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Resumo

A nanobiotecnologia, que aplica técnicas, principios bioldgicos e nanotecnoldgicos para
melhorar a compreensdo e transformacéo dos biossistemas, € oferecida como proposta de
inovacdo tecnoldgica para tratamento do cancer. Dentre os avancos da nanobiotecnologia
nos diversos setores do campo da salde, destacam-se aqueles aplicados a terapia
fotodindmica (TFD), modalidade terapéutica minimamente invasiva e cujo uso é
clinicamente aprovado para o tratamento de diferentes tipos de doencas oncoldgicas e ndo
oncoldgicas. A TFD é capaz ndo apenas de destruir o tumor devido a sua toxicidade direta
as células cancerosas, mas também de causar infarto do tecido canceroso por destruir a
microvasculatura tumoral, bem como por ativar o sistema imunitario contra antigenos
tumorais. Diante disso, o objetivo principal deste estudo foi avaliar a inducdo de morte
celular imunogénica (MCI) causada pela TFD mediada por nanoemulsdo com cloreto de
aluminio-ftalocianina (TFD-NE-AIFtCI) em células de cancer de mama murino in vitro e
in vivo. Para tanto, foi realizada a producdo de um novo lote da NE-AIFtCI, que foi
caracterizado e teve a estabilidade para suas prorpiedades coloidais, fotofisicas e fisico-
qguimica avaliada. Concomitantemente aos testes de estabilidade, a NE-AIFtCL foi
utilizada para avaliacdo do perfil de internalizacdo pelas células 4T1, bem como para a
avaliacdo de qual via de endocitose estava sendo utilizada para internalizacdo, além da
investigacdo de sua colocalizacdo subcelular. Ap6s a avaliagdo dos perfis de
internalizacdo, da via endocitica e da colocalizacdo, as células 4T1 foram submetidas a
diferentes protocolos da TFD-NE-AIFtCI, variando os tempos e doses de energia (J/cm?).
As células 4T1 foram avaliadas quanto a via de morte desencadeada pela exposicao a
TFD-NE-AIFtCI. Foi verificada também a emissdo de padrées moleculares associados a
dano (DAMP) —HSP70, HSP90, Calreticulina, HMGBL e IL-1p—, fator-chave para a
inducdo de morte celular imunogénica (MCI). Por fim, apds a avaliacdo dos perfis de
liberacdo desses DAMP, as células pré-tratadas com TFD-NE-AIFtCI foram utilizadas
como vacina em camundongos da espécie Balb-C a fim de verificar a ativacdo de uma
resposta antitumoral. Para tanto, apds as vacinacdes, 0s animais foram submetidos ao
enxerto de células 4T1 viéveis, e monitorados quanto ao surgimento de tumor, volume
tumoral e sobrevida durante todo experimento. O tempo de 15 minutos foi suficiente para
identificacdo do FS AIFtCI dentro das células 4T1 e essa internalizacdo foi dependente
de caveolinas. Os resultados obtidos quanto a internalizacdo e a colocalizacao subcelular
do FS AIFtClI nas organelas nucleo, lisossomos, mitocondrias e no reticulo
endoplasmatico (RE) demonstraram diferencas na retencao do FS AIFtCI. Sendo que, 0s
tempos de 15, 30 e 45 minutos apresentaram uma maior quantidade de FS AIFtCI nas
organelas supracitadas, quando comparados como os tempos de 60, 120 e 240 minutos.
Os diferentes protocolos da TFD-NE-AIFtCI aplicados nas células foram eficazes quanto
a diminuicdo da viabilidade das células 4T1. Vale ressaltar ainda que a medida em que o
tempo e a dose de energia foram variados, houve variagdo do perfil de morte e da via de
morte ocasionada (apoptose/necrose). Os tratamentos com TFD-NE-AIFtCI 9,01 nM 25
J/icmz? apresentaram maior perfil de apoptose, o que refletiu numa maior emissédo de
DAMP: HSP70, HSP90, Calreticulina, HMGB1 e IL-1B, quando comparados com 0s
demais protocolos. Esses resultados apresentados pelo tratamento com TFD-NE-AIFtCI
9,01 nM 25 J/cm? se refletiram também, na avaliag&o in vivo, sendo verificada uma maior
resisténcia dos animais quanto ao surgimento do tumor, a apresentacdo de menores
volumes tumorais e maior sobrevida. Contudo, o presente estudo conclui que os diferentes
protocolos de TFD-NE-AIFtCl aplicados as células 4T1 foram capazes de fazer a emissédo
dos DAMP — sendo esse requisito chave para acdo de uma ativacdo de MCI e uma
ativacdo antitumoral — porém, essas emissdes ocorreram de formas diferentes mediante
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as alteracOes de tempo de dose de energia. Conclui-se também que a aplicacdo da TFD-
NE-AIFtCI 9,01 nM 25 J/cm?2 mais branda demonstrou melhores resultados quanto ao
surgimento e desenvolvimento do tumor, além de apresentaremm uma maior taxa de
sobrevida.

Palavras-chave: Nanobiotecnologia. Apoptose. Padrées Moleculares Associados a
Danos. Morte Celular Imunogénica.



Abstract

Nanobiotechnology, which applies techniques, biological principles and
nanotechnologies that improve the understanding and transformation of biosystems, is
offered as a proposal of technological innovation for the treatment of cancer. Among the
advances in nanobiotechnology in the various sectors of the health field, the most
important are those applied to photodynamic therapy (PDT), a minimally invasive
therapeutic modality and whose use is clinically approved for the treatment of different
types of oncological and non-oncological diseases. PDT is capable not only of destroying
the tumor due to its direct toxicity to the cancer cells but also by causing infarction of the
cancerous tissue by destroying the tumor microvasculature as well as by activating the
immune system against tumor antigens. Therefore, the main objective of these studies
was to evaluate the induction of immunogenic cell death (ICD) of nanoemulsion-
mediated PDT with aluminum chloride-phthalocyanine (PDT-NE-AIFtCI) in murine
breast cancer cells in vitro and in vivo. For this, the production of a new batch of NE-
AIFtCI was carried out, which was characterized and had its stability for its colloidal,
photophysical and physicochemical properties evaluated. In parallel to the stability tests,
NE-AIFtCL was used to evaluate the internalization profile by 4T1 cells, as well as to
evaluate which pathway of endocytosis was being used for internalization, and to evaluate
its subcellular colocalization. After the evaluation of the internalization profiles, the
endocytic pathway and colocalization, the 4T1 cells were submitted to different protocols
of the PDT-NE-AIFtCI, varying the time and energy doses (J/cm2). 4T1 cells were
evaluated for the path of death triggered by exposure to PDT-NE-AIFtCl. DAMPs—
HSP70, HSP90, Calreticulin, HMGBL1 and IL-18—, a key factor for the induction of
immunogenic cell death (ICD), were also verified. Finally, after evaluation of the release
profiles of these DAMPs, cells that we pretreated with PDT-NE-AIFtCI were used as
vaccine in mice of the Balb-C species in order to verify the activation of an antitumor
response. To do this, after the vaccinations, the animals were submitted to the grafting of
viable 4T1 cells and monitored for appearance of tumor, tumor volume and survival
throughout the experiment. The time of 15 minutes was sufficient for identification of the
FS AIFtCI within the 4T1 cells and this internalization was dependent on caveolinas. The
results obtained on the internalization and the subcellular colocalization of FS AIFtCI in
the nucleus, lysosomes, mitochondria and in the endoplasmic reticulum (ER) showed
differences in the retention of FS AIFtCI. The times of 15, 30 and 45 minutes showed a
higher amount of FS AIFtCI in the aforementioned organelles when compared with the
times of 60, 120 and 240 minutes. The different protocols of PDT-NE-AIFtCI applied in
cells were effective in decreasing the viability of the 4T1 cells. It is worth noting that as
time and energy dose were varied, there was variation of the death profile and of the way
of death (apoptosis / necrosis). Treatments with 9.01 nM PDT-25 J/cm? had a higher
apoptosis profile, which reflected in a higher emission of DAMPs: HSP70, HSP9O,
Calreticulin, HMGB1 and IL-1p, when compared to the other protocols. These results
presented by the treatment with PDT-NE-AIFtCI 9.01 nM 25 J /cm? also reflected in the
in vivo evaluation, which demonstrated a greater resistance of the animals regarding the
appearance of the tumor, the presentation of smaller tumor volumes and greater survival
rates. However, the present study concludes that the different PDT-NE-AIFtCI protocols
applied to the 4T1 cells were able to make the DAMPs emission — this being a key
requirement for the action of ICD activation and antitumor activation —; it is worth
mentioning that these emissions occurred in different ways regarding modification in time
and energy doses. It was also concluded that the application of the milder 9,01 nM 25 J/



cm? PDT-NE-AIFtCl demonstrated better results regarding the occurrence and
development of the tumor, besides presenting better survival rates.

Keywords: Nanobiotechnology. Apoptosis. Molecular Patterns Associated with
Damage. Immunogenic Cell Death.
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1 Introducéo

1.1 Cancer

A enfermidade cancer € oriunda de desordens celulares desencadeadas por
alteracbes no material genético de varios tipos celulares. Essas alteracBes podem ser
desencadeadas por fatores genéticos, epigenéticos e/ou ambientais. Uma vez iniciada essa
diferenciacdo celular e a promocdo da doenca, as células cancerosas, também

denominadas de células neoplasicas, comegam a se proliferar de forma descontrolada 3.

Os principais fatores de risco para o aparecimento de células cancerosas estdo,
em sua maioria, relacionados ao ambiente e a habitos. De acordo com INCA 2018, os
principais fatores de risco relacionados ao surgimento do cancer geralmente estdo
relacionados a exposi¢do aos principais fatores carcinogénicos representado na Figura 1.
Fatores de risco podem ser ambientais ou genéticos (hereditario). O meio ambiente
responsabiliza por cerca de 90% da transformacdo de células normais em células
neoplasicas. Tranformacdes essas que podem ser desencadeadas pelo excesso a exposi¢do
aos raios ultravioleta (UV); méa alimentacdo (ex.: frituras); uso de alcool em excesso e
regularmente; tabagismo; exposicdo a agentes quimicos e radioativos e etc. J& 0s outros
10% restantes estdo relacionadas hereditariedade, ou seja, historico familiar do mesmo

tumor.
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Figura 1: Principais fatores de risco para o surgimento do cancer. UV - ultravioleta.



Evitar a exposicao a esses fatores de risco ajuda a dificultar que as células
normais do organismo passem por mutacdes que podem torna-las células cancerosas®.
Porém, se isso ocorrer, da-se inicio & multiplicacdo descontrolada dessas células
neoplésicas e consequentemente a formagdo de uma massa tumoral. Tumores podem se
apresentar de duas maneiras: como uma massa tumoral do tipo benigna ou como uma

massa tumoral do tipo maligna (Figura 2) 2.

A) Neoplasina Benigna B) Neoplasina Maligna

Figura 2: Representacdo dos tipos de massa tumoral formada por células neoplésicas. A) representacdo de
células neoplésicas benignas se multiplicando sem romper a membrana basal (mb). B) representacdo das
células neoplésicas malignas: multiplicacéo de células cancerosas malignas rompendo a mb e invadindo
vasos sanguineos (vs) e vasos linfaticos (vl).

As neoplasias do tipo benignas caracterizam-se pelo aparecimento de uma
massa tumoral que ndo apresenta a capacidade de se disseminar para outras partes do
corpo, ou seja, a proliferacdo dessas células ndo ultrapassa a membrana basal (in situ)
(Figura 2A). Ja as neoplasias do tipo malignas possuem a capacidade de romper a
membrana basal e de invadir tecidos adjacentes. A capacidade de disseminacdo das
células malignas para outros tecidos do organismo é responsavel por cerca de 90% das
mortes em pacientes com cancer, sendo essa caracteristica dos tumores malignos

denominada de metastase (Figura 2B)'*.



Mesmo com a exposicao a fatores de risco, em alguns casos, é possivel contar
com 0 ndo surgimento do cancer, uma vez que existe uma gama de fatores relacionados
ainiciacéo, a promocéo e a proliferagdo da célula cancerosa até sua disseminagdo. Quanto
antes o cancer diagnosticado, maiores as chances de reverter o crescimento e até a
disseminacdo da doenca. Recentemente Fouad e Aanei (2017) publicaram uma reviséo
que descreve as sete principais etapas do surgimento do cancer apos as células sofrerem
diferenciacéo (i, ii e iii), sendo elas: 1) crescimento seletivo e avanco da proliferacdo da
célula cancerosa; 2) alteracGes ocasionadas pelo estresse favorecendo o desenvolvimento
do céancer; 3) formacao de vasos sanguineos (angiogénese) — vascularizacdo; 4) invasao
e metastase; 5) alteracdes metabdlicas®; 6) alteracdes no microambiente, tornando-o

favoravel para célula cancerosa, 7) modulacdo imunitaria (Figura 3) °.

e7

Figura 3: Etapas de desenvolvimento do cancer. i — representacdo de uma célula normal; ii — célula com
alteracdo genética; iii — célula cancerosa. Em seguida as sete etapas que caracteriza o cancer: 1 —

proliferacdo; 2 — modulacdo do meio; 3 - angiogénese; 4; disseminagdo das células cancerosas; 5 —
alteracBes no metabolismo; 6 — alteragdes no microambiente e por fim 7 — modulagéo imunitaria.

A células cancerosas sdo capazes de alterar o meio para o desenvolvimento
desenfreado de novas células malignas. Na Figura 4 estdo representados os fatores que
proporcionam o desenvolvimento continuo e desenfreado das células cancerosas, descrito
por Hanahan e Weinberg no ano de 2011. De acordo com esses autores, as células
tumorais séo capazes de induzir sinais que promeovem a manutencdo proliferativa por
meio de sinais paracrinos, sdo capazes também de serem inativas a supressores de

crescimento. Além disso, as células cancerosas ou neoplasicas adquirem uma capacidade



de mortalidade replicada e resisténcia a morte pela intabilidade genémica oriunda de
mutacdes genéticas. Com essa multiplicagdo descontrolada ocorre a formacao de uma
massa tumoral que necessita continuamente de nutrientes e oxigénio, sendo assim, para
que chegue os suprimentos necessarios no tumor, as células cancerosas irdo liberar fatores
que proporcionaram a formacao de novos vasos sanguineos. Vale ressaltar que além da
chegada de suprimentos ao tecido tumoral por meio dos vasos sanguineos neoformados,
ocorre também a disseminacdo de células tumorais por esses vasos que podem cair na
corrente sanguinea e formar novos sitios tumorais em tecidos adjacentes, desencadeando
um processo metastarico. As células cancerosas também séo capazes de desencadear uma
evacao ao sistema imunitario, por meio de uma imunoedi¢do contra as respostas de

células de defesa, sendo este um dos principais fatores para dificuldade de tratamento da

doengal®.

manutencao da sinalizacdo inacgdo a supressores de
proliferativa crescimento
reprograma

e o et evasao ao
energética das . . g

" sistema imunitario
células
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mortalidade
morte celular .
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Figura 4: Progressdo tumoral. Apds o surgimento de uma célula neoplasica ocorre uma gama de fatores
que sdo induzidas para proporcionar o desenvolvimento de uma massa tumoral. Na figura estdo
representados esses principais fatores relacionados a multiplicacdo desenfereada das células tumorais; a
capacidade das células de resistirem a morte; alta mutagenicidade que se refere a uma instabilidade
gendmica; ativacdo de neoangiogenes e assim formacdo de novos vasos para suprir a massa tumoral com
nutrientes e oxigénio; capacidade de invadir demais tecidos por meio da metastase; evasdo ao sistema
imunitario bem como a modulagéo da resposta imunitaria. Imagem adaptada de Hanahan e Weinberg, 2011.

De acordo com INCA, somente no Brasil para o ano de 2018, estima-se a
ocorréncia de aproximadamente 600 mil novos casos de cancer, niUmero que deve se

repetir também em 2019. Desse montante, o cancer de pele ndo-melanoma
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responsabiliza-se por cerca de 28% dos novos casos. Ja os restantes 72% de novos casos
de céncer no Brasil seguem a ordem de maior prevaléncia para o de prostata, pulmao,
mama feminina e colorretal, respectivamente. Dentre os tipos de cancer mais ocorrentes
no Brasil destaca-se cancer de mama feminino, que corresponde 13,4 % do total de novos

casos de cancer no Brasil para o ano de 2018,

1.1.1 Cancer de mama

O céancer de mama e uma enfermidade oriunda pela multiplicagdo anormal
das células da mama, que desencadeia a formagdo de um tumor. E o segunto tipo de
neoplasia mais comum entre mulheres no Brasil e no mundo, ficando atras apenas do
cancer de pele ndo melanoma®. Segundo INCA, somente para o ano de 2018 ha uma
extimativa pelo surgimento de aproximadamente 59 mil novos casos de cancer de mama
em mulheres, somente no Brasil, nimero esse que se repete para 0 ano de 2019. O
surgimento da doenca pode estar ligado a idade da mulher, sendo este um fator primordial
para o aparecimento do cancer de mama, uma vez que a chance de surgir a doenca
aumenta a medida que a mulher envelhece. Heretidaridade, em menor proporcao, é outro
fator esté ligado ao surgimento da doenca, uma vez que cerca de 4-9% dos casos de cancer
de mama séo geralmente causados pela mutacao nos genes das proteinas BRCA1 e BRCA2
A. expressdo desses genes aumenta muito o risco do aparecimento da doenca,
principalmente em mulheres que tém casos na familia com cancer de mama ou céncer de

ovario®.

Os habitos de vida é outro fator relacionado ao surgimento do cancer de mama
em mulheres. Uso do tabaco, vida sedentéria e uma ma alimentacéo estdo relativamente
mais susceptiveis ao aparecemento da doenca. Vale ressaltar também que mulheres que
tiveram inicio da ovulagdo muito cedo ou fim muito tardia estdo mais sujeitas a terem
cancer de mama. Mulhes que nuca tiveram filhos (nuliparidade) ou que tiveram gestacéo
tardia — com mais de 30 anos — com ciclos menstruais irregulares e obesas estdo
também mais susceptiveis ao surgimento do cancer de mama. Em homens o diagndstico

do cancer de mama é muito raro, porém é possivel®>.



Exames periddicos como o toque e a mamografia auxiliam na descoberta
precpoce da doenga. Os diagnosticos do cancer de mama em estagios iniciais refletem
significativamente em um bom proagndstico da doenca com taxa de aproximadamente de
65% de sobrevida das pacientes. No entanto, o numero de mulheres que morrem antes do
fim do tratamento ainda é alto e continua crescendo. Atualmente os tratamentos
convencionais utilizados para a eliminagdo do cancer de mama consistem principalmente
em quimioterapia, radioterapia, cirurgia, hormonioterapia e em imunoterapia® °°. O
estagio da doenca pode determinar qual treatamento sera aplicado nas mulhes com cancer
de mama, outros fatores que sdo determinantes para os tipos de tratamento € o
desenvolvimento e localizagéo do tumor, sendo assim, os tratamentos convencionais aqui

citados podém ser usados de forma combinada® .

Uma das formas de tratamento é por meio de processo cirurgico que consiste
na remocgdo total ou parcial da mama com tumor, esse processo é denomindado de
mastectomia. Dependendo do tamanho do tumor ocorre também a remocéo dos nddulos
linfaticos adjacentes. Existem casos em que € necessario a retirada dos ovarios quando
nos estagios metastaticos, dependendo do estdgio em que se encontra o cancer. No
entanto, a mastectomia traz efeitos adversos como a diminuicdo da autoestima com a

mutilacdo do 6rgdo; fraqueza no brago proximo a cirurgia e suor nas maos>>.

A radioterapia que é um tratamento oncoldgico baseado em radiacGes
ionizantes para destruir células tumorais. A radioterapia é considerada como tratamento
comum e primario, aproximadamente 50% dos pacientes que sao submetidos a este tipo
de tratamento para o cancer de mama, associam a radioterapia durante a quimioterapia.
No entanto, a eficiéncia da radioterapia € controlada utilizando um calculo prévio da
radiacdo e do tempo da exposicdo do paciente. O tempo de radiacdo era depender do
estagio, bem como o tamanho que se encontra o tumor. Mesmo com os calculos prévio
da irradiacdo, pode ocorrer danos aos tecidos sadios, por se tratar de um técnica pouco
especifica. A aplicacdo em tecidos saudaveis traz efeitos colaterais apds sua aplicacao.
Os riscos de desenvolvimento de toxicidades cronicas oriundas ao tratamento com
radioterapia podem aparecer tempos apos a aplicacdo. Os efeitos nocivos oriundos da
radioterapia em tecidos normais sdo caracterizados pelo surgimento de ichagos nos
membros superiores como edemas, disfungé@o da juntura superior, que pode levar a uma
alteracdo na qualidade de vida do paciente, a radioterapia tembém pode desencadear

complicacdes mais graves como carditoxicidade’™.



A quimioterapia que é amplamente utilizada para tratamento de doencas
causadas por agentes bioldgicos, como cancer. Este tipo de tratamento é bastante utilizado
pelo quimioterapico ser capaz de atingir preferencialmente células com elevadas taxas de
proliferacdo — células cancerosas. No entanto, a quimioterapia para o tratamento de
células cancerosas desencadeia efeitos colaterais, que muita das vezes sao irreversiveis
como: comprometimento nas funcbes cognitivas, morte de células sanguineas, queda de
cabelo (alopecia), alteracBGes gastrointestinais, perda de apetite e em alguns casos até
infertilidade, dentre outros, decorrentes da acdo de quimioterapicos em células normais,

ou seja, células ndo alvos do tratamento®®.

Outras formas de tratar o cancer de mama sdo por meio de técnicas
denomindadas de tratamentos especificos para células tumorais como a homonioterapia
e a imunoterapia. A hormonioterapia € utilizada como uma técnica ajuvante, podendo ser
utilizada antes ou apds o processo de retirada do tumor por meio de cirurgia. Essa
aplicacdo pode ser vantajosa, pois diminuiu a producdo de estrégeno, conhecido como
um combustivel para o desenvolvimento de células cancerosas na mama. No entanto,
efeitos colaterais como enjoos, nauseas, irregularidade nos periodos menstruais,
alterac6es do endomeétrio, diminuicdo da libido, dores de cabeca, calores intensos e vagina
ressecada podem ser desencadeados com aplicagdo dessa terapia?©3. Ja aqueles aplicados
com imunoterapia tem dispertado bastante interesse em pesquisas do mundo todo, uma
vez que a imunoterapia utilizada recursos do préprio organimo para combater tumores

primarios®.

Imunoterapia consiste na ativacdo de moduladores que realizam uma
atividade imunitaria, desencadeando assim um aresposta pelo sistema imunitario no
combate das células cancerosas. Vale ressaltar também que a imunoterapia revela novos
caminhos para o desenvolvimento de novos farmacos ou de farmacos ja descritos como
quimioterapicos, ndo sendo somente utilizadas para o tratamento do cancer, mas
ativadores de respostas imunogénicas no combate do tumor primario, combate a focos
metastaticos e até na recidiva do mesmo tumor por meio de células de memoria.
Entretanto, a imunoterapia ainda € um tratamento que esta na fase pré-clinica, precisando

assim ser mais bem compreendida para aplicagdo efetiva®1%

Neste sentido, o uso de tratamentos que ativam de forma eficaz o sistema
imunitario de pacientes oncoldgicos é um objetivo comum em pesquisas no mundo todo.
Ressalta-se também que a utilizacdo de terapias oncoldgicas associados com a

7



nanobiotecnologia vem demosntrando resultados promissores no que se diz respeito ao
tratamento do cancer, bem como na eliminacéo de focos metastaticos por intermédio da
ativacdo de uma resposta imunogénica. Dessa forma, a busca por novas técnicas de
tratamento para o cancer é um objetivo de diferentes estudos na area de oncologia®®. Neste
sentido, o presente estudo ressalta a utilizacdo da Terapia Fotodindmica (TFD) como um
subérea da nanobiotecnologia como um tratamento contra células de cancer de mama. A
TFD é uma técnica segura e eficaz e pouco invasiva que é aprovada pelo Food and Drug

Administration (FDA) para tratamento de doencas oncoldgicas e ndo oncoldgicas®®®.

1.2 Nanobiotecnologia no tratamento do cancer de mama: Terapia Fotodinamica

A nanobiotecnologia, que aplica técnicas, principios biologicos e
nanotecnoldgicos que permitem melhorar a compreensdo e transformacdo das
biossistemas, apresenta-se como proposta de inovacdo tecnoldgica. Muitos estudos
utilizam ferramentas da nanobiotecnologia para aumentar a eficiéncia terapéutica de
farmacos!®!, Dentre os avangos da nanobiotecnologia nos diversos setores do campo da
salde, destacam-se aqueles aplicados a terapia fotodinamica (TFD), modalidade
terapéutica minimamente invasiva e cujo uso € clinicamente aprovado para o tratamento

de diferentes tipos de doencas oncoldgicas e ndo oncoldgicas®?.

A TFD ¢ baseada na combinacdo de trés componentes atoxicos: oxigénio
molecular, fotossensibilizante e luz de comprimento de onda especifico. Apenas quando
combinados estes elementos induzem efeitos toxicos aos tecidos e células-alvo com base

na producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO)*?° (Figura 5).
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Figura 5: Esquema do mecanismo de acdo da TFD. O FS é excitado com luz em comprimento de onda
especifico ocorrendo, a partir do O, tecidual, a formacao de espécies reativas de oxigénio que sdo toxicos
a células tumorais. ERO: espécies reativas de oxigénio; FS: fotossensibilizante. Imagem retirada de
Rodrigues, 2014.

O mecanismo de acdo dos FS na TFD ¢ atribuido a transformacédo da energia
luminosa a energia quimica, essencial para a geracdo das ERO. Desta forma, o FS é uma
peca-chave indispensavel para o éxito da TFD. No entanto, para atingir esse sucesso, 0
FS dependera de algumas caracteristicas, essenciais, como: 1) pureza quimica; 2)
acumulo preferencial em tecidos tumorais; 3) ativacdo em comprimentos de onda
especificos; 4) capacidade de geracdo de elevadas quantidades de espécies reativas de
oxigénio (ERO); 5) rapida eliminacdo tecidual o que minimiza os danos a tecidos

normais, e 6) atoxicos sem a exposicao luminosa!16¢ 2,

FS do tipo ftalocianinas séo bastante utilizados como mediadores da TFD
como tratamento de diversas doencas, devido a suas propriedades fotoquimicas e
fotofisicas. Ftalocianinas apresentam alto coeficiente de absorcao espectral na faixa de
comprimentos de onda longos — 650-850 nm. Esse comprimento de onda corresponde ao
intervalo da regido do vermelho visivel que tem maior poder de penetracdo. Devido a
essas caracteristicas, a aplicabilidade desses FS para o tratamento de diversas doencas,
dentre elas o cancer, tem demonstrado resultados bastante promissores no meio

académico6 22¢23,

A maioria dos FS, como no caso das ftalocianinas, séo caracterizados como
aromaticos e de natureza hidrofébica (Figura 6). Desta forma, sua disposicdo em meios

fisioldgicos faz com que esses se agreguem reduzindo seu rendimento quantico de forma



significativa na producdo de ERO — principal fator citotoxico da TFD. Neste contexto, a
associacao de fototerapicos a sistemas nanoparticulados melhora a atividade de FS em

meios fiSi0|égicos 10,1316 €24
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Figura 6: Estrutura quimica da ftalocianina.

Muitos estudos tém demonstrado uma maior eficiéncia do FS associado a
nanoparticulas tanto em testes in vitro, quanto em testes in vivo. De acordo com
Muehlmann e colaboradores (2011), a utilizacdo do FS cloreto de aluminio-ftalocianina
associado a nanoparticulas poliméricas como mediador da TFD apresentou maior
eficiéncia contra células de cancer de mama MCF7 quando comparado como 0 mesmo
FS na sua forma livre. Essa melhor eficiéncia do FS esta diretamente relacionada a
nanoparticula a qual foi associado. Dentre os diferentes tipos de nanoparticulas destacam-
se as nanoemulsdes, que sdo de facil obtencdo, produzidas com componentes de baixo
custo e que se apresentam bastante estaveis em meios bioldgicos sob diferentes

temperaturas®3 16,

Sendo assim, diversas pesquisas tém demonstrado que a TFD é capaz néo
apenas de destruir o tumor devido a sua toxicidade direta as células cancerosas, mas
também por causar infarto do tecido canceroso por destruir a microvasculatura tumoral,
e por ativar o sistema imunitario contra antigenos tumorais®?-2°, Particularmente, a
ativacdo do sistema imunitario pela TFD e por quimioterapicos diversos tem sido objeto
de investigacdo intensa nos Gltimos anos, pois, se induzida de maneira adequada, pode

eventualmente levar a destruicdo ndo apenas do tumor primario, mas tambem de
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metastases, estabelecendo uma protecdo imunitaria sistémica de longa duragdo contra

possivel recorréncia do mesmo cancer® 26¢3 (Figura 7).
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Figura 7: llustracdo da aplicacdo da TFD em um tumor de mama. A) injecéo local do FS; B) acumulo de
FS na massa tumoral; C) exposicao do tumor ao LED com comprimento de onda especifica; D) erradicacao
do tumor.

1.3 Morte Celular Imunogénica: Padrbes Moleculares Associados a Dano

O reticulo endoplasmatico (RE) é uma organela intracelular complexa e
dindmica que desempenha funcbes extremamente importantes nas células eucariotas, tais
como: dobragem de proteinas e translocagio, armazenamento de Ca?* e metabolismo de
lipideos e carboidratos. O desequilibrio dessas fungdes pode ser desencadeado por
agentes causadores de estresse oxidativo na organela (ex.: mitoxantrona®® 2628
doxorrubicina®2 e TFD!® 26-%)  Estresse oxidativo no RE pode levar a liberagio
desregulada do Ca?*, alterages no acumulo de lipideos ou carboidratos que acarretara na
ma formac&o de proteinas. Proteinas mal formadas se acumulam no limen da organela,
ocasionandoestresse no reticulo endoplasmatico3s-3,

Durante o estresse no reticulo endoplasmatico, trés proteinas de
transmembrana sdo ativadas: ATF6 (do inglés activating transcription factor 6); PERK
(do inglés protein kinase RNA-like ER kinase); e IRE1 (do inglés nositol-requiring
enzyme 1). Essas proteinas iniciam uma cascata de sinalizacdo que coletivamente
constitui uma resposta a proteinas mal formadas — UPR (do inglés Unfolded Protein
Response)®28, Quando isso ocorre, uma de duas vias é tomada pelo reticulo
endoplasmatico: 1) tentar restabelecer a homeostasia na organela por meio da resposta

das UPR — esse restabelecimento dependera da quantidade de proteinas mal formadas que
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se encontram no reticulo endoplasmatico; 2) conduzir a morte celular por apoptose, caso
n&o ocorra o reparo na organela.®

Uma forma de reverter o estado de estresse no RE é por meio da clivagem da
proteina transmembrana ATF6 (Figura 8). Com isso ocorre 0 desprendimento da proteina
ATF6 do RE quando este inicia um estado de estresse. Apos se desprender, AFT6 trafega
até o complexo de Golgi onde sera fragmentada (ATF6N) e retida. A liberagdo ocorre
somente apds a clivagem de duas proteases, S1P e S2P (do inglés sphingonise-1 ou 2
phosatase). Essas proteases clivam na regido citosolica transmembrana (complexo de
Golgi) liberando assim fragmentos de ATF6N que, por sua vez, é translocada até o nucleo.
No nudcleo, ATF6N ird impulsionar uma transcricdo génica para formagdo de mais
chaperonas (ex.: calreticulina, GRP78/BiP e GRP94) no RE e mais componentes de
degradacédo de proteinas associadas ao RE (ERAD), para com isso tentar estabilizar a

homeostase na organela®®-*’,

RE 1 chapemonas Citosol
ERAD

R ———— e

Nucleo

Figura 8: Ativacéo de respostas a mé formacéo de proteinas - UPR: IRE1a, ATF6 e PERK para restabelecer
a homeostasia do RE apo6s sofre estresse oxidadtivo. A) IREla. B) ATF6. C) PERK. RE - reticulo
endoplasmatico; CG — complexo de Golgi; Pm — proteinas mal formadas.

Outra forma utilizada pelas UPR é pela proteina transmembrana IREla.

Durante o estresse no reticulo endoplasmatico, essa proteina se dimeriza e se
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autofosforila, com isso favorece a mudanca de conformacao que ativard dominios de
endorribonuclease. Desta forma, a ativacdo de IREla catalisa o processamento ndo
convencional do mRNA que codifica XBP-1 em XBO-1S (splicing). Essa codificagdo
ativa uma sintese lipidica através de fatores de transcri¢do no nucleo. Com isso, ocorre a
regulacdo da expressdo de genes relacionados com impulso do dobramento de proteinas
mal formadas, além de facilitar a entrada de proteinas para 0 RE como por exemplo as
ERAD®3¢-3 (Figura 8).

Outra proteina presente na tentativa da regulacdo da homeostase € proteina
PERK. Essa proteina também dimeriza e autofosforila quando ocorre estresse no reticulo
endoplasmatico. No caso dessa proteina, sua autofosforilacdo favorece uma outra proteina
denominada de elF2a que também ¢ fosforilada (do inglés eukaryotic initiation factor 2a
— elF2as). Assim, elF2as desencadeia a traducdo seletiva do fator de transcricdo
conhecido como AFT4. O ATF4 fara entdo a regulacdo de genes envolvidos também no
dobramento de proteinas, no metabolismo de aminoacidos e regulacdo ao estresse

oxidativo®® % (Figura 8).

No entanto, dependendo do grau de estresse ocasionado no RE a retomada a
homeostasia pode ser irreversivel acarretando assim na segunda via tomada pela UPR,
ativar uma morte celular por apoptose. Isso acontece quando um grande numero de
proteinas mal formadas sdo acumuladas no Iimen do reticulo endoplasmatico, e a UPR
ndo consegue reverter a situacdo. O processo utilizado pela UPR é bastante parecido,
porém, em vez de ativar fatores para acelerar o processo de formacdo das proteinas no
limen do reticulo endoplasmaético, a UPR ira ativar um outro fator, o fator de pro-
apoptético denominado de CHOP®*° (Figura 9).

13



ee ol Gappa k p
ATF6N ATF41 Cl2) P==o¥(
/ }S] BAX( Y BAX
H ®
i ATF6N
! ' ctC
Citosol | & [ - | BIM J Cas;;ase>

PFo36e7

Niicleo 2
APOPTOSE

igura 9: Estresse oxidativo no RE e ativagdo de morte por apoptose pelas proteinas IRE1la, ATF6 e PERK.

A proteina PERK sinaliza por meio de elF2a-ATF4 da UPR a producédo
dosfatores de transcri¢do pro-apoptotico denominado de CHOP. CHOP ir4 entdo mediar
apoptose ativando assim a superexpressao da proteina BIM/BH-3, que ird assim ativar as
proteinas BAX e BAK. Essas duas proteinas ativadas irdo se ligar a membrana da
mitocdndria e com isso liberar complexo citocormo C (Ct c) no citosol da célula. Ct ¢ no
citosol se encarregara de ativar proteinas apoptossomos, esses entdo ativardo caspases
(ex.: caspases 3) iniciando assim a apoptose celular®% € 3, Vale ressaltar ainda que

CHOP também age na proteina BCL2 (fator de ativacao de autofagia), inibindo sua acéo.

PERK também pode ativar apoptose de outra forma, ligando-se a membrana
da mitocondria por meio do receptor Mfn2, evento denominado de MAM — processo de
ligagdo das membranas da mitocondria e do reticulo endoplasmaético. Essa ligacdo entre
RE e mitocondria permite uma répida transferéncia de sinais de ERO — hidroperdxidos
lipidicos do RE para mitocondria. Essa transferéncia acarreta também na liberagdo de Ct
¢ que pode se ligar ao RE ou ativar caspases. Desta forma, ocorre a indugéo de BAX ou
BAK na membrana da mitoc6ndria, com isso liberando mais Ct ¢ e assim é desencadeada

uma apoptose mitocondrial (Figura9). ATF6 ¢ IRE o também irdo ativar CHOP por meio
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dos fragmentos de ATF6N ou da proteina XBP1S e com isso desencadear a apoptose®
40

O estresse oxidativo desencadeado no RE ndo apenas ativa morte celular por
apoptose, mas também €é capaz de ativar uma morte celular imunogénica (MCI). 1Isso
acontece porque, dentro do lumen do reticulo endoplasmético, existem proteinas
especificas que auxiliam no dobramento de novas proteinas que sdo formadas na organela
como por exemplo a calreticulina, GRP78/BiP; GRP94%®, Elas sdo denominadas de
“chaperonas”, fazem a fun¢do de acompanhantes de proteinas recém-formadas no reticulo
e auxiliam na sua liberag&o no citoplasma pelas proteinas de transmembrana mencionadas
aqui (IRElo, ATF6 e PERK)®. Uma vez em estresse continuo como mencionado acima,
essas proteinas chaperonas ndo conseguem estabelecer o dobramento das proteinas, com
isso, elas sdo emitidas do RE para o citosol e, em seguida, sdao expostas na membrana
plasmaética da célula. E é por meio desta exposicao que as chaperonas mudam de funcéo,

sendo denominadas agora de padrdes moleculares associados a dano (DAMP)19.20.26-28 ¢
40

E é nesse sentido que muitas pesquisas tém sido voltadas para o reticulo
endoplasmatico, buscando meios de atingir a organela e, com isso, ativar 0 mecanismo

de regulacdo da emissdo de DAMP, bem como da atuacéo destes na MCI.

De acordo com Garg e Agostinis (2014), a reposta antitumoral exercida pela
TFD pode ser induzida por uma resposta de morte celular imunogénica (MCI), através da
emissdo de padrdes moleculares associados a dano celular (DAMP) (Figura 10). A MCI
é induzida com ocorréncia combinada de EROs e estresse no RE (ER), sendo altamente
imunogénical®202627¢40 Contudo, o efeito do estresse no RE ocasionado pela TFD pode
estar diretamente relacionado com localizacdo subcelular do FS. O FS é o fator-chave
para o desencadeamento de uma difusdo (aproximadamente 220 nm) das espécies reativas
moleculares dentro ou préximo do reticulo endoplasmaético, influenciando assim a
emissdo desses DAMPs? ¢ 4244 Além da localizacdo do FS, a dose de energia (J/cm2)
aplicada em células submetidas a TFD, também é um fator importante para determinar o
tipo de morte das células, o que consequentemente interfere na emissdo dos DAMPs
(Wang et al. 2015).
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A) Exposicdo ao FS B) Exposicdo ao LED  C) ERO 1 DAMP/MCI D) Ativacao do SI
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Figura 10: Ativacéo de morte celular imunogénica (MCI) pela terapia fotodindmica (TFD). A) exposi¢do
da massa tumoral ao fotossensibilizante (FS); B) exposicédo a luz com comprimento de onda especifico -
excitacdo do FS - FS1 - excitacdo do FS e produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs); C) oxidacdo
dos componentes celulares, estresse no reticulo endoplasmatico, infarto da vascularizagdo do tumor e morte
celular imunogénica — liberacdo de padrdes moleculares relacionados a danos (DAMPs); D) Ativacao do
sistema imunitario (inato - adaptativo) pela TFD, maturacdo de macrofagos e células dendridicas seguida

da ativagdo de células T — memaria antitumoral.

De acordo com Koberlik et al. (2015), a emissdo dos DAMPs o0s tornam
imunoativadores potentes em células em processo de estresse, dano ou morte?.
Normalmente esses DAMPs desempenham fungbes especificas enquanto permanecem
sequestrados pelas células. Fora das células esses DAMPs séo capazes de ativar varios
receptores de células do sistema imunitério, que incluem as familias de receptores de
reconhecimento padrdo. S&o capazes também de potencializar efeitos pro-inflamatérios
como a maturacdo e ativacdo de células apresentadoras de antigenos, tais como as células
dendridicas e macrofagos, que por fim ativam células T (CD8+), criando uma imunidade

antitumoral como representado na Figura 1126:29¢40,
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Figura 11: Representacdo do mecanismo de ativacdo de morte celular imunogénica (MCI) ocasionada pelo
estresse no RE ap6s TFD. Estresse no RE agudo leva a emissdo de proteinas como: calreticulina, HSP70,
HSP90 expostas na membrana e ATP é liberado no meio extracelular, isso ocorre na fase pré-apoptética.
Esses DAMPs tem a funcéo de acionar uma resposta inflamat6ria e com isso permitir o reconhecimento de
células, como por ex.: células apresentadoras de antigeno — células dendridicas (DC). Nas células
dendridicas ainda imaturas contém receptores para 0s DAMP, uma vez ligados, ocorre a maturagdo das
células que entdo ativara células linfocitarias (ex.: cpeluals T CD4+/CD8+ e Treg) por meio de processos
pré-inflamatdrios. Céulas T por sua vez criardo uma atividade antitumoral contra células do mesmo tumor
remanescentes. Figura adaptada“®.

Os DAMPs séo os fatores-chave para essa resposta imunogénica. Dentre 0s
diferentes tipos de DAMPs descritos na literatura, o presente estudo destaca: High-
Mobility Group Box 1(HMGB1); calreticulina (CRT); Proteinas de choque térmico
(HSP70 € 90) e IL-1.

Calreticulina € uma proteina chaperona bastante importante na formacéo de
novas proteinas, homeostasia do Ca®* e em processos de sinalizacdo dentro do reticulo
endoplasmatico®® © 6, Qutras duas chaperonas encontradas no limen do RE sdo as
GRP78/BiP e GRP94, que pertencem as classes das familias HSP 70 e 90 (do inglés Heat
Shok Protein), respectivamente®’#°. Essas proteinas estdo relacionadas a fungdes vitais e
especificas dentro da célula, como: regulacdo da maioria das proteinas; funcionamento
como receptores de hormonios; e atuagdo nas de vias sinalizacdo e também em resposta
ao estresse celular*’>. No entanto, quando essas proteinas sio deslocadas para a etapas
superficie da membrana plasmatica de células que sofreram estresse, essas chaperonas
atuam como potentes ativadoras de uma resposta imunitéria, funcionando assim como

DAMP, esséncias na ativagdo de MC|1926 40e52,
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Em estudo feito Garg et al. (2013), observou-se observaram altas taxas de
exposicdo de calreticulinas, HSP70 e HSP 90 em células cancerosas sendo esta exposi¢do
detectada poucas horas apds as células serem submetidas a TFD°2. Em um estudo recente
realizado por Tanaka et al. (2016), foi demonstrado que o tratamento com TFD mediado
pelo FS G-Chlorin induziu morte celular imunogénica in vivo, onde eles verificaram que
esssa imunogenicidade foi devida a exposicdo de calreticulina e liberagio de HMGB1%3,
Garg et al. (2016) ressaltam ainda que as liberagdes dessas proteinas foram fundamentais
na resposta a imunizacdo de camundongos da espécie Balb-C. Neste estudo foram
utilizadas células da linhagem CT26 submetidas & TFD mediada por Hipericina. HSPs
também estdo relacionadas na ativagdo da liberacdo de IL-1B, potente mediador
inflamatorio.*

A interleucina-1 beta (IL-1B) pertencem a uma classe de citocinas pro-
inflamataorias. Muitos estudos tém relacionado a liberacdo de IL-1 B com a emissdo de
DAMP o que acarreta em uma amplificacdo dos efeitos associados a imunidade,
sobremaneira em resposta inata e adaptativa a danos em células alvo®. Sua producao é
dose dependente da emissdo de DAMP. IL-1p liberada funciona como moduladora da
atividade imunitaria em células leucocitarias, desta forma promovendo a liberacdo de
outros moduladores inflamatorios como citocinas e quimiocinas (TNF-a, MIP-2, NF-kB
além de outras interlucinas — IL-1, IL-6, IL-12 e IL-23) importantes na ativacdo de
resposta imuno adaptativa*®>5 €6,

A proteina HMGBL1 € um dos principais DAMPs relacionados a MCI, no
entanto, sua liberacdo e acdo na ativacdo de células do sistema imunitario ocorrerd muito
tempo depois de ser desencadeada a morte por apoptose em células submetidas a algum
tipo de estresse®®-8. Antes de ser liberada por algum processo que desencadeia a MCl, a
proteina HMGB1 desempenha fungdes especificas dentro do ndcleo de células eucariotas.
HMGBL1 funciona como uma chaperona auxiliando na conformacdo da estrutura e
dindmica dos nucleossomos, no aumento da afinidade de transcricdo génica (ex.: p53,
p73, NF-kB e em receptores de estrégeno), auxilia também no reparo de danos as
moléculas de DNA, na recombinagio génica e na homeostase da telomerase®. No
entanto, HMGBL1 liberado por células que desencadeiam um MCI é extremamente
seletivo na ativagio da resposta imunitaria®® ¢*°. HMGB1 tem funcio de alarme, atraindo
e consequentemente maturando células dendridicas e macrofagos que, por sua vez, ativam

células T19:40€56
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Diante do exposto, a nanobiotecnologia tem mostrado um grande potencial
para melhorar o tratamento e o diagnostico de diversas doencas, dentre elas o cancer. E
das diversas aplicacdes biomédicas utilizando os nanomateriais destaca-se 0 seu uso
como sistemas carreadores de farmaco e, também, o uso destes carreadores de FS como
mediador da TFD. Sendo assim, o desenvolvimento de pesquisas relacionadas a
nanobiotecnologia no tratamento de doencas oncoldgicas, em especial, do cancer de
mama, vem crescendo nos Ultimos anos e presentando resultados promissores. Desta
forma, o FS cloreto de aluminio-ftalocianina é apresentado como uma alternativa para a
aplicacdo como mediador da TFD no tratamento de células de cancer de mama com
estudos in vitro e in vivo. Além disso, outro diferencial deste trabalho é avaliacdo da
resposta imunitaria desencadeada pela TFD com emisséo de padr6es moleculares a dano,

fator-chave para morte celular imunogénica.
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2 Objetivo Geral

O objetivo principal deste estudo é investigar por meio de diferentes
protocolos de Terapia Fotodindmica mediada por cloreto de aluminio-ftalocianina
associado a nanoemulsdes (TFD-NE-AIFtCIl) como indutor da liberacdo de padrdes
moleculares associados a dano (DAMP) e consequentemente ativacdo de uma morte
celular imunogénica (MCI) em células de carcinoma mamario murino (4T1), bem como
investigar a acdo de resposta antitumoral em animais da espécie Balb-c por meio de

vacinacdo com células 4T1 pré-tratadas.

2.1 — Objetivos Especificos

2.1.1 NE-AIFtCI: obtencdo, caracterizacao e estabilidade

e Preparar um novo lote da nanoformulacdo cantendo FS cloreto de aluminio-
ftalocianina (AIFtCI) e valaiar a caracterizacdo para as propriedades coloidais
como: didmetro hidrodindmico (DH), indice de polidispersdo (PDI) e potencial
zeta (Zp). Avaliar também as propriedades fotofisicas (absor¢do e emissdo de
fluorescéncia) e ficicoquimicas (producdo de ERO) do AIFtCI incorporado pelas

nanoemulsdes (NE-AIFtCI) em meios aquosos.

2.1.2 Investigacdo in vitro da TFD-NE-AIFtCI em células de carcinoma mamario murino

(4T1)

e Investigar o perfil de incorporagéo intracelular do FS AIFtCI e idendntificar a
colocalizacgéo subcelular para as organelas lisossomos, RE, mitocondrias e nucleo;

e Verificar também por qula (is) via (s) de endocitose ocorre a internalizagdo de
NE-AIFtCI,
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Avaliacdo do efeito citotoxico da TFD-NE-AIFtCI, sob diferentes concentracoes
e tempos de exposicdo: obtencdo das concentracdes que ocasionaram 50% e 90%
de morte das células, CC50 e CC90, respectivamente;

Avaliacéo do efeito citotoxico da TFD-NE-AIFtCI CC50, sob diferentes doses de
energia luminosa;

Deteccdo da geracdo de espécies reativas no meio intracelular durante a TFD-NE-
AIFtCI;

Analise do tipo de morte ocasionado pela TFD-NE-AIFtCI,

Estudo do potencial de inducdo de morte celular imunogénica (MCI) com analise
da presenca de DAMPs: Calreticulina, HSP70, HSP90, IL-1p ¢ HMGBI;

2.1.3 Investigacdo in vivo da TFD-NE-AIFtCI em camundongos fémeas da espécie Balb-

c e avaliacdo de resposta antitumoral por meio de ensaio de vacinacao

Investigagéo do efeito da TFD-NE-AIFtCI em animais com tumor 4T1 implantado
no flanco esquerdo. Monitoramento do volume tumoral e avaliacdo de metéstases
no pulmao por microtomografia.

Ensaio de vacinacdo em animais Balb-c com células 4T1 pré-tratadas por
diferentes protocolos da TFD-NE-AIFtCI: avaliar o perfil de imunizacdo nos
animais apo6s as vacinas e submissdo do teste com indculo de células 4T1 viaveis.
Monitoramento da resisténcia do surgimento do tumor, bem como avaliar o

volume tumoral e a sobrevida dos animais.
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3 Métodos

A lista de equipamentos, materiais e reagentes utilizados neste estudo estdo

descritos nas Tabelas 1, 2 e 3.

Tabela 1: Equipamentos utilizados para realizacdo dos experimentos.

Equipamentos Modelo Fabricante

Agitador Magnético Q221M Quimis, BRA

Autoclave Vitae 12 Cristofoli, BRA

Balanca analitica AA200 Denver Instrument, USA
Banho Maria 240-2 J. Prolab, BRA

Banho ultra sonico T-14 Thornton, BRA
Centrifuga de Bancada Excelsa baby Fanem, BRA

Centrifuga com rotot de placas  Universal 320R LtettichZentrifugen, ALE
Citdmetro FACSVerse BD, USA
Espectrofotdmetro Spectramax M2 Molecular devices, USA
Estufa TLZ 10 DeLeo, BRA

Fluxo Laminar CFLV 12 Veco, BRA

Incubadora de CO> 3425 Thermo S. Inc., USA
LED XLO01WPO1INRC600 Shenzhen S. O. Co., CHI
Microscopio EVOS FL Thermo S. Inc., USA
Microscopio de luz invertido Ck 2 Olympus, JPN
Microscépio Confocal SP5 Leica, BRA
Refrigerador DC39 Eletrolux, BRA
Zetasizer ZS90 Malven/Reino Unido
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Tabela 2: Materiais utilizados para realizagdo dos experimentos.

Materiais Fabricante
Microtubos TPP, CHE

Filtro para seringa (0,22um) TPP, CHE

Frascos de cultura (25 cm?3 e 75 cm?3) TPP, CHE
Hemocitdmetro de Neubauer C. A. Hausser e Son, USA
Laminas para microscopia Bioslide

Laminulas para microscopia Ecaxta Perfecta, BRA
Laminulas redondas Glasscyto
Micropipetas Gilson, Inc., USA
Micropipeta Multicanal Gilson, Inc., USA
Microplacas (12 e 96 pogos) TPP, CHE

Ponteiras para micropipetas Axygen, USA
Seringas Advantivk, NLD
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Tabela 3: Reagentes utilizados para realizacdo dos experimentos.

Reagentes

Fabricante

1,4-difenil-isobenzofurano (DBF)
4" 6-diamidino-e-fenilindol (DAPI)

Amilorida

Antibiotico (penicilina e Estreptomicina)

Azida sddica
Azul de Trypan
Bicarbonato de Sodio
Cloroférmio PA
Citocalasina
DMSO

Etanol 98 GL
ER-Tracker
Filipina
HMGB1
HSP70/90

lgG 488

IL-18
Lyso-Tracker
Kolliphor ELP
MTT
MitoTracker
Nistatina

Oxido de fenilarsina
PBS

RPMI
Tripsina-EDTA

Sigma-Aldrich Co., USA
Sigma-Aldrich Co., USA
Sigma-Aldrich Co., USA
Gibco, USA
Sigma-Aldrich Co., USA
Sigma-Aldrich Co., USA
Sigma-Aldrich Co., USA
Sigma-Aldrich Co., USA
Sigma-Aldrich Co., USA
M. Chemiclas, USA
Sigma-Aldrich Co., USA
Life, USA
Sigma-Aldrich Co., USA
ABCAM, USA
ABCAM, USA
ABCAM, USA

Life, USA

Life, USA
Sigma-Aldrich Co., USA
Invitrogen, USA

Life, USA
Sigma-Aldrich Co., USA
Sigma-Aldrich Co., USA
Laborclin, BRA

Gibco, USA

Gibco, USA

24



3.1 Preparo e caracterizacdo da NE-AIFtCI

No Fluxograma 1, estdo representados os processos aplicados com a
utilizacdo da NE-AIFtCl apds a obtencdo de um novo lote como descrito em Muehlmann
et al. (2015)*. Apos a obtencdo da NE-AIFtCI foram realizados testes coloidais para
caracterizacdo e estabilidade; testes fotofisicos e fisicoquimicos além da aplicacdo da NE-

AIFtCIl como mediadora da TFD em testes in vitro e in vivo.

Coloidal Fotofisicas ROS Testes biologicos
DH, Zt ¢ PDI Absorbancia Espectroscopia In vitro e in vivo
Fluorescéncia
[
Zetasizer Espectofotometria

Fluxograma 1: Preparo e etapas de caracterizacdo e aplicacdo da NE-AIFtCI — cloreto de aluminio-
ftalociania associado a nanoemulsdes. Em amarelo: Caracterizagéo coloidal: DH — didmetro hidrodindmica;
Zt — potencial zeta; e PDI — indice de polidispersdo. Em Verde: Caracterizagdo fotofisica: absorbancia e
fluorescéncia. Em vermelho: Avaliacdo na producdo de ROS — espécies reativas de oxigénio. Em Roxo:
Testes bioldgicos: in vitro nas linhagens de carcinoma mamario murino — 4T1 e fibroblastos murino — NIH
3T3; in vivo camundongos da linhagem Balb-C.

3.1.1 Preparo da nanoemulséo incorporada ao cloreto de aluminio-ftalocianina (NE-
AlftCl)

As nanoemulsbes com cloreto de aluminio-ftalocianina (NE-AIFtCI)
utilizadas neste estudo foram preparadas pelo método de nanoemulsificagdo espontanea
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descrito por Muehlmann et al. (2015)°. Para tanto, no preparo da nanoformulacio
contendo o FS AIFtCI foi utilizado o Kolliphor® EPL (surfactante) como tensoativo e 6leo

de ricino como solubilizante do FS, na propor¢éo de 3:1, respectivamente (Figura 12).

O esquema de preparo da nanoformulacdo NE-AIFtCI foi dividido nas
seguintes etapas representadas na Figura 12, onde: A) disposicdo em um béquer do
Kolliphor® (9 g) e o 6leo de ricino (3 g). Em seguida o béquer contendo os excipientes
tensoativo e oleo foi colocado sob agitacdo (300 RPM) com temperatura de 50 °C por 10
minutos — até formar uma mistura homogénea. B) Apds homogeneizacao dos excipientes
adicionou-se o FS AIFtCI (0,0023 g) solubilizado em 4 mL de etanol, sendo mantido os
parametros de agitagdo e temperatura por mais 30 minutos. Esse processo foi mantido por
esse tempo para que ocorresse toda a evaporacgdo do solvente. C) Apds a evaporacdo do
solvente, foram adicionados 10 mL de agua destilada. Com a adicdo da 4gua ocorreu a
nanoemulsificacdo, ou seja, a formacdo das nanogoticulas de éleo em &gua, sendo
estabilizada pelo tensoativo e ficando o FS retido dentro da fase oleosa. D) Representagéo
das naoemulsdes incorporadas ao FS cloreto de aluminio-ftalocianina (NE-AIFtCI). A
concentracdo final de FS AIFtCI foi de 40 uM.

A B C

1 Kolliphor® (9 g) — @ AIFtCI (4 1nL)‘5:;;Agua destilada (10 mLy&——

1
S

. Oleo de Ricino (3 g)

300 RPM
10 min.

15 min. NE-AIFtCl

Figura 12: Etapas do preparo da nanoemulsdo incorporada ao cloreto de aluminio-ftalociania (NE-AIFtCI).
Esta figura foi uma adaptacdo de Rodrigues 2015. A) adicdo dos excipientes: Kolliphor® e 6leo de ricino;
B) adicdo do FS AIFtCI. C) adicdo de agua destilada. D) NE-AIFtCI pronta na concentracdo de 40 uM
referente ao AIFtCI.
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3.1.1 Caracterizacao e Estabilidade da NE-AIFtCI

3.1.1.1 Propriedades Coloidais das NE-AIFtCI

As variaveis fisicas como o diametro hidrodinamico (DH), indice de
polidispersdo (PDI) e potencial zeta (Zt) da nanoformulacdo (NE-AIFtCI) foram
verificadas logo ap6s o preparo. Para tanto, neste experimento foram utilizados 20 pL de
NE-AIFtCI diluidos em 980 uL de PBS. O diluido foi posto em cubetas e analisado. As
analises foram feitas utilizando o equipamento Zetasizer (Zetasizer, ZS90, Malvern), pelo
método de dispersdo dindmica de luz (DLS). Esse teste foi realizado uma vez por ano

durante o tempo de quatro anos.

3.1.1.2 Propriedades fotofisicas das NE-AIFtCI

Para analise fotofisica do AIFtCI associado a NE foram utilizadas a mesma
diluicdo descrita na secdo 3.1.2.1. Para tanto, as avaliagcbes espectrais de absorcéo e
emissdo de fluorescéncia foram analisadas utilizando o equipamento Espectrofotémetro.
Para essa analise foram ajustados os parametros de leitura como descritos na Tabela 4.

Esse teste foi realizado uma vez por ano durante o tempo de quatro anos.

Tabela 4: Comprimentos de ondas ajustados para acessar os picos de absorc¢ao e emissao fluorescéncia do
FS associado a nanoformulacéo (NE-AIFtCI).

Faixas espectrais
Absorbancia (nm) A = Em. 400-800
Fluorescéncia (nm) A = Ex. 350; Em. 400-750

NE-AIFtCI: nanoemulsdo contendo cloreto de aluminio-ftalocianina. nm: nandémetro. Em: emissdo. EX:
excitagdo. A significa comprimento de onda.

Outro teste fotofisico realizado foi a avaliacdo da excitacdo em relacdo a

emissdo de fluorescéncia do FS AIFtCl associado & NE. Desta forma, a NE-AIFtCI foi
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diluida na concentracdo de 1 UM referente ao AIFtCI e colocada em uma placa de 96
pocgos, em seguida excitada em 300 nm sendo quantificada a emissdo em 600 nm. Esse
processo foi repetido, sendo que a excitacgdo foi ajustada com intervalos 50 nm e a emissao
de fluorescéncia foi ajustada a cada 10 nm. Para esse experimento foi utilizado o

equipamento Espectrofotdmetro.

3.1.1.3 Propriedades fisico-quimica da NE-AIFtCI

O teste de avaliagdo da producao de espécies reativas de oxigénio (ERO) pela
NE-AIFtCI foi realizado de acordo com método descrito por Rodrigues et al. 2015.
Brevemente, 100 pL de NE-AIFtCI (0,5 uM) foram colocados em pogos de uma
microplaca de 96 pocos e imediatamente lida a absorcao (414 nm) com auxilio de um
espectrofotdmetro com leitora de placas — valor de absorbéancia. Em seguida, adicionou-
se 10 pL da solucdo do reagente 1,3-difenil-isobenzofurano (DBF) as nanoformulagdes
de cada poco e feito uma nova leitura — valores de absorbancia referentes a producéao de
EROs®. As NE-AIFtCI com DBF foram ent4o irradiadas a cada 15 segundos e foi a leitura
da placa para absorbancia em 414 nm. Esse procedimento se repetiu até que houvesse a
estabilizacéo da absorbancia das amostras.

3.2 Experimentos bioldgicos in vitro: carcinoma mamario murino (4T1)3

Os experimentos in vitro foram realizados utilizando a linhagem de
carcinoma mamario murino — 4T1. Para tanto, todos os testes realizados com 4T1 estdo

representados no Fluxograma 2.
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NE-AIFtCl

Internalizaciao Vias de endocitose Colocalizacao Protocolos TFD ‘
# tempos de Inibidores das vias # tempos de #[ ]de NE-AIFtCI
exposi¢io de endocitose exposicdo (15 exposi¢ao)
. . . . Marcadores de ' Irradiagao apos:
Citometria Citometira organelas 0. 15, 30, 45, 105 ¢
225 minutos;
Confocal
Obtengdo das
CC50e CC90
# tempo (MTT)
| DAMPs | # doses de energia | Estresse oxidativo ‘ Via de morte ‘
Calreticulina, | MTT | Microscopio de Apoptose/necrose ‘
HSP70, HSP90, i Fluorescéncia
IL-1p e HMGBI, AO/PI ‘
Anexina V/PI ‘

Citometria de fluxo ‘

Fluxograma 2: Etapas de desenvolvimento do estudo in vitro utilizando células 4T1 submetidas a
diferentes protocolos da TFD-NE-AIFtCI. Siglas: NE-AIFtCI - cloreto de aluminio-ftalocianina associado
a nanoemulsfes; # - diferente; [ ] — concentracfes; 15~ 15 minutos; CC — concentragdo citotoxica; MTT -
brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazélio; 1L-1p —Interleucina 1 beta; High-Mobility Group
Box 1; Heat Shock Protein. AQO — alaranjado de acridina; Pl — iodeto de propideo.

3.2.1 Manutencéo da linhagem celular

A linhagem celular utilizada neste estudo foi preservada em criotubo
contendo 5% de DMSO e 95% de soro fetal bovino (SFB), sendo devidamente
identificada e armazenada em tanque de nitrogénio liquido. Aliquotas dessas suspensdes
celulares na concentracio de 2 x 10° células/mL foram retiradas do tanque de nitrogénio
liquido e descongeladas a 37 °C. Em fluxo laminar (esterilizado — alcool 70% e luz UV
por 15 minutos), a aliquota foi transferida para tubo de centrifugacdo de 15 mL,

adicionando-se mais 1 mL de meio (RPMI 1610) e, em seguida, foi centrifugada a 750 G
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por trés minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 1 mL de
meio de cultura fresco, que, por sua vez, foi transferido para garrafas de cultivo celular
de 25 cm?, identificadas e mantidas em incubadora a 37 °C e atmosfera 5% CO2 e 80%
de umidade. O meio de cultura utilizado foi RPMI 1610, tamponado com bicarbonato de
sodio, pH 7,2 e suplementado com 10% (v/v) SFB, penicilina 100 Ul/mL e estreptomicina
100 pg/mL. O cultivo foi mantido em incubadora a 37 °C e atmosfera 5% CO2 e 80% de
umidade e, quando necessario, 0 meio de cultivo foi trocado.

3.2.1.1 Estabelecimento de subculturas celulares

O estabelecimento de subculturas foi feito a partir da remocdo da
monocamada das células confluentes das garrafas de 25 cm? para cultivo inicial e
transferéncia de menor densidade para uma nova garrafa de 75 cm®. Quando as células
atingiam uma confluéncia de aproximadamente 80%, foram desassociadas
enzimaticamente com 4 mL do reagente Tripsina-EDTA 0,25%, deixadas em incubadora
por trés minutos — processo de determinacdo das passagens das células. Apds o
desprendimento das células, foram adicionados 4 mL de meio de cultura para neutralizar
a tripsina e, em seguida, o conteldo da garrafa foi transferido para um tubo de
centrifugacdo de 15 mL e centrifugado a 750 g por trés minutos. O sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspendidas com 1 mL de meio de cultura. Para
determinacdo da quantidade de células viaveis, 10 pL da suspensédo foram adicionados a
90 uL de azul de tripan (0,4% em PBS) — este corante ndo é capaz de penetrar em células
que apresentam a membrana plasmatica intacta. Do preparado contendo o corante, 10 pL
foram retirados e aplicados em hemocitémetro de Neubauer. A concentracdo de células
foi determinada baseando-se em seus quadrantes laterais e de acordo com a equagéo

abaixo:

n° de c¢lulas contadas
x fator de diluigdo x 10* células/mL
n° de quandrantes
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Apds a contagem celular, 20% da suspensédo foi repassada para uma nova
garrafa. O meio de cultivo foi trocado a cada 72 horas, aproximadamente. Para a
realizacdo dos experimentos, apos a quantificacdo, as células foram transferidas para
microplacas de cultura de acordo com o experimento a ser realizado. Quando utilizadas
as microplacas de 12 pocos, foi utilizada a concentracdo de 5 x 10° células por pogo, ja

nas microplacas de 96 pocos a concentragdo utilizada era de 1 x 10* células por poco.

3.2.1.2 Determinagéo da viabilidade celular pelo método MTT

Todos os testes de viabilidade celular foram feitos utilizando o método de
avaliacdo colorimétrica de brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazélio
(MTT), descrita por Mosmann (1983)%%. Apés os tratamentos propostos, as células foram
expostas a solugdo de MTT em meio de cultivo. Essa solu¢do em células viaveis interage
com as desidrogenases mitocondriais como a succinil desidrogenase, promovendo a
reducdo do reagente MTT a um composto denominado formazan, caracterizado pela
coloracdo purpura e pela insolubilidade em meios hidrofilicos. A viabilidade celular é
indicada pela quantificagéo da producéo de cristais de formazan de acordo com a presenca
de desidrogenases ativas. Ap6s 0s tratamentos nos tempos estabelecidos, o meio de
cultura foi substituido por um novo meio contendo MTT a 10%. O preparado era incubado
a 37 °C e atmosfera de 5% CO2 e 80% de umidade. A solucdo contendo MTT foi
removida apds duas horas e 200 uL. de DMSO foram adicionados para a solubilizagdo do
formazan. A partir da medida do espectro de absorbancia com comprimento de onda de
595 nm, obtido em espectrofotdmetro conjugado a leitora de microplacas, a producao de

formazan foi quantificada e, portanto, determinada a viabilidade celular.

3.2.2 Visualizagdo da incorporagéo intracelular de NE-AIFtCI nas células 4T1 por

citometria de fluxo

Para visualizacdo da internalizacdo da NE-AIFtCI, pelas células 4T1 foi
padronizada uma concentragdo de 1 uM. A realizacdo deste teste foi de acordo com as

etapas representadas pelas letras na Figura 13, sendo: A) Plaqueamento das células 4T1
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em microplaca de 12 pocos como descrito na secdo 3.2.1.1. B) Apds 24 horas de
crescimento em incubadora, o meio das células foi removido e adicionou-se 1 mL de NE-
AIFtCI na concentragdo de 1 uM por 15 minutos na incubadora. C) Findo o tempo de
incubacdo o meio contendo NE-AIFtCI foi descartado e as células lavadas com PBS
gelado por 2 vezes (PBS 2X) e adicionou meio RPMI fresco. Para analise da presenca do
AIFtCI foram escolhidos os tempos de 0; 15; 30; 45; 105 e 240 minutos apds os 15
minutos de exposic¢ao das células a NE-AIFtCI, denominados de TO, T15, T30, T45, T105
e T225, respectivamente. D) Ao fim de cada tempo determinado foi realizada a remocéo
das células utilizando tripsina EDTA. E) As células, junto com o sobrenadante, foram
dispostas em criotubos devidamente identificados e centrifugados para remocdo da
tripsina e lavadas com PBS 2X. F) Apos a centrifugacdo foi feito o descarte do
sobrenadante e as células foram analisadas no citometro de fluxo (633 nm). G) Os

resultados foram tratados pelo programa FlowJO e plotados utilizando GraphPrisms?7.

X 2 2
A /é % Plaqueamento de 4T1 em B ¢ & Descarte domeio cadigio ¢ ¢\ @, Descarte NE-AIFtCI (1 pM) em
VY RPMI - 5x10° células/pogo 2% de NE-AIFtCI (1 uM) BRPMI ¢ lavagem com PBS (2X)
Aﬂ‘;@ p: WE}{ 73‘3:'%\
- — AY
@) [9DDD]| § |veee 7 |Yeee
o fe— =—
I 1O0DD| A o000 - 0000
" - oras minutos
cnsti | DD aainior | OO O@] reireio | O OO@)
g — — \,:7\(
Microplaca de 12 pogos Andlise ap6s os tempos:
TO, T15, T30, T45, T105 e T225
D 6 % Remogdo do sobrenadante ¢ | E Disposigao d‘_’ sobrenada_nte € F  Citometro de Fluxo
"\ Tripsinizagdo células em criotubo seguida Laser utilizado de 633 nm

~de centrifugacio

19090 \>

Para remogéao foram utilizados
0,4 mL por pogo (3 minutos)

G Tratamento dos resultados
FlouJO ¢ GraphPrims7

Centrifuga ajustada em
2500 RPM, 4 °C por 5 minutos

Figura 13: Teste de internalizagdo da NE-AIFtCI pelas células 4T1 pelo método de citometro de fluxo.
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3.2.3 Avaliacéo das vias de endocitose

A verificacdo da via ou vias de endocitose utilizadas pelas células 4T1 para
interiorizar a NE-AIFtCI foi feita de acordo com um protocolo descrito na literatura
(Zeng, et al. 2012)%. A realizaco deste teste foi de acordo com as etapas representadas
pelas letras na Figura 14, sendo: A) Plagueamento das células 4T1 em microplaca de 12
pogos como descrito na secdo 3.2.1.1. B) Apos 24 horas de crescimento em incubadora,
0 meio das células foi removido e adicionou-se os inibidores de endocitose por 30
minutos: azida sddica (100 mM); filipina (1 pg/mL); nistatina (20 pg/mL); 6xido de
fenilarsina (0,2 uM); citocalasina D (1 uM); amilorida (0,2 mM); e mantidas em 4 °C.
Células néo expostas aos inibidores ou a 4 °C. C) Findo o tempo de incubacdo, 0 meio
contendo NE-AIFtCI foi descartado e as células lavadas com PBS 2X seguida da adi¢do
de meio RPMI fresco. Para andlise da presenca por qual (is) via (s) ocorreu a endocitose
de AIFtCI. D) As células foram a removidas das placas utilizando tripsina EDTA e postas
em criotubos devidamente identificados. E) Os criotubos foram centrifugados para
remoc¢do da tripsina e lavadas com PBS gelado. F) Apds a centrifugacdo foi feito o
descarte do sobrenadante e as células foram analisadas no citometro de fluxo (633 nm).
G) Os resultados foram tratados pelo programa FlowJO e plotados utilizando

GraphPrisms?7.
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Figura 14: Teste para verificagdo da via pela qual a NE-AIFtCI foi incorporada pelas células 4T1.

3.2.4 Visualizacdo da incorporagdo intracelular de NE-AIFtCl e andlise de sua

colocalizacéo com organelas de células 4T1

Para visualizacdo da internalizacdo da NE-AIFtCI, pelas células 4T1 foi
padronizada uma concentracdo de 1 uM. A realizagdo deste teste se deu de acordo com
as etapas representadas pelas letras na Figura 15, sendo. A) Plaqueamento das células
4T1 em microplaca de 12 pocos contendo uma laminula de 0,22 mm por po¢o como
descrito na secdo 3.2.1.1. B) Apo0s 24 horas de crescimento em incubadora, 0 meio das
celulas foi removido e adicionou-se 1 mL de NE-AIFtCI na concentracdo de 1 uM por 15
minutos na incubadora. C) Findo o tempo de incubacdo o meio contendo NE-AIFtCI foi
descartado e as células lavadas com PBS gelado por 2 vezes (PBS 2X) e adicionou-se
meio RPMI fresco. Para analise da presenca do AIFtCI foram escolhidos os tempos de 0;
15; 30; 45; 105 e 240 minutos (TO, T15, T30, T45, T105 e T225, respectivamente) apds
0s 15 minutos de exposicdo das células a NE-AIFtCI. D) Ao final de cada tempo, as
células foram marcadas para lisossomos, reticulo endoplasmatico, mitocondria —
exposicdo de 30 minutos e nlcleo exposicdo de 5 minutos — e, em seguida analisadas
quanto a presenca do AIFtCI e sua localizagdo intracelular. E) Apds a exposicdo aos
marcadores, a laminula foi removida com auxilio de uma pinga e colocada em uma

lamina. F) Seguida da montagem das laminas foi feita a identificacdo de colocalizagéo
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pela técnica de microscopia confocal. O microscépio Confocal foi ajustado quanto as
faixas espectrais utilizadas descritas na Tabela 5. G). As imagens obtidas foram tratadas
utilizando os programas PhotoShop CC2015, Imagel e a concentragdo do FS AIFtCI

presente em cada subunidade celular tratada pelo GraphPrisms?7.

-

< § \
Plaqueamento de 4T1 em B\ Q Descarte domeio cadigio ¢ ¢\ Descarte NE-AIFtCI (1 uM) em
\ RPMI - 5x10° células/pogo 2% de NE-AIFtCI (1 pM) X2 RPMI e lavagem com PBS (2X)

o [9990] § [Feee] = ;’:::
o ‘ dall ol I
C:lula ;tTl j j w ﬁ) 24 horas . . . . 15 minutos
‘) ,) ‘j ‘, (Incubadora) . . ‘ | (Incubadora) &. . ‘ ‘ )

Andlisc apos os tempos:
TO, T15, T30, T45, T105 e T225

Microplaca de 12 pogos
com laminula de 0,22 mm

D J,,é 3 Exposi¢do aos marcadores Montagem da lamina F Microscopio Confocal:
\%

obtengdo das imagens
\L, >
30 minutos

| (Incubadora)

Marcadores Liso-Tracker ER Tratamento das imagens
Treacer, MitoTracker e DAPI PhotoShop CC 2015 e Imagel

Figura 15: Teste de colocalizacdo subcelular (nucleo, lisossomos, mitocdndria e reticulo endoplasmético)
do AIFtCI pelas células 4T1 utilizando a técnica microscopia confocal.

Tabela 5: Faixas espectrais ajustadas para deteccdo das fluorescéncias dos marcadores subcelulares e do
FS AIFtCI.

Faixas espectrais

Emissdo (nm) Excitacdo (nm) Laser de Diodo (nm)

DAPI 358 461

ER-Tracker® 374 430 405/violeta
LysoTracker® 373 422

ER-Tracker® 390 516 514/amarelo
AIFtCl 600 700 633/vermelho

nm
nandmetros; AIFtCIl — Cloreto de aluminio-ftalocianina
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3.2.4.1 Obtencao e analise das imagens pelo programa ImageJ

As imagens foram obtidas em alta resolucdo utilizando microscépio confocal
de varreadura a laser ajustado com objetiva HCX PL APO 63x/1.40-0.60 CS-BL (imerséo
a 6leo), resolucao 1024x1024 pixels e com frequéncia de 100 Hz. Todas as imagens foram
obtidas em TIFF (Tagged Image File Format). Apos a obtencdo das imagens, foi utilizado
0 programa Adobe Photoshop CC 2015 para ajuste da opacidade e montagem da
colocalizagdo (merge). As andlises das imagens foram feitas utilizando o programa
ImageJ (NIH, USA).

Para verificar se o AIFtCI se colocalizava com as organelas, foi utilizado o
programa de processamento de imagens ImageJ. Primeiramente, foram feitas as divisdes
dos canais: canal vermelho (AIFtCI), canal verde (MitoTracker®) e canal azul (ER-
Tracker®, LysoTracker® e DAPI). Em seguida, as imagens foram colocadas na escala
de cinza — pluginlmage, Type 8-bit —, j& que a escala de cinza facilita a analise da
localizacdo da marcacéo e contagem dos pixels através do histograma da imagem (escala
de 0-255). O préximo passo foi analisar a intensidade de correlacdo das imagens — plugin

Colocalisation, Intensity Correlation Analysis.

Essa analise permite a verificacdo do valor total de pixels colocalizados nas
duas imagens analisadas. A intensidade de colocalizacdo foi obtida através da
porcentagem de pixels positivos (Ne+ve). Os valores dos pixels sdo representados pelo
Produto das Diferencas da Média (PDM), ou seja, 0 PDM = (intensidade do vermelho -
intensidade média vermelho) x (intensidade do verde/azul - intensidade média

verde/azul).

Também foram feitas as avaliagdes da colocalizacdo utilizando o Coeficiente
de Correlagio de Pearson’s (Rr) e o Coeficiente de Sobreposi¢io Mander’s (R)®, como
descrito em Manders, et al. (2009)%*. O coeficiente de Pearson’s (Rr) é referente a
correlagéo da distribuicdo de intensidades entre dois canais fluorescentes, sendo que essa
correlagéo pode ser analisada pela variacdo de -1 a +1, ou seja: valores negativos indicam
que ndo ha correlacdo entre as duas imagens; valores 0 e proximos a 0 indicam baixa
correlacdo; e valores proximos a 1 indicam que houve correlagdo (0,9 — 1:correlacéo
muito forte; 0,7-0,9: correlacdo forte; 0,5-0,7: correlacdo moderada; 0,3-0,5: correlagdo

fraca; 0,0-0,3: desprezivel). O coeficiente de Mander’s (R) é referente a sobreposigao de
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dois canais fluorescentes normalizando as diferencas de intensidade entre eles, sendo que
essa correlacdo varia de 0 a 1, onde valores proximos a 0 referenciam baixa colocalizacéo

e valores proximos a 1, alta colocalizagéo.

3.2.5 TFD-NE-AIFtCI in vitro

3.2.5.1 Efeito da TFD-NE-AIFtCI sob diferentes concentrac6es do AIFtCI: obtencéo das
CC50e CC90

Este teste foi realizado de modo a avaliar a eficcia da TFD-NE-AIFtCI e
obter a concentracao citotoxica que ocasiona 50% e 90 % de morte (CC50 e CC90), como
descrito em Rodrigues (2014). Por tanto, a realizacdo deste teste foi de acordo com as
etapas representadas pelas letras na Figura 16, sendo: A) Plaqueamento das células 4T1
em microplaca de 96 pogos como descrito na secdo 3.2.1.1. B) Apo6s 24 horas de
crescimento das células em incubadora, foi descartado e as células foram expostas a
diferentes concentracbes NE-AIFtCl (0-1uM) por 15 minutos. Findo o tempo de
exposicao aguardou-se o0s tempos de 0; 15; 30; 45; 105 e 240 minutos (TO, T15, T30, T45,
T105 e T225, respectivamente). D) Apos o final de cada tempo escolhido, as células
foram irradiadas com LED 660 nm por 10 minutos chegando a uma densidade de energia
de 25 J/cm2. Finalizada a exposicdo das células ao LED, as microplacas foram colocadas
na incubadora e aguardou-se o tempo de 24 horas. Findo do tempo, foi realizado o teste
colorimétrico MTT, descrito na se¢do 3.2.1.2, brevemente representado nas letra E, F e
G. E) o meio foi descartado e adicionou-se solucdo de MTT. F) Descarte da solugéo
contendo MTT e adi¢do de DMSO. G) As placas foram lidas utilizando-se uma leitora de
placas ajustada a absorbancia em 595 nm. Por fim, H) Os resultados obtidos foram

tratados utilizando os programas Excel e GraphPrisms?7.
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Figura 16: Avaliacdo do efeito da TFD-NE-AIFtCI (0-1 uM) na viabilidade celular de 4T1. Obtenc&o das
concentragdes citotdxicas que causaram morte de 50% e 90% das células (CC50 e CC90) nos diferentes
tempos: TO, T15, T30 T45, T105 e T225.

3.2.5.2 Efeito da TFD-NE-AIFtCI sob diferentes densidades de energia utilizando as
CC50 de cada tempo da secéo 3.2.5.1

Este teste foi realizado de modo a avaliar se diferentes doses de energia
ocasiona diferencas na viabilidade das células submetidas a TFD-NE-AIFtCI. A
realizacdo deste teste foi de acordo com as etapas representadas pelas letras na Figura
17, sendo: A) Plaqueamento das células 4T1 em microplaca de 96 pogos como descrito
na se¢do 3.2.1.1. B) Ap6s 24 horas de crescimento das células em incubadora, foi
descartado o sobrenadante e as células foram expostas por 15 minutos as diferentes
concentragdes CC50 NE-AIFtCI encontradas na secéo 3.2.6.1 (TO, T15, T30, T45, T105
e T225). C) as células foram lavadas com PBS 2X e meio novo foi adicionado. Findo o
tempo de exposicao aguardou-se os tempos de TO, T15, T30, T45, T105 e T225. D) Apos
o final de cada tempo escolhido, as células foram irradiadas com LED 660 nm. As
diferentes densidades de energia foram acessadas de acordo com o tempo de exposi¢édo

das células 4T1 ao LED, sendo encontradas as diferentes doses de energia quando
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irradiados por: 1 (2,54 Jicm?), 5 (13,98 J/cm?), 10 (25,88 J/cm?), 15 (38,77 Jicm?), 20
(52,12 J/cm?) e 25 minutos (67,56 J/cm?). Finalizada a exposicdo das células ao LED, as
microplacas foram colocadas na incubadora e aguardou-se o tempo de 24 horas. Findo do
tempo, foi realizado o teste colorimétrico MTT, descrito na se¢do 3.2.1.2, brevemente
representado nas letras E, F e G. E) O meio foi descartado e adicionou-se solucao de
MTT. F) Descarte da solucdo contendo MTT e adicdo de DMSO. G) As microplacas
foram lidas utilizando uma leitora de placas ajustada a absorbancia em 595 nm. H) Os

resultados obtidos foram tratados utilizando os programas Excel e GraphPrisms?7.
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Figura 17: Avaliagdo do efeito da TFD-NE-AIFtCI utilizando as concentra¢cbes CC50 de cada tempo
avaliado na secdo 3.2.6.1 (TO, T15, T30, T45, T105 e T225) variando as densidades de energia (J/cm?) na
viabilidade celular de 4T1. As diferentes doses de energia foram acessadas por diferentes tempos de
irradiacéo, sendo: 1 (2,54 J/cm?), 5 (13,98 J/cm?), 10 (25,88 Jicm?), 15 (38,77 J/cm?), 20 (52,12 J/cm?) e 25
minutos (67,56 J/cm?).

3.2.6 Teste de viabilidade para Mitoxantrona

Este teste foi realizado de modo a avaliar o efeito citotoxico do

quimioterapico Mitoxantrona (MTX) com diferentes concentragdes. O quimioterapico
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MTX foi dissolvido em DMSO e as concentracdes foram ajustadas para verificacdo do
teste de viabilidade. A realizagéo deste teste foi de acordo com as etapas representadas
pelas letras na Figura 18, sendo: A) Plaqueamento das células 4T1 em microplaca de 96
pocos como descrito na secdo 3.2.1.1. B) Apds 24 horas de crescimento das células em
incubadora, foi descartado e as células foram expostas a diferentes concentra¢des de MTX
(0-10 uM) por 30 minutos. C) Findo o tempo de exposicao, as células foram lavadas com
PBS 2X e meio novo foi colocado. Aguardou-se o tempo de 24 horas. D) Findo do tempo,
foi realizado o teste colorimétrico MTT, descrito na secdo 3.2.1.2, brevemente
representado nas letras E e F. E) O meio foi descartado e adicionou-se solucdo de MTT
e deixado por 2 horas; ao final deste tempo o MTT foi descartada e adiciou-se DMSO. F)
As placas foram lidas utilizando uma leitora de placas ajustada a absorbancia em 595 nm.

Os resultados obtidos foram tratados utilizando os programas Excel e GraphPrisms?7.
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(Incubadora)

< Adicdo da solugio de MTT - E g« Descarte do MTT e adigdiode ' F = Espectrofotometro
7\ Absorbancia 595 nm

2 horas
(Incubadora)

Figura 18: Avaliagdo do efeito de citotoxicidade do quimioterdpico Mitoxantrona (MTX) sob diferentes
concentragdes contra células 4T1.

3.2.7 Andlise de morte celular pelo método AO/PI

Este teste foi realizado de modo a avaliar qual a via de morte celular
ocasionada por diferentes protocolos de TFD-NE-AIFtCIl. Como controles de apoptose e
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necrose, foram utilizados os tratamentos com mitoxantrona (MTX — 1,5 uM) e as células
foram congeladas e descongeladas por trés vezes (C/D), respectivamente. A realizacdo
deste teste foi de acordo com as etapas representadas pelas letras na Figura 19, sendo: A)
Plaqueamento das células 4T1 em microplaca de 12 pogos como descrito na se¢éo 3.2.1.1.
B) Apds 24 horas de crescimento das células em incubadora, foi descartado 0 meio e as
células 4T1 foram expostas aos tratamentos, sendo: 1) células sem tratamento; 2) Com
mitoxantrona (exposi¢éo a 1,5 uM por 30 minutos); 3) diferentes protocolos de TFD-NE-
AIFtCI nas concentracdes de 9,01 nM (CC50) ou de 19,4 nM (CC90) — CC50 referentes
ao T15, por 15 minutos, aguardou-se o tempo de mais 15 minutos e as células foram
expostas ao LED 660 nm nas fluéncias de 25 J/cm?2 ou 67 J/cm?; 4) células congeladas e
descongeladas 3 vezes (C/D). C) Apds o fim de cada tratamento as células foram lavadas
com PBS (2X) e adicionou-se meio fresco. Para avali¢do da via de morte, aguardou-se o
tempo de 4 horas em incubadora. D) Findo o tempo, as células foram fixadas com Alcool
70% a 4 °C por uma hora. E) Apés a fixacdo, as células foram removidas e dispostas em
critotubos devidamente identifico e centrifugados para descartar o solvente e foi feita a
ressuspensdo das células com 0,2 mL de PBS. F) Exposi¢do das células aos marcadores
Laranja de Acridina (AO — 5 pg/mL) e lodeto de Propideo (Pl — 20 pug/mL) por 5 minutos
em temperatura ambiente (TA). G) as imagens das marca¢des foram obtidas com auxilio
do microscopio de fluorescéncia EVOS. H) tratamento das imagens, foram contadas 300
células para cada tratamento sendo estas identificadas de acordo com a coloracdo da

marcacdo como representado pela Figura 20 nesta secéo.
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Figura 19: Avaliacdo da via de morte pelo método AO e Pl apds 4 horas dos tratamentos MT X e diferentes
protocolos da TFD-NE-AIFtCI nas células 4T1. AO — alaranjado de acridina; Pl — iodeto de protideo. 1)
células sem tratamento; 2) Com mitoxantrona (exposicdo a 1,5 uM por 30 minutos); 3) Diferentes
protocolos de TFD-NE-AIFtCI nas concentragdes de 9,01 nM (CC50) ou de 19,4 nM (CC90) — CC50
referentes ao T15, por 15 minutos, aguardou-se o tempo de mais 15 minutos e as células foram expostas ao
LED 660 nm nas fluéncias de 25 J/cm?2 ou 67 J/cm?; 4) células congeladas e descongeladas 3 vezes (C/D).

Para deteccdo e quantificacdo do nimero de células em processo de apoptose
ou necrose, foi realizada a avaliacdo do perfil de marcacdo para AO/PI descrita por
Kasibhatla et al. (2006)%. Essa verificacio foi realizada por meio de duplo cego para que
ndo houvesse resultados tendenciosos — por trés pessoas. Desta forma, as imagens foram
divididas em pastas identificas por letras sortidas e passadas a trés pessoas que realizaram
as contagens em relagdo as cores referentes a marcacgdo, sendo: contagem de células
verdes, contagem de células amarelas/laranjas e contagem de células vermelhas. O
marcador AO faz marcacdo tanto de células viaveis quanto de células mortas, ja 0
marcador PI cora apenas celulas mortas, ou seja, que perdeu a integridade da membrana.
Neste contexto, as formas de identificacdo foram divididas em trés estagios representados

na Figura 20, sendo:
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A) célula vidvel — marcacdo em verde uniforme tanto o nucleo quanto

citoplasma;

B) célula em apoptose — membrana plasmatica parcialmente degradada, o que
permite a entrada do PI. Formac&o de corpos apoptdticos com a fragmentacédo
e a condensacdo da cromatina (seta branca). As células apresentam uma

coloracdo alaranjada.

C) célula necrdtica — a célula fica uniformemente marcada de vermelho, isso

se da pela alteracdo na membrana que permite a entrada do PI.

Figura 20: Fotomicrografia das células da linhagem 4T1 marcadas com alaranjado de acridina (AO) e
iodeto de propideo (PI) analisadas em microscopio de fluorescéncia EVOS. A) célula viavel; B) célula
apoptatica (as setas indicam a formacao dos corpos apoptéticos); e C) célula necrética.

3.2.8 Andlise de morte celular pelo método Anexina V/PI

Este teste foi realizado de modo a avaliar qual a via de morte celular
ocasionada por diferentes protocolos de TFD-NE-AIFtCl. Como controles de apoptose e
necrose, foram utilizados os tratamentos com MTX e C/D, respectivamente como descrito
na sec¢do 3.2.7. A realizacdo deste teste foi de acordo com as etapas representadas pelas
letras na Figura 21, sendo: A) Plagueamento das celulas 4T1 em microplaca de 12 pogos
como descrito na se¢do 3.2.1.1. B) Apds 24 horas de crescimento das células em
incubadora, foi descartado e as células 4T1 foram expostas aos tratamentos 1, 2, 3 e 4
descritos na secdo 3.2.8. C) Apds o fim de cada tratamento, as células foram lavadas com
PBS (2X) e adicionou-se meio fresco. Pra avali¢do da via de morte aguardou-se o tempo
de 24 horas em incubadora. D) Ao fim de cada tratamento determinado, foi realizada a
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remocao das células utilizando tripsina EDTA. E) As células junto com o sobrenadante
foram dispostas em criotubos devidamente identificados e centrifugados para remocao da
tripsina e lavadas com PBS 2X. F) Apos a centrifugacdo foi feito o descarte do
sobrenadante e as células expostas aos marcadores Anexina V (5 L) e PI (10 L) por 5
minutos a temperatura ambiente. G) As células foram levadas ao Citdmetro de Fluxo e
analisadas quanto a exposicao da proteina fosfatidilserina referente ao sinal de apoptose
pelo marcador Anexina V (488 nm) e perda da integridade da membrana celular referente
ao sinal de necrose pelo marcador Pl (570 nm). H) Os resultados obtidos foram tratados

utilizando FlouJO e GraphPrisms?7.
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Figura 21: Avaliacdo da via de morte pelo método Anexina V e Pl ap6s 24 horas dos tratamentos: 1)
células sem tratamento; 2) Com mitoxantrona (exposi¢cdo a 1,5 UM por 30 minutos); 3) Diferentes
protocolos de TFD-NE-AIFtCI nas concentragdes de 9,01 nM (CC50) ou de 19,4 nM (CC90) — CC50
referentes ao T15, por 15 minutos, aguardou-se o tempo de mais 15 minutos e as células foram expostas ao
LED 660 nm nas fluéncias de 25 J/cm?2 ou 67 J/cmz; 4) células congeladas e descongeladas 3 vezes (C/D).

3.2.9 Teste para deteccdo do estresse oxidativo celular apés a TFD-NE-AIFtCI por

Microscopia de Fluorescéncia
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A deteccdo do estresse oxidativo por microscopia de fluorescéncia nas células
4T1 submetidas & TFD-NE-AIFtCI (0,5 uM) foi feita utilizando-se 0 KIT CellROX®
Oxidative Stress Reagents (Life Technologies). A realizacéo deste teste foi de acordo com
as etapas representadas pelas letras na Figura 22, sendo: A) Plaqueamento das células
4T1 em microplaca de 12 pocos contendo uma laminula 0,22 mm em cada po¢o como
descrito na se¢do 3.2.1.1. B) Apds 24 horas, as células 4T1 foram expostas a NE-AIFtCI
por 15 minutos e consequentemente lavadas com PBS (2x). C) Em seguida, o reagente
CellROX®foi adicionado na concentracio de 5 uM e deixado incubado por 30 minutos a
37 °C. Findo do tempo de incubacdo com reagente, as células foram novamente lavadas
com PBS (2x). D) Marcacéo do nucleo utilizando o marcador DAPI (5 minutos) e lavadas
com PBS (2X); E) As laminulas contendo as células foram montadas em uma lamina. F)
Em seguida, a lamina foi analisada utilizando um microscopio de fluorescéncia. Para que
fosse possivel identificar a fluorescéncia referente ao estresse oxidativo, as imagens

foram obtidas basicamente ao mesmo tempo em que foram irradiadas com LED 660 nm.
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LED
660 nm

Figura 22: Identificacéo do estresse oxidativo utilizando o reagente CellROX® ocasionado pela exposicdo
das células 4T1 a TFD-NE-AIFtCI.
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3.2.10 Deteccao e quantificacdo de DAMPs apos a TFD-NE-AIFtCI

3.2.10.1 Deteccao da exposicdo de Calreticulina, HSP70 e HSP90 apo6s 1 hora da
aplicacdo da TFD-NE-AIFtCI

A deteccdo da exposicdo dos DAMPs calreticulina (CTR), HSP70 e HSP90
foram feitas através da técnica de imuno-histoquimica utilizando um microscopio de
fluorescéncia EVOS. A realizacdo destes testes foi de acordo com as etapas representadas
pelas letras na Figura 23, sendo: A) Plaqueamento das células 4T1 em microplaca de 12
pogos contendo uma laminula de 0,22 mm por po¢o como descrito na se¢cdo 3.2.1.1. B)
Apbs 24 horas de crescimento das células em incubadora foi descartado e as células 4T1
foram expostas aos tratamentos 1, 2, 3 e 4 descritos na se¢do 3.2.8. Foram utilizadas
também células permeabilizadas com TritonX100 0,1% por 15 minutos, a fim de avaliar
a marcacdo interna da Calreticulina, HSP70 e HSP90. C) Apos o fim de cada tratamento,
as células foram lavadas com PBS (2X) e adicionou-se meio fresco. Aguardou-se o0 tempo
de 1 (uma) hora, com as células mantidas em incubadora. D) Findo o tempo de incubacéo,
as células foram fixadas com Alcool 70% gelado por 20 minutos — 4 °C. E) Findo o tempo
de fixacdo as células foram, expostas aos anticorpos primarios para anti-CRT/ anti-HSP70
ou anti-HSP90 por 1 hora em estufa com temperatura regulada a 37 °C (testes
independentes) seguida da lavagem com PBS gelado (2X). F) Ap6s a exposicao aos
respectivos anticorpos primarios, adicionou-se o anticorpo secundario anti-lgG 488 por
30 minutos em temperatura ambiente. Toda essa etapa foi realizada ao abrigo da luz e, ao
fim do tempo proposto, foi realizada a lavagem com PBS (2X); G) As células foram
analisadas por microscopia de fluorescéncia utilizando o Microscopio de Fluorescéncia
EVOS. O nucleo das células também foi marcado utilizando o marcador DAPI - ndo
representado na figura, como descrito na se¢do 3.2.5. H) As imagens obtidas foram
tratadas utilizando os programas PhotoShop CC2015, ImageJ e a concentragdo do FS

AIFtCI presente em cada subunidade celular tratado pelo GraphPrisms?7.
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Figura 23: Teste para detec¢édo dos padrdes moleculares associados a danos (DAMP): Calreticulina, HSP70
ou HSP90 por imuno-histoquimica 1 hora apds as células serem submetidas aos tratamentos: 1) células sem
tratamento; 2) Com mitoxantrona (exposic¢do a 1,5 uM por 30 minutos); 3) Diferentes protocolos de TFD-
NE-AIFtCI nas concentragdes de 9,01 nM (CC50) ou de 19,4 nM (CC90) — CC50 referentes ao T15, por
15 minutos, aguardou-se o tempo de mais 15 minutos e as células foram expostas ao LED 660 nm nas
fluéncias de 25 J/cm?2 ou 67 J/cm?; 4) células congeladas e descongeladas 3 vezes (C/D).

3.2.10.2 Interleucina 1 beta (IL-7p) e Hight mobility molecule box-1 (HMGB1)

A detec¢do da exposi¢do dos DAMPs IL-1p e HMGBI foi feita através da
técnica de ELISA de acordo com a descricdo dos fabricantes. A realizacdo destes testes
foi de acordo com as etapas representadas pelas letras na Figura 24, sendo: A)
Plaqueamento das células 4T1 em microplaca de 12 pogos como descrito na se¢éo 3.2.1.1.
B) Apos 24 horas de crescimento das células em incubadora, foi descartado e as células
4T1 foram expostas aos tratamentos 1, 2, 3 e 4 descritos na sec¢éo 3.2.8. C) Apds o fim
de cada tratamento, as células foram lavadas com PBS (2X) e adicionou-se meio fresco.
Aguardou-se o tempo de 24 horas e 48 horas para deteccdo de IL-13 e HMGBI, sendo as
células mantidas em incubadora. D) Foi coletado o sobrenadante e posto em criotubos

devidamente, identificados. E) Os critotubos contendo o sobrenadante de cada tratamento
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foi centrifugados por 5 minutos com 1000 RPM e temperatura de 25 °C. F) A deteccao
da emissdo dos DAMPs IL-13 e HMGBI foram feitas pela técnica de ELISA descrita
pelos fabricantes. G) A absorbancia foi obtida por espectrofotometria em 450 nm, para

ambas analises. H) Os dados obtidos foram tratados utilizando Excel e GraphPrims7.

@ Descarte dos tratamentos

,{; lavagem com PBS (2X)

Y700
000

L\ Plaqueamento de 4T1 em B
SRPMI - 5x10° células/pogo

.. Descarte do meio e adigdo c 1
7 dos tratamentos 1,2,3 ¢ 4 A

>

H §E..
R d .
(Incubadora) |\ . fz\ . . | ﬁil:;d;; :;d:: @LL.@{

e tratamento
Microplaca de 12 pogos (incubadora)

=

24 horas

Aguardou-se 24 horas ou 48
horas apos os tratamentos
1,2,3e4

D ‘,’f'?\ A\\ Coleta do sobrenadante e E Cemrifugagﬁo F  Aplicagio dos protocolos
y identifica¢do Retirada de células mortas 6EUSA de acordo com fabricante
@ £

| gy P =
D000 = [\
0000 v |

LAll) -

IL-1P -24 horas
_

HMGBI — 48 horas
(apds os trtamentos)

G Espectrofotometro
Centrifuga ajustada em Absorbéncia 450 nm
1000 RPM, 25 °C por 5 minutos

H Resultados foram tratados
com Excel e GraphPrims7

Figura 24: Teste para deteccdo e quantificacdo no sobrenadante de células 4T1 para IL-1p e HMGB1 apo6s
24 e 48 horas de serem submetidos a diferentes protocolos da TFD-NE-AIFtCI, respectivamente. Os
tratamentos aplicados: 1) células sem tratamento; 2) com mitoxantrona (exposicdo a 1,5 puM por 30
minutos); 3) Diferentes protocolos de TFD-NE-AIFtCI nas concentra¢@es de 9,01 nM (CC50) ou de 19,4
nM (CC90) — CC50 referentes ao T15, por 15 minutos, aguardou-se o tempo de mais 15 minutos e as células
foram expostas ao LED 660 nm nas fluéncias de 25 J/cm? ou 67 J/cm?; 4) células congeladas e
descongeladas 3 vezes (C/D).

3.3 Testes in vivo

Os experimentos in vivo foram realizados em camundongos fémeas da
espécie Balb-C. Todos os testes realizados neste estudo com animais foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade de Brasilia (CEUA), com
numero de protocolo: UnBDoc 5529/2015 (Anexo VI). Para tanto, todos os testes

realizados estdo representados no Fluxograma 3.
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Fluoxograma 3: Etapas de desenvolvimento do estudo in vivo utilizando camundongos fémeas da espécies
Balb-C. Os testes foram divididos em duas estapas, sendo a primeira etapa o enxerto de células 4T1 vidveis
e tratamento com TFD-NE-AIFtCI apds o surgimento do tumor. Segunda etapa, independente da primeira,
0s animais foram vacinados com células 4T1 pré-tratadas com diferentes protocolos da TFD-NE-AIFtCl e
depois realizado o teste de imunizacdo com o enxerto de células 4T1 viavies.

3.3.1 Ensaio de TFD-NE-AIFtCI em camundongos fémeas (Balb-C) com tumor 4T1

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados camundongos fémeas da
linhagem Balb-C. A realizacdo deste teste foi de acordo com as etapas representadas pelas
letras na Figura 25, sendo: A) As células utilizadas no in6culo foram da linhagem 4T1,
preparadas como descrito na secdo 3.2.1.1. B) Os animais recebem no flanco esquerdo o
enxerto de células 4T1 na concentracdo de 2x10* células/animal. A partir do dia da
indculo os animais foram monitorados diariamente. No 14° dia apds o enxerto, observou-
se um volume tumoral em todos os animais de cada grupo de aproximadamente 1 mms,
C) Ap0s o surgimento de uma massa tumoral palpavel, os tratamentos foram realizados,
sendo: grupo 1 animais que receberam 0,2 mL de PBS no tumor (in situ); grupo 2 e 3
animais que receberam 0,2 mL de NE-AIFtCI (5 uM) no tumor (in situ), porém os animais
do grupo 3 apds 30 minutos de exposicdo a NE-AIFtCI foram expostos por 20 minutos a
irradiagdo utilizando um LED de 660 nm chegando a uma fluéncia de 52,12 J/cmz. D)

Apos a realizagdo dos tratamentos, os animais foram monitorados quanto ao volume
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tumoral e microtomografados para verificagdo de metastases no pulméo. Nos
procedimentos realizados nas etapas B e C, os animais foram anestesiados utilizando uma

solugéo de Cetamina (80 mg/kg) e Xilasina (10 mg/kg).

As avaliagdes utilizando o microtomografia foram obtidas utilizando um
microtomagrafo Skyscan 1076 MicroCT (Skyscan, Kontich, Bélgica). Para as analises de
digitalizacdo dos animais, o equipamento foi ajustado para 50 kV, 100 mA e 35 - p pixel
tamanho com um filtro Al de 0,5 mm, um passo de rotacdo de 0,7 e uma média de frame
de 4. A reconstrucdo foi realizada utilizando o software NRecon (Skyscan, Kontich,
Bélgica) para reconstrucdo e CTAn software (Skyscan, Kontich, Bélgica) para analise de
imagens. As fatias foram analisadas com o software Dataviewer (Skyscan,Kontich,
Bélgica).

A  PREPARO DAS CELULAS
2 x 10* células/animal
DIA 1

B INOCULO DAS CELULAS

Flanco Esquerdo v Y Y
DIA 1 4T1 . 4Tl . 4T1
e " Sl N5 b N5
1;171;15 ° S ° % ° S
(APARECIMENTO — — —
DO TUMOR)
C .. PBS NE-AIFtCI TFD-NE-AIFtCI
TRATAMENTOS " . |
DIA 14 2 ' R s
== Grupol == Grupo?2 == Grupo3

D  MONITORAMENTO
Volume tumoral
Microtomografia /

Paquimetro

Figura 25: Aplicacdo da TFD-NE-AIFtCI em animais como tumor de mama enxertado no flanco esquerdo
de animais da linhagem Balb-C.
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3.3.2 Ensaio de vacinacdo em camundongos fémeas (Balb-C) utilizando células 4T1
submetidas a diferentes protocolos de TFD-NE-AIFtCI

Para realizacdo deste estudo foram utilizados camundongos fémeas da
linhagem Balb-C. A realizacdo deste teste foi de acordo com as etapas representadas pelas
letras na Figura 26, sendo: A) As células da linhagem 4T1 foram dispostas em placas de
12 pocos como descrito na se¢do 3.2.1.1 e em seguida foram submetidas aos diferentes
tratamentos e enxertadas nos animais divididos em sete grupos, sendo: 1) PBS sem células
—grupo 1; 2) células submetidas ao congelamento e descongelamento (3 X) — grupo 2;
3) células tratadas como MTX - grupo 3; 4) células tratadas como TFD-NE-AIFtCI (CC50
9,01 nM — 25 J/cm?) - grupo 4; 5) células tratadas como TFD-NE-AIFtCI (CC90 19,46
nM — 25 J/cm?) - grupo 5; 6) células tratadas como TFD-NE-AIFtCI (CC50 9,01 nM —
67 J/cm?) - grupo 6; 7) células tratadas como TFD-NE-AIFtCI (CC90 19,46 nM — 67
Jicm?) - grupo 7; B) Apds as células serem submetidas aos diferentes tratamentos e
protocolos de TFD aguardou-se o tempo de 4 horas, findo o tempo as células foram
removidas da microplaca utilizando um Screper contadas como descrito na se¢édo 3.2.1.1
e vacinadadas no flanco direito dos animais referentes a cada grupo; C)Apo6s 10 dias da
primeira vacina repetiu-se os tratamentos e os animais foram novamente submetidos a
vacinacdo das células pré-tratadas; D) Apds a seguda vacina, aguardou-se o periodo de
sete dias e entdo os animais de todos os grupos receberdo o indculono flanco esquerdo de
células 4T1 viaveis, a fim de testar se os protocolos de TFD foram capases de ativar uma
resposta imnutitaria nos animais; E) Apos a realizacdo das vacinas e do teste os animais
foram monitorados quanto o volume tumoral utilizando um paquimetro digital. Nos
procedimentos realizados nas etapas B, C e D os animais foram anestesiados utilizando

um solucdo de Cetamina (80 mg/kg) e Xilasina (10 mg/kg).
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A PREPARO E TRATAMENTOS DAS CELULAS
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Figura 26: Vacinagdo dos animais Balb-C com células 4T1 submetidas a diferentes protocolos da TFD-

NE-AIFtCI.

-~

3.4 Testes estatisticos

Os dados foram avaliados por meio de estatistica paramétrica ou nao
paramétrica de acordo com a distribuicdo da normalidade. Para os dados paramétricos foi
realizada ANOVA (andlise de Variancia) seguido do teste Tukey-Kramer e 0s naos
paramétricos foram analisados com o teste de Kruskal-Wallis, sequindo do teste de Dunn.
O programa estatistico utilizado foi GraphPad Prims 7 (GraphPad software, EUA).

Valores outlier, ou seja, isolados, foram descartados pelo program Grubbs.
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4 Resultados e Discussao

A formulacdo de nanoemulsdo contendo cloreto de aluminio-ftalocianina
(NE-AIFtCI) utilizada neste estudo foi produzida por meio da técnica de
nanoemulsificagdo espontanea, descrita por Muehlmann et al. (2015)*. Ap6s o preparo
da nanoformulacdo, foram verificadas as caracteristicas coloidais, especificamente
didmetro hidrodindmico (DH), indice de polidispersdo (PDI) e potencial zeta (Zp)
(Figura 27).

DH: ~25 nm

Potencial Zeta

PDI: 0,059 -4,63mV

Figura 27: Desenho representativo da NE-AIFtCl e suas propriedades coloidais. Imagem obtida de
Rodrigues 2014.

A caracterizacdo das propriedades coloidais de nanoparticulas € um
pardmetro indispensavel quando se trata da utilizacdo desses nanomaterias como
carreadores de farmacos para uso terapéutico®®. Para tanto, os resultados aqui encontrados
(Figura 27) demonstraram que as NE-AIFtCl apresentaram caracteristicas coloidais
favoraveis como DH, PDI e Zp condizentes com o descrito na literatura, o que as
referenciam como nanomulsdes®t® 16 \/ale ressaltar ainda que essas variaveis fisicas
se mantiveram estaveis por um periodo de quatro anos ap6s o preparo da nanoformulacao,
como representado na Figura 28. Foi igualmente verificada a manutencao do DH abaixo
de 30 nm, ndo sendo observada variagéo significativa entre os tempos analisados (Figura
28A\). Observou-se também que h4 uma monodispersividade da nanoformulc¢éo com PDI
abaixo de 0,12, para estes resultados; nao foram verificadas diferencas significativas apds
os diferentes tempos de avaliacdo. Para os resultados referentes ao potencial zeta (Zp),
ndo foram observadas diferencas entre os tempos avaliados, mantendo assim uma carga

negativa durante todo o periodo de avaliagdo (Figura 28B). Desta forma, esses resultados
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da estabilidade corroboram o demonstrado por Muehlmann et al. (2015)%, que
registraram uma estabilidade por 365 dias da mesma nanoformulacdo em diferentes
condigdes de armazenamento: 4 °C, temperatura ambiente e em 37 °C. Rodrigues et al.
(2015)*% demonstraram resultados similares utilizando uma NE contendo extrato de
crajiru, porém neste estudo a NE ndo se apresentou estavel quando armazenada nas
condi¢bes de 37 °C. As NE-AIFtCI utilizadas neste estudo foram armazenadas a

temperatura ambiente.
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Figura 28: Estabilidade coloidal da NE-AIFtCI no periodo de quatro anos. A) didmetro hidrodindmico —
DH e indice de polidispersividade — PDI. B) potencial zeta — Zp. mV — mili volts.
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Muito além das propriedades coloidais, as nanoparticulas precisam apresentar
outras caracteristicas favoraveis para seu uso em terapias, como: 1) estabilidade em meios
bioldgicos; 2) ndo toxicidade — isso dependerd do porque utilizar nanoparticulas; 3)
manutencdo das propriedades do farmaco carreado; 4) facil manuseio; 5) estabilidade sob
diferentes condicdes de tempo e temperatura; 6) de facil obtencéo; e 7) acessibilidade e
baixo custo!® 13 15¢ 66 Djante disso, o proximo passo foi verificar se as propriedades
fisico-quimicas do FS AIFtCI foram alteradas com sua associacdo a NE.

Os resultados referentes as propriedades fotofisicas do FS AIFtCI associado
a nanoemulsdo apresentaram picos de absorcao e emissdo de fluorescéncia de 676 e 680
nm, respectivamente. Apos essa constatacdo, 0 mesmo lote de NE-AIFtCI caracterizado
teve esses parametros analisadas anualmente. Os resultados representados na Figura 29
demonstram que, quando avaliado pelo maior pico de absorcdo ou emissdo de
fluorescéncia do FS AIFtCI associado a nanoemulsao, ndo foram observadas diferencas
significativas para o periodo de tempo analisado. Esses resultados demonstram a
eficiéncia da NE na protecdo das propriedades fotofisicas do FS AIFtCI.
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Figura 29: Estabilidade fotofisica do AIFtCI associado a hanoemulsdo (NE-AIFtCI). Cor azul claro refere
aos resultados de absorgdo (676 nm) e a cor vermelha é referente aos picos de emissdo de fluorescéncia
(680 nm).

A maioria dos FS, como por exemplo as ftalocianinas, é de natureza
quimicamente hidrofdbica, o que dificulta sua disposicdo em meios bioldgicos®:2 ¢ 67,
Sendo assim, a disposicdo destes em meios aquosos pode levar a agregacdo e

consequentemente acarretar na perda das suas propriedades fotofisicas, bem como suas
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propriedades fotoquimicas 13 162368 Sendo assim, também foi verificado se ocorreu a
estabilizacdo das propriedades fotofisicas e fisico-quimicas do FS AIFtCl associado a NE.
Desta forma, observou-se que a formulacdo NE-AIFtCI apresentou picos de 676 e 680
nm referentes a absor¢cdo e emissdo de fluorescéncia (excitagdo em 350 nm),
respectivamente, propriedades que sio atribuidas ao FS AIFtCI*. Além disso, quando
avaliada a estabilidade desses valores de absorc¢ao (676 nm) e de emissdo de fluorescéncia
(680 nm) por um periodo de quatro anos, verificou-se a manutengdo dessas propriedades
fotofisicas, ndo sendo observadas diferencas significativas durante todo o periodo de teste
para valores de absorcdo e apenas no Ultimo ano houve diferenca de valores para
avaliacdo da fluorescéncia (Figura 29). Um outro fator chave para manutencdo das
propriedades fotofisicas dos FS estd diretamente atribuido & forma de armazenamento,
uma vez que sua exposicao a luz ira acarretar na degradaco® 1622,

Também foi verificado o perfil de absorcdo sobre a emissdo de fluorescéncia.
Os resultados obtidos dessa avaliacdo estdo representados na Figura 30. Nesse sentido,
observou-se que, quando a NE-AIFtCI é excitada com um comprimento de onda de 660
nm, ha pico de emissdo em 680 nm (representado pela seta de cor branca). Demostrando,

assim, um maior pico na regido do vermelho.
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Figura 30: Fluorescéncia da NE-AIFtCI. Os quadros de cor branca referem-se ao maior pico de emisséo
de fluorescéncia na regido do vermelho em 680 nm quando excitado em aproximadamente 350 nm e 630
nm.
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Dos muitos FS utilizados hoje como agentes terapéuticos, os que absorvem
luz na regidgo do vermelho ganham destaque®®. Isso se deve ao fato de a luz no
comprimento de onda na regido do vermelho possuir grande capacidade de permear
estruturas bioldgicas'®1°¢22, Como ja esperado e demonstrado nesse estudo (Figura 30),
0 FS AIFtCI apresenta essa propriedade!® ¢ 22, Sendo assim, esse perfil de absorcdo e
emissdo de fluorescéncia de FS permite otimizar o uso desses fototerapicos como
mediadores terapéuticos!3®1°,

Para tanto, o proximo passo foi avaliar o perfil de producéo de ERO pela NE-
AIFtCI ap6s ser irradiada com LED com A 660 nm. Os resultados estdo representados na
Figura 31. A NE-AIFtCI foi analisada uma vez a cada ano e verificou-se que a eficiéncia
fotoquimica do FS na producéo de ERO foi mantida, ndo sendo demonstradas diferencas
significativas entre os periodos avaliados. Ja quando comparado com o controle de NE-
AIFtCl ndo exposto ao benzofurano (cor azul), como esperado, foram detectadas
diferencas significativas a partir do tempo de 10 segundos apds irradiagdo, ja que a NE-

AIFtCI é inativa na auséncia de luz.
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Figura 31: Producdo de espécies reativas de oxigénio pelo método benzofurano para o FS AIFtCl associado
a nanoemulsdo (NE-AIFtCI). A cor azul refere-se @ NE-AIFTCI analisado sem a exposic¢éo ao benzofurao.
A NE-AIFtCI foi posta junto ao reagente benzofurano e irradiada por diferentes tempos com LED 660 nm
e verificada a absorbancia em 411 nm, cor vermelha, laranja, verde e roxa referem-se as analises feitas apos
o periodo de 1, 2, 3 e 4 anos, respectivamente.

A eficiéncia da TFD esta intimamente ligada as propriedades fisico-quimicas

dos FS'®. Os FS apresentam a capacidade de absorver luz (comprimento de onda
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especifico - nm) e transmitir a energia luminosa absorvida para o oxigénio molecular
contido em tecidos-alvo (ex. tecido canceroso), alterando o estado energético da molécula
de oxigénio — que, antes em um estado fundamental, passaré para um estado excitado, o
que o torna mais reativo, formando assim as ERO.1® 19 26693 A ERO so os fatores-
chave para a eficiéncia terapéutica dos FS quando utilizado como mediadores da TFD em
células tumorais!®®2°, De acordo com Muehlmann et al. (2015), o FS AIFtCI apresenta
elevado rendimento quantico para a producdo de ERO quando associado a
nanomemulsdes. Neste presente estudo, foi verificada a eficiéncia da producdo de ERO
pelo FS AIFtCI associado a nanoemulsdo em meio aquoso pelo método descrito por
Spiller et al. (1998), utilizando o reagente 1,3-difenil-isobenzofurano (DBF). O DBF é
um reagente degradado pelo oxigénio singlete e outras ERO, 0 que pode ser mensurado
pela queda na intensidade de seu pico de absorbancia em comprimento de onda de 411
nm?*3 16 ¢80 Conforme observado, a capacidade de producio de ERO por NE-AIFtCI
permaneceu estavel durante o periodo de 48 meses (Figura 31), indicando que esta
formulacdo deve manter sua eficacia na TFD durante este periodo sob as condic¢des de
armazenamento descritas nos métodos.

Os resultados supracitados reforcam a ideia de que a associacdo de FS
hidrofébicos, como FS AIFtCI, a nanoestruturas dispersiveis aperfeicoa a sua atividade
por manter suas propriedades fotofisicas e fisico-quimicas em meios aquosos ¢ 1316€22
Além disso, idealmente, a nanoestrutura deve aumentar o acumulo do FS em tecidos ou
células-alvol®?® ¢ 2 e levar a uma distribuicdo intracelular do FS que melhore o seu
desempenho terapéutico 1926 29 40. 44, 7375 \weijer et al. (2015)%° ressaltam que a
internalizacdo de FS livres por meio de difusdo livre ou de vias endociticas de células
eucaridticas, seguida de sua distribuicdo pelas estruturas subcelulares, é afetada pelas
propriedades fisico-quimicas destas moléculas®. Ainda, caso o FS seja veiculado por
alguma nanoestrutura, seu destino intracelular pode ser alterado em relagcdo ao da mesma
molécula livre®. O FS AIFtCI é hidrofobico e se agrega em meios aquosos, o que dificulta
a sua internalizacdo por células®® ® . Além disso, o destino intracelular do FS afeta
sobremaneira sua eficacia e mesmo a ativacdo do sistema imunitério contra antigenos
tumorais apds a aplicacdo da TFD. Neste contexto, a nanotecnologia tem sido uma
ferramenta util para melhorar as diferentes caracteristicas de farmacos anticancer, néo
somente para atingir a massa tumoral, mas também para alcangcar determinados
compartimentos subcelulares, ou seja, organelas especificas de células cancerosas,

conforme descrito em uma revis&o produzida por nosso grupo de pesquisa’’.
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Para tanto, o objetivo principal deste estudo foi aprofundar o conhecimento
sobre os mecanismos de acdo da TFD-NE-AIFtCI, mais especificamente aqueles ligados
as vias de morte celular e de ativagdo do sistema imunitério tanto in vitro quanto in vivo.
Para tanto, o primeiro passo foi verificar o perfil de internalizacdo do NE-AIFtCI pelas
céluals 4T1. Desta forma, foi padronizado o tempo de 15 minutos de exposicdo a
formulacdo e feita analise de colocalizagdo do AIFtCl com as principais organelas
celulares em diferentes tempos pés-exposicdo. Assim, foi observada uma réapida
internalizacdo do FS AIFtCI pelas células 4T1 ap6s os 15 minutos de exposicdo a NE-
AIFtCI (1 pM), analisados nos tempos 0, 15, 30, 45, 105 e 225 minutos (TO, T15, T30,
T45, T105 e T225, respectivamente) (Figura 32). Células ndo expostas a NE-AIFtCI
foram utilizadas como controle (barra de cor preta — @). Para todos os tempos analisados,
foi observada uma internalizagéo significativa (p < 0,01) do FS AIFtCI pelas células 4T1
em comparacdo com o controle. Porém, nos menores tempos, TO e T15, foi observada
maior intensidade de fluorescéncia, ndo sendo observada diferenca significativa entre
esses dois tempos (Figura 32). J& na analise de comparagdo de TO com T30, T45, T105
e T225, foi observada uma internalizacdo significativamente maior (p < 0,05) do FS
AIFtCI pelas células 4T1.
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Figura 32: Intensidade de fluorescéncia de AIFtCI em células 4T1 expostas & NE-AIFtCI. A intensidade
de fluorescéncia foi acessada utilizando laser de 633 nm e a detec¢do foi realizada entre 650 e 700 nm.
Letras iguais correspondem grupos sem diferenca estatistica. Dados plotados como + Erro Padrdo da Média
(EPM) para triplicatas.
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Apos a verificacdo da internalizacdo do FS AIFtCI, o passo seguinte foi a
avaliacdo das vias endociticas envolvidas na internalizacdo da NE-AIFtCI pelas células
4T1. Desta forma, os resultados obtidos por meio de citometria de fluxo (excitacdo em
633 nm e emissdo em 680 nm) com a exposicao das células 4T1 aos inibidores de
endocitose, a 4 °C por 30 minutos antes da exposi¢do a NE-AIFtCI, estdo representados
na Figura 33. Como controle positivo foram utilizadas células expostas a NE-AIFtCI sem
inibidores e como controle negativo células que ndo foram expostas a NE-AIFtCI nem
aos inibidores de endocitose (). Somente foi observada diferenga significativa da
quantidade de FS AIFtCI interiorizada quando as células foram expostas ao inibidor

nistatina (p < 0,01).
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Figura 33: Internalizagdo do AIFtCI (NE-AIFtCI) por células 4T1 expostas a diferentes inibidores de
endocitose. Células 4T1 sem exposicdo a NE-AIFtCI e inibidores de endocitose foram utilizadas como
controle negativo (@); células 4T1 expostas & NE-AIFtCI por 15 minutos sem inibidores de endocitose
foram utilizadas como controle positivo (NE-AIFtCI); os inibidores utilizados foram: 4 °C; Amilorida;
Azida Cddica; Citocalasina D; Fenilarsina; Filipina e Nistatina. Sobrescrito (*) significa diferenca
significativa p < 0,01. Dados plotados como + EPM para triplicatas.

A avaliacdo da endocitose de FS associados a NP tém ganhado destaque em
pesquisas relacionadas ao cancer, pois a via endocitica € uma variavel importante no
mecanismo de acdo do farmaco®® €2, Células tratadas com inibidores de diferentes vias

endociticas e expostas a NE-AIFtCl foram usadas para este estudo. A azida sodica inibe
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a endocitose por vias dependentes de ATP’®; a filipina e a nistatina s&o inibidores da via
por caveolina; o 6xido de fenilarsina inibe vias mediadas por clatrina; e a citocalasina D
e a amilorida sdo inibidores de pinocitose.”” O uso dos inibidores supracitados para
bloquear vias de endocitose é amplamente mencionado na literatura’’-82, No entanto, a
toxicidade destes inibidores contra células 4T1 nédo € descrita. Diante disso, a exposi¢do
das células 4T1 a diferentes concentragdes de inibidores por 30 minutos, tempo descrito
como suficiente para inibigdo das vias endociticas desempenhada por cada inibidor’’ ¢ 78,
Os inibidores azida sodica e filipina demonstraram perfil citotoxico em todas as
concentracdes testadas, apresentando diferencas significativas quando compradas ao
controle de células ndo expostas aos inibidores. Ja os inibidores nistatina (40 e 80 pug/mL)
e amilorida (0,2 e 0,4 mM), foram significativamente citotoxicos apenas nas
concentracdes mais altas. Os outros dois inibidores utilizados, 6xido de fenilarsina e
citocalasina D, ndo apresentaram citotoxicidade significativa para todas as concentracfes
utilizadas (conferir em Anexo 1). Diante desses resultados, foram escolhidas as
concentraces de cada inibidor que ocasionou menor efeito citotoxico nas celulas,
levando também em consideragdo concentraces que executam o efeito’” ¢ 78, No entanto,
0 inibidor nistatina foi o Unico que reduziu a internalizacdo do FS AIFtCIl quando
identificado por citometria de fluxo (laser - 633 nm). Esse inibidor age por meio da
deplecdo do colesterol existente na membrana da célula e que é fundamental para a
formacao das cavéolas’. Lajoie e Nabi (2007)% ressaltam que a endocitose mediada por
cavéola ¢é feita pela invaginacdo na membrana plasmatica em forma de baldo com
diametro entre 50-100 nm. Santos et al. (2011)8!, destacam ainda que o inibidor nistatina
age por meio da deplecdo do colesterol existente na membrana da célula e que é
fundamental para a formacao das cavéolas’ 8. Quando utilizado o inibidor nistatina, foi
observada uma reducdo de 40,95+11,06% na internalizacdo celular do FS AIFtCI se
comparado ao controle positivo (células expostas a NE-AIFtCI sem inibidores). Esses
resultados sugerem que a internalizacdo utilizada pelas células 4T1 pode envolver, em
certa extensdo, a via das caveolinas. No entanto, este resultado ndo € corroborado pelo
efeito observado com o uso da nistatina, a qual também inibe a via das caveolinas, mas
por meio do bloqueio das quinases envolvidas nesta via’™® ¢ 8. Alguns autores sugerem
que encoditose por caveolinas é uma via de escape a degradacgdo lisossomal’, o que
poderia reduzir a degradagdo dos componentes da NE-AIFtCI internalizada®?©8’. Porém,
o provavel mecanismo de internalizagdo da NE-AIFtCI deve ser permeacédo atraves da

membrana, de maneira independente, de vias de endocitose, ja que a sua permeagao foi
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mantida mesmo quando as células foram expostas a azida ou a temperatura de 4 °C. Essa
facil permecdo pode ser relacionada a um efeito porador da membrna exercido pela
nanoemuls&o®®-°,

O passo seguinte neste trabalho foi avaliar a localizacédo subcelular do AIFtCI
nas células 4T1 expostas a NE-AIFtCl como descrito nos métodos utilizando o programa
ImageJ %3 87¢9 Para tanto, o perfil de colocalizagdo subcelular obtida do FS AIFtCI nas
organelas das células 4T1: lisossomos, reticulo endoplasmatico, mitocéndria e nucleo
estdo representadas na Figura 34 e as imagens obtidas com microscépio confocal,
utilizadas para quantificar o perfil de colocalizacao subcelular podem ser conferidas em
Anexo 11. Desta forma, os tempos de TO e T15 demonstraram as maiores porcentagens
de retencdo do FS AIFtCI nas subunidades das células 4T1, sendo verificados valores de
86,93 e 84,93%, respectivamente. No TO, foi observado que o AIFtCI ficou retido em
maior concentracdo na mitocondria (33,03+10,21%), seguido dos lisossomos
(30,24+2,99%), RE (18,59+1,02%) e nucleo (5,07+£2,34%) (Figura 34, 12 coluna: 0
minuto). No tempo de T15, o maior percentual de retengdo manteve-se na mitocondria
(36,79+7,56%), seguido do RE (25,66+5,28%), lisossomos (17,87+3,09%) e nucleo
(4,22+2,68%) (Figura 34, 22 coluna: 15 minutos). No nucleo, foi observada uma menor
retencdo significativa (p<0,05) comparada com as outras organelas nos dois tempos
supracitados. Verificou-se também que no tempo de O minuto pGs-exposi¢cdo nos
lisossomos e no reticulo endoplasmatico, foi observada uma diferenca significativa
(p<0,05) da retencdo do AIFtCI entre as organelas. Essa mesma diferenca foi observada
entre lisossomos e mitocdndria no tempo de 15 minutos p6s-exposi¢éo.

A 32 coluna da Figura 34 é referente ao tempo de T30 po6s-exposicdo das
células 4T1 a NE-AIFtCI. Para esse tempo foi observada uma diminuicao da retencéo do
FS AIFtCI nas organelas analisadas, apresentando um perfil de internalizacdo do AIFtCI
de 74,04%. Em relacdo as duas primeiras colunas, essa diminuicéo foi de 12,89 e 10,91%
em relacdo aos tempos de TO e T15, respectivamente. O perfil de retencéo se manteve nas
mitocondrias (22,15+3,27%), seguido dos lisossomos (21,15+6,21%), RE (19,28+9,30%)
e nucleo (11,47+2,56%). No tempo de T15, somente entre a mitocdndria e o nucleo foi

observada diferenca significativa da colocalizacdo do AIFtCI (p<0,05).

Em T45, T105 e T225, houve diminuicdo da intensidade de fluorescéncia do
AIFtCl nas células 4T1, de 46,66; 35,47 e 45,65%, resepectivamente, em relacdo ao tempo
de 0 minuto (12 coluna). Nos tempos de 45 e 105 minutos, houve maior retencdo do
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AIFtCI nos lisossomos (17,02+6,21% e 19,23+10,21%), seguido da mitocondria
(9,71+7,36% e 13,28+3,54%), RE (10,7945,47% e 10,19+3,33%) e ndcleo (2,73+2,46%
e 8,71+2,01%), respectivamente. Sendo que, no tempo de 45 minutos pds-exposicao,
foram verificadas diferencas significativas (p<0,05) nos lisossomos, em compara¢do com
amitocondria e o nucleo (Figura 34, 42 coluna). No tempo de 105 minutos pds-exposicao,
foram observadas diferencas significativas (p<0,05) nos lisossomos em compara¢ao com
0 RE e ndcleo (Figura 34, 52 coluna). Ja o tempo de 225 minutos pds-exposicao
apresentou maior retencdo do AIFtCI no RE (13,79+3,54%), seguido dos lisossomos
(11,91+3,81%), mitocondria (9,37+4,48%) e nucleo (6,27+£3,08%). Comparando a
colocalizagdo do AIFtCI entre as diferentes organelas no tempo de 225 minutos, foi
observada diferenca significativa (p<0,05) somente para RE e nucleo (Figura 34, 62

coluna).
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Figura 34: Perfil de internalizacdo e colocalizagdo da NE-AIFtCl nas células 4T1 marcadas para
lisossomos, reticulo endoplasmatico, mitocondria e nudcleo. A - barras na cor azul claro representam a
colocalizagdo nos lisossomos; azul escuro, no reticulo endoplasmatico; verde, na mitocondria; e em roxo,
no nucleo. O eixo x refere-se ao tempo de analise apds as células serem expostas a NE-AIFtCI por 15
minutos. Sobrescrito (*) indica correlacdo estatisticamente significativa, p<0,05. Dados plotados como +
EPM para quintuplicatas.

Considerando-se que ainda ndo ha na literatura uma descrigéo detalhada do
perfil de internalizacdo, retencdo e localizacdo do FS AIFtCI nanoestruturado (NE-
AIFtCI) em organelas de células cancerosas, o presente trabalho torna-se uma referéncia
importante na &rea de TFD. De fato, conforme descrito nos resultados, o perfil de retencdo
do FS AIFtCI em lisossomos, reticulo endoplasmatico, mitocondria e nucleo foi afetado

pelo tempo apos a exposicdo a formulagdo, mostrando que ha uma dinamica de
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distribuicéo intracelular do FS internalizado (conferir em Anexo I1). Quando avaliamos
tempo TO, a retengdo do FS AIFtCI foi maior na mitocondria, seguida por lisossomos, RE
e no nucleo (Figura 34). Para os tempos T15 e T30, a maior retencdo do FE AIFtCI se
manteve nas mitocondrias, enquanto caiu nos lisossomos e aumentou no RE. No nucleo
foi observada a menor retencdo em todos os tempos avaliados, conforme resultados
previamente publicados na literatura.® ¢23 A maior retencio observada nas mitocondrias
das células 4T1 também foi observada no estudo feito por Weijer et al. (2015)°, no qual
foi demonstrado que a exposicdo de células A431 por 10 minutos a zinco-ftalocianina
(ZnFt) incorporada a lipossomos catidnicos levou a uma intensa colocalizagdo com
mitocondrias apds 30 minutos do tempo de exposicdo?®. Neste mesmo estudo, observaram
também que, ap6s exposicao por 4 horas ou 24 horas, 0 FS apresentou-se difusamente
distribuido pelo citoplasma das células. Lan et al. (2016)"® também demonstraram que
células HepG2 expostas por 2 horas ao ZnFt (8 uM) estabilizado com Cremophor®
apresentaram-se colocalizada tanto com mitocondrias quanto com lisossomos’® © 8¢,
Mroze et al. (2011)% ressaltam ainda que derivados de ftalocianina, quando
internalizados por células eucarioticas, sao preferencialmente retidos na mitocondria e/ou
nos lisossomos. Outros estudos também demonstraram que FS em sua forma livre ou
associados NPs sdo preferencialmente retidos nas mitocondria e lisossomos,
corroborando os achados desse presente estudo?® 4+ 37> Allen e et al. (1991)% reforcam
ainda que os fatores que influenciam a localizacdo subcelular, principalmente na
mitocondria ou nos lisossomos, estdo relacionados a carga positiva liquida e as
caracteristicas anfifilicas de certos FS. O estudo relata ainda que os FS anidnicos sao
preferencialmente retidos nos lisossomos, enquanto os FS cationicos sdo dirigidos por
eletroforese para a mitocondria, ja que as mitocéndrias possuem um espaco interno muito
mais negativamente carregado que o de outras organelas®® %4¢%,

A diminuig&o significativa na retencdo do FS AIFtCI pelos lisossomos pode
estar relacionada a dois fatores: 1) dependendo da via de endocitose, pode ocorrer a
degradacdo do NE-AIFtCI pelas enzimas lisossomais; 2) pode ter ocorrido a liberacéo do
NE-AIFtCI contido nos lisossomos para o citosol. Vale ressaltar ainda que a via de
endocitose identificada relatada neste estudo pode ter influenciado diretamente nessa
diminuicdo. Nishiyama et al. (2005)% estudaram um método para a inducéo da fuga
endossomal com associagdo de FS AIFtCI a NPs poliméricas.®! Eles observaram que, apds
a irradiagdo do FS, ocorreu a produgédo de EROs e, consequentemente, a ruptura da

vesicula endossomal, liberando o seu conteddo para o citosol. Evitar as vias
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endolisossomais é um dos paradigmas para o desenvolvimento de nanoestruturas que
atinjam o reticulo endoplasmatico, a mitocéndria e o complexo de Golgi, uma vez que 0s
lisossomos séo organelas envolvidas na degradagdo de varios materiais endocitados —
como ja referenciado nesta se¢édo. O resultado da diminuicéo do FS AIFtCI nos lisossomos
sugere que o FS AIFtCI transitou dos lisossomos para o citosol, sendo, em seguida, retido
pelo reticulo endoplasmatico e mitocondria.’® 2 ¢ 4 O escape do FS AIFtCI dos
lisossomos para o citosol pode acontecer pelo rompimento dos lisossomos pelo
surfactante que compde a NE-AIFtCI. Porém, esta hipoOtese ainda resta a ser estudada
experimentalmente.

No nucleo das células 4T1 foi verificada a menor retencéo do FS AIFtCI em
todos os tempos avaliados. Outros estudos também demonstraram a baixa afinidade do
AIFtCI pelo nicleot® 1622 7174 €75 De acordo com Muehlmann et al. (2014)Y, células
MCF-7 e 4T1 expostas ao FS AlFtCI associado a NPs poliméricas ndo foram retidas pelo
nacleo, sendo apenas verificada uma alta deposi¢do do FS no citoplasma apds 15 minutos
de exposicdo. Macdonald e Dougherty (2001)° ressaltam ainda que a baixa retengdo de
FS no nucleo é considerada favoravel, uma vez que, danos oxidativos diretos ao DNA
poderiam ocasionar alteracbes genéticas que potencialmente favoreceriam o
desenvolvimento de novos clones de células neoplésicas eventualmente resistentes a TFD
ou a quimioterapicos®.

Nos tempos de T45 e T105 foram observadas as menores concentracdes de
FS AIFtCI nas células 4T1, sendo que, na mitocondria e no reticulo endoplasmatico, essas
diminuicbes foram significativas em relacdo ao tempo T15. Ja nos lisossomos, a
intensidade de retencdo do FS AIFtCI ndo apresentou alterac@es significativas e no nucleo
foi demonstrado no tempo T45 a menor deposicdo do FS AIFtCI. Baseando-se na
literatura, Taiten et al. (2003)*® observaram em células MCF-7 expostas ao FS Foscan® —
0,1 pg/mL (meta-tetra(hidroxifenil)clorina) — uma baixa retengéo nos lisossomos e na
mitocondria apds 3 horas de exposicdo, apresentando também uma alta deposi¢do no
reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi avaliados pelo mesmo tempo.** Um
outro estudo, feito por Marchal et al. (2007)% demonstrou um resultado bastante similar
ao discutido acima. O Foscan® — na concentracdo de 0,25 pg/mL — foi mais retido pelo
reticulo endoplasmatico nas células MCF-7, juntamente com uma baixa retencdo na
mitocondria. Essa mesma retencao foi observada quando avaliada 3, 12 e 24 horas ap0s
a exposicdo’®. No presente estudo, 0 maior tempo de exposigdo avaliado foi o tempo de

T225 (4 horas), nesse tempo foram apresentadas as menores concentragdes do FS AlFtCI
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nos lisossomos e na mitocondria, corroborando o estudo supracitado. No reticulo
endoplasmatico, no tempo de T225, também houve uma redugdo significativa da
concentragio de FS AIFtCl. Segundo Garg et al. (2016)* , estudos relacionados a
localizagdo subcelular de FS no reticulo endoplasmatico tém atraido bastante interesse de
pesquisas relacionadas a ativacio de morte celular imunogénica.?% 34151

Os perfis apresentados pelas células 4T1 em relagdo a internalizacdo, a via de
endocitose e a retencdo subcelular do FS AIFtCl associado & NE foram fundamentais para
o melhor entendimento dos diferentes protocolos de TFD neste estudo. Estudos da TFD
in vitro e in vivo visam a ndo citotoxicidade dos FSs na sua forma livre ou mesmo aqueles
associados as nanoparticulas'®1%¢2° Sendo assim, o efeito citotoxico da TFD-NE-AIFtCI
na viabilidade das células 4T1 foi verificado a fim de obter as concentracdes citotoxicas
que ocasionaram 50 e 90 % de mortes das células. Os resultados obtidos estdo
representados na Figura 35 correspondentes aos tempos TO, T15, T30, T45, T105 e T225
pelas letras A, B, C, D, E e F, respectivamente. N&o foi observada morte em intensidade
estatisticamente significativa nas células 4T1 mantidas no escuro apds exposicao a todas
as concentracdes de NE-AIFtCI (Figura 35, A-F linhas de cor preta). Este resultado é
positivo, visto que sistemas fotossensibilizantes devem ser indcuos na auséncia de luz **
16,22,23,29¢ 9% Ng entanto, quando as células foram irradiadas apos a exposicdo a NE-
AIFtCI, foram observadas diminuicdes significativas na viabilidade celular de maneira
dependente da concentracdo de NE-AIFtCI (Figura 35, A-F linhas azuis). No estudo
realizado por Muehlmann et al. (2015)*8, foi verificado que a exposicao de células MCF-
7 e MCF-10A a diferentes concentragdes de NE-AIFtCl e irradiadas por 10 minutos levou
a uma diminuicdo significativa de sua viabilidade, de maneira dependente da
concentracio de FS AIFtCI*® corroborando os resultados aqui apresentados. Outros
estudos também demonstraram que o FS AIFtCl associado a diferentes tipos de
nanoparticulas levou a uma diminui¢do na viabilidade tanto de células tumorais quanto

de ndo tumorais quando expostas a luz®17¢22,
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Figura 35: Viabilidade de células 4T1 24 horas apds a aplicacéo de diferentes concentragdes de NE-AIFtCI
como mediadora da TFD. A - controle de células 4T1 expostas a diferentes concentragdes de NE-AIFtCI
mantidas no escuro (linha preta — controle referente a todos os teratamentos — B, C, D, E e F) ou aplicagdo
de NE-AIFtCl seguida de irradiagéo por 10 minutos com luz de comprimento de onda de 660 nm e fluéncia
de 25,88 Jicm? (TFD-NE-AIFtCI). Nos grupos que receberam TFD-NE-AIFtCI, as células foram
primeiramente expostas & NE-AIFtCI por 15 minutos, e entdo mantidas no escuro até 0 momento em que a
irradiacdo foi aplicada, nos tempos especificados nos graficos: A) 0 minuto; B) 15 minutos; C) 30 minutos;
D) 45 minutos; E) 105 minutos; e F) 225 minutos. O eixo x refere-se ao tempo de irradiagdo ap6s 15
minutos de exposicao das células a diferentes concentrages de NE-AIFtCI. Os subscritos (*), (**) e (***)
indicam diferenca estatisticamente significativa, p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente. Dados
plotados como * EPM para triplicatas. Eixo Y representa a % de viabilidade celular e X representa as
diferentes concentagdes de NE-AIFtCl em nM.

Com os resultados obtidos em relacdo ao efeito citotéxico da TFD-NE-AIFtCI
nas células 4T1, foi possivel calcular a concentracdo citotdxica que ocasionou a morte de
50% e 90% das células (CC50 e CC90, respectivamente), os resultados estdo descritos na
Figura 36. Apenas o tempo de 45 minutos ndo apresentou diferenca significativa quando
comparados os valores de CC50 (colunas brancas) com CC90 (colunas cinzas).
Entretanto, foram identificadas diferencas significativas (p < 0,01) entre as concentracoes

de CC50 e CC90 para os demais tempos analisados.
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Figura 36: Diferentes concentracGes citotoxicas que ocasionaram morte de 50% e de 90% das células 4T1
apos a exposicdo & NE-AIFtCI por 15 minutos seguida da irradiagcdo nos tempos representados no eixo x
(TFD-NE-AIFtCI).

Em um estudo feito por Muehlmann et al. (2011)??, observou-se que, em
células MCF-7 e 4T1 expostas a FS AIFtCI associado a NPs poliméricas seguida de
irradiacdo, CC50 de 0,3 e 1,8 UM, respectivamente. De acordo com Radomska-Soukharev
(2007)% , a estabilidade das nanoparticulas é essencial para preservar as propriedades de
FS carreados. Sendo assim, as baixas CC50 encontradas nesse estudo em comparacao
com de Muehlmann et al. (2011)??, estdo diretamente relacionadas & eficiéncia da
nanoemulsdo utilizada®’.

A citotoxicidade da TFD-NE-AIFtCI sob diferentes densidades de energia
(J/cm?) também foi avaliada. Os resultados demonstraram que apenas na menor fluéncia
utilizada, de 2,54 J/cm? (referente a um minuto de irradiacdo), ndo houve diminuicdo
significativa na viabilidade das células 4T1 quando comparadas com o controle
representado pelo eixo Y (Figura 37, A-F). Em contrapartida, as demais fluéncias
utilizadas apresentaram diferencas significativas (p < 0,01) quando comparadas com o
controle, demonstrando uma maior citotoxicidade a medida que o tempo de irradiacao, e
consequentemente a fluéncia, foi aumentada. Como esperadol” 192944 ¢85 3 reducio na
viabilidade celular foi proporcional a dose de energia utilizada, maior a dose aplicada e
consequentemente maior efeito citotoxico nas celulas (Figura 37). De acordo com
Muehlmann et al. (2011)', a variagdo da dose de energia influenciou diretamente na
porcentagem de células mortas bem como na via de morte utilizada apds a submissao a
TFD.
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Figura 37: Viabilidade celular de 4T1 sob diferentes densidades de energia (fluéncia J/cm?) expostas as
CC50 15 minutos e irradiadas apds os tempos. A) CC50 T0 (6,99 nM); B) CC50 T15 (9,01 nM); C) CC50
T30 (9,44 nM); D) CC50 T45 (8,36 nM); E) CC50 T105 (10,13 nM); CC50 T225 (11,37 nM). NE-AIFtCI
- nanoemuls®es com cloreto de aluminio-ftalocianina; CC50 - concentrag¢do que ocasionou 50% de morte
nas células. Subscritos (*) indica correlacéo estatisticamente significativa, p < 0,01, das diferentes fluéncias
em relacdo ao controle (eixo Y); (¥) indica correlagdo estatisticamente significativa, p < 0,01, entre as
diferentes fluéncias testadas; n.s. indica que ndo houve diferenca significativa. Os dados estéo apresentdos
com média + E. P. M. para quintuplicatas.

A eficiéncia da TFD esta relacionada tanto a dose de energia utilizada quanto
a localizac@o subcelular do FS, ja que FS retidos no citoplasma danificam importantes
estruturas de células cancerosas, apresentando uma alta citotoxicidade fotodinamical® 2°
€% Vale ressaltar também que danos caudados a organelas podem desencadear morte
celular por apoptose, necrose ou autofagia®®. Muehlmann et al. (2011), demonstraram
que células MCF-7 e 4T1 submetidas a TFD-NPs-AIFtCI sofreram morte celular por
necrose e apoptose??. Ndhundhuma et al. (2011)* acrescentam ainda que a localizagio
subcelular do FS AIFtCI pode influenciar no fator-chave para otimizar a TFD, sendo
demonstrado que quando o FS AIFtCI retido na mitocondria das celulas HepG2, foi
observada morte por apoptose, porém com maior retencdo nos lisossomos foi observada
a inducio de uma resposta necrotica e apoptotica?? ¢ 44,

No presente estudo, a avaliacdo de qual ou quais vias de morte desencadeada
pelos diferentes protocolos da TFD-NE-AIFtCI foi avaliada. Vale ressaltar que o

tratamento com a TFD para o tempo T15 (CC50 e CC90) foi escolhido devido a maior
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retencdo de FS AIFtCI no reticulo endoplasmatico quando avaliado por confocal (Figura
37). Baseando-se na literatura, o estresse no reticulo endoplasmatico ocasionado pela
TFD tanto desencadeia morte por apoptose nas células, como essa via de morte esta

intimamente relacionada também ao desencadeamento MCI pela emissdo de DAMP*® 20
24-28, 40-42

No entanto, com a verificacdo da contagem de células pela marcacdo em
diferentes cores, como demonstrado na Figura 38, foi possivel comparar a proporcéo de
células em apoptose (barras alaranjadas) ou em necrose (barras avermelhadas) nos

diferentes tratamentos aplicados e os resultados estdo esbogados na Figura 39.

Para tanto, foi verificado que os tratamentos com MTX e TFD-NE-AIFtCI
9,01 nM — 25 J/cm? apresentaram maiores nimeros de células apoptéticas que necréticas,
ndo sendo observada diferenca significativa entre eles (Figura 39). Para a TFD-NE-
AIFtCI 9,01 nM 25 J/cm? foi verificada uma porcentagem de 63,39% de células em
apoptose e de 26,71% de células necroticas. Vale ressaltar ainda que, quando a dose de
energia foi aumentada de 25 J/cm? para 67 J/cm? utilizando a mesma concentracao de FS
de 9,01 nM, foram observados valores contrarios, sendo 57,45% de células necroticas
contra 17,44% de células em apoptose. Com 0 aumento da concentracao do FS AIFtCI de
9,01 nM para 19,4 nM e fluéncia de 25 J/cm2, observou-se uma propor¢éao de 74,93% de
células necroticas para 19,31% de células apoptdticas. Além disso, quando alterada a
fluéncia de 25 para 67 J/cm? também foi observada morte das células mais por necrose
que apoptose sendo que: para 9,01 nM e fluéncia de 67 J/cm?2 a porcentagem de células
necroticas foi de 75,6% para apenas 7,48% de células apoptdticas. Os controles utilizados
como MTX para apoptose apresentaram 87,25% de células apoptoticas para 2,27% de
células necréticas. E o controle para necrose aplicado de C/D apresentou quase 100% de
células necréticas (Figura 39). Esses tratamentos com MTX e C/D sdao amplamente

utilizados como controles de apoptose e necrose, respectivamente®®20 €26,

Além do mais, a utilizacdo do teste AO/PI para identificagio de DNA
fragmentado permitiu uma compreensdo prévia do tipo de morte que foi desencadeada
pelos diferentes protocolos da TFD-NE-AIFtCI. A partir desses resultados, o proximo
passo foi identificar a presenca da exposicdo de fosfolipideos na membrana como as

fosfatidilserinas, sendo essa exposi¢do um indicativo de morte celular por apoptose?? 44 ¢
65
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Figura 38: Marcacdo pelo método AO/PI das células 4T1 apds 4 horas da aplicacdo dos diferentes
protocolos da TFD-NE-AIFtCI. A) controle sem tratamento; B) controle apoptose tratadas com MTX (1,5
1M); C) controle necrose tratadas com C/D (3X); D) expostas ao LED 660 nm por 10 minutos (25 J/cm?);
E) TFD-NE-AIFtCI 9,01 nM — 25 J/cm?; F) TFD-NE-AIFtCI 19,4 nM — 25 J/cm?; G) expostas ao LED 660
nm por 25 minutos (67 J/cm?); H) TFD-NE-AIFtCI 9,01 nM — 67 J/cm?; e 1) TFD-NE-AIFtCI 19,4 nM —
67 J/cm2. Graficos ao lado de cada letra representam porcentagem de células, sendo: coluna verde células
viaveis; laranja células apoptdticas, e vermelho células necrdticas. As setas azuis sdo referentes as células
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Figura 39: Avaliagdo via de morte pelo método AO/PI em células 4T1 submetidas a diferentes protocolos
da TFD mediada pela NE-AIFtCI. Barras de cor alaranjada representam células apoptéticas e barras de cor
vermelha escura representam porcentagem de células necréticas. Sobrescrito (*) representa diferenca
significativa para p < 0,001 em relagdo as células apoptoticas e necréticas do mesmo grupo. Letras iguais
representam resultados sem diferencas significativas entre os grupos, sendo: a,b e c para células em
apoptose e d,e, f e g células em necrose. Os dados estdo apresentdos com média + E. P. M. para
quintuplicatas. Os dados estdo apresentdos com média £ E. P. M. para quintuplicatas.

De acordo com Garg et al. (2016)!° , a TFD pode promover a ativa¢io de
morte por apoptose por meio da ativacdo de caspases — do inglés cysteine-dependent
aspartate-specific proteases. As caspases sdo capazes de sinalizar para apoptose e sdo
responsaveis por clivar em subprodutos, como isso, levam a condensacao e fragmentacao
nuclear, ativacdo de proteinas como BAX, PARP, p53, diminui a expressdo de proteinas
inibidoras de apoptose, como a Bcl-2, além de exposicdo de fosfolipideos na membrana,
como as fosfatidilserinas, que serdo responsaveis por executar uma sinalizacdo para
células do sistema imunitario®® %6 €193 No presente estudo o fosfolipideo fosfatidilserina
foi identificado exposto por células 4T1 submetidas aos diferentes protocolos da TFD-
NE-AIFtCI ap6s 24 horas do tratamento (Figura 40). As células submetidas aos
tratamentos com TFD-NE-AIFtCI 9,01 nM — 25 J/cm?2 e MTX apresentaram maiores
proporcdes significativas (p < 0,001) de apoptose quando comparadas com células em
necrose. Vale ressaltar ainda que, comparando o tratamento utilizando a TFD-NE-AIFtCI
9,01 nM — 25 J/lcmz? | foi significativamente mais eficiente para causar apoptose que a
MTX utilizada como controle apoptose e todos os outros tratamentos (p < 0,001). J& os
tratamentos com C/D e TFD-NE-AIFtCI 19,4 nM — 67 J/cm? apresentaram efeitos

contrarios ao supracitado, ocasionando nas células mais morte por necrose que por
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apoptose, sendo observadas diferencas significativas dentro do mesmo grupo analisado e
em relacdo a todos os outros tratamentos (p < 0,001) (Figura 40). Dessa forma esses
resultados demonstram que a via de morte desencadeada pela TFD-NE-AIFtCI é

dependente da dose de energia, sobremaneira da concentragdo do FS AIFtCI utilizado'®
17,22, 23 e 56
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Figura 40: Avaliacdo via de morte pelo método Anexina V/PI em células 4T1 submetidas a diferentes
protocolos da TFD mediada pela NE-AIFtCI. Barras de cor cinza representam células apoptoéticas e barras
de rosa claro representam porcentagem de células necréticas. Subscrito (*) representa diferenca
significativa para p < 0,001 em relac&o as celulas apoptéticas e necréticas do mesmo grupo. Letras iguais
representam resultados sem diferencas significativas entre os grupos, sendo: a,b,c e d para celulas em

apoptose e e,f e g células em necrose. Os dados estdo apresentdos com média + E. P. M. para quintuplicatas.

Células tumorais submetidas a protocolos da TFD sofrem estresse oxidativo
por meio da producdo de ERO que sdo formadas durante a exposicao a luz de células com
FS 19.26¢51 Sendo assim, a localizagdo subcelular do FS pode influenciar diretamente na
potencializagdo do efeito da TFD, uma vez alojado em organelas-chave como, por
exemplo, reticulo endoplasmaético, mitocdndrias, complexo de Golgi, lisossomos e ou
mesmo no citosol 1* 1920¢51 Como visto nesse estudo, o FS AIFtCI foi detectado em
diferentes compartimentos da células 4T1, como mitocondrias e RE e nos lisossomos.
Essa retencdo nas organelas anteriormente mencionadas foi essencial para analise do
estresse oxidativo identificado neste estudo nas células 4T1 submetidas a TFD-NE-
AIFtCI nas células 4T1 (Figura 41). O FS AIFtCI nanoestruturado apresentou alta
capacidade de produzir ERO em meio aquoso, como previamente demonstradol® €17,
também sendo verificada essa no meio intracelular. Na Figura 41, representados 0s

resultados referentes ao estresse oxidativo ocasionado pela TFD-NE-AIFtCI (1 pM —
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LED 660 nm) nas células 4T1. A marcacdo em verde representada pela imagem A é
referente a producdo das ERO com a marcacdo do reagente utilizado. Observou-se
também que a concentracdo utilizada neste experimento ocasionou a destruicdo dos

nucleos marcados em azul (Figura 41 - B).

CellROX (TFD-NE-AIFICl)  DAPI Sobreposigdo
A

Figura 41: Imagens de microscopia de fluorescéncia da producéo de espécies reativas causada pela TFD
mediada pelas NE-AIFtCI (1 pM) irradiada com uma fluéncia de 25 J/cm2. A - Presenga de estresse
oxidativo marcado em verde pelo reagente CellROX® green na concentracdo de 5 UM; B - marcagdo do
nlcleo com DAPI; C - sobreposicdo das imagens A e B. NE-AIFtCI: nanoemulsdes com cloreto de
aluminio-ftalocianina.

Como evidenciado nos resultados, a presenca do FS AIFtCI nas células 4T1,
seguida da sua fotoativacdo com o LED levou a producdo de espécies reativas (Figura
41). Alexandratoua et al. (2005)*% também demonstraram estresse oxidativo em células
de fibroblasto humano submetidas @ TFD-ZnPc livre (4,7 uM). Em um outro estudo, Garg
et al. (2016)%° observaram que o tratamento de células GL261 com Hyp-TFD produziu
estresse oxidativo intracelulart®4%-42 O estresse oxidativo causado pelo tratamento com
TFD em células tumorais pode induzir e potencializar a MCI em células cancerosas?®¢2°.
Vale ressaltar ainda que ha emissdo de DAMPs durante e apds o estresse oxidativo'®,

No presente, foi verificado o perfil de emisséo de DAMP (Calreticulina;
HSP70; HSP90; IL-1p e HMGBI1) pelas células 4T1 apos serem submentidas aos
diferentes protocolos da TFD-NE-AIFtCI. Para tanto, foi verificado que, logo ap6s uma
hora da TFD, ocorreu a emissdo dos DAMPs: calreticulina; HSP70 e HSP90. Evento esse
caracterizado por células apoptdticas em fase de MC|1920:26-28, 40-42

Os resultados obtidos em relacdo a marcagéo da proteina HSP70 pelas células
4T1 submetidas a diferentes protocolos da TFD-NE-AIFtCI estdo representados na
Figura 42 e as imagens utilizadas para quantificacdo da % de fluorescéncia emitida
referente a HSP70 detectada estdo demonstradas na Figura 43. Células 4T1
permeabilizadas com Triton X100 0,1% foram utilizadas como controle positivo para
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marcacdo de HSP70 dentro das células e células sem permeacao utilizadas como controle
negativo para exposi¢do da HSP70. Os resultados obtidos mostraram que as celulas
submetidas a TFD-NE-AIFtCI 9,01 nM 25 J/cm? apresentaram exposi¢cdo da HSP70
significativamente maior quando comparada com o controle de células néo
permeabilizadas e com os demais protocolos da TFD aplicados (Figura 42). Esses
resultados foram similares aos apresentados pelas células submetidas ao tratamento com
MTX — utilizado com controle positivo para expor HSP70. Para tanto, foi observado que
as células submetidas a MTX (1,5 uM) e TFD-NE-AIFtCI 9,01 nm — 25 J/cm?
apresentaram um maior perfil de marcacdo de HSP70, ndo sendo observada diferenca

significativa entre esses grupos.

No entanto, essa propor¢cdo da marcacdo de HSP70 para 0S grupos
supracitados em relacdo aos demais foi significativa maior (p < 0,05) (Figura 42). Vale
ressaltar ainda que as células submetidas aos tratamentos com MTX (1,5 uM) e TFD-NE-
AIFtCI 9,01 nm — 25 J/cm? ndo foram permeabilizadas, sendo assim, a marcacdo da
proteina HSP70 foi majoritariamente na superficie das células (Figura 43 — linhas C e

E, respectivamente). Conferir imagens em maior aumento em Anexo V.
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Figura 42: Expressdo da marcacao da proteina HSP70 por células 4T1 apds diferentes protocolos da TFD-
NE-AIFtCl. @ perm. - células controle permeabilizadas com TritonX100 0,1%; @ — células controle sem
permeagdo; MTX —mitoxantrona (1,5 uM); C/D — células congeladas e descongelas (3X); 0, 9.01 e 19,4
nM — 25 J/cm? - concentragdo e fluéncia aplicada nas células; 0, 9.01 e 19,4 nM — 67 J/cm? - concentragdo
e fluéncia aplicada nas células. Letra iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica. Dados plotados
como + EPM para triplicatas.
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Figura 43: Emissdo na membrana plasmética da proteina HSP70 em células 4T1 submetidas a diferentes
protocolos da TFD-NE-AIFtCI. A) linha referente a células 4T1 permeabilizadas com Triton X100
(0,01%); B) células 4T1 ndo permeabilizadas; C) células tratadas com MTX (1,5 uM); D) células
submetidas a C/D; E-H) aplicacdo dos diferentes protocolos da TFD alterando concentracdo e dose de
energia. Os graficos a direita sdo referentes ao perfil de marcagdo do DAPI para nicleo em azul com HSP70
na cor verde. Quadro vermelho indica o aumento da imagem e as setas amarelas indicam HSP70
exposto.Dados plotados como + EPM para triplicatas.

Os resultados obtidos em relagdo a marcacao da proteina HSP90 pelas células

4T1 submetidas a diferentes protocolos da TFD-NE-AIFtCI foram bem parecidos com 0s
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apresentados pela emissdo de HSP70. Na Figura 44, estdo respresentadas a proporcao de
liberacdo de HSP90 e as imagens utilizadas para quantificacdo da % de fluorescéncia
emitida referente a HSP90 detectada estdo demonstradas na Figura 45. Células 4T1
permeabilizadas com Triton X100 0,1% e marcadas para HSP90 foram utilizadas como
controle positivo e células 4T1 submetidas a marcacdo para HSP90 ndo permeabilizadas
foram utilizadas como controle negativo. Para tanto, os resultados obtidos para células
ndo permeabilizadas submetidas a C/D, MTX (1,5 uM) e TFD-NE-AIFtCI 9,01 nm — 25
Jlcmz apresentaram um perfil de marcacdo de HSP90 similar ao de células
permeabilizadas (Figura 44). No entanto, a exposicdo de HSP90 nas células 4T1
submetidas a MTX (1,5 uM) e TFD-NE-AIFtCI 9,01 nm — 25 J/cm? apresentou-se mais
na superficie da membrana celular (Figura 45 — linhas C e E). J& nas células
permeabilizadas e submetidas ao tratamento de C/D essa marcacdo se deu mais no
citoplasma e no nucleo (Figura 45 —linhas A e D). Os tratamentos com TFD-NE-AIFtCI
9,01 nM e 19,04 nM apresentaram resultados similares ao C/D, porém em propor¢ao
significativamente menor (Figura 45). Conferir imagnes em maior aumento em Anexo
V.
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Figura 44: Exposicdo da marcacdo da proteina HSP90 por células 4T1 ap6s diferentes protocolos da TFD-
NE-AIFtCI. @ perm. - células controle permeabilizadas com TritonX100 0,1%; @ — células controle sem
permeacdo; MTX —mitoxantrona (1,5 uM); C/D — células congeladas e descongelas (3X); 0, 9.01 ¢ 19,4
nM — 25 J/cm? - concentracdo e fluéncia aplicadas nas células; 0, 9.01 e 19,4 nM — 67 J/cm? - concentragdo
e fluéncia aplicadas nas células. Letras iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica. Dados plotados
como = EPM para triplicatas.
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Figura 45: Marcacdo da proteina HSP90 em células 4T1 submetidas a diferentes protocolos da TFD-NE-
AIFtCI. A) linha referente a células 4T1 permeabilizadas com Triton X100 (0,01%); B) células 4T1 ndo
permeabilizadas; C) células tratadas com MTX (1,5 pM); D) células submetidas a C/D; E-H) aplicacédo
dos diferentes protocolos da TFD alterando concentragdo e dose de energia. Os graficos a direita sdo
referentes ao perfil de marcagdo do DAPI para ndcleo em azul com HSP70 na cor verde. Dados plotados

como + EPM para triplicatas.

Os resultados obtidos em relacdo a marcacgdo da proteina calreticulina pelas
celulas 4T1 submetidas a diferentes protocolos da TFD-NE-AIFtCI estdo representados

na Figura 46 e as imagens utilizadas para quantificacdo da % de fluorescéncia emitida
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referente a calreticulina detectada estdo demonstradas na Figura 47. Células 4T1
permeabilizadas com Triton X100 0,1% e marcadas para calreticulina foram utilizadas
como controle positivo e células 4T1 submetidas & marcacdo para calreticulina ndo
permeabilizadas foram utilizadas como controle negativo. Células permeabilizadas
apresentaram altas taxas da proteina calreticulina no nucleo e citoplasma, sendo identifica
uma expressao significativa (p < 0,01) em relagcdo aos demais tratamentos (Figura 46).
Entretanto, os resultados obtidos com a analise das imagens de células 4T1 submetidas
aos tratamentos MTX (1,5 uM) e TFD-NE-AIFtCI 9,01 nm — 25 J/cm? foi observada a
exposicdo da proteina na superficie das células, sendo a quantidade significativamente
mais elevada (0,05) que os outros protocolos da TFD (Figura 46). Conferir imagens em

maior aumento em Anexo VI.
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Figura 46: Marcacdo da proteina calreticulina em células 4T1 apds diferentes protocolos da TFD-NE-
AIFtCI. @ perm. - células controle permeabilizadas com TritonX100 0,1%; @ — células controle sem
permeagdo; MTX —mitoxantrona (1,5 uM); C/D — células congeladas e descongelas (3X); 0, 9.01 e 19,4
nM - 25 J/cm? - concentracéo e fluéncia aplicada nas células; 0, 9.01 e 19,4 nM — 67 J/cm? - concentragao
e fluéncia aplicada nas células. Letras iguais indicam que ndo houve diferenga estatistica. Dados plotados
como + EPM para triplicatas.
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Figura 47: Emissdo na membrana plasmatica do DAMP Calreticulina em células 4T1 submetidas a
diferentes protocolos da TFD-NE-AIFtCI. A) linha referente a células 4T1 permeabilizadas com Triton
X100 (0,01%); B) células 4T1 ndo permeabilizadas; C) células tratadas com MTX (1,5 uM); D) células
submetidas a C/D; E-H) aplicacdo dos diferentes protocolos da TFD alterando concentracdo e dose de
energia. Os graficos a direita sdo referentes ao perfil de marcacdo do DAPI para nicleo em azul com
Calreticulina na cor verde. Dados plotados como + EPM para triplicatas

De um modo geral a emissdo e exposi¢do de HSP70, HSP9O0 e calreticulina
apresentaram-se diferentes em relagdo aos diversos protocolos da TFD-NE-AIFtCI
aplicados as células 4T1. Como visto neste estudo, a TFD-NE-AIFtCl pode ocasionar
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diferentes perfis de morte nas células 4T1 e isso afeta diretamente na acdo desencadeada
pela MCI na emissdo de DAMP. Para tanto foi verificado que quando as células foram
submetidas & TFD mais branda (9,01 nM — 25 J/cm?) ocorreu a exposi¢do da calreticulina,
bem como de HSP70 e HSP90 nas superficies das células (Figuras 46, 42 e 44). Ja essa
menor eficiéncia nos demais protocolos da TFD (quando aumentadas as concentracfes
do FS AIFtCI ou a dose de energia) pode estar relacionada a via de morte por necrose que
ocorreu em maior proporcao nesses tratamentos, onde foi observada a presengca em menor
intensidade dos DAMP aqui citados, além de ser observada a presenca destes no nucleo
das células 4T1%°¢20, Vale ressaltar que somente a emissao dessas proteinas ndo as tornam
ativadoras de uma resposta imunogénica. Proteinas como calreticulina, por exemplo,
desempenham func@es especificas no reticulo endoplasmatico das células, funcionando
como champeronas/acompanhantes de outras proteinas que sdo formadas no reticulo
endoplasmatico.?® ¢ 42 Proteinas malformadas se acumulam no RE dificultando assim a
ligacdo a champerona calreticulina, com isso ocorre a emissdo da calreticulina para citosol
das células que, consequentemente, sdo expostas na membrana plasmatica®® 2% 42 €51,
Células que expdem a calreticulina durante a MCI sdo reconhecidas por células
fagocitarias, como as células dendriticas, que tém como funcdo apresentar antigenos.
Essas, por sua vez, irdo apresentar os antigenos processados da célula tumoral por meio
de MHC II, que sdo reconhecidos por células T citotoxicas CD4", criando assim uma
imunidade antitumoral.*° Outros estudos também demonstram essa eficiéncia de ativacéo
de MCI desencadeada pela exposicdo de HSP70%°¢27 ¢ HSP90'® 2640, De acordo com o
Garg et al. (2015)%?° , a utilizagdo do quimioterapico MTX e o processo de C/D
(congelamento e descongelamento das células 3X) foram utilizados como controles.
Sendo 0 MTX como controle positivo para emissdo de DAMPs®® €51 e C/D controle
negativo para emissio de DAMPs?0 41 €43,

Apo6s 24 horas da TFD, também foi avaliada a liberacdo de outro indutor de
reposta imunitaria. A proteina IL-1p foi detectada significativamente no sobrenadante das
células submetidas a TFD-NE-AIFtCI 9,01 nM 25 J/cm2ou MTX quando comparadas
como os demais protocolos da TFD e controles (Figura 48). Para tanto, foi observada a
liberacéo de IL-1p apenas nas células submetidas a exposi¢do de MTX (barra laranja —
utilizada como controle positivo) e quando aplicada a TFD com NE-AIFtCI (9,01 nM —
25 J/cm? - barra rosa), ndo sendo detectada diferenca significativa entre esses tratamentos.

Entretanto, em comparacao com o controle de células néo tratadas (&), essa liberacéo foi
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significativamente maior (p < 0,01). Para os demais tratamentos ndo foram observadas

liberacgdes significativas da IL-1p.

150
__ 1201 .
.|
§ 90 T
2 1
2 a
= 604 ——
=
304
0 T T _:_ T 1 T 1 _!_ ]
1] MTX C/D 0 9,01 19,4 0 9,01 19,4
nM - 25 J/icm? nM - 67 J/lcm?

Figura 48: Concentracdo de IL-1f no meio de cultivo 24 horas ap0s células 4T1 serem expostas a diferentes
protocolos da TFD. Células controle sem tratamento (&); MTX —mitoxantrona (1,5 pM); C/D — células
congeladas e descongelas (3X); nM — nanomolar; J/cm?3 - densidade de energia. Letras iguais indicam que
ndo houve diferenca estatistica. Dados plotados como + EPM para triplicatas.

A liberacéo de IL-1B pode modificar a atividade de muitos tipos de células do
sistema imunitario, como mondcitos, macrofagos, neutrofilos e linfocitos, além de
promover a liberacdo de outras citocinas e quimiocinas importantes na ativacdo de
respostas imunitérias adaptativas.'® 262’ A presenca de IL-1p no meio extracelular pode
também promover a ativacao de outros DAMPs, como por exemplo HMGB1. Sha et al.
(2008) demonstraram que o DAMP HMGBL, na presenga de IL-1p, promove uma
resposta inflamatdria, ativando significativamente a producéo de TFN-a. (fator de necrose
tumoral) e MIP-2 (do inglés Macrophage inflammatory protein 2) em macrofagos e
neutr6filos em camundongos!®,

Outro DAMP identificado neste estudo foi a HMGB1 (Figura 49). A proteina
HMGBL1 foi detectada apds 48 horas da TFD em todos os protocolos aplicados, essa
liberacéo foi significativa em comparacdo com o controle de células sem tratamento e em
relagdo as células submetidas a morte por necrose — C/D. No entanto o tratamento das
celulas com TFD-NE-AIFtCI 9,01 25 J/cm? apresentou liberagdo significativamente
maior que os tratamentos TFD-NE-AIFtCI 9,01 67 J/cm? e TFD-NE-AIFtCI 19,4 67
J/icmz, O tratamento com MTX demonstrou maior perfil de liberago da proteina HMGB1,
porém em comparacdo ao TFD-NE-AIFtCl 9,01 25 J/cm? essa liberacdo ndo foi

significativa.
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Figura 49: Concentracdo de HMGB1 no sobrenadante 48 horas ap6s células 4T1 serem expostas a
diferentes protocolos da TFD. Células controle sem tratamento (&); MTX —mitoxantrona (1,5 uM); C/D —
células congeladas e descongelas (3X); nM — nanomolar; J/cm?® - densidade de energia. Dados plotados
como + EPM para triplicatas.

Panzarini et al. (2014)%" identificaram a presenca da HMGB1 no sobrenadante
de células HelLa 24 horas ap0s o seu tratamento com TFD mediada pelo FS RBAc (acetato
de rosa de bengala). HMGB1 desempenha funcdes especificas no nacleo das células,
estando associada aos nucleossomos, onde executa a funcdo de guardid do DNAZ.
Células em processo de apoptose condensam a cromatina e com isso dificultam a
liberacdo de HMGB1%. Por esse motivo, a proteina HMGB1 é liberada apenas no
processo de apoptose tardia, pois muito depois do inicio da apoptose a cromatina
descondensa e consequentemente a liberagdo de HMGB1 ocorre. Outros trabalhos
também descrevem a liberacdo tardia da proteina HMGB1 apds diferentes aplica¢fes da
TFD?0:26¢53  Assim, a proteina HMGB1 fora da célula atua como um potente ativador de
resposta imunitaria, ou seja, funciona como DAMP®: 20. 25-28, 40-44, 53 e 108 - DAMP
HMGBL liberado por células em processo de MCI funciona como um alarme, atraindo
células DC e macrofagos®® %335, Apos o reconhecimento, essas células se tornam ativas

(maduras) e responsaveis por ativar células T40 ¢,

As células 4T1 submetidas aos diferentes protocolos da TFD-NE-AIFtCI
apresentam perfis de morte imunogénica diferentes quando aumentado a concentracgao do
FS AIFtCl e/ou aumentada a dose de energia (J/cm?). Sendo assim, diante da
caracterizagcdo da emissdo dos DAMP supracitados o intuito do estudo foi verificar a

eficiéncia da TFD-NE-AIFtClI como ativadora de uma resposta imunogénica em
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camundongos apods serem vacinados com células 4T1 pré-tratadas com TFD-NE-AIFtCI.
Muitos estudos tém demonstrado essa eficiéncia de células submetidas a TFD e utilizadas

como vacinas na imunizagdo em animais®®: 20 40-44,

No presente estudo também foi verificada a eficiéncia da TFD-NE-AIFtCI in
vivo utilizando camundongos fémeas com tumor 4T1 implantado no flanco Balb-C. Os
resultados obtidos apds o tratamento com TFD-NE-AIFtCI estdo representados na Figura
50. Observa-se que os animais submetidos a TFD-NE-AIFtCI (linha vermelha) nédo
apresentaram crescimento do tumor ap0s o tratamento, apresentando uma diferenca
significativa quando comparado com os animais tratados com PBS e NE-AIFtCI (sem
irradiar), que apresentaram crescimento exponencial do tumor, representados pelas linhas
azul e preta, respectivamente. A medicdo do tumor foi interrompida no 28° dia apds

aparecimento do tumor.
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Figura 50: Volume tumoral ap6s tratamento com TFD-NE-AIFtCI em animais Balb-C com tumor de mama
enxertado no flanco esquerdo do tipo 4T1. Tempo ) indica o dia que surgiramos tumores nos animais que
foram clinicamente palpéveis. Linha cinza: animais tratados somente com PBS; Linha vermelha: animais
tratados com TFD-NE-AIFCI (5 pM - 52,12 J/cm?) linha preta: animais tratados com NE-AIFtCI (5 pM -
ndo irradiados). Subscritos (*) indicam diferenca significativa (p < 0,001).

Resultados apresentados na literatura tém demonstrado que a TFD apresenta
ndo so a eficiéncia na reducéo e eliminacdo de tumores primarios como visto aqui nesse
estudo, mas também é capaz eliminar e consequentemente diminuir metateses, e com isso
aumentar a sobrevida dos animais submetidos a esse tipo de tratamento®® ¢ 1%, Tumor do

tipo 4T1 apresentam-se bastante agressivos apds serem enxertados nos camundongos
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Balb-C%. O crescimento e a disseminagio dessas células a partir de um tumor primario
é rapida e na maioria das vezes inevitavel'®, Com isso, o maior problema enfrentado nos
tratamentos de cancer atualmente esta relacionado a essa eficiéncia adquirida por tumores
malignos em formar outros focos tumorais oriundos de células denominadas de
metastaticas® ® °. Nesse sentido esse estudo também propds a avaliagdo desse perfil
metastatico apds o tratamento com a TFD-NE-AIFtCI. Desta forma, os resultados obtidos
estdo representados na Figura 51, onde os animais que foram submetidos a TFD-NE-
AIFtCI apresentaram uma diminuicdo seguida da normalizacdo da area do pulmdo, —
Orgdo com bastante foco de metastase pelas células 4T1 — ndo apresentaram tecido
metastatico (linha vermelha) até o fim do tratamento. No entanto, os animais que foram
tratados apenas com PBS apresentaram aumento na &rea pulmonar, estando relacionados
a presenca de tecido metastatico no 6rgdo avaliado (linha azul). O volume pulmonar de

animais tratados ou ndo tratados foi comparado com o de animais virgens (linha verde).
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Figura 51: Awvaliacdo da area do pulméo por meio de método de Microtumografia. Linha azul: animais
tratados com PBS; linha vermelha: animais tratados com TFD-NE-AIFtCI; e linha verde: animais saudaveis.

A metéstase é a maior causadora de morte em pacientes oncologicos. Cerca
de 90% dos 6bitos ocasionados pelo cancer € devido a metastase. E é por isso que as
pesquisas relacionadas as doengas oncoldgicas direcionam o principal objetivo na busca
para melhorar essa condicdo!®? €%, O niimero de estudos relacionados & ativagdo de
resposta imunitaria a partir de celulas tumorais previamente tratadas vem ganhando
bastante espaco no mundo da pesquisa®® 3% 41:52¢33 Como mencionada aqui, as células

qgue sofrem morte celular imunogénica (MCI) sdo capazes de ativar uma resposta
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imunitaria por meio da emissdo de moléculas denominadas de DAMP. Por tanto,
baseando em alguns dados da literatura estudos com células tumorais pré-tratadas com
TFD in vitro e aplicadas em animais, ttém demonstrado resultados promissoras na ativagéo
de uma resposta imunitaria antitumoral para o tumor tratado 2% 3%41:5252e110 Desta forma,
para andlise do efeito da vacinacdo dos animais ap0s 0s tratamentos descritos na secao
3.3.2, avaliou-se por quanto tempo o maior nimero de animais por grupo ficaria livres de
tumor pds aplicacdo das células 4T1 vidveis (Figura 52). Para tanto, os animais vacinados
por duas vezes (intervalo de 10 dias) com células pré-tratadas com MTX (roxo) e TFD-
NE-AIFtC1 9,01 nM - 25 J/cm2 (azul) apresentaram maior resisténcia para o aparecimento
do tumor apds serem submetidos ao enxerto de células 4T1 vidveis em relagdo ao tempo.
Essa resisténcia foi significativa (p < 0,01) quando comparada com o0s animais
submetidos a aplicacdo de PBS (vermelho) ou de céluas pré-tratadas com C/D (preto) e
TFD-NE-AIFtCI 19,4 nM — 67 J/cm2 (marrom).
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Figura 52: Porcentagem de animais livres de tumor ap6és receberem indculo de células 4T1 viaveis no
flanco esquerdo. O in6culo de células viaveis foi feito sete dias ap6s 0s animais serem submetidos as
vacinas 1 e 2 com células 4T1 pré-tratadas (dia 0 — eixo x). As vacianas foram aplicadas no flanco direito
dos animais com intervalo de dez dias entre a vacina 1 e 2, utilizando células 4T1 pré-tratadas, sendo
representadas aqui como: somente PBS (vermelho) — sem células; C/D (preto); MTX (roxo); diferentes
protocolos de TFD-NE-AIFtCI com fluéncia de 25 J/cmz 9,01 nM (azul) e 19,4 nM (verde); TFD-NE-
AIFtCI com fluéncia de 67 J/cmz2: 9,01 nM (amarelo) e 19,4nM (marrom). As letras a e b correspondem a
diferenga significativa (p < 0,01) do grupo MTX e 9,01 nM-15 J/cm? em relagdo aos grupos PBS, C/D e
19,4 nM -67 J/cmz, respectivamente

Esses resultados apresentados na Figura 52 podem estar relacionados com a
via de morte ocasionada nos diferentes tratamentos da TFD aqui aplicados. Sendo que, a
células que foram submetidas a TFD-NE-AIFtCI 9,01 nM 25 J/cm? apresentaram nimero

expressivamente maior de células em apoptose que necrose, efeito esse contrario para as
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demais TFD aplicadas. Sabe-se que celulas que sofrem morte por necrose ndo apresentam
a capacidade de ativar uma MCI, isso por ndo emitirem de forma ativa os DAMP, o que
consequentemente ndo apresentaram eficiéncia de ativar uma resposta antitumoral?%->3°
€107 vale ressaltar ainda que o grupo de animais vacinados com células 4T1 pré-tratadas
com MTX apresentaram resultados similares em relacdo a essa resisténcia do surgimento
do tumor do grupo TFD-NE-AIFtCI 9,01 nM 25 J/cm. A utilizagdo da MTX como
ativador de MCI é amplamente descrita na literatura, sedo esse tipo de tratamento um
controle positivo para imunizacdo de animais com células pré-expostas a esse
quimioterapico*®*2, Um outro ponto avaliado foi no crescimento do volume dos tumores
apresentados pelos animais submetidos as vacinas com células pré-tratadas com TFD
diferentes protocolos -NE-AIFtCl. Desta forma, o TFD-NE-AIFtCI 9,01 nM 25 J/cm? e
MTX aplicados demonstraram melhores resultados, sendo observada um menor
crescimento do volume tumoral (mmg3) para ambos os grupos (Figura 53). Entre esses
grupos nao foram observadas diferencas significativas do volume tumoral, porém em
comparagcdo com os demais tratamentos essa diminui¢do foi significativamente menor
quando® © 56, Esses resultados refletiram sobremaneira diretamente na sobrevida dos
animais, pois foi verificado que os animais submetidos as vacinas utilizando células 4T1
submetidas a TFD-NE-AIFtCI 9,01 nM 25 J/cm? e MTX apresentaram porcentagem de

animais com vida maiores que 0s demais tratamentos.
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Figura 53: Volume tumoral dos animais apds serem submetidos ao inéculo de céluals 4T1 vidveis no
flanco esquerdo. Grupo dos animais submetidos as vacinas 1 e 2 referentes aos grupos: somente PBS
(vermelho) — sem células; C/D (preto); MTX (roxo); diferentes protocolos de TFD-NE-AIFtCI com fluéncia
de 25 J/cmz 9,01 nM (azul) e 19,4 nM (verde); TFD-NE-AIFtCI com fluéncia de 67 J/cmz 9,01 nM
(amarelo) e 19,4nM (marrom). As letras a e b correspondem a diferenca significativa (p < 0,01) do grupo
MTX e 9,01 nM-15 J/cm? em relacdo aos demais grupos.
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A eficiéncia da TFD esta inteiramente relacionada a concentracdo do FS
AIFtCI utilizado, bem como a dose de energia aplicada. O comportamento das vias de
morte ocasionados nas células nos testes in vitro refletem de forma significativa os
resultados aqui apresentados in vivo?® %1% \/ale mencionar ainda que o tratamento mais
brando com TFD-NE-AIFtCI 9,01 nM e 25 J/cm? utilizado neste estudo apresentou 0s
melhores resultados esperados. Os resultados achados neste estudo sugerem que essa
maior resisténcia apresentada pela TFD-NE-AIFtCI 9,01 nM 25 J/cm? esta relaciona com
maior eficiéncia da liberacdo dos DAMP (calreticulina, HSP70, HSp90, IL-13 e HMGB1)
apresentado pelas células nos ensaios in vitro. Vale ressaltar ainda que para esses animais

foram observadas uma maior resisténcia de sobrevida (Figura 54).
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Figura 54: Sobrevida dos animais durante todo o tempo do experimento. Grupo dos animais submetidos
as vacinas 1 e 2 referentes aos grupos: somente PBS (vermelho) — sem células; C/D (preto); MTX (roxo);
diferentes protocolos de TFD-NE-AIFtCI com fluéncia de 25 J/cm2: 9,01 nM (azul) e 19,4 nM (verde);
TFD-NE-AIFtCI com fluéncia de 67 J/cmz 9,01 nM (amarelo) e 19,4nM (marrom). As letras a e b
correspondem a diferenga significativa (p < 0,01) do grupo MTX e 9,01 nM-15 J/cm? em relagdo aos demais
grupos.

Os resultados in vivo aqui achados podém estar relacionadas com a
capacidade de células tumorais de suprir respostas imunes através do aumento de acimulo
de células supressoras derivadas de mielodies (MDSC)*'113, Essas células sdo capazes
de ocasionar a supressdo de células imunitarias, como por exemplo células T4 No
presente estudo nédo foi avaliado a presenca das celulas MDSC ou supressao de Células
T. No entanto, de acordo com Elkabets et al. (2010)!*, a presenca de IL-1pB derivadas de
células tumorais 4T1 funcionou como ativador de MDSC, quando este foi liberado no
microambiente tumoral. Desta forma, sugere-se que a presenca de IL-1f pode ter
influenciado na progressao do tumor apds os tratamentos com TFD-NE-AIFtCI 9,01 nM

e 25 J/lcm? e MTX (usado como controle), vale ressaltar ainda que esses dois grupos

88



apresentaram melhores resultados de sobrevida, apresentaram maior sobrevida que os
demais grupos avaliados (p < 0,01) (Figura 54).

A TFD tem se apresentado como uma alternativa segura, eficaz e ainda pouco
explorada para o tratamento do cancer, porém, ainda carece de melhorias para que possa
ser usada em larga escala no tratamento do cancer, principalmente no que se refere a
ativagdo do Sl. Os achados deste estudo contribuem de forma significativa na melhoria
do entendimento da acdo da TFD, bem como no perfil de ativagdo de MCI em células
cancerosas. Vale ressaltar que a utilizacdo da nanobiotecnologia neste estudo, permitiu
uma melhora significativa nos resultados aqui obtidos como carreador da FS AIFtCI.
Assim, os achados deste estudo apresentam uma abordagem significativa para o
tratamento do cancer, uma doenca que ainda é responsavel pela morte ou degradacgéo do
nivel de vida de milhdes de pessoas no mundo. E mais, o presente estudo pode conduzir
ao desenvolvimento de tratamentos mais eficazes e seguros contra o cancer de mama por

meio da ativacdo de uma resposta imunitaria antitumoral mais eficiente e duradoura.

5 Conclusdo
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Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

» NE-AIFCI
o Apresenta DH de ~25 nm, com PDI abaixo de 0,15 e carca negativa;
o Apresenta pico de absorcdo e emissdo em 676 nm e 680 nm,
respectivamente;
o Eficiente na producédo de ERO;
o Apresentou estabilidade coloidal, fotofisica e fisico-quimica por um

periodo de quatro anos.

» TFD-NE-AIFtCI in vitro = células de carcinoma mamario murino 4T1

o

Répida interiorizacdo do NE-AIFtCI por células 4T1 com apenas 15
minutos de exposicao;

Diminuicdo significativa na interiorizagdo quando inibiu endocitose via
calveolas, sugerido ser essa uma das vias de interiorizacdo do NE-AIFtCI;
Apresentou maior retencdo/colocalizacdo subcelular nas organelas
mitocondria, lisossomos, RE e em menor propor¢cdo no nucleo.
Apresentando-se em diferentes concentragdes nas organelas avaliadas em
relacdo ao tempo;

NE-AIFtCI ndo foi citotoxica no escuro em células 4T1.

A TFD-NE-AIFtCI foi citotdxica contra as células 4T1, apresentando
diferentes CC50 e CC90, dependendo do tempo ocasionando nas células
morte por apoptose e necrose;

TFD -NE-AIFtCI em células 4T1 ¢é dependente da dose de energia e da
concentracdo de FS-AIFtCl aplicadas (CC50);

TFD-NE-AIFtCI induziu a producgdo de espécies reativas nas células 4T1.
TFD-NE-AIFtCI induziu a emissdo de DAMPs: Calreticulina, HSP70 e
HSP90 1 hora apos a exposicdo ao LED 660nm e emissdo de HMGBL 48
horas ap0s a exposic¢do ao LED 660nm. Evento este caracteristico de MClI,
Liberacdo do mediador inflamatorio IL-1 24 horas apds 24 horas a

exposicéo ao LED 660 nm;

> TFD-NE-AIFtCI in vivo = fémeas Balb-C

o

Erradicacdo do tumor de células 4T1 no flanco dos animais apds TFD-NE-
AIFCI;
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Diminuicao de tecido metastatico nos pulmdes dos animais submetidos a
TFD-NE-AIFtCI;
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91



10.

11.

12.

13.

Fouad Y. A.; Aanei C. Reviciting the hallmarks of cancer. AM J. Cancer Res, V. 5,
p. 1016-1036, 2017.

Ye X.; Weinberg R. A. Epithelial-mesenchymal plasticity: a central regulator of
cancer progression. Trends cell Biol. V. 11, p.675-686, 2015.

INCA - Instituto Nacional do Céncer (2018). Recuperado de
http://www2.inca.gov.br/wps/wcm/connect/inca/portal/home

NIH — National Institutes of Health (2018). Recuperdo de
https://search.nih.gov/search?utf8=%E2%9C%93&affiliate=nih&query=cancer&co
mmit=Search. Data de acesso: 25 de maio de 2018.

Weinberg R. A.; Hanahan D. Halmarks of cancer: The next generartion. Cell. v. 5,
p. 646-674. 2011.

Taylor, C. W.; Kirby, A. M. Cardiac Side-effects From Breast Cancer Radiotherapy.
Clinical Oncology. v. 11, p. 621-629. 2015.

Galluzzi, L.; Buque, A.; Kepp, O.; Zitvogel, L.; Kroemer, G. Immunological Effects
of Conventional Chemotherapy and Targeted Anticancer Agents. Cancer Cell
Review. v. 28, p. 345-356. 2015.

Galea, M. Benign breast disorders. Surgery (Oxford). v. 34, p.19-24, 2016.

Falco, M.; Masojc, B.; Rolla, M.; Czekalaa, A.; Pietruszewska, J.; Rubik-
Leszczynska, A.; Lewocki, M.; Lukowiaka, M.; Kramb, A. Risk factors for seroma
evacuation in breast cancer patients treated with intraoperative radiotherapy.
Repeorts of Pratival Oncology and Radiotherapy. v. 21, p. 225-31, 2016.

Joanitti, G. A. ; Ganassin, R. ; Rodrigues, M. C. ; Longo, J. P. F. ; Jiang, C. ; Gu, J. ;
Pinto, S. M. L. ; Santos, M. F. M. A. ; Azevedo, R. B. ; Muehlmann, L.A.
Nanostructured systems for the organelle-specific delivery of anticancer drugs.
Mini-Reviews in Medical Chemistry. v.17, p. 224-236. 2015.

da Silva, C. G.; Rueda, F.; Lowik, C. W.; Ossendorp, F.; Cruz, L. J. Combinatorial
prospects of nano-targeted chemoimmunotherapy. Biomaterials. v. 83, p. 308-20,
2016.

FDA — Food and Drug Administration (2018). Recuperado de
https://google2.fda.gov/search?q=PDT&client=FDAgov&site=FDAgov&Ir=&proxy
stylesheet=FDAgov&requiredfields. Data de acesso: 27 de maio de 2018.

Rodrigues, M. C.; Muehlmann, L. A.; Longo, J. P. F.; Silva, R. C.; Graebner, I, B.;
Degterev, I. A.; Lucci, C.M.; Azevedo, R. B.; Garcia, M. P. Photodynamic Therapy
Based on Arrabidaea chica (Crajiru) Extract Nanoemulsion: In vitro Activity against

92


http://lattes.cnpq.br/3208175361373924
http://lattes.cnpq.br/9072332484355315

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Monolayers and Spheroids of Human Mammary Adenocarcinoma MCF-7 Cells.
Nanomedicine & Nanotechnology. v. 6, p. 286-293. 2015.

Dolmans, D.; Fukuma, D.; Jain, R. Photodynamic therapy for cancer. Nature
Reviews Cancer. v. 3, p. 380-387, 2003.

Robertson, C.; Hawkins, D.; Abrahams, H. Phoyodynamic therapy (PDT): A short
review on cellular mechanisms and cancer research applications for TFD. J Phot
Photobiology B: Biology. v. 96, p. 1-8, 2009.

Muelhmann, L. A.; Rodrigues, M. C.; Longo, J. P. F.; Garcia, M. P.; Py-Daniel, K.
R.; Veloso, A. B.; de Souza, P. E. N.; da Silva, S. W.; Azevedo, R. B. Aluminium-
phthalocyanine chloride nanoemulsions for anticancer photodynamic
therapy: Development and in vitro activity against monolayers and spheroids
of human mammary adenocarcinoma MCF-7 cells. Journal of
Nanobiotechnology. v.13, p. 36-47, 2015.

Muehlmann, L. A.; MA, B. C. ;Longo, J. P. F.; Santos, M. F. M. A. ; Azevedo R. B.
Aluminum phthalocyanine chloride associated to poly(methyl vinyl ether-co-maleic
anhydride) nanoparticles as a new third-generation photosensitizer for anticancer
photodynamic therapy. International Journal of Nanomedicine (Online). v. 7, p.
1199, 2014.

Xu, J.; Gao, J.; Wei, Q. Combination of Photodynamic Therapy with Radiotherapy
for Cancer Treatment. Journal of Nanomaterials. v. 2016, p. 2016.

Garg A. D.; Vandenberk, L.; Koks, C. A.; Verschuere, T.; Goll, V. S. W. Agostinis,
P. Next-generation immunogenic dendritic cell vaccines achieve a danger signaling
and T cell-driven eradication of high-grade glioma. Klinische Padiatrie. v. 228,
2016.

Garg A. D.; Agostinis P.; ER stress, autophagy and immunogenic cell death in
photodynamic therapy-induced anti-cancer immune responses. Photochemical e
Photobiological Sciences. v. 13, p. 274-87, 2014.

Berlanda J.; Kiesslich T.; Engelhardt V., Kremmer B.; Plaetzser K. Comparative in
vitro study on the characteristic of different photosensitizers employed in PDT. J J
Phot Photobiology B: Chemistry. v. 3, p. 173-180. 2010.

Muehlmann L. A.; Joanitti G.A.; Silva J.R.; Longo J.P.F.; Azevedo R.B. Liposomal
photosensitizers: potential platforms for anticancer photodynamic therapy.
Brazilian Journal of Medical and Biological Research. v. 44, p. 729-37, 2011.

Longo J. P. F.; Lozzi S. P.; Simioni P. C.; Tedesco R. B.; Azevedo R. B.
Photodynamic therapy with aluminum-chloro-phtalocyanine induces necrosis and
vascular damage in mice tougue tumors. Journal of Phorochemistry and
Photobiology B: Biology. v. 94, p. 143-46, 20009.

93


http://lattes.cnpq.br/8735458741337698
http://lattes.cnpq.br/3208175361373924
http://lattes.cnpq.br/9072332484355315

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Paszkoa E.; Ehrhardtb C.; Senge M.O.; Kelleherd D.P.; Reynolds J.VV. Nanodrug
applications in photodynamic therapy, Photodiagn. Photodyn. v. 8, p.14-29, 2011.

Castano, A. P.; Mroz, P.; Hamblin, M. R. Photodynamic therapy and anti-tumor
immunity. Nature Reviews Cancer. v. 6, p. 535-45, 2006.

Korbelik, M.; Banath, J.; Saw, J. M.; Zhang, W.; Ciplys E. Calreticulin as Cancer
Treatment Adjuvant: Combination with Photodynamic Therapy and Photodynamic
Therapy-Generated Vaccines. Frontiers in Oncology. v. 5, p. 234-253. 2015.

Panzarini, E.; Inguscio, V.; Fimia, G. M,; Dini, L. Rose Bengal Acetate
PhotoDynamic Therapy (RBAc-PDT) Induces Exposure and Release of Damage-
Associated Molecular Patterns (DAMPS) in Human HelLa Cells. Plos One. v. 9, p.
321-333. 2014.

Zhang, Q.; Li, Y.; Shi, S.; Zhou, S.; Fu, S.; Zhang, Q.; Yang, X.; Fu, R.; Lu, L.
Hypericin-photodynamic therapy induces human umbilical vein endothelial cell
apoptosis. Scientific Reports. v. 5, p. 224-231. 2015.

Weijer, R.; Broekgaarden, M.; kos, M.; van Vught, R.; Rauws, E. A. J.; Breukink,
E.; van Gulik, T. M.; Heger, M. Enhancing photodynamic therapy of refractory
solid cancers: Combining second-generation photosensitizers with multi-targeted
liposomal delivery. Journal of Photochemistry and Photobiology C:
Photochemistry Reviews . v. 23, p. 103-131, 2015.

Preise, D. Scherz A,. Salomon, Y. Antitumor immunity promoted by vascular
occluding therapy: lessons from vascular-target photodynamic therapy (VTP).
Photochimical e photobiological Sciences. v.10, p. 681-688, 2010.

Kawano M.; Tanaka K.; Itonaga I. et al. Dendritic Cells Combined With
Doxorubicin Induces Immunogenic Cell Death And Exhibits Antitumor Effects For
Osteosarcoma. Oncol-Lett. v.3. p. 2169-2175. 2016.

Zitvogel L.; Kepp O.; Kroemer G. Immune parameters affecting the efficacy of
chemotherapeutic regimens. Nat Rev Clin Oncol. v. 8, p. 151-160. 2011.

Fucikova J.; Kralikova P.; Fialova A.; Brtnicky T.; Rob L,; Bartunkova J.; Spisek R.
Human tumor cells killed by anthracyclines induce a tumor-specific immune
response. Cancer Res. v.71, p. 4821-4833. 2011.

Rubio-Patifio C.; Bossowski J. P.; Chevet E.; Ricci J. Reshaping thelmmuneTumor
Microenvironment ThroughlRE1Signaling. Cell Press Reviews. 2018.

Quentinl T.; Steinmetz1 M.; Poppe A.; Thomas S. Metformin differentially
activates ER stress signaling pathways without inducing apoptosis. Disease Models
& Mechanisms. v. 5, p. 259-269, 2012.

Healy S. J.; Gorman A. M.; Mousavi P.; Gupta S.; Samali A. Targeting the

endoplasmatic reticulum-stress response as an anticancer strategy. Eur. J
Pharmacol. v.3, p. 234-246, 2009.

94


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Korbelik%20M%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ban%26%23x000e1%3Bth%20J%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saw%20KM%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20W%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%26%23x0010c%3Biplys%20E%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Panzarini%20E%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Inguscio%20V%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fimia%20GM%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dini%20L%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Q%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20Zh%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shi%20Sj%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhou%20Sw%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fu%20Yy%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Q%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20X%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fu%20Rq%5Bauth%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=KAWANO%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26998143
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=TANAKA%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26998143
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=ITONAGA%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26998143

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

Zhang J.; Jiang Y.; Jia Z.; Gong W. et al. Association of elevated GRP78 expression
with increased lymph node metastasis and poor prognosis in patients with gastric
cancer. Clin Exp Metastasis. v. 7, p. 401-10. 2006.

LiJ.; Lee A. S. Stress induction of GRP78/BiP and is role in cancer. Curr Mol
Med.p.45-54, 2006.

Garg A. D.; Agostinis P.; ER stress, autophagy and immunogenic cell death in
photodynamic therapy-induced anti-cancer immune responses. Photochemical e
Photobiological Sciences. v. 13, p. 274-87, 2014.

Garg A. D.; Martin S.; Golab J.; Agostinis P. Danger signalling during cancer cell
death: origins, plasticity and regulation. Cell Death Differ. v.21, p. 26-38. 2014.

Garg A. D.; Vandenberk, L.; Koks, C. A.; Verschuere, T.; Goll, V. S. W. Agostinis,
P. Next-generation immunogenic dendritic cell vaccines achieve a danger signaling
and T cell-driven eradication of high-grade glioma. Klinische Padiatrie. v. 228,
2016.

Agostinis, P.; Berg, K.; Cengel, K. A.; Foster, T. H.; Girotti, A. W.; Gollnick, S. O;
Hahn, S. M.; Hamblin, M. R.; Juzeniene, A.; Kessel, D.; Korbelik, M.; Moan,
J.; Mroz P.; Nowis, D.; Piette, J.; Wilson, B. C.; Golab, J. Photodynamic therapy of
cancer: an update. A Cancer Journal for Clinicians. v. 61, p. 250-81, 2011.

Teiten M. H.; Bezdetnaya, L.;Morlie re, Santus, R.; Guillemin, F. Endoplasmic
reticulum and Golgi apparatus are the preferential sites of Foscans localization in
cultured tumour cells. British Journal of Cancer. v. 88, p. 146-52, 2003.

Ndhundhumaa, I.; Hauserb, C.; Scalfi-Happb, C,; Riickb, A.; Steinerb, R.
Subcellular co-localization of aluminum (I11) phthalocyanine chloride
tetrasulphonate with fluorescent markers in the human melanoma cell-line HT-144.
Medical Laser Application. v. 26, p. 93-100, 2011.

Krause K-H.; Michalak M.Calreticulin. Cell. v. 88, p. 439-443. 1997.

Leach M. R.; Williams D. B. Calnexin and Calreticulin, Molecular Chaperones of
the Endoplasmic Reticulum. Madame Curie Bioscience Database. 2013.

Elsner L.; Muppala V.; Gehrmann M.; Lozano J.; Malzahn D.; Bickeboller H. et al.
The heat shock protein HSP70 promotes mouse NK cell activity against tumors that
express inducible NKG2D ligands. J Immunol. v. 179, p. 5523-5533. 2007.

Eustace BK, Jay DG. Extracellular roles for the molecular chaperone, hsp90. Cell
Cycle. v. 3, p. 1098-1100. 2004.

Mayer M. P.; Bukau B. Hsp70 chaperones: Cellular functions and molecular
mechanism. Cell Moll Life Sci. v. 65, p. 670-684. 2005.

95


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garg%20AD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23686135
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garg%20AD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23686135
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Golab%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23686135
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Agostinis%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23686135
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Agostinis%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21617154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Berg%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21617154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cengel%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21617154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Foster%20TH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21617154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Girotti%20AW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21617154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gollnick%20SO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21617154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hahn%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21617154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hamblin%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21617154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Juzeniene%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21617154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kessel%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21617154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Korbelik%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21617154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moan%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21617154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moan%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21617154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mroz%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21617154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nowis%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21617154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Piette%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21617154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wilson%20BC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21617154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Golab%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21617154
javascript:void(0);
javascript:void(0);
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mayer%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15770419
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bukau%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15770419

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

Schopf F. H.; Biebl M. M.; Buchner J. The HSP90 chaperone machinery. Nature
Reviews Molecular Cell Biology. v. 18, p. 345-360. 2017.

van Vliet, A. R., Martin, S., Garg, A. D., and Agostinis, P. The PERKs of damage-
associated molecular patterns mediating cancer immunogenicity: From sensor to the
plasma membrane and beyond. Semin. Cancer Biol. v. 33, 74-85, 2015.

Garg, A. D.; Dudek, A. M.; Agostinis, P. Calreticulin surface exposure is abrogated
in cells lacking, chaperone-mediated autophagy-essential gene, LAMP2A. Cell
Death & Disease. v. 4, 2013.

Tanaka M.; Kataoka H.; Yano S.; Sawada T.; Akashi H. et al. Immunogenic cell
death due to a new photodynamic therapy (PDT) with glycoconjugated chlorin (G-
chlorin). Oncotarget. v.30, p. 47242-47251. 2016.

Lopez-Castejon G.; Brough D. Understanding the mechanism of IL-1 secretion.
Cytokine Growth Factor Rev. v. 22, p.189-195. 2011.

Kim B.; Lee Y.; Kim E.; Kwak A.; Ryoo S. et al. The Interleukin-1a Precursor is
Biologically Active and is Likely a Key Alarmin in the IL-1 Family of Cytokines.
Frontiers in immunology. 2013.

Bruchard M.; Mignot G.; Derangére V.; Chalmin F.; Chevriaux A.; Végran F.;
Boireau W.; Simon B.; Ryffel B.; Connat JL.; et al: Chemotherapy-triggered
cathepsin B release in myeloid-derived suppressor cells activates the Nlrp3
inflammasome and promotes tumor growth. Nat Med. v.19, p. 57-64. 2013.

Kang R.; Zhang Q.; Zeh H. J.; LotzeL M. T.; Tang D. HMGBL in Cancer: Good,
Bad, or Both?. Clin Cancer Res. v. 19. 2013.

Apetoh L, Ghiringhelli F, Tesniere A, Criollo A, Ortiz C, Lidereau R, Mariette C,

Chaput N, Mira JP, Delaloge S, et al: The interaction between HMGB1 and TLR4
dictates the outcome of anticancer chemotherapy and radiotherapy. Immunol Rev.
v. 220, p. 47-59. 2007.

Liang R.; Liu L.; HE H.; Chen Z.; Han Z.; Luo Z.; Wu Z.; Zheng M.; Ma Z.; Cai L.
Oxygen-boosted immunogenic photodynamic therapy with gold
nanocages@manganese dioxide to inhibit tumor growth and metastases.
Biomaterials. v.177, p. 149-160. 2018.

Spiller W.; Kliesch H.; Wohrele D.; Hackbarth S.; Roder B. Singlet oxygen
quantum vyields os diferente photosensitizers in polor solventes and micellar
solution. Journal of Porphyrins and Phtalocyanine. v. 2, p. 145, 1998.

Mosmann T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application

to proliferation and cytotoxicity assays. Journal Immunol. Mothods. v. 16, p. 55-
63, 1983.

96


https://www.nature.com/articles/nrm.2017.20#auth-1
https://www.nature.com/articles/nrm.2017.20#auth-2
https://www.nature.com/articles/nrm.2017.20#auth-3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tanaka%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27363018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kataoka%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27363018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yano%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27363018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sawada%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27363018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akashi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27363018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lopez-Castejon%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22019906
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brough%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22019906
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3714593/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24312098
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24312098
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24312098
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kwak%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24312098
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ryoo%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24312098
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0142961218304022#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0142961218304022#!

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

Zeng, X.; Zhang, Y. Nystrom , A. M. Endocytic Uptake and Intracellular trafficking
of Bis-MPA-Based Hyperbranched Copolymer Micelles in Breast Cancer Cells.
Biomacromolecules. v. 12, p. 3814-22, 2012.

Manders, E.; Stap, J.; Brakenhoff, G.; van Driel, R.; Aten, J. Dynamics of three-
dimensional replication patterns during the S-phase, analysed by double labelling of
DNA and confocal microscopy. Journal of Cell Science. v. 103, p. 857-862, 1992.

Manders, E. M. M.; Verrbeek, F. J. Aten, J. A. Mensurement of co-localization of
objests in dual-colour confocal images. Journal of Microscopy. v. 169, p. 375-82,
1993.

Kasibhatla S.; Amarante-Mendes G. P.; Finucane D.; Brunner T.; Bossy-Wetzel E.;
Green D. R. Acridine Orange/Ethidium Bromide (AO/EB) Staining to Detect
Apoptosis. CSH protocols. 2006.

Baek, S. Y.; Na, K. A nano complex of hydrophilic phthalocyanine and
polyethylenimine for improved cellular internalization efficiency and phototoxicity
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces. v.101, p. 493-500, 2013.

Cametin M.; Moreno.; Matin M. J.; Schofield c. I.; Chambrier I. et al. Delivery of a
hydrophobic phthalocyanine photosensitizer using PEGylated gold nanoparticle
conjugates for the in vivo photodynamic therapy of amelanotic melanoma.
Photochimical e Pchotobiological Sciences. v.5. 2016.

Wang M.; Thanou M. Targeting nanoparticles to cancer. Pharmacological
Research.v. 62, p. 90-9, 2010.

Chen Y.; Yang X.; Zhao L.; Almasy L.; Garamus V. M.; Willumeit R.; Zou A.
Preparation and characterization of a nanostructured lipid carrier for a poorly
soluble drug. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering
Aspects. v. 455, p. 36-43, 2014.

Allison R. R.; Downie G. H.; Cuenca R.; Hu X-H.; Childs C. J. H. Sibata C. H.
Prhotosensitizers in clinical PDT. Photodiagnosis and Photodynamic Therapy. v. 1,
p. 27-42, 2004.

Breymayer J.; Ruck A.; Ryabova A. V.; Loschenov V. B.; Steiner R. W.
Fluorescence

Investigation of the Detachment of Aluminium Phthalocyanine Molecules from
Aluminium Phthalocyanine Nanoparticles in Monocytes/Macrophages and Skin
Cells

and their Localization in Monocytes/Macrophages. Photodiagnosis and
Photodynamica Therapy. p. 1-43, 2014.

Dietrich J.; Bledowski C.; Kaiser J. Neural correlates of chemotherapy-related
cognitiveimpairment. Cortex. v. 54, p. 33-50, 2014.

97


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nystr%C3%B6m%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23035906
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kasibhatla%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22485874
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amarante-Mendes%20GP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22485874
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Finucane%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22485874
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brunner%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22485874
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bossy-Wetzel%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22485874
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Green%20DR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22485874

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

Lan W.;Liu F., Ke M., Lo P.; Fong, W.; Ng, D. K.P,; Huang, J. The effects of
formulation and serum albumin on the in vitro photodynamic activity of zinc(1l)
phthalocyanines substituted with sulfonated quinolineoxy groups. Dyes and
Pigments. v.128, p. 215-25, 2016.

Liu J.; Li, J.; Yuan, X.; Wang, W.; Xue, J. In vitro photodynamic activities of
zinc(I1) phthalocyanines substituted with pyridine moieties. Photodiagnosis and
Photodynamic Therapy. v. 13, p. 341-43, 2016.

Lopez T.; Ortiz, E.; Alvarez, M.; Navarrete, J,; Odriozola, J. A.; Martinez-Ortega,
F.; Pdez-Mozo, E. A.; Escobar, P.; Espinoza, K. A.; Rivero, I. A. Study of the
stabilization of zinc phthalocyanine in sol-gel TiO2 for photodynamic therapy
applications. Nanomedicine. v. 6, p. 777-85, 2010.

Sato, T,; Vries, R. G.; Snippert, H. J.; van de Wetering, M.; Barker, N.; Stange, D.
E.; van Es J. H.; Abo A.; Kujala, P.; Peters, P. J.; Clevers, H. Single Lgr5 stem cells
build crypt-villus structures in vitro without a mesenchymal niche. Nature. v. 14, p.
262-5, 2009.

Zeng, X., & Zhang, Y. (2012). Endocytic Uptake and Intracellular trafficking of
Bis-MPA-Based Hyperbranched Copolymer Micelles in Breast Cancer Cells.

Zeng, X.; Morgenstern, R.; Nystrom, A. M. Biomaterials Nanoparticle-directed sub-
cellular localization of doxorubicin and the sensitization breast cancer cells by
circumventing GST-Mediated drug resistance g. Biomaterials. v. 35, p. 1227-39,
2014.

Anderson, R. G. W. The caveolae mambrane system. Biochemistry. v. 67, p. 199-
225, 1998.

Lajoie, P.; Nabi, I. R. Regulation of ralf-dependent endocytosis. Journal of
Cellular and Molecular Medicine. v. 11, p. 644-53, 2007.

Santos, C.; Rogriguez, F.; Garcia, V.; Morav¢ikova , D.; Berkes, D.; Daich,

A.; Levade T.; Baudoin-Dehoux, C.; Ballereau, S.; Génisson, Y. Identification of
novel CERT ligands as potential ceramide trafficking inhibitors. Chembiochem. v.
24, p. 2522-8, 2014.

Alvarez-Trabado J.; Lopez-Garcia A.; Martin-Pastor M.; Diebold Y.; Sanchez A.
Ester Nanoparticles (SENS) as a Novel Topical Ocular Drug Delivery System:
Design, Optimization, and in Vitro/Ex Vivo Evaluation. Int J Pharm. p. 3-30.
2018.

Muthuraman A. Chapter 3°:The current perspectives of nanoparticles in cellular and

organ-specific drug targeting in biological system. Nanostructures for the
engineering of cells, tissues and organs. p.105-154. 2018.

98


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sato%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19329995
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vries%20RG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19329995
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Snippert%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19329995
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20de%20Wetering%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19329995
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barker%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19329995
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stange%20DE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19329995
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stange%20DE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19329995
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Es%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19329995
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19329995
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kujala%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19329995
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peters%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19329995
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clevers%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19329995
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Santos%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25256104
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rogriguez%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25256104
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garcia%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25256104
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morav%C4%8D%C3%ADkov%C3%A1%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25256104
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Berke%C5%A1%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25256104
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Da%C3%AFch%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25256104
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Da%C3%AFch%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25256104
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Levade%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25256104
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baudoin-Dehoux%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25256104
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ballereau%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25256104
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%C3%A9nisson%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25256104
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25256104

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

Sahay, A.; Scobie, K. N.; Hill, A. S.; O'Carroll, C. M.; Kheirbek, M.
A.; Burghardt, N.; Fenton, A. A.; Dranovsky, A.; He, R. Increasing adult
hippocampal neurogenesis is sufficient to improve pattern separation. 2011.

Ali, S.; Khurshid, A.; Magsood, M. Rafib, M.; Khanb, J. A.; Zaidi, S. S. Z,;
Mohammada, S.; Ikram, M. Study of low doses cisplatin synergistic effect on
photodynamic outcome of aluminum phythalocyanine on soft tissue sarcoma (RD)
cell line. Photodiagnosis and Photodynamic Therapy. v. 12, p. 146-9, 2015.

Canton |.; G Battaglia. Encocytosis at the nanoscale. Chem Soc Rev. v. 41, p. 18-
39. 2012.

Li, Q.; Lau, A.; Morris, T. J.; Guo, L.; Fordyce, C. B.; Stanley, E. F. A Syntaxin 1,
Gaipha0, and N-Type Calcium Channel Complex at a Presynaptic Nerve Terminal:
Analysis by Quantitative Immunocolocalization. Journal of Neurosciences. v. 24,
p. 4070-81. 2004.

Khachane P . V.; Jain A. S.; et al. Cationic nanoemulsions as potential carriers for
intracellular delivery. Saudi Pharmaceutical Journal. v.23, p. 199-194, 2015.

Miyake, M., Kakizawa Y., et al. Membrane permeation fo giant unilamellar vesicles
and corneal epithelial cells with lipophilic vitamin nanoemulsions. Colloids Suf. B
Biointerfaces. v. 169, p. 444-452, 2018.

Ghosh V.; Saranya S. et al. Cinnamon oil nanoemulsion formulation by ultrasonic
emulsification: investigation of its bactericidal activity. J Nanosci Nanotechnol. v.
13, p. 114-122, 2013.

Dunn, K. W.; Kamocka, M. M.; McDonald, J. H. A practical guide to evaluating
colocalization in biological microscopy. American Journal of Physiology - Cell
Physiology. v. 300, p. 723-742, 2011.

Mroze , P.; Yaroslavsky, A.; Kharkwal, G. B.; Hamblin, M. R.; Cell Death
Pathways in Photodynamic Therapy of Cancer. Cancers. v. 23, 2516-39, 2011.

Allen, T. M,. Austin, G. A.; Chonn, A.; Lin, L.; Lee, K. C. Uptake of liposomes by
cultured mouse bone marrow macrophages: influence of liposome composition and
size. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Biomembranes. v. 1061, p. 56-64,
1991.

Rugolo, M.; Lenaz, G., Monitoring of the mitochondrial and plasma membrane
potentials in human fibroblasts by tetraphenylphosphonium ion distribution.
Journal of bioenergetics and biomembranes. v. 19, p. 705-18, 1987.

Tardivo, J. P.; Del Giglio, A.; de Oliveira, C. S.; Gabrielli, D. S.; Junqueira, H. C.;
Tada, D. B.; Severino, D.; de Fatima Turchiello, R.; Baptista, M. S., Methylene blue
in photodynamic therapy: From basic mechanisms to clinical applications.
Photodiagnosis and Photodynamic Therapy. v. 3, p. 175-91, 2005.

99


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sahay%20A%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scobie%20KN%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hill%20AS%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%27Carroll%20CM%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kheirbek%20MA%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Burghardt%20NS%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fenton%20AA%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dranovsky%20A%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hen%20R%5Bauth%5D
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00052736

96. Nishiyamal, N.; Iriyama, A.; Jang, W.; Miyata, K.; Itakal, K.; Inoue, Y.;Takahashi,
H.; Yanagi, Y.; Tamaki, Y.; Koyama, H.; Kataoka, K. Light-induced gene transfer
from packaged DNA enveloped in a dendrimeric photosensitizer. Nature
Materials. v. 4, p. 934-41, 2005.

97. MacDonald, 1. J.; Dougherty T. J. Basic principles of photodynamic therapy.
Journal of Porphyrins Phthalocyanines. v. 5: 105-29, 2001.

98. Marshall, A. J.; Zhang, T.; Al-Alwan, M. Regulation of B-lymphocyte activation by the
PH domain adaptor protein Bam32/DAPP1. Biochemical Society Transactions. v. 35,
p. 181-2, 2007.

99. Galimberti G. N. Daylight Photodynamic Therapy Versus 5-Fluorouracil for the
Treatment of Actinic Keratosis: A Case Series. Dermatol Ther. v.8, p. 137-141.
2018.

100. Li-giang C.; Hua W.; Si-li N.; Chun-hua T. A clinical study of HMME-PDT
therapy in Chinese pediatric patients with port-wine stain. Phtodiagnosis
Photodynamic Therapy. v.23, p. 102-105. 2018

101. Radomska-Soukharev, A. Stability of lipid excipients in solid lipid
nanoparticles. Adv. Drug Deliv. Rev. v. 59, p. 411-18, 2007.

102. Firczuk, H.; Kannambath, S.; Pahle, J.; Claydon, A.; Beynon, R.; Duncan, J.;
Westerhoff. H.; Mendes, P.; McCarthy, J. E. An in vivo control map for the
eukaryotic mRNA translation machinery. Molecular Systems Biology. v. 9, 2013.

103. Thorsson V.; Gibbs D. L.; Brown S. D.; Wolf D.; Bortone D. S.; et al. The
Immune Landscape of Cancer. Immunity. v.48, p. 812-830. 2018.

104. Alexandratoua, E.; Yovaa, D.; Loukas, S. A confocal microscopy study of the
very early cellular response to oxidative stress induced by zinc phthalocyanine
sensitization. Free Radical Biology & Medicine. v. 39, p. 1119 — 27, 2005.

105. D'Eliseo, D.; Manzi, L.; Merendino, L.; Velotti. Docosahexaenoic acid inhibits
invasion of human RT112 urinary bladder and PT45 pancreatic carcinoma cells via
down-modulation of granzyme B expression. The Journal of Nutritional
Biochemistry. v. 23, p. 452-7, 2012.

106. Sha, Y.; Zmijewski, J.; Xu, Z.; Abraham, E. HMGB1develops anhanced
proinflammatory activity by binding to cytokines. The Journal of Immunology. v.
180, 2531-37, 2008.

107. Kroemer, G.; Galluzzi, L.; Kepp, O.; Zitvogel, L. Immunogenic cell death in
cancer therapy. Annu Rev Immunol. v. 31, p. 51-72, 2013.

108. He S.; Cheng J.; Sun L.; Wang C. et al. HMGB1 released by irradiated tumor

cells promotes living tumor cell proliferation via paracrine effect. Cell death and
disease. v.9. 2018.

100


http://www.biochemsoctrans.org.sci-hub.io/content/35/2/181
http://www.biochemsoctrans.org.sci-hub.io/content/35/2/181
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Galimberti%20GN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29322431
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thorsson%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29628290
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gibbs%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29628290
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brown%20SD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29628290
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wolf%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29628290
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bortone%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29628290

109. Longo J. P. F.; Muehlmann L. A. Miranda A. L.; Portilho F; A.; Souza L. R.;
Silva J. R.; Lacava Z. G. M.; Bocca A. L.; Chaves S. B.; Azevedo R. B.
Prevention of sistant lung metastasis after photodynamic therapy application in a
breast cancer tumor model. Journal of Biomedical Nanotechnology. v.12, p.
689-699, 2016.

110. Korbelik M, Banéath J, Saw KM. Immunoregulatory Cell Depletion Improves the
Efficacy of Photodynamic Therapy-Generated Cancer Vaccines. Hamblin MR,
Huang Y-Y, eds. International Journal of Molecular Sciences. v. 16., 2015.

111. Marvel D.; Gabrilovich D. I. Myeloid-derived suppressor cells in the tumor
microenvironment: expect the unexpected. The Journal of Clinical Investigation.
v. 125, 2015.

112.  Youn J-I, Nagaraj S, Collazo M, Gabrilovich DI. Subsets of Myeloid-Derived
Suppressor Cells in Tumor Bearing Mice. Journal of immunology. v. 181, p. 5791-
5802, 2008.

113. Elizabeth A. Vasievich E. A.; Huang L. The Suppressive Tumor
Microenvironment: A Challenge in Cancer Immunotherapy Mol. Pharmaceutics. v.
8, p 635641, 2011.

114. Galluzzi L.; Buqué O. K.; Zitvogel L.; Kroemer G. Immunogenic cell death in
cancer and infectious disease. Nature Reviews Immunology. v.17, p. 97-111. 2017.

101


https://pubs.acs.org/author/Vasievich%2C+Elizabeth+A
https://pubs.acs.org/author/Huang%2C+Leaf

ANEXOS

Anexo I: Avaliacdo do efeito citotoxico dos inibidores de endocitose utilizados.
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Figura 55: Toxicidade dos inibidores de endocitose nas células 4T1. A - azida sodica (0; 100; 200; 400 e
800 mM); B - filipina (0; 1; 2; 4 e 8 pug/mL); C - nistatina (0; 10; 20; 40 e 80 pg/mL); D - 6xido de fenilarsina
(0;0,1; 0,2; 0,4 € 0,8 uM); E - citocalasina D (0; 0,5; 1; 2 e 4 uM); e F - amilorida (0; 0,1; 0,2; 0,4 e 0,8
mM). Os sobrescritos ** e *** indicam diferenca estatisticamente significativa, p<0,01 e p<0,001,
respectivamente, em relacdo ao controle. Dados plotados como + EPM para quintuplicatas.
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Anexo 11: Internalizacdo do AIFtCI com o RE das células 4T1 expostas a NE-AIFtCI

Internalizagdo do AIFtCI com os lisossomos das células 4T1 expostas & NE-AIFtCI
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Figura 56: Andlise de colocalizagdo do AIFtCI com lisossomos de células 4T1. A - Fotos obtidas em
diferentes tempos ap0s a exposicdo a NE-AIFtCI. A primeira fileira de imagens, representadas pelas letras
A, D, G, J, M e P, mostra a marcacéo de lisossomos com LysoTracker®blue; as imagens da segunda fileira,
representadas pelas letras B, E, H, K, N e Q, séo referentes a fluorescéncia AIFtCI; e as imagens da terceira
fileira, que estdo representadas pelas letras C, F, I, L, O e R, sdo referentes a sobreposic¢do das imagens da
primeira fileira com a segunda. A porcentagem de colocalizagdo est4 apresentada no canto superior das
imagens C, F, I, L, O e R. A andlise de colocalizagdo foi feita no programa ImageJ (Intensity Correlation
Analysis). Cada imagem é representativa de uma quintuplicata de amostras analisadas. B - Valores dos
coeficientes da andlise da intensidade de correlagdo do perfil de colocalizacdo da NE-AIFtCI com os
lisossomos nos diferentes tempos avaliados (eixo x). Valores de coeficiente de correlagdo de Pearson’s
(Rr). C - Valores de coeficiente de Mander’s (R). Os dados estdo apresentados com média + EPM para
quintuplicatas.
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Figura 57: Analise de colocalizagdo do AIFtCI com RE de células 4T1. A - Fotos obtidas em diferentes
tempos apds a exposicdo a NE-AIFtCI. A primeira fileira de imagens, representadas pelas letras A, D, G, J,
M e P, mostra a marcacédo do RE com ER-Tracker®blue; as imagens da segunda fileira, representadas pelas
letras B, E, H, K, N e Q, séo referentes a fluorescéncia AIFtCI; e as imagens da terceira fileira, que estdo
representadas pelas letras C, F, I, L, O e R, sdo referentes a sobreposi¢do das imagens da primeira fileira
com a segunda. A porcentagem de colocalizagdo esta apresentada no canto superior das imagens C, F, I, L,
O e R. A anélise de colocalizacdo foi feita no programa ImageJ (Intensity Correlation Analysis). Cada
imagem é representativa de uma quintuplicata de amostras analisadas. B - Valores dos coeficientes da
andlise da intensidade de correlacdo do perfil de colocalizagdo da NE-AIFtCI com o RE nos diferentes
tempos avaliados (eixo x). Valores de coeficiente de correlagdo de Pearson’s (Rr). C - Valores de
coeficiente de Mander’s (R). Os dados estdo apresentados com média + EPM para quintuplicatas. Subscrito
(**) indica correlacéo estatisticamente varidvel, p<0,01. Os dados estdo apresentados com média + EPM
para quintuplic atas.
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Figura 58: Analise de colocalizagdo do AIFtCI com mitocondria de células 4T1. A - Fotos obtidas em
diferentes tempos ap0s a exposi¢do & NE-AIFtCI. A primeira fileira de imagens, representadas pelas letras
A, D, G, J, Me P, mostraa marcagdo de mitocondria com MitoTracker®blue; as imagens da segunda fileira,
representadas pelas letras B, E, H, K, N e Q, sdo referentes a fluorescéncia AIFtCI; e as imagens da terceira
fileira, que estdo representadas pelas letras C, F, I, L, O e R, séo referentes a sobreposic¢éo das imagens da
primeira fileira com a segunda. A porcentagem de colocalizagdo estd apresentada no canto superior das
imagens C, F, I, L, O e R. A andlise de colocalizacéo foi feita no programa ImageJ (Intensity Correlation
Analysis). Cada imagem é representativa de uma quintuplicata de amostras analisadas. B - Valores dos
coeficientes da andlise da intensidade de correlacdo do perfil de colocalizagdo da NE-AIFtCI com a
mitocdndria nos diferentes tempos avaliados (eixo x). Valores de coeficiente de correlacdo de Pearson’s
(Rr). C - Valores de coeficiente de Mander’s (R). Os dados estdo apresentados com média + EPM para
quintuplicatas. Subscrito (**) indica correlacdo estatisticamente varidvel, p<0,01. Os dados estdo
apresentados com média £ EPM para quintuplicatas.
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Figura 59: Anélise de colocalizacdo do AIFtCI com nucleo de células 4T1. A - Fotos obtidas em diferentes
tempos apds a exposicdo a NE-AIFtCI. A primeira fileira de imagens, representadas pelas letras A, D, G, J,
M e P, mostra a marcacdo do nucleo com DAPI; as imagens da segunda fileira, representadas pelas letras
B, E, H, K, N e Q, sdo referentes a fluorescéncia AIFtCI; e as imagens da terceira fileira, que estdo
representadas pelas letras C, F, I, L, O e R, séo referentes & sobreposicéo das imagens da primeira fileira
com a segunda. A porcentagem de colocalizagdo esta apresentada no canto superior das imagens C, F, I, L,
O e R. A anélise de colocalizacdo foi feita no programa ImageJ (Intensity Correlation Analysis). Cada
imagem é representativa de uma quintuplicata de amostras analisadas. B - Valores dos coeficientes da
andlise da intensidade de correlagéo do perfil de colocalizagdo da NE-AIFtCI com o nicleo nos diferentes
tempos avaliados (eixo x). Valores de coeficiente de correlagdo de Pearson’s (Rr). C - Valores de
coeficiente de Mander’s (R). Dados plotados como * EPM. Subscrito (**) indica correlacdo
estatisticamente varidvel, p<0,01. Os dados estdo apresentados com média £ EPM para quintuplicatas.
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Anexo I11: Resultados da dilui¢do seridada do quimioterdpico MTX e obtencéo da CC50.
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Figura 60: Efeito citotoxico causado por diferentes concentragfes do quimioterpico MTX (0-10 uM) em
células 4T1. Subscrito (**) refere a diferenca estatistica de p < 0,01. Eixo y refere-se a células que ndo
foram expostas a MTX, utilizada como controle.
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Anexo IV: Imagnes com a marcacao da proteina HSP70 (Figura 61).

3
A — Marcacao de HSP70 em células 4T1
permeabilizadas com TritonX100 0,1%.

HSP70 ®

B — Marcagdo de HSP70 em ceélulas 4T1 néo
permeabilizadas




C — Marcacao de HSP70 em células 4T1 apos o
tratamento com MTX

D — Marcacdo de HSP70 em células 4T1 tratadas

com C/D (3X)




E — Marcacao de HSP70 em células 4T1
submetidas a TFD-NE-AIFtCI 9,01 nM 25 J/cm?

F — Marcagdo de HSP70 em células 4T1

submetidas a TFD-NE-AIFtCI 19,4 nM 25 J/cm?




G — Marcacdo de HSP70 em células 4T1
submetidas a TFD-NE-AIFtCI 9,01 nM 67 J/cm?

H — Marcacgdo de HSP70 em células 4T1
submetidas a TFD-NE-AIFtCI 19,4 nM 67 J/cm?

Figura 61: Emissdo na membrana plasmatica da proteina HSP70 em células 4T1 submetidas a diferentes
protocolos da TFD-NE-AIFtCI. A) células 4T1 permeabilizadas com Triton X100 (0,01%); B) células 4T1
ndo permeabilizadas; C) células tratadas com MTX (1,5 uM); D) células submetidas a C/D; E-H) aplicagdo
dos diferentes protocolos da TFD alterando concentragdo e dose de energia.




Anexo V: Imagnes com a marcacdo da proteina HSP90 (Figura 62).

A — Marcacao de HSP90 em células 4T1
permeabilizadas com TritonX100 0,1%.

HSP90

B — Marcacdo de HSP90 em células 4T1 nao
permeabilizadas




C — Marcacao de HSP90 em células 4T1 apds o
tratamento com MTX

D — Marcagdo de HSP90 em células 4T1 tratadas

com C/D (3X)




E — Marcacao de HSP90 em células 4T1
submetidas a TFD-NE-AIFtCI 9,01 nM 25 J/cm?

F — Marcacdo de HSP90 em células 4T1

submetidas a TFD-NE-AIFtCI 19,4 nM 25 J/cm?




G — Marcacgdo de HSP90 em células 4T1
submetidas a TFD-NE-AIFtCI 9,01 nM 67 J/cm?

H — Marcacao de HSP90 em células 4T1
submetidas a TFD-NE-AIFtCI 19,4 nM 67 J/cm?

Figura 62: Emissdo na membrana plasmatica da proteina HSP90 em células 4T1 submetidas a diferentes
protocolos da TFD-NE-AIFtCI. A) células 4T1 permeabilizadas com Triton X100 (0,01%); B) células 4T1
ndo permeabilizadas; C) células tratadas com MTX (1,5 uM); D) células submetidas a C/D; E-H) aplicagdo
dos diferentes protocolos da TFD alterando concentracdo e dose de energia.




Anexo VI: Imagnes com a marcagdo de CRT (Figura 62) Ed.

A — Marcacdo de CRT em células 4T1
permeabilizadas com TritonX100 0,1%.

CRT

B — Marcacdo de CRT em células 4T1 nao
permeabilizadas




C — Marcacao de CRT em celulas 4T1 ap0s o
tratamento com MTX

D — Marcacao de CRT em células 4T1 apds o

tratamento com MTX




E — Marcacao de CRT em células 4T1 submetidas
a TFD-NE-AIFtCI 9,01 nM 25 J/cm?

F — Marcacdo de CRT em células 4T1 submetidas

a TFD-NE-AIFtCI 19,4 nM 25 J/cm?




G — Marcacdo de CRT em células 4T1 submetidas
a TFD-NE-AIFtCI 9,01 nM 67 J/cm?

H — Marcacdo de CRT em células 4T1 submetidas
a TFD-NE-AIFtCI 19,4 nM 67 J/cm?

Figura 62: Emissdo na membrana plasmatica da proteina HSP90 em células 4T1 submetidas a diferentes
protocolos da TFD-NE-AIFtCI. A) células 4T1 permeabilizadas com Triton X100 (0,01%); B) células 4T1
ndo permeabilizadas; C) células tratadas com MTX (1,5 uM); D) células submetidas a C/D; E-H) aplicagdo
dos diferentes protocolos da TFD alterando concentragdo e dose de energia.




Anexo VI: Declaracdo de autorizacdo do uso de animais para os experientos.
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Universidade de Brasilia
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IN VIVO.”, UnBDoC n.¢ 5529/2015, sob responsabilidade do Professor Luis Alexandre Muehimann foi avaliado e aprovaco
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