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Resumo

O cancer de mama é uma das principais causas de mortalidade em mulheres
em todo o mundo. Assim, considerando as estatisticas nada promissoras e 0
fato de que a efetividade das terapias utilizadas contra o cancer de mama é
limitada, realizou-se este estudo com o objetivo de avaliar se sensibilizacao
com Selol, uma mistura semissintética de selenitotriacilglicerideos em
nanocapsulas (NcSe) potencializaria os efeitos da Terapia Fotodinamica (TFD),
mediada pelo fotossensibilizante Aluminio-Cloro-Ftalocianina em nanoemulséo
(NE-AICIFt), na erradicacdo de tumores de mama em camundongos Balb/c
jovens e idosos. Para tal, realizaram-se estudos in vitro e in vivo. Nos estudos
in vitro avaliaram-se, as caracteristicas das nanoestruturas. Os resultados
mostraram que as NcSe e a NE-AICIFt possuem caracteristicas favoraveis a
aplicacdo bioldgica, além de estabilidade ao longo de 360 dias. O ensaio in
vitro mostrou que o Selol potencializou em células das linhagens 4T1 e
NIH/3T3 o efeito da Terapia Fotodinamica, pois induziu diminuicdo da
concentragdo minima necessaria da AICIFt para reduzir a viabilidade celular. O
Selol ndo induziu fragmentacdo do DNA, ele reduz a fragmentacdo promovida
pela Terapia Fotodinamica nas células 4T1. No ensaio in vivo os tumores foram
transplantados para a 52 mama dos camundongos, idosos e jovens, utilizando
células 4T1. Dez dias apds o implante das células, os tumores foram tratados
com NcSe e depois submetidos a TFD. Os resultados mostraram que o tumor
induz inflamagcdo mais intensa nos animais idosos. O tumor induziu
hepatoesplenomegalia e aumento de células da linhagem mieldide nos animais
idosos e jovens. Nos animais jovens o Selol reduziu a esplenomegalia. O Selol
e a Terapia Fotodinamica ndo se mostraram téxicos para os animais. A Terapia
Fotodinamica reduziu o volume dos tumores somente nos animais idosos. J4 o
Selol induziu reducéo do volume tumoral em todos os animais, chegando a
90% a reducédo tumoral quando o Selol foi aplicado sozinho nos animais jovens.

Em 3 animais jovens o Selol promoveu regresséo total dos tumores.

Palavras chave: Terapia Combinada; Ftalocianina, Selol; cancer de mama,;

linhagem celular 4T1; idade bioldgica.



Abstract

Breast cancer is one of the leading causes of mortality in women around the
world. Thus, considering the unpromising statistics and the fact that the
effectiveness of the therapies used against breast cancer is limited, this study
was carried out to evaluate whether the sensitization with Selol, a semi-
synthetic mixture of selenitotriacylglycerides, in nanocapsules (NcSe) would
potentiate the effects of Photodynamic Therapy (PDT), mediated by the
aluminum-chloro-phthalocyanine photosensitizer contained in a nanoemulsion
(NE-AICIFt), in the eradication of breast tumors in young and old Balb/c mice.
For this purpose, in vivo and in vitro studies were performed. In the in vitro
studies, the characteristics of the nanostructures were first evaluated. The
results showed that NcSe and NE-AICIFt have characteristics favorable to the
biological application besides stability over 360 days. The in vitro assay also
showed that Selol enhanced the effect of Photodynamic Therapy in cells of the
4T1 and NIH/3T3 by reducing the minimum required concentration of AICIFt to
reduce cell viability. Selol did not induce DNA fragmentation; it reduces the
fragmentation promoted by Photodynamic Therapy in 4T1 cells. In the in vivo
assay, tumors were transplanted in the 5th breast of the mice, the elderly and
the young, using 4T1 cells. Ten days after the implantation of these cells, the
tumors were treated with NcSe and then submitted to PDT. The results showed
that the inflammatory process is more intense in the elderly animals. The
hepatosplenomegaly and increased myeloid cells in the elderly and young
animals were induced by the 4T1 tumor model. In the young animals, Selol
reduced splenomegaly. Selol and Photodynamic Therapy were not toxic to
animals. Photodynamic Therapy alone reduced the volume of tumors only in the
elderly animals. Selol induced reduction of tumor volume in all animals,
reaching a reduction of 90% when applied alone in young animals. In 20% of
young animals (3/15), Selol promoted total regression of tumors.

Keywords: Combination Therapy; Phthalocyanine Selol; breast cancer; 4T1 cell

line; biologic age
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Introducao

CANCER

Cancer € um nome genérico designado a um grupo de mais de
duzentas doencas (Hanahan, 2011). A formacdo de um cancer é um processo
de multiplas etapas durante o qual as células passam por alteracdes genéticas
que l|hes conferem caracteristicas bioldgicas tais como: sustentacdo da
sinalizacao proliferativa, escape dos mecanismos supressores da proliferagao,
resisténcia a morte, imortalidade replicativa, instabilidade do genoma,
reprogramacdo do metabolismo energético, inducdo de angiogénese,
capacidade de invasdo e metastase, além de escape do sistema imune
(Hanahan, 2011). Ressalta-se ainda, que além de células neoplasicas, os

tumores contém células ndo neoplasicas que contribuem para a manutencao

do microambiente tumoral (Hanahan, 2011).

CANCER DE MAMA

Os diferentes tipos de cancer podem se desenvolver a partir de
qualquer tipo celular, sendo o que se origina em células mamarias, o cancer de
mama, 0 mais comum em mulheres em todo o mundo; em torno de 24% dos
canceres em mulheres sdo cancer de mama (Azman, 2018). Sua incidéncia é
de mais de um milh&o de novos casos a cada ano. No Brasil, de acordo com o
Instituto Nacional do Cancer (INCA), para o biénio 2018-2019, estima-se o
surgimento de 59.700 novos casos de cancer de mama a cada ano,
constituindo assim este tipo de cancer um problema de saude publica
(Estimativa INCA, 2018).

As taxas de sobrevivéncia ao cancer de mama variam muito em todo o

mundo, sendo a segunda causa de morte por cancer nos paises desenvolvidos
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e a maior causa de morte por cancer nos paises em desenvolvimento, onde a
maioria dos casos é diagnosticada em estagios tardios. Ressalta-se que as
chances de cura s&o aumentadas quanto mais cedo a doenga for
diagnosticada (Estimativa INCA, 2016).

O prognostico do cancer de mama depende do estagio de
desenvolvimento do mesmo, sendo utilizada para isso, 0 sistema de
classificacao de tumores malignos TNM. Esse sistema descreve a categoria do
estagio e progressdo do cancer. Nessa classificacdo, o ‘T’ representa o
tamanho do tumor e o potencial de dispersdo das células tumorais para 0s
tecidos adjacentes variando de 0 a IV. Enquanto que o ‘N’ representa o
potencial de disseminacao para os linfonodos mais préximos, variando de 0 a
Il e 0 ‘M’ representa a presenca ou auséncia de metastases variando de 0 a |
(American Cancer Society, 2017; Sobin & Wittekind, 2014). Os tumores no
estagio O correspondem aos tumores in situ, 0os nos estagios I, Il e lli
representam os que tem potencial de invasdo, sendo que 0s que se encontram
no estagio | tem didmetro menor do que dois centimetros, os no estagio Il
didametro entre dois e cinco centimetros e 0s no estagio Ill diametro maior que
cinco centimetros. Ja os tumores classificados no estagio IV constituem os
tumores invasivos, com extensdo a parede toracica. O sistema TNM orienta a
classificac@o para o prognéstico e tratamento adequados (Barros et alli, 2011).

Além do tamanho e do fato de serem invasivos ou ndo, os canceres de
mama também podem ser classificados de acordo com a origem histolégica do
cancer. Nesse caso, segundo a OMS, existem 20 subtipos histolégicos da
doenca, dentre eles: o adenocarcinoma ductal invasivo, originado do epitélio

ductal e responsavel por 80% dos casos, o lobular, o tubular, 0 mucinoso, o
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medular, o papilar e o micropapilar, entre outros (Estimativa INCA, 2016). Os
mais comuns sao os originados nos ductos e nos lébulos lactiferos. Os demais
ocorrem nos tecidos adiposo, conjuntivo e linfatico localizados na mama. Os
tumores originados nos ductos e nos l6bulos lactiferos podem ser classificados
em adenocarcinoma in situ ou invasivo (American Cancer Soc, 2017). O
adenocarcinoma in situ € aquele em que células ainda n&o ultrapassaram a
membrana basal e por isso, ndo atingem vasos sanguineos ou linfaticos e nao
dado metéastases; eles podem progredir para o tipo invasivo dependendo das
alteracbes genéticas que surgirem nas suas células (American Cancer Soc,
2017). Desse modo, nos adenocarcinomas invasivos ou infiltrantes ocorre
rompimento da membrana basal e células invadem o tecido adjacente. A
maioria das neoplasias mamarias, como citado anteriormente, € do tipo
invasiva, correspondendo a cerca de 70 - 80% (Estimativa INCA 2016;
American Cancer Soc., 2017; Equipe ONCOGUIA, 2018).

O céancer de mama pode também ser classificado considerando-se
aspectos moleculares das células neoplésicas. Nesses casos, 0s principais
subtipos incluem aqueles cujas células expressam ou ndo receptores para 0s
hormbénios estrogenos (RE) elou progesterona (RP); expressam
excessivamente ou ndo o receptor do fator de crescimento epidermal humano 2
(HER2). Considerando esses parametros, 0s tumores de mama s&o
classificados em céncer Luminal A, cancer Luminal B, cancer HER2 positivo
(HER2") e cancer triplo-negativo. O cancer Luminal A € um tipo de cancer cujas
células expressam receptores hormonais de estrogenos e/ou o0 da
progesterona, porém ndo expressam excessivamente o HER2, eles tendem a

crescer de forma relativamente lenta e corresponde a 71% de todos os
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canceres de mama. O cancer Luminal B inclui os tumores que expressam
receptores de estrogenos e/ou da progesterona, além de superexpressarem o
HER2; nesses tumores as células proliferam muito aceleradamente e eles
correspondem a 12% de todos os canceres de mama (American Cancer Soc.,
2017; Equipe ONCOGUIA). O subtipo HER2" ndo expressa o RE nem o RP,
mas superexpressa o HER2, geralmente esse cancer, assim como o Luminal
B, tende a crescer rapidamente e representam 5% dos casos (American
Cancer Soc., 2017). Os canceres do tipo triplo-negativo ndo expressam
receptores de estrogénios nem de progesterona e nao superexpressam o
HER2, representam 12% dos casos (American Cancer Soc., 2017). O
marcador Ki-67 é importante para medir a proliferacdo e crescimento celular e
apresenta varias aplicacbes na terapia neoadjuvante. Assim, tumores que
expressam a pKi-67 € indicador prognéstico ou preditivo de metastase

(Buitrago et alli, 2011).

FATORES DE RISCO DO CANCER DE MAMA

Os fatores que favorecem o aparecimento do cancer de mama séo
diversos tais como: predisposicdo genética, menarca precoce, menopausa
tardia, reposicdo hormonal, obesidade, entre outros (American Cancer Soc.,
2015).

A predisposicdo genética esta associada a presenca de alteracOes
genéticas herdadas, sendo que as mais estudadas sédo as alteracdes nos
genes BRCA1 e BRCA2, cujos produtos participam do reparo do DNA e da
regulacéo da transcricdo génica. Estas alteracdes estédo presentes em 5 a 10%

de todos os casos de cancer de mama e em 15 a 20% dos casos com histérico
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familiar (American Cancer Soc., 2015).

A histéria familiar configura-se na presenca de algum caso de cancer
de mama em parentesco de primeiro grau tal como mae, filha ou irméa. Deste
modo, a probabilidade de desenvolver cancer de mama € aumentada em duas
vezes se houver um caso na familia e em trés vezes se houver dois casos na
familia; o risco é ainda maior quanto mais jovem for a mulher (American Cancer
Soc., 2015).

A menarca precoce, a menopausa tardia e a reposicdo hormonal
influenciam o aparecimento da doenca porque expdem por mais tempo o tecido
epitelial mamério a hormonios esteroides. Esses hormonios estimulam as
células glandulares mamarias a proliferacdo, aumentando-lhes o risco de
adquirirem algum dano no seu DNA. Assim, quanto maior o niumero de ciclos
menstruais, maior o risco de cancer de mama; mulheres em que a menarca
acontece tardiamente tém 20% menos chance de desenvolver cancer de mama
para cada ano de atraso. Da mesma forma, mulheres em que a menopausa
acontece antes dos 36 anos de idade tém 90% menos chance de desenvolver
cancer mamario quando comparado as mulheres em que a menopausa
aconteceu aos 55 anos de idade. Ressalta-se que mulheres que ja passaram
da menopausa e tém cancer de mama apresentam niveis de estrogeno
plasmatico maiores do que mulheres ndo afetadas, em torno de 15% a mais
(Weimberg, 22 ed). Considerando ainda os fatores hormonais, a amamentacgéo
esta associada a diminuicdo do risco de desenvolver cancer de mama, a cada
12 meses de amamentacao o risco de aparecimento da doenca diminui em 4%
segundo a Associacdo Americana de Cancer (American Cancer Soc., 2015). Ja

0 uso de contraceptivos orais esta associado a um discreto aumento na



Introducao

probabilidade de desenvolver cancer de mama, principalmente se iSso ocorrer
antes dos vinte anos de idade, ou antes, da primeira gravidez, embora esse
risco se extinga apdés dez anos de interrupcdo do uso, se igualando a quem
nunca ingeriu contraceptivos hormonais (Chan, 2016).

A obesidade é um fator de risco para o cancer de mama, pois nos
adipdcitos, estimulada pela insulina e cortisol, ocorre a aromatizacdo da
androstenediona pela enzima aromatase P450 convertendo-a em estrona, um
dos trés tipos do hormonio estrogénio (Chan, 2016).

Em diversos paises, muitas mulheres consideradas de alto risco optam
por fazer a mastectomia profilatica ou comecam a usar medicamentos
antiestrogénicos, tais como o Tamoxifeno ou o Raloxifeno; segundo estudo da
Associagdo Americana de Cancer, essa profilaxia reduz o risco de cancer de

mama em até 38% por mais de 10 anos (American Cancer Soc., 2015).

TRATAMENTOS DO CANCER DE MAMA

Atualmente, as terapias aplicadas ao tratamento do céancer incluem
cirurgia, radioterapia, quimioterapia e hormoénio-terapia ou imunoterapia, sendo
que a primeira € um tratamento mais local e as outras constituem tratamento
sistémico (Barros, 2001).

Com relacdo a cirurgia existem dois tipos: a conservadora e a néo
conservadora. A cirurgia conservadora envolve a retirada do tumor sem
margens ou com margens, mantendo a maior parte da mama e é chamada de
resseccao segmentar. A resseccao segmentar € indicada em tumores menores
que dois centimetros cujas margens cirdrgicas sejam livres de

comprometimento (Barros, 2001). Ja a cirurgia ndo conservadora pode consistir
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na mastectomia subcutdnea, quando sao retiradas as glandulas mamarias,
preservando-se a pele e a aréola, ou na mastectomia total, quando a mama é
retirada por completo, preservando-se ou ndo o musculo peitoral (Barros,
2001). Esse tipo de cirurgia € indicado para remoc¢ado de tumores maiores que
dois centimetros ou quando devido a sua extensdo, o tumor ndo apresenta
margens livies em funcdo da multicentricidade tumoral; em lesdes pré-
neoplasicas difusas ou de forma profilatica (Barros, 2001). Além disso, pode
ser realizada a linfadenectomia, remocao cirargica de um ou mais grupos de
linfonodos como medida profilatica para micrometastases jA que o linfonodo
sentinela € o primeiro a drenar micrometastases do tumor primario (Barros,
2001). Embora essas intervencfes cirlrgicas, mesmo as conservadoras, a
mais empregadas atualmente, levem a bons resultados terapéuticos, elas
induzem grande impacto psicologico e estético. A linfadenectomia também
induz alguns efeitos colaterais como a diminuicdo da mobilidade do brago, a
diminuicdo da for¢ga muscular, linfedema, entre outros (Batiston, 2005).

Apés a cirurgia, podem seguir-se as sessdes de radioterapia e/ou
quimioterapia, uns dos fatores pds-mastectomia sdo tumores maiores que 5
cm; pele comprometida; disseccdo axilar e margens comprometidas. A
radioterapia, que em 96% dos casos eleva a sobrevida da paciente em até 15
anos, embora a taxa de recidiva seja de 10% (Barros, 2001), € um método de
tratamento local e/ou regional. Ja a quimioterapia € um tratamento sistémico,
utilizado com o objetivo de erradicar possiveis micrometastases regionais ou
distantes. Ela também pode ser recomendada para tornar tumores
irressecaveis em ressecaveis, a fim de se evitar a mastectomia total e assim,

realizar a cirurgia conservadora (Barros, 2001; Machado, 2008). Nesse caso
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ela é denominada de quimioterapia neoadjuvante. Assim como a radioterapia, a
quimioterapia aumenta a sobrevida livre de doenga e a sobrevida global,
diminuindo o risco de recidivas (Condel, 2006; Machado, 2008).

Enquanto que a radioterapia envolve o emprego de feixe de radiagbes
ionizantes, a quimioterapia envolve a administracdo de substancias quimicas,
isoladas ou em combinagdo. Os medicamentos antineoplasicos mais
empregados incluem substancias alquilantes, antimetabdlitos, antibi6ticos
antitumorais, inibidores mitGticos, entre outros. Os alquilantes inibem a
proliferacdo das células adicionando grupamentos alquila, (CHs ou C,Hs, por
exemplo) a determinadas bases do DNA, um desses alquilantes é a
Ciclofosfamida. Os quimioterapicos antimetabdlitos, incluindo o Metotrexato e o
5-Fluorouracil, também inibem a replicacdo celular, mas o fazem bloqueando
vias metabdlicas, incluindo as envolvidas na sintese de componentes
essenciais dos 4cidos nucléicos. Os antibidticos antitumorais se ligam ao DNA,
intercalando-se entre as suas bases nitrogenadas, 0 que causa distor¢ées na
fita de DNA, provocando a sua quebra e impedindo a duplicacéo celular. A
Doxorrubicina é um tipo de um antibidtico antitumoral. Os inibidores mit6ticos
ligam-se as proteinas dos microtubulos, promovendo a sua ruptura 0 que ao
blogueio da divisdo celular durante a metafase. O Paclitaxel, e o Docetaxel sdo
exemplos de quimioterapicos inibidores da divisdo celular empregados na
quimioterapia contra o cancer de mama. Alguns quimioterapicos inibem
especificamente a topoisomerase, enzima necessaria para o término da
replicacdo do DNA. Todas essas ac¢Oes dos quimioterapicos, devido a pouca
seletividade dos farmacos para o tecido neoplasico, ocorrem também em

células nédo neoplasicas, causando toxicidade aos tecidos normais, o que limita
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a biodisponibilidade do farmaco, sendo necesséarias altas doses de
medicamento. Doses muito altas de medicamento podem destruir a medula
0ssea, causar anemia intensa, sangramentos pela falta de plaquetas e
infeccbes graves associadas a diminuicdo temporaria de leucdcitos. Além
desses efeitos adversos, a quimioterapia também induz nduseas, vomitos e
disfuncdo cognitiva, além de maior prevaléncia de sintomas depressivos
(Condel, 2006). Vale ressaltar que células neoplasicas podem desenvolver
mecanismos de resisténcia a farmacos (Shapira et alli, 2011; Markman, 2013).

As pacientes também podem ser submetidas a hormonoterapia ou a
imunoterapia de modo a evitar recidivas. Nos casos em que o tumor é do tipo
luminal (A e B), ou seja, receptor hormonal positivo (RE" ou RP"), as pacientes,
durante cinco anos apds a quimioterapia, fazem uso continuo de um
antiestrogénico (hormonoterapia) (American Cancer Soc., 2017), de modo a
impedir que os estrogenos se liguem a seus receptores e atuem como fator de
crescimento das células mamarias malignas sobreviventes. Nesses casos
podem ser utilizados medicamentos que se liguem ao receptor de estrégeno,
impedindo que ele se ligue ao seu receptor, mas podem também ser utilizados
inibidores da aromatase, pois eles impedem a producdo de estrogénio nas
glandulas suprarrenais e na gordura. Esses inibidores de aromatase
normalmente séo indicados a mulheres que estejam na pés-menopausa. Além
desses, podem também ser utilizados medicamentos que causem a
degradacéo do receptor de estrégenos. Segundo Barros e colaboradores em
publicacdo da Sociedade Brasileira de Mastologia, a hormonoterapia reduz de
1,6 para 0,9% a recidiva pés-cirurgia (Barros, 2001).

Nos casos em que os tumores sido HER2', as pacientes s&o
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submetidas a imunoterapia com anticorpos monoclonais especificos, tais como
o Trastuzumab, o Pertuzumab, o Trastuzumab-Emtansine e o Lapatinibe
(American Cancer Soc., 2015). Esses anticorpos, que normalmente s&o
administrados junto com a quimioterapia, ligam-se a porgédo extracelular do
receptor HER2" impedindo a sua dimerizagdo. Os canceres tipo triplo-negativos
possuem pior prognostico, pois nao existem terapias especificas para esse tipo
de tumor (American Cancer Soc., 2015; American Cancer Soc., 2017; Equipe
Oncoguia, 2018).

Mesmo havendo diversas opcbes de tratamento, nenhuma delas é
plenamente eficaz. No tumor Luminal A, por exemplo, a quimioterapia nao traz
muitos beneficios, assim como a hormonoterapia, sendo comum a ocorréncia
de recidiva tardia, depois de cinco anos. Ja os tumores HER2" e triplos
negativos, mesmo aplicando-se as terapias mais indicadas atualmente, ha alto
indice de recidiva, de trés a quatro anos, enquanto que em caso dos tumores
luminal B o comportamento € imprevisivel (Machado, 2008).

Considerando a diversidade molecular dos tumores de mama e os
varios efeitos adversos das terapias aplicadas, bem como a limitacdo de cada
uma delas, é interessante desenvolver uma terapia mais eficaz, com maior
seletividade ao tecido tumoral, eliminando assim as células neoplasicas com
menos efeitos adversos. Nesse sentido, por meio da nanobiotecnologia
possivel desenvolver estruturas que possibilitem direcionar o tratamento as
células neoplasicas evitando-se danos ao tecido normal, causando menos

efeitos adversos e aumentando-se a eficacia terapéutica.
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NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia é uma vertente da ciéncia que manipula a matéria na
escala nanométrica em pelo menos uma dimensao. Nessa escala, onde 1 nm
compreende um bilionésimo do metro, a matéria adquire propriedades que na
escala macrométrica ndo sdo observadas. Deste modo, o material pode se
tornar condutor de eletricidade, adquirir propriedades Opticas, apresentar
tolerdncia a temperatura, adquirir reatividade quimica, apresentar maior
resisténcia a forca e a dureza. Esta variedade de possibilidades desperta
grande interesse da industria em diversas areas de atuagcdo, como por
exemplo, no automobilismo, no esporte, na engenharia, na informatica, na area
de cosméticos e na medicina (Pavon, 2007; Gao, 2014). Esta ultima se
beneficia com a nanomedicina, que €é a nanotecnologia aplicada ao
desenvolvimento de substancias terapéuticas e para diagnosticos, podendo ser
empregada na prevencao, na detecgcdo e no tratamento de doencas, inclusive
do céncer. Além destes, as nanoestruturas podem agir como substancias
antimicrobianas, carrear vacinas e genes, entre outras funcdes (Parveen, 2012;
Gao, 2014; Xu, 2015;)

A nanomedicina possibilita a entrega do farmaco a uma taxa especifica
a um determinado local, melhorando assim a acéo terapéutica e reduzindo
alguns dos efeitos adversos consequentes da administracdo convencional. Isso
possibilita 0 uso terapéutico de novos farmacos, que antes era limitado pela
seguranca e efetividade do sistema de entrega (Parveen, 2012). Muitos
farmacos que apresentam baixa solubilidade, alta toxicidade, devem ser
administrado em altas concentracdes para serem efetivos, possuem alta taxa

de degradacao, pequeno tempo de circulacéo e entrega nao especifica. Assim,
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com a nanotecnologia, estes fatores limitantes podem ser contornados e,
muitos dos farmacos, usados ou até mesmo abandonados devido a algum
efeito adverso, podem ter seu uso inovado e melhorado. Um exemplo é a
Doxorrubicina, que teve seu uso otimizado quando foi encapsulada a
lipossomos com metoxipolietilenoglicol (MPEG) conjugado na superficie.
Assim, ocorre a protecdo contra o sistema mononuclear fagocitario, o que
prolonga o tempo na circulacdo sanguinea (meia-vida de aproximadamente
72h ao invés de 24h) além de diminuir a toxicidade. Muitos peptideos antes
facilmente degradados ou proteinas com meia-vida curta podem ser protegidos
do meio biologico e ter sua farmacocinética melhorada (Parveen, 2012). Assim,
a nanomedicina pode tornar o tratamento do cancer mais eficaz, pois melhora a
biodisponibilidade do farmaco, permite a sua liberacdo de forma sustentada,
reduzindo a dose necesséria para que seja alcancada a faixa terapéutica, além
de ser alvo-especifico na entrega do farmaco, pois permite o acoplamento de
ligantes a superficie das nanoestruturas, reduzindo os efeitos adversos aos
tecidos normais e melhorando a captacédo celular e a solubilidade de farmacos
insolaveis, entre outros (Parveen, 2012; Xu, 2015).

As formulagBes com tais finalidades podem ser carreadas ao sitio alvo
por meio de varias nanoestruturas, como nanoparticulas poliméricas,
nanocapsulas, nanoesferas, micelas, dendrimeros, lipossomas, entre outros.
Estas nanoestruturas podem alcancar o sitio alvo por meio de processo
passivo ou ativo (Parveen, 2012; Xu, 2015). No processo passivo, devido ao
pequeno tamanho das particulas, a penetracdo no tumor é favorecida, pois 0s
vasos sanguineos tumorais possuem fenestras aumentadas, de 10 a 500 nm

quando comparadas as dos vasos normais, que tém no maximo dois
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nanometros (Xu, 2015). Desse modo, as nanoestruturas passam facilmente
pelas fenestras e se acumulam no tecido tumoral. Ao mesmo tempo, a
drenagem linfatica também é comprometida no tumor, fazendo com que as
nanoparticulas figuem retidas no tumor. Este processo é conhecido como
permeacéo e retencdo aumentadas (EPR) (Parveen, 2012; Xu, 2015). Porém, a
distribuicdo das nanoparticulas (NP) devido a esse efeito é desigual, pois
acaba sobrecarregando o sistema reticuloendotelial, acumulando particulas no
figado e no bago. Além disso, as diferencas na permeabilidade entre tumores e
a alta pressao intersticial podem causar extravasamento das NP do interior do
tumor para regibes mais externas (Xu, 2015) Além do EPR, no processo
passivo ocorre também a entrega localizada, onde € possivel entregar o agente
terapéutico diretamente ao tumor. Isso vem sendo utilizado nos tratamentos de
cancer de préstata e de cabeca e pescoco. Compreendem-se como NP
conjugadas as que sao capazes de melhorar a captacdo do farmaco pelas
células, além de sustentar a sua retencéo dentro da célula quando comparado
ao farmaco livre ou as nanoparticulas ndo conjugadas. Por exemplo, segundo
estudo publicado de Sahoo e colaboradores em 2006, a conjugacdo de NP
com Paclitaxel e Transferrina permitiu maior captacdo desses farmacos pelas
células, aumentando o efeito antiproliferativo (Sahoo, 2006; Parveen, 2012).

Ja no processo ativo € necessario conjugar o farmaco a um ligante
receptor-especifico para que ele seja direcionado a célula-alvo. Lembrando que
o ligante deve ter afinidade e especificidade por um determinado tipo de

receptor da superficie celular (Parveen, 2012).
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NANOCAPSULAS

Os farmacos carreados em nanoestruturas podem ser encapsulados,
adsorvidos na superficie ou aprisionados em uma matriz (Parveen, 2012). Os
nanocarreadores do tipo nanocapsulas sdo sistemas vesiculares com
envoltorio polimérico e com o nudcleo interno hidrofilico ou hidrofébico,
dependendo do material e método de preparacdo. A substancia carreada pode
estar em sua forma liquida, solida ou em dispersdao molecular. O farmaco pode
estar encapsulado no nucleo ou adsorvido na superficie polimérica (Mora-
Huertas, 2010; Parveen, 2012). Na Figura 1 estao ilustrados alguns exemplos

de nanocapsulas e de nanoesferas.

Nanocapsulas Nanoesferas
Parede
polimérica
Nucleo
" a b
Farmaco ) )
Sistemas tipo Reservatorio Sistema Matricial

Figura 1: Representacdo esquematica de nanocépsulas e de nanoesferas poliméricas:
a) farmaco dissolvido no ndcleo oleoso das nanocapsulas; b) farmaco adsorvido a
parede polimérica das nanocapsulas; c) farmaco retido na matriz polimérica das
nanoesferas; d) farmaco adsorvido ou disperso molecularmente na matriz polimérica
das nanoesferas. Fonte: Schaffazick, 2003.

Para obtencdo das nanocépsulas existem seis métodos possiveis, dentre
eles: nanoprecipitagdo, emulsificacdo por difusdo, dupla-emulsificacéo,
emulsificacdo-coacervacdo, revestimento por polimero e camada a camada
(Mora-Huertas, 2010).

Neste estudo foi utilizado o método de nanoprecipitacdo. Para que este

método seja realizado sao necessarias duas fases, uma em que se utiliza um
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solvente, o polimero, para formar o filme, e a substancia de interesse e a outra
em que se utiliza uma mistura de n&o solventes associados a um surfactante.
Essas duas fases constituem respectivamente a fase organica e a fase aquosa,
respectivamente (Mora-Huertas, 2010). Para execucdo deste método a fase
organica é dispersa, sob agitacdo, de forma lenta na fase aquosa e como a
tensdo superficial desta fase é alta ocorre um turbilhdo atraindo a fase
organica, fazendo com que o polimero se deposite na interface do 4leo,
formando assim, as nanocapsulas (Mora-Huertas, 2010).

Para a formacdo das nanocdpsulas (NP) é necessario selecionar o
polimero, cuja escolha depende do tamanho da NP almejada, da solubilidade e
da estabilidade em fase aquosa, da permeabilidade da superficie polimérica e
do perfil do farmaco a ser disperso (Santos, 2016). Dentre esses, se destaca 0
copolimero PYMMA [poli(metil vinil-éter-co-anidrido maléico)] que vem sendo
aplicado de diversas maneiras, como formas bioadesivas para administracao
de farmacos por via tépica ou oral, como adesivos para dentaduras, adesivos
transdérmicos e filmes de revestimento (Li, 2010; Rodriguez, 2010) Esse
material é biodegradavel, biocompativel (Yoncheva, 2005; Li, 2010; Rodriguez,
2010) e os grupamentos anidridos presentes em sua cadeia favorecem a
ligagdo de moléculas como hidroxilas e aminas; em meio aquoso ocorre
hidrolise desses grupamentos (Li, 2010). As NP séo eficientes para carrear

farmacos lipofilicos ou hidrofilicos, tais como o farmaco Selol.

SELOL
O Selol é uma mistura semissintética de selenitotriacilglicerideos

derivados do 6leo de girassol contendo selénio no estado de oxidacédo (+4)
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(Flis, 2015; Staron, 2010), ver Figura 2. O Selénio é um oligoelemento que
advém da dieta e € importante para as atividades celulares, pois faz parte do
centro ativo de muitas proteinas e enzimas, como a glutationa peroxidase e a
tioredoxina redutase. Em altas doses, o Selénio se torna pro-oxidante inibindo
0 crescimento celular e apresentando citotoxicidade (Staron, 2010; Fernandes,
2015). Na forma orgéanica ele € encontrado em cereais e vegetais e a sua
absorcdo é em torno de 90 a 95%, enquanto que na forma inorganica ele é
encontrado principalmente na agua, sendo nesse caso a sua absorcdo apenas

de 10% (Staron R 2010, Pieczynska J, 2015).
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Figura 2: Representacdo esquemaética da estrutura quimica do Selol. Fonte:
Flis e colaboradores, 2015.

O Selénio é de suma importancia ja que integra as selenoproteinas,
ativa enzimas anticarcinogénicas, previne doencas cardiovasculares, apresenta
efeitos antiproliferativo e anti-inflamatorio, aléem de estimular o sistema
imunitario (Pieczynska, 2015). Pode estar em diferentes estados de oxidacéo,
variando do neutro (0), na forma de seleneto (-2), selenito (+4) e selenato (+6)

(Staron, 2010). O Selénio possui atividade biologica anticancer na sua forma
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tetravalente (+4) Segundo Fernandes e Gandin (2015), o Selénio protege as
células ndo tumorais contra danos oxidativos e inibe a proliferacdo de células
tumorais. Os seus metabdlitos sdo toxicos e proé-oxidantes as células
neoplasicas, que sdo mais sensiveis a ele do que as células ndo neoplasicas
(Fernandes, 2015). Além disso, o Selénio regula e modula o estado redox do
meio circundante, interfere na metilagdo do DNA, modifica as histonas e inibe a
angiogénese (Staron, 2010; Luo, 2012; Miranda, 2014; Flis, 2015) De acordo
com Flis e colaboradores (2015), o Selol mostrou atividade antineoplasica em
muitas linhagens tumorais, tais como linhagens de melanoma, de cancer de
prostata, de colon, de pele, de mama e de leucemia (Flis, 2015), além de tornar
as células mais sensiveis a Doxorubicina, um quimioterapico muito utilizado no
tratamento de cancer de mama, aumentar os efeitos terapéuticos da radiacéo
em tumores horménio-independente e ser seletivo para células resistentes a
drogas (Luo, 2012; Arsenyan, 2014; Flis, 2015; Fernandes, 2015). Além de
atividade antitumoral, compostos com selénio organico apresentaram atividade
antimicrobiana, anti-neurodegenerativa e antiviral (Cruz, 2016), o que demostra
que a aplicacao do Selol na area médica é bastante diversa e multifatorial.
Porém, se o Selénio for nanoencapsulado, sua eficacia pode ser
aumentada. Segundo Huang e colaboradores (2013), o Selol em
nanocarreadores apresenta melhor biocompatibilidade, maior bioeficacia e
menor toxicidade quando comparado as formas inorganica e organica livre
(Huang, 2013). Considerando esta informacéo, bem como o fato de que o Selol
sensibiliza as células neoplasicas tornando-as mais suscetiveis a farmacos e a
radiacdo, é plausivel acreditar que células neoplasicas sensibilizadas com Selol

seriam menos resistentes a Terapia Fotodinamica.
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TERAPIA FOTODINAMICA

A Terapia Fotodinadmica (TFD) é uma terapia que ndo provoca tantos
efeitos adversos como a quimioterapia e a radioterapia e nem tantos efeitos
cosmeéticos como a cirurgia (Chen, 2014). A TFD é um procedimento aprovado
para aplicagéo clinica em varios tipos de neoplasias e outras doengas, como as
superficiais de pele, por exemplo (Master, 2013; Fan, 2014; Hu, 2015). Ela é
minimamente invasiva, pode ser aplicada varias sessdes e é seletiva a area
tumoral, pois se utiliza preferencialmente um farmaco que, além de poder ser
administrado diretamente no tumor, s6 é ativado quando é irradiado, sendo a
irradiacdo administrada apenas no local da neoplasia (Wang, 2013; LIM, 2013;
Li, 2014; Wang, 2015).

A TFD envolve trés componentes basicos, oxigénio molecular,
substancia fotossensibilizante e luz em um comprimento de onda especifico
(Chen, 2014; Hu, 2015; Wang, 2015). O fotossensibilizante (FS) é ativado pela
luz, depois de excitado reage com 0 oxigénio molecular existente no tecido,
produzindo espécies reativas de oxigénio. Estes interagem com
macromoléculas das células circundantes, causando-lhes morte por apoptose,
necrose, autofagia, danos a rede vascular tumoral e estimulo do sistema
imunitario (Lim, 2013; Marrache, 2013; Chen, 2014; Wang, 2015).

As espécies reativas de oxigénio incluem o radical hidroxila (OH-), o
peréxido de hidrogénio (H205), o radical superéxido (O»-) (Hu et alli, 2015), mas
o grande responsavel pelos danos celulares é o oxigénio singleto. O fenbmeno
fotofisico € exemplificado na Figura 3. Nessa figura pode se ver que o FS ao
ser excitado pela luz sai do estado fundamental e atinge o estado excitado de

alta energia, o estado singleto. Ele pode retornar ao estado fundamental
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emitindo luz na forma de fluorescéncia ou pode ocorrer conversao intersistema,
responsavel pela formacao do estado tripleto. Este, por sua vez, interage com
as moléculas circunvizinhas, o que envolve a transferéncia de elétrons,
originando radicais livres, reacao tipo |I. Pode ocorrer a reacao tipo Il, essa
envolve a transferéncia de energia do fotossensibilizante em seu estado
excitado para o oxigénio molecular tecidual, formando o oxigénio singleto que
pode interagir com biomoléculas (Paszko, 2011; Wang, 2013; Lim, 2013).

Os danos causados pela interagdo do oxigénio singleto com as
biomoléculas sdo responsaveis pela morte celular que ocorre por diferentes
vias. Se for por apoptose ocorre o encolhimento da célula, condensacao da
cromatina e fragmentacdo do DNA, enquanto que se for por necrose, a célula
incha e sofre lise, sem compartimentalizacdo prévia (Paszko, 2011). O tipo de
morte celular depende da dose de luz aplicada, do tipo de célula e da

concentracéo de FS (Moserova, 2012).
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Figura 3: Diagrama de Jablonsky simplificado. Mecanismo geral de geracdo de
espécies reativas de oxigénio mediadas pela luz. Adaptado Robertson et alli,
20009.
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A TFD pode provocar liberacdo de calcio pelo reticulo
endoplasmatico, inibicdo da proteina BcL-2, fotodano a membrana mitocondrial
ou lisossomal (Moserova |, 2012) e lesionar a vasculatura tumoral, causando a
ablacdo da neoplasia ja que a vascularizacdo do local é importante para
manutencdo do tumor. Também induz resposta inflamatéria local, podendo
desencadear a resposta imunitaria antitumoral, visto que a TFD provoca a
exposicdo ou liberacdo de moléculas associadas ao dano (DAMP) com
posterior ativacdo das células dendriticas e, por conseguinte, ativacao da
resposta imune adaptativa (Marrache, 2013; Wachowska, 2014).

Para que a TFD seja eficiente € necessario que a luz tenha
comprimento de onda capaz de penetrar no tecido biolégico e assim interagir
com o fotossensibilizante, ou seja, o comprimento de onda emitido pela luz
deve coincidir com janela Optica tecidual, que varia de 600-800 nm, Figura 4
(Celli, 2010).

Desse modo o fotossensibilizante deve ter alto coeficiente de absorcao
na faixa de 650-850 nm, deve induzir quantidade significativa de oxigénio
singleto e ser solluvel nas condic¢@es fisioldgicas. Idealmente, o FS ndo deve ser
toxico na dose terapéutica, deve ser seletivo para o tecido tumoral e deve ser
excretado rapidamente do corpo para nao causar fotossensibilizacdo. Além
disso, deve, de preferéncia, ter baixo custo de producao e ser de facil sintese
(Paszko, 2011; Shibu, 2013).

Os fotossensibilizantes séo classificados em porfirinicos e nao-
porfirinicos. Os porfirinicos séo classificados em primeira, segunda e terceira
geracdo. Os fotossensibilizantes de primeira geracdo apresentavam alta

toxicidade e periodo longo de acumulo no organismo (Paszko, 2011; Shibu,
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2013). Por isso, foram desenvolvidos os de segunda geracao, cuja faixa de
absorcdo corresponde a janela Optica tecidual, possuem alto coeficiente de
extincdo molar com menor toxicidade, porém ainda sdo pouco seletivos ao
tecido tumoral e apresentam alta hidrofobicidade (Paszko, 2011; Shibu, 2013).
Ja os de terceira geracdo sdo associados a moléculas carreadoras que
aumentam a seletividade ao tecido alvo e também melhoram a sua
hidrofobicidade em meio aquoso, resultando em menor acumulo no tecido ndo
tumoral. J& os ndo porfirinicos sdo exemplificados pela hipericina, azul de

metileno, rodocianina, entre outros (Paszko, 2011; Shibu, 2013).
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Figura 4: Janela oOtica do espectro de absor¢cdo para aplicacdo da Terapia
Fotodinamica Fonte: Plaetzar et alli, 2009.
Nesse contexto, as ftalocianinas despertam grande interesse como FS

uma vez que possuem forte absor¢cdo na faixa do vermelho, apresentam
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elevado rendimento quantico de estado tripleto e meia vida longa para o estado
tripleto (Paszko, 2011; Shibu, 2013). Além de poderem ser facilmente
carreadas por nanoestruturas tais como: nanoparticulas poliméricas,

dendrimeros e nanoemulsoes.

NANOEMULSAO DE FTALOCIANINA

Nanoemulsdo € uma mistura de dois liquidos imisciveis, podendo ser
do tipo 6leo em &gua (O/A) ou agua em Oleo (A/O). Pode ser obtida por
diferentes métodos, podendo ser divididos em alta energia e baixa energia,
subdividida em emulsificacdo esponténea ou inversdo de fase por temperatura.
Este ultimo é de maior interesse industrial (Divsalar, 2012).

Algumas caracteristicas das nanoemulsdes, tais como a melhora na
solubilizagcdo de farmacos hidrofébicos, estabilidade contra floculagéo,
coalescéncia e sedimentacédo, além da habilidade em néo danificar células ndo
tumorais e a facilidade de producdo favorecem o seu uso na medicina. Por
isso, esse tipo de formulacao tem despertado interesse, pois além de constituir
um sistema de entrega de farmacos, pode aumentar o tempo de retencao do
mesmo no corpo e assim reduzir a quantidade necessaria de farmaco para
alcancar a terapéutica pretendida (Divsalar, 2012). Da mesma forma, a
Ftalocianina, um FS que possui anel tetrapirrolico aromatico capaz de se
complexar com diferentes moléculas de metais, tem-se mostrado bastante
eficiente na terapia fotodinamica antineoplasica, pois € excitado no
comprimento de onda equivalente ao vermelho, o que corresponde a absorcao
tecidual, possui no estado excitado alta capacidade de inducédo de oxigénio

singleto por transferéncia de energia, além de possuir meia vida longa (Souza,
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2016). Como fotossensibilizante de segunda geracéo é rapidamente eliminado
do organismo, induzindo fotossensibilizagdo minima. Todavia, para que nao
haja reducéo do seu efeito fotobioldgico, devido a sua agregacao decorrente da
sua hidrofobicidade, € importante associar a Ftalocianina a nanoestruturas tais
como nanoemulsdes que possibilitem melhorar a sua permeabilidade e
aumentar a sua captacdo pelas células, além de permitir o seu acumulo
seletivamente no tecido acometido e a sua liberagcdo de maneira controlada
(Souza, 2016) o que a tornaria ideal para ser utilizada na Terapia Fotodinamica

aplicada ao cancer, inclusive no de mama.
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Justificativa

Considerando as estatisticas nada promissoras para 0S
acometimentos por cancer, dentre eles o de mama, mais comum em
mulheres; o grande desafio atualmente consiste no desenvolvimento de
terapias que devem ser eficazes na erradicacao do tumor, levando a cura
da doenca, e induzir efeitos adversos minimos, melhorando-se assim, a
qualidade de vida das pessoas acometidas por essa neoplasia.

Essas terapias poderiam utilizar nanossistemas que carreassem
uma ou mais drogas que possibilitem a utilizacdo de uma ou duas
modalidades terapéuticas combinadas. Nesse caso, é plausivel acreditar
em uma terapia que sensibilize as células tumorais a radiagdo de modo
que a aplicacdo da Terapia Fotodinamica seja mais eficaz, isto, por si s6,

justifica esta pesquisa.
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Objetivos

Diante do exposto nos capitulos anteriores, este estudo se propds a
avaliar se sensibilizacdo com Selol potencializa os efeitos da Terapia

Fotodinamica, mediada pela NE-AIFtCl, na erradicacdo de tumores de mama.

Para tal, foram realizados estudos, in vitro e in vivo, e estabelecidos os
seguintes objetivos especificos:

e formular, caracterizar e determinar a estabilidade coloidal da
nanoemulsdo de Aluminio-Cloro Ftalocianina (NE-AIFtCIl) e das nanocépsulas
contendo Selol (NcSe) tais como didmetro hidrodindmico; indice de
polidispersdo e potencial zeta através de dispersao dinamica de luz (DLS) e a
morfologia através de microscopia eletrénica de transmissédo e varredura (MET
e MEV);

e determinar a taxa de viabilidade celular induzida pela NE-AIFtCI e
pelas NcSe e pela combinacdo desses dois compostos, por meio do ensaio de
metabolizacdo de brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazdlio)
(MTT);

e determinar o potencial elétrico de membranas mitocondriais e a
taxa de fragmentacdo do DNA induzidos pela Terapia Fotodinamica aplicada
em células previamente sensibilizadas com Selol, por meio de citometria de
fluxo;

° analisar a dinamica do ciclo celular e a morfologia de células
sensibilizadas com Selol e depois submetidas a Terapia Fotodinamica, por
meio de citometria de fluxo;

e avaliar os niveis de inflamacao, por meio da mensuracao da enzima
Mieloperoxidase, por bioluminescéncia, em camundongos Balb/c sensibilizados

com Selol e submetidos a Terapia Fotodinamica;
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e analisar a biocompatibilidade da NE-ALCFt e da NcSe, por meio de
hemograma e de ensaios bioquimicos, assim como por meio de andlises
histopalogicas de diferentes 6rgaos de camundongos Balb/c idosos e jovens;

e avaliar a eficicia da Terapia Fotodinamica, mediada pelo NE-AIFtCI,
na erradicagdo de tumores de mama, cujas células foram previamente
sensibilizadas com Selol em camundongos Balb/c idosos e jovens, por meio de

analises histopatol6gicas dos tecidos tumorais e de linfonodos sentinelas.
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Materiais e Métodos

4.1. Ensaios in vitro

4.1.2. Preparo das nanocapsulas com Selol

No presente estudo para tornar as células mais sensiveis a radiacao,
utilizou-se o composto Selol, cedido peo Warsaw Medical University (Polonia),
contido em nanocapsulas. Essas nanocapsulas apresentam em sua
constituicdo o polimero poli(metil vinil-éter-co-anidrido maléico) (PVMMA) e
foram obtidas pelo método de nanoprecipitacdo, que consiste na precipitacdo
do polimero na interface dleo/agua.

Para isso, em um béquer foi formada a fase orgéanica, pela mistura do
Oleo (Selol) e do polimero a acetona (solvente organico). Em outro béquer, foi
formada a fase aquosa pela mistura da dgua e do tensoativo Tween-80. Esta
fase apresenta alta tensdo superficial, responsavel pela atracdo da fase
organica ao ocorrer a mistura das duas solucdes. Desse modo, é gerada uma
turbuléncia interfacial dos sistemas e como consequéncia, ocorre a deposicéo
do polimero na interface 6leo/agua.

Para a obtencéo da formulacéo, o Selol foi colocado em contato com a
acetona, sob agitacdo, e o tensoativo polisorbato 80 (Tween80) colocado em
dez mL de agua nanopura, também sob agitacdo. Apos completa solubilizacdo
do Selol, o polimero foi adicionado a esta fase organica e mantido sob agitacao
por aproximadamente dez minutos para sua completa solubilizacdo. Apds isso,
foram adicionados dez mL de etanol 96 °GL. Apds completarem-se as
solubilizagbes, a fase aquosa foi vertida vagarosamente sob a fase organica
ainda sob agitacdo. Assim que ocorreu a deposi¢cdo do polimero e a formacéo

das nanocapsulas, os solventes foram removidos por destilagdo fracionada a
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40 °C, sob presséao reduzida de 50 mbar em rotaevaporador (RotavaporRII®,

BuchiSwitzerland, Suica). A concentracao final obtida foi de 12 mg/mL de Selol.

4.1.3. Preparo da nanoemulséo de Aluminio-Cloro-Ftalocianina

A nanoemulsdo de Aluminio-Cloro-Ftalocianina (NE-AICIFt) foi
desenvolvida e cedida pelo Dr. Luis Alexandre Muehlmann da Faculdade de
Ceilandia, Universidade de Brasilia. Ela foi formulada pelo método de
emulsificacdo espontanea, que consiste na exposicdo da mistura constituida de
um surfactante, 6leo e o fotossensibilizante, a agua nanopura, sob agitacdo, a
60 °C. Devido ao choque entre as moléculas decorrentes da agitacdo, sédo
formadas as nanogoticulas. Para esta nanoemulsédo foi utilizado o Kolliphor
como tensoativo e o 6leo de ricino como solubilizante do cloreto de aluminio-
ftalocianina (AIFtCIl) na proporgéo de 3:1, respectivamente, cuja concentracéo
final foi de 40 uM equivalente a 0,00023 mg/mL.

A NE-AICIFt éleo/dgua foi desenvolvida pelo método de emulsificacéo
espontanea. Em resumo, a primeira fase composta de nove gramas de
Cremophor ELP Kolliphor e trés gramas de 6leo de ricino e solugcédo de AICIFt
(100UM em 40 mL de etanol) e a segunda fase formada por solu¢édo salina.
Posteriormente, as duas fases foram aquecidas a 70 °C sob agitacdo. Assim,
evaporou-se o etanol. Apés a homogeneizagédo da solucdo da fase 1, misturou-
se a fase 2, ainda sob agitacao, até a formacéo de uma mistura homogénea de
aspecto transparente e mantidos a 70 °C e sob agitacdo até a evaporagdo do

etanol. A solucéo foi entéo resfriada a temperatura ambiente.
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4.1.4. Caracterizagao coloidal da nanoemuls&o de Aluminio-Cloro-
Ftalocianina e das nanocapsulas com Selol

A caracterizacdo coloidal da nanoemulsdo de Aluminio-Cloro-
Ftalocianina e das nanocdpsulas com Selol envolveu a determinacdo do
diametro hidrodinamico (DH), do indice de polidispersdao (IPD) das
nanogoticulas e das nanocapsulas por meio do espalhamento de luz dindmica,
além da determinacdo do potencial zeta (PZ), utilizando-se para todas essas
determinacdes o Zetasizer(NanoZS90, Malvern EUA). As medidas dos
tamanhos das nanogoticulas e das nanocpsulas e a carga de superficie
existente entre a superficie das particulas e o dispersante - potencial zeta —
foram obtidas pela medida do movimento Browniano das particulas dispersas
em agua por espalhamento dindmico de luz e pela movimentacdo das
particulas quando aplicado um campo elétrico, respectivamente. Para isso, 50
uL das formulacdes foram misturadas a 950 pL de agua destilada e as
variaveis coloidais mensuradas no equipamento. Em acordo com resultados
prévios do laboratério sob diferentes condicdbes de armazenamento das
amostras, as mesmas foram mantidas a 4 °C e as varidveis analisadas a cada

més ao longo de um ano.

4.1.5. Caracterizagdo morfolégica da nanoemuls&o de Aluminio-
Cloro-Ftalocianina e das nanocapsulas com Selol.
Para caracterizar morfologicamente a nanoemulsdo de Aluminio-
Cloro-Ftalocianina (NE-AICIFt) utilizou-se somente a microscopia eletrbnica de
transmissao e para caracterizar as nanocapsulas com Selol (NcSe) utilizou-se

a microscopia eletrénica de transmisséo e a de varredura.
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4.1.5.1 Microscopia Eletrénica de Transmissao

Para a caracterizagdo morfolégica em microscopia eletronica de
transmissdo, diluiu-se 50 pL das nanoformulacdes em 950 pL agua, logo
depois cinco microlitros da solucdo anterior foram colocadas sob uma tela de
300 mesh recoberta com formivar e, em seguida, contrastada com vapor de
o0smio por 30 minutos. O material foi mantido sob protecdo da luz e a
temperatura ambiente em placas de Petri semiabertas por 24 h para que
ocorresse a secagem das solucdes. Apos esse tempo foram realizadas as
anélises em microscopio eletrénico Jeol 1011C com voltagem de 80 kV. As
imagens foram obtidas por meio de camera e do software Gatan Digital

Micrograph TM 3.11.

4.1.5.2 Microscopia Eletrbnica de Varredura

Para a caracterizacdo morfoldgica em microscopia eletrbnica de
varredura, diluiu-se 50 pyL da nanoformulagdo em 950L de agua; logo depois
uma aliquota de 50 pL da suspensao da formulacdo NcSe foi depositada sobre
suportes de metal (stubs). A amostra foi deixada para secar em dessecador
contendo silica por 24 horas, em seguida foi coberta com ouro em metalizador
Blazers SCD 050® (Blazers Union AG, Liechtenstein). As imagens foram

digitalizadas utilizando uma cadmera Nav-Cam™ (FEI Company, EUA).

4.1.6. Linhagens celulares

A citotoxicidade da nanoformulacdo de Aluminio-Cloro-Ftalocianina e
das nanocépsulas com Selol foi avaliada em uma linhagem cujas células foram
isoladas de um adenocarcinoma de mama murino, (células 4T1 - ATCC® CRL-

2539™) e em uma linhagem de fibroblastos ndo tumorais isolados de pele,
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(células NIH/3T3 - ATCC® CRL-1658™). Essas linhagens foram adquiridas da
American Type Culture Collection (ATCC) e estdo sendo preservadas no
Laboratorio de Nanobiotecnologia do Departamento de Genética e Morfologia

do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia, UnB.

4.1.6.1. Manutencao e propagacao das células

Aliquotas de células em concentracdo de 2x10° células/mL foram
retiradas do estoque de nitrogénio liquido. Quando descongeladas, as células
foram transferidas para frascos de cultura de 25 cm2 (TPP, CHE) contendo
meio de cultura Dulbecco’s modified Eagle’s medium - DMEM (GIBCO,
Auckland, NZ), suplementado com 10% de soro fetal bovino (GIBCO, USA) e
1% de antibidtico PenStrep, composto por penicilina, 100 U/mL, e

estreptomicina, 100 ug/mL (GIBCO, USA), tamponado com bicarbonato de

sédio (NaHCO3) (Sigma-Aldrich Co., USA), sendo o pH 7,4, ajustado pela
adicao de acido cloridrico (HCL) e mantidas em incubadora, com temperatura

de 37 °C, com atmosfera de 5% de CO» e umidade de 80%.

Para o estabelecimento de subculturas, uma vez atingida 80% de
confluéncia, as células foram desprendidas do fundo dos frascos de cultura por
tratamento com solucéo de tripsina 0,125%/EDTA 0,02% (Gibco, USA), por trés
minutos a 37 °C. Em seguida, para inativar a enzima tripsina, foram
acrescentados aos frascos de cultura contendo as células trés mililitros de meio
de cultura. Essa solugcédo foi centrifugada (Excelsa baby/Fabricante Fanem,

BRA) a 175 g, por trés minutos. Apos o descarte do sobrenadante, as células

. . 4
foram lavadas em um mililitro de meio de cultura, transferidas (10 células)
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para novos frascos de cultura e incubadas nas mesmas condi¢coes descritas

anteriormente.

4.1.7. Determinag&o das concentragdes de Aluminio-Cloro-

Ftalocianina e de Selol a serem utilizadas no tratamento combinado

De modo a determinar as concentracfes ideais de Aluminio-Cloro-
Ftalocianina e de Selol a serem utilizadas no tratamento combinado realizou-se
um teste de viabilidade celular por meio do ensaio de metabolizacdo do
brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazdélio), ensaio do MTT, com
base no trabalho de Mosmann (1983). Este ensaio € um método colorimétrico
sensivel e quantitativo que avalia a metabolizacdo celular e assim, a viabilidade
e a proliferacdo celular. Ele tem como base a capacidade que as enzimas
desidrogenases, presentes nas mitocondrias, ttm em converter o brometo de 3
(4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetraz6lio), MTT, em um composto conhecido
como formazan. Como a producdo de formazan pode ser correlacionada a
presenca dessas desidrogenases ativas, esse ensaio é frequentemente
utilizado para avaliar a citotoxicidade induzida por diferentes estimulos
[Matsuzaki WS, 2006].

Para esse ensaio, células das duas linhagens celulares foram
. . ~ 3
cultivadas em microplacas de cultura de 96 pogos, na concentracao de 5x10

células por poco, nas mesmas condi¢des descritas no subitem 4.1.6.1. Apés 24
horas, o meio de cultura foi descartado e substituido por 200 mL de meio de
cultura contendo NcSe, cujas concentracdes de Selol foram iguais a 50 pg/mL;
100 pg/mL; 150 pg/mL, 200 pg/mL ou 400 pg/mL ou contendo a NE-AICIFt,

cujas concentracdes de AICIFt foram iguais a 2,925 nM; 3,900 nM, 7,800 nM ou
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15,6 nM. As células tratadas com NcSe foram incubadas por 24 h, 48h ou 72h.
J& as tratadas com NE-AICIFt foram incubadas por 15 minutos, sendo 0 meio
de cultura depois desse tempo substituido por 200 uL de PBS e as células

entdo foram entéo irradiadas, ou ndo, com luz LED no comprimento de onda de

660 nm por oito minutos na fluéncia de 25,2 J/cm2 e a 10 cm de distancia da

placa e novamente incubadas por mais 24 h; 48 h ou 72h nas mesmas
condicdes descritas no subitem 4.1.6.1.

Depois do tempo determinado, as células foram lavadas com tampéo
fosfato salino (PBS), de modo a remover os farmacos; em seguida foi
adicionada uma solucéo de MTT (5 mg/mL, Invitrogen, EUA) e meio de cultura
na proporcdo de 1:10. As células foram entdo incubadas a 37 °C. Depois de
trés horas, a solucdo contendo o MTT foi removida e foram entdo adicionados
200 pL de DMSO (Dimetilsulféxido, Sigma-Aldrich, EUA) para a solubilizacéo
dos cristais de formazan. A determinacdo da viabilidade celular foi realizada
pela medida do espectro de absorbancia, com comprimento de onda de 595
nm em espectrofotdmetro SpectraMax M2 (Molecular Devices, USA) conjugado
a leitora de microplacas. Este ensaio foi realizado em trés experimentos

independentes, cada um deles em triplicata.

4.1.8. Determinagéo da toxicidade da Terapia Fotodinamica em
células previamente sensibilizadas com Selol.

Para avaliar a eficacia da TFD em células previamente sensibilizadas
com Selol, células das duas linhagens celulares foram expostas ao Selol na
concentracdo de 200 e 400 pg/mL e incubadas nas mesmas condicOes

descritas no subitem 4.1.6.1. Apds 24 horas, as células foram lavadas com
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PBS, tratadas com NE-AICIFt, cujas concentragbes eram de 2,9 nM; 3,9 nM,;
7,8 nM e 15,6 nM e incubadas por 15 minutos, quando ent&do foram irradiadas,

ou ndo, com luz LED no comprimento de onda de 660 nm por oito minutos na

fluéncia de 25,2 J/cm2 e a 10 cm de distancia da placa. Apos essa etapa, as

células foram novamente incubadas. Apos 24 h as células foram submetidas ao
ensaio do MTT, conforme descrito no subitem 4.1.7. Este ensaio foi realizado

em trés experimentos independentes, cada um deles em triplicata.

4.1.9. Avaliacao de alteragOes celulares induzidas pela Terapia
Fotodindmica em células previamente sensibilizadas com Selol.

Este ensaio foi realizado para determinar alteracbes no potencial de
membrana mitocondrial, na taxa fragmentacdo do DNA, na dinamica do ciclo
celular e na morfologia das células induzidas pela TFD mediada pelo NE-AICIFt
em células sensibilizadas com Selol. Para tal, as células da linhagem 4T1
foram expostas ao Selol na concentracao de 200 e 400 pg/mL e incubadas nas
mesmas condi¢cdes descritas no subitem 4.1.6.1. Apdés 24 horas, as células
foram lavadas com PBS, tratadas com NE-AICIFt, cuja concentracdo foi de 3,9
nM e incubadas por 15 minutos, quando entdo foram irradiadas, ou ndo, com
luz LED no comprimento de onda de 660 nm por oito minutos na fluéncia de
25,2 J/cm2 e a 10 cm de distancia da placa e novamente incubadas.

Vinte e quatro horas depois o sobrenadante foi coletado e armazenado,
as células lavadas com 500 pL de PBS gelado e entédo desprendidas do fundo
do frasco por tratamento com 300 pL de uma solucdo de tripsina, 0,125%
EDTA 0,02% (Gibco, USA). Apés a inativagdo da tripsina, as células foram
preparadas para os diferentes ensaios Os ensaios foram realizados em trés
experimentos independentes, cada um deles em triplicata.
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4.1.9.1. Analise da alteracdo do potencial elétrico de membranas
mitocondriais e da morfologia celular

A alteracdo do potencial elétrico de membranas mitocondriais foi
avaliada pelo monitoramento da captacdo da sonda fluorescente Rodamina
(Rh-123 Sigma-Aldrich), um fluorocromo catiénico que € atraido pelo elevado
potencial elétrico negativo presente na membrana mitocondrial, incorporando-
se no interior destas organelas. Alteragbes na integridade mitocondrial podem
ser detectadas por meio do aumento da florescéncia verde citosolica que indica
difusédo da Rodamina 123 da mitocondria para o citosol.

Uma vez inativada a tripsina, as células foram centrifugadas a 175 ¢
por trés minutos e entdo ressuspensas em 500 yL de uma solucdo Rodamina
123 e deixadas a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, por 15 minutos.
Depois desse tempo, esse preparado foi novamente centrifugado a 175 g, por
trés minutos. Depois disso, 0 sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspensas em 500 pL de PBS e levadas entdo ao citbmetro de fluxo

FACSVerse BD (Bioscience) para avaliagédo da fluorescéncia.

4.1.9.2. Analise da fragmentacdo do DNA e da dinamica do ciclo celular

Apbs a inativagdo da tripsina, as células foram centrifugadas a 175 g
por trés minutos e entdo ressuspensas em 200 uL de uma solucdo tamponada
de lise (0,1% citrato de sodio, 0,1% Triton X-100, 20 ug/mL) iodeto de propidio,
50 pg/mL RNase A, pH 7,4), a 37 °C e em ambiente ausente de luminosidade.
Uma vez expostas ao tampéo de lise, as células tém as suas membranas
rompidas e o nucleo exposto, o que facilita a ligacdo do iodeto de propideo ao

DNA e consequentemente a deteccdo e a quantificacdo desta estrutura em
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cada célula, pois as moléculas de DNA integras emitem maior fluorescéncia do
gue as moléculas de DNA fragmentado.

Depois de trinta minutos, as células foram entdo levadas ao citbmetro
de fluxo FACSVerse BD (Bioscience) para a leitura no comprimento de onda de
560 a 580nm (canal FL-2) de modo a quantificar a taxa de fragmentacédo do
DNA e avaliar a dindmica do ciclo celular. Este ensaio foi realizado em trés

experimentos independentes, cada um deles em triplicata.

4.2. Ensaios in vivo

4.2.1. Modelo Animal

Os animais utilizados neste estudo foram camundongos fémeas da
linhagem BALB/c, com idade entre 12 e 14 semanas (animais jovens) ou entre
48 e 52 semanas (animais idosos) constituido de 60animais no total; adquiridos
do biotério da Universidade de Catolica Brasilia — UCB.

Todos os animais foram mantidos no alojamento de animais do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia — UnB. A acomodacéo
deles ocorreu em fotoperiodo de igual duracdo do dia e da noite, com
temperatura controlada, 23 °C, filtragem de ar nas caixas e livre acesso a agua
e a racao, conforme guia de cuidados e utilizacdo de animais de laboratério. Os
experimentos realizados neste estudo foram aprovados pela Comisséo de Etica
no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de

Brasilia, UnB Doc n° UnBDoC n° 671/2017.
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4.2.2. Delineamento experimental e grupos experimentais

Apébs climatizagdo os animais de cada grupo etario foram separados
em seis grupos, cada um deles com cinco animais (n=5). Assim 0S grupos
foram constituidos como descrito na Tabela .

Grupo G1 - animais idosos sem tumor; grupo o G2 - animais idosos
com tumor sem tratamento; grupo G3 - animais idosos com tumor tratado com
Selol; grupo G4 - animais idosos com tumor tratado com Selol e NE-AICIFt;
grupo G5 - animais idosos com tumor submetido a TFD (NE-AICIFt e
irradiacao); grupo G6 - animais idosos com tumor tratado com Selol e depois
submetido a TFD (NE-AICIFt e irradiacédo); G7 - animais jovens sem tumor; G8
- animais jovens com tumor sem tratamento; G9 - animais jovens com tumor
tratado com Selol; G10 - animais jovens com tumor tratado com Selol e NE-
AICIFt; G11 - animais jovens com tumor submetido a TFD (NE-AICIFt e
irradiagdo); G12 - animais jovens com tumor tratado com Selol e depois
submetido a TFD (NE-AICIFt e irradiacao).

Os tumores foram transplantados com células da linhagem 4T1 na
quinta mama dos camundongos, conforme protocolo do grupo, pois conforme
tese do Dr. César Romero, tumores transplantados para quinta mama
apresentam menor incidéncia de metastases. Para tal, esses animais
receberam injecéo intraperitoneal de 120 pyL de uma solugcdo de ketamina

(15mg/Kg) e xilasina (5mg/Kg). Uma vez anestesiados, eles receberam injecao
intramamaria de 50 uL de meio de cultura, sem suplementacdo, contendo 105
células da linhagem 4T1.

ApoOs dez dias, animais dos grupos G3, G4, G6, G9, G10, e G12
receberam, via intratumoral, 20 pL da solug&o de Selol na concentragao de 12

mg/mL (ver Tabela I) e depois de 24 horas os animais dos G4, G5, G6, G10,
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G11 e G12 receberam, via intratumoral 20 uL de NE-AICIFt na concentracdo de
40 pM. Logo apds a administracdo da NE-AICIFt os animais dos grupos G5,

G6, G11 e G12 tiveram os tumores irradiados com luz LED na fluéncia de 75

2 . , . . . . . .
Jlcm™ durante sete minutos. Apés dois minutos de intervalo, a irradiacao foi

repetida por mais oito minutos. Essas sessdes de TFD foram realizadas mais
seis vezes com intervalo de 24h entre cada uma delas. Em cada sesséo, o
tempo de irradiacdo foi fracionado com intervalo de dois minutos a fim de
melhorar a oxigenacéao do tecido.

Tabela I. Grupos experimentais utilizados para avaliar a eficacia da Terapia
Fotodinamica na erradicacdo de tumores em camundongos Balb/C
previamente sensibilizados com Selol.

Tratamento
Grupo Experimental Tumor NcSe* NE-AICIFt** LED***
(n=5)
Animais idosos
Gl - - - -
G2 + - - -
G3 + + - -
G4 + + + -
G5 + + +
G6 + + + +
Animais jovens
G7 - - - -
G8 + - - -
G9 + + - -
G10 + + + -
G11 + - + +
G12 + + + +

*NcSe: nanocapsulas de Selol; **NE-AIFtCI: nanoemulsdo de Aluminio-Cloro-
Ftalocianina;***LED, irradiagdo com luz LED em comprimento de onda igual a 660nm
e energia total aproximadamente de 75 J/cm?, irradiacéo fracionada em 2x.
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A cada sesséo de tratamento, os animais eram pesados, e tinham os
tumores mensurados. Além disso, a cada semana mensurava-se a enzima

Mieloperoxidase.

4.2.3. Quantificacdo da enzima Mieloperoxidase
A enzima Mieloperoxidase foi quantificada por meio de luminescéncia.
Este ensaio foi realizado para avaliar se os diferentes tratamentos induziriam

inflamacado nos animais. O nivel de inflamac&o de cada animal foi mensurado por
meio da reacdo de Iuminescéncia do reagente Luminol com a enzima
Mieloperoxidase produzida por neutréfilos. Assim, foi injetado no peritbnio dos

animais o Luminol a 30 mg/mL na dose de 300 mg/Kg e os mesmos foram
depois levados ao aparelho IVIS® LUMINA XR Series Ill para quantificacdo
da Mieloperoxidase. O tempo de imageamento dos animais foi de 16
minutos, pois a cinética desse reagente segundo Alshetaiwi HS e
colaboradores, 2013 , varia entre 5-15 minutos. Durante o imageamento, 0s
animais estavam anestesiados por Isoflurano (1,5-2 %). Dessa forma, apos
ocorrer a reacado de luminescéncia, a regido de interesse (ROI) foi delineada
nas imagens e gquantificada pela radiancia média [p/s/cm?/sr]. A quantificacéo
dessa enzima foi realizada semanalmente, sendo a primeira dosagem
realizada sete dias ap0s a inocula¢do das células tumorais, ou seja, antes

dos tratamentos.

4.2.4. Coleta de sangue, dos tumores e de 6rgaos dos animais dos
diferentes grupos experimentais.
Sete dias apos a ultima sesséo de TFD, os animais foram anestesiados

conforme descrito no subitem 4.2.1.2. Depois disso, tiveram o sangue coletado,
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por puncdo cardiaca e seguiu-se a preparacdo para ensaios bioguimicos e
hematoldgicos. O figado, os rins, o baco, os pulmdes e tumores e os linfonodos
também foram coletados e preparados para a andlise histopatolégica. Estes
ensaios foram realizados para avaliar a eficacia do tratamento como também

determinar se eles induzem toxicidade sistémica nos animais.

4.2.4.1 Ensaio Bioquimico

Este ensaio permitiu medir os titulos séricos das enzimas Fosfatase
alcalina (FAL), a Alanina aminotransferase (ALT) e a Aspartato
aminotransferase (AST), além dos niveis de Creatinina e Ureia. Para tanto, do
sangue coletado de cada animal foi separado o plasma, por centrifugacdo a
5.000 rpm por cinco minutos. As analises foram executadas no analisador
quimico automatizado ADVIA 2400 (Siemens), utilizando-se os reagentes
quimicos adequados Advia e os protocolos estipulados pelo fabricante. As
dosagens de FA, ALT e AST foram realizadas por métodos cinéticos

otimizados e as de Creatinina e Ureia por métodos colorimétricos.

4.2.4.2 Ensaio Hematolégico

Para o ensaio hematologico, uma aliquota do sangue coletado foi
colocada em tubos com anticoagulante. As analises foram executadasno
hematimetro (LabTest, Brasil), Nesse equipamento, mensurou-se: 0 numero
total de glébulos brancos (WBC); a contagem diferencial de leucécitos; o
namero de globulos vermelhos (RBC); a quantidade de hemoglobina (HGB); a
distribuicdo da largura das células vermelhas (RDWC) e o numero de

plaguetas.
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4.2.4.3 Avaliacao histopatolégica

A analise histopatolégica foi realizada em diversos 6rgdos dos animais
de modo a determinar se os tratamentos foram toxicos. J& a analise dos
tumores permitiu determinar a efichcia da TFD na remocéo das células
tumorais sensibilizadas com Selol. Para tal os érgdos e os tumores foram
fixados com paraformaldeido 4% tamponado, durante quatro horas, a
temperatura ambiente, para serem submetidos a técnica de rotina para
inclusdo em histosec®. Esses fragmentos foram desidratados por meio de
imersdo sequencial em solugcbes alcodlicas, com percentual crescente de
alcool, ou seja, 70%, 80%, 99,8%. Em seguida os fragmentos dos 6rgaos foram
imersos em uma solu¢do de alcool e xilol (1:1) durante 45 minutos, depois
submetidos a trés banhos de uma hora de xilol 100% e entdo embebidos em
parafina.

Uma vez embebidos em parafina, os fragmentos dos 6rgdos foram
seccionados em cortes histolégicos semi-seriados de trés um de espessura,
utilizando-se um micr6tomo Leica RM2145. Os cortes foram entdo montados
em laminas de microscopia e mantidos em estufa a 37 °C durante um periodo
de 12 horas para melhor aderéncia dos cortes. Em seguida, os cortes foram
hidratados a temperatura ambiente trocando-se a resina paraplastica por
xileno, e depois o xileno por concentracdes decrescentes de alcool (99,8%,
80%, 70%). Uma vez hidratadas, as secc¢des histologicas foram coradas com
hematoxilina e eosina (H&E).

O padrao histologico dos tecidos foi analisado em microscoépio de luz

Zeiss Axioskop (100x, 200x e 400x). Micrografias ilustrativas foram obtidas pela
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captura das imagens utilizando o programa AxioVison40v 4.6.1.0 Copyring©

2002-2004.

4.3. Analise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
e nos casos em que foram detectadas diferencas entre 0s grupos
experimentais foi aplicado o pés-teste de Tukey ou Bonferroni ao nivel de

significancia p<0,05, utilizando-se o software GraphPadPrism® 5.
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Resultados

No presente estudo, a fim de avaliar se a sensibilizagcdo com Selol
potencializava os efeitos da Terapia Fotodinamica na erradicacao de tumores
de mama, foram realizados diferentes ensaios cujos resultados estao descritos

a sequir.

5.1. Estudo in vitro

5.1.1 Caracteristicas coloidais e morfolégicas das nanocépsulas
de Selol e da nanoemulséo de Aluminio Cloro Ftalocianina

Uma abordagem inicialmente planejada consistiu em caracterizar
propriedades coloidais, ou seja, determinar o diametro hidrodinamico (DH), o
indice de polidispersao (IPD) e o potencial zeta (PZ) das NcSe e da NE-AIFtCI.
Os resultados estdo expressos na Tabela Il e na Figura 5.

Nessa tabela observa-se que a NcSe apresentou DH = 257+1 nm, IPD
=0,1 e PZ=-60 mV, enquanto que a NE-AICIFt mostrou DH= 23,5 nm+1 nm,
IPD =0,04 e PZ=-30 mV.

Tabela Il. Caracterizacdo coloidal das nanocapsulas com Selol e da
nanoemulsdo com Aluminio-Cloro-Ftalocianina

Diametro indice de

Hidrodinamico (nm) Polidispersidade Potencial Zeta (mV)

NcSe 257+1,0 0,1 -60

NE-AICIFt 23.50%1,0 0.04 -30

NcSe: nanocapsulas de Selol; NE-AICIFt: nanoemulséo de Aluminio-Cloro
Ftalocianina. Dy + DP
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Figura 5. Distribuicdo do diametro hidrodinamico das nanocapsulas de Selol (NcSe) e da nanoemulsao de Aluminio-Cloro- Ftalocianina (NE-
AICIFt). A: NcSe; B: NE-AICIFt. Colunas representam a média + desvio padrao de trés medidas de cada amostra.
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As propriedades coloidais foram avaliadas por um periodo de 360 dias, de
modo a determinar a estabilidade das NcSe e da NE-AICIFt, os resultados
estdo descritos a seguir e expressos nas figuras 6 e 7.

Tanto a NcSe (Figura 6) quanto a NE-AICIFt (Figura 7) ndo mostraram
alteracbes significativas no diametro hidrodindmico e no indice de
polidispersdo, mas o potencial zeta, tanto das NcSe quanto da NE-AICIFt

sofreu alteracdo apos alguns dias ap0s a sintese.
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Figura 6. Caracteristicas coloidais das nanocapsulas com Selol (NcSe) ao longo de

360 dias. A: didmetro hidrodindmico (DH); B: indice de polidispersao (IPD); C:
potencial zeta (PZ). Aliquotas armazenadas a 7 °C. Média = DP
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Figura 7. Caracteristicas coloidais da nanoemulsdo de Aluminio Cloro Ftalocianina
(NE-AICIFt) ao longo de 360 dias. A: didmetro hidrodindmico (DH); B: indice de
polidisperséo (IPD); C: potencial zeta (PZ). Aliquotas armazenadas a 7 °C. Média %
DP.

Além das caracteristicas coloidais determinou-se também a morfologia
da NcSe e da NE-AICIFt. Para caracterizar morfologicamente a NcSe utilizou-
se a microscopia eletronica de transmissdo e a de varredura, mas para
caracterizar a NE-AICIFt utilizou-se somente a microscopia eletrdnica de
transmissao.

Conforme pode ser observado na Figura 8, as duas formulacoes

apresentaram monodispersividade e morfologia esférica.
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Figura 8. Morfologia das nanocépsulas com Selol (NcSe) e da nanoemulsdo com
Aluminio-Cloro-Ftalocianina (NE-AICIFt). A e B: Andlise da morfologia das NcSe por
meio de microscopia de transmissao; C: Andlise da morfologia das NcSe por meio de
microscopia eletrénica de varredura; D: Analise da morfologia da NE-AICIFt por meio
de microscopia de transmissdo. Aumento de 50 k da NcSe e de 250 k da NE-AICIFt.

5.1.2. Citotoxicidade das nanocapsulas de Selol e da
nanoemulsdo de Aluminio Cloro Ftalocianina em linhagens celulares
Uma vez determinadas as caracteristicas coloidais e morfolégicas das
NcSe e da NE-AIFtCI realizaram-se estudos in vitro para avaliar a eficacia da
Terapia Fotodinamica mediada pela NE-AIFtCI em células sensibilizadas pelo
Selol. Porém, foi necessario determinar antes as concentracdes de Selol e de
AICIFt a serem utilizadas. Para tal, células das linhagens 4T1 e NIH/3T3 foram
expostas a NcSe e a NE-AIFtCI em diferentes concentragbes de Selol e de
AICIFt por 24 h, 48 h e 72 h, e depois submetidas ao ensaio de metabolizagédo
de brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazdlio), MTT. Os resultados

estdo expressos nas Figuras 9, 10, 11 e 12.
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5.1.2.1 Citotoxicidade das nanocapsulas de Selol

Na Figura 9, observa-se que o Selol afetou as células da linhagem 4T1.
Nessa populacao, depois de 48 h a porcentagem de células tratadas com Selol
na concentragdo de 50 pg/mL reduziu ligeiramente, mas depois (72 h) a
populacdo celular aumentou significativamente. Em concentracdes acima de
200 pg/mL, independentemente do tempo, a populacao celular reduz. Sendo

gue na concentracao de 400 pg/mL a reducéo foi em torno de 30%.

3

-~ 24h
-= 48h

100 -+ 72h

Viabilidade celular (%)
S

0

S S S S LSS
Concentragao de Selol (ug/mL)

Figura 9. Viabilidade da linhagem 4T1 determinada por meio do ensaio de MTT, ap0s
tratamento com nanocapsulas com Selol, por 24, 48 e 72h. Os dados representam as
médias obtidas de trés experimentos diferentes, cada um deles realizado em triplicata.
Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) com pés-teste de
Bonferroni, p<0,05. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tempos
analisados em cada concentracao analisada.

Nas células da linhagem NIH/3T3 (Figura 10), apos 72 horas o Selol na
concentracdo de 100 pug/ml aumentou a viabilidade celular em comparacao as
primeiras 24 horas. Em concentracdes acima de 200 pug/mL a populacao celular
comecou a reduzir, sendo que na concentragdo de 400 pg/mL,

independentemente do tempo, a reducao foi em torno de 20%.
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Figura 10. Viabilidade da linhagem NIH/3T3 determinada por meio do ensaio de
MTT apds tratamento com Selol por 24, 48 e 72h. Os dados representam as
médias obtidas de trés experimentos diferentes, cada um deles realizado em
triplicata. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
com pos-teste de Bonferroni, p<0,05. Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre os tempos analisados em cada concentragéo estudada.
5.1.1.3. Citotoxicidade da nanoemulsdo de Aluminio-Cloro-
Ftalocianina
Diferentemente do Selol, a NE-AICIFt (figuras 11 e 12) mostrou-se
in6cua para as duas linhagens quando néo irradiada, em qualquer uma das
concentragcbes utilizadas. Mas, quando irradiada, a NE-AICIFt reduziu a

viabilidade das duas linhagens nas concentragcbes de 3,9; 7,8 e 15,6 nM,

independentemente do tempo, sendo mais efetiva nas células tumorais.
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Figura 11. Viabilidade da linhagem 4T1 determinada por meio do ensaio de MTT ap0s incubagdo com NE-AICIFt, por 15 minutos, na auséncia
de irradiac&o ou apos irradiacdo com luz LED na fluéncia de 25,2 J/cm? por oito minutos. Células avaliadas 24 h (A), 48 h (B) e 72 h (C) ap6s
irradiagdo. Os dados representam as médias de trés experimentos independentes, cada um deles realizado em triplicata. Os dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com pos-teste de Bonferroni, p<0,05. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre

os tempos analisados em cada concentracdo estudada. Média + DP.
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Figura 12. Viabilidade da linhagem NIH/3T3 determinada por meio do ensaio de MTT apdés incubacdo com NE-AICIFt, por 15 minutos, na
auséncia de irradiacéo ou ap6s irradiagdo com luz LED na fluéncia de 25,2J/cm? por oito minutos. Células avaliadas 24 h (A), 48 h (B) e 72 h
(C) apos irradiagédo. Os dados representam as médias de trés experimentos independentes, cada um deles realizado em triplicata. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao pos-teste de Bonferroni, p<0,05. Letras diferentes indicam diferenca

significativa entre os tempos analisados em cada concentracdo estudada. Média = DP.
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5.1.3. Eficacia da Terapia Fotodindmica mediada por nanoemulséo
de Aluminio-Cloro-Ftalocianina em células sensibilizadas com Selol

Com base nos resultados obtidos na etapa anterior, decidiu-se
sensibilizar células das duas linhagens com Selol nas concentracdes de 200
pug/mL e 400 pg/mL e depois de 24 horas submete-las a TFD utilizando a
nanoemulsdo contendo diferentes concentracdes de AICFtl. Os resultados
estdo expressos nas figuras 13 e 14.

Nessas figuras observa-se que nas duas linhagens a sensibilizacéo
previa das células com Selol (200 pg/mL e 400 pg/mL) potencializou a TFD
somente quando a AICIFt foi utilizada nas menores concentracfes (2,9 nM e
3.9 nM). Quando se utilizou a AICIFt nas maiores concentragdes (7,8 nM e 15.6
nM) a porcentagem de células vivas no grupo submetido a TFD foi similar a do
grupo sensibilizado com Selol e depois submetidas a TFD.

Na linhagem celular 4T1 (Figura 13A) em células sensibilizadas com
Selol 200 pg/mL a TFD reduziu a viabilidade celular em 43,2% (2,9 nM) e em
41,51% (3.9 nM). Ja em células ndo sensibilizadas a reducédo foi de somente
16, 44% e 12,22% quando a concentracédo de AICIFt foi igual a 2,9 nM e 3,9
nM, respectivamente. Em células sensibilizadas com Selol 200 pg/mL a TFD
reduziu a viabilidade celular em 49,45% (7,8 nM) e em 69,04% (15.6 nM) nas
células ndo sensibilizadas a reducgéo foi similar.

Em células da linhagem celular 4T1 que foram sensibilizadas com Selol
400 pg/mL, a TFD com a AICIFt na concentragcdo de 2,9 nM reduziu a
viabilidade em 43,4%, enquanto que em células ndo sensibilizadas a reducao
foi somente de 17,2% (Figura 13B). Quando a TFD foi aplicada utilizando-se a

AICIFt na concentracdo de 3,9 nM, a reducdo foi de 66,01% em células
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sensibilizadas e 12,21% em células ndo sensibilizadas (Figura 13B). Ainda na
Figura 13B, observa-se que as células sensibilizadas com Selol 400 pg/mL e
depois tradadas com AICIFt nas concentracdes de 7,8 nM ou 15,6 nM irradiada
(grupo Selol + TFD) ou néao (grupo Selol + AICIFt sem irradiagdo) mostraram
reducdo similar da viabilidade celular (50,9 e 25,9% e 24,4 e 18,4 % , mas
significativamente diferente da apresentada pelo grupo controle (AICIFt sem
irradiacéo) (100 e 90,3% valores).

Na Figura 14 observa-se que nas células da linhagem NIH3T3
sensibilizadas com Selol 200 pg/mL, quando se efetuou a TFD utilizando a
AICIFt na concentracdo de 2,9 nM, a redugéo da taxa de viabilidade celular foi
de 30,0% e nas nao sensibilizadas foi de 10,0% (Figura 14A). Quando na TFD
foi utilizada a AICIFt na concentracdo de 3.9 nM a reducéao foi de 31,00% nas
células sensibilizadas e de 15,44% nas células ndo sensibilizadas (Figura 14A).

Na Figura 14B observa-se em células sensibilizadas com Selol 400
pug/mL a TFD aplicada com a AICIFt na concentracdo de 2,9 nM reduziu a
viabilidade em 53,00%, enquanto que em células ndo sensibilizadas a reducao
foi somente de 7,60%. Ja com AICIFt na concentracdo de 3,9 nM, a TFD
reduziu 49,24% da viabilidade nas células sensibilizadas e 15,40% nas néo
sensibilizadas. Ainda na Figura 14B observa-se que células sensibilizadas ou
nao com Selol 400 pg/mL e depois submetidas a TFD mostraram reducao
similar da viabilidade celular,mas significativamente diferente da apresentada

pelo grupo controle (AICIFt sem irradiacao).
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Figura 13. Citotoxicidade induzida pela Terapia Fotodindmica em células da linhagem 4T1 sensibilizadas com Selol e avaliada por meio do
ensaio de MTT. Células sensibilizadas com selol na concentragdo de (A) 200 pg/mL e (B) 400 pg/mL e depois submetidas a NE-AICIFt na
concentracdo de 3,9 nM e entdo irradiadas com luz LED na fluéncia de 25,2J/cm?® Os dados representam as médias de trés experimentos
independentes, cada um deles realizado em triplicata. As médias foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA) e ao pdls-teste de
Bonferroni, p<0,05. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre cada concentracdo estudada. *** indica p<0,001. Média = DP.
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Figura 14. Citotoxicidade induzida pela Terapia Fotodinamica em células da linhagem NIH/3T3 sensibilizadas com Selol e avaliada por meio
do ensaio de MTT. Células sensibilizadas com Selol na concentracao de (A) 200 ug/mL e (B) 400 pg/mL e depois submetidas a NE-AICIFt na
concentracdo de 3,9 nM e irradiadas com luz LED na fluéncia de 25,2J/cm® Os dados representam as médias de trés experimentos
independentes, cada um deles realizado em triplicata. As médias foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA) e ao pdls-teste de
Bonferroni, p<0,05. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre cada concentracdo estudada. *** indica p<0,001. Média + DP.
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5.1.4. Alteracdes celulares induzidas pela Terapia Fotodinamica
em células previamente sensibilizadas com Selol.
Este ensaio permitiu determinar o potencial de membranas

mitocondriais, a taxa de fragmentacdo do DNA, a dinamica do ciclo celular e a
morfologia das células da linhagem 4T1 sensibilizadas com Selol e submetidas

a TFD mediada pela NE-AICIFt na concentracdo de 3,9 nM.

5.1.4.1. Andlise da alteracdo do potencial elétrico de membranas
mitocondriais
Somente as células 4T1 sensibilizadas com Selol na concentracdo de
200 pg/mL e depois expostas a AICIFt (Selol 200 pg/mL+ AICIFt) apresentaram
alteracdo no potencial das membranas mitocondriais, Figura 15. Dessas, 40%

apresentaram despolarizacdo das membranas mitocondriais.
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Figura 15. Andlise por citometria de fluxo do potencial de membrana mitocondrial em
células 4T1 sensibilizadas com Selol na concentracdo de 200 e 400 pg/mL e depois
submetidas a NE-AICIFt na concentracao de 3,9 nM e irradiadas ou ndo com luz LED
na fluéncia de 25,2J/cm? Os dados representam as médias de trés experimentos
independentes, cada um deles realizado em triplicata. As médias foram submetidas a
analise de variancia ANOVA com pdés-teste de Bonferroni, p<0,05. (*) indica diferenca
estatistica em relacdo a todos os grupos.
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5.1.4.2. Andlise da fragmentacdo do DNA e da dindmica da
proliferacéo celular

Como ilustrado na Figura 16, somente a TFD induziu fragmentacéo no
DNA quando foi aplicada em células 4T1 sensibilizadas ou ndo. Em células nédo
sensibilizadas, a taxa de fragmentacdo no DNA induzida pela TFD foi de
76,60%+11,21. Nas células sensibilizadas com o Selol na concentragédo de 200
pg/mL (Selol 200 pug/mL + TFD) e 400 pug/mL (Selol 400 pg/mL + TFD) a taxa
de fragmentacao induzida pela TFD foi, respectivamente, igual a 57,13%+17,66

e 34,73%+7,23. Nos outros grupos a fragmentacdo do DNA foi inferior a 5,0%.
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Figura 16. Taxa de fragmentagcdo de DNA determinada por citometria de fluxo em
células 4T1 sensibilizadas com Selol na concentragdo de 200 e 400 pg/mL e depois
submetidas a NE-AICIFt na concentracdo de 3,9 nM e irradiadas com luz LED na
fluéncia de 25,2J/cm® Os dados representam as médias de trés experimentos
independentes, cada um deles realizado em triplicata. As médias foram submetidas a
analise de variancia (ANOVA) e ao pés-teste de Bonferroni, p<0,05. (*; ** e **¥)
indicam diferencga significativa entre os tratamentos e o grupo controle. Média + DP.

57



Resultados

Com relagdo a dinamica do ciclo celular, as células 4T1 na maioria dos
grupos se encontravam na fase G1 do ciclo, exceto as submetidas a TFD e ao
Selol 400 pg/mL; nesses dois Ultimos grupos as células se encontravam

majoritariamente em G2/M, Figura 17 e Tabela lll.

~ 100- —
= = Ea G1
3 80- = B3 S
E = = G2M
3 60 =
o e . :
ko) T u "
S 40 o
b G o | il
S 20- '
(on
()
L o &
1 -
o ¥ Q& Q&0 N0
& B Nl Ll
&L A\ A\ \(0
N N & \& QQ’ Q@
2 \’b(’ O QQ N
< S
o S oV A¥
\(b O \O \o\
60\0 60 o.,e,

Figura 17. Dindmica do ciclo celular determinada por meio de citometria de fluxo em
células 4T1 sensibilizadas com Selol na concentracdo de 200 e 400 pg/mL e depois
submetidas a NE-AICIFt na concentracdo de 3,9 nM e irradiadas com luz LED na
fluéncia de 25,2J/cm2. Os dados representam as médias de um experimento realizado
em triplicata. As médias foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e ao pos-
teste de Bonferroni, p<0,05. Média + DP.
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Tabela lll. DinAmica do ciclo celular induzida pela Terapia Fotodinamica em células 4T1 sensibilizadas com Selol

Fases do ciclo Celular

Grupo experimental G1 S G2/M)
Células ndo iradiadas 41,1024,44° 26,07+3,72° 32,83+4,41°
Células irradiadas 37,7123,82% 28,55+6,66° 33,7316,62°
NE-AICIFt 41,82+3,97° 25,60+1,87° 32,60+2,14°
TED 29,3445,0° 26,80+4,83° 43,88+2,44°
Selol 200 pg/mL 37,04+2,30° 25,352,12° 37,60+4,23°
Selol 400 pg/mL 26,60+2,7" 29,50+2,41% 43,92+1,10"
Selol 200 ug/mL/NE-AICIFt 36,00+3,50% 27,71+2,38° 36,37+5,34%"
Selol 400 pg/mL/NE-AICIFt 41,0045,30° 25,64+1,30° 33,714,03°
Selol 200 pg/mL/TFD 35,00+3,70% 24,57+3,30° 40,48+2,40%"
Selol 400 pg/mL/TFD 35,700+1,62°" 29,03+0,98° 36,20+1,74%"

NE-AIFtCl: nanoemulsédo de Aluminio-Cloro Ftalocianina; TFD: Terapia Fotodindmica. Os dados representam as médias de um experimento
realizado em triplicata. As médias foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA) e ao p0s-teste de Bonferroni, p<0,05. Letras diferentes
indicam diferencas significativas entre os grupos. Média +DP.
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5.1.4.3. Analise da morfologia celular

No citbmetro de fluxo também se analisou a morfologia das células da
linhagem 4T1 sensibilizadas com Selol e submetidas a TFD. Essa analise considera
a homogeneidade da populacédo no que diz respeito ao tamanho e a granulosidade
das células do grupo controle.

Na Figura 18 observa-se que, com excecédo das células do grupo submetido
a TFD, nos diferentes tratamentos a maioria das células encontrava-se no mesmo
quadrante em que se encontravam as células do grupo controle, no quadrante 2
(Q2), o que significa que elas apresentavam tamanho e granulosidade semelhantes
ao grupo controle. No grupo submetido a TFD 42% das células se encontravam no
Q2 e o restante distribuido nos demais quadrantes, mas principalmente no Q4
(35%). No grupo submetido ao Selol 200 pg/mL e a TFD a porcentagem de células
gue permaneceram em Q4 foi de 23% enquanto que o grupo submetido ao Selol 400

png/mL e a TFD foi de 12%.
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Figura 18. Morfologia celular analisada por citometria de fluxo. Células 4T1
sensibilizadas com Selol na concentragdo de 200 e 400 pg/mL e depois tratadas com
NE-AICIFt na concentragdo de 3,9 nM e irradiadas com luz LED na fluéncia de

25,2J/cm2. Os dados representam as médias de um experimento realizado em
triplicata. As médias foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e ao pds-teste
de Bonferroni, p<0,05.

5.2. Estudo in vivo
Esta etapa do estudo foi realizada para determinar se a sensibilizagdo com
Selol otimizava a eficacia da Terapia Fotodindmica na erradicacdo de tumor de

mama em camundongas Balb-c jovens e idosas.

5.2.1. Quantificacdo da enzima Mieloperoxidase

A enzima Mieloperoxidase, considerada marcador de acumulo e ativagéo de
neutroéfilos, foi quantificada semanalmente, sendo a primeira medida realizada sete
dias apos a inoculacdo das células tumorais 4T1, ou seja, antes dos tratamentos. Os
resultados estdo expressos nas figuras 19 (animais idosos) e 20 (animais jovens).
Essas medidas se referem a quantidade de Mieloperoxidase na regido dos tumores,

pois ela néo foi detectada em nenhuma outra regido do corpo dos animais.
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Na Tabela IV, pode-se observar que uma semana apO0s o implante das
células tumorais (antes do tratamento), os animais idosos mostraram na regido
tumoral niveis da enzima Mieloperoxidase significativamente maiores em
comparacao aos animais jovens.

Tabela IV. Niveis da enzima Mieloperoxidase em camundongos Balb/c

Grupos Mieloperoxidase [p/s/cm?/sr]
Idosos 16.722,4
Jovens 7.794,4

Depois da primeira semana até a 4° semana todos 0s grupos apresentaram
niveis da Mieloperoxidase similares. Entretanto, na 5° semana 0s animais com tumor
e submetidos a TFD (G5) apresentaram niveis da enzima significativamente
menores em comparagdo aos animais com tumor tratado com Selol e depois
submetidos a TFD (G6).

Entre os animais jovens, a Figura 20 mostra que na segunda semana
somente os animais com tumor e tratados com Selol (G9) mostraram niveis
significativamente maiores do que os animais com tumor sem tratamento (G8). A

partir da segunda semana todos os grupos apresentaram niveis de Mieloperoxidase

similares.
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Figura 19: Niveis da enzima Mieloperoxidase mensurados por meio de reagdo de
luminescéncia do Luminol, medida por radiancia média [p/s/cm?/sr] em camundongos Balb/c
idosos sensibilizaos com Selol na concentracdo de 12 mg/mL e submetidos a Terapia
Fotodindmica mediada pela NE-AICIFt na concentragdo de 40 uM. G2: animais com tumor
sem tratamento, mas sem tratamento; G3: animais com tumor sensibilizado pelo Selol; G4:
animais com tumor sensibilizado pelo Selol e tratado com NE-AICIFt; G5: animais com tumor
submetido a TFD; G6: animais com tumor sensibilizado pelo Selol e submetidos a TFD. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com pos-teste de
Bonferroni, p<0,05. Letras diferentes indicam diferenga significativa entre os grupos no
mesmo tempo. Média + DP.
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Figura 20: Niveis da enzima Mieloperoxidase mensurados por meio de reagdo de
luminescéncia do Luminol, medida por radiancia média [p/s/cm?/sr] em camundongos Balb/c
jovens sensibilizados com Selol na concentracdo de 12 mg/mL e submetidos a terapia
fotodindmica mediada pela NE-AICIFt na concentracdo de 40 uM. G8: animais com tumor
sem tratamento, mas sem tratamento; G9: animais com tumor sensibilizado pelo Selol; G10:
animais com tumor sensibilizado pelo Selol e tratado com NE-AICIFt; G11: animais com
tumor submetido a TFD; G12: animais com tumor sensibilizado pelo Selol e submetidos a
TFD. Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) com pés-teste de
Bonferroni, p<0,05. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos no

mesmo tempo. Média = DP.

5.2.2. Toxicidade induzida pelos diferentes tratamentos

Resultados

G8
G9
G10
G11
G12

bt

Os dados a seguir referem-se ao peso dos animais e de alguns de

seus 0Orgaos, analise bioquimica e aos parametros hematoldgicos, além da

andlise histopatolégica de 6rgaos tais quais: figados, rins, bacos e pulmdes.

Estes ensaios foram realizados para determinar se os diferentes tratamentos

seriam toxicos para 0s animais.

5.2.2.1. Peso corporal

Ao final do tratamento nenhum grupo mostrou alteracdo no peso corporal

guando comparado ao grupo saudavel (G1 e G9), Tabela V.
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Tabela V. Variagcdo do peso corporal de camundongos Balb/c sensibilizadas

com Selol e submetidos & Terapia Fotodinamica

Resultados

Grupos experimentais Peso inicial Peso Final
Animais idosos

Gl 25,90+2,83 27,10+0,84
G2 26,02+1,22 25,66+1,77
G3 27,39+1,22 26,12+1,77
G4 25,4942 23 24,58+1,68
G5 25,95+1,68 24,12+1,41
G6 25,63+1,52 25,20+1,96
Animais jovens

G7 22,68+0,58 23,47+0,61
G8 22,96+1,38 21,77+1,46
G9 16,90+4,67 17,53+4,58
G10 21,90+5,18 23,37+4,87
G1l1 20,88+0,85 22,83+2,24
G12 22,15+1,66 23,49+2 31

G1 e G7: animais sem tumor; G2 e G8: animais com tumor, mas sem tratamento; G3 e G9:
animais com tumor e tratados com Selol (12 mg/mL); G4 e G10: animais com tumor, tratados
com Selol e NE-AIFtCI (40 uM); G5 e G11: animais com tumor submetidos a TFD; G6 e G12:
com animais com tumor, tratados com Selol e submetidos a TFD. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) com pés-teste de Bonferroni, p<0,05. Letras

diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos no mesmo tempo. Média + DP.
5.2.2.2. Peso de 6rgéaos
Os dados referentes aos pesos meédios dos bacos, rins e figados
estdo expressos na Tabela VI e na Figura 21.
Na Tabela VI e na Figura 21A (dados dos animais idosos) mostra que
0S animais idosos com tumor sem tratamento (G2), assim como os do grupo

que teve o tumor sensibilizado com Selol e depois submetido a TFD (G6)
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mostraram esplenomegalia; neles, os bacos pesavam, respectivamente,
0,98+0,64 g e 0,69+0,24 g, enquanto que nos animais saudaveis o peso do
baco era de 0,12+0,03 g.

Ainda na Tabela VI e na Figura 21A observa-se que 0s animais idosos
de todos os grupos, tratados ou ndo, apresentaram rins com peso similar.

Com relacdo ao peso dos figados, os animais do grupo G2 (animais
com tumor, mas sem tratamento) mostraram hepatomegalia; os figados deles
eram significativamente maiores (1,95+1,04 g) do que os do grupo saudavel,
G1 (1,08%0,21 g). Os animais dos grupos G3 (1,02+0,47 g), G4 (1,40+0,11 q),
G5 (1,26+0,01 g) e G6 (1,42+0,069) apresentaram figados com peso similar ao
dos animais saudavel (G1), Tabela V e Figura 21A.

Na Tabela VI e na Figura 21B (dados dos animais jovens) mostra que
0S animais jovens com tumor sem tratamento (G8) e os animais submetidos a
TFD (G11) apresentaram também esplenomegalia; neles os bacos pesavam,
respectivamente, 0,53+0,20 g e 0,58+0,30 g, enquanto gue nos animais
saudaveis o peso do baco era de 0,9+0,005 g. Os animais dos grupos G9, G10
e G12 apresentaram bacos com peso similar ao do grupo saudavel.

Assim como nos animais idosos, 0s animais jovens de qualquer
grupo apresentaram rins com peso similar, Tabela V e Figura 21B.

Na Tabela VI e na Figura 21B observa-se também que somente os
animais com tumor e tratados com Selol (G9) mostraram figados com peso
similar ao do grupo saudavel (G7); todos 0s outros grupos mostraram aumento

significativo no peso desse 6rgdo em comparagao ao grupo saudavel (G1).
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Tabela VI. Peso de 6rgdos de camundongos Balb/c sensibilizados com Selol e

submetidos a Terapia Fotodindmica.

Peso
Grupo Baco Rins Figado
Experimental
Animais idosos
G1 0,12+0,03% 0,29+0,06 1,08+0,21%
G2 0,98+0,64° 0,35+0,04 1,95+1,04°
G3 0,60+0,21% 0,39+0,09 1,02+0,472
G4 0,59+0,18%° 0,32+0,02 1,40+0,11%
G5 0,49+0,14% 0,30+0,02 1,26+0,01°%
G6 0,69+0,24° 0,35+0,04 1,42+0,06%
Animais jovens
G7 0,10+0,05% 0,26+0,05 0,88+0,092
G8 0,53+0,20° 0,30+0,03 1,14+0,15°
G9 0,19+0,08% 0,27+0,05 0,84+0,17%
G10 0,29+0,192 0,26+0,05 1,26+0,28"°
G11 0,58+0,30° 0,29+0,01 1,24+0,19°
G12 0,36+0,10% 0,30+0,05 1,16+0,15"¢

G1 e G7: animais sem tumor; G2 e G8: animais com tumor, mas sem tratamento; G3 e G9:
animais com tumor e tratados com Selol (12 mg/mL); G4 e G10: animais com tumor, tratados
com Selol e NE-AIFtCI (40 uM); G5 e G11: animais com tumor submetidos a TFD; G6 e G12:
com animais com tumor, tratados com Selol e submetidos a TFD. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de varidncia (ANOVA) com pos-teste de Bonferroni, p<0,05. Letras

diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos no mesmo tempo. Média £ DP.
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Figura 21: Peso de érgdos de camundongos Balb/c sensibilizados com Selol (12
mg/mL) e submetidos a Terapia Fotodinamica mediada pela NE-AICIFt (40 uM). G1 e
G7: animais sem tumor; G2 e G8: animais com tumor, mas sem tratamento; G3 e G9:
animais com tumor sensibilizado pelo Selol; G4 e G10 animais com tumor
sensibilizado pelo Selol e tratado com NE-AICIFt; G5 e G11: animais com tumor
submetido a TFD; G6 e G12: animais com tumor sensibilizado pelo Selol e
submetidos a TFD. Andlise estatistica por ANOVA com pés-teste de Bonferroni.
P<0,05. Diferentes letras indicam diferenca estatistica cada grupo estudado. Média +
DP.

5.2.2.3. Andlise Bioguimica e de parametros Hematoldgicos
5.2.2.3.1. Analise Biogquimica

Os dados deste ensaio estdo expressos na Tabela VII (pagina 67).

Conforme ilustrado na tabela VII os animais idosos dos iferentes grupos
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mostraram niveis séricos de Ureia, Creatinina, Fosfatase Alcalina (FA) e Alanina
aminotransferase (ALT) similares. J& com relagdo a Aspartato aminotransferase,
0s animais dos grupos G3, G4 e G6 mostraram niveis dessa enzima aumentados
quando comparados ao grupo saudavel (G1).

Na Tabela VIl também estdo expressos os dados referentes aos animais
jovens. Nela observa-se que, assim como 0s animais idosos, 0S animais jovens
dos diferentes grupos mostraram niveis séricos de Ureia, Creatinina, Fosfatase
Alcalina (FA) e Alanina aminotransferase (ALT) similares. Nessa mesma tabela
observa-se que os animais do grupo G11 mostraram aumento e os do grupo G12

diminuicao dos niveis de AST em comparag¢ao com o grupo saudavel (G7).
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Tabela VII. Dosagens bioquimicas de camundongos Balb/c sensibilizadas com Selol e submetidos a Terapia Fotodinamica

Grupo Experimental Ureia Creatinina FA (U/L) ALT (UI/L) AST (UI/L)
Animais idosos

Gl 53,00+2,74 1,30+1,14 15,00+2,92 40,40+16,95 133,00186,69a
G2 35,60£2,70 0,45+0,04 8,40+1,67 31,40+£7,96 156,20177,61a
G3 46,60+6,31 0,55+0,03 5,00+4,00 123,00+13212 344,601175,87b
G4 38,0046,78 0,75+0,34 6,75+ 3,20 33,50+22,78 338,501142,61b
G5 49,00+3,56 0,53+0,03 3,50+1,00 28,75%5,32 235,75139,25ab
G6 48,4+ 4,67 0,51+0,04 3,20+0,84 31,20+8,41 322,81123,87b
Animais jovens

G7 45,75+10,18 0,50+0,02 1,00+ 1,15 74,00+58,32 292,751197,24bc
G8 39,00+3,08 0,50+0,04 4,60+ 3,65 34,20+7,69 409,00+£207,515p
G9 62,75+10,56 0,50+0,14 9,00+2,94 78,50+16,78 293,25+102,315pc
G10 48,80+4,09 0,74+0,15 62,2+ 8,53 51,60+6,95 221,00£78,873p
Gl1 78,60+£69,17 0,86+0,81 9,00+ 7,78 79,00+£14,61 356,4+200,89,
G12 52,40+5,27 0,47+0,03 3,80+ 2,59 39,80+16,18 237,40+90,54.

G1 e G7: animais sem tumor; G2 e G8: animais com tumor, mas sem tratamento; G3 e G9: animais com tumor tratado com Selol; G4 e G10 animais com
tumor tratado com Selol e NE-AICIFt; G5 e G11: animais com tumor submetido a TFD; G6 e G12: animais com tumor stratado com Selol e submetido a TFD.
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao pos-teste de Bonferroni, p<0,05. Diferentes letras indicam diferenca significativa
entre os grupos. FA: Fosfatase alcalina; ALT: Alanina aminotransferase; AST: Aspartato aminotransferase. Média +DP.
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5.2.2.3.2. Andlise Hematoldgica

Os resultados da analise hematoldgica estdo expressos nas tabelas
VIII (eritrograma e contagem total de plaquetas) e 1X (leucograma).

O eritrograma foi analisado pelos seguintes parametros: contagem total
de eritrécitos (RBC), concentracdo de hemoglobina (HGB), hematdcrito (HCT),
volume corpuscular das hemacias (MCV), hemoglobina corpuscular média
(MCH), concentracdo hemoglobinica corpuscular média (MCHC), variacdo dos
volumes dos eritrocitos (RDW-SD) e a distribuicdo em valores percentuais
desses tamanhos dos eritrécitos (RDW-CV). Conforme mostra a Tabela VI
nao houve alteragéo significativa na contagem de qualquer um dos parametros
analisados.

Além do eritrograma realizou-se a contagem de plaquetas. A andlise dos
dados mostra alteracdes nos valores das plaquetas de alguns grupos em
comparacao com o grupo saudavel; o grupo G2 (animais idosos com tumor, mas
sem tratamento) mostrou diminui¢cdo nos valores de plaquetas (Tabela VIll), ja os
jovens do grupo G12 (animais com tumor tratados com Selol e submetidos a TFD)
mostraram aumento (Tabela ViIII).

O leucograma foi analisado considerando-se 0s parametros: contagem
total de leucocitos (WBC); contagem de linfocitos (W-SCC); contagem de
monaocitos (W-MCC); contagem de neutréfilos (W-LCC); percentual de células
brancas pequenas (W-SCR); percentual de células brancas médias (W-MCR);
percentual de células brancas grandes (W-LCR), conforme mostrado na Tabela
VIII.

A analise dessa tabela mostra que os animais idosos com tumor, tratados

ou ndo (G2, G3, G4, G5 e G6), mostraram aumento significativo na contagem
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total de leucécitos (WBC) em comparacdo aos animais idosos saudaveis (G1).
Ja entre os animais jovens, somente os tratados com Selol (G9) apresentaram
aumento na contagem total de leucdcitos.

Considerando a contagem diferencial de leucocitos, os animais idosos
com tumor, tratados ou nao, apresentaram diminuicdo no percentual de
linfécitos (W-SCR) e aumento no percentual de células brancas médias (W-
MCR) e na contagem de mondcitos (W-MCC), em comparacdo aos animais
saudaveis, Tabela IX.

Com relacdo aos animais jovens, na contagem diferencial de leucécitos,
com excecdo dos animais tratados com Selol e submetidos a TFD (G12), todos
0s outros mostraram diminuicdo do percentual de células brancas pequenas
(W-SCR) e aumento do percentual de células brancas médias (W-MCR). Ja
com relacédo a contagem de mondcitos (W-MCC), somente os animais do grupo
G9 apresentaram aumento no numero dessas células em comparacdo aos

animais saudaveis.
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Tabela VIII. Eritrograma e contagem de plaguetas em camundongos Balb/c com tumor sensibilizado com Selol e submetido a
Terapia Fotodinamica

Parametros

Grupos RBC (x10°/uL) HGB (g/dL) HCT (%) MCV (FI) MCH (pg) MCHC (g/dL) RDWC (%) RDWSD (fL) PLT (x10°/uL)
Animais idosos

G1 8,93+0,45  13,00+0,56 33,08+1,51 37,04+1,06 14,56+0,39 39,3+0,21 15,02+0,80 27,38+0,98 858,001297,48a
G2 7,13+1,11  10,20%1,72 26,34+5,63 36,74+2,28 14,28+0,35 39,0+1,87 17,60+1,29 31,3+3,59 544,801556,40b
G3 8,52+0,49  11,74+0,73 30,56+1,84 35,62+1,40 3,7+0,73 38,42+0,53 17,56+ 0,80 29,72+1,29 1055,801323,55a
G4 7,83£0,42  10,83+0,69 27,87+1,78 35,62+1,56 13,82+0,45 38,8+0,86 19,55+1,16 32,32+3,20 1062,001119,96a
G5 7,5 0,46 10,98+0,60 27,92+1,90 37,22+0,34 14,62+0,17 39,3+0,18 17,68+0,84 31,25+0,52 768,75i257,43a
G6 8,60+1,40 11,52+1,84 29,68+4,63 34,56+0,82 13,42+0,55 38,8+0,86 20,52+1,56 31,68+2,60 1289,201246,68a
Animais jovens

G7 8,92+1,32  12,78+1,68 31,72+5,41 35,55+0,26 14,37+0,27 40,37+0,85 15,15+0,52 26,65+0,42 846,50i339,93a
G8 10,02+1,84 14,58+2,62 36,00+6,74 35,94+0,26 14,56+0,23 40,56+0,45 16,20+0,60 28,3+1,31 656,60i189,81a
G9 9,07£0,44  12,54+0,59 36,82+7,87 35,92+1,00 14,08+0,45 39,24+0,27 16,30+1,38 28,62+1,82 1198,40132,79a
G10 9,65+0,99  13,68+1,29 33,30+4,00 35,00+1,52 13,74+0,82 39,22+0,24 15,48+1,33 30,06%1,37 1106,601256,76a
G111 10,31+2,48 14,44+3,05 31,82+1,60 35,10+0,81 13,84+0,35 39,44+0,21 17,12+1,29 27,34+1,58 857,40i162,84a
G12 9,52+1,18  13,06+1,50 34,66+3,69 35,92+0,77 14,20+0,63 39,54+1,30 18,52+2,24 26,64+1,84 1365,401317,8b

G1 e G7: animais sem tumor; G2 e G8: animais com tumor, mas sem tratamento; G3 e G9: animais com tumor sensibilizado pelo Selol; G4 e G10: animais
com tumor sensibilizado pelo Selol e tratado com NE-AICIFt; G5 e G11: animais com tumor submetido a TFD; G6 e G12: animais com tumor sensibilizado
pelo Selol e submetido a TFD. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) com poés-teste de Bonferroni, p<0,05. Diferentes letras
indicam diferenca significativa entre os grupos. RBC: contagem de eritrocitos; HGB: hemoglobina; RDWC: amplitude de distribuicao dos eritrocitos; PLT:
contagem total de plaquetas. Média +DP.
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Tabela IX. Leucograma de camundongos Balb/c com tumor sensibilizado com Selol e submetido a Terapia Fotodinamica

Parametros

Grupos ~ WBC (x10°uL)  W-SCR (%)  W-MCR (%)  W-LCR (%) W-SCC (10°/uL) W-MCC (10°/uL) W-LCC (10°/uL)
Animais idosos

G1 4,5+1,461% 58,12+8,72° 38,12+8,59°  3,76+3,14  2,7+1,23 1,66+0,33% 0,14+015
G2 53,80+34,90" 13,62+4,19° 78,82+2,80°  7,56+1,75  6,24+2,41 43+28,73" 4,56+3,81
G3 48,96+26,04° 15,68+11,87" 72,58+7,18"  11,74+8,69 5,66+2,48 36,64+20,38" 6,66+5,29
G4 41,65+24,13" 13,02+4,09°  76,7+3,26" 10,27+4,20  4,80+2,37 31,8+20,51" 5,05+5,34
G5 55,00+36,21° 15,72+4.89°  76,07+1,97°  8,2+3.47 7,40+3,05 42,85+32,47° 5,65+6,35
G6 65,12+55,31" 13,86+7,83°  71,6645,83°  14,4847.90 6,2643,08 46,9+39,86" 11,96+12
Animais jovens

G7 5,73 +1,19% 73+4,38° 24.47+1,80° 2524363  4,15+0,91 1,4+0,35° 0,17+0,28
G8 27,52 +18,32°°°  2504+22.31° 62,76+19,53° 12,2+641  4.88+2,47 18,46+13,06%°  4,18+45
G9 52,68+43,52° 24,42+13,49° 64,72+¢8.40°  10,86+8,31 9,8+7,66 36,68+32,23" 6,2+5,36
G10 18,38+12,60%° 27,7+6,25°  66,8+4,68" 5,5+4,67 4,74+2,33 12,26+8,33% 1,38+2,04
G11 6,00£5,37% 37,24+17,48" 59,76+16,62° 3+1,88 1,82+1,38 4+4,7° 0,18+0,17
G12 27,50+25,15%° 52,78+20,86%C 44,9+19,02°° 2324234  12,24+11.14 14,18+14,49%° 1,08+1,37

G1 e G7: animais sem tumor; G2 e G8: animais com tumor, mas sem tratamento; G3 e G9: animais com tumor tratado com Selol; G4 e G10 animais com
tumor tratado com Selol e NE-AICIFt; G5 e G11: animais com tumor submetido a TFD; G6 e G12: animais com tumor tratado com Selol e submetido a TFD.
Os dados obtidos foram submetidos & andlise de variancia (ANOVA) e ao pds-teste de Bonferroni, p<0,05. Diferentes letras indicam diferencga significativa
entre os grupos. WBC: contagem total de leucécitos; W-SCR: percentual de células brancas pequenas; W-MCR: percentual de células brancas
meédias;WLCR: percentual de células brancas grandes; W-SCC: contagem de linfocitos; W-MCC: contagem de mondcitos, eosinéfilos e baséfilos; W-LCC

contagem de neutroéfilos. Média + DP.
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5.2.2.3.4. Andlise histopaldgica do baco, rins, figado e pulmédo de
animais com tumor sensibilizados pelo Selol e submetidos a terapia
fotodinamica.

A analise histologica com coloracdo de H&E dos pulmdes, rins, e bacos dos
animais, tanto idosos quanto jovens, submetidos aos diferentes tratamentos néo
mostrou, ao microscopio de luz, alteracdo morfolégica nesses o6rgaos (Figura

22), barra de escala igual a 200 nm.

Figura 22. Fotomicrografia de cortes histolégicos de pulm&o, rim e bago corados com
H&E de camundongos BALB/c com tumores sensibilizados com Selol e submetidos a
TFD. A: pulméo de animal idoso saudavel. B: pulméo de animal jovem saudavel. C:
rim de animal idoso. D: rim de animal jovem. E: baco de animal idoso e F: Baco de
animal jovem. Circulo envolvendo polpa branca no baco.
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Apesar de ndo apresentarem alteracbes na estrutura do tecido hepatico,
todos os animais idosos, com tumor ou hao, apresentaram esteatose hepatica,
Figura 23b, enquanto que entre os animais jovens, somente dois com tumor sem
tratamento e um tratado com Selol e submetido a TFD apresentaram esteatose
hepatica.

Nos animais idosos e nos jovens com tumor, tratados ou ndo, foram
visualizados infiltrados inflamatérios nesse 6rgédo, principalmente, em torno de
vasos sanguineos, em maior ou menor grau. Os animais tratados com Selol
foram os que apresentaram focos inflamatorios de menor grau, barra de escala

igual a 200 um.

Figura 23. Fotomicrografias de cortes histoldgicos de figados, corados com H&E de
camundongos BALB/c com tumores sensibilizados com Selol e submetidos a TFD. A: figado
normal de animal jovem; B: figado de animal normal idoso com esteatose; C:infiltrados
inflamatérios em torno de vasos sanguineos; D: infiltrados inflamatérios em torno de uma vénula.
Barra de escala igual a 200 um.
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5.2.3. Avaliagcdo da eficacia da Terapia Fotodinadmica na
erradicacdo de tumores sensibilizados pelo Selol.

Para determinar a eficacia da terapia fotodindmica na erradicacdo de
tumores sensibilizados pelo Selol utilizaram-se dois parametros: (1)
determinacao do volume tumoral e (2) analise histopatolégica dos tumores e dos

linfonodos sentinelas. Os resultados estéo descritos a seguir.

5.2.3.1. Volume tumoral
Os dados referentes ao volume dos tumores estdo expressos na Tabela
X e na Figura 24.
Na Tabela X e na Figura 24A (animais idosos), observa-se que ao fim do

tratamento os tumores dos animais do grupo G6 (animais cujo tumor foi

sensibilizado com Selol e depois submetido a TFD) apresentaram volume igual a
270,10+130,10 mm3; neles a taxa de reducéo foi de 47,65%, quando comparado
ao grupo G2 (animais com tumor sem tratamento) cujos tumores tinham volume
igual a 515,96+157,46 mm3, Tabela X. Os tumores dos animais do grupo G4
(animais tratados somente com Selol) mostraram maior taxa de reducédo

(67,35%) e os do grupo G5 (animais submetidos a TFD) apresentaram menor

taxa de reducéo (28,11%).

Também na Tabela X, mas com relagdo aos animais jovens (Figura
24B), observa-se que ao fim do tratamento os tumores dos animais do grupo G9,
G10 e G12 apresentaram as maiores taxas de reducéo tumoral, neles a reducéo
foi respectivamente, 91,36 %, 86,00% e 70,92 %, quando comparado ao grupo
G8 (animais com tumor sem tratamento) que apresentaram tumores com volume
igual a 472,58+361,18. No grupo G12 apesar da reducéo do volume tumoral ter
sido de 70,92 %, ela ndo foi significativa quando comparada a do grupo G8;
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nesse grupo um dos animais ndo apresentou reducdo tumoral. Ja 0os animais

submetidos somente a TFD nao tiveram os tumores reduzidos pelo contrario,

eles mostraram um discreto aumento (2,58%).

Tabela X. Volume dos tumores de camundongos Balb/c sensibilizados com Selol
e submetidos a Terapia Fotodinamica

Volume tumoral (mm?®)

Grupo Inicial Final Taxa de reducéo (%)
Experimental

Animais idosos
Gl - - -
G2 3,67+2,16 515,96+157,45% -
G3 3,73+2,24 307,55+194,83" 40,39
G4 3,77+1,26 168,45+116,05° 67,35
G5 5,30+2,13 370,93+216,37° 28,11
G6 2,13+1,26 270,10+130,10" 47,65
Animais jovens
G7 - - -
G8 5,5545,13 472,58+361,18?% -
G9 0,77+0,83 40,85+63,68" 91,36
G10 1,36+1,31 66,40+88,36" 86,00
G1l1 4,67+3,52 484,75+468,82% 2,58*
G12 4,99+2,41 137,43+136,72° 70,92

G1 e G7: animais sem tumor; G2 e G8: animais com tumor sem tratamento; G3 e G9: animais
com tumor sensibilizado com Selol; G4 e G10: animais com tumor sensibilizado com Selol e
tratado com NE-AIFtCI; G5 e G11: animais com tumor submetido a terapia fotodindmica; G6 e
G12: animais com tumor sensibilizado com Selol e depois submetido a TFD. A concentracéo do
Selol foi igual a 12 mg/mL e a da NE-AIFtCI 40 uM. (*) representa aumento do volume tumoral.

Média + DP.
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Figura 24. Volume dos tumores de camundongos Balb/c ao longo do tratamento. A:
animais idosos e B: animais jovens. G1 e G7: animais sem tumor; G2 e G8: animais
com tumor sem tratamento; G3 e G9: animais com tumor sensibilizado com Selol; G4
e G10: animais com tumor sensibilizado com Selol e tratado com NE-AIFtCI; G5 e
G11: animais com tumor submetido a terapia fotodindmica; G6 e G12: animais com
tumor sensibilizado com Selol e depois submetido a TFD. A concentracédo do Selol foi
igual a 12 mg/mL e a da NE-AIFtCI 40 uM. Os dados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) e ao poés-teste de Bonferroni, p<0,05. Letras diferentes
indicam diferencga significativa entre os grupos no mesmo tempo. Média + DP.
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5.2.3.2 Andlise histopatoldgica dos tumores e dos linfonodos
sentinelas
5.2.3.2.1. Andlise histopatolédgica dos tumores
A analise histopatoldgica mostrou que alguns animais jovens tratados
com Selol mostraram remissdo total tumor, Figura 25c e 25d. Dos quinze
animais que receberam Selol trés apresentaram remissao total do tumor. A
Figura 25a e 25b mostram respectivamente, uma mama saudavel e uma com

tumor.

Figura 25. Fotomicrografias de cortes histol6gicos corados com H&E de tecido mamario
de camundongos Balb/c. A: mama saudavel; B: mama com tumor sem tratamento; C, D:
tumor tratado com Selol. . Barra de escala igual a 200 pm.
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5.2.3.2.2. Andlise histopatologica de linfonodos sentinelas

Com relacédo aos linfonodos sentinelas, conforme ilustrado na Tabela XI,
todos os animais idosos ou jovens sem tratamento apresentaram metastases
nos linfonodos sentinelas.

Ainda na Tabela X, observa-se que entre os animais idosos, trés dos
tratados com Selol; quatro dos tratados Selol e AICIFt e dois dos tratados com
Selol e depois submetidos a TFD apresentaram metastases nesses 6rgao.

Entre os animais jovens, apenas os tratados com Selol sozinho (G9) néo
apresentaram metastase. No grupo tratado com Selol e AICIFt (G10) apenas um
animal apresentou metastase. Entre os submetidos a TFD e os tratados com
Selol e depois submetidos a TFD trés e dois apresentaram metastase,
respectivamente.

Tabela XI. Incidéncia de metastase em linfonodos sentinelas de camundongos
Balb/c cujos tumores foram sensibilizados com Selol e submetidos a Terapia
Fotodinamica

Grupos  Animais Grupos Animais jovens
idosos
G2 5/5 G8 5/5
G3 3/5 G9 -
G4 4/5 G10 1/5
G5 0/3 G1l1 3/5
G6 2/5 G12 2/5

Gl e G7: animais sem tumor; G2 e G8: animais com tumor sem tratamento; G3 e G9: animais
com tumor sensibilizado com Selol; G4 e G10: animais com tumor sensibilizado com Selol e
tratado com NE-AIFtCl; G5 e G11: animais com tumor submetido a terapia fotodinamica; G6 e
G12: animais com tumor sensibilizado com Selol e depois submetido a TFD. A concentragao do
Selol foi igual a 12 mg/mL e a da NE-AIFtCI 40 pM.
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A maioria das células neoplasicas foi visualizada dentro dos seios

subcapsulares e medulares, Figura 26.

ey = ; ‘i NG ,.-v‘(- e ; .‘ ! B2 S i L1 X g
Figura 26. Fotomicrografias de cortes histol6gicos corados com H&E de linfonodos
sentinelas de camundongos Balb/c com tumor e sem tumor. A: Linfonodo sentinela de
animal saudavel em aumento de 10x. B: Linfonodo sentinela de animal saudavel em
aumento de 40x. C: Linfonodo sentinela de animal com tumor sem tratamento em
aumento de 40x; D: Linfonodo sentinela de animal com tumor sem tratamento em
aumento de 100x. Seta indica seio medular com células metastaticas, * indica células
metastaticas. Em a, b e ¢ barra de escala igual a 400 um. Em d, escala igual a 10 pm.
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O céancer de mama, mesmo com 0S avangos na deteccdo precoce,
ainda é uma das principais causas de mortalidade em mulheres em todo o
mundo. Assim, considerando ndo somente as estatisticas nada promissoras,
mas também o fato de que a efetividade das terapias utilizadas contra o cancer
de mama é limitada (Saeg et alli, 2018). Realizou-se este estudo de modo a
analisar uma via que potencializasse a eficacia da Terapia Fotodindmica na
erradicacdo de tumores de mama. Para tal, células tumorais murinas, 4T1,
foram transplantadas para a 52 mama de camundongos Balb-c idosas e jovens.
Apo6s a formacdo da massa tumoral essas células foram expostas ao Selol,
uma mistura de selenotriacilglicerideo que contém Selénio em estado de
oxidacdo +4 e que de acordo com Fernandes e colaboradores, 2015 (Staron et
alli, 2010; Flis, 2015) aumenta a sensibilidade das células tumorais a radiacao.

Assim, apés serem sensibilizados pelo Selol, os tumores foram
submetidos a Terapia Fotodinamica. Essa modalidade terapéutica néo induz
mielossupressado, um dos piores efeitos da quimioterapia, pois € alvo-especifica
devido a delimitacdo precisa do local de irradiacao além de ativar o sistema
imunitario (Rezende et alli, 2005; Marrache et alli, 2013)

Fora a sensibilizacdo prévia dos tumores, para potencializar a TFD
utilizou-se também nanossistemas que possibilitam a administracdo de
dosagens menores do farmaco, por liberarem o farmaco de forma controlada e
sustentada, além de melhorar a hidrofobicidade de muitos farmacos (Singh et
alli, 2009). Assim, neste estudo, tanto o Selol quanto o fotossensibilizante,
Aluminio-Cloro-Ftalocianina  (AICIFt), foram utilizados na forma de
nanossistemas desenvolvidos no Laboratorio de Nanobiotecnologia desta

universidade.
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A AICIFt foi utilizada em forma de nanoemulséo, o que lhe proporciona
maior estabilidade, aumento da &rea interfacial, rapida absorcdo pelos
enterdécitos, em caso de administragcdo oral, além de aumentar a solubilidade e
a biodisponibilidade do farmaco (Rai et alli, 2018). Para preparacdo da
nanoemulsao foi utilizado o método de emulsificagdo espontanea, um método
simples, livre de solventes, de baixo custo e que pode ser produzido em larga
escala e que utiliza a energia armazenada no préprio sistema (Goto et alli,
2017; Rai et alli, 2018).

Esse sistema de nanoemulsdo mostrou ter diametro hidrodinamico
(DH) de 23,5 nm, o que esta de acordo com Doost e colaboradores, 2018, que
define nanoemulsdo como um sistema coloidal com nanogotas de diametro
inferior a 100 nm (Doost, 2018). A nanoemulsdo mostrou também indice de
polidispersao igual a 0,04, o que denota uma populacdo de nanogoticulas
monodispersa, ou seja, uma estreita distribuicdo de tamanho na populacao,
importante para evitar o efeito chamado “maturacéo de Ostwald”, que ocorre
devido a mudanca no raio de curvatura das goticulas, resultando na
coalescéncia com particulas maiores e consequentemente em aumento do DH
no decorrer do tempo (Rai, 2018; Doost, 2018; Karthik, 2018). Além disso, a
nanoemulsdo apresentou potencial zeta (PZ) igual a -30 mV, o que favorece a
sua estabilidade devido a forca de repulsdo entre as cargas de superficie
juntamente com a energia cinética conferida pelo movimento Browniano.

Estas caracteristicas coloidais mostram que a nanoemulsao utilizada
neste estudo pode permanecer cineticamente estavel ao longo do tempo (Rai,
2018; Doost, 2018). O fato de a AICIFt estar dispersa nha nanoemulséo a torna

mais propicia a ser utilizada in vivo, pois em meios fisiolégicos, a ftalocianina,
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devido a sua natureza hidrofobica, tende a agregar-se, se autoextinguindo
(self-quenching) e, perdendo assim a atividade fotodinamica (Asem, 2016).
Ressalta-se que a AICIFt dispersa na nanoemulsdo mantém o perfil espectral
de absorbancia e de emisséo de fluorescéncia além da capacidade de induzir
producao de radicais de livres (dados do grupo).

J& o Selol utilizado em nanocépsulas, apresenta algumas vantagens,
tais como: alto teor de substancias lipofilicas devido ao ndcleo oleoso, o0 que
confere protecdo a farmacos instaveis, além de alta capacidade de carrea-los,
liberacdo modificada, protecdo maior contra a fotodegradacdo e,
principalmente, maior interacdo com células e tecidos alvo (Ferreira, 2018).

As nanocapsulas com o Selol (NcSe) apresentaram DH de 257 nm, o
que segundo Ferreira e colaboradores, 2018 (Ferreira, 2018) é compativel com
o DH de nanoestruturas que contém compostos com selénio organico. O IPD
que considera o tamanho das nanoparticulas, o indice de refracado do solvente,
o angulo de medicdo e a variancia da distribuicAdo do tamanho das
nanoparticulas mostrou-se igual a 0,1, o que mostra que a populacdo de
nanocapsulas € monodispersa com distribuicdo unimodal (Ferreira, 2018).

Essa estreita distribuicdo de tamanho e baixo PDI, auxilia na prevencao
do efeito chamado “maturacédo de Ostwald”, ja citado anteriormente. O
potencial zeta mostrou ser igual a -60 mV, provavelmente, devido aos grupos
carboxilas do polimero PVYM/MA (Guhagarkar, 2011), sendo que valores acima
de 30 mV em modulo favorecem a estabilidade das particulas (Kumar, 2018).
Este parametro refere-se ao potencial eletrocinético de sistemas coloidais, ou
seja, € um valor associado a magnitude da carga de superficie das

nanoparticulas e o liquido dispersante (Honary, 2013). Esta carga superficial &
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responsavel pela estabilidade das nanocédpsulas ao longo do periodo
analisado, pelos mesmos motivos supracitados, movimento browniano e forca
de repulsdo. O potencial zeta negativo favorece a endocitose pelas células
devido a interacdo eletrostética entre a carga negativa e os sitios positivos
existentes na membrana celular (Honary, 2013). Também ¢é possivel que
ocorra interagdo dos grupamentos carboxilas das nanocdpsulas com moléculas
polares da superficie celular através de ligacdes por ponte de hidrogénio
(Krassimira, 2005).

Tanto a NE-AICIFt como a NcSe apresentaram morfologia esférica e
monodispersividade. Essa uniformidade é importante pois assim, ndo havera
goticulas de tamanhos muito distantes da média, ndo havendo tendéncia a
coalescéncia e consequente obstrucdo do fluxo sanguineo, caso seja escolhida
administracdo endovenosa (Gutiérrez et alli, 2008; Rossetti et alli, 2011).Uma
vez determinadas as caracteristicas coloidais e morfolégicas das NcSe e da
NE-AIFtCl realizaram-se estudos in vitro para avaliar a eficacia da TFD
mediada pela NE-AIFtCl na reducé@o da viabilidade de células sensibilizadas
pelo Selol. Para tal, considerou-se o fato de que o cancer € uma doenca de
tecidos complexos, denominados de tumores, no qual células neoplasicas
estdo em constante comunicacdo com ceélulas ndo neoplasicas, muitas delas
inclusive auxiliando na proliferacdo de células neoplasicas e na sobrevivéncia
da massa tumoral (Elenbaas & Weinberg, 2001).

Além disso, considerou-se o fato de que um farmaco ideal ndo deve ser
toxico e/ou genotoxico sobre as células dos tecidos ndo tumorais do
organismo. Por isso, neste estudo escolheu-se como modelo uma linhagem

nao tumoral, NIH-3T3 e uma linhagem tumoral, células 4T1.
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A escolha da linhagem celular NIH-3T3 deveu-se ao fato de essa
linhagem ser constituida de fibroblastos ndo tumorais. JA a escolha da
linhagem celular 4T1 deveu-se, principalmente ao fato de as células dessa
linhagem terem sido isoladas de um tumor de mama murino equivalentes a
tumor humano em estagio IV, triplo negativo (expressdo negativa dos
receptores de estrogénio, de progesterona e do receptor do fator de
crescimento epidermal humano-2 (HER2)). Esse tipo de cancer de mama esta
associado a um mau prognéstico e a opc¢des limitadas de tratamento (Heimes,
2018), apresentando maior propensdo a recorréncias e a alta taxa de
mortalidade (Burnett, 2017; Zhang, 2018). Na perspectiva dos ensaios in vivo
essas células seriam ideais para a inducao dos tumores de mama, mesmo que
as ceélulas que formam linhagens de células cancerosas se desenvolvam sem
interacdes heterotipicas e desviem do comportamento de células de tumores
humanos (Weimberg p.585). Definidas as linhagens celulares procederam-se
ensaios para verificar se as NcSe e a NE-AIFtCl seriam citotdxicas e em que
concentracéo elas poderiam ser utilizadas na TFD.

As NcSe reduziram somente a viabilidade das células tumorais e mesmo
assim, somente quando a concentracao do Selol era igual a 400 pg/mL. Essa
sensibilidade maior das células tumorais ao Selol deve ocorrer, provavelmente,
por elas apresentarem sistemas de reparo do DNA deficientes e
consequentemente maior instabilidade gendmica, o que as torna mais
suscetiveis ao estresse oxidativo induzido pelo Selol produzido quando em
altas doses (Fernandes, 2005; Suchocki, 2010; Gandin, 2018).

Vale ressaltar que apos 72 horas, nas menores concentracoes, o Selol

induziu proliferacdo das células das duas linhagens. Provavelmente, a
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quantidade de ERO induzida pelo Selol ndo foi suficiente para provocar morte
celular, mas suficiente para atuar como segundo mensageiro em vias de
sinalizacao celular que inibem a apoptose e induzem a proliferacdo celular. Isso
acontece, porgue as ERO ativam proteinas cinases que fosforilam as proteinas
JNK e p38 (Kim, 2008). A proteina JNK fosforilada ativa as moléculas FOS e
JUN, possibilitando que elas dimerizem formando o fator de transcricdo AP-1,
gue por sua vez ativa a transcricdo de genes indutores da proliferacdo celular.
Ja a proteina p38 fosforilada pode ativar a molécula NF-kB, um fator de
transcricdo que induz a expressao da proteina Bcl-2 e de proteinas inibidoras
de caspases, inibindo assim, a apoptose (Kim, 2008). Além disso, a molécula
NF- NF-kB, também induz a expressdo de ciclina D e da proteina Myc,
proteinas envolvidas na progresséo do ciclo celular (Weimberg R, 22ed.).

Com relagdo a AICIFt os resultados também se mostram interessantes,
pois quando ndo irradiada ela mostrou-se in6écua, mas quando irradiada, nas
mesmas concentragdes, foi capaz de induzir reducdo da viabilidade celular nas
duas linhagens, redugcdo essa que se mostrou proporcional ao aumento da
concentracdo de AICIFt. Esses dados mostram que a AICIFt tem os requisitos
de um fotossensibilizante ideal, uma vez que apresenta citotoxicidade apenas
na presenca de luz (Bechet et alli, 2008).

Com base nos resultados obtidos na etapa anterior, decidiu-se
sensibilizar células das duas linhagens com Selol nas concentracdes de 200
pg/mL e 400 pg/mL e depois de 24 horas submeter-lhes a TFD utilizando a
nanoemulsdo em diferentes concentracdes de AICIFt. Os resultados mostram
gue nas duas linhagens celulares, a sensibilizacao previa das células com Selol

(200 pg/mL ou 400 pg/mL) potencializou o efeito da TFD somente quando a
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AICIFt foi utilizada nas menores concentragdes (2,9 nM e 3.9 nM); quando se
utilizou a AICIFt nas maiores concentracdes (7,8 nM e 15.6 nM) esse efeito ndo
ocorreu. Segundo Sochacka e colaboradores em 2014 (Sochacka et alli,2014),
a associacdo de Selénio, farmacos e radiacdo aumenta a efetividade do
tratamento antineoplasico. Esses autores postulam que nesse caso, 0 selénio
liberado pelo Selol agiria como pro-oxidante e ndo como antioxidante (Liu,
2011), o que potencializa o efeito dos farmacos.

Em 2007, Suchocki e colaboradores (Suchocki et alli, 2007) mostraram
que o Selol torna as células leucémicas mais sensiveis a citotoxicidade
induzida pela Vincristina e Doxorrubicina, sugerindo que o Selol poderia ser
usado em combinacdo com outras drogas quimioterdpicas. Considerando o0s
dados deste estudo € plausivel acreditar que a sensibilizacdo com o Selol
permite ainda que sejam utilizadas menores concentracdes do farmaco.

Outro dado interessante deste ensaio foi que o Selol tornou as células
tumorais mais sensiveis a radiacdo emitida pelo LED do que as células nao
tumorais. Convém lembrar que, para satisfazer as suas demandas energéticas,
as células neoplasicas, ao contrario das células normais, oxidam a glicose
utilizando a glicolise em vez da fosforilacdo oxidativa mitocondrial, produzindo
ATP em velocidade 100 vezes mais rapida do que a fosforilacdo oxidativa
(Fernandes, 2015).

A etapa seguinte deste estudo consistiu em avaliar quais alteracdes a
TFD promoveu nas células sensibilizadas com Selol que as levariam a morte.
Para tal, realizaram-se ensaios que permitiram quantificar as alteracdes do
potencial de membranas mitocondriais, a taxa de fragmentacdo do DNA e a

dindmica do ciclo celular. Nesta etapa utilizou-se como modelo experimental

89



Discusséao

somente a linhagem celular 4T1, pois como mencionado anteriormente foram
as células dessa linhagem que se mostraram mais sensiveis ao tratamento e
nao as células ndo neoplasicas.

O ensaio para verificacdo do potencial de membrana mitocondrial
mostrou que somente as mitocéndrias das células sensibilizadas com Selol 200
pg/mL e tratadas com AICIFt sem irradiacdo apresentaram alteragdo no
potencial elétrico, mais especificamente despolarizacdo. Segundo Fernandes e
colaboradores, em 2015, o tratamento com Selenito promove alteracdo do
potencial de membrana mitocondrial em diferentes linhagens neoplasicas
(Fernandes, 2015). O fato de que somente as células sensibilizadas com Selol
200 pg/mL e tratadas com AICIFt sem irradiacdo tenham mostrado
despolarizacdo das membranas mitocondriais, sugere que o0 mecanismo de
morte induzido pela TFD com NE-AICIFt em células da linhagem 4T1
sensibilizadas ou ndo com Selol n&o tenha ocorrido por apoptose e, portanto,
outras organelas e ndo as mitocondrias possam estar envolvidas no processo
de morte celular. Isso ndo € surpreendente, pois uma das principais
caracteristicas das células neoplasicas € a capacidade de evadir da apoptose
intrinseca, aquela disparada pela proteina p53, s6 assim elas sobrevivem e
formam tumores. Com base nisso pode-se inferir que a reducéo na populagéo
de células 4T1 observada neste estudo possa ter ocorrido, entre outros, devido
a intensa fragmentacao inespecifica do DNA.

Assim, determinou-se também a taxa de fragmentacao induzida pelos
tratamentos. Os resultados mostram que o Selol ndo induziu fragmentagéo no
DNA e que a TFD sozinha induziu fragmentacdo em 75,6% do DNA, mas

guando ela foi aplicada em células sensibilizadas com Selol 200 ug/mL ou Selol
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400 pg/mL essa fragmentacao foi somente de 57,1 e 34,7% respectivamente. A
intensa fragmentacdo no DNA induzida pela TFD pode ser consequéncia da
oxidacdo dessa molécula devido a grande quantidade de radicais de oxigénio
presentes na célula em decorréncia das reacfes induzidas pela
fotossensibilizacdo da AICIFt e pelos aductos de DNA resultantes da ligagéo
AICIFt-DNA. De acordo com Jayme e colaboradores, 2018, a AICIFt pode
interagir com o DNA, uma vez que complexos metalicos pequenos ligam-se ao
DNA por meio de interagbes de Van der Waals e empilhamento 1 ou ligacdes
de hidrogénio (Jayme, 2018). Considerando que o Selénio apesar de poder
funcionar como uma molécula pré-oxidante (Sochacka, 2014), também pode
funcionar como um antioxidante, fornecendo protecdo contra danos celulares
induzidos por espécies reativas de oxigénio (Xiao, 2018), acredita-se que,
neste ensaio, o Selol de alguma forma ou dificultou a interagéo AICIFt-DNA ou
tenha ajudado no sequestro de ERO, mas n&do o suficiente para inibir a
fragmentacao do DNA.

A intensa fragmentacdo do DNA induzida pela TFD afetou a dinamica
do ciclo celular, enquanto que as células da maioria dos grupos estavam na
fase G1 do ciclo, as células submetidas somente a TFD estavam na fase G2/M.
Ja estd bem estabelecido que danos no DNA promovidos pela radiacéo
blogueiam o ciclo celular na fase G2/M. (Gogineni, 2011).

As células tratadas com o Selol na concentragdo de 400 pg/mL, embora
ndo tenham apresentado fragmentacdo no DNA, estavam também
majoritariamente em G2/M. Varios autores ja demostraram que em células
neoplasicas o Selol induz parada do ciclo celular na fase de G2/M (Miranda,

2014). Nesse caso, o Selol provavelmente deve induzir danos em moléculas
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que ndo sejam o DNA, tais como proteinas e lipidios. Essa hipdtese pode ser
reforcada pelo fato de que quando a TFD foi aplicada em células previamente
sensibilizadas com o Selol na concentracdo de 400 pg/mL, as células ndo
ficaram presas em G2/M, mas sim na fase G1, mesmo apresentando taxa de
fragmentacao do DNA elevada.

No citbmetro de fluxo fez-se a andlise morfologica das células apds os
diferentes tratamentos. Essa analise mostrou que, com excecao das células do
grupo submetido somente a TFD, nos outros grupos a maioria das células
apresentou tamanho e granulosidade semelhantes ao grupo controle. A TFD
sozinha induziu reducéo do tamanho e da granulosidade em 55% das células.
Essas alteracfes sugerem que as células estdo em processo de degeneracao,
muito provavelmente decorrente do estresse oxidativo promovido pela TFD.
Esse estresse oxidativo por sua vez, danificou 80% do DNA, o que bloqueou a
progressao do ciclo celular na fase G2/M, levando as células a morte.

Considerando que os ensaios de MTT mostraram que nas duas
linhagens celulares, a sensibilizacdo previa das células com Selol (200 pg/mL
ou 400 pg/mL) potencializou o efeito da TFD somente quando a AIFtCl foi
utilizada nas menores concentracdes (2,9 nM e 3.9 nM), decidiu-se realizar os
ensaios in vivo para avaliar se a sensibilizagcdo prévia dos tumores
potencializaria a eficacia da TFD na erradicacdo de tumores de mama.

Apesar de uma linhagem celular tumoral ao se propagar extensivamente
em um organismo gerar pequenas semelhancas histolégicas com os tumores
tipicamente encontrados na clinica oncolégica, o implante xenografico de
células tumorais humanas em camundongos tem se mostrado um modelo util

para obterem-se informacgdes sobre 0 processo de tumorigénese. Assim, neste
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estudo, utilizou-se a linhagem celular 4T1 como modelo tumoral, pois as
células dessa linhagem como citado anteriormente, foram isoladas de um
tumor murino de mama equivalente a tumor humano em estagio 4, triplo
negativo; um tipo de cancer de mama associado a pior progndstico e com
propensdo a recorréncias. As massas tumorais foram induzidas em animais
idosos e jovens, de modo a averiguar se a idade interferiria nas respostas aos
tratamentos. Vale ressaltar que o cancer, por ser uma doengca complexa e se
desenvolver em mudltiplas etapas, podendo levar décadas para se estabelecer,
mais comum em pessoas com idade adulta acima dos 55 anos. A primeira
aplicacdo clinica de TFD no cancer de mama foi para tratamento de
metdstases cutdneas na parede toracica, aplicada em 37 pacientes com
carcinoma mamario com recorréncia a parede toracica (Banerjee et alli, 2017).

Considerando que a inflamacgé&o cronica tem papel na patogénese de
carcinomas humanos e que o0s neutrdfilos sdao mediadores criticos da
progressao tumoral, neste estudo, a cada semana, durante cinco semanas,
mediu-se a enzima Mieloperoxidase, um marcador de acumulo e ativacdo de
neutroéfilos que ocorre no inicio de um processo inflamatorio, pois os neutrofilos
sdo os primeiros leucdcitos recrutados quando ocorre alguma injaria tecidual
(Tseng, 2012; Guo et alli, 2017). Para esse ensaio, utilizou-se uma sonda
bioluminescente, o Luminol, um método sensivel de imageamento (Liu, 2011),
nao invasivo (Tseng, 2012). A primeira dosagem foi realizada sete dias apos a
inoculacdo das células tumorais, ou seja, antes dos tratamentos e, a enzima foi
detectada somente nos tumores.

Na primeira semana 0s animais idosos mostraram niveis de enzima

Mieloperoxidase maiores do que o0s jovens, como eles ainda ndo tinham
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recebido tratamento algum, infere-se que o nivel aumentado dessa enzima nos
idosos esteja ligado ao processo de envelhecimento. Em 2008, Salminen e
colaboradores relatam que com o advento da idade, a resposta imune
adaptativa declina, enquanto que a resposta imune inata induz um perfil pro-
inflamatério. Esse quadro de resposta imune associado a idade é conhecido
como “inflamm-aging” (Salminen, 2008) e, nesse contexto, Lin e colaboradores,
2017, relataram genes relacionados a inflamacéo estdo superexpressos com a
idade (Lin, 2017).

Nos animais idosos os tratamentos ndo interferiram nos niveis de
Mieloperoxidase. J& entre os animais jovens, o Selol induziu inicialmente
aumento dos niveis da enzima, mas a partir da segunda semana, 0s niveis
normalizaram. O aumento de Mieloperoxidase induzido pelo Selol parece ter
sido inibido pela TFD, pois os animais tratados com Selol e depois submetidos
a TFD nao apresentaram alteragcbes no nivel dessa enzima. Como citado
anteriormente, o aumento da enzima Mieloperoxidase no tumor € um indicativo
da presenca de neutréfilos naquele ambiente. Essa enzima e as outras
enzimas liberadas pelos neutrofilos podem lesionar as células adjacentes
(Cascao et alli, 2010), pois elevam os niveis de espécies reativas de oxigénio,
ERO, no local, principalmente o oxigénio singleto (*O,), o que é interessante,
pois pode potencializar o efeito da TFD. Entretanto, ha que se considerar que a
inflamacdo € uma fator de promocdo tumoral, pois além do aumento da
Mieloperoxidase e de ERO, os neutrofilos também liberam a citocina TNF-a
(Guo, 2017). O TNF-a atua de maneira paracrina nas ceélulas que apresentam
receptores para ele. Quando isso acontece, ocorre ativacdo da cinase IKK que

por sua vez, fosforila IkB (o inibidor de NF-kB), marcando-o para a destruicao.
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Desse modo, o NF-kB é liberado e migra do citoplasma para o nucleo, onde
induz a transcricdo de genes antiapoptéticos e genes indutores da proliferacédo
celular. Assim sendo, a inflamacdo € um fator de promog¢&o tumoral por meio
da ativagéo da via NF-kB.

De modo a determinar se os diferentes tratamentos seriam toxicos para
0os animais, foram realizadas medi¢cdes do peso corporal e de érgdos como
figado, baco e rim, além de andlise histopatolégica desses 6rgdos e dos
pulmdes. Como parametros de hepatotoxicidade e de nefrotoxicidade também
foram realizados exames hematoldgicos. Os resultados mostram que antes dos
tratamentos, 0s animais idosos e 0s jovens apresentaram peso corporal similar,
que nédo foi afetado pela presenca dos tumores e nem pelos tratamentos.
Outros trabalhos do grupo ja tinham mostrado que tanto a TFD quanto o Selol
ndo afetam o peso do animal (Souza, 2014). Com relacdo ao peso dos 6érgaos,
a presenca do tumor, tanto nos idosos quanto nos jovens, induziu a
hepatoesplenomegalia. A literatura mostra que o modelo tumoral 4T1 induz a
hematopoese no figado e no bacgo (Tao, 2008; Jackson, 2017; Ravindranathan,
2018), o que pode explicar a hepatoesplenomegalia observada nos animais
com tumor neste estudo.

Interessantemente, o tratamento com Selol quando aplicado sozinho
promoveu a regressao do tamanho desses 0rgaos, tanto nos animais idosos
guanto nos jovens. Entretanto, quando o Selol foi associado a TFD promoveu
nos animais idosos somente regressao do figado e nos jovens somente a
regressao do baco. Essa regressédo do tamanho do figado e do baco induzida
pelo Selol pode ser devido a regressao dos tumores, o que sera discutido mais

adiante.
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Como indicador de hepatotoxicidade foram também dosados os
niveis séricos das enzimas Fosfatase alcalina (FAL), a Alanina
aminotransferase (ALT) e a Aspartato aminotransferase (AST) e como
indicador de nefrotoxicidade dosou-se o nivel de Creatinina e Ureia. O tumor
induziu aumento somente da enzima Aspartato aminotransferase (AST)
apenas nos animais jovens; jA nos idosos quem aumentou a AST foi o
tratamento com o Selol. Neles o Selol associado a TFD baixou os niveis
dessa enzima. Esse aumento nos niveis da AST dos animais jovens induzido
pelo Selol poderia ser um indicativo de lesdo hepatica, mas a relacdo
ALT/AST nos diferentes grupos foi sempre menor que 1, e, somente é
indicativo de lesédo hepatica quando essa relacdo for maior que 1 (Zamin,
2002; Hyder, 2013)Os resultados mostraram também que tanto o tumor
guanto os tratamentos nao induziram nefrotoxicidade.

Com relacdo aos exames hematoldgicos, nos animais idosos o tumor
induziu reducéo dos niveis de plaquetas, mas os tratamentos os normalizaram.
A diminuicdo de plaquetas nos animais idosos com tumor pode estar
relacionada a esplenomegalia observada neles, pois em um baco aumentado
pode ocorrer eliminacdo de plaquetas ainda saudaveis, enquanto que em um
baco normal ocorre a eliminacdo somente de plaquetas envelhecidas. Em
1971, Harker mostra que em um baco aumentado, a retencdo de plaquetas &
muito maior do que em um baco normal, diminuindo o numero de plaquetas
circulantes (Harker, 1971). Ressalta-se que neste estudo, os animais jovens
com tumor (G8) também apresentaram esplenomegalia, mas ndo aumento de

plaquetas circulantes.
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Os animais idosos com tumor, tratado ou ndo, também mostraram
aumento na contagem total de leucdcitos circulantes, mas precisamente
aumento de células mieléides (W-MCR e W-MCC), mas diminuicdo de
linfécitos. O aumento de células mieldides e a diminuicdo de linfocitos
circulantes podem estar relacionados a hematopoese em regides extramedular
(Tao, 2008; Gabrilovich, 2017; Kiss, 2018). Embora ap0s o nascimento, a
medula éssea seja a Unica responsavel pela producdo de células
hematopoiéticas, em casos de céancer pode ocorrer expansao de tecido
hematopoiético para regides extramedulares, como baco e figado, o que pode
levar a aumento desses 6rgéaos (Delsol et alli 1979; Conor O’keane et alli, 1989;
Tao et alli, 2008).

Como discutido anteriormente neste estudo o0s animais idosos
apresentaram hepatoesplenomegalia, alteracdo que pode estar relacionada a
hematopoese. Ressalta-se que a hematopoese extramedular gera uma
populacdo heterogénea de células mieldides imaturas (Ravindranathan, 2018).
Em condi¢Bes fisiolégicas normais, essas células mieldides imaturas, em
resposta a moléculas de sinalizagéo, diferenciam-se em macroéfagos, células
dendriticas, eosindfilos, neutréfilos e basofilos. Porém em casos de cancer,
elas nédo se diferenciarem, pelo contrario, proliferam, sofrendo expanséo clonal
(Gabrilovich, 2017), o que pode levar a aumento do figado e do baco, 6rgéos
onde elas se acumulam. As células mieloides imaturas geradas em regides
extramedulares tem acdo imunossupressora sobre a atividade de linfocitos T
CD8+ e células matadoras naturais, células NK, induzem a diferenciacdo de
linfocitos TCD4" naives em linfécitos T reguladores, o que pode estar

associado a diminuicdo de linfécitos observada nesses animais. As células

97



Discusséao

mieléides imaturas também interferem na diferenciagdo de macrofagos,
induzem a diferenciacdo de mondcitos em macréfagos M2 e nédo M1,
Lembrando que macréfagos M1, devido a sua grande atividade citotoxica,
agem preponderantemente contra agentes patogénicos intracelulares e células
cancerigenas, enquanto que os macrofagos M2, por promover a remogédo de
residuos, tém papel importante no estabelecimento da inflamacédo e,
consequentemente, na promocdo do crescimento de tumores e O
desenvolvimento de metastases. Assim, as células miel6ides imaturas tem
papel proeminente no desenvolvimento do céancer e na angiogénese tumoral
(Gabrilovich, 2017).

Entre os animais jovens somente os animais do grupo G12 (tratados
com Selol e submetidos a TFD) ndo mostraram aumento de células mieldides
(W-MCR e W-MCC) nem diminui¢édo de linfocitos circulantes, apesar de terem
apresentado hepatomegalia. Assim, o aumento de células mielbides e a
diminuicdo de linfocitos circulantes observados nos outros grupos estejam mais
relacionados a esplenomegalia do que a hepatomegalia.

A possivel toxicidade dos tratamentos também foi avaliada por meio da
analise histopaldgica dos bacos, rins, pulmdes e figados. Esse tipo de analise
nao mostrou alteracéo na estrutura dos pulmdes, dos rins, nem dos bacgos dos
animais tanto idosos quanto jovens, submetidos ao diferentes tratamentos.

Ja nos figados, apesar de ndo apresentarem alteragOes estruturais, 0s
trinta animais idosos (100%), com tumor ou ndo, apresentaram esteatose
hepatica, enquanto que somente trés dos animais jovens (30%) apresentaram
esse disturbio. A esteatose hepatica caracteriza-se pelo acumulo de lipidios no

figado. E considerada reversivel embora seja um fator de risco para o
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aparecimento de outras patologias hepéticas. Com o envelhecimento, a
esteatose hepatica pode desenvolver-se devido a alteragcfes fisioldgicas nos
mecanismos de degradacdo lipidica. Segundo Ogrodnik, 2017, a incidéncia de
esteatose hepatica aumenta com a idade, devido, principalmente, ao aumento
de células senescentes com dificuldade de metabolizar lipideos, o0 que provoca
acumulo de gordura no figado. Esses autores mostraram correlagdo entre o
acumulo de gordura e a idade. De modo a determinar se a sensibilizagdo com
Selol potencializaria os efeitos da Terapia Fotodindmica na erradicacdo de
cancer de mama, os tumores foram mensurados e realizou-se a analise
histopatologica dos mesmos bem como dos linfonodos sentinelas.

A determinagdo do volume tumoral foi um dos parametros utilizados
para determinar se o Selol potencializaria o efeito da Terapia Fotodinamica. Os
resultados mostraram que o volume dos tumores néo foi afetado pela idade,
uma vez que 0s animais idosos e jovens sem tratamento apresentaram
tumores com volume médio aproximadamente em torno de 500 mm?.

Tanto nos animais idosos quanto nos jovens, 0s tratamentos mais
efetivos foram os que utilizaram o Selol, sendo que nos animais jovens tratados
somente com o Selol a reducéo foi em torno de 90%.

O tratamento que envolveu somente a TFD foi 0 que se mostrou menos
efetivo, sendo que nos animais jovens nao ocorreu reducédo dos tumores, ao
contrario, houve aumento e nos idosos a reducao foi de 28%. Um fator que
pode ter sido determinante na baixa efetividade da TFD foi o intervalo de tempo
entre as sessoes, pois um dos efeitos da TFD aos tecidos tumorais € a hipoxia.
Como a TFD utiliza um fotossensibilizante, a luz e o oxigénio, provavelmente

24 horas néo foi tempo suficiente para que ocorresse reoxigenacao do tecido.

99



Discusséao

Em 2013, Bicalho e colaboradores mostraram remissdo total de tumores de
lingua somente quando a TFD foi aplicada em intervalos de 72 h.

Mesmo com intervalos pequenos entre as sessdes, quando a TFD foi
aplicada em tumores sensibilizados com Selol, a redugédo tumoral foi mais
expressiva, sendo em torno de 50% nos idosos e de 70% nos jovens. Neste
caso, apesar de a sessao anterior de TFD ter consumido muito oxigénio, o
Selol administrado a cada nova sessédo deve ter funcionado como fonte
adicional de ERO. Segundo Sochacka et alli 2014, Selénio no estado de
oxidacdo +4, presente no Selol, € uma molécula pré-oxidante que induz
estresse oxidativo que levam as células a morte. Em estudo in vivo realizado
com cancer de cancer de prostata, Flis et alli, 2015 mostrou que o Selol
diminuiu em 2x a concentracdo de glutationa reduzida intracelular e aumentou
em 6x a concentracdo de glutationa oxidada nos tumores, aumentando na
célula o estado redox em 48 mV. Sabe-se que o ambiente intracelular ao atingir
o estado redox de 170 mV, direciona o metabolismo da célula para a apoptose.
Nesse estudo, os autores mostram que o Selol reduziu a massa dos tumores
em aproximadamente 17% (Flis, 2015).

A manifestacdo mais perigosa do processo de cancer sdo as células
neoplasicas migratorias, quando elas tém sucesso em fundar colénias em
locais distantes causam grandes destruicdes. Por exemplo, apesar de o0s
carcinomas mamarios primarios ndo comprometerem a sobrevivéncia do
paciente, pois mesmo ap0s a mastectomia as fungdes fisioldgicas vitais sado
mantidas.Entretanto, as ceélulas metastaticas de céancer de mama quando

colonizam ossos podem causar erosdo no tecido, resultando em colapso do
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esqueleto (Weimberg, 22 Ed.). Por tudo isso, neste estudo também se analisou
os linfonodos sentinelas.

Todos 0s animais idosos ou jovens com tumores sem tratamento
apresentaram metastases nos linfonodos sentinelas. Mas entre os grupos
tratados, 36% dos animais idosos e 24% dos jovens apresentaram metastase
no linfonodo sentinela. Ressalta-se que nenhum dos animais jovens tratados
com Selol apresentou metédstase. A reducdo da taxa de metastase induzida
pelo Selol pode ser devido a maior efetividade do sistema imunitario. Segundo
Fernandes et alli, o0 Selol mostrou aumento da atividade das células NK e dos
linfécitos T (Fernandes et alli, 2015). Considerando que a metastase €
responsavel por cerca de 90% da mortalidade por cancer de mama, e que o
tumor de mama humano triplo negativo apresenta propenséo a recorréncias, a
inibicdo/reducdo na taxa de metastase induzida pelo Selol € um dado
interessante.

Em alguns animais o Selol ndo s6 reduziu a massa tumoral, como
induziu remissédo dos tumores em trés animais; um desses animais foi tratado
somente com Selol e dois foram tratados com Selol e AICIFt.

Diante do exposto acima, é plausivel acreditar que se o intervalo entre
as sessOes fosse maior, 72 horas, por exemplo, a TFD aplicada em tumores
sensibilizados com Selol seria mais eficaz na remissdo dos tumores. Talvez,
mais sessbes, com intervalos maiores entre elas, poderiam ter apresentado
resultados terapéuticos mais eficazes, considerando todas as propriedades
bioldgicas antineoplasicas favoraveis do Selol e da Terapia Fotodinamica.

Novos ensaios devem ser realizados de modo a investigar os

resultados terapéuticos dessa nanoformulacées quando administradas por via
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endovenosa. Além da sua biodisponibilidade e a interacdo com o sistema

fagocitario para que se possa considerar a translacéo para a clinica médica.

102



7. CONCLUSOES



Conclusodes

O conjunto dos resultados obtidos neste estudo sugere que:

1. As formulagbes NcSe e NE-AICIFt apresentaram caracteristicas
coloidais favoraveis a aplicacao biologica e mostraram-se estaveis ao longo de
360 dias.
2. O Selol potencializou o efeito da Terapia Fotodinamica, pois induziu
diminuicdo da concentracdo minima necessaria do fotossensibilizante AICIFt
para reduzir a viabilidade das células das linhagens 4T1 e NIH/3T3.
3. O Selol ndo induziu fragmentacdo do DNA e reduziu a fragmentacao
promovida pela Terapia Fotodinamica nas células 4T1.
4. O Selol na concentragdao de 400 pg/mL e a Terapia Fotodinamica
induziram a parada do ciclo celular na fase G2/M em células 4T1 e em
NIH/3T3.
5. O processo inflamatério nos tumores foi maior nos animais idosos do
gue nos animais jovens, sendo que nos animais idosos o Selol induziu aumento
do estado inflamat6rio no inicio do tratamento.
6. O modelo tumoral 4T1 induziu hepatoesplenomegalia e aumento de
células da linhagem miel6ide nos animais idosos e jovens.
7. Nos animais jovens o Selol reduziu a esplenomegalia induzida pelo
modelo tumoral 4T1.
8. O Selol e a Terapia Fotodinamica nédo induziram toxicidade sistémica.
9. O Selol, dependente da concentracdo, ndo sé reduziu a massa tumoral
e/ou retardou a velocidade de crescimento dos tumores, como também

erradicou tumores em 20% dos animais jovens.
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