alteragbes cutaneas, fadiga e alteragdes gastrointestinais (Mavrogenis et al., 2011;
INCA, 2011).

A terapia hormonal consiste na reducdo da producdo ou bloqueio da acdo de
horménios relacionados ao crescimento tumoral (NIH, 2009). O estrogénio possui papel
critico na promocdo tumoral do cancer de mama, em que células malignas apresentam
receptores especificos para este horménio, dessa forma, os principais medicamentos s&o
relacionados a regulacéo da expressdo ou sintese do estrogénio (Weinberg, 2008). No entanto,
essa alteracdo hormonal pode ocasionar efeitos adversos como: irregularidade nos periodos
menstruais, ressecamento da vagina, nauseas, vomitos e fadiga, além de resisténcia adquirida
as drogas que inicialmente se mostraram efetivas (Cremoux, 2011).

A terapia-alvo envolve o uso de drogas com o objetivo de identificacdo e ataque
especifico de células tumorais sem o comprometimento de células sadias. Os tipos mais
empregados de tratamento envolvem o uso de anticorpos monoclonais e inibidores de
tirosina-quinase, em que identificam receptores especificos em células malignas e promovem
a destruicdo destas ou o bloqueio de seu crescimento (NIH, 2011). No entanto, efeitos
secundarios também foram relatados no emprego dos atuais medicamentos utilizados, em que
se incluem: nauseas, diarréia, febre, disfungdes da tiredide, fadiga e voémito (Hamnvik et al.,
2011). Além disso, um dos grandes entraves dessa modalidade terapéutica consiste no
desenvolvimento de resisténcia primaria ou adquirida as drogas que inicialmente se
mostraram efetivas. Mesmo estratégias de combinacdo de vérias drogas no tratamento s&o
frequentemente contornadas pelas células tumorais, como a aquisi¢cdo de resisténcia a

multiplas drogas (Higgins & Baselga, 2011; Tsang & Finn, 2012).



4

Diante do exposto acima, esses métodos, apesar de apresentarem bons progndésticos ao
paciente submetido a estes tipos de tratamento, oferecem riscos de dano a tecidos sadios ou
erradicacdo incompleta das células malignas (Gonzalez-Angulo et al., 2007; Pautler &
Brenner, 2010). Junto a isso, as terapias convencionais por serem muitas vezes debilitantes e
mutilantes conduzem & procura por novas formas de tratamento para o cancer. E nesse sentido
que a nanotecnologia é oferecida como proposta de inovagdo tecnologica com fins de

suplantar as dificuldades atuais.

1.3. Nanotecnologia, Nanobiotecnologia e Aplicactes

A nanotecnologia, ramo cientifico que se ocupa da caracterizacdo e da producdo de
materiais em escala nanométrica, tem se desenvolvido significativamente nos dltimos anos
(L’azou et al., 2008), tornando possivel a producéo, caracterizacdo, manipulacdo e utilizacdo
de materiais com novas propriedades e funcbes (Gupta & Gupta, 2005). Essa tecnologia tem
sido aplicada em diversas areas, em que se incluem: eletrbnica, magnetismo, Optica,
engenharia de materiais, tecnologia da informacao e biotecnologia (NCI, 2011).

A nanobiotecnologia é definida como um ramo da nanociéncia que aplica técnicas,
principios bioldgicos e nanotecnoldgicos que permitem melhorar a compreensdo dos
biossistemas, e assim, transforma-los, conduzindo a progressos no campo da biologia,
biotecnologia e satde (Roco, 2003).

O estudo da interface entre materiais nanoestruturados e sistemas bioldgicos oferece uma
ampla plataforma tecnoldgica para o desenvolvimento de aplicagbes de interesse para a
indUstria farmacéutica, sendo empregada na producdo de novos farmacos mais efetivos no
diagndstico e tratamento de doencas (Willems & Wildenberg, 2004).

Avancos da nanobiotecnologia em varios setores do campo da salde levaram ao
desenvolvimento da nanomedicina como um campo promissor da nanociéncia na pesquisa de
novas ferramentas biomédicas com aplicacGes em terapias-alvo, cirurgias em nanoescala e no
diagndstico, tratamento e monitoramento de doencas (Liu et al., 2010; Pautler & Brenner,
2010).

O emprego de materiais nanoparticulados como veiculos de sistemas de entrega de drogas
em terapias-alvo representa uma das aplicagdes mais promissoras da nanomedicina (Wang &
Thanou, 2010). Os nanovetores aplicados a terapéutica sdao formados primordialmente por
agentes terapéuticos encapsulados ou conjugados a nanocarreadores. A principal vantagem
desse método consiste na alta seletividade, proporcionada pelo carreamento de drogas para

sitios especificos, o que permite direcionar o tratamento a células-alvo e diminuir os efeitos



secundérios associados a altas doses de farmacos utilizadas em tratamentos convencionais
(Surendiran et al., 2009; Liu et al., 2010).

A técnica de vetorizacdo de farmacos com base em métodos nanotecnoldgicos tem
impulsionado fortes pesquisas na area de terapia contra o cancer. A acdo nao-especifica de
quimioterapicos em tratamentos convencionais implica em certo grau de toxicidade para
tecidos sadios sob condicdes 6timas. Dessa forma, a utilizagdo de nanovetores no tratamento
direciona o agente terapéutico para o local-alvo evitando o contato com tecidos sadios
(Surendiran et al., 2009), o que permite uma reducdo da dose de medicamento administrada e
a maximizacdo de seu efeito, além de reduzir os efeitos toxicos secundarios advindos da
distribuicéo sistémica (Langer, 2001; Ferrari, 2005).

Atualmente existe uma série de modalidades tecnoldgicas empregadas na nanovetorizacao
de agentes na terapia contra o cancer, em que se incluem: lipossomos, micelas, dendrimeros,
nanoparticulas poliméricas, nanocépsulas de ouro, nanotubos de carbono e nanoparticulas

superparamagnéticas (Ferrari, 2005; Liu et al., 2010).

1.4. Terapia Fotodinamica

1.4.1. Conceito e Aplicacdes

A Terapia Fotodindmica, TFD, é uma modalidade terapéutica que envolve a
combinacdo de dois componentes atoxicos: fotossensibilizante e luz em comprimento de onda
especifico. Juntos, estes dois elementos induzem efeitos toxicos aos tecidos e células-alvo
com base em espécies reativas moleculares dependentes de oxigénio (Dolmans et al., 2003;
Robertson et al., 2009).

O emprego da luz na medicina tem suas origens had mais de 3000 anos, em que
civilizagbes do Antigo Egito, da Grécia, da india e da China utilizavam a luz do sol no
tratamento de varias doencas, como a psoriase, 0 vitiligo e o raquitismo. Da antiguidade para
o mundo moderno, a fototerapia foi redescoberta apenas no inicio do século XX (Dolmans et
al., 2003).

Em 1900, Oscar Raab realizou as primeiras publicacBes a respeito dos resultados da
combinacdo de luz e de agentes quimicos, em que observou os efeitos citotoxicos do corante
acridina em culturas de espéecies do protozoario Paramecium ao serem irradiados com luz
(Ackroyd et al., 2001; Dolmans et al., 2003). Considerado o pai da fotomedicina moderna,
Niels Finsen foi agraciado com o prémio Nobel de Medicina em 1903 pelos seus trabalhos ao
utilizar a luz ultravioleta no tratamento de lesdes cutaneas, atraindo as aten¢fes do mundo

moderno para o potencial da utilizacdo da luz na medicina (Phillips, 2010). No entanto, o



termo “fotodindmico” foi introduzido pela primeira vez apenas em 1907, quando Herman von
Tappeiner e A. Jesionek trataram tumores de pele com uma aplicacdo topica de eosina
irradiada sob luz branca. Juntos, eles descreveram o fendomeno observado como ‘“‘agdo
fotodinamica” (Ackroyd et al., 2001; Dolmans et al., 2003).

Nos dias de hoje, a TFD tem sido utilizada como estratégia terapéutica em doengas
infecciosas e em varios outros campos da medicina, em que se incluem: a oftalmologia, no
tratamento da degeneracdo macular relacionada a idade (Dolmans et al., 2003; Phillips, 2010);
a dermatologia, em doencas como a psoriase e o escleroderma; a cardiologia, ao tratar
hiperplasia em artérias e a reumatologia, no tratamento de artrite (Dolmans et al., 2003).

A aplicacdo da TFD na oncologia passou por vérios estagios de desenvolvimento
desde os primeiros experimentos de Tappeiner e Jesionek, e atualmente, tem sido aprovada
clinicamente como forma de tratamento e de alivio de sintomas em varios tipos de neoplasias,
tais como: céancer esofégico, pulmonar, cervical, gastrico, de cabeca e pescogo, papilar da
bexiga e endobronquial (Dolmans et al., 2003; NCI, 2011).

O uso da TFD como tratamento contra o cancer tem atraido um grande numero de
pesquisas devido a especificidade e a seletividade de seu tratamento (Robertson et al., 2009),
0 que leva a preservacdo funcional dos tecidos sadios adjacentes, e tem sido alvo de intensas
investigagBes como possivel modalidade de tratamento para vérias outras formas de tumores
malignos, em que se inclui o cAncer mamario (Vittar et al., 2010).

A eficacia da TFD depende de alguns fatores-chave determinantes para sua atuagédo
localizada, entre eles: fenbmenos fotoquimicos e fotofisicos, sistema de exposicdo a luz,
propriedades e localizacdo dos fotossensibilizantes (Dolmans et al., 2003; Robertson et al.,
2009).

1.4.2. Fenbmenos Fotoquimicos e Fotofisicos

Na TFD, a interacdo da luz com os tecidos e as moléculas, bem como 0s processos
fotoquimicos e fotofisicos que conduzem a producdo de espécies citotdxicas, sdo aspectos de
fundamental importancia para a eficacia de seu mecanismo de acdo (Plaetzer et al., 2009).
Nesse sentido, dois importantes fatores se destacam: a absorcdo de luz e a transferéncia de
energia (Figura 1).

O estado de um fotossensibilizante, FS, caracterizado por apresentar elétrons pareados
formando um spin total equivalente a zero é denominado de estado singleto, e a configuragéo
em que todos os elétrons estdo possivelmente no orbital de menor energia é chamado de

estado fundamental (Plaetzer et al., 2009). No mecanismo de acdo da TFD, a irradiacdo



luminosa de comprimento de onda especifico leva a absorcdo de energia na forma de fotons
pelos elétrons do FS, promovendo o salto quéntico dos életrons excitados para Orbitas de
maior energia e conduzindo o FS do estado singleto fundamental para um estado singleto
excitado de curta duracdo. Nesta fase, a energia adquirida pode ser dispersa na forma de luz
fluorescente ou emisséo de calor. No entanto, o estado singleto excitado pode passar também
por um processo conhecido como intersystem crossing, em que os elétrons excitados séo
conduzidos para um estado eletronicamente excitado mais estavel de longa duracéo, o estado
tripleto (Figura 1) (Dolmans et al., 2003; Plaetzer et al., 2009; Robertson et al., 2009).
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Figura 1. Mecanismos fotoquimicos e fotofisicos da Terapia Fotodinamica. Dados: Adaptado de
Robertson et al., 2009.

A energia do estado tripleto excitado pode ser dissipada na forma de luz fosforescente
ou emissdo de calor. No entanto, ela também é capaz de induzir importantes transformacdes
quimicas a partir de dois caminhos, denominados de reacdes fotoquimicas do Tipo | ou do
Tipo 1l (Figura 1) (Plaetzer et al., 2009; Yano et al., 2011). Na reacdo do Tipo I, a energia do
estado tripleto do fotossensibilizante pode ser transferida para reagir diretamente com um

substrato, como uma membrana celular ou uma biomolécula, transferindo um préton ou um



elétron para a formacdo de radicais anidnicos ou cationicos. Esses radicais sdo capazes de
interagir com o oxigénio do meio gerando ions peroxidos, superoxidos e radicais hidroxilas,
espécies reativas de oxigénio, ERO. Na reacdo do Tipo Il, a energia do estado tripleto é
transferida diretamente para o oxigénio molecular em estado fundamental, produzindo uma
espécie altamente reativa, o oxigénio singleto, O,", (Plaetzer et al., 2009; Robertson et al.,
2009), sendo este composto considerado como o principal agente citotoxico na TFD (Yano et
al., 2011).

As reacdes tanto do Tipo | como do Tipo Il podem ocorrer simultaneamente, e a
frequéncia de cada processo depende das caracteristicas do fotossensibilizante utilizado, bem
como as concentracBes de oxigénio e de substrato biomolecular presentes no meio. O
oxigénio singleto e as demais ERO sdo compostos de alta energia capazes de reagir com um
grande conjunto de moléculas bioldgicas presentes no meio, gerando alteragdes quimicas que
podem impedir seus corretos funcionamentos. No entanto, devido a essa alta reatividade e a
meia-vida de curta duracdo, as ERO afetam apenas os biocompostos proximos a sua area de
producdo (Dolmans et al., 2003; Robertson et al., 2009; Yano et al., 2011).

Além das interacbes dos fendmenos fotoquimicos e fotofisicos, a extensdo da
citotoxidade e do dano ocasionado as biomoléculas sdo dependentes de varios outros fatores.
Dentre eles, as propriedades do fotossensibilizante empregado e a dose de exposicdo a luz

destacam-se como elementos centrais da TFD.

1.4.3. Fotossensibilizantes

Os fotossensibilizantes sdo componentes atoxicos sensiveis a irradiacdo luminosa que
fazem parte dos elementos-chave da Terapia Fotodinamica. Sao eles que fazem a transicdo da
energia fotoelétrica para a energia quimica, essenciais para a geracdo das espécies reativas de
oxigénio (Dolmans et al., 2003; Plaetzer et al., 2009).

Atualmente, um grande nimero de FS tem sido testado tendo como foco a sua
aplicacdo na TFD. No entanto, ainda sdo poucos aqueles que revelaram propriedades
apropriadas para esse fim (Robertson et al., 2009). Para serem enquadrados como ideais, €
necessario que os FS atendam a alguns pré-requisitos, tais como (Nyman & Hynninen, 2004;
Plaetzer et al., 2009; Robertson et al., 2009):

a) alto grau de pureza, estabilidade quimica e fisica;
b) ser atoxico na auséncia de luz e em células sadias, alta seletividade para células

tumorais;



c) boas condicBes de solubilidade em meios fisioldgicos e de penetracdo em tecidos
biol6gicos juntamente com baixa taxa de agregacdo dentro do organismo;

d) alto rendimento quantico na producéo de espécies reativas de oxigénio;

e) ativacdo sob luz de comprimento de onda de baixa absorcéo tissular;

f) rapida eliminacdo do organismo por vias de excre¢éo;

g) simplicidade no processo de sintese, condicOes viaveis de custo e efetividade para

a producao em larga-escala.

Para o0 sucesso do tratamento da TFD, além do conhecimento das caracteristicas fisico-
quimicas dos FS, € fundamental a elucidacdo do seu perfil de interagdo luminosa com o0s
tecidos bioldgicos (Robertson et al., 2009). A propagacao da luz no meio tissular implica em
processos de refracdo, reflexdo, absorcdo e difracdo, fatores que na TFD sdo essenciais na
avaliacdo da distribuicdo espacial da luz ao atingir o tecido-alvo. Esses processos sdo, em
grande parte, dependentes do tipo de tecido atingido e da faixa de comprimento de onda da
luz utilizada (Plaetzer et al., 2009; Robertson et al., 2009).

A fonte de luz utilizada na TFD deve preferencialmente exibir caracteristicas
espectrais que coincidam com a faixa méaxima de comprimento de onda de absorcdo do
fotossensibilizante empregado. Dessa forma, é necessaria a garantia de que uma quantidade
adequada de luminosidade atinja o tecido tratado sem que ocorra perda em sua intensidade
(Plaetzer et al., 2009; Robertson et al., 2009).

A absorcdo de luz nos tecidos € em grande parte devido a presenca de cromoforos
tissulares, como hemoglobina, mioglobina, melanina e citocromos. O espectro de absor¢édo
dessas moléculas define a janela Optica para a aplicacdo da luz na TFD. O perfil de absorcéao
dessas substancias bioldgicas limita em 650-1200 nm a faixa do espectro de absorcdo
adequada para a TFD (Figura 2), que compreende a regido do vermelho visivel e a do
infravermelho préximo (Plaetzer et al., 2009; Robertson et al., 2009). Dessa forma, o
emprego de um FS capaz de ser ativado na faixa de absorcdo da janela Optica dos tecidos
biolégicos, aprimora a eficadcia do tratamento na medida em que aumenta o indice de

penetracdo luminosa ativando o FS com o minimo de desvio optico.
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Figura 2. Janela dptica para Terapia Fotodinamica. Faixa do espectro de absorcdo adequado para a
Terapia Fotodindmica entre 650-1200 nm. Dados: Adaptado de Plaetzer et al., 2009.

1.4.3.1. Fotossensibilizantes de primeira geracao

Os primeiros fotossensibilizantes utilizados na TFD foram as hematoporfirinas e
seus derivados, em que Hausmann realizou os primeiros estudos, em 1911, sobre os efeitos
bioldgicos da hematoporfirina ao ser exposta a luz. Em meados de 1960, Lipson e
colaboradores demonstraram as propriedades da hemotoporfirina na localizagdo de tumores.
A partir de entdo, as porfirinas passaram a se tornar a classe de fotossensibilizantes mais
intensamente pesquisada (Ackroyd et al., 2001; Dolmans et al., 2003; Nyman & Hynninen,
2004).

Entretanto, a primeira geracdo de FS esta associada a varias limitacbes, como:
prolongada retencdo cutanea do farmaco e fotossensibilidade prolongada das areas expostas a
luz, capazes de ocasionar lesbes cuténeas significativas (Nyman & Hynninen, 2004; Kolarova
et al., 2007).
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1.4.3.2. Fotossensibilizantes de sequnda geracdo

Os pontos negativos apresentados pela primeira geracdo de FS conduziram a
procura por formulagbes de maior eficiéncia, originando a segunda geracdo de
fotossensibilizantes. Derivados de porfirinas, grande parte deste grupo de FS sdo baseados em
pofirinicos modificados que apresentam perfil de absor¢do em faixas de comprimentos de
onda longos, mais proximos da regido do vermelho, e incluem moléculas sintéticas ou
naturais (Nyman & Hynninen, 2004; Phillips, 2010).

Em geral, os compostos da segunda geracdo apresentam caracteristicas mais
favoraveis para a aplicacdo na TFD em comparacao aos da primeira geracao de FS, tais como:
elevado rendimento quantico na geracdo de oxigénio singleto, maior estabilidade quimica e
fisica, atdxico em auséncia de luz, alto grau de pureza quimica e reducdo de efeitos
secundarios (Nyman & Hynninen, 2004; Yano et al., 2011). Atualmente, alguns compostos ja
estdo sendo estudados em testes clinicos desde a fase | até a fase 11, e algumas das principais
classes de FS estudadas com aplicacdo terapéutica sdo: texafirinas, clorinas, feoforbideos,
purpurinas, protoporfirinas, derivados de benzoporfirinas e ftalocianinas (Phillips, 2010; Yano
etal., 2011).

1.4.3.3. Fotossensibilizantes de terceira geracdo

O desenvolvimento de fotossensibilizantes de terceira geragdo consiste na
conjugacdo de FS a compostos biologicamente ativos, tais como: anticorpos, peptideos e
acido folico (Yano et al., 2011), e mais recentemente, a associacdo de FS a carreadores
nanoestruturados como lipossomos e compostos nanopoliméricos.

Dentre as diferentes geracOes de FS, esta classe tem apresentado resultados
promissores no aprimoramento de suas propriedades para a aplicagdo em TFD, com destaque
para o direcionamento sitio-especifico, conduzindo a elevada acumulacdo do composto em
tecido tumoral (Castano et al., 2005; Yano et al., 2011).

1.4.4. Aluminio-Cloro Ftalocianina

As ftalocianinas constituem uma classe de FS amplamente estudada que tem
apresentado bons resultados em aplicagbes na TFD. Derivadas de azoporfirinas, as
ftalocianinas possuem alto coeficiente de absorcéo espectral na faixa de comprimentos de
onda longos, entre 650-850 nm, correspondendo ao intervalo da regido do vermelho visivel e

com maior poder de penetracao tissular (Allison et al., 2004). Dentre as demais vantagens dos
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derivados de ftalocianina estdo: elevada capacidade de producdo de ERO comparadas a outros
FS, alto potencial seletivo de agregacéao a celulas tumorais e rapida elimina¢do do organismo.

Pertencente a uma nova geracdo de substancias, as ftalocianinas sdo capazes de se
ligar a uma variedade de compostos metalicos, principalmente aluminio e zinco (Martins et al.,
2004; Kolarova et al., 2007), a presenca e a natureza do ion metalico central influencia
fortemente as propriedades fotofisicas do fotossensibilizante. Estruturas complexas resultantes
da combinacdo de ftalocianina com ions magnéticos, como zinco, aluminio, galio e silicio,
conduzem a uma elevada capacidade de geracdo e a um aumento na durabilidade do estado
tripleto eletrdnico, essencial para a eficiéncia das reagdes fotoquimicas (Maftoum-Costa et al.,
2008; Durmus & Ahsen, 2010). Nesse sentido, estudos tém apontado o complexo Aluminio-
Cloro Ftalocinina (AICIPc) como um dos mais favoraveis para a aplicacdo na TFD (Maftoum-
Costa et al., 2008).

Apesar das vantagens apontadas acima, um dos entraves a utilizagdo das ftalocianinas
e de seus derivados na TFD, e da maioria dos FS, deve-se a sua alta hidrofobicidade,
possuindo baixa solubilidade em meios fisioldgicos hidrofilicos, o que gera dificuldades em
seu transporte através dos sistemas bioldgicos e eleva drasticamente o potencial de agregacéo
do FS (Allison et al., 2004; Maftoum-Costa et al., 2008). A agregacdo do FS afeta suas
propriedades fotofisicas, com a reducéo na formacdo de O,"; quimicas, com o decréscimo
nas taxas de solubilidade; e biologicas, como dificuldades no transporte em meios fisioldgicos,
em comparacdo as espécies monoméricas, que sdo as formas fotoativas ideais (Maftoum-
Costa et al., 2008).

Uma alternativa para o direcionamento do FS para sitios especificos em sistemas
fisiolégicos consiste em seu carreamento em formulacGes nanoestruturadas. Essa estratégia
permite a manutencdo da forma mondmerica do FS em meios hidrofilicos e aumento no
controle da seletividade, uma vez que alteracbes na composi¢cdo dos nanovetores, como a
adicdo de grupos funcionais, podem ser feitos de forma a adequa-los para o transporte e
direcionamento as células e tecidos-alvo em meio fisioldgico (Ferrari, 2005; Wang & Thanou,
2010).

Ao serem direcionados, os nanocarreadores potencializam o nivel de absor¢do do FS
em células tumorais. Além disso, a nanoparticula pode evitar a degradacdo do FS dentro do
organismo antes que 0 mesmo atinja o sitio-alvo, além de protegé-lo da interacdo com células
sadias, evitando a ocorréncia de efeitos secundarios (NIH, 2011). No entanto, a utilizacéo de

nanocarreadores deve obedecer a certas condi¢des, como: biocompatibilidade, preservar a
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integridade das caracteristicas originais dos FS vetorizados e seletividade as células-alvo
(Ferrari, 2005).

Como citado anteriormente, atualmente ha varios tipos de nanossistemas empregados
no direcionamento de fotossensibilizantes com aplicacdo a TFD, em que as principais se
incluem: lipossomos, imunolipossomos (Allison et al., 2004; Derycke & Witte, 2004),
nanoparticulas de ouro (Cheng et al., 2008), nanoemulsdes e nanoparticulas poliméricas
(Dolmans et al., 2003; Chatterjee et al., 2008).

1.4.5. Nanoparticulas poliméricas

Entre as diversas plataformas nanotecnoldgicas utilizadas na vetorizagdo de FS na
TFD, destaca-se as nanoparticulas poliméricas, que tém recebido grande atencdo como
potenciais carreadores de fotossensibilizantes devido a diversas caracteristicas, tais como
(Bechet et al., 2008; Chatterjee et al., 2008):

a) alto rendimento na captacdo de FS;

b) arquitetura e estrutura quimica que permitem adaptacfes a compostos de diferentes
graus de hidrofobicidade, massas moleculares e cargas ionicas;

c) estrutura que apresenta capacidade de manutencdo da atividade fotodindmica de
FS hidrofébicos em meios hidrofilicos;

d) flexibilidade das propriedades de superficie que permite a incorporacdo de grupos
funcionais para direcionamento sitio-especifico;

e) caracteristica ndo imunogénica que evita a ativacdo de resposta imunoldgica ao ser
introduzido no organismo;

f) propriedades e composi¢cdo que podem ser otimizadas para o controle da

degradacdo do polimero e de sistemas de liberacdo controlada de FS.
Existe uma grande variedade de materiais e processos de sintese de nanopolimeros, 0s
quais podem ser separados em duas grandes categorias: ndo-biodegradaveis e biodegradaveis

(Bechet et al., 2008; Chatterjee et al., 2008).

1.4.5.1. Nanoparticulas ndo-biodeqgradaveis

Nanoparticulas ndo-biodegradaveis sdo compostos que ndo sdo usualmente
empregados em sistema de entrega de drogas, visto que ndo ocorre a degradacéo e a liberagéo

do FS de seu carreador, dessa forma, o FS permanece protegido do meio e ndo oferece
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toxicidade as células adjacentes (Bechet et al., 2008; Chatterjee et al., 2008). A estratégia de
acdo funciona como um catalisador na sintese de produtos toxicos a partir do oxigénio
dissolvido no meio, portanto, é essencial que ocorra a livre difusdo de oxigénio através da
nanoparticula (Chatterjee et al., 2008).

Alguns dos compostos mais estudados atualmente baseiam-se em composi¢oes de
silica, ouro e nanoparticulas magnéticas. Ao longo de seu mecanismo de acdo, as
nanoparticulas ndo sofrem degradacdo e podem ser utilizadas repetidamente por meio de
ativacdo apropriada (Bechet et al., 2008; Chatterjee et al., 2008). Dentre as vantagens no uso
desse sistema destacam-se: estabilidade em ambientes com flutuagcbes de temperatura e
alteracbes de pH; compostos ndo reativos como a silica ndo sdo sujeitos a ataques
microbianos; o tamanho, a forma e a porosidade podem ser facilmente regulados durante o
processo de sintese (Bechet et al., 2008).

Apesar dos aspectos positivos citados acima, 0 emprego de nanopolimeros néo-
biodegradaveis na TFD enfrenta alguns entraves. A eficiéncia da TFD baseia-se
principalmente na producdo de oxigénio singleto, e para a formacdo deste composto é
essencial que haja a difusdo de oxigénio molecular através das nanoparticulas, uma vez que
ndo ocorre a liberagdo do FS. No entanto, como a meia-vida do oxigénio singleto em meio
fisiol6gico possui duracdo na ordem de microsegundos, a rapidez necessaria para a reacdo do
0,"' com compostos bioldgicos torna a inducdo de toxicidade extremamente localizada
(Bechet et al., 2008).

1.45.2. Nanoparticulas biodegradaveis

Nanoparticulas biodegradaveis sao sintetizados a partir de polimeros que sdo
capazes de serem degradados em ambientes fisiol6gicos com liberagdo do fotossensibilizante.
A eficiéncia na inducgdo de fototoxicidade do composto é dependente da natureza do polimero
(Bechet et al., 2008).

Alguns dos sistemas mais estudados atualmente com emprego em TFD englobam
poliésteres como o poli(acido latico), PLA; poli(acido glicolico), PGA; e o copolimero
resultante entre estes, o poli(acido latico-co-glicélico), PLGA (Paszko et al., 2011). No
entanto, mesmo técnicas convencionais que tém apresentado bons resultados também tem
sido observado alguns aspectos negativos, como a dificuldade de ligagdo entre FS e seu
nanocarreador, e dessa forma, a captacdo do FS pela célula-alvo (Chatterjee et al., 2008;
Paszko et al., 2011).



15

As inconveniéncias apontadas acima conduzem a necessidade de desenvolvimento
de novos materiais. Nesse contexto, destaca-se o poli(vinil metil éter-co-anidrido maleico),
PVM/MA, um copolimero sintético amplamente utilizado em aplicacdes farmacéuticas como
agentes espessantes e de suspensao, adesivos de préteses dentarias e adjuvantes no preparo de
emplastros transdermais (Arbds et al., 2002; Irache et al., 2005).

Varias caracteristicas apontam o PVM/MA como potencial sistema
nanopolimérico para o emprego no direcionamento de fotossensibilizantes com aplicacdo a
TFD, tais como: biocompatibilidade, estrutura quimica que possibilita a conjugacdo a FS,
propriedades de bioaderéncia, flexibilidade das propriedades de sua estrutura e baixo custo
(Irache et al., 2005; Gémez et al., 2007). Nesse sentido, Muehlmann (2011) desenvolveu uma
formulacdo constituida de Aluminio-Cloro Ftalocianina associado ao PVM/MA com
potencial para ser utilizada como fotossensibilizante de terceira geracdo para Terapia
Fotodindmica antineoplasica. O autor descreveu as caracterizagdes coloidais, fotoquimicas e
fotofisicas, bem como a capacidade de geracéo de O,** dessa formulacéo.

Entretanto, a eficacia de um FS é também determinada pela sua capacidade de
induzir danos a células tumorais. Assim, faz-se necessaria a realizacdo de testes biol6gicos
capazes de determinar a toxicidade e a genotoxicidade da formulacdo constituida de

Aluminio-Cloro Ftalocianina associado ao PVM/MA.
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2. Objetivos

Diante do exposto na secdo anterior, este trabalho teve como objetivo geral analisar a

eficacia de um novo material nanoestruturado polimérico composto por Aluminio-Cloro

Ftalocianina associado ao poli(vinil metil éter-co-anidrido maleico), PVM/MA, na aplicacdo

em Terapia Fotodindmica contra células tumorais, em um estudo in vitro.

Para tal, foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

determinar o perfil de incorporacdo do fotossensibilizante Aluminio-Cloro
Ftalocianina quando associado ao copolimero poli(vinil metil éter-co-anidrido
maleico), PVM/MA, por células tumorais e ndo-tumorais in vitro;

avaliar os possiveis efeitos citotoxicos do PVM/MA ndo associado ao AICIPc em
células tumorais e ndo-tumorais in vitro;

avaliar os possiveis efeitos citotoxicos do AICIPc associado ao copolimero
PVM/MA, AICIPc-NP, ndo irradiado em células tumorais e ndo-tumorais in vitro;
avaliar o efeito fotodindmico do farmaco AICIPc-NP em células tumorais e ndo-
tumorais in vitro;

determinar o perfil de morte celular induzido pela Terapia Fotodinamica mediada
pelo AICIPc-NP em células tumorais e ndo-tumorais in vitro;

determinar o perfil de fragmentacdo do DNA induzido pela Terapia Fotodindmica
mediada pelo AICIPc-NP em células tumorais e ndo-tumorais in vitro.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Equipamentos, Materiais e Reagentes

Tabela 1. Lista de Equipamentos
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Equipamentos

Modelo

Fabricante

Agitador de tubos

Balanca analitica

Bomba a vacuo
Banho-maria

Céamera fotomicroscépica

Vortex-Genie 2

AA200

TE058

AxioCam MRc 5

Centrifuga de bancada Excelsa baby
Citdbmetro de Fluxo Cyflow
Espectrofotdmetro Spectramax M2
Fluxo Laminar CFLV 12
Incubadora de CO, Series 8000 WJ

Laser Diodo 670 nm

BWF Light Source-

Tech
Microcentrifuga refrigerada Mikro 22R
Microscopio de fluorescéncia AxioVert 100
Microscopio de luz invertido Ck 12

Daigger & Co., Inc., USA

Denver Instrument

Company, USA

Tecnal, BRA

Jprolab, BRA

Zeiss Inc., DE

Fanem, BRA

Partec, DE

Molecular Devices, USA
Veco, BRA

Thermo Scientific Inc., USA

B&W Tek Inc., USA

Hettich, DE
Zeiss, DE

Olympus, JPN




Tabela 2. Lista de Materiais
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Materiais Fabricante
Criotubos TPP, CHE
Microtubos de centrifugacao Axygen, USA
Filtro para seringa (0,22 um) TPP, CHE
Frascos de cultura (25 cm?, 75 cm?) TPP, CHE

Hemocitometro de Neubauer
Micropipetas

Microplaca escura

Microplaca para cultura de células
Laminas para microscopia
Laminulas para microscopia
Ponteiras para micropipetas
Seringas

Tubos de centrifugagéo

Tubos para citometria de fluxo

C. A. Hausser & Son, USA
Gilson, Inc., USA

Greiner Bio-one, BRA
TPP, CHE

Bioslide

Exacta Perfecta, BRA
Axygen, USA

Advantive, NLD

TPP, CHE

Sarstedt, DE




Tabela 3. Lista de Reagentes

Reagentes Fabricante

Alaranjado de Acridina Sigma-Aldrich Co., USA

Antibiotico (Penicilina e Estreptomicina) Gibco, USA

Azul Trypan Sigma-Aldrich Co., USA
Bicarbonato de Sddio Sigma-Aldrich Co., USA
Brometo de Etidio Sigma-Aldrich Co., USA
Citrato de Sddio Vetec Quimica Fina Ltda, BRA
DMSO Mallinckrodt Chemicals, USA
DMEM Gibco, USA

EGF Sigma-Aldrich Co., USA
Ham’s F12 Gibco, USA

Hidrocortisona Sigma-Aldrich Co., USA
Insulina Bovina Sigma-Aldrich Co., USA
lodeto de Propidio Invitrogen, USA

MTT Invitrogen, USA

RNase Invitrogen, USA

Soro Equino Gibco, USA

Soro Fetal Bovino Gibco, USA

PBS Laborclin, BRA

Toxina Colérica Sigma-Aldrich Co., USA
Tripsina-EDTA Gibco, USA

Triton X-100 Sigma-Aldrich Co., USA
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3.2. Solugédo Nanopolimérica de Aluminio-Cloro Ftalocianina

Solugdes descongeladas do copolimero PVM/MA associado a Aluminio-Cloro
Ftalocianina, AICIPc-NP, foram utilizadas durante os experimentos. As amostras
nanopoliméricas, foram sintetizadas previamente de acordo com o metodo descrito por
Muehlmann (2011) no Laborat6rio de Nanobiotecnologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade de Brasilia, em que as principais caracteristicas do AICIPc-NP foram
descritas:

a) Diametro hidrodindmico: 206,2 £ 4,6 nm

b) Indice de polidispersdo (PDI): 0,05 + 0,01

c) Potencial zeta: -20,4 £ 0,61 mV

d) Carga de ftalocianina/polimero: 0,9 pg/mg

3.3. Linhagens Celulares

No presente estudo foram utilizadas quatro linhagens celulares imortalizadas, sendo
duas linhagens murinas e duas humanas, Tabela 4. A linhagem murina tumoral (4T1) foi
cedida pela Dr. Suzanne Ostrand-Rosenberg, Maryland, EUA. J& a linhagem murina néo-
tumoral (NIH/3T3) foi obtida do banco de células do Rio de Janeiro, RIBC, Brasil. A
linhagem humana tumoral (MCF-7) foi obtida do banco de células American Type Culture
Collection, ATCC.

A linhagem derivada de glandula mamaria humana, MCF-10A, empregada no presente
trabalho foi gentilmente cedida pela Prof. Dr. Maria Mitzi Brentani da Universidade de Séo
Paulo, USP. Todas as linhagens sdo mantidas em cultura no Laboratério de
Nanobiotecnologia da Universidade de Brasilia, UnB.

Tabela 4. Linhagens celulares utilizadas no presente estudo.

Linhagens Celulares Descricao

Humanas

MCF-7 Adenocarcinoma mamario
MCF-10A Epiderme mamaria ndo tumoral
Murinas

4T1 Carcinoma epidermoide mamario

NIH/3T3 Fibroblasto embrionario ndo tumoral
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3.3.1. Manutencédo das células

Aliquotas de células em concentragdo de 2 x 10° células/mL foram retiradas de
estoque de nitrogénio liquido e descongeladas a 37 °C. Como meio de cultura para as
linhagens NIH/3T3, 4T1 e MCF-7 foi utilizado o DMEM estéril tamponado com bicarbonato
de sodio suplementado com soro fetal bovino a 10% e antibidtico (100 Ul/mL penicilina e
100 pg/mL streptomicina) a 1%, pH 7,2. Para a linhagem MCF-10A o meio de cultura
utilizado foi o DMEM/F12 estéril suplementado com soro equino a 5%, EGF a 20 ng/mL,
insulina bovina a 10 pg/mL, hidrocortisona a 0,5 pg/mL, toxina colérica a 100 ng/mL e
antibiodtico (100 IU/mL penicilina e 100 pg/mL streptomicina) a 1%.

Ap0s o descongelamento, 500 microlitros das aliquotas de células eram adicionados a
trés mililitros de meio de cultura e submetidos a centrifugacdo a 750 g por trés minutos. Em
sequida, o precipitado era ressuspenso em um mililitro de meio de cultura, transferido para
frasco de cultura de células e mantido em incubadora a 37 °C, em atmosfera contendo 5% de
CO,, e 80% de umidade.

3.3.2. Estabelecimento de subculturas

O estabelecimento de subculturas era feito a partir da remogdo de uma monocamada
de células confluentes em frasco de 75 cm? de cultura inicial e transferéncia de menor
densidade celular para um novo frasco. As celulas eram removidas a partir do descarte do
meio de cultura do frasco inicial e tratamento com trés mililitros de solucédo de tripsina-EDTA
por trés minutos a 37 °C. Em seguida, eram acrescentados trés mililitros de meio de cultura
para a inativacao da atividade da enzima e o preparado era submetido a centrifugacdo a 750 g
por dois minutos. Apds esta etapa, 0 sobrenadante era descartado e as células ressuspensas em
um mililitro de meio de cultura.

Para a determinacdo da quantidade de células viaveis, dez microlitros da suspensao
eram adicionadas a 40 L de solugcdo de Azul Trypan, este corante ndo € capaz de penetrar em
células que apresentam a membrana plasmatica intacta, o que torna possivel a distincdo das
células viaveis a partir do principio de exclusdo do Azul Trypan. Dez microlitros do
preparado contendo o corante eram retirados e aplicados em hemocitdmetro de Neubauer. A
concentracdo de células era determinada baseando-se em seus quadrantes laterais e de acordo

com a equacao abaixo:
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Ndmero de células contadas

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

Ap0s a contagem, cerca de 10% das células iniciais eram transferidas para novo frasco
de cultura e mantidas em incubadora a 37 °C, em atmosfera contendo 5% de CO, e 80% de
umidade. Para a manutencgdo das células, renovava-se 0 meio de cultura a cada 48h. Todas as
linhagens de células utilizadas neste estudo foram empregadas respeitando o limite méaximo
de dez passagens para a formacdo de subculturas. ApoOs este limite, as células eram
descartadas. Para a realizacdo dos experimentos, ap0s a quantificacdo, células de todas as
linhagens eram transferidas para microplacas de cultura de acordo com o experimento a ser

realizado.

3.4. Perfil de Incorporacdo do fotossensibilizante Aluminio-Cloro Ftalocianina
associado ao copolimero poli(vinil metil éter-co-anidrido maleico) por células in
vitro
De acordo com o estudo de incorporacdo conduzido por Muehlmann (2011) em

microscopia confocal, o AICIPc-NP é incorporado e distribui-se apenas no citoplasma de
celulas da linhagem 4T1. Dessa forma, foram realizados testes para o delineamento do perfil
cinético de incorporacdo dessas nanoparticulas por células tumorais e ndo-tumorais. Para isso,
aproximadamente 3 x 10° células foram transferidas para cada poco de microplacas de cultura
de 96 pocos.

Apo6s 24h de incubacdo e a formacdo de uma monocamada de células nas condigdes
descritas na sec¢do 3.3.1, 0 meio de cultura inicial foi substituido por 200 uL de meio de
cultura contendo suspensdo de AICIPc-NP em concentragédo equivalente a 0,25 uM de AICIPc.
As células foram entdo expostas a AICIPc-NP por: um, cinco, dez, quinze, trinta e sessenta
minutos. Apos os intervalos de tempo estabelecidos, a suspensao de AICIPc-NP foi removida
e as células foram submetidas a duas lavagens com PBS. As células foram entdo lisadas com
DMSO para a liberacdo da AICIPc incorporada. Apds esse procedimento, 200 uL do lisado
celular foram coletados e colocados em espectrofotbmetro para a quantificacdo da
fluorescéncia emitida pela AICIPc incorporada pelas células. Os comprimentos de onda
utilizados foram: excitacao de 350 nm e emissdo de 690 nm.

Os grupos controle consistiram em células ndo expostas ao AICIPc-NP, grupo controle

negativo, e de solucdo contendo AICIPc-NP sem a presenca de células, grupo controle
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positivo. A frequéncia de emissdo de fluorescéncia foi calculada tendo como padrdo inicial,
100%, os valores de fluorescéncia do grupo controle positivo. Os valores obtidos nos
diferentes tempos de observacao foram normalizados e calculados a partir desse padréo incial.

A retencdo do farmaco pelo material componente dos pocos das microplacas expostas ao
AICIPc-NP foi constante e seus resultados foram subtraidos dos demais para cada replicata.
Todos os testes foram realizados em experimentos independentes em quintuplicata.

3.5. Fonte de laser
Os testes com exposi¢ao luminosa foram realizados com o uso de um equipamento com
sistema emissor de laser com comprimento de onda de emisséo de 670 nm, acoplado a fibra
Otica e com poténcia maxima de saida de 50 mW.
Para a determinacdo da quantidade de energia luminosa a ser aplicada as células, foi
empregada a expressdo de densidade de energia, cujo parametro representa a quantidade de
energia incidida sobre uma area estabelecida. Dessa forma, a densidade de energia aplicada

nos ensaios foi determinada de acordo com a equacao abaixo (Stoker, 2005):

Poténcia (W) x Tempo de incidéncia (s)

; = Densidade de Energia (J/cm?)
Area do feixe de laser (cm?)

3.6. Determinacao da viabilidade celular

Este ensaio, com base no trabalho de Mosmann (1983), é uma avalia¢do da citotoxicidade
em células eucaridticas por meio do método colorimétrico de brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-
2il)-2,5-difenil-tetrazolio, MTT. Em células viaveis, desidrogenases mitocondriais, em
especial a succinil desidrogenase, promovem a reducdo do reagente MTT em um composto
conhecido como formazan, que apresenta coloracdo purpura e € insolivel em meios
hidrofilicos. Dessa forma, a quantificacdo da producéo de formazan permite correlacioné-la a
presenca destas desidrogenases ativas, 0 que pode ser considerado como um indicativo de
viabilidade celular.

Para a realizacdo do MTT, em cada poc¢o 0 meio de cultura foi substituido por 200 uL de
um novo meio contendo MTT (5 mg/mL) a 10%. O preparado foi incubado a 37 °C em
condicBes de cultivo descritas na secdo 3.3.1. Apds trés horas, removeu-se a solugdo contendo
MTT e foram adicionados 200 puL de DMSO para a solubiliza¢do dos cristais de formazan. A

quantificacdo do formazan foi realizada pela medida do espectro de absorbancia com
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comprimento de onda de 595 nm em espectrofotdmetro conjugado a leitora de microplacas.

Esse ensaio foi realizado em dois experimentos independentes em quintuplicata.

3.6.1. Efeito do laser na viabilidade celular

A finalidade desse ensaio consistiu em determinar se apenas o feixe de laser, sem a
presenca do farmaco, era capaz de induzir toxicidade em estruturas celulares, e assim
conduzir & morte celular.

Para esse teste, células com concentracdo inicial de 3 x 10° células/poco eram cultivadas
em microplacas de 96 poc¢os nas condigdes descritas na se¢do 3.3.1. Ap6s o periodo de 24h de
incubagdo, o meio de cultura inicial foi descartado e as células foram submetidas a duas
lavagens com PBS. Em seguida, as células foram expostas a 200 pL de PBS e irradiadas sob
as seguintes densidades de energia: 3,82 J/cm?; 11,46 J/cm?; 22,93 J/cm? e 34,39 J/cm?. Logo
apos, o PBS foi removido e as células foram cultivadas sob as condi¢des descritas na se¢do
3.3.1 por 24h. Em seguida, o possivel efeito do laser na viabilidade celular foi determinado

por MTT conforme descrito na secéo 3.6.

3.6.2. Determinacido da toxicidade do copolimero poli(vinil metil éter-co-anidrido

maleico)

Esse teste teve como finalidade a verificagdo da possibilidade do PVM/MA, sem estar

associado ao fotossensibilizante AICIPc, induzir toxicidade em células eucarioticas.

Diante do exposto, células com concentracdo inicial de 3 x 10° células/poco eram
cultivadas em microplacas de 96 pogos nas condi¢Bes descritas na secdo 3.3.1. Apos 24h de
incubagdo, o meio de cultura inicial foi descartado e as células foram submetidas a duas
lavagens com PBS. Logo apos a lavagem, as células foram expostas a 200 pL de suspensdo
contendo o copolimero PVM/MA nanoparticulado ndo associado a AICIPc em meio de
cultura nas seguintes concentracées: 0,80 uM; 1,60 uM; 3,19 uM; 6,39 uM; 12,78 uM; 25,55
UM; e 38,33 pM. As microplacas foram recobertas com folha de aluminio e incubadas a
37 °C sob atmosfera de 5% e umidade relativa de 80% por 15 min para todas as linhagens
celulares. Para a linhagem MCF-10A as células também foram incubadas por 30 min. Apos 0s
periodos estabelecidos, o preparado foi descartado e as células submetidas a duas lavagens
com PBS e incubadas sob as condicGes descritas na se¢do 3.3.1 por 24h. Na sequéncia, foi

determinada a viabilidade celular por meio do ensaio de MTT conforme descrito na secédo 3.6.
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3.6.3. Determinacdo da toxicidade do Aluminio-Cloro Ftalocianina associado ao

copolimero poli(vinil metil éter-co-anidrido maleico)

Apbs a definicdo do espaco de tempo necessario para a incorporacdo do AICIPc-NP pelas
células, descrita na secdo 3.4, foram realizados testes para a determinacdo das concentracdes
do farmaco capazes de induzir toxicidade nas células na auséncia de exposi¢do a irradiagdo
luminosa.

Para tanto, 3 x 10° células/poco eram cultivadas em microplacas de 96 pocos nas
condicdes descritas na secdo 3.3.1. ApoOs 24h de incubagdo, o meio de cultura inicial foi
descartado e as células foram submetidas a duas lavagens com PBS. Ap0s essa etapa, as
células foram expostas a 200 uL de meio de cultura contendo o AICIPc-NP nas seguintes
concentragdes: 0,25 uM; 0,5 uM; 1,0 uM; 2,0 uM; 4,0 pM; 8,0 uM e 12,0 pM. As
microplacas foram entdo recobertas com folha de aluminio e incubadas em auséncia de
luminosidade a 37 °C sob atmosfera de 5% e umidade relativa de 80% por 15 min para todas
as linhagens celulares. Células da linhagem MCF-10A também foram incubadas por 30 min.
Apbs os periodos descritos, 0 meio foi descartado e as células submetidas a duas lavagens
com PBS e incubadas sob as condi¢Bes descritas na secdo 3.3.1 por 24h. Em seguida, foi

determinada a viabilidade celular por meio do ensaio de MTT conforme descrito na se¢éo 3.6.

3.6.4. Terapia Fotodindmica mediada pelo Aluminio-Cloro Ftalocianina associado ao

copolimero poli(vinil metil éter-co-anidrido maleico)

Este teste foi realizado de modo a avaliar a efichcia do AICIPc-NP como
fotossensibilizante a ser empregado na Terapia Fotodinamica.

Nesse sentido, 3 x 10° células/pogo foram cultivadas em microplacas de 96 pocos nas
condicdes descritas na secdo 3.3.1. ApoOs 24h de incubacdo, o meio de cultura inicial foi
descartado e as células foram submetidas a duas lavagens com PBS. Ap0s essa etapa, as
células foram incubadas em 200 pL de meio de cultura contendo AICIPc-NP nas seguintes
concentragdes: 0,25 uM; 0,5 uM; 1,0 uM e 2,0 uM. As microplacas foram entdo recobertas
com folha de aluminio e incubadas em auséncia de luminosidade a 37 °C sob atmosfera de 5%
e umidade relativa de 80% por 15 min para todas as linhagens celulares. Para a linhagem
MCF-10A as células também foram incubadas por 30 min.

Apo0s o periodo de incubacgdo com a suspensdo de AICIPc-NP, as células foram lavadas
duas vezes com PBS e submetidas a irradiacdo luminosa sob as seguintes densidades de

energia: 0,48 J/cm?; 1,38 J/cm? e 3,82 J/cm?. Na sequéncia, o PBS foi removido e as células
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foram cultivadas sob as condigOes descritas na secdo 3.3.1 por 24h. Em seguida, foi
determinada a viabilidade celular por meio do ensaio de MTT conforme descrito na se¢éo 3.6.

3.7. Avaliacdo do perfil de morte celular por Alaranjado de Acridina/Brometo de
Etidio

Com a finalidade de detectar e avaliar a frequéncia do mecanismo de morte celular
induzido pela TFD mediada por AICIPc-NP, foi realizado o teste colorimétrico por alaranjado
de acridina/brometo de etidio, AO/EB, intercalantes fluorescentes de material genético. Este
método combina a diferenca de captacdo do AO/EB pelas células e os aspectos morfologicos
do padrdo de condensacdo da cromatina corada, possibilitando a distin¢do entre células
viaveis, em apoptose ou em necrose (Takahashi et al., 2004).

Este ensaio € possivel pois o corante alaranjado de acridina é capaz de penetrar tanto em
celulas viaveis como em ndo-viaveis, emitindo fluorescéncia verde como resultado de sua
intercalagdo com a dupla-fita de DNA e fluorescéncia vermelho-alaranjada resultante da
ligacdo com o RNA de fita-simples, que se encontra em grande parte acumulado nos
lisossomos. O corante brometo de etidio emite fluorescéncia vermelha devido a intercalacdo
com o DNA apenas em células que apresentam alteracbes na membrana plasmatica, ou seja,
células em estagio de necrose ou apoptose tardia (Kosminder et al., 2004; Takahashi et al.,
2004).

Para a realizacdo desse teste, primeiramente fez-se necessario a determinacao por analises
estatisticas da LCsp, concentracdo de uma substancia em um meio que ocasiona mortalidade
em 50% da populagdo exposta, para a irradiacdo com densidade de energia de 0,48 J/cm?,
Tabela 5. Em seguida, 3 x 10* células/pogo foram cultivadas em microplacas de 12 pocos nas
condicdes descritas na secdo 3.3.1. ApoOs 24h de incubagdo, o meio de cultura inicial foi
descartado e as células foram submetidas a duas lavagens com PBS. Na sequéncia, foram
adicionadas as células 400 puL de meio de cultura contendo AICIPc-NP em concentracGes
correspondentes a LCsp: 0,31 pM; 0,63 uM; 1,80 uM e 0,46 pM para as células 4T1,
NIH/3T3, MCF-7 e MCF-10A respectivamente.

As microplacas foram entdo recobertas com folha de aluminio e incubadas em auséncia
de luminosidade a 37 °C sob atmosfera de 5% e umidade relativa de 80% por 15 min para as
linhagens 4T1, NIH/3T3 e MCF-7. Para a linhagem MCF-10A as células foram incubadas por
30 min. Apbs o periodo de incubacdo com a suspensdo de AICIPc-NP, as células foram

lavadas duas vezes com PBS e submetidas & irradiacdo luminosa sob a densidade de energia
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de 0,48 J/cm?® e 1,38 J/cm?. Na sequéncia, 0 PBS foi removido e as células foram cultivadas
sob as condigdes descritas no item 3.3.1 por 24h.

Tabela 5. Concentragdes de AICIPc-NP relativas a LCs, sob irradiagdo luminosa com densidade de
energia igual a 0,48 J/cm? para cada linhagem celular.

Linhagem Celular LCso (LM)
4T1" 0.31
NIH/3T3 " 0.63
MCF-7 " 1.80
MCF-10A" -
MCF-10A™ 0.46

* Ap6s 15 min de exposicao
** Apds 30 min de exposicao

Vinte e quatro horas apds o tratamento, 0 meio de cultura inicial foi retirado e reservado.
Em seguida, as células foram removidas a partir de tratamento com 500 pL de solucdo de
tripsina-EDTA por trés minutos a 37 °C. Na sequéncia, o meio de cultura reservado
previamente foi adicionado a suspensdo celular para a inativacdo da enzima e para permitir
posteriormente a analise das células aderidas e das ndo-aderidas a placa de cultura. O
preparado foi submetido a centrifugacdo a 750 g por trés minutos. Apds esta etapa, 0
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em 50 uL de PBS e incubadas
com solucdo de alaranjado de acridina (100 pg/mL) e brometo de etidio (100 pg/mL) na
proporcdo 1:1 por cinco minutos em ambiente ausente de luminosidade. Dez microlitros da
suspensdo de células foram depositados no centro de uma lamina de vidro para microscopia e
recobertos com uma laminula. As celulas foram imediatamente analisadas e quantificadas em
microscopio de fluorescéncia contendo filtro de 540 nm. A aquisi¢do das imagens foi feita
com o uso de cdmera fotomicroscépica digital, sendo avaliadas 100 células por replicata. Esse

teste foi realizado em dois experimentos independentes em triplicata.
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3.7.1. Critérios para a classificacdo das células em viaveis, em apoptose e em necrose

A deteccdo e a quantificacdo das células em diferentes mecanismos de morte celular
foi realizada de acordo com o perfil de acdo do AO/EB ao penetrar as células viaveis e nao-
viaveis, conforme explicado na secdo 3.10. Nesse contexto, trés estagios podem ser

identificados por meio desse ensaio:

1) células viaveis: apresentam coloracdo verde uniforme para o nucleo e vermelho-
alaranjado para o citoplasma, Figura 3A.

2) apoptose: a membrana celular encontra-se parcialmente alterada podendo permitir a
entrada do brometo de etidio. Junto a isso, a fragmentacdo e a condensagdo da
cromatina, gerando corpos apoptéticos, podem ser observadas. As células apresentam
coloracdo verde com possiveis manchas avermelhadas, Figura 3B.

3) necrose: a membrana celular encontra-se alterada o que permite a passagem de

brometo de etidio. As células apresentam coloracdo vermelha uniforme, Figura 3C.

50 um

T

Figura 3. Fotomicrografia de células da linhagem MCF-7 coradas com alaranjado de acridina/brometo de
etidio e analisadas em microscopio de fluorescéncia com filtro de 540 nm. (A) Células viaveis; (B) células
em apoptose; (C) célula em necrose; e (setas) corpos apoptoticos.

3.8. Teste de Fragmentacio do DNA
Este ensaio foi realizado por meio de citometria de fluxo. Para tanto, 3 x 10” células/poco
foram cultivadas em microplacas de 12 pocos nas condi¢Ges descritas na se¢do 3.3.1. Apds
24h de incubag&o, 0 meio de cultura inicial foi descartado e as células foram submetidas a
duas lavagens com PBS. Na sequéncia, foram adicionadas as células 400 uL de meio de
cultura contendo AICIPc-NP em concentragdes que variavam para cada tipo celular: 0,31 uM
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para a linhagem 4T1; 0,63 UM para a linhagem NIH/3T3; 1,80 uM para a linhagem MCF-7 e
0,40 uM para a linhagem MCF-10A.

As microplacas foram entéo recobertas com folha de aluminio e incubadas em auséncia
de luminosidade a 37 °C sob atmosfera de 5% e umidade relativa de 80% por 15 min para as
linhagens 4T1, NIH/3T3 e MCF-7. Para a linhagem MCF-10A as células foram incubadas por
30 min. Apoés o periodo de incubacdo com a suspensdo de AICIPc-NP, as células foram
lavadas duas vezes com PBS e submetidas a irradiacdo luminosa sob as seguintes densidades
de energia: 0,48 J/cm? e 1,38 J/cm® Na sequéncia, o PBS foi removido e as células foram
cultivadas sob as condicdes descritas na se¢éo 3.3.1.

Vinte e quatro horas ap6s, 0 meio de cultura inicial foi retirado e reservado. Em seguida,
as células foram removidas a partir de tratamento com 500 pL de solucéo de tripsina-EDTA
por trés minutos a 37 °C. Na sequéncia, 0 meio de cultura previamente reservado foi
adicionado a suspensdo celular para a inativacdo da enzima e para permitir posteriormente a
andlise das células aderidas e das ndo-aderidas a placa de cultura. O preparado foi submetido
a centrifugacdo a 750 g por trés minutos. Apos esta etapa, o sobrenadante foi descartado e as
células foram ressuspensas em 200 pL de solucdo tamponada de lise (0,1% citrato de sodio,
0,1% Triton X-100, 20 pg/mL iodeto de propidio, 50 pg/mL RNase A, pH 7,4) e incubadas
por 30 min a 37 °C em ambiente ausente de luminosidade.

Apo6s o periodo determinado, as células foram analisadas em citdmetro de fluxo para
leitura em comprimento de onda entre 560 nm e 580 nm (canal FL-2), correspondente ao
comprimento de onda de fluorescéncia emitido pelo iodeto de propidio. O iodeto de propidio
é um intercalante fluorescente de DNA, o que possibilita a deteccdo e a quantificacdo desta
estrutura em cada célula. Dez mil eventos foram avaliados por replicata. Nesse ensaio, as
moléculas de DNA integras emitem maior fluorescéncia em comparacdo a moléculas de DNA

fragmentado. Esse teste foi realizado em dois experimentos independentes em triplicata.

3.9. Andlises Estatisticas
Os dados referentes as variaveis distribuidas em grupos foram submetidos a anélise de
variancia, ANOVA. Em casos em que foram detectadas diferencas foi aplicado o teste de
Tukey, em nivel de significancia (o) igual a 0,05 — p < 0,05. A analise e a tabulacdo dos dados
foram realizados por meio do software GraphPad Prism® 5.



Resultados
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4. Resultados
4.1. Perfil de Incorporacdo do fotossensibilizante Aluminio-Cloro Ftalocianina
associado ao copolimero poli(vinil metil éter-co-anidrido maleico) por células in
vitro

Uma das abordagens experimentais inicialmente planejadas consistiu na determinacdo do
perfil de incorporacdo do fotossensibilizante Aluminio-Cloro Ftalocianina associado ao
copolimero poli(vinil metil éter-co-anidrido maleico) por células, tumorais e nao-tumorais,
em cultura. Esse perfil foi determinado por meio da avaliagédo do espectro de fluorescéncia
emitida pelo farmaco e estd expresso na Figura 4. Nessa figura, observa-se que todas as
linhagens celulares incorporaram o AICIPc-NP a partir de cinco minutos com elevacédo
gradativa até os 60 minutos de avaliacédo, sendo este o pico de incorporacao observado para as
células de todas as linhagens. A linhagem MCF-10A, que apesar de apresentar diminuicdo
progressiva a partir de 30 minutos, esta diferenca ndo foi significativa em relagdo aos 60
minutos de avaliacéo.

Vale ressaltar que aos 60 minutos, as céelulas da linhagem tumoral 4T1 apresentaram taxas
mais elevadas de incorporacdo do farmaco, 21,78%, em comparacdo as células da linhagem
ndo-tumoral NIH/3T3, 16,59%. Apesar de ambas as linhagens apresentarem picos maximos
de incorporacdo em um mesmo espaco de tempo. Para as células das linhagens humanas, essa
diferenca também foi observada aos 60 minutos, em que as células da linhagem tumoral
humana MCF-7 mostraram niveis maiores de incorporacdo do AICIPc-NP, 20,97%, em
comparacao as células da linhagem ndo-tumoral humana MCF10A, 12,01%.

Um importante ponto a ser mencionado € que mesmo 0s picos maximos de incorporagédo
demonstrados por cada linhagem celular foram inferiores aos demonstrados pelo grupo
controle positivo constituido de solucdo contendo AICIPc-NP sem a presenca de células,
MSC-AICIPc, que na Figura 4 esta representado pela linha tracejada em preto. O grupo
controle negativo, composto por células ndo expostas ao AICIPc-NP, ndo apresentou emissédo

de fluorescéncia significativa.
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Figura 4. Perfil de incorporagdo de Aluminio-Cloro Ftalocianina, AICIPc, por células das linhagens 4T1,
NIH/3T3, MCF-7 e MCF-10A expostas ao AICIPc associado a nanoparticulas de PVM/MA em diferentes
tempos. Os resultados estdo expressos como intensidade de fluorescéncia normalizada (A de excitagdo de
350 nm e A de emissdo de 690 nm) em fungdo do tempo de incubagdo com AICIPc-NP. Os dados estdo
apresentados como média = E.P.M. para quintuplicata.

4.2. Efeito do laser na viabilidade celular
O efeito do feixe de laser, na auséncia do farmaco fotossensibilizante AICIPc-NP, na
viabilidade celular das linhagens 4T1, NIH/3T3, MCF-7 e MCF-10A esta representado na
Figura 5. Conforme ilustrado nessa figura, o laser por si s6, mesmo incidindo na maior
densidade de energia empregada, 34,39 J/cm?, ndo ocasionou citotoxicidade nem nas células

tumorais nem nas nao-tumorais.
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Figura 5. Citotoxicidade em células tumorais (4T1, MCF-7) e ndo tumorais (NIH/3T3, MCF-10A)
submetidas a irradiacdo luminosa (670 nm), na auséncia do farmaco AICIPc-NP, sob as densidades de
energia: 3,82 Jcm?®, 11,46 Jicm? 22,93 Jlcm? e 34,39 Jicm® N&o houve correlagdo estatisticamente
significativa entre as variaveis em relagdo ao grupo controle, p < 0,05. Os dados estdo apresentados como
média + E.P.M. para quintuplicata.

4.3. Toxicidade do copolimero poli(vinil metil éter-co-anidrido maleico)

Este ensaio foi realizado para a determinacdo da possibilidade do copolimero PVM/MA,
mesmo ndo associado ao fotossensibilizante AICIPc, ser capaz de induzir algum efeito na
viabilidade celular das linhagens 4T1, NIH/3T3, MCF-7 e MCF-10A.

Conforme mostrado na Figura 6, o copolimero por si s6, ou seja, ndo associado ao
fotossensibilizante AICIPc, em nenhuma das concentra¢fes empregadas foi capaz de induzir

citotoxicidade nas quatro linhagens celulares estudadas.
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Figura 6. Citotoxicidade em células tumorais (4T1, MCF-7) e ndo tumorais (NIH/3T3, MCF-10A)
expostas por 15 minutos ao copolimero PVM/MA nas concentragdes: 0,80 uM; 1,60 uM; 3,19 uM; 6,39
uM; 12,78 uM; 25,55 uM; e 38,33 uM. Né&o houve correlacdo estatisticamente significativa entre as
variaveis em relacdo ao grupo controle, p < 0,05. Os dados estdo apresentados como média + E.P.M. para
quintuplicata.

4.4. Toxicidade do Aluminio-Cloro Ftalocianina associado ao copolimero poli(vinil
metil éter-co-anidrido maleico)

O efeito do fotossensibilizante Aluminio-Cloro Ftalocianina associado ao copolimero
poli(vinil metil éter-co-anidrido maleico), AICIPc-NP, sobre a viabilidade das células das
linhagens 4T1, NIH/3T3, MCF-7 e MCF-10A esta expresso nas figuras 7 e 8.

Conforme ilustrado na Figura 7, o AICIPc-NP ndo irradiado foi citotoxico para as
células da linhagem 4T1 a partir da concentracdo 8,0 uM, e para as células da linhagem
NIH/3T3 a partir da concentracdo 4,0 uM. A linhagem 4T1 mostrou 87,77%, 58,03% e 9,03%
de células viaveis quando expostas a presenca do AICIPc-NP nas concentracdes de 4,0 uM,
8,0 UM e 12 uM respectivamente. Ja para a linhagem NIH/3T3, essa frequéncia foi de 69,49%,
35,19% e 15,07% nas concentrac¢des de 4,0 uM; 8,0 uM e 12 UM respectivamente. Para essas
duas linhagens, a toxicidade induzida pelo AICIPc-NP mostrou-se dose-dependente.

E importante mencionar que as células da linhagem NIH/3T3, linhagem n&o-tumoral
mostraram-se mais sensiveis ao AICIPc-NP n&o irradiado nas concentragdes 4,0 uM e 8,0 uM
em comparacao as células da linhagem 4T1, linhagem tumoral. Ja a sensibilidade de ambas as
linhagens celulares frente ao AICIPc-NP na concentracdo de 12 uM foi semelhante.
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Figura 7. Citotoxicidade em células das linhagens 4T1 e NIH/3T3 expostas por 15 minutos ao AICIPc-NP
ndo irradiadas nas concentragdes: 0,25 uM; 0,5 uM; 1,0 uM; 2,0 uM; 4,0 uM; 8,0 UM e 12 uM. Letras
distintas indicam correlacéo estatisticamente significativa entre as variaveis entre si e em relacdo ao grupo
controle, p < 0,05. Os dados estdo apresentados como média + E.P.M. para quintuplicata.

Na Figura 8 pode ser observado que nas linhagens celulares humanas MCF-7 e MCF-
10A o AICIPc-NP ndo submetido a irradiacdo luminosa ndo induziu citotoxicidade em

nenhuma das concentragdes empregadas.
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Figura 8. Citotoxicidade em células das linhagens MCF-7 e MCF-10A expostas por 15 minutos ao
AICIPc-NP ndo irradiadas nas concentracdes: 0,25 uM; 0,5 uM; 1,0 uM; 2,0 uM; 4,0 uM; 8,0 UM e 12 uM.
Subscritos (*) indicam correlagdo estatisticamente significativa entre as variaveis em relagdo ao grupo
controle, p < 0,05. Os dados estdo apresentados como média + E.P.M. para quintuplicata.
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4.5. Terapia Fotodindmica mediada pelo Aluminio-Cloro Ftalocianina associado ao
copolimero poli(vinil metil éter-co-anidrido maleico)

O efeito citotoxico promovido pela TFD mediada por AICIPc-NP sobre as células das
linhagens 4T1, NIH/3T3, MCF-7 e MCF-10A ap0s exposic¢ao por 15 minutos ao farmaco nas
concentracdes de 0,25 pM, 0,5 uM, 1,0 pM e 2,0 uM, e irradiacéo sob 0,48 J/cm?, 1,38 J/cm?
e 3,82 Jlcm? de densidade de energia, estd ilustrado nas figuras 9, 10, 11 e 12. As
concentragdes utilizadas nesse ensaio foram escolhidas, pois o farmaco, para todas linhagens
celulares, em concentracGes abaixo de 4,0 UM ndo mostrou-se citotdxico por si so.

A Figura 9 ilustra os dados obtidos para as células da linhagem 4T1. Sob a irradiacdo
de 0,48 J/cm?, 1,38 Jicm?® e 3,82 J/cm? de densidades de energia, o AICIPc-NP foi capaz de
induzir citotoxicidade em células dessa linhagem em todas as concentra¢fes empregadas. No
entanto, essa toxicidade se mostrou mais elevada sob tratamento com aplicacéo de irradiacao
de 1,38 J/lcm? e 3,82 J/lcm? de densidades de energia em comparacdo & irradiacdo de 0,48
Jlem? em concentragdes de AICIPc-NP menores que 2,0 M.
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Figura 9. Citotoxicidade em células da linhagem 4T1 expostas por 15 minutos ao AICIPc-NP nas
concentracdes: 0,25 pM; 0,5 pM; 1,0 uM; 2,0 uM e irradiadas sob as densidades de energia de 0,48 J/cm?,
1,38 Jicm? e 3,82 J/ecm?. Letras distintas denotam correlacéo estatisticamente significativa, p < 0,05. Os
dados estdo apresentados como média + E.P.M. para quintuplicata.

Sob a irradiacdo de 0,48 J/cm?, a frequéncia de células viaveis foi de 61,62%, 42,72%,
43,03% e 21,72% nas concentracdes de 0,25 uM, 0,5 uM, 1,0 uM e 2,0 UM, respectivamente.
Sob a irradiacéo de 1,38 J/cm?, a frequéncia de células viaveis foi de 42,04%, 22,84%, 17,45%
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e 14,55% nas concentragdes de 0,25 puM, 0,5 puM, 1,0 uM e 2,0 UM, respectivamente. Na
mesma figura pode ser observado também que sob a irradiacéo de 3,82 J/cm?, a frequéncia de
células viaveis foi de 9,89%, 9,96%, 10,24% e 8,97% nas concentra¢des de 0,25 uM, 0,5 uM,
1,0 uM e 2,0 uM, respectivamente.

O efeito citotoxico promovido pela TFD mediada por AICIPc-NP sobre a linhagem
ndo tumoral NIH/3T3 esta ilustrado na Figura 10. Nessa linhagem, sob a irradiacdo de 0,48
Jlem?, 1,38 J/lcm? e 3,82 J/icm? de densidades de energia, o AICIPc-NP foi capaz de induzir
citotoxicidade nas células em todas as concentracGes empregadas. Essa toxicidade se mostrou
mais elevada sob tratamento com aplicacdo de irradiacdo de 1,38 J/icm? e 3,82 J/cm? de
densidades de energia em comparacdo a irradiacdo de 0,48 J/cm? nas concentracdes de
AICIPc-NP menores que 2,0 uM.

Sob a irradiacdo de 0,48 J/cm?, a frequéncia de células viaveis foi de 84,42%, 62,21%,
43,92% e 25,83% nas concentracdes de 0,25 puM, 0,5 uM, 1,0 uM e 2,0 uM, respectivamente.
Sob a irradiacéo de 1,38 J/cm?, a frequéncia de células viaveis foi de 52,37%, 32,22%, 29,66%
e 29,61% nas concentracdes de 0,25 uM, 0,5 uM, 1,0 uM e 2,0 UM, respectivamente. J& sob a
irradiacdo de 3,82 J/cm?, a frequéncia de células viaveis foi de 33,81%, 30,27%, 30,15% e
29,59% nas concentragdes de 0,25 puM, 0,5 uM, 1,0 uM e 2,0 uM, respectivamente.
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Figura 10. Citotoxicidade em células da linhagem NIH/3T3 expostas por 15 minutos ao AICIPc-NP nas
concentragdes: 0,25 pM; 0,5 uM; 1,0 pM; 2,0 uM e irradiadas sob as densidades de energia de 0,48 J/cm?,
1,38 Jlcm? e 3,82 Jlcm?. Letras distintas denotam correlacdo estatisticamente significativa, p < 0,05. Os
dados estdo apresentados como média + E.P.M. para quintuplicata.
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Conforme apresentado na Figura 11, as células da linhagem humana MCF-7 também
exibiram sensibilidade ao AICIPc-NP, irradiado sob as densidades de energia de 0,48 J/cm?,
1,38 Jlcm®e 3,82 J/cm? em todas as concentragBes empregadas. Essa toxicidade se mostrou
mais elevada sob tratamento com aplicacdo de irradiacdo de 1,38 J/icm? e 3,82 J/cm? de
densidades de energia em comparacdo a irradiacdo de 0,48 J/cm? em todas as concentragdes
de AICIPc-NP utilizadas. No entanto, a toxicidade induzida pelo AICIPc-NP na concentragéo
de 2,0 uM para a densidade de energia de 0,48 J/cm? foi mais intensa quando comparada &
induzida pelo AICIPc-NP nas concentragcbes 0,25 puM, 0,5 pM, 1,0 uM, que induziram
citotoxicidade semelhante.

Nessa linhagem tumoral humana, sob a densidade de energia de 0,48 Jicm? a
frequéncia de células viaveis foi de 78,34%, 68,62%, 65,75% e 47,18% nas concentracbes de
0,25 UM, 0,5 pM, 1,0 pM e 2,0 pM, respectivamente. Sob a irradiacdo de 1,38 Jicm? a
frequéncia de células viaveis foi de 31,45%, 30,86%, 27,89% e 26,55% nas concentra¢des de
0,25 uM, 0,5 pM, 1,0 pM e 2,0 pM, respectivamente. Sob a irradiacdo de 3,82 Jicm? a
frequéncia de células viaveis foi de 28,33%, 25,16%, 24,28% e 22,93% nas concentracbes de
0,25 uM, 0,5 uM, 1,0 uM e 2,0 UM, respectivamente.
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Figura 11. Citotoxicidade em células da linhagem MCF-7 expostas por 15 minutos ao AICIPc-NP nas
concentragdes: 0,25 uM; 0,5 uM; 1,0 pM; 2,0 uM e irradiadas sob as densidades de energias: 0,48 J/cm?,
1,38 J/lcm? e 3,82 Jlcm?. Letras distintas denotam correlacdo estatisticamente significativa, p < 0,05. Os
dados estdo apresentados como média + E.P.M. para quintuplicata.
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Como mostra a Figura 12, o AICIPc-NP irradiado sob 3,82 J/cm? de densidade de
energia foi citotdxico em todas as concentracfes apos exposi¢do por 15 minutos as células da
linhagem humana MCF-10A. A frequéncia de células viaveis foi de 44,74%, 44,02%, 45,03%
e 39,87% nas concentracdes de 0,25 uM, 0,5 uM, 1,0 uM e 2,0 uM, respectivamente.

Sob a irradiacdo de 1,38 J/cm?® de densidade de energia, 0 AICIPc-NP foi citotéxico
apenas na concentracdo de 2,0 uM, pois a frequéncia de células viaveis foi de 87,10%,
83,29%, 86,21% e 69,03% nas concentracbes 0,25 pM, 0,5 pM, 1,0 uM e 2,0 uM,
respectivamente. J4 para a irradiacéo de 0,48 J/cm? de densidade de energia, 0 AICIPc-NP nio
foi citotoxico em nenhuma das concentragcdes empregadas, em que a frequéncia de células
viaveis foi de 93,26%, 89,68%, 91,26% e 95,02% nas concentra¢bes 0,25 uM, 0,5 uM, 1,0
UM e 2,0 UM, respectivamente.
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Figura 12. Citotoxicidade em células da linhagem MCF-10A expostas por 15 minutos ao AICIPc-NP nas
concentracdes: 0,25 pM; 0,5 uM; 1,0 pM; 2,0 M e irradiadas sob as densidades de energias: 0,48 J/cm?,
1,38 Jicm? e 3,82 J/lcm® Letras distintas denotam correlacdo estatisticamente significativa, p < 0,05. Os
dados estdo apresentados como média + E.P.M. para quintuplicata.

Considerando que as células da linhagem MCF-10A apresentaram um valor mais
elevado de incorporacdo do AICIPc-NP aos 30 minutos, foi realizada também um ensaio de
viabilidade celular ap6s 30 minutos de exposi¢do ao farmaco. Os resultados estdo expressos
na Figura 13. Nela, pode-se observar que o AICIPc-NP irradiado sob 0,48 J/cm? e 1,38 J/cm?
de densidades de energia induziu citotoxicidade em todas as concentragdes empregadas. No

entanto, essa toxicidade foi maior quando o AICIPc-NP era irradiado com 1,38 J/cm? de
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densidade de energia em comparacdo & irradiacio de 0,48 J/cm? em concentragdes de AICIPc-
NP menores que 1,0 pM.

A frequéncia de células vidveis sob tratamento com AICIPc-NP e irradiacdo de
densidade de energia de 0,48 J/icm? foi de 65,44%, 52,82%, 42,11% e 39,25% para as
concentragdes 0,25 puM, 0,5 uM, 1,0 uM e 2,0 uM, respectivamente. Para a irradiagéo de 1,38
Jlem?, a frequéncia de células viaveis foi de 34,44%, 32,21%, 34,68% e 32,33% nas
concentragdes 0,25 uM, 0,5 uM, 1,0 uM e 2,0 UM, respectivamente.
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Figura 13. Citotoxicidade em células da linhagem MCF-10A expostas por 30 minutos ao AICIPc-NP nas
concentracdes: 0,25 pM; 0,5 uM; 1,0 uM; 2,0 M e irradiadas sob as densidades de energias: 0,48 J/lcm® e
1,38 J/cm®. Letras distintas denotam correlagdo estatisticamente significativa, p < 0,05. Os dados estio
apresentados como média = E.P.M. para quintuplicata.

4.6. Perfil de morte celular induzido pela Terapia Fotodinamica mediada pelo
Aluminio-Cloro Ftalocianina associado ao copolimero poli(vinil metil éter-co-
anidrido maleico)

O perfil de morte celular induzido pela Terapia Fotodindmica mediada pelo Aluminio-
Cloro Ftalocianina associado ao copolimero poli(vinil metil éter-co-anidrido maleico) foi
determinado por meio do ensaio colorimétrico com alaranjado de acridina e brometo de etidio.
O resultado desse ensaio estd expresso na Figurald. Como mostrado nessa figura, a morte
celular induzida pelo AICIPc-NP apés irradiacdo sob densidade de energia de 0,48 J/cm? foi
ocasionada principalmente por apoptose em todas as linhagens celulares estudadas. A
frequéncia de morte celular foi de 51,33%, 43,03%, 53,33% e 40,67% para as linhagens 4T1,
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NIH/3T3, MCF-7 e MCF10A respectivamente, sendo deste percentual os valores de 35,67%,
29,67%, 38,33% e 32,33% para as frequéncias de células em apoptose para as mesmas
linhagens respectivamente.

Para a densidade de energia de 1,38 J/cm?, o principal tipo de morte celular induzido pelo
AICIPc-NP apds irradiacdo foi ocasionado por necrose em todas as linhagens celulares
analisadas. A frequéncia de morte celular foi de 84,33%, 81,03%, 82,33% e 71,33% para as
linhagens 4T1, NIH/3T3, MCF-7 e MCF10A respectivamente, sendo deste percentual os
valores de 73,01%; 72,02%; 72,66% e 62,67% para as frequéncias de células em necrose para

as mesmas linhagens respectivamente.
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Figura 14. Teste colorimétrico por Alaranjado de Acridina/Brometo de Etidio. Frequéncia de morte celular
por apoptose (preto) e necrose (branco) em células das linhagens 4T1, NIH/3T3 e MCF-7, expostas por 15
minutos ao AICIPc-NP, e sobre células da linhagem MCF-10A, ap6s exposic¢do por 30 minutos ao AICIPc-
NP, nas concentragdes: 0,31 uM; 0,63 uM; 1,80 uM e 0,46 pM respectivamente e irradiadas sob as
densidades de energias: 0,48 Jicm? e 1,38 J/cm® Subscritos (*) indicam correlacdo estatisticamente
significativa entre as varidveis e o grupo controle, e os subgrupos entre si, p < 0,05. Os dados estdo
apresentados como média = E.P.M. para triplicata.
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4.7. Fragmentacdo do DNA

A Figura 15 ilustra a frequéncia de fragmentacdo do DNA induzida pela TFD sobre as
células das linhagens 4T1, NIH/3T3 e MCF-7, ap6s 15 minutos de exposicdo ao AICIPc-NP,
e sobre a linhagem celular MCF-10A, apés 30 minutos de exposicdo ao farmaco, nas
concentragdes: 0,31 uM; 0,63 uM; 1,80 uM e 0,46 puM, e irradiacdo sob a densidade de
energia 0,48 J/cm® Como pode ser observado nessa figura, a TFD mediada por AICIPc-NP
irradiado sob densidade de energia de 0,48 J/cm? foi capaz de induzir fragmentagdo no DNA
de todas as linhagens celulares estudadas. A frequéncia de fragmentacdo do DNA foi de
55,95%, 37,34%, 46,77% e 32,11% para as linhagens 4T1, NIH/3T3, MCF-7 e MCF10A
respectivamente. O perfil de fragmentacdo do DNA foi mais elevado para as células das
linhagens tumorais em comparacdo as células das linhagens ndo-tumorais dentro de uma
mesma espécie.

Ja a TFD mediada pelo AICIPc-NP irradiado sob densidade de energia de 1,38 J/cm? néo
induziu fragmentacdo no DNA de nenhuma das linhagens celulares em relacdo ao grupo

controle.
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Figura 15. Frequéncia de fragmentacdo do DNA em células das linhagens 4T1, NIH/3T3 e MCF-7,
expostas por 15 minutos ao AICIPc-NP, e sobre células da linhagem MCF-10A, apds exposi¢do por 30
minutos ao AICIPc-NP, nas concentragdes: 0,31 uM; 0,63 uM; 1,80 uM e 0,46 UM respectivamente e
irradiadas sob as densidades de energias: 0,48 Jiem? e 1,38 Jlcm?. Letras distintas indicam correlacdo
estatisticamente significativa, p < 0,05. Os dados estdo apresentados como média + E.P.M. para triplicata.
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5. Discusséao

Os tratamentos convencionais existentes para o cancer de mama apresentam diversos
entraves e ocasionam efeitos colaterais, além de oferecer riscos de danos a tecidos sadios ou
erradicacdo incompleta das células malignas (NIH, 2011; Pautler & Brenner, 2010). Dessa
forma, esforcos tém sido dedicados na pesquisa de novos tratamentos que possam apresentam
maior especificidade contra as células tumorais e reduzir 0s aspectos negativos citados
anteriormente.

Nesse contexto, a Terapia Fotodindmica tem sido alvo de intensas pesquisas como
plataforma terapéutica no tratamento contra o cancer, principalmente devido a sua
especificidade e a sua seletividade (Robertson et al., 2009). Atualmente, diversos estudos
clinicos até a fase I, bem como a aplicacdo clinica da TFD, ja tem sido aprovados como
forma de tratamento e de alivio de sintomas em uma grande variedade de tumores malignos,
em que se inclui o cancer mamario (Dolmans et al., 2003; NCI, 2011; Yano et al., 2011).

A TFD tem como base a interacdo de trés componentes: fotossensibilizante, luz de
comprimento de onda especifico e oxigénio molecular. Nos dias de hoje, um grande nimero
de FS tem sido testado para aplicacdo na TFD, dentre eles destaca-se o Aluminio-Cloro
Ftalocianina. O AICIPc tem apresentado propriedades fotodindmicas com resultados
favoraveis para a aplicacdo em TFD (Maftoum-Costa et al., 2008). No entanto, sua elevada
hidrofobicidade, que conduz a um elevado estado de agregacdo e consequentemente a um
compromentimento de suas propriedades fotofisicas e fotoquimicas, gera impedimentos que
comprometem a eficicia de sua atuacdo (Allison et al., 2004; Maftoum-Costa et al., 2008).
Estratégias ja descritas para contornar esse entrave consistem na associa¢do da AICIPc a
formulagBes nanoestruturadas, como lipossomos e nanoparticulas poliméricas (Chatterjee et
al., 2008; Wong & Lee, 2011).

Os lipossomos sdo nanossistemas amplamente empregados no carreamento de FS para a
TFD. No entanto, dificuldades na associacdo do FS a esses compostos (Chatterjee et al., 2008)
conduzem a procura por outras alternativas, com destaque para as nanoparticulas poliméricas,
que tém apresentado propriedades favoraveis como potenciais carreadores de FS (Bechet et
al., 2008; Chatterjee et al., 2008).

Diante do exposto acima, Muehlmann (2011) conduziu o desenvolvimento de uma
formulacdo constituida de Aluminio-Cloro Ftalocianina associado ao copolimero PVM/MA,
AICIPc-NP. Essa formulacdo mostrou propriedades favordveis para a atuacdo como
fotossensibilizante de terceira geracdo com aplicacdo na TFD. No entanto, um FS para ser
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utilizado na TFD contra o cancer deve ser capaz de induzir danos a células tumorais. Além
disso, para ser classificado como ideal, é necessario que o FS ndo seja capaz de induzir
toxicidade na auséncia de luz. Desse modo, o presente trabalho teve como foco principal a
avaliacdo da eficacia do Aluminio-Cloro Ftalocianina associado ao PVM/MA como
fotossensibilizante a ser utilizado na Terapia Fotodinamica. Para tal, utilizou-se como modelo
células de linhagens murinas tumoral (4T1) e ndo-tumoral (NIH/3T3), e também células de
linhagens humanas tumoral (MCF-7) e ndo-tumoral (MCF-10A).

A escolha de linhagens celulares tumorais e ndo-tumorais foi devida principalmente ao
fato de que terapias contra o cancer devem idealmente promover a destruicdo das células
malignas e ndo exercer toxicidade em células sadias. As células MCF-7, mantém varias
caracteristicas do epitélio mamario e sdo bastante utilizadas em estudos de cancer de mama in
vitro que envolvem a avaliacdo dos efeitos anti-tumorais de diversos farmacos. Da mesma
forma, as células MCF-10A, originarios da linhagem n&o-tumoral de mama, também séo
bastante empregadas em estudos de citotoxicidade de substéncias terapéuticas. Estas células
permitem a identificacdo e a avaliacdo de eventos celulares e moleculares existentes na
interacdo célula-farmaco, o que é de grande relevancia clinica. Ja o emprego das linhagens
celulares murinas deveu-se a perspectiva de posteriores estudos in vivo com esse farmaco a
serem conduzidos em camundongos.

Como os resultados do estudo de incorporagéo conduzido por Muehlmann (2011) em
microscopia confocal, mostraram que o AICIPc-NP € incorporado e distribui-se apenas no
citoplasma de células da linhagem 4T1, fez-se necessario a verificacdo do periodo de tempo
em que as células eram capazes de incorporar esse composto antes da determinacdo da
eficacia do AICIPc-NP como FS a ser utilizado na TFD. Dessa forma, o primeiro passo deste
estudo consistiu na caracterizacdo do perfil de incorporacdo do fotossensibilizante AICIPc-NP
por células tumorais e ndo-tumorais. Uma vez que o AICIPc é capaz de emitir fluorescéncia
em comprimento de onda de 688 nm (Muelhmann, 2011), o perfil de incorporagdo do
AICIPc-NP foi determinado indiretamente tendo como base o espectro de emissdo de
fluorescéncia do AICIPc. Essa etapa é de grande importancia em estudos toxicoldgicos, pois
fornece evidéncias da interacdo nanoparticula—célula, em que toda a maquinaria intracelular
encontra-se exposta a um componente externo nanoestruturado (Marquis et al., 2009).

Os resultados dessa primeira etapa mostraram que o AICIPc-NP é incorporado tanto por
células tumorais como por ndo-tumorais. No entanto, aos 60 minutos de avaliagdo, os niveis
de incorporacdo se mostraram mais elevados nas células tumorais em comparagdo as nédo-

tumorais. Essa diferenca pode ser consequéncia da maior atividade metabolica e de endocitose
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das células malignas. Trabalhos anteriores j& reportaram resultados semelhantes em relacgao as
diferengas de captacdo de nanoparticulas entre células tumorais e ndo-tumorais (Konan-
Kouakou et al., 2005; Xing et al., 2010; Muehlmann, 2011).

Outro resultado importante a ser destacado é que em nenhuma das linhagens celulares foi
verificada a incorporacdo de toda a quantidade de farmaco presente no meio. Essa diferenca
foi cerca de 60% entre os picos mais elevados de incorporacdo apresentados por todas as
linhagens celulares em relacdo ao grupo controle positivo. Esse limite maximo imposto pelas
células para a captacdo do AICIPc-NP ja foi mostrado anteriormente por Muehlmann (2011).
O autor mostrou a diminuicdo na incorporacao do farmaco a partir de 60 minutos de avaliacéo.

O ensaio seguinte deste estudo consistiu na avaliacdo do efeito do feixe de luz a ser
utilizado para ativar o AICIPc-NP. Este teste € importante, pois para serem classificados como
adequados para aplicacdo em TFD, tanto o fotossensibilizante quanto a luz de comprimento
de onda especifico devem necessariamente ser indcuos quando isolados e capazes de induzir
efeitos toxicos a tecidos e células-alvo somente quando combinados (Dolmans et al., 2003;
Robertson et al., 2009). Diante disso, a fonte de luz ideal ndo deve por si s, ou seja, ha
auséncia do farmaco fotossensibilizante, ser citotoxica. Assim, ensaios experimentais somente
com a incidéncia de irradiacdo luminosa tém como objetivo a avaliacdo da capacidade
citotoxica da fonte de laser, e assim, determinar a possibilidade da fonte de luz apresentar
propriedades ideais para sua aplicacdo na TFD.

O AICIPc apresenta faixa de absorcdo espectral entre 650-850 nm (Allison et al., 2004)
com pico maximo de absorcdo na faixa de comprimento de onda de 678 nm (Muehlmann,
2011). Desse modo, foi empregada uma fonte emissora de laser de comprimento de onda de
670 nm, capaz de ativar o0 FS préximo ao seu pico maximo de absor¢do. Como o esperado, 0s
resultados dos ensaios experimentais mostram que somente o feixe de laser ndo foi capaz de
induzir reducdo significativa nas taxas de sobrevida nas células das linhagens tratadas, tanto
nas tumorais como nas n&o-tumorais, em densidades de energia crescentes até 34,39 J/cm?
(Figura 5). Conforme ja demonstrado em outros estudos, sistemas de laser de baixa poténcia,
ndo apresentam potencial nocivo a tecidos biolégicos (Stoker, 2005).

Além da caracteristica mencionada acima, o comprimento de onda de 670 nm do feixe de
luz empregado compreende a faixa espectral correspondente a comprimentos de onda longos
de baixa excitacdo. Esse espectro de 670 nm pertence também a faixa 6tima de absorcéo da
janela odptica dos tecidos bioldgicos para aplicacdo em TFD, em que ocorre 0 minimo de

desvio dptico devido a baixa absor¢do de luz por croméforos tissulares. Essas observacfes sao
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indicativas da adequacdo de caracteristicas fisicas ideais da fonte de luz para o emprego na
Terapia Fotodindmica.

A etapa seguinte deste estudo envolveu a avaliacdo da possibilidade de inducdo de
toxicidade do copolimero PVM/MA sobre células tumorais e ndo-tumorais. Uma vez que o
copolimero encontra-se associado a AICIPc e o perfil de incorporacdo do AICIPc-NP foi
determinado indiretamente tendo como base o espectro de emissdo de fluorescéncia do
AICIPc, infere-se que o PVM/MA foi também incorporado pelas células das diferentes
linhagens. Dessa forma, ao encontrar-se incorporado pelas células, é essencial que haja uma
avaliacdo dos possiveis efeitos deletérios desse composto.

O tempo de 15 minutos foi escolhido para a incubagdo com o PVM/MA pois, de acordo
com o perfil de incorporacéo, foi um periodo em que ja havia a constatacdo de incorporacao
do farmaco pelas células. Os resultados mostraram que o PVM/MA em nenhuma das
concentracbes empregadas foi toxico para as quatro linhagens celulares estudadas. Esse
resultado esta de acordo com achados anteriores, em que estudos mostraram que o PVM/MA
induz baixa toxicidade em células da mucosa oral. Essa incapacidade de induzir toxicidade é
interessante ao ser considerado o fato de esse copolimero ser amplamente utilizado na
indUstria farmacéutica como adesivo dentério, na preparagdo de emplastros transdermais e na
producdo de dentifricios e enxaguatdrios bucais (Arbos et al., 2002; Irache et al., 2005; Dibart
& Zhang, 2011).

Apbs a confirmacdo de que o copolimero PVM/MA era in6cuo as células de todas as
linhagens, o proximo passo consistiu na averiguacdo da capacidade de inducdo de toxicidade
do AICIPc associado ao PVM/MA sobre células tumorais e ndo-tumorais em auséncia de luz,
e dessa forma, determinar se o AICIPc-NP seria capaz de induzir toxicidade de forma
independente.

O AICIPc-NP na auséncia de luz mostrou-se citotoxico apenas em concentracdes a partir
de 4,0 uM, e mesmo assim, somente para as células das linhagens murinas 4T1 e NIH/3T3. A
auséncia de toxicidade nas linhagens humanas MCF-7 e MCF-10A em nenhuma das
concentracdes do AICIPc-NP pode estar relacionada ao fato de essas células provavelmente
ndo terem passado por nenhuma divisdo celular, enquanto que as células murinas podem ter
passado por uma ou duas divisbes, as células murinas em cultura se dividem
aproximadamente a cada 12h, enquanto as células humanas se dividem aproximadamente a
cada 25h. Assim, considerando que células em divisdo ndo apresentam membrana nuclear, o

que facilitaria a entrada do farmaco no nucleo, podendo gerar danos no DNA que por nao
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serem reparados, induziriam as células & morte. Dados da literatura mostram que células com
maior indice proliferativo sdo mais susceptiveis a acéo de drogas (Ren et al., 2011).

A maior sensibilidade ao farmaco mostrada pelas células da linhagem NIH/3T3 em
comparacdo as da linhagem 4T1 em concentracdes do farmaco acima de 2,0 uM, pode estar
relacionada a maior instabilidade genética apresentada pela linhagem tumoral. A elevada
instabilidade genética é uma das caracteristicas marcantes de células tumorais (Lord &
Ashworth, 2012; Lozy & Karantza, 2012). Enquanto que células sadias sdo capazes de
identificar e reparar danos, ou mesmo impedir a propagacao de erros no material genético, as
células tumorais tém como caracteristica a incapacidade de reparar esses erros, acumulando
mutacdes ao longo do tempo. Assim, devido a maior instabilidade genética, algumas das
células da linhagem 4T1 poderiam ter mecanismos de morte celular inativados, enquanto que
as células da linhagem NIH/3T3 dispararam esses mecanismos para impedir a propagacéo de
erros. Dessa forma, a frequéncia de células vivas seria maior em células da linhagem 4T1 em
comparacao as células da linhagem NIH/3T3. Vale ressaltar que células tumorais sempre
encontram uma maneira de se esquivar da morte e sobreviverem, elas sdo focadas a exercerem
uma unica funcéo, a de simplesmente se multiplicarem (Weinberg, 2008).

Como citado anteriormente, para ser utilizado em TFD, um fotossensibilizante deve
necessariamente ser indcuo e somente induzir efeitos toxicos a tecidos e células-alvo quando
irradiado. Desse modo, como os resultados dos ensaios de toxicidade com o AICIPc associado
ao PVM/MA mostraram que o AICIPc-NP néo foi tdxico nas concentragcdes de 0,25 uM; 0,5
uM; 1,0 uM e 2,0 uM em nenhuma das quatro linhagens analisadas, decidiu-se que nos
ensaios da Terapia Fotodindmica utilizaria-se o farmaco nessas concentra¢cbes. Da mesma
forma, como o0s ensaios experimentais somente com o feixe de laser mostraram que o laser
por si s6, mesmo incidindo na maior densidade de energia empregada, 34,39 J/cm? nio
ocasionou citotoxicidade nas células tumorais nem nas ndao-tumorais, decidiu-se também pelo
emprego da densidade de energia mais baixa desse teste, 3,82 J/cm? a ser utilizada para a
aplicacédo da Terapia Fotodinamica. Como os testes com irradiagdo nessa densidade de energia
mostraram que a TFD mediada por AICIPc-NP sobre as células de todas as linhagens foi
capaz de induzir citotoxicidade nas concentracbes do farmaco abaixo de 2,0 uM, foram
realizados ensaios de viabilidade celular utilizando-se também a irradiacio de 0,48 J/icm? e
1,38 J/cm? de densidades de energia.

Os resultados da Terapia Fotodindmica mediada por AICIPc-NP sobre as células das
linhagens murinas 4T1 e NIH/3T3 mostraram que esse farmaco quando irradiado foi capaz de

induzir toxicidade em celulas dessas duas linhagens em todas as densidades de energia
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empregadas. No entanto, essa toxicidade se mostrou menos elevada quando as concentragdes
eram menores que 1,0 uM e a densidade de energia era de 0,48 J/cm?. Estes dados mostram-
se coerentes com estudos anteriores, em que o grau de fototoxicidade da TFD € dependente,
entre outros fatores, tanto da concentracdo do fotossensibilizante quanto da dosimentria de
energia da irradiagdo luminosa empregada (Firczuk et al., 2011; Frost et al., 2011).

Um ponto importante a ser mencionado é que mesmo que a maior instabilidade genética
apresentada pela linhagem tumoral possa Ihe ter proporcionado uma sobrevivéncia maior do
que a apresentada pelas células ndo tumorais frente ao tratamento com altas concentracdes de
AICIPc-NP ndo irradiado, isso ndo ocorreu quando as células tumorais foram expostas as
espécies reativas de oxigénio geradas pela irradiacdo luminosa sobre o AICIPc-NP em baixas
concentracdes. Nesse caso, a linhagem ndo-tumoral € a que apresentou maior frequéncia de
células vivas quando comparadas as tumorais. Outro ponto importante a salientar é que,
dentre as células vivas detectadas apos a TFD mediada por AICIPc-NP nessas duas linhagens
celulares pode existir uma quantidade de células resultante de divisdes mitéticas das células
que sobreviveram inicialmente ao tratamento, pois essas células apresentam divisdo celular
aproximadamente a cada 12h. Desse modo, é plausivel acreditar que a concentracdo de células
mortas inicialmente pode ter sido maior do que o detectado. Assim, seria interessante a
avaliacdo da viabilidade celular em espacos de tempo menores que 24h ap6s a TFD mediada
por AICIPc-NP.

Em relacdo as células das linhagens humanas, as células tumorais e ndo-tumorais
mostraram respostas diferentes frente a TFD mediada por AICIPc-NP sob as mesmas
condigdes. Nas celulas tumorais MCF-7, a TFD foi capaz de induzir toxicidade em todas as
densidades de energia empregadas, e essa toxicidade se mostrou mais elevada quando as
células eram expostas a concentra¢es do farmaco maiores que 1,0 UM para a densidade de
energia de 0,48 J/cm? e para todas as concentracdes abaixo de 2,0 UM para as densidades de
energias de 1,38 J/lcm? e 3,82 J/cm? em comparacdo com os demais. J4 para as células néo-
tumorais MCF-10A, quando o AICIPc-NP foi irradiado com densidade de energia de 0,48
Jlcm?, a toxicidade ocasionada pela TFD néo foi significativa para promover morte celular em
todas as concentragOes testadas com 15 minutos de exposicdo nessa linhagem. Esses dados
mostram que células humanas nédo-tumorais podem ser mais resistentes a TFD mediada pelo
AICIPc-NP em comparacéo as células ndo-tumorais. Diferentemente das células murinas, 4T1
e NIH/3T3, as células humanas se dividem aproximadamente a cada 25 horas, assim as
células vivas detectadas nas linhagens MCF-7 e MCF-10A muito provavelmente sdo as

mesmas que foram submetidas & TFD mediada por AICIPc-NP. E possivel que a maior
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instabilidade genética apresentada pela linhagem tumoral tenha conduzido as células da
linhagem MCF-7 a uma sensibilidade mais elevada, em comparagdo a linhagem n&o-tumoral
MCF-10A, a danos ocasionados por espécies reativas moleculares dependentes de oxigénio
gerados por meio da aplicacdo da irradiacdo luminosa sobre o AICIPc-NP.

Por outro lado, o ensaio que determinou o perfil de incorporagdo do AICIPc-NP pelas
quatro linhagens celulares mostrou um valor mais elevado de internalizacdo do farmaco aos
30 minutos, em comparacdo ao observado nos primeiros 15 minutos. Assim, a menor
sensibilidade a TFD mostrada pelas células humanas ndo-tumorais em relagcdo as tumorais
pode também ser devido a menor quantidade de farmaco disponivel dentro das células. Por
isso, resolveu-se realizar um ensaio em que as células MCF-10A eram submetidas a TFD
apos 30 minutos de exposicdo ao AICIPc-NP sob as mesmas condi¢bes de irradiacédo
luminosa dos ensaios de viabilidade celular apds 15 minutos de exposicdo ao AICIPc-NP.

Os resultados mostraram que a frequéncia de células vivas foi menor comparada ao
mesmo tratamento apds exposi¢do ao farmaco por 15 minutos. Essa toxicidade foi menos
pronunciada em concentracdes menores que 1,0 M e em densidade de energia de 0,48 J/cm?
em comparacdo com a densidade de energia de 1,38 J/cm®. Novamente os resultados sugerem
a possibilidade de que a toxicidade promovida pela TFD mediada por AICIPc-NP seja
dependente tanto da concentracdo de farmaco quanto da dose de energia aplicada. Esses
resultados estdo de acordo com a literatura, em que estudos anteriores apontaram a associacao
entre 0 aumento da captacdo de farmaco com o aumento dos efeitos citotoxicos (Allouni et al.,
2012).

As diferencas encontradas nos resultados de viabilidade para cada linhagem celular
descritos neste estudo corroboram achados da literatura. Como revisto por Mroz et al. (2011),
linhagens celulares distintas quando expostas ao mesmo farmaco e sob as mesmas condicdes
de irradiacdo luminosa podem apresentar respostas diversas a TFD. Essas diferencas se
refletem inclusive no mecanismo de morte celular induzido pela TFD, ou seja, ndo ha apenas
um unico caminho capaz de conduzir a morte celular por meio dessa terapia. A TFD pode
conduzir a trés diferentes formas de morte celular: apoptose, necrose e autofagia (Firczuk et
al., 2011; Mroz et al., 2011).

A apoptose é um complexo mecanismo de morte celular programada que pode ser ativada
por receptores de morte ou por liberagdo de citocromo ¢ na mitocéndria. Ambos o0s eventos
conduzem a ativagdo de caspases, que sdo as principais enzimas envolvidas no processo que
de ativacdo da apoptose, que levam a clivagem de substratos celulares (Agostini et al., 2011,

Rufini & Melino, 2011). A necrose € uma forma répida de degeneracgéo celular, geralmente
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causada por danos fisicos ou quimicos e estd associada a um processo de morte ndo
programado (Mroz, 2011). Ja a autofagia € um mecanismo catabdlico celular que envolve a
degradacéo lisossomal de organelas celulares e de proteinas. Esse processo permite o balanco
entre a sintese, a degradacéo e a reciclagem de produtos celulares (Lozy & Karantza, 2012).

Diante da capacidade de inducdo de morte celular promovida pela Terapia Fotodindmica
mediada pelo AICIPc-NP, e como os resultados mostrados anteriormente sugerem que a TFD
mediada pela AICIPc-NP pode ser dependente da concentracdo de FS e da dosimetria de
energia da irradiacdo luminosa empregada, foram realizados ensaios para a determinagdo do
mecanismo de morte celular associado a esse novo farmaco. As concentracdes referentes a
LCso para cada linhagem celular foram escolhidas para este ensaio, pois permitiam uma
quantidade de células vivas ou em processo de morte celular suficientes para a determinacao
dos mecanismos de morte celular.

Os resultados mostraram que para todas as linhagens celulares, a morte celular induzida
pelo AICIPc-NP apés irradiagdo sob densidade de energia de 0,48 J/cm? foi ocasionada
principalmente por apoptose. Ja sob a densidade de energia de 1,38 J/cm?, o principal tipo de
morte celular induzido pelo AICIPc-NP ap6s irradiacdo foi ocasionado por necrose em todas
as linhagens celulares. Esses resultados estdo de acordo com diversos estudos anteriores que
mostram a apoptose como mecanismo de morte celular prevalente para baixas doses de
energia, e a necrose como o tipo associado a altas doses de energia em tratamentos com 0 uso
da Terapia Fotodindmica (Ichinose et al., 2006; Robertson et al., 2009).

Como algumas células vivas detectadas tanto na linhagem 4T1 como na linhagem
NIH/3T3 podem ser resultantes de divisGes mitdticas de celulas que sobreviveram
inicialmente ao tratamento, o mecanismo de morte celular por apoptose sob a densidade de
energia de 0,48 J/cm? pode ser explicado pelo acimulo de erros no material genético da
geracdo de células resultantes da duplicacdo da geracdo inicial de células sobreviventes ao
tratamento. Possivelmente, as células das linhagens 4T1 e NIH/3T3 que inicialmente
sobreviveram a TFD mediada pelo AICIPc-NP, reuniram alteracdes no material genético que
foram transferidas para as células-filhas subsequentes. Essa segunda geracdo de células pode
ter apresentado um excesso de erros genéticos além da possibilidade de reparacdo e de
proliferacédo, o que resultou na ativacéo do processo de morte celular por apoptose.

Em relacdo as células da linhagem humanas MCF-7 e MCF-10A, como as células vivas
detectadas fazem parte da mesma populacdo que foi submetida & TFD mediada por AICIPc-
NP, uma vez que as células dessas linhagens apresentam ciclo celular entorno de 29h e 25h

respectivamente, o mecanismo de morte celular por apoptose sob a densidade de energia de
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0,48 J/cm? pode ser explicado pela tentativa dessas células em reparar os danos ocasionados
pelo tratamento.

Como estudos anteriores relataram a possibilidade de a autofagia ser ativada como
mecanismo inicial de resgate (Mroz et al., 2011), é possivel que nas células das linhagens
MCF-7 e MCF10A esse mecanismo tenha sido acionado inicialmente. No entanto, a
quantidade de danos era entdo robusta que o reparo ndo foi mais possivel, e dessa forma, a
apoptose foi desencadeada, pois danos além da possibilidade de reparo induzem ao
mecanismo de apoptose (Weinberg, 2008; Wlodkowic et al., 2011).

Os resultados da morte celular ocasionada principalmente por necrose para a densidade de
energia de 1,38 J/cm? é corroborada por achados na literatura, em que a Terapia Fotodinamica
em altas doses de energia é primariamente associada ao mecanismo de morte celular por
necrose. Uma explicacdo discutida no trabalho de Mroz (2011) para a ocorréncia de necrose,
consiste na possibilidade de que proteinas que participam tanto dos processos de autofagia
como nos de apoptose possam ter sido imediatamente destruidas pela TFD, ocasionando
quebra da integridade celular e conduzindo a necrose.

Por outro lado, outra sugestdo dada baseia-se na caréncia de oxigénio no meio intracelular,
uma vez que a TFD induz a elevada producédo de espécies reativas de oxigénio, essa molécula
pode ter sido altamente consumida durante as reagdes para a formacdo de ROS. Tanto a
apoptose como a autofagia sdo mecanismos de morte celular que dependem da
disponibilidade de energia, ATP, na célula (Bernstein et al., 2002; Kang et al., 2012). Dessa
forma, a falta de um dos reagentes principais do processo de geracdo de ATP, o oxigénio
molecular, induzida pela TFD, pode ter conduzido a célula ao mecanismo de morte celular
por necrose.

Uma das caracteristicas mais marcantes na distin¢ao entre a morte celular por apoptose ou
por necrose consiste no perfil de fragmentacdo do DNA. Além disso, a frequéncia de danos ao
DNA pode ser relacionada também a instabilidade cromossémica, em que células
cromossomicamente instaveis possivelmente apresentam maior frequéncia de quebras, uma
vez que essa alteracdo consiste no primeiro passo para rearranjos cromossémicos (Morgan et
al., 2002). Dessa forma, foi realizado um ensaio para a determinacdo do perfil de
fragmentacdo do DNA de modo a servir de comparacdo aos dados obtidos em experimentos
anteriores para os mecanismos de morte celular associado a TFD mediada por AICIPc-NP e
para a deteccdo de instabilidade cromossomica.

Como os resultados apontaram para uma intensa fragmentagdo do DNA somente em

células submetidas ao tratamento sob densidade de energia de 0,48 Jicm? esses dados
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corroboram com os resultados obtidos para a avaliacdo do perfil de morte celular ocasionada
pela TFD mediada por AICIPc-NP. A degradacdo precoce do genoma € uma das
caracteristicas marcantes do processo de morte celular programada, a apoptose (Lecoeur,
2002; Rufini & Melino, 2011). Ja quando ocorre a morte celular por necrose, de forma geral,
pouca ou nenhuma fragmentacdo do DNA é verificada (Kressel & Groscurth, 1994; Krysko et
al., 2008). Dessa forma, a auséncia de fragmentacdo do DNA observada nas células expostas
a densidade de energia de 1,38 J/cm? de irradiacdo luminosa pode ser associada a morte
celular por necrose, enquanto que a elevada fragmentacdo do DNA nas células expostas a
menor densidade de energia pode ser relacionada a morte celular por apoptose.

Vale ressaltar que o perfil de fragmentagdo do DNA mais elevado verificado para as
células das linhagens tumorais em comparacéo as células das linhagens ndo-tumorais, dentro
de uma mesma espécie, pode ser devido a maior instabilidade genética apresentada pelas
células malignas. Como pode ser notado, mesmos 0s grupos controle tanto das células da
linhagem 4T1 como da linhagem MCF-7 mostraram fragmentagdo mais intensa em
comparacdo aos grupos controles das células das linhagens ndo-tumorais. Dessa forma, essa
instabilidade genética pode ter conduzido a maior frequéncia de fragmentacdo do material
genético em células tumorais em comparacdo as ndo-tumorais quando estas células ndo eram
submetidas a Terapia Fotodindmica.

Diante do exposto acima, é plausivel acreditar que os resultados obtidos neste estudo,
guando somados a outros da literatura, sdo promissores e oferecem a perspectiva de que o
AICIPc-NP seja empregado como fotossensibilizante na Terapia Fotodindmica contra o
cancer de mama. Além disso, sugere-se que estudos futuros a serem conduzidos in vivo com
esse farmaco poderdo reforcar a eficacia do AICIPc-NP como fotossensibilizante a ser

utilizado na TFD, além de contribuir para a melhor elucidacdo de seus mecanismos de acao.
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. Conclusoes

Com base nos resultados obtidos neste estudo, € plausivel concluir que:

as células das linhagens 4T1, NIH/3T3, MCF-7 e MCF-10A incorporam o AICIPc-NP
a partir de cinco minutos de exposicao ao farmaco;

0 copolimero PVM/MA néo associado ao fotossensibilizante AICIPc, ndo é citotoxico
em nenhuma das concentracbes empregadas para as quatro linhagens celulares
estudadas;

0 AICIPc-NP ndo irradiado ndo se mostrou citotéxico para células de linhagens
humanas, mas citotoxico para células das linhagens murinas somente em
concentracdes maiores ou iguais a 4,0 uM;

a Terapia Fotodindmica mediada pelo AICIPc-NP induziu citotoxicidade em todas as
concentracdes utilizadas sob todas as densidades de energia empregadas nas células
das linhagens murinas e nas células da linhagem tumoral humana. Para a linhagem
humana ndo-tumoral, a TFD mediada pelo AICIPc-NP mostrou-se mais eficaz apos
exposicdo das células por 30 minutos ao farmaco;

a Terapia Fotodinamica mediada pelo AICIPc-NP em densidade de energia de 0,48
Jlcm? induz morte celular por apoptose, enquanto que na densidade de energia de 1,38
Jlcm? induz morte celular por necrose;

a Terapia Fotodindmica mediada pelo AICIPc-NP induz fragmentacdo no DNA

somente na densidade de energia de 0,48 J/cm?.
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