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RESUMO

O melanoma é um tipo de cancer de pele que tem origem nos melanocitos. Embora o
melanoma seja responsavel por apenas 4% de todos os tipos de cancer de pele, ele ¢ o mais
agressivo, uma vez que possui um alto potencial metastatico, causando a morte de 80% dos
pacientes portadores dessa doenca. Perante a necessidade de desenvolver terapias mais
eficazes, estudos propdem a Terapia Fotodindmica (TFD) como uma promissora modalidade
terapéutica que utiliza trés elementos essenciais: um fotossensibilizante (FS), luz em um
comprimento de onda especifico e oxigénio, reagindo conjuntamente para produzir espécies
reativas de oxigénio que em ultima instdncia causam a morte celular das células e tecidos-
alvo. Considerando as propriedades terapéuticas ¢ o potencial fotoquimico do 6leo de acai,
este foi usado como fotossensibilizante. Porém, a sua natureza hidrofobica dificulta sua
aplicacdo biologica, portanto foi usada uma abordagem nanotecnoldgica para permitir seu uso
no tratamento contra o cancer. No presente trabalho objetivou-se desenvolver uma
nanoemulsdo contendo goticulas de 6leo de acai (NanoA) como fotossensibilizante para
investigar os efeitos da TFD in vitro e in vivo no tratamento do melanoma. Uma vez
preparada a NanoA, foi feita a sua caracterizacdo fisico-quimica, fotofisica e fotoquimica. A
irradiagdo (A=660) do 6leo de acai livre ¢ em nanoemuls@o mostrou que ambos possuem
capacidade de geracdo de espécies reativas de oxigénio, comprovando a sua atividade
fotoquimica. A caracterizagdo fisico-quimica da NanoA mostrou um didmetro hidrodindmico
médio de 117,5 nm para cada nanogoticula, indice de polidispersdo de 0,144 e potencial zeta
de -0,536 mV, evidenciando caracteristicas desejaveis para seu uso bioldgico. Os espectros de
absorbancia e de fluorescéncia apontaram que a NanoA apresenta pico de absor¢cdo em 666
nm (regido do vermelho) e de emissdo em 670 nm. Microscopia eletronica de transmissdo
mostrou goticulas com didmetro médio de 74 nm, morfologia esférica e baixa polidispersao.
Para os testes in vitro foram utilizadas duas linhagens celulares imortalizadas: NIH/3T3
(fibroblasto murino ndo tumoral) e BI16F10 (melanoma murino). Em ensaios de
citotoxicidade sem irradiagdo, utilizaram-se diversas concentragdes da NanoA, com varios
tempos de exposi¢do, com o objetivo de identificar as condigdes que inibem 10% da
viabilidade (CC10) de células ndo tumorais, mostrando uma CC10 equivalente a 617,00
ug/mL pelo tempo de exposi¢do de 15 minutos. Citotoxicidade sem irradiagdo, avaliada por
ensaio colorimétrico de MTT, foi tempo e dose dependente. Para testar os efeitos da TFD, as
células foram expostas a NanoA na concentracdo de 617,00 pg/mL por 15 minutos e
irradiadas com as fluéncias de 12,9 J/em?, 25,9 J/em®e 51,8 J/em®. Resultados mostraram que
as células tumorais tratadas com NanoA na concentragdo de 617,00 pg/mL e irradiadas com
fluéncia de 25,9 J/cm” apresentaram as menores porcentagens de viabilidade (15%), enquanto
que as células ndo tumorais sob as mesmas condi¢cdes mantiveram uma viabilidade de 70%.
Analises de citometria de fluxo determinaram que a maioria das células que perderam a sua
viabilidade devido ao tratamento com TFD mostraram dupla marcacdo, com anexina V e
iodeto de propideo, indicando possivel morte por apoptose tardia/necrose, dado corroborado
pela externalizacdo da fosfatidilserina e pelas mudangas de tamanho e granulosidade
observadas. Experimentos in vivo em camundongos C57BL/6 mostraram que a TFD aplicada
cinco vezes com concentragio de NanoA de 50 mg/mL e fluéncia de 25,9 J/cm” teve redugdo
do volume tumoral dos animais equivalente a 82%, mostrando grandes areas de necrose no
tecido tumoral, quando comparado com o volume tumoral e histopatologia dos animais do
grupo controle com tumor. Diante do exposto, o 6leo de acai contido na NanoA apresentou
caracteristicas fotofisicas, fotoquimicas e fisico-quimicas favoraveis para o seu uso como FS
para a TFD com aplicagcdo em sistemas biologicos. O tratamento com TFD in vitro mostrou
uma reducdo de 85% na viabilidade celular das células de melanoma, enquanto manteve uma
alta viabilidade (70%) das células normais, € no caso de camundongos com tumor tratados
com TFD foi observada uma reducdo de 82% no volumen tumoral, mostrando a eficacia in
vivo do tratamento investigado.

Palavras chave: terapia fotodinamica, 6leo de acai, melanoma, nanoemulsdo, fotossensibilizante,
nanobiotecnologia, cancer de pele.
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ABSTRACT

Melanoma is a type of skin cancer that originates in the melanocytes. Even though
melanoma accounts for only 4% of all dermatologic cancers, it remains responsible for 80%
of deaths from skin cancer due to its high metastatic potential. Regarding this, there is the
need to develop new and more efficient types of therapies. Photodynamic Therapy (PDT) is a
promising new cancer treatment that makes use of three essential elements: photosensitizer
(PS), light of a particular wavelength, and oxygen, which react ultimately causing cell death.
Considering the therapeutic properties and photochemical potential already described in other
studies, acgai oil was explored as a PS for PDT. However, high hydrophobicity characteristic
of acai oil difficults its efficient biological application. For this reason, nanotechnological
solutions were explored, incorporating agai oil in nanoemulsions (NanoA) to be used along
with PDT for in vitro and in vivo melanoma treatment. Once the NanoA was formulated, we
proceeded to its physicochemical, photophysical and photochemical characterization. Free
and nano-incorporated acai oil were irradiated (A=660) showing their capacity to generate
singlet oxygen, proving their photochemical activity. NanoA physicochemical
characterization showed an average hydrodynamic diameter of 117.5 nm, polydispersity
index of 0.144 and zeta potential of -0.536 mV, exhibiting desirable characteristics for its
biological application. Absorbance and fluorescence spectra showed absorbance peak at 666
nm (red region of spectrum) and emission at 670 nm. Transmission electron microscopy
showed spherical and similar sized nanodroplets (average diameter of 74 nm), confirming low
polydispersity. In vitro tests were performed using two immortalized cell lines: NIH/3T3
(normal murine fibroblast) and B16F10 (murine melanoma). Dark cytotoxicity studies used
several NanoA concentrations with different exposition times in order to determine the
concentration that kills only 10% (CC10) of normal cells. Results revealed CC10 equivalent
to 617 pg/mL when exposed for 15 minutes. Cytotoxity in the dark evaluated by colorimetric
MTT assay was a time and concentration dependent event. In order to test PDT in vitro, cells
were exposed to NanoA in the concentration of 617 pg/mL for 15 minutes and then irradiated
with fluence values of 12.9 J/em?% 25.9 J/em? and 51.8 J/em®. MTT results revealed that
melanoma cells treated with 617 pg/mL and irradiated with 25.9 J/cm® presented viability
results of 15%, while normal cells treated under the same conditions mantained a 70%
viability. Flow cytometry results showed that most cells that lost their viability due to PDT
treatment were double marked by annexin V and propidium iodide, event that occurs when
cells die by late apoptosis/necrosis. This was evidenced by externalization of
phosphatidylserine and morphological changes in cell size and granulosity as seen by light
scatter flow cytometry. In vivo experiments with C57BL/6 mice showed that tumor bearing
animals treated five times by PDT with NanoA concentration of 50 mg/mL and fluence of
25.9 J/em® showed a tumor volume reduction of 82% with considerable number of necrotic
areas in tumor tissue, in comparison to animals in control group. Overall, acai oil in NanoA
presented favorable photophysical, photochemical, and physico-chemical, characteristics for
its use as PS for PDT with application in biological systems. PDT treatment with NanoA in
melanoma cells showed an 85% cell viability reduction, while maintaining normal cell
viability high (70%), and an 82% tumor volume reduction in tumor bearing mice treated with
PDT, proving the in vivo efficacy of the investigated treatment.

Keywords: photodynamic therapy, agai oil, melanoma, nanoemulsion, photossensitizer,
nanobiotechnology, skin cancer.
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1. INTRODUCAO

O melanoma ¢ responsavel por somente 4% do ntiimero de incidéncias de
cancer dermatoldgico, porém, € o tipo mais agressivo, sendo responsavel por 80% das
mortes dos pacientes com cancer de pele (revisado por Davids e Kleemann, 2013). Ao
ser detectado em estagios iniciais, 0 melanoma pode ser tratado mediante cirurgia
com efetividade de aproximadamente 80% (Davids e Kleemann, 2011), porém, as
taxas de recidiva continuam altas, com valores aproximados de 36% (Nicholl ef al.,
2011). Preocupantemente, o tempo médio de sobrevivéncia dos pacientes com
melanoma metastatico ¢ de 2 a 8 meses (Mouawad et al, 2010) e ainda had a
dificuldade do melanoma avangado em responder aos tratamentos existentes, com
uma expectativa na qual menos de 15% dos casos conseguem sobreviver por até 3

anos (Cummins et al., 2006; Baldelli ef al., 2014).

Nao existe nenhum tipo de terapia especifica para tratar o melanoma
metastatico. Considerando que este tipo de cancer ¢ inerentemente resistente as
formas tradicionais de quimioterapia e radioterapia (Zbytek et al., 2008), vérias
estratégias tém sido desenvolvidas, envolvendo imunoterapia (Carlson et al., 2005) e
terapia génica (Schadendorf, 2002). Mas, apesar dos avancos alcancados até o
momento, ainda existe a necessidade de desenvolver tratamentos novos e mais

efetivos para tratar esta doenga.

Por este motivo, uma série de estudos tem proposto a Terapia Fotodinadmica
(TFD) como uma alternativa terapéutica adjuvante. Tais pesquisas tem mostrado
resultados animadores em relagdo a eficacia da TFD utilizando diferentes protocolos
em modelos in vitro, in vivo e estudos clinicos, sugerindo sua aplicagdo como terapia
adjuvante para o tratamento do melanoma (estagios III e IV) (Kolarova et al., 2007,
Mamoon et al., 2009; Maduray et al., 2011; Maduray et al., 2012; Baldea et al., 2012;
revisado por Davids e Kleemann, 2013). Porém, a TFD aplicada ao melanoma em
experimentos in vivo raramente tem alcangado remissdao completa (Dabrowski et al.
2011), sendo que a maioria dos ensaios reportam remissdo parcial (Ozler et al., 1992;
Haddad et al., 1998; Hu et al, 2002; Dabrowski et al. 2011) e/ou recidiva do

melanoma (Dabrowski et al. 2011). Além disto, a administracdo sistémica do



fotossensibilizante (FS) provoca efeitos secundarios pela falta de seletividade com o
tecido alvo e toxicidade no figado e rins (Haddad ef al., 1998; Panagopoulos ef al.,
1989). Além desses problemas, de forma geral, a maior parte dos FS empregados na
TFD apresentam insolubilidade em meio aquoso, degradacdo prematura apds
administracdo e baixa disponibilidade devido a baixa seletividade pelo tecido alvo
(Bechet et al., 2008). Apesar dos FS de segunda geracdo terem mostrado maior
eficiéncia e os FS de terceira geragdo terem sido descritos por sua maior seletividade
in vitro, poucos tem sido avaliados para aplicacdes clinicas porque sua seletividade in

vivo nao foi suficientemente satisfatoria (Taquet et al., 2007).

Descobertas recentes no campo da TFD incluem a combinacdo deste tipo de
tratamento com outras modalidades e o descobrimento de novos fotossensibilizantes.
Neste sentido, o nosso grupo se propds a estudar a atividade fotofisica e fotoquimica
de varios tipos de Oleos e extratos amazdnicos com atividade farmacologica ja
comprovada. Estes resultados revelaram a atividade fotodinamica da maioria desses
0leos, despertando o interesse nas suas aplicacoes para TFD. Para isto, considerando a
natureza hidrofobica desses compostos, pensou-se em associa-los a novos sistemas de
entrega, com énfase especial na nanotecnologia (Zhao et al., 2010). A nanotecnologia
representa uma forma de trazer solugdes para esses desafios farmacolodgicos (Thierry,
2009), melhorando a dispersao dos FS hidrofobicos, protegendo o FS da degradagao,
promovendo a sua liberagdo controlada, aumentando a biodisponibilidade do farmaco
(Jia e Jia, 2012), diminuindo a toxicidade, melhorando a biocompatibilidade e o uso
seguro dos farmacos fotossensibilizantes (Paszko et al., 2011), com tudo, melhorando

a eficiéncia da TFD.

Diante do exposto acima, o presente trabalho objetivou-se a explorar de
forma mais detalhada as propriedades fotossensibilizantes do 6leo de acai e a
desenvolver uma nanoemulsao contendo esse 6leo a fim de aprimorar a TFD in vitro e
in vivo, e investigar os efeitos biologicos da aplicacio da nanoemulsdo para o

tratamento do melanoma.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 CANCER

2.1.1 Aspectos gerais e etiologia

O termo “cancer” ¢ usado de forma genérica para se referir a centenas de
doencas diferentes que podem afetar qualquer parte do corpo. Outros termos
utilizados sao tumores malignos ou neoplasias malignas. O cancer ¢ caracterizado por
um desequilibrio na proliferagao celular, tornando-se desenfreada e associada a
capacidade de invasdo e destruicao tecidual. Em estagios mais avancados da doenga,
as células tumorais podem migrar para outros sitios € produzir novas lesdes em sitios
distantes. Este processo ¢ definido como metastase, a principal causa de morte em
pacientes com esta doenga (Ruddon, 2007; American Cancer Society, 2013; Globocan

WHO, 2012).

As causas do cancer sdo variadas, podendo ser externas ou internas ao
organismo, estando inter-relacionadas. O tema foi revisado por Chammas (2013),
quem descreve que as causas internas sdo, na maioria das vezes, geneticamente pré-
determinadas, e estdo ligadas a capacidade do organismo de se defender das agressdes
externas. Dentre os agentes externos, podemos citar trés categorias, em que se
incluem: 1) agentes carcinogénicos fisicos, tais como radiacdo ultravioleta e
lonizante; 2) agentes carcinogénicos quimicos, como asbestos, componentes do
tabaco, aflatoxina e arsénico; e 3) carcindgenos biologicos, como infec¢des por certos
tipos de virus ou bactérias. Estes fatores podem agir em conjunto ou de forma
sequencial para iniciar ou promover a carcinogénese. A exposi¢do crescente do ser
humano aos agentes quimicos, fisicos e biologicos potencialmente mutagénicos e/ ou
carcinogénicos, explica parcialmente a incidéncia crescente da doenca, pelo menos

em grupos selecionados de individuos (revisado por Chammas, 2013).

De uma forma geral, o que ha de comum em virtualmente todos os tipos de
cancer ¢ que apresentam: 1) capacidades intrinsecas a célula tumoral; 2) capacidades

extrinsecas a célula tumoral, isto ¢, dependentes da interacdo da célula tumoral com



elementos extracelulares ou outras células do paciente com cancer. As capacidades
intrinsecas incluem a capacidade de autorrenovagao ilimitada, proliferagdo autonoma,
resisténcia a fatores antiproliferativos, evasdao a morte celular, evasao de mecanismos
de defesa imune; e, mais recentemente, destacam-se ainda alteragdes metabolicas
adaptativas e instabilidade gendmica. As capacidades extrinsecas a célula tumoral
incluem a capacidade de indugdo persistente de angiogénese, modificacdo do
microambiente tecidual, evasdo da resposta imunitiria montada especificamente
contra os tumores, modulagdo da resposta inflamatoria e de reparo tecidual e
cooptacdo de células desse microambiente nos processos de invasdo e metastase

(revisado por Chammas, 2013).

Segundo Colditz e colaboradores (2012), mais da metade dos casos da doenga
atualmente existentes podem ser prevenidos ou eliminados pela abstencao a exposicao
a fatores tais como o tabaco, evitando a obesidade, inatividade fisica e nutri¢ao
inadequada. Certos tipos de cancer poderiam ser evitados mediante mudangas no
comportamento individual da populagdo, e pelos esforcos dos oOrgaos de saude
publica, sempre guiados por conhecimento cientifico. Além da prevencdo, a
Organiza¢ao Mundial da Saude (OMS) recomenda a detec¢do precoce de potenciais
malignidades, tendo assim uma maior probabilidade do paciente ser tratado com
sucesso, evitando a progressao da doenca para um estagio que comprometa a

qualidade de vida e até a sobrevivéncia do paciente (WHO, 2014).

2.1.2 Epidemiologia do cancer

O cancer ¢ considerado um dos maiores problemas de satide publica no
mundo. De acordo com as ultimas estimativas mundiais do projeto Globocan 2012, da
Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC, do inglés International
Agency for Research on Cancer), da OMS, o cancer apresentou uma incidéncia de
14,1 milhdes de novos casos e foi responsdvel por 8,2 milhdes de mortes

mundialmente (Globocan WHO, 2012).

Neste estudo, dentre os principais tipos de cancer para ambos 0s sexos,

excluindo o cancer de pele ndo melanoma, figura o cancer de pulmao como o tipo



com maior incidéncia, com 1,8 milhdes de casos novos para o ano de 2012, seguido
pelo cancer de mama com 1,7 milhdes de novos casos, o colon retal com 1,3 milhdes
de novos casos € o cancer de prostata com 1,1 milhdes de novos casos (Globocan

WHO, 2012).

Estima-se que para o ano de 2030, a carga global serd de 21,4 milhdes de
casos novos de cancer e 13,2 milhdes de mortes por cancer, em consequéncia do
crescimento € do envelhecimento da populagdao, bem como da redugdo na mortalidade
infantil e nas mortes por doencas infecciosas em paises em desenvolvimento (INCA,

2014).

No continente Americano o cancer ¢ uma das principais causas de
mortalidade, com 1,3 milhdes de mortes no ano de 2012, onde 47% das quais
aconteceram na América Latina e Caribe. Espera-se que para o ano de 2030 a

mortalidade por cancer nas Américas aumente em até¢ 2,1 milhdes (OMS, 2014).

2.1.3 Cancer no Brasil

Segundo dados do Instituto Nacional do Céancer (INCA), o Brasil representa
uma estimativa para o ano de 2014, que sera valida também para o ano de 2015, para
a ocorréncia de aproximadamente 576 mil casos novos de cancer, incluindo os casos
de pele ndo melanoma, reforcando a magnitude do problema do cancer no pais. O
cancer de pele do tipo ndo melanoma (182 mil casos novos) sera o mais incidente na
populagdo brasileira, seguido pelos tumores de préstata (69 mil), mama femenina (57
mil), colon e reto (33 mil), pulmao (27 mil), estbmago (20 mil) e colo do tutero (15
mil). Sem considerar os casos de cancer de pele ndo melanoma, estimam-se 395 mil
casos novos de cancer, 204 mil para o sexo masculino e 190 mil para o sexo feminino.
Em homens, os tipos mais incidentes serdo os canceres de prostata, pulmao, célon e
reto, estbmago e cavidade oral; e, nas mulheres, os de mama, co6lon e reto, colo do

utero, pulmao e glandula tiredide (Tabela 1 e Figura 1).



Tabela 1. Estimativas para o ano de 2014 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil
habitantes e de numero de casos novos por cancer, segundo sexo e localizagdo primaria.

Estimativa dos Casos Novos
Mulheres

Localizagéo Priméria da

Neoplasia Maligna Estado

Taxa Bruta

Capitais
Taxa Bruta

Capitais

Casos Taxa Bruta

Prostata 68.800 70,42 17.540 82,93 - - - -
Mama Feminina - - - - 57.120 56,09 19.170 80,67
Colo do Utero - - - - 15.590 15,33 4.530 19,20
Traqueia, Bronquio e Pulmao 16.400 16,79 4.000 18,93 10.930 10,75 3.080 13,06
Colon e Reto 15.070 15,44 4.860 22,91 17.530 17,24 5.650 23,82
Estdmago 12.870 13,19 2.770 13,07 7.520 741 2.010 8,44
Cavidade Oral 11.280 11,54 2.220 10,40 4.010 3,92 1.050 4,32
Laringe 6.870 7,03 1.460 6,99 770 0,75 370 1,26
Bexiga 6.750 6,89 1.910 8,91 2.190 2,15 730 2,97
Esdfago 8.010 8,18 1.460 6,76 2.770 2,70 540 0,00
Ovério - - - - 5.680 5,58 2.270 9,62
Linfoma de Hodgkin 1.300 1,28 410 572 880 0,83 420 8,64
Linfoma ndo Hodgkin 4.940 5,04 1.490 6,87 4.850 4,77 1.680 7,06
Glandula Tireoide 1.150 1,15 470 1,76 8.050 7,91 2.160 9,08
Sistema Nervoso Central 4.960 5,07 1.240 581 4.130 4,05 1.370 5,81
Leucemias 5.050 5,20 1.250 5,78 4.320 4,24 1.250 5,15
Corpo do Utero - - - - 5.900 579 2.690 11,24
Pele Melanoma 2.960 3,03 950 4,33 2.930 2,85 1.150 4,57
Outras Localizagdes 37.520 38,40 9.070 42,86 35.350 34,73 8.590 36,49
Subtotal 203.930 208,77 51.100 241,30 190.520 187,13 58.710 248,46
Pele ndo Melanoma 82,24

Todas as Neoplasias

*Nameros arredondados para 10 ou mdltiplos de 10.

Fonte: Instituto Nacional do Cancer (INCA), Estimativa Cancer, 2014.

Localizagao primaria casos % Localizagao primaria casos %

Prostata 68.800 22,8% Homens Mulheres  Mama Feminina 57.120 20,8%

Traqueia, Bronquio e Pulmao 16.400 5,4% Célon e Reto 17.530 6,4%

Célon e Reto 15.070 5,0% Colo do Utero 15.590 57%

Estdmago 12.870 4,3% Traqueia, Bronquio e Pulmao  10.930 4,0%

Cavidade Oral 11.280 3,7% Glandula Tireoide 8.050 2,9%

Esdfago 8.010 2,6% Estdmago 7.520 2,7%

Laringe 6.870 2,3% Corpo do Utero 5.900 2,2%

Bexiga 6.750 2,2% Ovério 5.680 2,1%

Leucemias 5.050 1,7% Linfoma ndo Hodgkin 4.850 1,8%

Sistema Nervoso Central 4.960 1,6% Leucemias 4.320 1,6%

*Numeros arredondados para 10 ou mdltiplos de 10.

Figura 1. Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2014, por sexo, exceto cancer de pele ndo melanoma. Fonte: Instituto Nacional do Cancer
(INCA), Estimativa Cancer, 2014.



2.2 CANCER DE PELE

O cancer de pele ¢ dividido em dois grupos distintos: 1) 0 ndo melanoma,
sendo mais frequente e menos agressivo, com 70% dos diagnésticos do tipo
carcinoma basocelular e 25% de carcinoma das células esquamosas ou epidermoide; e
1) os melanomas, menos frequentes, porém apresentando letalidade mais elevada
(INCA, 2014). Conforme colocado anteriormente, o cancer de pele ndo melanoma ¢ o
cancer mais frequente no Brasil, correspondendo a 25% de todos os tumores malignos
registrados no pais, porém apresenta altos percentuais de cura, se for detectado

precocemente (INCA, 2014).

A incidéncia do cancer de pele tem alcangcado propor¢des epidémicas nas
ultimas décadas, tornando-se um tema de preocupacdo na area de saude publica
(Miller et al., 2006, Bulletin WHO, 2009), atingindo principalmente os caucasianos
que moram em paises com alta intensidade de radiacao ultravioleta (UV). No entanto,
esse tipo de cancer afeta todos os grupos é€tnicos em alguma propor¢ao (Demierre,
2006). No Brasil, o cancer de pele € o tipo mais incidente em ambos os sexos (INCA,
2014). Embora a incidéncia de melanoma represente apenas cerca de 4% dos tumores
de pele, ¢ considerado o de maior importdncia e gravidade, pois representa
aproximadamente 80% das mortes devido ao seu alto potencial metastatico (Miller et
al., 2006, Davids e Kleemann, 2011), sendo portanto, a forma mais agressiva de

cancer de pele (Jhappan et al., 2003).

2.2.1 Melanoma

2.2.1.1 Aspectos gerais e etiologia

O melanoma surge de fen6tipos malignos dos melandcitos da pele, um tipo de
células que se originam da crista neural em desenvolvimento e logo migram para a
pele, foliculos pilosos, olhos e orelhas (Gray-Schopfer et al, 2007). Na pele, os
melandcitos residem na camada basal da epiderme (Figura 2), sendo circundados por
36 queratindcitos — compartimento conhecido como unidade epidermal de melanina

(UEM), que mantém a homeostase dos melandcitos (Slominski ef al, 2004). Na



unidade UEM, os melandcitos produzem o pigmento melanina via processo
enzimatico de melanogénesis em organelas especializadas conhecidas como
melanossomos (Slominski et al., 2004). A presenca desta organela célula-especifica, o
melanossomo, e seu produto associado, pigmento melanina, diferenciam o melanoma
de qualquer outro tipo de cancer (Chen et al., 2009). Em resposta a radiagao UV, os
queratinocitos secretam fatores que regulam a sobrevivéncia, diferenciagao,
proliferagdao e motilidade dos melandcitos, estimulando a producdo de melanina, o
que resulta em uma resposta de bronzeamento. Isto ilustra a importancia dos
melandcitos para a protecao da pele dos efeitos prejudiciais da radiagdo UV e na
prevengdo contra o cancer de pele. Desta forma, em pessoas com melandcitos nao
funcionais, como ocorre no caso de pacientes com doencas pigmentares como vitiligo

e albinismo, ocorre hipersensibilidade a radiagao UV (Gray-Schopfer et al., 2007).

A proliferagdo dos melanocitos pode ser restrita a epiderme (nevos
juncionais), a derme (nevos dérmicos) ou pode possuir componentes de ambos (nevos
compostos). Geralmente os nevos sao benignos, porém podem progredir para um
melanoma de fase de crescimento radial (RGP, sigla em inglés) (Figura 2), uma lesao
intraepidérmica que pode envolver microinvasdo local da derme. As células RGP
podem progredir para a fase de crescimento vertical (VGP, sigla em inglés) com
espalhamento pagetdide onde ocorre o empilhamento vertical de melanécitos,
histologicamente caracteristico do melanoma. Este estagio ¢ mais perigoso ja que as
células apresentam potencial metastatico, com nddulos invadindo a derme. Porém,
nem todos os melanomas passam por cada uma destas fases. As células RGP ou VGP
podem se desenvolver diretamente a partir de melandcitos ou nevos isolados € podem
ambos progredir diretamente para o melanoma maligno metastatico (Miller et al.,

2006).

Aproximadamente 91,2% dos melanomas sdo cutaneos, 5,3% sdo oculares, e
1,3% ocorrem nas mucosas (Kawczyk-Krupka ef al, 2013). O melanoma ocular,
também conhecido como melanoma de cordide, ¢ o tipo mais comum de tumor
maligno intra-ocular primario (Singh et al, 2007). O melanoma de mucosas pode
ocorrer em qualquer membrana mucosa do corpo, inclusive na cavidade nasal e oral,

anorretal, genital, entre outros locais (Mihajlovic et al., 2012).
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Figura 2. Processo de transformacdo dos melanocitos em casos de melanoma.
Existem varios estagios na lesdo melanocitica, cada um marcado por um novo
clone de células com vantagens de crescimento em relagdo ao tecido em volta.
(A) Pele normal, mostrando uma distribuicdo homogénea de melandcitos
dendriticos na camada basal da epiderme. (B) Nevos. Nos estagios iniciais, 0s
nevos melanociticos benignos ocorrem com nimeros elevados de melandcitos
dendriticos. Segundo sua localizacdo, os nevos sdo classificados como
juncionais, dérmicos ou compostos. Alguns nevos s@o displasicos, com
melandcitos morfologicamente atipicos. (C) Melanoma de fase de
crescimento radial (RGP), considerado o estagio maligno primario. (D)
Melanoma de fase de crescimento vertical (VGP), considerado o primeiro
estagio com potencial maligno que leva diretamente ao melanoma maligno
metastatico, o estagio mais mortal, por infiltracdo dos sistemas vascular e
linfatico. O espalhamento pagetéide descreve o empilhamento vertical de
melandcitos histologicamente caracteristico do melanoma. Fonte: Gray-
Schopfer et al., 2007).
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O melanoma cutaneo ¢ o tipo mais comum, ¢ ¢ conhecido como uma doenca
heterogénea com muitos subtipos clinico-patoldgicos. Destes tipos, a maioria se
encaixa em quatro categorias: melanoma disseminativo superficial (MDS), melanoma
nodular (MN), lentigo maligno melanoma (LM) e melanoma acrolentiginoso (MA),
representando 70% a 75%, 20% a 25%, 5% a 10% e 5% dos casos de melanoma
cutaneo, respectivamente, em populagdes caucasianas (Saldanha et al., 2006), e os
melanomas acrolentiginosos sendo o subtipo histologico mais prevalente em
populacdes africanas, africana-americanas, chinesas, taiwananesas e de heranga racial
mista (Forman et al., 2008). Aparte das diferengas histopatologicas entre estes
subtipos de melanoma cutaneo, outros fatores clinicos os diferenciam. Por exemplo, o
MDS apresenta lesdes pigmentadas, discretamente elevadas, de coloragcdo varidvel,
com crescimento assimétrico € bordas geograficas. O MN inicia-se como papula ou
nddulo pigmentado, de grande variabilidade clinica, com o crescimento vertical desde
o inicio, situado principalmente em &reas expostas a luz solar intermitente, porém,
pode ocorrer em qualquer parte do corpo. Apresenta pior diagnostico por ter somente
a fase vertical de crescimento. O LM apresenta evolugdo lenta, de varios anos e,
geralmente, localiza-se em d&reas expostas cronicamente a luz solar, como face,
pescogo € membros superiores. As caracteristicas clinicas sdo de macula hipercromica
acastanhada e bordas irregulares, e de crescimento periférico insidioso. No inicio, €
por muitos anos, pode se apresentar como mancha de cor escura ou acastanhada e
medir alguns centimetros de diametro, sendo denominado lentigo maligno, que seria
considerado um melanoma in situ. Quando o crescimento se torna invasivo, a lesao
passa a denominar-se lentigo maligno melanoma. Finalmente, o MA tem lesdes
pigmentadas, com crescimento radial em estruturas acrais, volares palmares, plantares
e subungueais. Esta ultima, de dificil diagndstico, t€ém a dermatoscopia da unha e do
leito ungueal como excelente arma no auxilio do diagnostico. Quando localizado na
regido subungueal, pode se apresentar somente como uma faixa de cor escura,

geralmente com largura maior de 7 mm (James et al., 2011; Forman et al., 2008).

A maioria dos melanomas sdo melandticos, contendo diferentes graus e tipos
de pigmentacdo (melanina), porém, qualquer subtipo de melanoma cutdneo primario
ou melanoma metastatico pode ser amelanotico, com auséncia de pigmentacdo no
tumor. O melanoma amelandtico representa 1.8% - 8.1% dos melanomas (Koch et

al., 2000)
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O desenvolvimento do melanoma ¢ o resultado de interagdes complexas entre
fatores genéticos e ambientais (Jhappan et al., 2003). Assim, os melandcitos passam
por uma série de etapas até a transformagdo maligna pela aquisicdo de varias
caracteristicas  fenotipicas. As caracteristicas histoldgicas particulares que
caracterizam cada etapa do processo sdo as manifestagdes de mudancas genéticas
(Clark et al., 1984), epigenéticas e fenotipicas (Muthusamy et al., 2006). As mutagdes
em genes reguladores de crescimento, a produgdo de fatores de crescimento
autocrinos ¢ a perda de receptores de adesdo contribuem para uma sinalizagdo
intracelular interrompida nos melanocitos, o que impede que sejam regulados pelos
queratinocitos. Consequentemente, os melandcitos podem proliferar e se espalhar,
levando a formagdao de nevos (Figura 2). Ao se originar de um nevo benigno, os
melandcitos passam por crescimento aberrante dentro da lesdo, apresentando
subsequentemente bordas irregulares, mudanca de cor e comumente uma resposta
alérgica associada. Nesta etapa, a lesdao ¢ considerada displasica (Gray-Schopfer et al.,

2007).

Ao nivel molecular, estas mudangas estdo associadas a ativagdo anormal de
vias devido a defeitos genéticos e/ou fatores ambientais. No caso do melanoma, uma
das principais vias ¢ a da proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK). Essa
ativacdo ¢ resultado de mutagdes somaticas em genes diferentes, com uma taxa de
mutagdo correspondente a 50% - 70% para BRAF, 15% - 30% para NRAS, 2% para
KRAS e 1% para HRAS (Lin et al., 1998; Brunet et al.,, 1999, Chen ef al., 2013). O
primeiro oncogene de melanoma a ser identificado foi o RAS (Albino et al., 1984,
1989), sendo que o NRAS ¢ o gene da familia RAS que resulta mais afetado
(Whiteman et al., 2011). Ja as mutacdes no oncogene BRAF foram originalmente
descobertas em linhagens de células de melanoma (Davies et al, 2002), e
diferentemente do gene NRAS, tem sido associadas com caracteristicas clinicas e
histopatologicas especificas (Whiteman et al., 2011). Por exemplo, pacientes com
melanoma que apresentam mutagdo no gene BRAF sao significativamente mais jovens
do que pacientes com melanoma sem mutacdes nesse oncogene; geralmente o
melanoma ¢ do subtipo disseminativo superficial, aparecendo mais comumente no
tronco do paciente e em pele exposta intermitentemente ao sol. Além disto,
geralmente os melanomas com mutagcdo no oncogene BRAF sdo mais pigmentados

(Whiteman et al., 2011).
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2.2.1.2 Epidemiologia do melanoma cutineo

Em contraste com as tendéncias mundiais de diminui¢ao ou estabilidade de
varios tipos de cancer, a incidéncia do melanoma tem mostrado nas ultimas décadas
um continuo aumento, alcancando proporcdes epidémicas, especialmente nas
populagdes com altos indices de individuos caucasianos (Baldelli et al., 2014; Siegel
et al., 2014). A incidéncia do melanoma varia segundo a latitude e a altitude, sendo
que as areas mais proximas ao equador e em altitudes maiores geralmente apresentam
taxas mais elevadas de incidéncia. Porém, este padrdo varia segundo a pigmentagao

da pele da populagdo e seus padroes de exposigao solar (Tucker e Goldstein, 2003).

De acordo com estimativas mundiais do projeto Globocan 2012 da OMS,
aproximadamente 232.130 novos casos de melanoma foram estimados mundialmente
para o ano de 2012 (Globocan WHO, 2012). No caso do Brasil, estima-se que no ano
de 2014 haverao 2.960 casos de incidéncia de melanoma em homens e 2.930 casos
novos em mulheres, totalizando 5.910 novos casos. Os maiores nimeros estimados
em homens e mulheres encontram-se no estado de Sao Paulo, Rio Grande do Sul e
Parana (Tabela 2).

Tabela 2. Estimativas de varios tipos de cancer no Brasil, inclusive
melanoma, para o ano de 2014 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil
habitantes e de numero de casos novos por cancer, segundo sexo e
localizacdo primaria (INCA, 2014).

Corpo do Pele Outras Pelendo = Todas as

— m
20 b = 150 630 710
20 = == 100 560

Acre 80
Amap4 100 660
Amazonas 110 50 30 680 3.860 970 4830
Pard 250 70 40 1190 6650 1.980 8.630
Rondonia 50 2 2 370 1.710 650 2.360
Roraima 2 ae 20 90 550 120 670
Tocantins 60 *» 2 270 1.730 430 2.160
Alagoas 110 80 2 680 3.250 1.100 4.350
Bahia 460 270 170 3350 | 18.130 5.280 23.410
Ceard 390 210 180 2730 14540 5,540 20.080
Maranhdo 200 70 50 1320 | 5740 1.380 7.120
Paraiba 180 80 60 1170 5550 2,070 7,620
Pemambuco 380 290 150 3070 | 15.460 4610 20,070
Piauf 140 50 50 810 4120 1.440 5.560
Rio Grande do Norte 160 60 50 1.080 | 5040 2,020 7.060
Sergipe 60 30 40 560 2930 860 3790
Distrto Federal 120 130 90 950 5.280 2.470 7.750
Goids 220 130 130 2000 10510 6.890 17.400
Mato Grosso 100 50 60 830 4770 3.400 8.170
Mato Grosso do Sul 110 80 70 920 5380 2740 8.120
Espirito Santo 160 80 120 1180 | 7.690 4630 12.320
Minas Gerais 910 420 430 7060 38.200 23330 61.530
Rio de Janeio 870 880 430 7870 | 46360 27.320 73.680
Sdo Paulo 2210 1.900 1.840 17.590  104.470 47730 152.200
Parand 740 330 560 5550 | 28.380 11.630 40.010
Rio Grande do Sul 910 410 800 8300  37.910 13.500 51.410
Santa Catarina 410 170 440 2940 | 15.050 9.860 24.910
Brasil 9370 5,900 5.890 72.870 | 394.450 | 182130 | 576.580

“Nomeros arredondados para 10 ou mdltiplos de 10.

** Menor que 15 casos.

Fonte: Instituto Nacional do Cancer (INCA), Estimativa Cancer, 2014.
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No Distrito Federal, a incidéncia para o ano de 2014 estima-se em 90 casos

tanto em homens como em mulheres (Tabela 3).

Tabela 3. Estimativas de novos casos de cancer, incluindo melanoma para o Distrito Federal
no ano de 2014, das taxas brutas de incidéncia por 100 mil habitantes segundo sexo e
localizacdo primaria.

Estimativa dos Casos Novos

Localizagéo Priméria da
Neoplasia Maligna

I N T

Préstata 58,11 - -
Mama Feminina - - 920 62,88
Colo do (itero - - 260 17,96
Traqueia, Bronquio e Pulmao 180 13,06 110 745
Colon e Reto 200 14,55 300 20,11
Estdmago 150 11,52 90 6,41
Cavidade Oral 90 7,05 50 318
Laringe 80 5,68 = 0,90
Bexiga 70 523 40 297
Esbfago 80 6,17 30 2,02
Ovério - - 130 911
Linfoma de Hodgkin 40 317 - 0,72
Linfoma ndo Hodgkin 70 5,04 80 573
Glandula Tireoide > 1,01 80 5,60
Sistema Nervoso Central 60 4,15 70 4,61
Leucemias 60 4,48 60 3,80
Corpo do Utero - - 130 8,53
Pele Melanoma 50 4,03 40 2,95
Outras Localizagbes 490 36,15 460 31,01
Subtotal 2410 178,73 2.870 195,01
Pele ndo Melanoma 1.110 82,10 1.360 92,62

Todas as Neoplasias

I S 7 N ™ T T

*Nomeros arredondados para 10 ou mdltiplos de 10. / ** Menores que 15 casos.

Fonte: Instituto Nacional do Cancer (INCA), Estimativa Cancer, 2014.

2.2.1.3 Fatores de risco

Os principais fatores de risco do melanoma cutineo incluem: o histérico de
melanoma na familia, multiplos nevos benignos ou atipicos ¢ melanoma prévio
(Miller e Mihm, 2006). Também ha outros fatores bem conhecidos, dentre eles: cor
da pele clara, cor dos olhos clara, tendéncia ao surgimento de sardas e exposi¢do
prolongada e repetida ao sol na infincia e adolescéncia (INCA, 2014). O risco
individual para o desenvolvimento do melanoma ¢ determinado pela possibilidade de

ter herdado mutacdes em genes de alta susceptibilidade ao melanoma ou
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polimorfismos em genes secundarios modificadores de risco. Adicionalmente, o risco
de desenvolver melanoma tem a ver com o qudo aguda ou cronica foi a exposi¢ao

solar a qual o individuo foi submetido ao longo da vida (Tucker e Goldstein, 2003).

2.2.1.4 Prevengdo e tratamento

Tem sido sugerido que 2/3 dos casos de melanoma sdo atribuiveis a exposi¢ao
excessiva ao sol (Armstrong e Kricker, 1994). Portanto, acdes de prevengdo primaria
que estimulem a protecao contra a luz solar sdo efetivas e de baixo custo para evitar o
cancer da pele, inclusive o melanoma. A educa¢do em saude ¢ outra estratégia
internacionalmente aceita. O individuo deve procurar o dermatologista ao primeiro
sinal de surgimento de manchas ou sinais novos na pele, ou a mudanca nas
caracteristicas desses, reconhecendo assim possiveis alteracdes precoces sugestivas de

malignidade (Demierre, 2006).

Pacientes com melanoma n3o metastatico nas etapas iniciais podem ser
tratados pela ressec¢do cirirgica do tumor, mostrando altas taxas de sobrevivéncia. O
tecido de crescimento primdrio € o normal ao redor do tumor sdo removidos e
algumas vezes o nddulo linfatico sentinela ¢ coletado para bidpsia para determinar o
estagio do cancer. Aproximadamente 80% desses casos sdo tratados dessa maneira.
Pacientes nesse mesmo estagio da doenca tem sido também tratados com
quimiocirurgia, alcancando taxas de cura de 97% - 99,8% (Boyle, 2011; Katipamula e

Markovic, 2008).

Porém, de forma geral, a prognose do melanoma metastatico ¢ extremamente
desanimadora, considerando que os protocolos de tratamentos utilizados ndao tém
mostrado, at¢ o momento, beneficios reais de sobrevivéncia (Tomic et al., 2011).
Uma vez que o melanoma avanca para uma etapa tardia, torna-se extremamente dificil
de ser tratado, apresentando altas taxas de mortalidade (Mouawad et al., 2010;
American Cancer Society Fact Sheets, 2013; Baldelli et al., 2014). O tempo médio de
sobrevivéncia dos pacientes com melanoma metastatico, dependendo da resposta do

paciente, o numero e local das metastases, pode ser de 2 a 8 meses (Mouawad et al.,
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2010). Os tratamentos disponiveis mais comumente utilizados, tais como a
quimioterapia, imunoterapia e radioterapia tm mostrado pouca efetividade, além de
uma série de efeitos secundarios relacionados a falta de especificidade com as células
tumorais (Bajetta ef al., 2002; Atallah e Flaherty, 2005). A dificuldade do melanoma
metastatico em responder aos tratamentos existentes se traduz em uma expectativa na
qual menos de 15% dos casos conseguem sobreviver por até 3 anos (Baldelli ef al.,

2014; American Cancer Society Cancer Fact Sheets, 2013).

Infelizmente, o rapido aumento observado nas ultimas décadas nos indices de
incidéncia do melanoma maligno ndo tem apresentando um paralelo em relacao ao
desenvolvimento de opgdes terapéuticas mais eficientes (Borisova et al., 2011). Por
esse motivo, além da prevengdo ativa e a deteccdo em estdgios iniciais, ¢ de extrema
importancia a procura pelo desenvolvimento de novos farmacos direcionados e novas

terapias que sejam menos toxicas € que ndo apresentem quimioresisténcia.

2.3 TERAPIA FOTODINAMICA

2.3.1 Mecanismo de acio

r

A Terapia Fotodindmica ¢ um tipo de tratamento promissor que utiliza a
combinacdo de trés componentes nao toéxicos que ao serem combinados induzem
estresse oxidativo no tecido alvo (Figura 3). Um dos componentes ¢ luz em
comprimento de onda especifico. O outro ¢ um fotossensibilizante (FS), uma
molécula capaz de converter a energia luminosa em potencial quimico e por fim, o
oxigénio molecular. Uma concentracdo adequada de oxigénio molecular ¢ necessaria
para que haja dano tecidual. Se algum desses componentes estiver ausente, ndo
haverd efeito, portanto a efetividade como um todo requer um planejamento
cuidadoso para determinar a quantidade de FS e a dosimetria de luz que serd usada

(Brown et al., 2004).

De forma geral, a TFD funciona primeiramente pelo uso de um

fotossensibilizante ou precursor que ¢ administrado através de uma das seguintes vias:
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topica, oral, intravascular ou intratumoral. Na sequéncia, ¢ dado um tempo para que o
FS se distribua, localize e acumule no local de interesse. Em seguida, o alvo ¢ exposto
a luz em um comprimento de onda que coincida com a faixa de comprimento maximo
de absor¢do do FS sendo utilizado (Rosa e Bentley, 2000) (Figura 3). Além disso, a
fonte luminosa usada na TFD deve ser aplicada em poténcia adequada e com dose
total de energia suficiente para induzir a destruicao do tecido tumoral (Mang ef al.,
2008). Por mais que o FS seja aplicado sistemicamente, o efeito de morte celular
ocorrera somente no local onde o FS teve acumulagdo com subsequente fotoativacao
gerando espécies reativas de oxigénio naquela regido especifica, obtendo um efeito

local (Brown et al., 2004).

= 3 = v Etapas da TFD
| Aplicacao
célula Il Acumulagao
CARCoROsn Il Ativagéo
IV Morte celular
I II 111 IV
sistémico

Figura 3. Etapas da Terapia Fotodinamica (TFD). O fotossensibilizante (na seringa) é
aplicado local ou sistemicamente (etapa I), acumula-se no tumor (etapa II) e ¢ ativado
por iluminacdo externa (etapa III), causando dano ou morte celular (etapa IV). Fonte:
Chatterjee et al., 2008.
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Uma vez que o fotossensibilizante ¢ fotoativado, este ¢ excitado e passa do
estado fundamental singleto (Sy) para o primeiro estado excitado singleto (S;), que ¢
bastante instavel. O retorno a estabilidade ocorre pela liberagdo de energia na forma
de luz, por emissdo de fluorescéncia, ou alternativamente, o FS no estado S;, pode
passar ao estado tripleto (T;), mais estavel e de vida longa, mediante o fendmeno
conhecido como ‘“cruzamento intersistemas”. O FS no seu estado excitado tripleto
pode agir em dois tipos de mecanismos, Fotoreagdes do Tipo I e as Fotoreacdes do

Tipo II (Figura 4) (Paszko et al., 2011).

1 FS* Diferentes substratos

CIS

hy

FS

Figura 4. Diagrama ilustrando os principais eventos que conduzem as
fotoreagdes do tipo I e II que em tltima instdncia levam ao dano oxidativo
celular. FS= fotossensibilizante; 1FS* = FS em estado singleto excitado; 3FS*
= FS em estado tripleto excitado; hv = foton; CSI = cruzamento intersistema;
30, = oxigénio tripleto; 'O, = oxigénio singleto; S = substrato (biomoléculas);
Smod = biomoléculas quimicamente modificadas.

O mecanismo de Fotorreacdes do Tipo I envolve a abstracdo de atomo de
hidrogénio ou reagdes de transferéncia de elétrons entre o estado excitado do FS e o
substrato que pode ser biologico, um solvente ou outro FS, com o intuito de ceder

radicais livres e radicais i10nicos (Tabela 4). Estas espécies de radicais livres sdo
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geralmente altamente reativas e podem prontamente interagir com oxigénio molecular
para gerar espécies reativas de oxigénio que produzem danos oxidativos expressos
como lesdes bioldgicas (Sharman et al., 1999). Por outro lado, os mecanismos das
Fotoreacdes do Tipo II resultam na transferéncia de energia entre o estado excitado
tripleto do FS e o estado fundamental do oxigénio molecular, gerando oxigénio no seu
estado excitado, o oxigénio singleto (Tabela 4) (Sharman et al, 1999). Logo, ¢ o
oxigénio singleto que age como o verdadeiro agente citotdoxico que reage rapidamente
com os componentes celulares causando o dano que finalmente conduz a morte
celular (Gibson et al., 1999). Durante este processo, o fotossensibilizante ¢
regenerado agindo como catalizador para que cada molécula de FS participe em
muitos ciclos de producao de oxigénio singleto (Brown et al., 2004; Chatterjee et al.,

2008).

Tabela 4. Componentes ¢ mecanismos empregados nas Fotoreagdes do Tipo I e Tipo II.

Principios fotoquimicos e fotofisicos da Terapia Fotodinamica

Sensibilizante hv 'Sensibilizante*
—_—
'Sensibilizante* — 3Sensibilizante*

Mecanismo do Tipo I

Sensibilizante™ "

Susbtrato ™ + Sensibilizante™

3Sensibilizante* + *Sensibilizante* —_— Sensibilizante™ +
3 o eqe * 4
Sensibilizante Substrato s

Sensibilizante " + O, (3Eg') Dano oxidativo

Dano oxidativo

e
Substrato + O,~ -

Mecanismo do Tipo II

*Sensibilizante* + 0, (CZ,) ., Sensibilizante + 0, ('Ay)
0, (‘Ay) + Substrato ——3 Dano oxidativo

Abreviagdes: hv: energia da luz; * : estado excitado; " : radical; (3Zg'): oxigénio molecular no
estado fundamental; (]Ag): oxigénio singleto. Adaptado de Sharman et al., 1999.
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E geralmente aceito que os mecanismos de Fotoreagdes do Tipo II
predominam durante a TFD, portanto, as Fotoreagdes do Tipo I se tornam mais
importantes em situacdes com baixas concentragdes de oxigénio. Porém, a reacdo
inicial resulta de menor importancia ja que tanto as reagcdes do Tipo I como as do Tipo
IT conduzem a danos oxidativos semelhantes e reagdes em cadeia de radicais livres
comparaveis na presenca de oxigénio. O efeito geral das Fotoreagdes do Tipo I e do
Tipo II € a produgdo de dano oxidativo dentro da célula alvo que em ultima instancia

conduz a destruicdo tumoral (Sharman et al., 1999).

2.3.2 Fontes de luz utilizadas na Terapia Fotodinamica

Os tipos de fontes luminosas utilizadas para TFD podem ser divididas em trés
classificagdes: 1) lampada incandescente com comprimento de onda filtrado, 2) lasers,
e 3) fontes de diodo emissor de luz (LED). A luz solar também tem sido usada para o
tratamento de grandes areas de pele, mas ndo ¢ muito aplicada devido aos potenciais
problemas praticos relacionados ao controle e entrega da luz (Wilson e Patterson,

1986).

Tanto os lasers como as lampadas incandescentes tem sido utilizadas na TFD,
mostrando eficacia semelhante. Os lasers do tipo diodo sdo os mais eficientes, em
compara¢do com os de bomba de corante, sendo mais baratos e simples de instalar,
com dosimetria automatizada, recursos de calibragao e uma vida util mais longa. Os
lasers podem ser acoplados a fibras Opticas para tratamentos na bexiga e trato

digestorio (Umeda et al., 2011).

Os diodos emissores de luz (LED) tém sido recentemente investigados como
novas fontes luminosas para a ativagao de FS utilizados na TFD. O uso dos LED
apresenta uma série de vantagens, dentro delas: estes sdo facilmente manipulados,
podem ser considerados de baixo custo e a irradiagdo emitida por eles ¢ menos danosa
para os olhos em comparagdo com a irradiacao de laser (Umeda et al., 2011). Apesar
destas vantagens nao existe um tipo de fonte luminosa ideal para todas as aplicagdes
da TFD. Portanto, a escolha da fonte de luz a ser utilizada baseia-se no comprimento

de onda de absor¢do do FS, o tipo e tamanho de doenca a ser tratada (local, tamanho
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da lesdo, acesso, caracteristicas do tecido), e custos relacionados a adquisi¢do da fonte

luminosa (Agostinis et al., 2011).

2.3.3 Aplicacdes da Terapia Fotodinamica

Milhares de anos atras o efeito da luz solar isolada ou em combinacdo com
balsamos foi utilizado por civilizagdes no antigo Egito, China e India, para o
tratamento de doengas tais como psoriase, vitiligo e cancer de pele. Porém, nao foi até
o inicio do século XX que o termo ‘acdo fotodinamica’ foi cunhado por Tappeiner e
colegas para descrever as reacdes quimicas do consumo de oxigénio induzidas pela
efeito fotossensibilizante aplicado a biologia (revisado por Zhao e He, 2010). A
aplicagdo clinica em humanos da TFD como terapia anticancer comegou no Instituto
do Cancer Roswell Park em 1978 quando o Dr. Thomas Dougherty usou pela primeira
vez um derivado da hematoporfirina (HPD) e posteriormente a sua forma
parcialmente purificada, Photofrin®, para tratar efetivamente de uma série de
malignidades (Dougherty, 1996). Nas ultimas duas décadas, a TFD tem ganho

popularidade mundial como terapia anticancer primaria ou adjuvante.

Uma ampla variedade de malignidades envolvendo varios 6rgaos e sistemas
tém sido tratadas utilizando a TFD. A eficacia da TFD é demonstrada numa série de
estudos para o tratamento de cancer nos seus estagios iniciais, tal como no caso de
displasia esofadica (Gray e Fullarton, 2007), cancer pulmonar (Kato et al., 2004),
cancer da cabeca e pescoco (Allison et al.,, 2005; Tapajos et al., 2008; Longo et al.,
2009; Bicalho et al., 2013), cancer de pele ndo melanoma (Souza et al., 2009), cancer
anal (Allison et al., 2010), cancer peritoneal ovariano (Guyon et al., 2012), entre
outros. A TFD também tem sido empregada com sucesso como co-terapia em cancer
avangado e tem mostrado resultados promissores no campo da dermatologia.
Atualmente, a TFD tem se tornado uma modalidade terapéutica estabelecida no
campo da dermatologia para o tratamento do cancer de pele ndo melanoma, para
tratar, por exemplo, casos de queratose actinica, doenca de Bowen, carcinoma de
células escamosas in situ e carcinoma basocelular superficial (Ikram et al., 2011),

principalmente pela acessibilidade da pele a exposicdo da luz. Com base nesses
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resultados, centros de dermatologia no Canadd, Estados Unidos, Japao e Europa
reconhecem a TFD como uma modalidade terapéutica eficiente (Rosa e Bentley,
2000). A TFD igualmente tem se mostrado promissora para o tratamento de outras
doencas inflamatorias e proliferativas nao neopldsicas, tais como casos de
escleroderma, acne vulgaris, psoriase, sarcoidose, necrobiose lipoidica e leishmaniose

(Mitra e Stables, 2006; Escobar ef al., 2006; Hernandez et al., 2012).

Mais recentemente, uma série de estudos tém reportado o uso da TFD
combinada com outra terapias tais como a crioterapia (Kim ef al., 2013) e laser com
diéxido de carbono (Shokrollahi et al., 2013) para o tratamento do cancer de pele
nodular, demonstrando boa eficacia e resultados cosméticos satisfatorios. Porém, em
relacdo ao uso de TFD para o tratamento do melanoma, algumas peculiaridades deste

tipo de cancer levantam questdes importantes que precisam ser consideradas.

2.3.4 Terapia Fotodinidmica e melanoma

Conforme discutido previamente, a ativacdo do FS pela luz na presenca de
oxigénio molecular representa um evento crucial para a TFD. Idealmente, a luz usada
na TFD deve ser fracamente absorvida pelo tecido biologico e fortemente absorvida

pelo FS (Nighswander-Rempel et al., 2005).

A absor¢do de luz nos tecidos ¢ em grande parte devido a presenca de
cromoforos teciduais, como hemoglobina, mioglobina, melanina e citocromos. O
espectro de absorcdo dessas moléculas define a janela Optica dos tecidos biologicos
para a aplicagdo de luz na TFD (Figura 5). O perfil de absor¢ao dessas moléculas
biologicas limita em 650-1200 nm (janela Optica dos tecidos biologicos), a faixa do
espectro de absor¢do adequada para o uso de TFD, que compreende a regido do
vermelho visivel e a do infravermelho préximo (Plaetzer et al., 2009; Huang et al.,
2009). Assim, o emprego de um FS capaz de ser ativado na faixa de absorcao da
janela optica dos tecidos biologicos, contribui na eficacia do tratamento na medida em
que aumenta o indice de penetragdo luminosa ativando o FS com o minimo de desvio

optico (Agostinis et al., 2011).
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No caso do melanoma cutaneo, o cenario ¢ complexo devido ao alto conteudo
de melanina no tecido (Ma et al., 2007). A melanina funciona como antioxidante e
fotoprotetor da pele que absorve a luz em grande parte da regido de comprimento de
onda usado para a TFD (400 - 750 nm), com maior absor¢ao nos comprimentos de
onda mais curtos (Borisova et al, 2011; Davids e Kleeman, 2011) (Figura 5).
Consequentemente, os melanomas melanoticos comumente apresentam uma resposta
fraca a TFD classica. Com o intuito de comprovar que a melanina ¢ de fato um
obstaculo importante para o tratamento via TFD, varios estudos t€ém comparado
resultados experimentais com linhagens celulares pigmentadas, por exemplo, BI6F1 e
B16F10, e linhagens celulares despigmentadas, como a As7s (Sharma et al., 2011;
Sharma e Davids, 2012). Estes estudos corroboram que a auséncia de pigmento nos
melanomas diminui sua resisténcia a morte celular apos tratamento com TFD (Zhao et

al., 2009).
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Figura 5. Contribuicdo dos diferentes compostos para a densidade oOptica dos
tecidos bioldgicos. Faixa do espectro adequada para uso na Terapia Fotodinamica
varia entre os comprimentos de onda de 650 a 1200 nm.

Um amplo nimero de estudos conduzidos in vitro tem mostrado resultados
altamente satisfatorios, sugerindo protocolos que visam a inducao da morte celular em

células de melanoma pigmentadas de diversas linhagens (Kolarova et al, 2007,
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Mamoon et al., 2009; Maduray et al., 2011; Maduray et al., 2012). Estudo conduzido
por Tammela e colaboradores (2011) em porcos apoia o uso da TFD para a
destruicao seletiva de vasos linfaticos. Isto representa um resultado bastante
importante ao considerarmos que o que torna o melanoma um tipo de cancer tao letal

¢ a sua alta capacidade em criar metéstase.

Uma série de modificagdes aplicadas a TFD classica tem mostrado resultados
promissores para o tratamento do melanoma. Estudos envolvendo FS capazes de
serem ativados na regido do infravermelho sugerem que um alto nivel de pigmentacao
da pele ndo representa um obstidculo para a aplicagdo da TFD contra tumores
pigmentados (Peeva et al,, 1999; Borisova, 2011). Porém, conforme colocado por
Bechet e colaboradores (2008), a maioria dos FS testados em estudos pré-clinicos
ainda ndo alcangaram suas aplicacdes clinicas devido a fatores como baixa
seletividade em termos de diferenciar entre tecido alvo e tecido ndo tumoral, baixos
coeficientes de extingdo e alta acumulacdo na pele. A maioria dos FS que estdo
disponiveis comercialmente apresentam caracteristicas benéficas especificas, mas

nenhum deles incorpora todas as caracteristicas de um FS ideal.

2.3.5 Fotossensibilizantes

2.3.5.1 Aspectos gerais

Os fotossensibilizantes sdo compostos capazes de absorver a luz em um
comprimento de onda especifico e transforma-la em potencial quimico. No caso da
TFD, este processo quimico envolve a produgdo de agentes citotoxicos letais. Existem
centenas de FS naturais e sintéticos, variando desde extratos de plantas até
macrociclos sintéticos complexos. O ponto chave dos FS ¢ ter a capacidade de se
acumular no tecido alvo e assim gerar agentes citotoxicos para induzir os efeitos

biologicos desejados (Sharman et al., 1999).

Uma grande variedade de FS tem sido testada em experimentos in vitro e in

vivo, mas nenhum deles tem mostrado propriedades ideais. Um FS ideal apresenta:
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seletividade pelas células tumorais, estabilidade quimica e fisica, curto intervalo entre
administracao e acumulacao maxima nos tecidos tumorais, ativagdo em comprimentos
de onda com penetragao tecidual 6tima, rapida eliminagdo do organismo (Pass, 1993;
Fritsch et al., 1998), toxicidade minima quando na auséncia de luz, maxima eficacia
uma vez ativado (Juarranz et al., 2008), e tendéncia minima de auto-agregacao
(Bechet et al., 2008). Devido a estas propriedades, uma série de compostos tanto
sintéticos como naturais tém sido estudados para combater uma variedade de tipos de

cancer.

Atualmente destacam-se no mercado trés geracoes de fotossensibilizantes. A
primeira geracdo foi incialmente desenvolvida nos anos 1970s e inicio dos 1980s e ¢
composta de derivados da porfirina, sendo seu principal representante o Photofrin®.
Este FS tem sido aceito para uso clinico em varios paises para tratamento de cancer de
pulmao, cancer do eso6fago superficial ou avangado, cancer de bexiga, cancer gastrico
inicial ou avancado e cancer cervical inicial (Sharman et al., 1999). Apesar do sucesso
na sua aplicacdo clinica e de ainda ser o fotossensibilizante mais amplamente
utilizado, o Photofrin® apresenta uma série de desvantagens, tais como: trata-se de
uma mistura de derivados de porfirinas, possuindo elevada heterogeneidade quimica,
além de baixo comprimento de onda de ativagdo (na faixa de 630nm), restringindo sua
aplicagcdo em canceres superficiais, uma vez que a luz incidente penetra 4 mm na pele
e ainda apresenta tempo de retencdo prolongada de aproximadamente 10 semanas

ap6s administragdo, favorecendo sua toxicidade cutanea apds TFD (Jori, 1996).

A segunda geragao de FS foi estabelecida com o intuito de contornar os efeitos
limitantes dos farmacos de primeira geragdao. Os FS de segunda geragdo se referem
aos derivados da porfirina, clorinas e corantes, entre eles citando o acido 5-
Aminolevulinico (ALA), azul de metileno, Verteporfirin, Temoporfirin, Texafrinas,
ftalocianinas, clorin €6, rodaminas, e porficenos, entre outros (Sharman et al., 1999).
Os FS de segunda geracao mostram uma série de vantagens quando comparados com
os FS de primeira geracao, por exemplo, demostram absor¢do em comprimentos de
onda maiores, variando entre 650 ¢ 800 nm onde a penetracao dos tecidos € 6tima;
apresentam coeficientes de extingdo maiores; a acumulagdo no tecido ¢ de menor
duragdo, portanto o tratamento pode ser realizado no mesmo dia da aplicagdo do FS; e

possuem menor toxicidade. Apesar destas vantagens, estes FS ainda apresentam uma
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série de obstaculos, entre eles a alta hidrofobicidade e baixa seletividade pelo tecido

tumoral (Paszko et al., 2011).

Com isso, houve a necessidade de desenvolver sistemas carreadores que
possibilitem a administragdo do FS, bem como potencializem sua seletividade
tumoral. Nesse contexto, surgiram os farmacos fotossensibilizantes de terceira
geragdo que correspondem aos mesmos farmacos de primeira e segunda geracao
acima descritos, associados a sistemas como lipossomas, micelas, anticorpos
conjugados, peptideos, dacido folico (Yano et al, 2011) e plataformas
nanotecnologicas (Muehlmann et al., 2014). Dentre as diferentes geracdes de FS, esta
classe tem apresentado resultados promissores no aprimoramento de suas
propriedades para a aplicacdo em TFD, com destaque para o direcionamento sitio-
especifico, conduzindo a elevada acumulagdo do composto no tecido tumoral

(Castano et al., 2005; Yano et al.,, 2011).

Os produtos naturais tem sido reconhecidos como importantes fontes
farmacéuticas, sendo que 63% dos medicamentos comercializados entre 1981 ¢ 2008
reportaram ser derivados de uma forma ou de outra a partir de produtos naturais
(revisado por Jong ef al., 2013). Atualmente uma boa parte da pesquisa realizada com
TFD engloba o desenvolvimento de FS novos que sejam naturalmente derivados e que
apresentem maior afinidade pelas células neoplasicas € menores periodos de

sensibiliza¢ao (Davids e Kleemann, 2011).

2.3.5.2 Oleo de acai como fotossensibilizante

A Euterpe oleracea Martius (Arecaceae), uma das espécies do popular agai,
ocorre naturalmente na regido Amazonica (Almeida ef al, 2004). O agai, fruto da
palmeira do agaizeiro, apresenta formato esférico, com didmetro entre 1,0 ¢ 1,5 cm e
cor roxa (Figura 6). O agai apresenta grande potencial para o desenvolvimento de
novos medicamentos, e recentemente tem recebido bastante ateng¢ao devido aos seus
beneficios na area da satde, principalmente pela sua alta atividade antioxidante e

composi¢ao fitoquimica (Lichtenthaler ef al., 2005; Rodrigues ef al., 2006; Schauss et
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al., 2006; Pacheco-Palencia et al., 2007; Favacho et al., 2011). Estudos tém revelado
que o fruto do acai ¢ rico em polifendis bioativos, com é&nfase especial nas
antocianinas, proantocianidinas, flavondides, orientina, isovitexina e deoxihexose

taxifolina (Schauss et al., 2006; Del Pozo-Insfran ef al., 2004; Favacho et al., 2011).

Fonte: plantasdepoder.com.br Fonte: journalggn.com.br

Figura 6. (A) Palmeira de agaizeiro Euterpe oleracea Martius (Arecaceae). (B) Detalhe do
fruto de agai.

A andlise da composic¢ao do acai mostra que a polpa contém aproximadamente
13% de proteinas, 53% de lipideos, 1,5% de agucar total, fibra e polifenois. O alto
teor de Oleo vegetal no acai, representa uma fonte de &cidos graxos essenciais
(Schauss et al., 2006; Nascimento ef al., 2008). O o6leo ¢ obtido a partir da polpa do
acai principalmente por extracdo com éter de petrdleo e extragdo enzimatica. Em
estudo realizado por Nascimento e colaboradores (2008) foi observado que o 6leo
obtido pela extragdo enzimatica apresentou 71% de 4acidos graxos insaturados,
60,81% de monoinsaturados e 10,36% de poliinsaturados, enquanto que o oleo
extraido com o éter mostrou cerca de 68% de acidos graxos insaturados, 60,33% de
monoinsaturados, 7,83% de poliinsaturados e 3,54% dos dacidos ndo foram
identificados. Além destes resultados, o mesmo grupo de pesquisa investigou a
composi¢do em acidos graxos da fracdo lipidica da polpa de agai por cromatografia
gasosa de alta resolucdo, determinando que o 6leo de acai ¢ principalmente composto

por acidos graxos do tipo oléico e palmitico (Tabela 5) (Nascimento et al., 2008),
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importantes nos processos de regeneragao da pele (Machado ef al., 2008).

Tabela 5. Composi¢cdo em 4acidos graxos do 6leo de acai extraido enzimaticamente a
partir da polpa.

Acido graxo Composicao percentual (%) Numero de atomos de
carbono

Laurico 0,04 12:0
Miristico 0,11 14:0
Palmitico 25,93 16:0
Palmitoleico 4,88 16:1
(cis 9) Oléico 52,54 18:1
(cis 11) Vacénico 3,39 18:1
Linoléico 9,72 18:2
Linolénico 0,64 18:3
Araquidico 0,12 20:0
Nao identificados 0,77 -

Total saturados 28,06 -

Total insaturados 71,17 -

Fonte: Nascimento et al., 2008.

O dleo de Euterpe oleracea apresenta também flavondides e varios compostos
fenodlicos, com énfase especial nos 4acidos vanilicos. Estes compostos fendlicos
possuem propriedades antioxidantes, o que torna este tipo de 6leo uma interessante
alternativa para ser adicionado em alimentos, suplementos, cosméticos € em
medicamentos (Pacheco-Palencia et al, 2008). Pesquisas tém mostrado que
compostos contendo altos niveis de antioxidantes podem reduzir o risco de doengas
cardiovasculares e alguns tipos de cancer (Wiseman e Halliwell, 1996). Além disto,
os compostos polifenodlicos presentes no 6leo de acai mostram propriedades de
inibicao da proliferacao celular, induzem apoptose, alteram a cinética do ciclo celular
e interferem com a transducao de sinais intracelulares em varios modelos celulares de
cancer (Robards et al,, 1999; Elattar e Viriji, 1999; Briviba et al., 2002; Mertens-
Talcott et al., 2006).



28

O potencial fotossensibilizante e as propriedades fotofisicas do 6leo de acai
foram descritas de forma inédita por pesquisadores do nosso grupo de pesquisa em
2012, constando em pedido de patente (P11020120210436). Além disto, 0 mesmo
grupo descreveu pela primeira vez a incorporagdo do 6leo de agai em um sistema

nanoestruturado composto por polimeros.

2.4 NANOBIOTECNOLOGIA APLICADA A TERAPIA FOTODINAMICA

Conforme mencionado anteriormente, um dos grandes desafios da TFD ¢ o
emprego de FS que contemplem a maioria das caracteristicas desejadas para um FS
ideal. Portanto, a utilizagdo da ferramentas nanotecnoldgicas para o tratamento de
doencas a através da TFD torna-se uma estratégia atrativa para contornar grande parte

das desvantagens geralmente apresentadas pelos FS.

O termo nanotecnologia refere-se ao entendimento e controle da matéria em
dimensdes que variam entre 1 — 100 nm, uma escala dentro da qual propriedades
Unicas tanto quimicas como fisicas emergem, permitindo, por exemplo, o
desenvolvimento de novas modalidades de diagnéstico e tratamento (Burda et al.,
2005; Neuberger et al, 2005; Cheon e Lee, 2008; Singh e Lillard, 2009; Monge-
Fuentes et al., 2011).

O uso da nanotecnologia tem disponibilizado uma série de ferramentas que
podem trazer novas perspectivas para o tratamento de diversos tipos de doencas
(Figura 7), tais como o melanoma. Varios tipos de nanomateriais tais como
nanoparticulas (NP) de silica, NP de ouro, NP de oxido de ferro, NP de
poliacrilamida, NP biodegradaveis, quantum dots e lipossomas, dentre outros,
também tém sido empregados na TFD (Chatterjee et al.,, 2008; Paszko et al., 2011).
Segundo Paszko e colaboradores (2011), a maioria dos estudos existentes no tema de
nanotecnologia e TFD estdo direcionados a melhorar a eficacia de FS ja existentes e
que sao aprovados para uso na clinica ou estdo focados no desenvolvimento de

veiculos de entrega direcionada.
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Nanoparticulas organicas Nanoparticulas inorganicas

Figura 7. Nanomateriais frequentemente usados no campo da nanomedicina aplicada a
oncologia. Esquerda: nanoparticulas organicas: (A) dendrimero; (B) ciclodextrina; (C)
micelas; (D) lipossomas. Direita: nanoparticulas inorganicas: (E) nanoparticulas core-
shell; (F) nanorod; (G) fullereno; (H) tubo de carbono. Fonte: Baldelli ef al., 2014.

A aplicacdo da nanotecnologia para a TFD também se direciona ao
melhoramento da solubilidade dos farmacos fotossensibilizantes que apresentam
baixa solubilidade nos meios aquosos, protegendo assim o fiarmaco da sua
degradacdo, produzindo a liberacdo controlada do fadrmaco e aumentando a
biodisponibilidade deste (Jia e Jia, 2012; Muehlmann et al., 2014). Outras vantagens
apresentadas pelas nanoparticulas incluem: capacidade de carreamento de varios
farmacos, facilitando a terapia com combinacao de farmacos; prote¢ao dos farmacos
da degradacdo; e desenho de nanoparticulas com fun¢des multiplas, por exemplo com
capacidade diagndstica (contraste de imagem) e terapéutica (direcionamento para as

c€lulas alvo) (Chen et al., 2013) (Figura 8).

A seguir sdo discutidas algumas das vantagens facilitadas pelo uso da
nanotecnologia na TFD com a finalidade de aumentar a eficacia do tratamento e seu

uso seguro.



30

1) Entrega do FS ao local de agdo

Os primeiros carreadores de fArmacos quimioterapeuticos foram testados nos anos
1980s, onde os resultados iniciais demostraram que melhores indices terapéuticos
poderiam ser alcangados para firmacos anticancer classicos ao serem associados a
sistemas de entrega nanoestruturados (Brasseur ef al., 1980; Couvreur et al., 1986;
Kreuter, 2007). Sabe-se que os sistemas nanoestruturados classificados como passivos
acumulam-se em alguns tipos de tumores so6lidos devido ao efeito de aumento de
permeacao e reten¢do vascular (EPR), resultante da microvasculatura defeituosa e
drenagem linfética ineficiente observadas em vérios desses tumores (Torchilin, 2007;
Paszko et al., 2011). Experimentos mostram que o acimulo de particulas em tecidos
tumorais ¢ um evento tamanho dependente, portanto, a questdo do tamanho das
particulas ¢ um fator importante para a quimioterapia do cancer. Ao utilizar
nanoparticulas de tamanho adequado, ¢ possivel aumentar a concentracio do FS
contido nelas no tecido tumoral, enquanto ¢ reduzida a sua concentracdao nos tecidos

nao tumorais (Bechet et al., 2008; Camerin et al., 2010; Kano et al., 2013; Master et
al., 2012).

Targeting da célula de melanoma no tumor

Nanoparticula
anti- melanoma

/ Célula de melanoma
l " i ligagdo/penetragio

Célula de
melanoma

Liberagdo

do farmaco
O Nicleo magnético (agente de constraste) » Hipertermia
@ Cobertura com firmaco o Atomo radioative (agente de contraste PET)
\Oo Farmaco anti-mclanoma

\ Molécula para targeting das células de melanoma

Figura 8. Esquema estratégico de um tipo de
nanoparticula multifuncional para o tratamento do
melanoma. Fonte: Baldelli ef al., 2014.
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O actimulo de farmacos em tumores também pode ser melhorado mediante o uso
de nanomateriais com estratégias ativas de direcionamento. Moléculas tais como
anticorpos, peptideos catidnicos, ligantes de receptores de membrana, e outros, podem
ser anexados a superficie das nanoparticulas carregadas com farmaco, aumentando a
sua afinidade pelo tecido tumoral (Brannon-Peppas et al., 2004; Chatterjee et al.,
2008; Bugaj, 2011). Esta estratégia ja foi aplicada em sistemas de entrega de farmacos
na TFD. Por exemplo, micelas de co-polimero biocompativeis contendo FS Pc4
tiveram a sua superficie modificada com peptideos GE11 para direciond-las aos
receptores de fator de crescimento epidermal (EGFR) (os receptores sdao super
expressos pelas cé€lulas cancerosas). As micelas foram colocadas em contato com
c€lulas de carcinoma epidermodide e em seguida tratadas com TFD. Os resultados
indicaram que o direcionamento ativo com EGFR acelera a captacdo intracelular do
FS, melhorando a citotoxicidade induzida pela TFD (Master ef al., 2012). Além disso,
novos conjugados conhecidos como nanobodies (NB) capazes de fazer o
direcionamento do EGFR e FS foram estudados, mostrando que estes conjugados
induzem especificamente a morte de células que super expressam o EGFR em
concentragdes baixas, nanomolares, enquanto que o FS livre e os conjugados de NB-

FS, na auséncia da luz, ndo induzem toxicidade (Heukers et al., 2014).

A eficiéncia da TFD também foi demonstrada em conjugados de 6xido de grafeno
com &cido folico e clorina e6 para o tratamento de células MGC803 de cancer de
estomago (Huang et al., 2011). Yoon e colaboradores (2012) também testaram a
clorina e6 em nanoparticulas de acido hialurénico com direcionamento tumoral

(HANPs), resultando na supressdo efetiva do crescimento tumoral.

2) Aplicagao biologica dos fotossensibilizantes

Uma grande parcela dos FS disponiveis para TFD anti-cancer possuem uma
natureza altamente hidrofobica (Paszko ef al., 2011). Este ¢ o caso de varios FS ja
aprovados para uso clinico. A referida hidrofobicidade apresenta aspectos tanto
negativos quanto positivos. Dentre os pontos positivos temos 0 maior acumulo e

retencao do FS hidrofobico pelas células tumorais (Chan et al., 1988; Chan ef al,,
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1990) devido a que o FS hidrofobico (por exemplo: hipericina) se associa com
lipoproteinas séricas, lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e de alta densidade
(HDLs) (Crnolatac et al., 2007), as quais sao avidamente capturadas pelas células
tumorais (Theodossiou ef al., 2009). Conforme discutido por Davids e Kleemann
(2011), este mecanismo foi apoiado por estudo conduzido por Ho e colegas
(2009), mostrando que o colesterol funciona como chave determinante para a
captura da hipericina nas membranas celulares, devido a natureza lipofilica da
hipericina.

Por outro lado, os FS hidrofobicos agregam-se facilmente na presenca de
agua, dificultando a administragdo in vivo do farmaco, e fazendo com que ocorra
a perda da atividade fotodindmica (Konan ef al., 2002; Roozebomm et al., 2013;
Muehlmann et al., 2014), resultando em um fator limitante para a aplicagdo
clinica da TFD. Neste contexto, sabe-se que os nanomateriais podem ser
utilizados para dispersar FS hidrofobicos em meio biologico. Por exemplo, em
estudo conduzido por Lima e colaboradores (2013), o encapsulamento de
hipericina em nanoparticulas lipidicas s6lidas melhorou a eficiéncia fotodindmica
deste FS, mostrando um aumento de 30% na captura celular e uma melhora
correlacionada de 26% na citotoxicidade. Em outro estudo por Muehlmann e
colaboradores (2014), foi observado que a atividade fotodindmica do cloreto de
aluminio-ftalocianina (AlPc), um derivado da ftalocianina altamente efetivo mas
muito hidrofobico, foi significativamente melhorado no meio aquoso pela
associacdo com nanoparticulas de poli(vinil, metil-éter—co-maleico anidrido
maleico). Quando associado a estas nanoparticulas poliméricas, a AlPc teve a sua
capacidade de geracdo de oxigénio singleto (ativada pela luz) aumentada em 10
vezes no meio aquoso, em comparagdao com o FS na sua forma livre (Muehlmann

etal., 2014).

2.4.1 Nanoemulsoes

Uma das desvantagens da utilizagdo de nanoterapéuticos para o tratamento do
cancer em comparagdo com terapias que utilizam farmacos convencionais refere-se

aos altos custos de manufacturacdo provenientes da complexa formulacdo de
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nanomateriais em larga escala (Baldelli ef al., 2014). Porém, ao considerar um tipo de
nanomaterial que seja adequado para a aplicagdo na TFD, facil de preparar, com
custos relativamente baixos, e que apresente a habilidade de encapsular componentes
lipofilicos em ambientes aquosos, pensa-se na aplicagdo de nanoemulsdes (NE) para a
entrega direcionada de farmacos anticancer, fotossensibilizantes e agentes de
diagnostico com aplicacdes praticas na industria farmacéutica (Shah et al., 2010; Fryd

e Mason, 2012).

As nanoemulsdes sdo dispersdes coloidais que podem ser do tipo 6leo em agua
(O/A) ou 4gua em oleo (A/O), dependendo se o oleo esta disperso como goticulas na
agua ou vice versa. Considerando sua aplicagdo no campo biomédico, o foco ¢ dado
nas NE do tipo O/A que consistem de pequenas particulas compostas de oOleo e
moléculas de tensoativo dispersas em um meio aquoso. As NE do tipo O/A sdo
definidas como dispersdes coloidais termodinamicamente instdveis que consistem de
dois liquidos imisciveis, um deles na forma de goticulas esféricas dispersas no outro
liquido. As NE podem ser transparentes ou translucidas (com didmetros variando
entre 20 e 200 nm) ou leitosas (com diametro at¢ 500 nm). Diferentemente das
microemulsdes, as quais sdo transparentes e termodinamicamente estaveis, as NE sdo
somente cineticamente estaveis (Izquierdo et al., 2002). De forma a dar estabilidade
ao sistema e para garantir estabilidade cinética da NE durante o seu armazenamento,
surfactantes e inclusive co-surfactantes podem ser usados. A estrutura das particulas
em uma NE apresenta as caudas ndo polares das moléculas de surfactante imersas em
um nucleo hidrofébico formado por uma fase oleosa, € os grupos polares das
moléculas de surfactante expostos para o meio aquoso circundante (McClements,

2012) (Figura 9).

A estrutura da nanoemulsdo depende do processo usado para sua formulagao
(Sonneville-Aubrun et al., 2004), sendo geralmente obtidas por condensagao, métodos
de emulsificagdo de baixa energia ou pela aplicacdo de alta energia durante a
emulsificagdo (conhecido como métodos de dispersdao) (Forgiarini et al, 2001).
Dentre os métodos de emulsificagao de baixa energia, cabe mencionar o método de
inversdo de fase por temperatura (PIT, siglas em inglés) (Fryd e Mason, 2012),
descrito inicialmente por Shinoda e Saito em 1969. Este método se baseia em

mudancas de temperatura no sistema, forcando a transicao entre uma emulsao O/A em
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temperatura baixa, para uma emulsdo A/O em temperaturas maiores (fase de inversao
transicional). Durante o resfriamento, o sistema passa por um ponto de curvatura
espontanea zero com tensdo de superficie minima, promovendo a formacao de
goticulas de oleo finamente dispersas, retornando para a conformacio O/A

(Fernandez et al., 2004).

O O Goticula

Nanoemulsio 6leo em dgua

Figura 9. Diagrama esquematico de nanoemulsdo do tipo
6leo em agua (O/A), tal como a NanoA produzida a partir
de o6leo, agua ¢ tensoativo. Em destaque, ilustra-se a
conformacgdo estrutural da goticula composta por um ntcleo
hidrofébico de 6leo ¢ caudas de tensoativo € uma parte
externa conformada por grupos de cabegas hidrofilicas de
tensoativo.

As NE do tipo O/A permitem o encapsulamento de componentes lipofilicos a
serem usados em meios aquosos, o que oferece vantagens para o uso de FS
empregados na TFD. Uma série de estudos tém demonstrado que as NE possuem a
capacidade de melhorar a entrega preferencial de FS aos sitios tumorais tratados com
TFD e assim, diminuir os possiveis efeitos toxicos (Primo et al., 2007). Além disto, a
possibilidade de poder funcionalizar a superficie com agentes de direcionamento tem
aberto novos caminhos para a entrega direcionada de farmacos, genes, FS e outras
moléculas (Shah et al., 2008).
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Uma série de estudos tem focado na aplicagdo de NE e TFD para o tratamento
de cancer de pele do tipo ndo melanoma (Szeimies et al., 1996; Primo et al., 2007,
Primo et al, 2008; Gholam et al, 2011; Passos et al., 2013), porém, em revisao
recente da literatura ndo foi possivel encontrar nenhum estudo pesquisando a

aplicagcdo de nanoemulsdes na TFD para o tratamento de melanoma.
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3. JUSTIFICATIVA

A prognose do melanoma metastatico € extremamente negativa, considerando
que os protocolos de quimioterapia e imunoterapia ndo tem proporcionado, até o
momento, uma alta taxa de sobrevida dos pacientes submetidos aos tratamentos
convencionalmente utilizados. Estes dados colocam o melanoma em uma posi¢ao
desafiadora na busca de novos agentes terap€uticos e tratamentos que possibilitem o

aumento da sobrevida dos pacientes portadores.

Uma série de trabalhos tém proposto a Terapia Fotodinamica como uma forma
promissora de tratamento. Por este motivo, o presente estudo se propde a explorar a
utilizacdo de nanoemulsdes como uma solu¢do nanotecnoldgica que possibilite a
utilizacao do 6leo de agai como fotossensibilizante de origem natural a ser aplicado na

TFD, visando um tratamento adjuvante capaz de combater o melanoma localizado.

Considerando uma série de estudos que comprovaram o potencial terapéutico
do oleo de acai, o qual apresenta propriedades antitumorais, antiinflamatorias,
inibitorias da proliferacao e crescimento celular, indutor de apoptose e regenerador da
pele (Del Pozo-Insfran ef al., 2004, Heinrich ef al., 2011, pretende-se explorar as suas
propriedades fotofisicas, fotoquimicas e terapéuticas em modelos in vitro e in vivo de

melanoma visando a um tratamento mais eficaz e seguro.
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4. OBJETIVOS

Com base no que foi anteriormente colocado, o presente trabalho teve como
objetivo geral desenvolver nanoemulsdes a base de oleo de acai (NanoA) e avaliar a
eficacia das mesmas na Terapia Fotodinamica (TFD) para o tratamento do melanoma,

em modelos in vitro e in vivo.

Como objetivos especificos foram estabelecidos os seguintes aspectos:

- Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas, morfologicas (forma e aspecto da
superficie) e de estabilidade da nanoemulsao desenvolvida.

- Avaliar as propriedades fotofisicas (espectros de fluorescéncia e absorbancia)
e fotoquimicas (produgdo fotoativada de oxigénio singleto) do 6leo de acgai livre e em
nanoemulsao.

- Avaliar a citotoxicidade em células de melanoma (B16F10) e em células nao
tumorais (NIH/3T3) submetidas a exposi¢cao com diferentes concentragdes de 6leo de
acai em nanoemulsao sem irradiacao.

Avaliar a citotoxicidade em células de melanoma (B16F10) e em células nao
tumorais (NIH/3T3) decorrente do tratamento com Terapia Fotodinamica (6leo de
acai em nanoemulsao e posterior fotoativagao com LED).

- Avaliar as alteracdes morfoldgicas nas células NIH/3T3 e B16F10 tratadas
por TFD mediada por NanoA.

- Avaliar o tipo de morte celular decorrente do tratamento por TFD das células
nao tumorais (NIH3T3) e de melanoma maligno (B16F10).

- Determinar protocolo para um modelo experimental in vivo com células de
melanoma transplantadas em camundongos, observando os pardmetros necessarios
(concentracao da nanoemulsdo, tempo de acumulacdo e tempo de irradiacdo) para
aplica¢do da TFD utilizando a nanoemulsao desenvolvida.

- Avaliar a eficacia da TFD mediada pelo 6leo de agai em nanoemulsao aplicada
em modelos in vivo mediante avaliacdo clinica, hematologica e histopatoldgica de
camundongos C57BL/6 com tumores induzidos por inje¢do subcutanea de células de
melanoma murino da linhagem B16F10.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A elaboragdo do presente estudo foi feita com base nas etapas metodologicas
ilustradas no delineamento experimental (Figura 11). Em resumo, quatro etapas foram
desenvolvidas: 1) avaliacao das atividades fotofisicas e fotoquimica do 6leo de agai; i)
desenvolvimento, caracteriza¢ao e estabilidade de nanoemulsdes a base de 6leo de

acali; ii1) avaliagdo in vitro, € iv) avaliacao in vivo da nanoemulsdo desenvolvida.

5.2 FONTE DE DIODO EMISSOR DE LUZ (LED)

Para a irradiacdo da solugdo de 6leo e da nanoemulsao foram utilizados bancos
de 20 diodo emissores de luz (LED) modelo XLOO1IWPOINRC660 (Shenzhen
Sealand Optoelectronics Co., Ltd., China). O circuito de alimentacao foi gentilmente
montado pelo Professor Dr. Paulo Souza do Instituto de Fisica da Universidade de
Brasilia. O controle da corrente de alimentagcdo capaz de garantir a estabilidade da
iluminacgao foi realizado por um controlador RCD-24-0.35/W, Constant Current LED
Driver (Recom Power, Inc., Alemanha). O espectro de emissio dos LED foi
determinado utilizando um espectrofotometro portatil (Ocean Optics Inc., EUA) e um
potencimetro digital (Fieldmax II, Coherent, EUA) foi usado para definir o valor de
poténcia maxima do LED e os valores de poténcia em fun¢do da distancia e a posi¢ao
relativa do banco de LEDs. Para garantir a reprodutibilidade da intensidade luminosa
emitida pelo banco de LEDs, optou-se por periodicamente realizar a afericio da

energia por unidade de tempo mediante potencimetro.

A dosimetria e fluéncia foram determinadas com base nos valores de poténcia
do LED conforme a variagdo na distancia frontal e lateral entre o detector de luz,

associado ao potencimetro, ¢ o LED. Tanto o detector de luz como o LED foram



39

montados sobre um sistema de suportes sobre trilhos, estes com marcacdo em
centimetros (Figura 10). Foram feitas medi¢des frontais, onde o LED foi mantido em
uma posicao fixa e o detector de luz foi colocado inicialmente em contato com o LED
(distancia de dois centimetros) e em seguida foi deslocado em linha reta, até atingir
uma distancia de 15 centimetros. As medicOes laterais foram realizadas mantendo o
LED em uma posi¢ao fixa e o detector a uma distancia de cinco centimetros do LED.
Em seguida, o detector foi deslocado perpendicularmente em relagdo ao LED,
variando a distancia até cinco centimetros, tanto com deslocamento para a direita
como para a esquerda do LED. As medi¢cdes da poténcia foram feitas a cada
deslocamento de um centimetro. Os dados foram aplicados em um software,
desenvolvido pelo Professor Dr. Paulo Souza, que permitiu calcular um tnico valor de
poténcia produto do valor de poténcia obtido para o deslocamento frontal e para o

deslocamento lateral.

LED Detector de luz

Trilho

Distancia frontal (cm)

Figura 10. Representacdo esquematica do sistema utilizado para determinar a
poténcia (mW) da fonte de diodo emissor (LED) conforme variagdo na distancia
frontal (cm) entre o LED e o detector de luz.
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Figura 9. Delineamento experimental ilustrando a metodologia utilizada em cada etapa da pesquisa. Microscopia eletronica de
transmissdo (MET), concentracdo citotoxica (CC), diodo emissor de luz (LED), teste de viabilidade celular 3-(4,5-
Dimetiltiazol-2-il)2,5-Difenil Brometo de Tetrazolium (MTT), nanoemulsdo contendo nanogoticulas de 6leo de acai como
fotossensibilizante (NanoA), e terapia fotodindmica (TFD).
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5.3 CARACTERIZACAO FOTOFISICA E FOTOQUIMICA DO OLEO DE
ACAI

O o6leo de agai foi extraido a partir de frutos de acai pela empresa
Beraca/Brasmazon Industria de Oleaginosas ¢ Produtos da Amazdnia Ltda. (Para,
Brasil) e adquirido da empresa Opgao Fénix Distribuidora de Insumos Farmacéuticos,
Ltda. (Sao Paulo, Brasil) para uso na presente pesquisa. O 6leo apresentou uma

aparéncia visual de liquido viscoso, com cor amarela-esverdeada e odor caracteristico.

5.3.1 Caracterizacao fotofisica

Para determinar os espectros de absorbancia e de fluorescéncia do 6leo de acai
livre foram pipetados 200 pL de 6leo de agai puro na concentracao de 50 mg/mL em
placa (Greiner-BioOne, Brasil) de 96 pocos transltiicida para efetuar a leitura da sua
absorbancia e em placa opaca para efeituar a leitura da fluorescéncia. A absorbancia
foi obtida no modo Spectrum entre os comprimentos de onda de 350 e 750 nm com
resolucao de 2 nm. No caso da fluorescéncia, esta foi mensurada utilizando o valor de
comprimento de onda de 400 nm para a excitacdo e comprimento de onda de emissao
entre 400 e 750 nm, com resolucao de 2 nm, também no modo Spectrum. Leituras da
absorbancia e fluorescéncia em pogos vazios também foram realizadas com o intuito
de eliminar davidas em relacdo a possiveis sombras ou artefatos causados pelo
aparelho de leitura. Os espectros de absorbancia e fluorescéncia foram obtidos na
temperatura de 25 °C em espectrofotdmetro leitor de microplacas (SpectraMax M2,

Molecular Devices, EUA).

5.3.2 Caracterizacio fotoquimica

Visando a determinar se o 60leo de agai incorporado na NanoA ¢ um eficaz
gerador de oxigénio singleto ao ser fotoativado, foi usado o método de degradacdo do

benzofurano-'0,-dependente, segundo metodologia adaptada de Spiller e
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colaboradores (1998). O 1,3-difenil- isobenzofurano (DBF) ¢ uma molécula que reage
pronta e irreversivelmente com o 'O,, extinguindo a sua absorbincia caracteristica em
A = 410 nm. Conforme o benzofurano ¢ decomposto pela gera¢io de 'O,, a sua
absorbancia ¢ reduzida de forma proporcional a quantidade de moléculas de oxigénio
singleto geradas. Assim, a absorbancia decai de forma diretamente proporcional a

geracio de 'O,, 0 que permite a sua quantificagio percentual.

Para isto, foi preparada uma solugdao de benzofurano (Sigma-Aldricht, Ltda.,
Alemanha) em uma concentracdo de 1,5 mg/mL diluido em etanol. Em seguida, a
solucdo foi homogeneizada no vortex e levada ao banho-maria (40 °C) por 10
minutos. Logo, 700 pL da NanoA na concentracdo de 0,5 mg/mL (diluida em agua
nanopura) foi preparada e colocada em cubeta de quartzo para leitura no
espectrofotdmetro (SpectraMax M2®, Molecular Devices, EUA). Em seguida,
adicionaram-se 5 plL. de solugdo etanolica de benzofurano a nanoemulsdo, sem
irradiacdo e foi feita leitura dessa amostra. Apds, foram feitas irradiagdes com

duracdo de 10 segundos cada, fazendo leitura de absorbancia entre cada irradiagao.

A capacidade do fotossensibilizante para gerar 'O, foi avaliada pela anélise
das leituras da absorbancia da nanoemulsdo pura (sem adi¢do de benzofurano),
nanoemulsdo com adi¢ao de benzofurano antes e ap6s a irradiacdo da NanoA com o
LED. As leituras foram realizadas no espectrofotometro no modo Endpoint, no
comprimento de onda de 410 nm. A NanoA foi irradiada com diferentes doses de
energia controladas pela distancia entre o LED e a cubeta de quartzo, e pelo tempo de
irradiacdo, tendo um efeito de energia acumulativo. Neste experimento, o controle
branco utilizado consistiu apenas do tensoativo Tween-80. Estes ensaios foram
realizados de forma independente em duas ocasides, a 25 °C, na presenca de O,
atmosférico e na auséncia de luz ambiente. A geracio de 'O, foi expressa como
porcentagem de decaimento da absorbancia do benzofurano em relacdo ao valor de
absorbancia da solucdo controle (nanoemulsdao + solugdo de benzofurano antes das

irradiagdes).
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5.4 NANOEMULSAO CONTENDO GOTICULAS DE OLEO DE ACAi COMO
FOTOSSENSIBILIZANTE

5.4.1 Desenvolvimento da nanoemulsio de 6leo de acai (NanoA)

No presente estudo, a nanoemulsdo utilizada foi preparada com base no
método descrito inicialmente por Shinoda e Saito em 1969, conforme as seguintes

etapas:

- Etapa 1: foram colocados nove gramas de tensoativo Tween-80 e dois gramas
de 6leo de agai em um Becker. Apos, a solugdo foi colocada sob agitacao
branda por cinco minutos em agitador magnético.

- Etapa 2: foi acrescentado um volume de 25 mL de 4gua nanopura a solucao
de Tween-80 e 6leo de agai. Sob agitacdo, a emulsao foi aquecida até atingir a
temperatura de 85 °C, ponto no qual ocorre a inversao de fases da emulsdo e a
mesma torna-se translicida. Completou-se a solu¢do com agua nanopura para
obter um volume final de 40 mL.

- Etapa 3: a emulsdo foi resfriada até atingir 40 °C, sobre gelo seco, enquanto

mantida sob agitacdo. Foi realizada apenas uma tnica inversao de fase.

Como produto final foi obtida uma nanoemulsdo com concentragdo de oleo de
acai de 50 mg/mL. E importante ressaltar que a reprodutibilidade no preparo da
NanoA foi testada em diversas ocasides, mostrando caracteristicas fisico-quimicas

semelhantes.

5.4.2 Efeito da concentracao do tensoativo Tween-80 sobre as caracteristicas
fisico-quimicas da NanoA

Ao considerarmos que a propor¢do de tensoativo utilizada no preparo afeta
diretamente as propriedades fisicas da emulsdao (Mun et al., 2005), foi testada uma
série de proporcoes de tensoativo Tween-80 (Sigma- Aldrich, Ltda., EUA) mantendo
as quantidades de oleo de acai e de 4gua nanopura constantes. O presente ensaio foi

realizado com o objetivo de determinar a concentragao de Tween-80 que possibilita a
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obtencdo de uma nanoemulsdo com caracteristicas fisico-quimicas desejaveis para sua
aplicagdo em sistemas bioldgicos. Assim, para testar o efeito desta variavel, o
protocolo de preparagdo de NanoA descrito no item 5.4.1 foi seguido, desta vez
variando a razdo entre o0leo de acgai e o Tween-80, nas proporgoes de 1:3; 1:4; e 1:5
(6leo : surfactante, massa : massa). Em seguida foi realizada a caracterizacao
fisico-quimica da NanoA. Vale a pena ressaltar que nesta altura do trabalho, a NanoA

preparada ainda ndo tinha sido testada em nenhum sistema biologico.

5.4.3 Caracterizacao fisico-quimica da NanoA

O diametro hidrodinamico, o potencial zeta e o indice de polidispersao (PDI)
da NanoA foram avaliados por espalhamento dindmico de luz e mobilidade
eletroforética utilizando um Zetasizer Nano (ZS90, Malvern®, EUA) com angulo de
deteccao de 90 graus em cubetas de poliestireno. As formulagdes foram diluidas 100
vezes em solugdo tampao fosfato salina (PBS) (Laborclin, Ltda., Brasil), pH 7,4 de
modo a obter a concentragao de NanoA de 0,5 mg/mL. Todas as medidas foram feitas
na temperatura de 25 °C e cada valor foi obtido a partir da média de trés corridas com

pelo menos 10 medig¢des por corrida.

5.4.4 Caracterizacao fotofisica e fotoquimica da NanoA

Foi seguido o mesmo protocolo descrito nos itens 5.3.1 e 5.3.2 que descrevem

a caracterizacao fotofisica e fotoquimica do 6leo de agai.

5.4.5 Determinacao da estabilidade fisico-quimica e fotodinimica da NanoA

Com o intuito de monitorar a estabilidade da NanoA durante o periodo inicial
de 180 dias, foram preparadas aliquotas de 2 mL mantidas sob as seguintes condigdes:
1) 7 °C; 1i) temperatura ambiente; iii) estufa a 50 °C; iv) congelada a -20 °C e v)

sequéncia de varios congelamentos e descongelamentos. A andlise foi feita com
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amostras frescas (T0) e armazenadas no escuro por 7, 15, 22, 30, 60, 90, 120, 150, e

180 dias apds preparo.

As amostras foram analisadas em aparelho de espalhamento dindmico de luz e
mobilidade eletroforética (Zetasizer Nano ZS90, Malvern® Instruments, Ltda., Reino
Unido), em relagdo aos seguintes parametros: 1) didmetro hidrodindmico médio (Dy);
2) indice de polidispersdao (PDI); e 3) potencial zeta. As amostras foram diluidas 100
vezes em PBS de modo a obter a concentragdo de 0,5 mg/mL e foram lidas com
angulo de deteccao de 90 graus em cubetas de poliestireno. Todas as medi¢des foram
realizadas na temperatura de 25 °C e cada valor foi obtido pela média de trés corridas,
sendo que cada corrida consistiu de 10 medidas. Uma vez obtidos os resultados para
a estabilidade até 180 dias, somente as amostras de NanoA armazenadas na
temperatura ambiente e geladeira (7 °C) mostraram estabilidade, portanto, foram
analisadas até o tempo de 365 dias. Adicionalmente, a estabilidade de uma amostra

mantida a 37 °C comegou a ser avaliada.

Visando a analisar a estabilidade fotodinamica da NanoA, amostras frescas
(tempo 0) e mantidas em temperatura ambiente at¢ o final do experimento de
estabilidade (tempo 365 dias) foram analisadas. Assim, amostras de NanoA na
concentracdo de 0,5 mg/mL foram testadas quanto a fluorescéncia, a absorbancia e a
capacidade de geragdo de oxigénio singleto (conforme descrito nas segdes 5.3.1 e

5.3.2).

5.4.6 Analise morfologica da NanoA mediante microscopia eletronica de
transmissao

A utilizacdo da microscopia eletronica de transmissdao (MET) teve como
objetivo analisar e caracterizar a morfologia das goticulas contidas na nanoemulsao.
Assim, foram obtidas informag¢des sobre o tamanho, distribuicdo de tamanho e

formato das goticulas contidas na emuls3o.

As amostras de NanoA foram preparadas para a concentragdo de 0,5 mg/mL
em agua. No dia do preparo da amostra, 2 pL. de NanoA foram colocados em telas de

cobre de 300 mesh. A amostra foi entdo fixada e contrastada com 2 pL de acido
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fosfotiingstico (PTA) 2% por 24 horas em placa de Petri semi-aberta, permitindo a
secagem da amostra e a fotoprotecdo simultanea. Finalmente, o material foi analisado
em Microscopio Eletrdnico de Transmissio marca Jeol® 1011C (Toquio, Japdo)
operado a 80 kV para observacdo e captura de imagens pela camara Gatan Digital
Micrograph™ 3.11.0 Copyright® 1996-2006. As imagens digitais capturadas foram

gravadas em formato TIFF.

As eletronmicrografias obtidas permitiram também a analise morfométrica de
100 nanogoticulas selecionadas aleatoriamente e medidas em relagdo ao seu didmetro

médio pelo software Zen versdo 1.0.1.0 (Carl Zeiss” Microscopy GmbH, EUA).

5.5 EXPERIMENTACAO IN VITRO

5.5.1 Linhagens celulares

Os ensaios in vitro foram realizados em linhagens celulares imortalizadas
murinas de melanoma maligno B16F10 (ATCC® CRL-6475") e fibroblastos nio
tumorais NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™), ambas adquiridas do Banco de Células do
Rio de Janeiro, BCRIJ, Brasil. No presente trabalho foram utilizadas aliquotas dessas
células, as quais encontravam-se congeladas em nitrogénio liquido e mantidas no
estoque de células do Laboratorio de Nanobiotecnologia do Departamento de

Genética e Morfologia da Universidade de Brasilia, UnB.

5.5.2 Procedimentos de rotina realizados nos experimentos in vitro

5.5.2.1 Meio de cultivo

Para ambas as linhagens foi utilizado o meio de cultivo Dulbecco Modificado
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium — DMEM) (Gibco® Life Technologies, Ltda.,
EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco® Invitrogen ,
EUA) e 1% de antibidtico Pen Strep (Gibco®™ Invitrogen , EUA) composto por
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penicilina 100 U/mL e estreptomicina 100 pg/mL, com pH ajustado para 7,2.

5.5.2.2 Manutencdo das células

Todos os procedimentos in vitro foram realizados em camara de fluxo laminar
(VecoFlow Ltda, Brasil) previamente esterilizada com luz ultravioleta por 20 minutos
e utilizando materiais novos esterilizados. Aliquotas de células foram retiradas do
estoque de nitrogénio liquido e descongeladas a temperatura ambiente. Assim, cada
aliquota de 500 uL de suspensdo celular foram transferidos lenta e cuidadosamente
para um tubo tipo Falcon (TPP® Techno Plastic Products, Suica) contendo dois
mililitros de meio de cultivo. Em seguida, o contetdo do tubo foi submetido a
centrifugacao a 750 g por trés minutos. Apos, o sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em um mililitro de meio de cultivo, e transferido para garrafa de
cultivo celular (TPP® Techno Plastic Products, Sui¢a) de 25 cm® contendo cinco
mililitros de meio de cultivo completo. A garrafa foi mantida em estufa (Thermo
Fisher Scientific, Inc., EUA) a 37 °C, em atmosfera contendo 5% de CO, e 80% de

umidade.

Com a inten¢do de assegurar a qualidade das células utilizadas nos
experimentos, a cada 48 horas metade do meio de cultivo foi substituido por meio
novo. O cultivo celular foi observado e monitorado em microscopio de luz invertido
modelo CK2 (Olympus Optical Co, Ltd., Japao) com o objetivo de acompanhar o
crescimento celular, identificar qualquer mudanga nas caracteristicas morfoldgicas e

detectar possiveis contaminagdes bacteriana ou fungica.

5.5.2.3 Estabelecimento de subcultivos celulares

Uma vez que a garrafa com células de interesse atingiam uma confluéncia de
80-90%, as mesmas eram transferidas para outra garrafa, desta vez em uma menor
densidade celular. Para isto, primeiro foi descartado o meio de cultivo contendo
c¢lulas mortas e detritos celulares. Em seguida, as células vivas aderidas ao fundo da
garrafa foram desprendidas com dois mililitros (para garrafas de 25 cm?) de solugio

de Tripsina 0,125% / EDTA 0,02% (Gibco® Invitrogen' , EUA) por trés minutos a 37
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°C. Apo0s, foi acrescentado meio de cultivo no mesmo volume usado de Tripsina para
a inativagao da atividade da enzima. Assim, o conteudo da garrafa foi transferido para
um tubo tipo Falcon de 15 mL submetido a centrifugacdo a 750 g por dois minutos.
ApOs esta etapa, o sobrenadante foi descartado e o pellet de células ressuspendido em

um mililitro de meio de cultivo completo.

Para determinar o nimero de células, 10 pL da suspensdo descrita acima
foram adicionados a 40 pL de solucdao de azul tripan (0,4%, p/v, diluidos em PBS).
De forma geral, o principio basico do corante € que este sO cora de azul as células que
apresentam uma membrana plasmatica descontinua, o que indica que a célula ndo esta
viavel. No caso das células vivas, que apresentam uma membrana plasmatica
continua, a célula mantém-se com uma coloragdo clara. Dez microlitros do preparado
foram retirados e colocados em hemocitdmetro de Neubauer (Boeco, Alemanha). A
concentracdo de células foi determinada baseando-se na contagem das células viaveis
nos quatro quadrantes de canto da camera de Neubauer. A continuagdo, o valor foi
inserido na seguinte equacao:

Numero células contadas X Fator de diluicdo x 1x10% = Nuamero células/mL

Numero de quadrantes contados)

Uma vez feita a contagem, a quantidade de células desejada foi colocada em
garrafa de cultivo celular e mantida em incubadora a 37 °C, em atmosfera contendo
5% de CO; e 80% de umidade. O meio de cultivo foi renovado conforme necessario
para manter o ambiente celular o mais apto possivel para a manutengdo e crescimento

das células em cultivo.

Para cada linhagem de células utilizadas neste estudo foi determinado um
limite maximo de 10 passagens para a formagdo de subculturas. Apos este limite, as
células eram descartadas. Para a realizagdo dos experimentos, apos a quantificacao, as
células foram transferidas para microplacas de cultura (TPP® Techno Plastic Products,

Suica) com disposi¢ao na placa segundo o experimento a ser realizado.

Um estoque de células foi mantido mediante o congelamento das mesmas. Na

segunda passagem, as células foram tripsinizadas, centrifugadas e ressuspendidas em
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um mililitro de meio completo para sua contagem em camara de Neubauer. Uma vez
feitos os calculos, as células foram centrifugadas novamente por um minuto € o meio
de cultivo foi removido. As células foram ressuspendidas em meio de congelamento
(95% soro fetal bovino e 5% de dimetilsulfoxido (DMSO)) (Macron~ Chemicals,
Avantor  Performance Materials, Inc., EUA). A suspensdo celular foi rapidamente
transferida para criotubos autoclavados, cada um recebendo uma concentragao celular
de 1 x 10° células. Os criotubos foram devidamente identificados, embrulhados em
varias folhas de papel toalha, mantidos a -80 °C por 24 horas e apos esse periodo

foram estocados em nitrogénio liquido.

5.5.2.4 Determinacdo da viabilidade celular mediante ensaio de MTT

Um dos métodos de analise de viabilidade celular mais utilizados,
principalmente pela sua praticidade em relagdo a rapidez e precisdo, ¢ o ensaio
colorimétrico quantitativo de brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil de
tetrazolio (MTT) (Invitrogen , EUA), originalmente proposto por Mosmann (1983).
O ensaio detecta de forma indireta as células vivas e o sinal gerado ¢ dependente do
grau de ativacdo das células. Em células viaveis, enzimas desidrogenases
mitocondriais, em especial a succinil desidrogenase, promovem a redugdo do reagente
MTT em formazan, composto de cor roxa insoluvel em meios hidrofilicos. Assim,
somente as células vidveis com mitocondrias ativas, reduzem o MTT, de forma que a
quantificagdo dos cristais de formazan por espectrofotometria permite fazer uma

correlagdo com a proporg¢ao de células vivas.

Para a realizagdo do MTT, o meio de cultivo de cada pogo foi substituido por
150 pL de um meio novo contendo uma solu¢gdo de MTT (5 mg/mL) a 10%. O
preparado foi colocado na estufa a 37 °C por duas horas. Apds esse periodo, o meio
contendo a solucdo de MTT foi removido e os cristais de formazan de cada poco
foram solubilizados pela adi¢do de 150 pL de DMSO. Apo6és homogeneizagdao dos
cristais, foi realizada leitura de absorbancia a 595 nm em espectrofotdmetro

conjugado com leitora de microplacas (SpectraMax M2® Molecular Devices, EUA).
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5.5.3 Screening inicial das concentracdes de NanoA: citoxicidade da NanoA nos
tempos de exposicao de 24 e 48 horas na auséncia de irradiacao

Considerando que a pesquisa de novos tipos de tratamentos requer a realizagao
de ensaios iniciais que indiquem o efeito da substancia em questdo ao interagir com
modelos celulares, células NIH/3T3 e B16F10 foram primeiramente mantidas em

contato com NanoA pelos tempos de 24 e 48 horas.

Com o objetivo de determinar a maior concentracdo de NanoA que mantem
maior viabilidade celular nas condigdes de auséncia de irradiacdo, foi calculada a
concentragdo citotoxica que inviabiliza 10% das células (CC10). Para isto foram
testadas diferentes concentracdes da nanoemulsao nas linhagens celulares de interesse
(Figura 12). Portanto, a NanoA estoque [50.000 pg/mL] foi diluida de forma seriada
em meio de cultivo completo para obter as seguintes concentragdes: 16.666,00;
5.555,00; 1.851,00; 617,00; 205,00; 68,00; 22,00; 7,60; 2,50; 0,85; 0,28, 0,09; ¢ 0,03
ug/mL. Estas concentragdes se referem a concentracao do o6leo de acai, partindo da

sua concentracdo pura equivalente a 50.000,00 pg/mL.

Etapa o Plagueamento | e Espera 24 h | o Adiciona NanoA | Temgiitp:;cao: | e MTT

NIH/3T3
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e v NanoA e células

B16-F10 proliferagdo celular

[16.666 - 0,03 pg/mL]

1 X 10¢ células

Figura 12. Sequéncia de etapas envolvidas no teste de citotoxicidade na auséncia de irradiacdo
da NanoA em células ndo tumorais NIH/3T3 e células de melanoma B16F10 expostas a
nanoemulsdo nas concentra¢des de 16.666,00; 5.555,00; 1.851,00; 617,00; 205,00; 68,00; 22,00;
7,6; 2,5; 0,85; 0,28, 0,09; e 0,03 pg/mL para os tempos de 24 ¢ 48h. Viabilidade celular foi
indiretamente avaliada pelo teste de brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil de tetrazolio
(MTT).
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Levando em conta que cada linhagem celular apresenta um tempo particular
de crescimento e proliferagado, as células foram semeadas em microplacas de 96 pogos
em uma concentracao especifica para garantir que no dia da administracdo da NanoA
haveria uma confluéncia aproximada de 60% por pogo ¢ uma confluéncia de 80-90%
por pogo no dia do teste de viabilidade MTT. Assim, fibroblastos NIH/3T3 e células
de melanoma B16F10 foram semeados na concentracio de 1 x 10*. Apés 24 horas da
semeadura, as células se encontravam aderidas a placa, prontas para receberem as
diferentes concentragdes da NanoA. Assim as células foram mantidas em contato com
a NanoA pelos tempos de 24 e 48 horas. Uma vez cumpridos esses tempos, o meio de
cultivo com NanoA foi removido e o teste de viabilidade celular MTT descrito na
secao 5.5.2.4 foi realizado. O ensaio foi realizado em trés experimentos

independentes, cada concentragdo sendo testada em triplicata.

5.5.4 Citotoxicidade da NanoA na auséncia de irradiacio no tempo de exposicio
de 15 minutos

Com base nos resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade na auséncia de
irradiagdo para o tempo de 24 horas, os proximos experimentos foram realizados
usando concentragdes especificas de NanoA. O tempo de exposi¢ao da nanoemulsdo

utilizado foi o de 15 minutos, conforme descrito por Carvalho (2013).

O procedimento empregado ¢ descrito a seguir. As células NIH/3T3 e B16F10
foram semeadas em placas de cultivo de 96 pocos na concentragdo de 1 x 10* células
por poco. Vinte quatro horas apds, o meio de cultivo foi retirado e substituido por
meio de cultivo com NanoA nas concentragdes de 5.555,00; 1.851,00; 617,00;
205,00; 68,00 ng/mL (preparadas por dilui¢do seriada). As células ficaram expostas a
NanoA pelo tempo de 15 minutos. Transcorrido esse tempo, a NanoA foi removida e
cada pogo foi lavado duas vezes com 200 puL de PBS a temperatura ambiente. Em
seguida, cada pogo foi completado com 200 puL. de meio de cultivo novo. A placa foi
entdo colocada na estufa por 24 horas adicionais para entdo realizar o teste de
viabilidade celular MTT. O ensaio foi realizado em trés experimentos independentes,

cada concentracao sendo testada em triplicata (Figura 13).



52

Etapa o Plaqueamento|e Espera 24 h |9Adiciona NanoA |°TEQ%ZEZ'2§LT§§° F:g:?:f; N;gzg !! MTT

NIH/3T3

[ N &
- asty i
.T"" A\ |

1X ii" c@iulas PBS

Aderéncia

* e * v Exposz%ér(:]manoA: * ” * m
B16-F10 proliferagdo celular @ C

“ [5.555; 1.851; 617;
5% 205; 68 pg/mL]

LESEEN
g N
Rl

1 X10% células

Figura 13. Sequéncia de etapas envolvidas no teste de citotoxicidade da NanoA na auséncia de
irradiagdo em células ndo tumorais NIH/3T3 e células de melanoma B16F10 expostas a
nanoemulsdo nas concentra¢des de 5.555,00; 1.851,00; 617,00; 205,00; 68,00 pg/mL por 15
minutos. Viabilidade celular foi indiretamente avaliada pelo teste de MTT (brometo de 3(4,5-
dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil de tetrazolio).

5.5.5 Efeito da Terapia Fotodinamica in vitro

Considerando que o 6leo de agai contido na NanoA nas condi¢des descritas
nas secoes 5.5.3 e 5.5.4 mostrou citotoxicidade, procedeu-se a realizagdo de ensaios
para determinar os efeitos da TFD com a NanoA, observando variagdes nas fluéncias

utilizadas.

Para este experimento foi utilizada a NanoA na concentracdo de 617,00
ug/mL, determinada como a concentracdo que causa somente 10% de toxicidade
(CC10) nas células nao tumorais quando expostas pelo tempo de 15 minutos. Foi
utilizado LED com A = 660 nm. Com o intuito de determinar a dose de energia
luminosa aplicada nas células, foi empregada a expressao de fluéncia, definida como
a razao entre a poténcia luminosa incidente sobre uma circunferéncia infinitesimal e a
sua area de secdo reta iluminada pelo feixe incidente, medida na unidade Jem?
(American Association of Physics in Medicine, 2005). Em termos praticos, a fluéncia

representa a energia incidida sobre a area do detector de poténcia por tempo de
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irradiacdo. Vale a pena esclarecer que o valor da fluéncia ndo depende do objeto
(placa com células ou tumor) sendo irradiado e sim do sistema de irradiagdo (LED).
Dessa forma, a fluéncia aplicada nos ensaios foi determinada segundo a equagdo

abaixo:

Fluéncia (J/cm?) = Poténcia (W) x Tempo de irradiacdo (s)

Area irradiada do detector (cm?)

Durante a etapa de caracterizagdo do LED foi observado que nem todos os pontos
dentro da area irradiada recebiam a mesma energia. Portanto, com a intengdo de garantir
que todos os pocos/células irradiados recebessem doses semelhantes de energia luminosa,
foi estabelecido o uso de placas de 96 pogos, sendo que somente 16 pocos poderiam ser
empregados para semear as células. A disposi¢do desses pogos foi centralizada na placa,

conforme ilustrado na Figura 14.

o Irradiagcao 5 min o Irradiagcao 10 min

5 4
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<< e e >
SRR SIS <
CL XL LXLLLXL XL
90000000000

| D = TFD (617 pg/mL; 12,9 Jiem?) | % | D= TFD (617 pgimL; 25,9 Jiem?) |
| F=LED (1259 yiem?) | %% | F=LED [259 Jiem?] |
o Irradiagdo 20 min o Auséncia de irradiagdo

[ 0 = TFD [617 pgimL; 51,8 Jicm? | % [ A= controle - ]
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Figura 14. Disposi¢do do plaqueamento das células segundo o tipo de tratamento realizado no
ensaio de TFD in vitro. A) Células tratadas com TFD e LED, irradiadas com fluéncia de 12,9
J/cmz; B) Células tratadas com TFD e LED, irradiadas com fluéncia de 25,9 J/cmz; C) Células
tratadas por TFD e LED, irradiadas com fluéncia de 51,8 J/cmz; D) Células ndo tratadas e
tratadas com NanoA, na auséncia de luminosidade. TFD: terapia fotodinamica; LED: diodo
emissor de luz; NanoA: nanoemulsio contendo goticulas de o6leo de acai como
fotossensibilizante. * e **: Usados para indicar fileira segundo o tipo de tratamento. Pogos em
roxo: células tratadas com TFD; pocos em vermelho: células tratadas somente com LED;
pocos em verde: células sem tratamento; pocos em azul: células tratadas com NanoA.
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E importante salientar que a taxa de fluéncia usada foi estabelecida mediante a

variacdo de dois parametros: poténcia (variando segundo a distancia entre o LED e o

objeto irradiado) e o tempo de exposi¢do a energia luminosa.

Foram designados oito grupos experimentais para cada linhagem celular (Tabela 6).

De forma geral, conforme descrito anteriormente, as células de ambas linhagens foram

semeadas na densidade de 1 x 10* por poco, sendo que a semeadura foi feita seguindo a

disposi¢ao

ilustrada na Figura 14. As células foram mantidas na estufa para aderir e

proliferar por 24 horas e foram feitos os seguintes tratamentos conforme o grupo

experimental:

A)

B)

®)

D)

Controle negativo: as células ndo receberam nenhum tipo de tratamento,

permanecendo a 37 °C na estufa.

NanoA: as células foram expostas a NanoA na concentragao de 617,00 pg/mL
pelo tempo de 15 minutos a 37 °C na estufa. Apds esse tempo, a nanoemulsao
nao incorporada foi removida com duas lavagens de PBS estéril a temperatura

ambiente. Depois, foi colocado meio de cultivo completo nos pocgos.

LED: o meio de cultivo foi removido e substituido por 200 uLL de PBS estéril.
As células foram irradiadas nas seguintes fluéncias: 12,9 J/cm2; 259 J/cmz; e
51,8 J/em?, lembrando que nao houve adi¢do de NanoA. Apoés a irradiagdo, o

PBS foi removido e substituido por meio de cultivo completo.

TFD: as células foram expostas a NanoA na concentragao de 617,00 pg/mL
pelo tempo de 15 minutos a 37 °C na estufa. Apds esse tempo, a nanoemulsao
ndo incorporada foi removida com duas lavagens de PBS estéril e foram
colocados 200 pL de PBS em cada pog¢o. Em seguida, as células foram
irradiadas com as seguintes fluéncias: 12,9 J/cmZ; 259 Jem® e 51,8 J/em?®.
Posteriormente a irradiacdo, o PBS foi removido e substituido por meio de

cultivo completo.
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Todos os procedimentos foram realizados protegidos da luz, e uma vez

terminados os tratamentos, as placas foram protegidas com papel aluminio e

recolocadas na estufa de CO, a temperatura de 37 °C pelo tempo de 24 horas. Apds

esse tempo, as cé€lulas foram submetidas ao ensaio de viabilidade MTT, conforme

descrito na se¢do 5.5.2.4. O ensaio foi realizado em trés experimentos independentes,

sendo cada tratamento testado em quadriplicata.

As concentragdes que matam 10% (CC10) e 50% (CC50) das células foram

determinadas pelo software GraphPad Prism versao 6.00 (La Jolla, California, EUA).

Tabela 6. Descri¢cdo dos grupos experimentais segundo o tratamento aplicado em células nao
tumorais (NIH/3T3) e células de melanoma (B16F10).

Grupos experimentais

Tratamento

Controle negativo
NanoA [617,00 pg/mL]

Controle LED [12,9 J/cm?]
Controle LED [25,9 J/cm?]
Controle LED [51,8 J/cm?]

TFD [617,00 pg/mL; 12,9 J/cm®]
TFD [617,00 pg/mL; 25,9 J/cm®]
TFD [617,00 pg/mL; 51,8 J/cm®]

Nenhum

Exposi¢do a NanoA [617,00 ug/mL]/ sem irradiagdo

Irradiag@o por 5 min sem adi¢do de NanoA
Irradiag@o por 10 min sem adi¢do de NanoA
Irradiag@o por 20 min sem adi¢do de NanoA

Exposi¢do a NanoA [617,00 ug/mL]/ irradiagdo 5 min
Exposi¢do a NanoA [617,00 ug/mL]/ irradiagdo 10 min
Exposi¢do a NanoA [617,00 ug/mL]/ irradiagdo 20 min

TFD: terapia fotodinamica; LED: diodo emissor de luz; NanoA: nanoemulsio contendo goticulas
de dleo de agai como fotossensibilizante; min: minutos.
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5.5.6 Analise da morfologia das células apds tratamento com Terapia
Fotodinamica

Uma vez realizada a TFD tanto nas células NIH3T3 como nas B16F10, as
placas foram analisadas em microscopio de luz invertido com contraste de fase.
Foram avaliadas as mudancas na morfologia celular, densidade celular e presenga de
debris. As fotomicrografias foram capturadas utilizando o programa computacional
Axiophot 2.0 (Carl Zeiss®, EUA),) em microscopio invertido (Axioskop 2, Carl

Zeiss”, Alemanha).

5.5.7 Analise por citometria de fluxo do tipo de morte celular em células
tratadas com Terapia Fotodinamica

Conforme descrito anteriormente na se¢do 5.5.4, as células de ambas as
linhagens foram semeadas na densidade de 1 x 10* por poco, sendo que o
plaqueamento foi sempre feito segundo a disposicdo ilustrada na Figura 15. As células

foram deixadas para aderir e proliferar por 24 horas na estufa.

Para este ensaio, foram designados cinco grupos experimentais para a
linhagem NIH/3T3 e seis para B16F10. Além dos grupos experimentais ja descritos
no item 5.5.5, trés novos grupos foram adicionados com o objetivo de ter controles
positivos de morte para as células estudadas. Dando continuidade a sequéncia dos

grupos experimentais, temos:

E) Peroxido: o meio de cultivo de cada poco foi removido e substituido por 200 pL

de peroxido de hidrogénio a 1 mM, diluido com dgua nanopura estéril.

F) Meio de cultivo com privac¢ao de soro fetal bovino: o meio de cultivo completo
de cada pogo foi removido € em seu lugar foram colocados 200 pL meio de cultivo

incompleto (sem adi¢do de soro fetal bovino).

G) Fluoruracila: o meio de cultivo de cada poco foi removido e substituido por 200

pL de fluoruracila a 4 mg/mL, diluida em 4gua nanopura estéril.
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Figura 15. Disposi¢do das placas segundo o tipo de tratamento realizado para analise de morte celular nas células
NIH/3T3 e B16F10 pelo método de citometria de fluxo. NIH/3T3 (A e B) e BI6F10 (C e D): A e C) Células tratadas
com TFD [617,00 pg/mL; 25,9 J/em®] e LED [25,9 J/cm®]; B) Grupos controle com células ndo tratadas (Controle -);
células tratadas com NanoA [617,00 ug/mL] na auséncia de luminosidade; células tratadas com meio de cultivo
incompleto. D) Grupos controle com células néo tratadas (Controle -); células tratadas com NanoA [617,00 pg/mL] na
auséncia de luminosidade; células tratadas com perdxido de hidrogénio 1 mM; e células tratadas com fluoruracila 4
mg/mL. TFD: terapia fotodinamica; LED: diodo emissor de luz; NanoA: nanoemulsido contendo goticulas de dleo de
acai como fotossensibilizante.

Todos os procedimentos foram realizados protegidos da luz, e uma vez
terminados os tratamentos, as placas foram protegidas com papel aluminio e
colocadas na estufa a temperatura de 37 °C pelo tempo de 24 horas. Depois, foi

aplicado o protocolo para citometria de fluxo descrito a seguir.
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O sobrenadante de cada pogo foi coletado e armazenado em microtubo de
centrifugacao, de acordo com o seu grupo experimental. As c€lulas ainda aderidas em
cada poco foram tripsinizadas por trés minutos na estufa e a seguir as suspensdes
celulares foram adicionadas nos microtubos de centrifugacdo que continham seus
respectivos sobrenadantes. Apos a centrifugacdo por cinco minutos, a 2000 g e
temperatura de 10 °C, os sobrenadantes foram cuidadosamente removidos e o pellet
de cada grupo experimental foi ressuspenso em 400 uL. de tampao de ligacao do kit
Anexin-V-FITC (Invitrogen — Molecular Probes®, EUA). O volume de 400 uL foi
subdividido em quatro grupos, cada microtubo contendo 100 pL da suspensao,
considerando que foram feitas as seguintes marcacoes: 1) negativo para anexina V e
iodeto de propideo; 2) positivo para anexina V e iodeto de propideo; 3) positivo para
anexina V; e 4) positivo para iodeto de propideo. Tanto a anexina V (Ay) como o
TIodeto de Propideo (IP) foram adquiridos em kit Anexin-V-FITC (Invitrogen -
Molecular Probes®”, EUA). Segundo o tipo de marcagéo, foram adicionados 5 pL de
anexina-V e 10 pL de iodeto de propideo por microtubo € os mesmos foram
incubados por 15 minutos no escuro a temperatura ambiente. Em seguida, as células
foram levadas ao citdmetro de fluxo Cyflow”™ Space (Partec, Alemanha). O conteudo
de cada microtubo foi transferido para um tubo especial para citometria de fluxo
contendo 1 mL de PBS gelado. Os canais de fluorescéncia selecionados foram FL1
(sensivel na faixa de 520 - 550 nm) para deteccdo de anexina V e FL2 (sensivel na
faixa de 560 — 580 nm) para deteccao de iodeto de propideo. No mesmo experimento,
as andlises de tamanho e granulosidade de superficie das células foram obtidas pela
sele¢do de canais SSC e FSC. As andlises foram feitas a partir da aquisi¢ao de 10.000
eventos utilizando o software FlowMax® (Partec, Alemanha) e os resultados
percentuais foram expressos de acordo com o niimero total de eventos. O ensaio foi
realizado em trés experimentos independentes, sendo cada tratamento testado em

quadriplicata.

Brevemente, o kit utilizado neste ensaio funciona da seguinte maneira: nas
células normais, a fosfatidilserina (PS) se localiza na superficie citoplasmatica da
membrana celular. Porém, nas células apoptoticas, a PS ¢ translocada da parte interna
para a parte externa da membrana plasmatica, expondo a PS ao ambiente celular
externo (Engeland et al, 1998). A anexina V, ¢ uma proteina que apresenta alta

afinidade e especificidade por este fosfolipidio, ligando-se a este e emitindo
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fluorescéncia entre os comprimentos de onda de 515 - 530 nm. A marcagdo positiva
para o IP acontece quando ha lesdo da membrana celular, marcando o DNA e
emitindo fluorescéncia em comprimentos de onda entre 560-580 nm. Isoladamente, a
marcacao com IP ndo ¢ indicativa de apoptose e pode estar associada a ocorréncia de
necrose celular. Casos em que ocorrem dupla emissdo de fluorescéncia
correspondentes tanto a exposi¢do de fosfatidilserina quanto a fragmentacdo de
membrana estdo relacionados a morte celular pelo processo de necrose celular,

associada com apoptose tardia (Vermes et al., 1995).

5.6 EXPERIMENTACAO IN VIVO

5.6.1 Animais

O segundo modelo celular mais utilizado nas pesquisas de melanoma ¢ a
linhagem celular de melanoma murino B16, derivada hd mais de 60 anos a partir de
um tumor induzido quimicamente em camundongos C57BL/6. Desta forma, a
linhagem celular e o tipo de camundongo citados representam um modelo singeneico
(Fidler e Nicolson, 1976). Considerando que tanto as células B16 como os
camundongos C57BL/6 compartilham procedéncia genética, isto evita que haja
rejeigdo das células tumorais pelo sistema imunitario do animal. Além do mais, os
camundongos C57BL/6 possuem um sistema imunitario normal, melhor
representando um microambiente tumoral tipico (NIH, 2014). Por estes motivos, foi
utilizado um total de 75 camundongos fémeas (Mus musculus) C57BL/6, dos quais
um primeiro grupo de 60 animais foi destinado para experimentos piloto e os 15
animais restantes foram designados para o experimento final. No inicio dos
experimentos piloto, os animais apresentaram peso variando entre 21,2 - 25,9 gramas
e idades entre 12 e 26 semanas. J& para o experimento final, os camundongos tinham

peso entre 17,6 - 22,7 gramas e idade de 14 semanas.

Estes animais foram adquiridos do IPEN - Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares do CNEN - Comissao Nacional de Energia Nuclear (Sdo Paulo, Brasil) e

foram mantidos no Alojamento do Laboratério de Nanobiotecnologia do
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Departamento de Genética e Morfologia (Instituto de Ciéncias Biologias) da UnB
durante o periodo de quarentena e experimental. Foram alojados em gaiolas (mini
isoladores) (Alesco®, Brasil) de polissulfona, colocadas em prateleiras ventiladas
diretamente com sistema de filtragdo de ar individual para cada mini isolador,
evitando assim possivel contaminagdo cruzada. Os camundongos foram mantidos a
temperatura controlada (23 °C) com ciclo circadiano automatizado (12/12 horas) e
com fornecimento de agua filtrada e ragdo comercial balanceada ad libitum. A
condugio da pesquisa foi previamente autorizada pela Comissdo de Etica no Uso

Animal do Instituto de Biologia, da UnB (UnBDOCn"66314/2013) (Anexo) .

5.6.2. Transplantacao das células de melanoma nos animais

No dia da transplantagdo das células tumorais, os animais foram anestesiados
via intraperitoneal com 100 pL de solugdo de cloridrato de cetamina 10% (Unido
Quimica Farmacéutica Nacional S/A., Brasil) e cloridrato de xilazina 2% (Syntec do
Brasil, Ltda., Brasil) (80 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente). A seguir, os
camundongos receberam inje¢do subcutinea (no flanco direito) de células de
melanoma B16F10 na concentrac¢io de 5 x 10° células ressuspendidas no volume de

50 pL de meio de cultivo DMEM sem soro fetal bovino.

5.6.3 Definicdo de protocolo para tratamento por Terapia Fotodiniamica de de
melanoma

Considerando a utilizacdo inédita do o6leo de agai em nanoemulsdo, foi
necessario realizar uma série de experimentos piloto (etapas 1 — 4 descritas a seguir)

que permitissem definir os parametros a serem empregados no experimento final.

Os seguintes procedimentos foram empregados em todas as etapas dos
experimentos piloto. O tratamento teve inicio no quarto dia experimental (T4),
momento em que o tumor tornou-se palpavel. No dia do término do tratamento, os

animais foram eutanasiados mediante overdose de anestésicos, recebendo via
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intraperitoneal 200 pL da solu¢do mae preparada com 700 pL de cloridrato de
cetamina 10% e 500 pL cloridrato de xilazina 2%. A coleta de 6rgdos e tumores foi

feita somente quando confirmado o 6bito do animal.

5.6.3.1 Etapa 1 — Piloto: Determinacgdo da concentragdo de NanoA a ser
administrada

O objetivo desta etapa foi o de determinar a concentracdo de nanoemulsdo a
ser administrada por tumor. Foram utilizados 12 animais com idade de 12 semanas,

divididos em quatro grupos experimentais:

1) Grupo controle: recebeu somente a administragdo intratumoral de 30 pL

de PBS;

2) Grupo experimental NanoA [50 mg/mL]: recebeu a administragdo

intratumoral de 30 pL de NanoA na concentragao de 50 mg/mL.

3) Grupo experimental NanoA [25 mg/mL]: recebeu a administragdo

intratumoral de 30 pL de NanoA na concentragao de 25 mg/mL.

4) Grupo experimental NanoA [12,5 mg/mL]: recebeu a administracao

intratumoral de 30 pL de NanoA na concentracao de 12,5 mg/mL.

Vinte quatro horas apds os tratamentos descritos acima, os animais foram
eutanasiados. A seguir, os tumores foram coletados e fixados com fixador Davidson
durante 24 horas a temperatura de 4 °C. Seguidamente o material foi processado para
sua posterior analise histologica (procedimento histologico descrito em detalhe na
secdo 5.6.6). A andlise visou determinar a proporc¢ao entre area de necrose em relagao
a area tumoral. Vale a pena ressaltar que os animais ndo foram fotoirradiados, pois o
objetivo desta etapa foi o de determinar a concentracdo maxima de nanoemulsdo que

nao induz ou induz necrose tecidual minima na auséncia de fotoirradiacao.



62

5.6.3.2 Etapa 2 — Piloto: Determinacdo do tempo de incorporagdo da NanoA

Uma vez determinada a concentragdo de NanoA que causa necrose tecidual
minima, procedeu-se a determinagdo do tempo ideal que permite o maior acimulo de
NanoA no tecido tumoral. Assim, foram destinados nove animais (idade de 16
semanas), subdividos em trés grupos experimentais, cada um com trés animais, € um
animal como controle. Os animais experimentais foram anestesiados, tiveram as
células de melanoma transplantadas e foram tratados conforme descrito
anteriormente. O animal controle, em vez de ser tratado com NanoA, recebeu injecao
intratumoral de PBS. Foram testados os seguintes tempos de acumulagado: 30, 45 e 60
minutos. Uma vez cumpridos os respectivos tempos, os animais foram eutanasiados e

o tumor foi preparado para analise por microscopia de fluorescéncia.

Desta forma, o tumor foi retirado do animal, colocado em microtubo e
preservado em embedding medium, Tissue Tek® O.C.T (Sakura Finetek, Inc., EUA).
Logo as amostras foram congeladas rapidamente em nitrogenio liquido e a seguir
mantidas em congelador a -80 °C por 24 horas. Para os cortes, foi utilizado um
criostato marca Leica® modelo CM1850 (Leica Microsystems Limited, Suica). No
dia da criomicrotomia, o tubo contendo a amostra foi descongelado e o tumor foi
rapidamente separado para ser emblocado em agua dentro do criostato, formando um
bloquinho de gelo com o 6rgao incorporado nele. Cada corte teve uma espessura de

10 um e foram colocados de oito a dez cortes por lamina histoldgica.

A seguir, procedeu-se a marcacdo, em auséncia de luminosidade no ambiente,
de cada corte com 20 pL. de marcador corante fluorescente DAPI (4’6’-diamidino-2-
fenilindol) usado para marcar diretamente o DNA nuclear. O DAPI apresenta maxima
absor¢ao no comprimento de onda de 358 nm (ultravioleta) e maximo de emissao de
461 nm (azul). As laminas preparadas foram entdo analisadas e fotografadas por
microscopia de fluorescéncia com lampada ultravioleta em Microscopio Axiophot
Zeiss® (Carl Zeiss Microscopy, EUA), capturando as imagens com o software

AxioVision, versdo 4.6.1.0, Copyright® 2002-2004.
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5.6.3.3 Etapa 3 — Piloto: Determinacdo da fluéncia energética

Nesta ultima fase dos experimentos piloto, contando ja com as informacdes
sobre concentragao de NanoA a ser usada e o seu tempo de acumulacao, foi colocado
como meta determinar a fluéncia a ser aplicada. Desta forma, foram testadas as
seguintes fluéncias: 12,9 J/cmz; 259 Jem* e 5 1,8 J/em®. Cada fluéncia foi testada
em trés animais e foram usados também trés animais como controles com tumor.
Assim, todos os animais foram anestesiados, tiveram células de melanoma
transplantadas no seu flanco direito, conforme descrito no item 5.6.2. No quarto dia
experimental, os animais experimentais foram anestesiados e receberam injecao
intratumoral de NanoA e apos o tempo de exposicao a nanoemulsdo, foram irradiados
com o LED. Os animais controles receberam somente injecao intratumoral de PBS ¢
ndo foram fotoirradiados. Vinte-quatro horas apos, os animais foram eutanasiados e
os tumores foram preparados para analise por microscopia de luz (conforme descrito
na se¢do 5.6.6), com o intuito de escolher a fluéncia que causou mais areas de necrose

tecidual em relagdo a area tumoral.

5.6.3.4 Etapa 4 — Piloto: Terapia Fotodindmica para o tratamento de melanoma

Nesta etapa, foi utilizado um total de 30 animais, divididos em cinco grupos

experimentais, conforme ilustrado na Tabela 7:

Tabela 7. Grupos experimentais segundo o tipo de tratamento aplicado no
experimento piloto para Terapia Fotodindmica.

Grupo experimental Tumor NanoA LED
Controle nao nao nao
Controle com tumor sim nao nao
NanoA sim sim nao
LED sim nao sim
TFD sim sim sim

Seis animais por grupo experimental. NanoA: nanoemulsdo contendo goticulas de
oleo de agai. LED: diodo emissor de luz. TFD: terapia fotodinamica.
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Conforme determinado pelos resultados obtidos nas etapas anteriores, os grupos

experimentais foram compostos da seguinte maneira:

1)

2)

3)

4)

5)

Grupo Controle: os camundongos ndo tiveram transplantagdo de células
tumorais € ndo receberam nenhum tipo de tratamento. Os animais foram
anestesiados nos mesmos dias que os camundongos dos demais grupos
receberam tratamento;

Grupo Controle tumor: animais com tumor, receberam somente a
administracao intratumoral (30 uL) de PBS;

Grupo experimental NanoA: animais com tumor, receberam a
administracao intratumoral de 30 pL. de NanoA na concentragdo de 25
mg/mL;

Grupo experimental irradiado com LED: animais com tumor, irradiado
com a fluéncia de 29,5 J/cmz;

Grupo experimental tratado com TFD: animais com tumor, receberam
administracao intratumoral de 30 pL de NanoA na concentragdo de 25
mg/mL, com tempo de acumulacdo de 30 minutos e seguidamente os

tumores foram irradiados com LED na fluéncia de 25,9 Jem?.

Todos os animais foram tratados nos dias experimentais quatro (T4), sete (T7)

e dez (T10) apds a transplantacdo tumoral (TO) (Figura 16).

Preparo
células

Andlise
dados

Cronograma experimental (dias)

Figura 16. Cronograma experimental praticado no experimento piloto para Terapia
Fotodinamica.
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5.6.4 Terapia fotodinidmica para o tratamento de melanoma

Considerando os resultados obtidos na Etapa 4 do experimento piloto, algumas
alteracOes foram praticadas no experimento final de TFD. Entre elas, foi modificada
a concentracao e volume de NanoA a ser injetada, e o numero de tratamentos foi

aumentado de trés para cinco.

Nesta etapa, foi utilizado um total de 15 animais, divididos em cinco grupos

experimentais, com grupos experimentais conforme ilustrado na Tabela 7.

Conforme determinado pelos resultados obtidos nos experimentos piloto, os

grupos experimentais consistiram da seguinte disposi¢ao:

1) Grupo Controle: os animais ndo tiveram transplanta¢ao de células tumorais e
ndo receberam nenhum tipo de tratamento. Os camundongos foram
anestesiados a cada vez que os animais dos demais grupos foram tratados;

2) Grupo Controle tumor: camundongos com tumor, receberam somente a
administracao intratumoral (100 pL) de PBS;

3) Grupo experimental NanoA: camundongos com tumor, receberam a
administracao intratumoral de 100 puL. de NanoA na concentragdo de 50
mg/mL;

4) Grupo experimental irradiado com LED: camundongos com tumor
irradiado por 10 minutos, com a fluéncia de 25,9 J/cmz;

5) Grupo experimental tratado com TFD: camundongos com tumor,
receberam a administrag¢do intratumoral de 100 uL. de NanoA na concentragdo
de 50 mg/mL, com tempo de acumula¢do de 30 minutos e seguidamente os

tumores foram irradiados com LED na fluéncia de 25,9 J/cmz, por 10 minutos.

Como procedimentos gerais, no dia da transplantacdo das células de
melanoma (TO0), os animais foram anestesiados via intraperitoneal com 100 pL de
solugdo de cloridrato de cetamina 10% e cloridrato de xilazina 2% (80 mg/kg e 10
mg/kg, respectivamente). A seguir, os camundongos dos grupos controle tumor,
NanoA, LED e TFD receberam inje¢ao subcutanea (no flanco direito) de células de

melanoma na concentragio de 5 x 10° células ressuspendidas no volume de 50 pL de
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meio de cultivo DMEM sem soro fetal bovino.

Vale a pena ressaltar que em relagdo ao experimento piloto TFD realizado, no
experimento final os animais foram tratados em cinco ocasides, nos dias
experimentais dois (T2), quatro (T4), sete (T7), dez (T10) e treze (T13) apds a

transplantacao das células de melanoma (TO) (Figura 17).

Andlise
dados

DD DD

Cronograma experimental (dias)

Figura 17. Cronograma experimental praticado no experimento para Terapia Fotodindmica.

No dia do término do experimento, os camundongos foram eutanasiados
mediante overdose de anestésicos, recebendo 200 pL da solugdo mae preparada a
partir de 700 pL de cloridrato de cetamina 10% e 500 pL cloridrato de xilazina 2%.
A coleta de sangue, 6rgaos e tumores foi feita somente quando confirmado o 6bito do
animal.

Uma vez que os animais encontravam-se profundamente anestesiados, foi
realizada a coleta de amostra sanguinea (aproximadamente 600 pL) mediante puncao
cardiaca. A amostra foi separada, colocando-a em tubo condicionado com
anticoagulante EDTA (sal dissodico) (Vetec Quimica Fina Ltda, Brasil) na
concentracdo de 20%, efetivamente sendo usado na concentracdo de 10% quando
diluido no sangue, para andlise de hemograma. Todos os tubos foram colocados em
uma caixa de isopor contendo gelo e levados ao laboratorio de analises. Foi feita uma
parceria com o Nucleo de Apoio a Pesquisa do Laboratorio Clinico Sabin para a
realizagdo destes exames. Foram medidos parametros hematologicos tais como:
contagem de eritrocitos, hematdcrito, hemoglobina, plaquetas, linfocitos, monocitos e
leucocitos. A andlise foi feita em analisador hematoldgico Sysmex XE 2100 (Sysmex,

Japao).
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5.6.5 Avaliacao clinica

5.6.5.1 Peso corporal

Com o intuito de avaliar o impacto dos tratamentos sendo testados no estado
de saude geral dos animais, o peso destes foi monitorado e registrado logo antes da
transplantacao das células de melanoma, antes de cada sessdo de tratamento e no dia
da eutanasia. A medicao foi realizada em balanca de alta precisdo marca Marte,
modelo AY220 (Shimadzu Philippines Manufacturing Inc., Filipina) e o peso foi

comparado entre 0s grupos experimentais.

5.6.5.2 Volume tumoral

O volume tumoral in vivo foi monitorado durante todo o periodo experimental
até o dia da eutanasia (T15) com o objetivo de determinar a eficiéncia dos tratamentos
praticados. A medicdo foi realizada com paquimetro digital de alta precisdo (King
Tools) uma vez que o tumor tornou-se mensuravel. Tal medi¢do foi feita antes do
inicio de cada sessdo de tratamento e antes da eutandsia dos animais. A Figura 18
mostra um camundongo portador de tumor de melanoma no tempo experimental 15

dias. O volume tumoral in vivo foi determinado pela formula (Schuh, 2004):

2
Volume tumoral in vivo: (comprimento) x (largura) x 0,5

Uma vez excisados os tumores, foi realizada a medicao destes, e o volume ex

vivo foi determinado pela formula (Schuh, 2004):

Volume tumoral ex vivo: Comprimento x largura x altura
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Figura 18. Camundongo C57BL/6
portador de tumor de melanoma.
No caso, o animal pertence ao
grupo Controle tumor. Tempo
experimental 15 dias.

5.6.5.3 Analise dos orgdos nao alvo

Com o inten¢do de avaliar qualquer tipo de alteracdo nos 6rgdos nao alvo,
decorrente da presenga de tumor no animal, foram feitas observagdes macroscopicas e
foram calculados o peso absoluto e relativo do figado, bago, rim direito e rim

esquerdo.

O peso absoluto do 6rgio é determinado pelo peso bruto obtido na balanga. O

peso relativo ¢ calculado segundo a férmula:

Peso relativo: peso do 6rgdo x 100

peso total do animal




69

Além disto, os animais foram monitorados em relacao ao seu comportamento,

e presenc¢a de necrose tumoral.

5.6.6 Avaliacao histopatolégica

Imediatamente apos a retirada de cada 6rgdo, os mesmos foram rapidamente
lavados com solucdo salina 0,9% e posteriormente fixados com fixador Davidson (9
partes de solucao Davidson estoque- 400 mL de glicerina, 800 mL de formaldeido
37%, 1200 mL de etanol 95%, 1200 mL agua destilada- € uma parte de acido acético
glacial (Shaw e Battle, 1957)) durante 24 horas a temperatura de 7 °C.

Apos a fixagdo, as amostras foram desidratadas com etanol, em uma série de
concentragoes crescentes (70, 80 e 90%) e trés vezes em etanol absoluto. Em seguida,
as amostras foram diafanizadas ao serem colocadas em uma solugao 1:1 de alcool e
xilol, seguido por trés banhos em xilol puro. Para a inclusdo, o material foi submetido
a trés banhos de parafina em estufa a 58 °C. Cada banho do material nas solugdes
teve uma duracao de 45 minutos e cada banho na parafina teve uma duracio de 1
hora. Por tltimo, o material foi incluido em blocos de parafina e moldados por barras

de metal regulaveis.

Apos a solidificagdo dos blocos de parafina, foi utilizado um micrétomo
Leica® modelo RM2125RT (Leica Microsystems, China) para realizar a microtomia.
O tipo de corte praticado foi o semi-seriado, definido aqui pela obtengdo inicial de
quatro cortes, cada um com uma espessura de 5 um, colocados em uma lamina de
vidro (Bioslide, China). Em seguida, desprezaram-se cinco cortes, cada um com
espessura de 50 um. Apds, cortaram-se mais quatro cortes com espessura de 5 pum
cada, os quais foram colocados em outra lamina de vidro, produzindo para cada 6rgao
uma média aproximada de trés laminas, uma lamina para a regido proximal, media e
distal do bloco. Todas as laminas foram mantidas em estufa a 37 °C durante 48 horas

para garantir uma melhor aderéncia dos cortes as laminas.

Uma vez obtidos os cortes histologicos, procedeu-se a coloracao pelo método



70

de hematoxilina e eosina (H&E). As laminas selecionadas foram submetidas a um
processo de desparafinizagdo e hidratacdo, com trés banhos em solucdes de xileno
(um minuto cada), trés de solugdes de etanol 100% (um minuto cada), etanol 90%,
80% e 70% (um minuto cada). As laminas foram colocadas primeiro no corante
hematoxilina, lavadas por um minuto em agua corrente e, posteriormente, coradas em
eosina. Os tempos de coloracdo tanto na hematoxilina como na eosina variaram

dependendo do tipo de tecido sendo corado.

Em seguida, o material foi desidratado em uma concentracdo crescente de
etanol 70%, 80%, 90%, 100% (trés vezes) e xileno puro (trés vezes), cada banho com
duragcdo de um minuto. Apds o ultimo banho de xileno, as ldminas foram recobertas
com laminulas (Glasscyto) utilizando-se Entellan® (Merck, Alemanha) como meio de
montagem, e colocadas para secar em estufa, a 37 °C, por 24 horas. Todos os
solventes utilizados (xilol P.A., etanol P.A., formaldeido, 4cido acético P.A.) foram

fabricados pela Vetec® Quimica Fina, Ltda., Brasil.

As laminas histologicas foram analisadas no microscopio Optico de luz
modelo Axioskop 2 (Carl Zeiss® Microscopy, EUA) e documentadas digitalmente
mediante o software Zen versio 1.0.1.0 (Carl Zeiss® Microscopy GmbH, EUA).

De forma geral, os tumores foram analisados em relacdo a presenga, tipo e
intensidade de infiltrados inflamatdrios; presenca e padrdao de necrose; nimero de
campos (mm?) com necrose e numeros de campos (mm?) com tumor. Qualquer outro
tipo de anormalidade foi levada em consideracdo. A andlise das 4reas de necrose
ocupando o tecido tumoral foi realizada mediante planimetria por contagem de
pontos. Para isto, utilizou-se um sistema padrdao composto por um reticulo graduado
contendo 100 campos, cada campo resultante das interseccdes entre as linhas
horizontais e verticais, formando quadrados com 4area de 1 mm®cada. O reticulo foi
sobreposto a imagem histologica e assim determinou-se o nimero de campos sendo
ocupados com necrose ¢ com tumor. Em seguida, a razdo (nimero de campos com
necrose (mm?) / nimero de campos com tumor) (mm?) ¢ a média desses dados foi

calculada.

Em relagdo a analise histopatoldgica dos orgaos de interesse para o estudo

(pulmao, rim, bago, figado) foram consideradas possiveis alteracdes segundo as
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peculiaridades de cada orgdo. Todas as laminas de pulmdo foram analisadas em
relacdo a presenca, intensidade, tipo e localizacdo de infiltrados inflamatorios; e
alteragdes nos septos alveolares. No rim foram considerados os seguintes aspectos
para analise: congestdo, degeneragdo tubular, alteragdes glomerulares, hemorragia e
areas de necrose. No tecido esplénico, foi analisada a presenga de congestio e
intensidade de hiperplasia linfoide da polpa branca (quantidade de polpa branca vs.
polpa vermelha). Alguns achados ocasionais foram também considerados. No caso do
figado, foram consideradas as seguintes alteragdes: presenga de lesdes celulares
reversiveis (degeneragdo hidropica e esteatose), necrose, congestdo de vasos
sanguineos ¢ infiltrado inflamatorio. A degeneracdo hidropica foi graduada como
discreta e moderada de acordo com a amplitude de células afetadas no 6rgao, e nao

com base no tamanho celular dos hepatocitos (edema citoplasmatico).

5.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram avaliados por meio de estatistica paramétrica ou nao
paramétrica de acordo com a distribui¢do da normalidade. Para os dados paramétricos
foi realizada ANOVA (Analise de Variancia) seguida do teste Tukey-Kramer e os
dados nao paramétricos foram analisados com o teste de Kruskal-Wallis, seguido do
teste de Dunn. O programa estatistico utilizado foi GraphPad Instat versao 3.02

(GraphPad software, EUA), com nivel de significancia considerado p <0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACAO FOTOFISICA DA FONTE DE DIODO EMISSOR
DE LUZ (LED)

A caracterizagdo do LED utilizado neste trabalho mostrou, pela andlise do
espectro de emissdo, um pico maximo em 660 nm (Figura 19), portanto, emitindo

fotons dentro da faixa do vermelho visivel.
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Figura 19. Espectro de emissdo da fonte de diodo emissor de luz (LED)
com pico maximo em 660 nm.

A medigao feita mediante potencimetro digital revelou que o LED apresentou
uma poténcia maxima de 800 mW e uma taxa de fluéncia de 55 mW/cm?®,
Considerando que a eficéacia clinica da TFD depende de uma dosimetria e fluéncia
adequada da luz (Agostinis et al., 2011), foram feitas medicoes frontais (Tabela §) e
laterais (Tabela 9) entre o LED e um detector de luz para determinar a condicao

experimental ideal.
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Tabela 8. Valores de poténcia (mW) emitidos pela fonte de
diodo emissor de luz (LED) conforme variagdo de distancia
(cm) entre o LED e o detector de luz. Medigoes foram feitas de
forma frontal entre o detector de luz e o LED.

Distancia (cm) Poténcia (mW)
2 715
3 391
4 232
5 151
6 104
7 76
8 58
9 45
10 37
11 31
12 25
13 22
14 19
15 16

Medigdes feitas com deslocamento lateral entre o detector e o LED revelaram
que ha diferencas nos valores de poténcia dependendo da localizacdo do alvo dentro

do campo sendo irradiado (Tabela 9).
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Tabela 9. Valores de poténcia (mW) emitidos pela fonte
de diodo emissor de luz (LED) conforme variagdo de
distancia (cm) entre o LED e o detector de luz. Medicdes
foram feitas de forma lateral entre o detector de luz e o
LED.

Distancia (cm) Poténcia (mW)
-5 17
-4 28
3 43
-2 62
-1 79
0 89
1 88
2 72
3 52
4 35
5 24

De acordo com a literatura, o desejado ¢ trabalhar com fontes de luz com
valores de poténcia oscilando entre a faixa de 1 mW — 500 mW e comprimento de
onda entre 600-800 nm para evitar efeitos térmicos (Huang ef al., 2009; Soares et al.,
2011). Desta forma, considerando os resultados de caracterizacdo obtidos,
determinou-se que a distancia entre o LED e o objeto a ser irradiado seria de cinco
centimetros (deslocamento frontal), pois ao considerar um valor de deslocamento
lateral de zero, ou em outra palavras, a poténcia no ponto central do campo sendo
irradiado, equivale a 145,5 mW. Ja quando foi considerado um deslocamento lateral,
por exemplo de 2,5 cm, representando a periferia do campo de irradiacao, temos que o

valor de poténcia equivale a 98,6 mW. Estes valores de poténcia foram usados nos
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calculos de fluéncia, utilizando o valor da média (122,05 mW) destes com o intuito de

abarcar todos os pontos entre o centro e a periferia do campo.

6.2 CARACTERIZACAO DA NANOEMULSAO CONTENDO GOTiCULAS
DE OLEO DE ACAI COMO FOTOSSENSIBILIZANTE

6.2.1 Padronizaciao do protocolo de preparo de NanoA

Considerando que diferentes propor¢des de tensoativo e o numero de

inversdes de fase alteram as caracteristicas fisico-quimicas das nanogoticulas,

especialmente o PDI e o didmetro hidrodindmico, foram testadas as propor¢des de

1:3, 1:4 e 1:5 (6leo / tensoativo Tween-80) (Figuras 20 - 22).
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Figura 20. Diametro hidrodindmico médio e indice de polidispersdo da NanoA com

proporg¢ao de 6leo de acai para tensoativo Tween-80 equivalente a 1:3, com até quatro

ciclos de inversdo de fase.
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Figura 21. Didmetro hidrodindmico médio e indice de polidispersdo da NanoA com
proporg¢do de 6leo de agai para tensoativo Tween-80 equivalente a 1:4, com até quatro

ciclos de inversdo de fase.
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Figura 22. Diametro hidrodindmico médio e indice de polidispersdo da NanoA com
propor¢do de o6leo de agai para tensoativo Tween-80 equivalente a 1:5, com até quatro

ciclos de inversdo de fase.

A propor¢ao de 1:3 foi descartada pois, apesar de ter mostrado valores de PDI

dentro do desejado, o didmetro hidrodinamico médio teve valores onde as goticulas

serlam mais facilmente fagocitadas pelo sistema reticulo endotelial.

Assim,

considerando que a objetivo era a obtencdo de nanogoticulas com didmetro
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hidrodinamico médio com valores at¢ 200 nm, ideal para formulagdes
nanofarmacéuticas (Bawarski et al., 2008), e um indice de PDI < 0,1; indicador de
uma distribuigdo mais monodispersa, foi definido que a NanoA seria preparada na
propor¢ao de 1 : 4,5 (6leo : surfactante) com um unico ciclo de inversao de fase para a

formulacao final.

6.2.2 Caracterizacio do dleo de acai

6.2.2.1 Espectrofotometria

Dados referentes as analises realizadas em espectrofotometro revelaram que o
0leo de acai apresenta pico de absorcao e de emissdo de luz na regido do vermelho.
As Figuras 23 e 24 mostram que o 6leo de agai possui pico de absor¢cao em 666 nm e

pico de emissdo em 670 nm.
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Figura 23. Espectro de absorbancia do 6leo de agai,
com pico de absor¢do em 666 nm.
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Figura 24. Espectro de fluorescéncia (excitagdo em
350 nm) do 6leo de agai com pico de emissdo em 670
nm. Resultados expressos como unidades relativas de
fluorescéncia (URF) em fun¢do do comprimento de
onda de emissao.

6.2.2.2 Geragdo de espécies reativas de oxigénio

O o6leo de agai mostrou capacidade de geracdo de espécies reativas de
oxigénio, detectado indiretamente pelo decaimento do benzofurano, conforme este se
associou irreversivelmente ao oxigénio singleto sendo produzido pela interacdo entre
o o6leo, oxigénio molecular e diferentes doses de energia luminosa (Figura 25).
Conforme as doses energéticas foram aumentando, a oxirreducao do benzofurano foi

observada.
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Figura 25. Teste de degradacdo do benzofurano-'O,-dependente para
deteccdo de geragdo de espécies reativas de oxigé€nio pelo dleo de agai ao ser
irradiado por fonte diodo emissor de luz (A = 660 nm) em diferentes doses de
energia na presenca de oxigénio.

6.2.3 Caracterizacao da NanoA

6.2.3.1 Variaveis fisico-quimicas da NanoA

A andlise por espalhamento dindmico de luz da NanoA mostrou que o
protocolo de preparacao utilizado possibilita a obtencdo de nanoemulsdes que contém
nanogoticulas com didmetro hidrodindmico (DH) com média de 117,5 + 2,44 nm
(Figura 26), indice de polidispersividade de 0,144 e potencial zeta negativo (-0,536
mV). O baixo valor de PDI encontrado, ¢ refletido neste grafico que ilustra a
distribuicao simétrica e unimodal dos valores de DH, representando uma populacao

de nanogoticulas com baixa polidispersao. A analise por MET revelou um pico
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maximo na curva de Gauss para a frequéncia de tamanhos equivalente a 74 nm

(Figura 27).
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Figura 26. Distribuicdo de valores de didmetro hidrodindmico
para a NanoA em concentragdo de 0,5 mg/mL diluida em solugao
salina tamponada com fosfato (PBS), pH 7,4. As colunas
representam a média + desvio padrdo para trés medidas realizadas
em uma mesma amostra.
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Figura 27. Distribuicdo gaussiana da frequéncia com valores de didmetro
da NanoA. Medidas obtidas a partir da morfometria de goticulas registradas
em eletromicrografias de microscopia eletronica de transmissao.
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6.2.3.2 Variaveis fotofisicas da NanoA
Os espectros de absorbancia (Figura 28) e de fluorescéncia (Figura 29)

mostram que a NanoA apresenta pico de absor¢ao em 666 nm e de emissao em 670

nm, na regido do vermelho.
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Figura 28. Espectro de absorbancia do 6leo de agai associado a NanoA e do 6leo de
acai livre com pico de absor¢do em 666 nm. Vazio: leitura da absorbancia de pogos
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Figura 29. Espectro de fluorescéncia do 6leo de agai associado a NanoA e do 6leo de acai

livre com pico de emissdo em 670 nm (A de excitagdo em 400 nm). Vazio: leitura da
fluorescéncia de pogos vazios.
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6.2.3.3 Anadlise da morfologia da NanoA mediante microscopia eletronica de
transmissdo (MET)

A analise da NanoA mediante MET revelou informagdes importantes para a
caracterizacdo da nanoemulsdo (Figura 30), fornecendo dados em relagdo a
morfologia e dispersdao das nanogoticulas de 6leo de agai contidas na nanoemulsao,
assim corroborando com os dados obtidos pelo método de espalhamento dinamico da
luz (Figura 26). Em (A) observam-se nanogoticulas com tamanhos semelhantes entre
si, 0 que caracteriza uma populacdo com baixa polidispersao. Em (B) observa-se o
detalhe da morfologia esférica destas e pouca variabilidade em relacdo ao seu

tamanho.

Figura 30. Eletromicrografia de transmissdo das nanogoticulas de 6leo de agai (esferas
em cinza claro) em nanoemulsdo (NanoA). (A) Popula¢do de nanogoticulas com baixa

polidispersdo; (B) Formato esférico de cada nanogoticula. Material fixado e contrastado
com acido fosfotingstico (PTA) (2%). Barras de escala: 100 nm.

6.2.3.4 Capacidade do dleo de agai associado a nanoemulsdo em gerar espécies
reativas de oxigénio

A Figura 31 mostra a geracao do oxigénio singleto pela NanoA e o tensoativo

Tween-80, usado como controle branco. Conforme esperado, o tensoativo, ao ndo ter
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propriedade de geracdo de oxigénio singleto, permaneceu praticamente inalterado,
enquanto que o dleo de acai contido na nanoemulsao, ao ser fotoirradiado, reagiu com
o oxigénio molecular produzindo oxigénio singleto. Assim, o benzofurano reagiu
irreversivelmente com o oxigénio singleto produzido, mostrando um declinio na

absorbancia do benzofurano conforme foi aumentada a fluéncia de energia.
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Figura 31. Teste de degradacdo do benzofurano-'O,-dependente para deteccdo de
geragdo de espécies reativas de oxigénio pelo 6leo de agai associado a NanoA e pelo
controle branco, Tween-80, ao serem irradiados por fonte diodo emissor de luz (A =
660 nm) em diferentes doses de energia na presenca de oxigénio.

6.2.3.5 Determinacdo da estabilidade coloidal e fotodindmica da NanoA

A andlise das caracteristicas fisico-quimicas da NanoA armazenada por 365
dias apds preparo, em diversas condi¢des revelou estabilidade somente para as
amostras mantidas a 7 °C e a temperatura ambiente, mostrando que o didmetro
hidrodinamico, o indice de polidispersao (Figura 32) e o potencial zeta nao mudaram
significativamente. Além disto, foi comprovado que a NanoA ainda possui a

capacidade de geragao de oxigénio singleto depois de armazaneda. Em contrapartida,
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os picos de absorbancia e fluorescéncia previamente observados para a amostra fresca

nao foram mantidos.
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Figura 32. Avaliacdo da estabilidade do diametro hidrodindmico e do indice de
polidispersao de aliquotas de NanoA armazenadas por 0, 3, 7, 15, 22, 30, 45, 60, 90, 180 ¢
365 dias apos preparo e mantidas a 7 °C e a temperatura ambiente.
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6.3.1 Citotoxicidade da NanoA nos tempos de exposicao de 24 e 48 horas na

auséncia de irradiacao

Nos testes iniciais de citotoxicidade, as linhagens NIH3T3 e B16F10 foram

expostas por 24 e 48 horas com diferentes concentragdes da NanoA, conforme

descrito na metodologia. A Figura 33 mostra os valores calculados para as

concentracgoes citotoxicas (CC) que mantém uma viabilidade de 90% e 50% (CC10 e

CC50), respectivamente.
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Figura 33. Efeito dose e tempo dependente de diversas concentragdes de NanoA na auséncia de
irradiagdo em células murinas ndo tumorais da linhagem NIH/3T3 e células tumorais murinas
B16F10 tratadas por 24 e 48 horas. Percentual de viabilidade celular determinado pelo método de
MTT (brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil de tetraz6lio). Médias calculadas a partir de
trés experimentos independentes, cada concentracdo sendo testada em triplicata. Barras indicam

desvio padrao.
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6.3.2 Citotoxicidade da NanoA na auséncia de irradiacio no tempo de exposicio
de 15 minutos

Considerando que o objetivo primordial do experimento de citotoxicidade na
auséncia de luz ¢ o de selecionar a maior concentragdo de NanoA que apresenta a
menor toxicidade nas células ndo tumorais, foram calculadas as CC10 ¢ CC50, desta
vez referentes a viabilidade celular decorrente do contato das células com a NanoA

pelo tempo de 15 minutos (Figura 34).
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Figura 34. Efeito dose-dependente das concentragdes de NanoA variando entre
68,00 € 16.666,00 ng/mL em células murinas ndo tumorais da linhagem NIH/3T3
e células tumorais murinas B16F10 tratadas por 15 minutos. Percentual de
viabilidade celular determinado pelo método de MTT (brometo de 3(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil de tetrazélio). Médias calculadas a partir de trés
experimentos independentes, cada concentracdo sendo testada em triplicata.
Barras indicam desvio padrao.
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Partindo da premissa de que a aplicagdo de um agente fotossensibilizante para
TFD ¢ satisfatoria quando este apresenta uma baixa toxicidade no escuro nas células
nao tumorais, observou-se que para células de NIH/3T3, uma concentracao de NanoA
de 679,9 ug/mL permite uma viabilidade de 90% (Figura 34). No caso das cé¢lulas de
melanoma, uma concentracdo de somente 141,2 ug/mL foi suficiente para matar 10%
das células (Figura 34). Considerando este resultado e as concentragdes obtidas por
diluicao seriada, a concentracdo mais proxima do valor obtido para a CC10 foi a de
617,00 ug/mL, sendo esta concentracdo a escolhida para ser usada nos proximos

testes com Terapia Fotodindmica.

Os calculos para a CC50 revelaram que a concentracdo de NanoA necessaria
para manter uma viabilidade de 50% tanto para a linhagem celular ndo tumoral como
para a tumoral ¢ semelhante para ambas, com valores de 1349,00 ug/mL e 1380,00

ug/mL, respectivamente (Figura 34).

6.3.3 Efeito da Terapia Fotodinamica in vitro

A avaliacdo do efeito citotoxico causado pelo tratamento com Terapia
Fotodinamica das células NIH/3T3 demostrou que a concentragdo de NanoA [617,00
ng/mL] irradiada com as fluéncias de 12,9 J/em?; 25,9 J/em? e 51,8 J/em?, apresentou
valores de viabilidade celular de 74,3%, 70% e 72,4%, respectivamente. No caso das
c€lulas tratadas somente com a NanoA [617,00 pg/mL], foi observada uma
viabilidade celular de 81,7%. As células tratadas somente com LED mostraram
valores de viabilidade de 90,5%; 83,1% e 84,7%, em relacao as fluéncias de 12,9
Jem?; 25,9 J/em® e 51,8 J/em?®, respectivamente (Figura 35). Estes resultados
indicaram que a exposicdo das células NIH/3T3 a NanoA, assim como com 0 uso
1solado do LED nas trés fluéncias testadas, e com a TFD nao afetaram a viabilidade
destas células, portanto, os diversos tratamentos aplicados ndo apresentaram

diferencas significativas.
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Figura 35. Efeito da Terapia Fotodindmica em células murinas ndo tumorais da
linhagem NIH/3T3 tratadas com NanoA [617 pg/mL] por 15 minutos e em seguida
irradiadas com diferentes fluéncias. Percentual de viabilidade celular determinado
pelo método de MTT (brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil de tetrazolio).
TFD: terapia fotodinamica; LED: diodo emissor de luz; NanoA: nanoemulsdo
contendo goticulas de 6leo de agai como fotossensibilizante. Valores representados
pelas médias e desvio padrio. ( p > 0,05; ANOVA/Tukey-Kramer).

No caso dos experimentos com as células tumorais B16F10, a Figura 36
mostra que as células controle apresentaram diferengas significativas em relagdo a
todos os demais grupos experimentais, exceto em relagdo ao grupo submetido ao LED
na fluéncia de 51,8 J/em®. Células tratadas somente com NanoA [617,00 pg/mL]
apresentaram diferengas significativas ( p <0,001) somente quando comparadas com
os tratamentos de TFD 25,9 J/em® e TFD 51,8 J/em®. O tratamento exclusivo com
NanoA mostrou resultados de viabilidade de 66,3%, valor semelhante ao obtido
quando as células foram irradiadas apenas com o LED 12,9 J/em? (66,4%). Quando as
células foram irradiadas com LED nas fluéncias de 25,9 Jem?® e 51,8 J/cmz, a

porcentagem de viabilidade chegou em 69,7% e 78,8%, respectivamente. Os
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resultados das trés fluéncias de LED testadas mostraram diferengas significantes ( p <
0,001) quando comparados tanto com a TFD 25,9 J/em® e com TFD 51,8 J/em’.
Quando o tratamento fotodinamico foi aplicado, houve intensa reducao da viabilidade
celular, especialmente para as fluéncias de 25,9 Jem?® e 51,8 J/cmz, apresentando
valores de viabilidade de 15,29% e 14,31%, respectivamente, com significancia em
relacdo ao grupo controle ( p < 0,001). Houve também diferenca significativa ( p <
0,01) quando comparados o tratamento TFD 12,9 J/cm” com o tratamento TFD 25,9
J/em? e com TFD 51,8 J/em®.

B16F10

150-
-~ Ed 12,9 Jiom?2
% A g 1 25,9 Jicm?
T 00 & | 51,8 Jicm?
o
(3]
[}]
E
T 50+
=
)
S

o-
\‘O
o°°

Grupos experimentais

Figura 36. Efeito da Terapia Fotodindmica em células murinas tumorais da linhagem
B16F10 tratadas com NanoA [617 pg/mL] por 15 minutos e irradiadas com diferentes
fluéncias. Percentual de viabilidade celular determinado pelo método de MTT (brometo
de 3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil de tetrazoélio). TFD: terapia fotodindmica; LED:
diodo emissor de luz; NanoA: nanoemulsdo contendo goticulas de 6leo de agai como
fotossensibilizante. Valores representados pelas médias e desvio padrdo. Diferengas
significativas entre tratamentos indicadas com letras e tamanhos de letra diferentes.
ANOVA/Tukey-Kramer com nivel de significancia considerado p < 0,05.
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6.3.4 Analise da morfologia celular por microscopia de contraste de fase apos
tratamento com Terapia Fotodinimica

A Figura 37 ilustra a morfologia das linhagens NIH/3T3 e B16F10 antes e
apos tratamento com TFD. Apds tratamento, mais acentuadamente no caso das células
tumorais, obteve-se notavel reducdo no volume e projecdes citoplasmaticas,
densidade celular reduzida, perda de adesdo celular e presenca de debris, todas
caracteristicas tipicas de morte celular. Esta analise sustenta os resultados de MTT
onde foi observada uma maior redu¢do na viabilidade de células tumorais em

comparagdo com resultados para as células ndo tumorais.

Controle TFD

NIH3T3

B16F10

Figura 37. Analise morfoldgica por microscopia de contraste de fase de células normais e
tumorais apos tratamento com Terapia Fotodindmica. (A e B) NIH3T3 e (C e D) B16F10.
(A) e (C) Células controle nao submetidas a nenhum tipo de tratamento, mostrando alta
densidade celular e morfologia normal caracteristica. (B) e (D) Células tratadas com Terapia
Fotodinamica (TFD), mostrando alto indice de morte celular, especialmente nas células
B16F10.



91

6.3.5 Analise da morfologia celular mediante citometria de fluxo

Com a intencdo de corroborar os resultados obtidos para a andlise da
morfologia por microscopia de contraste de fase, as analises por citometria de fluxo
de tamanho (FSC) e granulosidade celular (SSC) também foram realizadas. Conforme
pode ser visualizado na Figura 38 para a linhagem NIH/3T3, somente o tratamento
com meio sem soro fetal bovino (Controle positivo) causou mudancas consideraveis

no tamanho e granulosidade das células.

A andlise para a linhagem celular BI6F10 mostrou que a morfologia para as
c€lulas tratadas com NanoA e LED teve poucas mudancas, mantendo a maioria da
populagdo dentro da regido que continha o maior numero de eventos (R1) (Figura 39).
Em contrapartida, as células tratadas com peroxido de hidrogénio (Controle positivo)
e TFD mostraram um deslocamento da populagdo celular com reducao significativa
no volume celular. Tais achados corroboram a analise morfoldgica realizada por
microscopia de contraste de fase e confirmaram, juntamente com os resultados
apresentados para a viabilidade por MTT, a efetividade da TFD na morte celular das

células de melanoma murino.
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Figura 38. Avaliacdo por citometria de fluxo do tamanho e granulosidade (FSC e SSC) de células NIH/3T3. (A)
controle; e apos diferentes tratamentos: (B) tratadas com meio de cultivo sem soro fetal bovino (Controle positivo);
(C) tratadas com NanoA [617 pg/mL]; (D) Irradiadas com LED; e (E) TFD. Trés experimentos independentes.
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Figura 39. Avaliagdo por citometria de fluxo do tamanho e granulosidade (FSC e SSC) de células B16F10. (A)
controle, ¢ apos diferentes tratamentos: (B) tratadas com peroxido de hidrogénio [1 mM] (Controle positivo); (C)
tratadas com fluoruracila [4 mg/mL] (Controle positivo); (D) expostas a NanoA [617 pg/mL]; (E) irradiadas com
LED e (F) TFD. Trés experimentos independentes.
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6.3.6 Analise por citometria de fluxo do tipo de morte celular em células tratadas
com Terapia Fotodindmica

Conforme pode ser observado na Figura 40 para a linhagem NIH/3T3, as
células tratadas com NanoA, LED e TFD mostraram valores de viabilidade celular
bastante semelhantes aos apresentados pelas células do grupo controle, com
aproximadamente 95% de células vivas. De forma semelhante, ao analisar as células
nao viaveis, independentemente do tratamento usado, a maioria dos grupos mostraram
células marcadas positivamente com lodeto de Propideo, caracteristica de morte
celular por necrose, como observado também nas células controle. Conforme
esperado, o tratamento com meio de cultivo sem soro (Controle positivo) foi o que

apresentou maior porcentagem de morte celular, ocorrendo também por necrose.

A Figura 41 mostra resultados para a linhagem B16F10. Conforme esperado,
as cé€lulas tratadas com peroxido de hidrogénio e fluoruracila (Controles positivos)
apresentaram as maiores porcentagens de morte celular. Dentre os tratamentos
aplicados, as células tratadas com NanoA apresentaram as menores porcentagens de
morte celular (0,76%). J& no caso do tratamento com TFD, as células tiveram uma
diminui¢do de 12,81% na sua viabilidade. Em contrapartida, o tratamento das células
com LED mostrou um aumento de 4,32% na viabilidade celular. Em relacao ao tipo
de morte celular, com excecao das células tratadas com LED, tanto os Controles
positivos como as células tratadas com TFD e NanoA mostraram que ao analisar as
células ndo viaveis, a maior parte destas foram duplamente marcadas com (anexina V
/ 1P), indicando morte celular por apoptose tardia/necrose. Todos os dados foram

confrontados em relagdo aos valores obtidos para as células controle.
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Figura 40. Avaliacdo da morte celular por citometria de fluxo de células NIH/3T3, apos incubagdo com diferentes amostras.
Células foram marcadas com lodeto de propideo (FL2) e Anexina V (FL1). (A) Controle; (B) tratadas com meio de cultivo sem
soro fetal bovino (Controle positivo); (C) expostas a NanoA; (D) irradiadas com LED; (E) tratadas com Terapia Fotodinamica.

Trés experimentos independentes. (Q3) Células Viaveis; (Q1) + lodeto; (Q2) + Iodeto e + Anexina V; e (Q4) + Anexina V.
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Figura 41. Avaliagdo da morte celular por citometria de fluxo de células B16F10, apds incubagdo com
diferentes amostras. Células marcadas com iodeto de propideo (FL2) ¢ Anexina V (FL1). (A) Controle; (B)
tratadas com peroxido de hidrogénio; (C) tratadas com fluoruracila; (D) expostas a NanoA; (E) irradiadas com
LED; (F) tratadas com Terapia Fotodinamica. Trés experimentos independentes. (Q3) C¢lulas Viaveis; (Q1) +
Iodeto; (Q2) + lodeto e + Anexina V; e (Q4) + Anexina V.
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6.4 EXPERIMENTOS IN VIVO

6.4.1 Experimentos piloto para determinacio de protocolo de aplicacao da
Terapia Fotodinamica

Considerando a importancia inicial de definir todos os parametros necessarios
para realizar uma TFD in vivo mais eficaz, foram realizados experimentos com o
intuito de determinar a concentracdo de NanoA a ser utilizada, o tempo da

acumulagdo da NanoA no tecido tumoral e o tempo de irradiagao.

Assim, na Etapa I, a andlise histologica do tecido tumoral indicou que a
concentracdo de NanoA que causa menos areas de necrose por area tumoral foi a
concentracdo de 25 mg/mL. A seguir, na Etapa II, as laminas marcadas com DAPI
foram observadas em microscopio de fluorescéncia, revelando que o tempo que
permite maior acumulo da NanoA no tecido tumoral € correspondente a 30 minutos.
Conforme pode ser verificado na Figura 42, o acimulo de NanoA no tecido tumoral ¢é
discreto em comparacdo com os grandes agregados alaranjados/amarelados
observados na derme, muitos destes retidos no tecido conjuntivo. Vale a pena
ressaltar que nao foi possivel observar nenhum aglomerado nas laminas preparadas

para os tempos de 45 e 60 minutos.

Finalmente, na tltima etapa prévia ao experimento piloto com TFD, ao testar
trés fluéncias diferentes com a intengdo de escolher aquela capaz de causar maiores
areas de necrose em relacao a area tumoral, foi determinado o uso da fluéncia de 25,9

J/em?.

Desta forma, procedeu-se ao experimento piloto com TFD com resultados

descritos a continuacao.



Figura 42. Analise por microscopia de fluorescéncia da presencga de aglomerados de goticulas de 6leo de acai na pele
de camundongos, 30 minutos apds administragdo intratumoral. Aglomerados (alaranjados/amarelados) maiores
indicados por setas vermelhas. Nucleos celulares marcados com DAPIL. (A) Visdo panoramica, mostrando o tecido
tumoral (a) e a derme (b) onde ha maior acimulo de goticulas. (B) e (C) Aglomerados na derme. Em (¢), epiderme e
(d) foliculo piloso. (D) Aglomerados concentrados no tecido conjuntivo da derme.
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Dentre os parametros considerados para a andlise clinica dos animais, o peso
corporeo foi observado durante todo o periodo experimental, mostrando que nao

houve diferencas significativas entre os grupos experimentais (Figura 43).
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Figura 43. Evolugao do peso corporal em fungdo do tempo em camundongos
C57BL/6 controle sem tumor (Controle negativo) e portadores de tumor
(Controle tumor) submetidos a tratamento com tampao fosfato salino (PBS),
NanoA [617 pg/mL], fonte diodo emissor de luz (LED) e Terapia Fotodindmica
(TFD) [NanoA: 617 pg/mL e LED: 25,9 J/cm’]. Valores representados pelas
médias e desvio padrdo. ( p > 0,05; ANOVA).

De forma geral, os resultados de volume tumoral in vivo mostraram que todos
0s animais que tiveram transplantacdo de cé€lulas tumorais no TO, apresentaram
volume tumoral crescente ao longo do periodo experimental. No dia da eutandsia,
conforme esperado, os animais tratados somente com PBS (Controle tumor)
apresentaram os maiores volumes, seguidos pelos grupos LED, NanoA e TFD
(Figura 44), entretanto, diferengas significativas ndo foram observadas entre os

grupos experimentais ( p > 0,05; ANOVA).
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Figura 44. Variagdo do volume tumoral in vivo em camundongos C57BL/6 com
melanoma em funcdo do tratamento com Terapia Fotodindmica (TFD) [NanoA: 617
pg/mL e LED: 25,9 J/cm®]. Animais com tumor foram também tratados com tampao
fosfato salino (PBS) (Controle com tumor), NanoA [617 pg/mL] e irradiagdo
exclusiva com fonte diodo emissor de luz (LED) com fluéncia de 25,9 J/cm®. Valores
representados pelas médias e desvio padréo. ( p > 0,05; ANOVA).

Dados referentes ao volume tumoral ex vivo (Figura 45) mostraram que o
maior volume tumoral foi encontrado nos animais tratados somente com PBS
(Controle com tumor), seguido pelos tratados com LED, NanoA e finalmente o grupo
tratado com TFD. Nao foram observadas diferencgas significativas entre tratamentos

(p>0,05; ANOVA).
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Figura 45. Variagdo do volume tumoral ex vivo em camundongos
C57BL/6 com melanoma em fungdo dos tratamentos aplicados segundo o
grupo experimental: Controle tumor (tratado com tampao fosfato salino-
PBS); NanoA (tratado com nanoemulsdo contendo goticulas de dleo de
acai) [617 pg/mL]; LED (tratado com irradiagdo isolada com LED (fonte
diodo emissor de luz) na fluéncia de 25,9 J/cm®) e TFD (Terapia
Fotodinamica) (tratado com [NanoA: 617 pg/mL e LED: 25,9 J/cm’]).
Valores representados pelas médias com desvio padrdo. p > 0,05
[ANOVAI.

Com a intengdo de avaliar alteragdes nos 6rgaos nao alvo (figado, baco, rim e
pulmao) entre os diferentes grupos experimentais, os 6rgaos foram analisados em
relacdo a ocorréncia de alteragdes macroscopicas, sendo observado um caso de
esplenomegalia tanto no grupo Controle tumor, como no tratado com NanoA e o
grupo TFD. Além disto, foi observado nos grupos NanoA e TFD um caso de regides
escuras no baco para cada grupo. Adicionalmente, o peso do baco, figado e rim foi
coletado. Na Tabela 10 foram representados os pesos absoluto e relativo do figado,

bago, rim esquerdo e rim direito, os quais ndo apresentaram diferengas significativas
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entre os grupos experimentais ( p > 0,05). Os tratamentos aplicados ndo causaram

mudangas significativas nos 6rgaos analisados quando comparados com os dados do

controle negativo.

Tabela 10. Peso absoluto e relativo dos 6rgdos analisados para os animais do grupo controle e
animais com tumor submetidos a diversos tratamentos praticados em experimento piloto irn vivo.

Controle Controle NanoA LED TFD
tumor

Peso absoluto (g)
Figado 1,067 £ 0,061 1,314 £ 0,048 1,071 £0,219 1,141 £0,119 1,115+ 0,093
Bago 0,072 £ 0,009 0,249 £ 0,222 0,139 £ 0,042 0,163 £0,101 0,224 + 0,128
Rim direito 0,127 £ 0,008 0,1445 + 0,006 0,131 £ 0,008 0,138 £0,016 0,131+0,011
Rim esquerdo 0,121 £0,012 0,146 £ 0,016 0,126 = 0,009 0,125 £ 0,009 0,129 + 0,009
Peso relativo (%)
Figado 4,697 + 0,234 5,355 £ 0,026 4,644 + 0,621 4,923 + 0,283 5,032 £ 0,206
Bago 0,317 £ 0,038 0,991 + 0,856 0,622 £0,212 0,712 £ 0,456 1,040 + 0,648
Rim direito 0,560 + 0,036 0,590 £ 0,011 0,575 +£0,016 0,597 + 0,059 0,592 + 0,052
Rim esquerdo 0,533 £ 0,056 0,595 £ 0,046 0,552 + 0,009 0,539 + 0,030 0,585 + 0,024
Dados representados p
dia experimental de fig
tratados com tampao fi
emissor (LED) e Terar
ANOVA).

6.4.2 Terapia Fotodinamica para o tratamento de melanoma

6.4.2.1 Analise clinica

6.4.2.1.1 Peso corporal

Dentre os dados obtidos para avaliar o estado clinico dos animais, assim

como possivel toxicidade ocasionada pelos tratamentos, o peso corpéreo foi

observado durante todo o periodo experimental (Figura 46), mostrando diferencas

significativas no tempo experimental 4 dias (T4) entre o grupo Controle com tumor e
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o tratado com LED ( p < 0,05); e no tempo experimental 10 dias (T10) entre o grupo

Controle e todos os demais grupos experimentais ( p < 0,01).
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Figura 46. Evolu¢do do peso corporal em funcdo do tempo
em camundongos C57BL/6 controle ¢ com tumor apos
diversos tratamentos. Valores representados pelas médias e
desvio padrdo. Diferengas significativas: (*) Controle com
tumor # LED, p < 0,05; ** Controle # (Controle com
tumor, NanoA, LED, TFD), p < 0,01; (ANOVA/ Tukey
Kramer).

6.4.2.1.2 Volume tumoral

Os resultados de volume tumoral in vivo indicaram que todos os animais com
melanoma apresentaram volume tumoral crescente ao longo do periodo experimental.
Ao acompanhar o volume tumoral dos animais do TO até T15, foi observada
diferenca significativa nos tempos experimentais 4, 7, 10 e 15 dias, entre o grupo
Controle tumor e os demais grupos experimentais, sendo NanoA, LED e TFD. Ja no
tempo experimental T13, houve diferengas somente entre o grupo Controle tumor e

LED. No T15, dia da eutanasia, conforme esperado, os animais tratados somente com
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PBS (Controle tumor) apresentaram os maiores volumes tumorais, seguidos pelos

grupos LED, NanoA e TFD (Figura 47).
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Figura 47. Variacdo do volume tumoral in vivo em camundongos C57BL/6 com
melanoma em func¢do de diversos tratamentos. Animais com tumor foram tratados com
tampdo fosfato salino (PBS) (Controle tumor), NanoA [617 ug/mL] e irradiag¢do isolada
com LED na fluéncia de 25,9 J/cm® ¢ com Terapia Fotodindmica (TFD) [NanoA: 617
pg/mL e fluéneia de 25,9 J/em?] mediada pelo 6leo de agai em nanoemulsdo. Valores
representados pelas médias e desvio padrao. Letras diferentes representam diferengas
estatisticas para: Tempo experimental T4: Controle tumor # NanoA ( p <0,05), LED (
p <0,01)e TFD ( p < 0,01). Tempo experimental T7: Controle tumor # NanoA ( p <
0,01), LED (p <0,001) e TFD ( p <0,01). Tempo experimental T10: Controle tumor #
NanoA ( p < 0,05), LED ( p <0,01) e TFD ( p < 0,01). ). Tempo experimental T13:
Controle tumor # LED ( p < 0,05). Tempo experimental T15: Controle tumor #
NanoA ( p <0,05), LED (p <0,05), e TFD (p <0,01). [ANOVA].

A Figura 48 ilustra resultados para o volume tumoral ex vivo, apontando que o
maior volume tumoral foi encontrado nos animais tratados somente com PBS

(Controle tumor) e com NanoA, seguido pelos tratados com LED e o grupo TFD
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mostrando volumes bastante semelhantes. Foram observadas diferencas significativas

entre o Controle tumor e os demais tratamentos.
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Figura 48. Variagdo do volume tumoral ex vivo em camundongos C57BL/6
com melanoma em func¢do do tratamento com Terapia Fotodindmica (TFD)
[NanoA: 617 pg/mL e fluéncia de 25,9 J/cm®], tampdo fosfato salino (PBS)
(Controle tumor), NanoA [617 pg/mL] e irradiagdo isolada com LED na
fluéncia de 25,9 J/em”. Valores representados pelas médias com desvio padrio.
Diferencas significativas indicadas com letras, onde Controle tumor # LED ( p
<0,05)e TFD ( p <0,05) [ANOVAL.

6.4.2.1.3 Analise dos 6rgaos sistémicos

Com o objetivo de avaliar alteragdes nos 6rgdos nao alvo (figado, bago, rim,

pulmao) dos diferentes grupos, os orgaos foram observados em relagdo a ocorréncia

de alteragdes macroscopicas, tais como esplenomegalia, que ocorreu em todos os

animais do grupo Controle tumor, um caso no grupo NanoA e dois casos no grupo

tratado com LED. Além disto, foram observadas manchas escuras no bago de um

animal do grupo LED.
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Adicionalmente, o peso do bago, figado e rim foi registrado. Na Tabela 11

foram também representados os pesos absolutos dos 6rgaos mencionados, mostrando

diferengas significativas no baco, entre o grupo Controle e o grupo Controle tumor (p

< 0,05), e entre o grupo Controle tumor e o grupo TFD (p < 0,05). Em relagdo aos

pesos relativos houve diferengas significativas no figado entre o Controle e o grupo

TFD (p < 0,01), e no bago entre o grupo Controle e o Controle tumor (p < 0,05), € o

grupo Controle tumor ¢ TFD (p < 0,05).

Tabela 11. Peso absoluto e relativo dos 6rgdos analisados para os animais do grupo controle e
animais com tumor submetidos a diversos tratamentos praticados em experimento final in vivo.

Controle Controle NanoA LED TFD
tumor
Peso absoluto (g)
Figado 1,255+ 0,134 1,150 + 0,063 1,122 £ 0,150 1,023 + 0,132 1,004 + 0,032
Baco 0,071 + 0,009 0,410 + 0,071 0,315+ 0,225 0,217 + 0,071 0,094 + 0,037
A, C) B) (A, B, C) (A, B, C) ©)
Rim direito 0,125+ 0,015 0,122 + 0,010 0,132 + 0,008 0,123 + 0,009 0,123 + 0,009
Rim esquerdo 0,119+ 0,018 0,120 + 0,009 0,127 + 0,009 0,118 0,012 0,126 + 0,007
Peso relativo (%)
Figado 6,049 + 0,170 5,520 + 0,275 5,347 + 0,404 5,353 + 0,407 4,790 + 0,212
(A) (A, B) (A, B) (A, B) B)
Baco 0,344 +£ 0,016 1,975 + 0,409 1,516 £ 1,074 1,158 + 0,439 0,444 + 0,166
A, C) B) (A, B, C) (A, B, C) ©)
Rim direito 0,603 +0,050 0,583 +0,017 0,632 + 0,050 0,647+ 0,014 0,586 + 0,040
Rim esquerdo 0,574+0,040 0,576 + 0,024 0,605 + 0,031 0,620 + 0,056 0,602 + 0,048

Dados representados pela média e desvio padrao do peso absoluto e relativo do figado, bago, rim esquerdo e rim
direito do grupo Controle e grupos com tumor, tratados com tampao fosfato salino (PBS) (Controle tumor),
NanoA, LED e TFD. (n = 15 camundongos). Diferengas significativas estdo representadas por letras diferentes.
Peso absoluto do bago: Controle # Controle tumor ( p < 0,05); Controle tumor # TFD ( p < 0,05). Peso
relativo figado: Controle # TFD ( p < 0,01). Peso relativo bago: Controle # Controle tumor ( p < 0,05);
Controle tumor # TFD ( p <0,05) [ANOVA].

6.4.2.2 Anadlise de ensaios hematologicos

Resultados para os exames hematologicos revelaram diferengas significativas

para os eritrocitos, hemoglobina, hematocrito e plaquetas (Tabela 12).
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Tabela 12. Efeito dos diversos tratamentos nos parametros hematologicos em camundongos CL57BL/6,
15 dias apds transplantagdo de células tumorais.

Controle Controle NanoA LED TFD
tumor
Parametro
hematolégico
Eritrocito (x 10%/mm”) 8,6+ 1,2 3,1 +0,06 52428 9,9 + 0,38 7,5+ 1,6
A, C) B) (A, B) © A, C)
Hemoglobina (g/dL) 13,0£1,6 4,9+0,15 8,0+4,1 154+4,1 11,623
A, C) B) (A, B) © A, C)
Hematocrito (%) 52,0+£9,1 255+ 1,8 34,5+99 54,9 £ 0,6 399+ 6,4
A, C) B) (A, B) © (A, B, C)
Plaquetas (x 10 /mm’) 171+ 186,5 462,0 £85,1 4743+363 616,6+92,0 591,3+54,6
A) B) B) B) B)
Leucocitos (x 10°/ mm3) 24+1,7 3,7+0,7 23+20 2,8+0,2 2,8+0,42
Linfocitos (%) 57,0 41,4 71,6 £11,9 31,6 +47,1 88,6 £4,6 87,6 £3,2
Mondcitos (%) 3,0+ 1,0 53+ 1,5 3,6+2,0 2,0£0,0 2,0+£1,0

Dados representados pela média e desvio padrao do grupo Controle e grupos com tumor, tratados com tampao
fosfato salino (PBS) (Controle tumor), NanoA, LED e TFD. (n = 15 camundongos). Diferencas significativas
estdo representadas por letras diferentes. Eritrocitos: Controle # Controle tumor ( p < 0,05); Controle tumor #
LED ( p <0,01); Controle tumor # TFD ( p < 0,05); NanoA # LED ( p < 0,05); Hemoglobina: Controle #
Controle tumor ( p < 0,01); Controle tumor # LED ( p < 0,01); Controle tumor # TFD ( p < 0,05); NanoA #
LED ( p < 0,05); Hematdcrito: Controle # Controle tumor ( p < 0,01); Controle tumor # LED ( p < 0,01);
NanoA # LED ( p < 0,05); Plaquetas: Controle # Controle tumor ( p < 0,05), NanoA ( p < 0,05), LED ( p <
0,01), TFD (p <0,01) [ANOVA].

6.4.2.3 Analise histopatologica

6.4.2.3.1 Tumores

Todas as laminas analisadas apresentaram presenca de tecido tumoral,

geralmente associado a areas de necrose, variando em extensdo conforme o grupo
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experimental. O grupo Controle tumor apresentou o maior nimero de campos (mm?)
com tumor, seguido pelo grupo tratado com NanoA, LED e finalmente o grupo
tratado com TFD. Em relagdo as areas de necrose, foi observado que o grupo tratado
com TFD apresentou o maior namero de campos (mm?) com necrose, seguido pelo
grupo LED, NanoA e por ultimo, o grupo tratado somente com PBS (Controle tumor).
As necroses em todas as laminas analisadas foram em sua maioria classificadas como
multifocais. Desta forma, observa-se que a propor¢ao de areas de necrose por area

tumoral no grupo TFD alcangou o maior valor em relacdo aos demais grupos

experimentais, o que sustenta a efetividade do tratamento em questao (Figura 49).

Figura 49. Cortes histologicos de melanoma implantado em camundongos C57BL/6 tratados
com tampao fosfato salino (PBS) ou com Terapia Fotodinamica (TFD). Comparativo de areas
de necrose por area tumoral em camundongos tratados apenas com PBS (A) e com TFD (B).
Observa-se em (B) uma grande destruicdo tumoral, decorrente de necrose. Setas apontam para
alguns dos locais com necrose. Coloracao: H&E. Barras de escala: [5 pm)].

Além disto, detectou-se a presenca de infiltrados inflamatoérios na maioria das
laminas, sendo que no grupo Controle tumor, estes foram na sua maioria do tipo
cronico, com intensidade discreta. No grupo NanoA, a maioria dos infiltrados
inflamatorios foram do tipo misto, com intensidade intensa. O grupo tratado com
LED isolado mostrou infiltrados do tipo discreto na maioria das laminas, € no grupo
tratado com TFD foi evidente a presenca de infiltrados do tipo misto, com intensidade

moderada, na sua maioria.
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6.4.2.3.2 Orgdos ndo alvo

Os pulmdes dos animais dos grupos Controle e dos grupos experimentais
mostraram a presenca de infiltrados inflamatérios do tipo misto com disposicao
difusa. Geralmente estes infiltrados foram visualizados na regido septal e
peribronquica (Figura 50). O septo alveolar mostrou focos de espessamento septal em
todos os grupos (Figura 50). A intensidade do infiltrado inflamatorio nos grupos
Controle, Controle tumor e tratado com NanoA foi discreta, enquanto que nos grupos
tratados com LED e TFD foi moderada (Figura 50 B). A estrutura dos bronquios nao

apresentou alteracdes dignas de nota em todos os casos analisados.

Figura 50. Fotomicrografia de secgdes histologicas de pulmao de camundongos C57BL/6.
Espessamento septal observado em todos os animais. (A) Animal do grupo controle sem
tumor com areas com septos normais (a direita) e espessamento septal no lado esquerdo
(setas pretas). Infiltrados inflamatdrios discretos (asteriscos) proximos a um dos bronquios.
(B) Animal tratado com NanoA, mostrando infiltrado inflamatorio cronico (setas).
Coloraciao: H&E. Barras de escala: A: [200 pum]; B: [100 pm].

No rim, nao foram detectadas alteragdes relacionadas a congestao dos vasos
sanguineos, degeneracdo tubular, alteracdoes glomerulares, hemorragia e areas de
necrose na maioria dos animais. Apenas no grupo tratado com TFD foi observado um
animal com caso de congestdao de vasos sanguineos, degeneragao tubular, e presenga

de um pequeno foco de pielonefrite (Figura 51).
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Figura 51. Se¢fo histologica de rim de camundongo
C57BL/6 tratado com Terapia Fotodinidmica, mostrando
caso de pielonefrite. Area focal de inflamagio na cortical
renal (area mais acidofila), com destruigdo de tecido.
Coloragao: H&E. Barra de escala: [100 pm)].

No bago, foi observada a presenga de congestdo de vasos saguineos e
hiperplasia somente no grupo Controle com tumor. De forma interessante, alguns
animais do grupo Controle com tumor apresentaram também esplenomegalia quando

analisados macroscopicamente (Figura 52).
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Figura 52. Cortes histologicos de bagco de camundongo C57BL/6. Micrografias B, C e D
referentes a animal com tumor tratado com tampao fosfato salino (PBS). (A) Animal do
grupo tratado com LED mostrando tecido esplénico com aparéncia normal. (B) Presenga de
hiperplasia intensa da polpa branca e congestdo (areas mais basofilas). Animal apresentou
esplenomegalia. (C) Presenga de hemossiderina (corado em marrom) relacionada com area
de hemorragia ou congestdo de vasos. (D) Caso de hiperplasia leve, com polpa vermelha
mantida. Coloracio: H&E. Barras de escala: [100 um].

Nas laminas de figado ndo foram observados casos de esteatose e necrose em
nenhum dos espécimes. O infiltrado inflamatorio observado em muitos dos espécimes
mostrou um padrdo semelhante e, portanto, ndo foi considerado como indicador de
toxicidade. A degeneragdo hidrépica com padrao difuso foi evidente em todos os
grupos, tendo intensidade moderada no grupo Controle e discreta nos demais grupos.

Todos os grupos, exceto o tratado com TFD, mostraram focos de sinuséides dilatados
(Figura 53).
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Figura 53. Micrografias de figado de camundongos C57BL/6. Degeneracdo hidrdopica
presente em todos os animais estudados. (A) Amostra de animal controle (sem tumor)
mostrando boa parte do tecido hepatico com denegeragdo hidropica e sinusoides dilatados
com congestdo de vasos sanguineos associada. (B) e (C) ambos de animal do grupo
Controle com tumor, mostrando comparativo entre hepatécitos hidropicos (B), e
hepatdcitos com aspecto normal (C). Coloracao: H&E. Barras de escala: A: [100 um]; B
e C: [20 pm].
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7. DISCUSSAO

Nos ultimos anos, a polpa do agai tem recebido crescente atengdo
internacional devido a seu amplo ramo de beneficios terapéuticos e nutricionais
(Schauss et al., 2006; Kang et al., 2011). Por exemplo, estudos in vitro tém reportado
a atividade farmacoldgica do acai, mostrando sua agdo antiproliferativa, anti-
inflamatéria e cardioprotetora (Heinrich et al., 2011). Considerando todas essas
propriedades benéficas do uso do agai, nosso grupo de pesquisa se propds a
investigar, de forma inovadora, o potencial fotossensibilizante do 6leo de acai. A
caracterizacdo fotoquimica realizada no presente estudo confirmou a capacidade de
geragdo de oxigénio singleto, evento essencial para a aplicagdo de biomoléculas na
TFD, justificando a sua aplicacdo como fotossensibilizante. Outros trabalhos tém
proposto também o uso de diversos produtos naturais como potenciais
fotossensibilizantes para a destruicdo fotodinamica de células tumorais e outras

aplicagdes farmacéuticas (Ebermann ef al., 1996; Ong et al., 2009; Jong et al., 2013).

Acredita-se que a capacidade de geragdao de espécies reativas de oxigénio
(ERO) pelo agai se deva a presenca de polifendis, os quais quando em concentragdes
mais baixas apresentam propriedades de geragdo de ERO, enquanto que em
concentragdes mais altas, apresentam propriedades antioxidantes (Pacheco-Palencia et
al., 2008). Considerando que as amostras de 6leo de acai testadas tiveram geracao de
oxigénio singleto, ¢ possivel que o oleo de acai utilizado na presente pesquisa
continha uma baixa concentracdo de polifenodis, agindo, possivelmente, como
catalisadores capazes de ser reutilizados nas reagdes quimicas geradoras de oxigénio

singleto. Futuros estudos devem ser realizados para comprovar esta relacao.

De forma antagonista, o 6leo de acai também apresenta uma alta capacidade
antioxidante (Bonomo et al, 2014; Chin et al., 2008), atribuida aos compostos
polifenolicos, principalmente as antocianinas (revisado por Ferrari e Rocha Filho,
2011), eliminando as espécies reativas de oxigénio produzidas durante o estresse foto-
oxidativo (Zhang et al., 2010). Esses polifendis (antocianinas, proantocianidinas,
outros flavonoides e lignanas) com atividade antioxidante sdo geralmente encontrados
em frutas e vegetais (Gallori ef al., 2004; Schauss et al., 2006). Porém, a concentracao

de antocianinas e proantocianidinas no acai sdo relativamente baixas (Schauss et al.,
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2006, Kang et al., 2011), contribuindo somente com 10% na capacidade antioxidante
total do acgai (Lichtenthiler et al., 2005), o que explica as propriedades foto-oxidativas
claramente observadas neste estudo. Além disto, vale a pena salientar que essa
dualidade do 6leo de acai como oxidante e antioxidante depende se o dleo esta sendo

ou nao ativado pela luz.

Pensando em ampliar as aplicacdes terapéuticas do 6leo de agai diante das
propriedades benéficas ja bem descritas na literatura, a sua incorporacdo em um
sistema nanoestruturado alterou positivamente algumas das suas caracteristicas,
melhorando a  sua  administragdo, proporcionando  melhor  dispersao,
biocompatibilidade e seletividade, caracteristicas desejadas para aumentar a eficacia
de farmacos e fotossensibilizantes. Inclusive, o tipo de nanoestrutura na qual o 6leo
de acai foi inserido nao impediu a difusdo do oxigénio que participa dos processos

fotoquimicos geradores de oxigénio singleto durante a TFD (Bechet et al., 2008).

A Terapia Fotodindmica envolve a administragdo sequencial de um
fotossensibilizante e luz para o tratamento de tumores malignos (Haddad ef al., 1998).
A avaliagdao dos componentes empregados para realizar a TFD, mostrou que tanto o
LED como a NanoA utilizados neste trabalho apresentam caracteristicas apropriadas
para o seu uso neste tipo de terapia. No caso do LED, o fato deste emitir f6tons dentro
da faixa do vermelho visivel favorece a eficacia do tratamento mediante TFD ja que a
luz nesse comprimento de onda apresenta maior capacidade de penetracao ativando o
FS com o minimo de desvio Optico (Agostinis et al., 2011). O pico méximo de
emissao do LED teve valor muito proximo ao mostrado pela absorbancia maxima do
FS empregado neste trabalho, o que indica a capacidade do LED de fotoativar a
NanoA (Dougherty et al., 1998). Além disto, a poténcia utilizada (122 mW) se
encontra bem abaixo do valor limite de 500 mW, evitando assim qualquer tipo de
efeito térmico (Huang et al., 2009), que pudesse impedir a avaliacao do efeito da TFD

isolada.

Em relagdo a NanoA, o fato desta absorver fétons dentro da janela 6ptica dos
tecidos bioldgicos, contribui na eficicia do tratamento na medida em que nao compete
com a maioria dos cromoforos teciduais que poderiam absorver a energia do LED e
assim evitar que o FS fosse fotoativado (Huang ef al., 2009). Mesmo assim, o pico de

absor¢do da NanoA se encontra dentro do espectro de absor¢do da melanina
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(Borisova et al., 2011), inevitavelmente diminuindo em certo grau a eficacia da TFD.

No processo de desenvolvimento do protocolo de sintese da NanoA, foi
observado que o aumento na propor¢ao de tensoativo na formulagdao da nanoemulsao,
reduziu o valor do didmetro hidrodindmico das nanogoticulas. Concentracdes altas de
tensoativo na fase continua reduzem a tensdo superficial e aumentam a estabilidade
das goticulas, proporcionando também goticulas de tamanhos menores (Fryd e
Mason, 2012), conforme observado no presente estudo. Esperava-se que conforme
aumentasse o namero de ciclos (inversdes de fase pelo método PIT), as nanogoticulas
passariam por um processo de formagao de goticulas com diametros menores, porém,
esta relagdao ndo foi observada. As proporgdes de tensoativo € o numero de ciclos
definidos para a sintese da NanoA permitiram o preparo de particulas com
caracteristicas fisico-quimicas favoraveis, segundo as indicagdes gerais sugeridas para

a aplicacao de nanomateriais em sistemas biologicos (Sahay et al., 2010).

O controle das caracteristicas fisico-quimicas das nanogoticulas,
especialmente a média do raio de cada goticula e a dispersdo sdao ambos aspectos de
importancia vital no preparo de nanoemulsoes (Fryd e Mason, 2012). Por este motivo,
dependendo do tamanho das nanogoticulas e da uniformidade desejada para a sua
populagdo, pode ser usado um método de sintese que permita a formulagdo de
nanoemulsdes com caracteristicas diferentes. Recentemente, tem surgido um
crescente interesse pelos métodos de sintese de emulsdes utilizando baixa energia, tal
como o PIT (Anton et al., 2009), pois permite a sintese de emulsdes com goticulas
pequenas e com baixa polidispersao (Sol¢ et al, 2012), propdsito do presente
trabalho. De fato, este método permitiu a sintese de nanogoticulas com didmetro
médio de 74 nm (MET), didmetro hidrodindmico médio de 117,5 nm e valor médio de
PDI de 0,144 que mostra precisamente que a NanoA foi composta por nanogoticulas
com baixa polidispersdo, garantindo uma nanoemulsdo mais homogénea. Isto foi
comprovado também pela andlise no MET, onde foi visto que as goticulas
apresentaram formato esférico e populagdes com baixa polidispersdao. Os espectros de
absorbancia e de fluorescéncia tanto do 6leo de agai como da NanoA mostraram que o
método de preparo da NanoA que incorpora o 6leo de acai nas nanogoticulas, nao
interfere nas propriedades fotofisicas do 6leo, sustentando assim a entrega do FS via

nanossistemas, tais como as nanoemulsoes.



116

Os resultados referentes a estabilidade da NanoA mostraram a manuteng¢ao das
suas propriedades coloidais (em temperatura ambiente ou refrigeradas na temperatura
de 7 °C) por até um ano. A estabilidade nestas duas temperaturas resulta sumamente
interessante ao se pensar nas formas mais comuns de estocagem de produtos
farmacologicos. As nanoemulsdes apresentam a capacidade de manter a sua
estabilidade cinética pelo periodo de meses (revisado por Anton et al., 2009; ) e até
anos (revisado por Gutiérrez et al., 2008). Esta estabilidade pode ser atribuida ao
pequeno tamanho das goticulas e a polidispersao, aspectos que previnem que ocorra
envelhecimento de Ostwald, sedimentacdo e cremagem. A estabilidade cinética pode
também ser atribuida ao uso do tensoativo, o qual inibe a coalescéncia entre goticulas,
evitando a fusdo destas (Fry e Mason, 2012). Precisamente ¢ esta estabilidade cinética
que tem aumentado o interesse no uso de nanoemulsdes devido a seu potencial no
campo dos cosméticos, agroquimicos, industria quimica e farmacéutica para a entrega

de farmacos (Sol¢ et al., 2010).

Outros dados sobre a estabilidade mostram que até o periodo de 365 dias apos
preparo, a NanoA apresentou uma perda das suas caracteristicas fotofisicas
(absorbancia e fluorescéncia), mas a sua atividade fotoquimica foi mantida pois
continuou ativa na geragao de oxigénio singleto. Isto indica que existe uma diferenga
entre as moléculas do fluor6foro e do componente no 6leo de acai (possivelmente os
polifenodis) capaz de gerar oxigénio singleto. Em relag@o a isto, vale a pena lembrar
que o 0leo de agai ¢ composto por uma série de fragdes diferentes, as quais nem todas
foram caracterizadas at¢ o momento (Pacheco-Palencia ef al, 2008; Rosso et al.,
2008; Favacho ef al, 2011). Em estudo conduzido por Rodriguez-Delgado (2001),
muitos dos compostos fenolicos e flavonodides do vinho, também achados no dleo de
acai, foram separados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
analisados em relagdo aos seus comprimentos de onda de excitagdo e emissao. Porém
todos apresentaram valores de comprimento de onda de emissdo menores (em torno
dos 300 nm) aos observados no presente estudo. Por outro lado, a avaliagdo da
composi¢do fitoquimica e da estabilidade do pigmento do acai, indicou que as
antocianinas, um dos componentes do pigmento, apresentam comprimento de onda
maximo de absor¢do em 515 nm (Pozo-Insfran ef al., 2004). Observa-se a necessidade
de que futuros estudos sejam centralizados na caracterizagdo detalhada dos

componentes do acai e nos seus efeitos, para melhor entender o papel de cada um
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deles e sua relacao com as atividades do acai j& descritas.

Uma vez confirmada a estabilidade, caracterizagdo morfologica e capacidade
de geragdo de oxigénio singleto da nanoemulsdo sintetizada, foram testados os efeitos

desta em modelos in vitro.

Dentre as caracteristicas desejadas para um FS ideal, encontra-se que este nao
deve produzir toxicidade no escuro, ou caso a produza mesmo nao estando ativado,
deveria ser em niveis minimos (Bechet ef al., 2008, Agostinis ef al., 2011). Partindo
desta premissa basica da TFD, os primeiros estudos realizados aqui procuraram
investigar os efeitos citotoxicos da NanoA no seu estado inativo, tanto em células de
melanoma como em células ndo tumorais, calculando as concentracdes que causam
10% da morte destas células (CC10). De maneira interessante, nota-se que a CCI10
para a cé€lula tumoral ¢ aproximadamente 56% menor do que a CC10 determinada
para a célula ndo tumoral, mostrando que as células tumorais apresentam uma
tendéncia de maior retengdo da NanoA. Este ponto torna-se bastante atrativo ao se
pensar na aplicagdo in vivo e clinica da NanoA, pois este tipo de comportamento do
FS diminui a possibilidade de efeitos adversos nos tecidos e células ndo tumorais

(Paszko et al., 2011).

A maior sensibilidade a nanoemulsao contendo 6leo de acai observada nas
células tumorais BI6F10 em comparagdo com as células nao tumorais NIH/3T3, pode
ser atribuida também a interacdo das células alvo com as caracteristicas fisico-
quimicas da NanoA (tamanho, forma, carga, hidrofobicidade, etc.) (Sahay et al.,
2010) e a propria composicdo da NanoA. A rapida proliferacdo observada na
carcinogénese requer alta demanda energética que, entre outros processos, pode
também ser suprida pela avida captura de lipideos exodgenos, processo conhecido
como lipolitico, com o objetivo de obter acidos graxos (revisado por Zaidi et al.,
2013). Além disto, € possivel que as células tumorais possuam quantidade maior de
receptores de lipideos na sua membrana pléstica, em comparacdo com as células nao
tumorais (revisado por Zaidi et al, 2013), sustentando a maior adsor¢do da NanoA
pelas células B16F10. Conforme mencionado anteriormente (Nascimento et al.,
2008), 70% da composi¢ao do 6leo de acgai ¢ de acidos graxos, que por sua vez
cumprem seu papel em facilitar a incorporacdo do NanoA especialmente nas células

tumorais estudadas.
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De forma a explicar a toxicidade preferencialmente observada nas células
tumorais, ressalta-se que o 6leo de agai possui compostos polifendlicos que mostram
propriedades de inibi¢ao da proliferacdo celular, induzem apoptose, alteram a cinética
do ciclo celular e interferem com a transducao de sinais intracelulares em varios
modelos celulares de cancer (Robards ef al., 1999; Elattar e Viriji, 1999; Briviba et
al., 2002; Mertens-Talcott et al, 2006). Por exemplo, Pacheco-Palencia e
colaboradores (2008) demonstraram que os polifendis presentes no oleo de agai
inibiram em 90,7% a proliferagao celular de células HT-29 de adenocarcinoma de
colon humano, acompanhado por um aumento de duas vezes na produgdao de ERO.
Em outro estudo, realizado por Del Pozo-Insfran et al. (2004), foi elucidada a inducao
da atividade antiproliferativa e pré-apoptotica dos compostos polifendlicos do agai

contra células HL-60 causadoras de leucemia.

Ao analisar os resultados referentes a citotoxicidade no escuro para o tempo de
incorporagdo de 15 minutos, observa-se que da mesma forma que foi observado para
os experimentos de citotoxicidade para 24 e 48 horas, a concentracdo necessaria para
manter 90% das células de melanoma viaveis foi 4,6 vezes menor em comparacao
com a CCI10 para NIH/3T3. Esta relagdo entre o efeito toxico da concentragdo de
fotossensibilizante de acordo com o tipo de linhagem celular (tumoral ou nao
tumoral) também foi detectada em outros trabalhos (Zhao et al., 2009; Maduray et al.,
2012). Sustentando a maior sensibilidade observada nas células tumorais, vale a pena
enfatizar que a concentragdo de 617,00 ug/mL escolhida (CC10 para NIH/3T3) para
ser usada posteriormente nos experimentos com TFD causou de fato um efeito maior
nas c¢lulas de melanoma, mostrando 33% de morte celular em relagao as células

controle (100%).

Vale a pena também fazer um paralelo entre todos os tempos de incorporagdo
(15 minutos, 24h e 48h) e os valores obtidos para as suas respectivas CC10, notando
que para as células tumorais foi necessaria uma concentracao 3,5 maior (em relacao
ao tempo de 24 horas) e 4,7 vezes maior (em relacdo ao tempo de 48h) para
comprometer a viabilidade de 10% das células. Ja no caso das células ndo tumorais, a
CC10 para 15 minutos foi 9,5 vezes maior em comparagdo com a CCI10 para 24

horas. Portanto, de forma geral observa-se que quanto menor foi o tempo de
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incorporagdo, concentracdes de NanoA bem maiores foram necessdrias para poder

alcancar a mesma toxicidade observada nos tempos de incorporacdo maiores.

Uma vez que foi determinada a concentracdo que afeta minimamente a
viabilidade das células nao tumorais no tempo de incorporagdo de 15 minutos, foram
realizados os testes de Terapia Fotodindmica. A TFD ¢ um processo fotoquimico que
mostra interacdes complexas entre a fluéncia, a taxa de fluéncia, a concentragao do FS
e a concentracdo de oxigénio molecular na célula ou no tecido (Langmack et al.,
2001). A taxa de fluéncia na entrega de luz na TFD tem sido identificada como um
importante modulador da oxigenacdo tissular e resultados do tratamento. Além do
mais, sabe-se que had uma correlagdo direta entre o dano celular e tecidual com a
quantidade de oxigénio singleto sendo produzido pela TFD. Por este motivo, ¢
sumamente importante arquitetar um tratamento que vise a utilizacdo de valores de

fluéncia adequados e concentracdes de FS que permitam um processo mais efetivo.

A avaliagdo do efeito citotoxico causado pelo tratamento com TFD nas células
NIH/3T3 demonstrou que independentemente do tipo de tratamento praticado,
mudangas na viabilidade celular ndo foram significativas. O panorama foi bem
diferente para as células de melanoma, que ao serem tratadas com TFD nas diferentes
doses de fluéncia, especialmente com os valores de fluéncia de 25,9 Jem®e 51,8
J/cmz, tiveram efeitos citotoxicos, mostrando viabilidade celular préxima ao valor de
15% para ambos valores de fluéncia. O experimento subsequente foi realizado com
TFD na fluéncia de 25,9 J/em?, por ser mais eficiente com as células tumorais
(mantendo uma viabilidade de 15%) e ainda permitir a viabilidade de 70% nas células
ndo tumorais. Na mesma linha, Carvalho (2013) investigou o potencial
fotossensibilizante do extrato de crajird Arrabidaea chica em nanoemulsdo, pelo
tempo de incorporagdo de 15 minutos e posterior ativagdo com varias doses de
energia utilizando células de adenocarcinoma mamadrio murino (4T1) e células nao
tumorais NIH/3T3. Ao considerar o efeito da dose de 25,7 J/cm® aplicada nas células
4T1, foi observada uma viabilidade de 12%, enquanto que nas células ndo tumorais
(NIH/3T3) foi de somente 25%, o que indica pouca seletividade de captura pelas

células tumorais.

Outros trabalhos que utilizaram valores de fluéncia semelhantes com TFD

mediada por outros FS observaram resultados parecidos em células de melanoma. Por
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exemplo, Zhao e colaboradores (2009) trabalharam com varias concentracdes de
silicone ftalocianina (Pc4) livre e encapsulada em particulas de silica. As particulas
carregadas foram administradas e seguidamente irradiadas na fluéncia de 22,5 J/em? ,
semelhante a fluéncia usada no presente trabalho, mostrando uma viabilidade celular
de aproximadamente 20%. Trabalhos com fluéncias menores (Maduray et al., 2011)
descreveram a aplicacdo da tetra-sulfoftalocianinas de aluminio para o tratamento de
células de fibroblastos e melanoma. A fluéncia de 4,5 J/em? mostrou viabilidade de
48% para as células de melanoma e 78% para os fibroblastos. De forma comum em
todos estes trabalhos apresentados, observa-se que a toxicidade nas células tumorais
foi um evento dependente tanto da concentracdo de FS utilizada como também da

dose energética sendo aplicada (Kolarova et al., 2007; Kastle et al., 2011).

O papel principal da TFD ¢ induzir a morte de células ndo desejadas. Este
processo ocorre mediante trés vias principais: 1) via direta que leva a apoptose ou
necrose; 2) via indireta que causa o recrutamento de células inflamatorias (neutrofilos,
macrofagos, etc.) € a ativagdo nao especifica do sistema imunitéario; e 3) oclusao de
vasos sanguineos € isquemia tumoral. O balango entre estas vias ¢ monitorado por
varios parametros, entre eles a localizagdo intracelular do FS, taxa de fluéncia,
propriedades fisico-quimicas do FS, a concentracdo de oxigénio e o tipo celular. A via
direta geralmente ¢ desencadeada por TFD de alta dose, ou seja, sem limitacao de
fluéncia, e/ou FS e concentracdo de oxigénio. A TFD de alta dose utiliza
concentracoes de FS e valores de fluéncia que permitem somente a viabilidade de
10% das células tumorais tratadas (Piette et al., 2003). O resultado obtido no presente
trabalho mostrou exatamente isso, valor de viabilidade das células de melanoma

proximo de 15%, o que confirmou que o tipo de TFD usada foi a de alta dose.

A determinagdo e quantificagdo do tipo de morte celular induzida por TFD
mediada por NanoA foi feita mediante citometria de fluxo utilizando o iodeto de
propideo (IP) e a anexina V como marcadores que permitem discriminar entre
necrose, apoptose e apoptose tardia (Piette er al, 2003). A apoptose inicial ¢
caracterizada por uma reorganizacdo da membrana plasmatica e ¢ detectada pela
marcacao positiva pela anexina V e marcagdo negativa pelo iodeto de propideo,
enquanto que a apoptose tardia ou necrose indica danos ao DNA e ¢ indicada pela

marcagdo positiva tanto da anexina V como do IP. A necrose foi determinada pelo
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percentual de células marcadas somente com IP (Zhao ef al,, 2009). Os resultados
aqui encontrados revelaram que as células tumorais tratadas via TFD morreram na sua

maioria via apoptose tardia/necrose.

A apoptose induzida pela TFD nas células de melanoma aqui apresentada
provavelmente ocorreu devido a danos fotoinduzidos nas mitocondrias (Kessel e Luo,
1998; Varnes et al, 1999; Vantirghem et al, 2001). De fato, as mitocondrias
apresentam um papel critico na cascata apoptotica, mediante o controle da liberacao
de fatores cruciais envolvidos nesse processo, tal como o citocromo ¢. Durante a
apoptose, o citocromo c € liberado da mitocondria para o citosol, sendo este processo
controlado pelas proteinas da familia Bcl-2. No citosol, o citocromo c¢ ativa as
caspases, uma familia de proteases que participam na morte celular, pela formagao do
um complexo com Apaf-1 (protease apoptotica ativadora do fator-1), procaspase-9 e

ATP (revisado por Mroz et al., 2011).
Apds confirmada a efetividade da NanoA in vitro, passou-se aos testes in vivo.

Conforme foi discutido anteriormente, a fotoatividade in vitro depende
principalmente das propriedades fotoquimicas e de penetragdo nas células do FS
carregado em nanossistemas, enquanto que a atividade in vivo ¢ determinada por uma
série de fatores, entre eles, a farmacocinética e distribuicdo dos nanosistemas no
tecido, afetados adicionalmente pela interacdo com o plasma e componentes teciduais
(Bechet et al., 2008). Assim, considerando a maior complexidade encontrada nos
modelos experimentais in vivo, a mesma eficacia teraputica da TFD mediada pela
NanoA que foi comprovada nos experimentos in vitro com células B16F10 ndo seria

esperada no sistema in vivo. Porém, resultados interessantes foram obtidos.

Os resultados observados para o experimento piloto mostraram,
estatisticamente, que todos os tratamentos aplicados tiveram o mesmo efeito nos
animais. No entanto, biologicamente, foi observado que o tratamento com TFD,
seguido pelo tratamento com NanoA foram mais eficazes para diminuir o volume
tumoral dos animais com melanoma. Neste experimento, aparentemente, o LED teve
um efeito de estimulagcdo da proliferacdo celular, semelhante ao observado em lasers
de baixa poténcia (Vinck et al., 2003; Zhang et al., 2009). Estes resultados foram de

extrema importancia pois indicaram que adaptagdes tais como aumento no nimero de
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tratamentos e dose de NanoA administrada seriam necessdrios para que o tratamento

com TFD fosse mais eficaz.

No experimento final, a avaliagdo do volume tumoral para os tratamentos com
NanoA, LED e TFD, quando confrontados com o tratamento com PBS, mostrou que
houve uma diminuicdo significativa no crescimento tumoral, sendo mais acentuada
para TFD. Estes dados foram confirmados histologicamente pela andlise dos tumores,
onde foi observado que, para o grupo TFD, a drea tumoral foi menor e a razdo entre
area necrotica por darea tumoral foi maior. A necrose observada nos tecidos tumorais
pode ser atribuida a trés processos diferentes: i) o préprio desenvolvimento fisioldgico
do melanoma que apresenta altas taxas de proliferacdo faz com que dreas mais
centrais no tumor sejam necrosadas, principalmente por hipdxia; ii) a fototoxicidade
do proprio tratamento; e iii) a propria TFD pode induzir hipoxia pela rapida deplecao
do estoque de oxigénio local (Huang et al., 2008). Portanto, as 4reas de necrose
observadas no tumor sem tratamento podem estar associadas ao rdpido crescimento
tumoral. No caso dos grupos NanoA e LED, a presenca de necrose pode estar
correlacionada de uma forma menos importante com a proliferacdo celular. No
entanto, no caso do grupo NanoA é possivel que a necrose se deva a toxicidade no
escuro da nanoemulsdo, enquanto que no grupo LED a presenga das dreas de necrose
pode estar relacionada com hipdxia tecidual. Ao trabalhar com LED com taxa de
fluéncia de 55 mW/cm?® sabe-se que o feito ndo estd relacionado a danos
hipertérmicos (taxa de fluéncia maior do que 150 mW/cm?) e sim ao fato de que taxas
de fluéncia maiores do que 50 mW/cm” podem afetar a disponibilidade de oxigénio

(Morton et al., 2002).

O comportamento terapéutico observado neste trabalho pode estar associado a
uma série de fatores, dentre os quais podem ser citados: i) a seletividade do FS pelo
tecido tumoral; ii) duracdo da aplicag¢do do FS; iii) distribui¢ao e concentracao do FS;
iv) habilidade da luz em penetrar o alvo desejado e duracdao da exposi¢do a luz; v)
estado de oxigenacdo das células alvo durante irradiac@o; vi) sensibilidade intrinseca
do tecido alvo as ERO (Zhao et al., 2010; Huang et al., 2008). Tragando um paralelo
com os resultados in vitro apresentados neste trabalho, as células B16F10
transplantadas nos camundongos podem ter maior seletividade de captura da NanoA,

fato que também pode ter ocorrido nos animais tratados somente com NanoA, porém
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ao nao ter sido fotoativada, o mesmo efeito terap€utico nao foi observado. Além disto,
o fato de termos administrado a NanoA diretamente no tumor garantiu uma
distribuicdo mais homogénea do FS no tumor e uma maior concentragdo do FS no
alvo, evitando perdas sist€émicas, assim aumentando o efeito do FS na producao de
oxigénio singleto durante a TFD de alta fluéncia utilizada (Henderson et al., 2006). O
fato de termos aumentado a concentragdo de NanoA usada e o nimero de tratamentos,
em relacdo aos utilizados no experimento piloto, aumentou a eficicia da TFD,

mostrando volumes tumorais menores no fim do periodo experimental.

Além da seletividade observada nas células B16, o acimulo de particulas em
tecidos tumorais ¢ um evento tamanho dependente. Ao utilizar nanoparticulas de
tamanho adequado, ¢ possivel aumentar a concentragdao do FS contido nelas no tecido
tumoral, enquanto ¢ reduzida a sua concentra¢do nos tecidos ndo tumorais (Bechet et
al., 2008; Camerin et al., 2010; Kano et al., 2013; Master et al., 2012). Portanto,
considerando ndo sé a questdo do tamanho, mas também as demais caracteristicas
fisico-quimicas apresentadas pela NanoA, observam-se propriedades favoraveis para
sua aplicacdo em sistemas in vivo. Assim, € possivel que a NanoA represente um tipo
de sistema de entrega capaz de se acumular passivamente em tumores devido ao
efeito de aumento de permeagao e retengdo vascular (EPR), resultante do aumento na
permeabilidade dos vasos sanguineos presentes na area tumoral e drenagem linfatica
defeituosa, possibilitando o maior acimulo macromolecular de farmacos nos tecidos
tumorais em comparacao com os tecidos sadios (Matsumura et al., 1986). Além disto,
a NanoA proporcionou melhor dispersdo ao 6leo de acai, possibilitando o uso da sua
atividade fotodindmica em sistemas bioldgicos. Resultados de microscopia de
fluorescéncia mostraram que o tempo de aplicacdo do FS foi suficiente para a NanoA
se acumular no tecido, porém, outros tempos menores podem ser futuramente

explorados para garantir maior acimulo da NanoA no tecido tumoral.

Apesar das células B16F10 serem altamente metastaticas, especialmente para
o pulmdo (Martinez ef al., 2005), a analise histologica ndo revelou nenhum indicio de
metastase nos orgdos analisados. Porém, algumas alteracdes foram observadas. No
rim de um dos animais tratados com TFD, foi observada uma area focal de inflamagao
na cortical renal e destruicdo do tecido (pielonefrite). Toxinas e drogas podem

produzir lesdo renal desencadeando uma reagao imunologica (Kumar et al., 2005). No
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entanto, por representar um caso isolado, ¢ provavel que o achado ndo esteja
relacionado ao tratamento. No caso do bago, a hiperplasia intensa na polpa branca
detectada somente nos animais com tumor sem tratamento, indicou que houve maior
atividade relacionada a defesa do animal perante a agressdo causada pelas
caracteristicas do tumor. Este resultado foi corroborado pelo teste de hemograma
onde houve um aumento na porcentagem de leucocitos, apontando que os tratamentos
aplicados t€m efeito teraputico, em maior ou menor grau, pois evitaram uma resposta
de defesa consideravel, sendo que o tratamento com TFD teve um maior efeito ao

considerar também os resultados de peso absoluto do bago.

Conforme mencionado anteriormente, o fato de que o melanoma aqui tratado
apresentou um alto conteido de melanina € um fator que complica o tratamento com
TFD, principalmente por ter usado um sistema que € fotoativado em um comprimento
de onda dentro da faixa de absor¢do da melanina. Assim, a habilidade da luz em
penetrar o tumor para ativar a NanoA pode ter sido parcialmente diminuida devido ao
alto conteido de melanina presente das células B16F10. Além disto, a melanina
possui um afeito antioxidante (Davids e Kleeman, 2011) que atua como mais um
mecanismo de resisténcia a TFD. Mesmo considerando este desafio, foi de extrema
importéncia ter realizado os experimentos neste modelo de melanoma, considerando
que a maioria dos melanomas sdo melandticos, contendo diferentes graus e tipos de
pigmentacao. Apesar de ndo termos observado remissdo completa dos tumores, a
acentuada reducao no volume tumoral (82%) observada para os animais tratados com
TFD contribuiu como um dado interessante para a aplicacdo da TFD como terapia

adjuvante a procedimentos cirurgicos, sendo seletiva ao tecido tumoral.
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8. CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos no presente trabalho pode-se chegar as seguintes

conclusoes:

- O ¢6leo de agai livre apresenta espectros de absorbancia e fluorescéncia dentro da
janela optica dos tecidos biologicos (600 a 1000 nm) e produz oxigénio singleto
quando submetido ao teste de decaimento do benzofurano, mostrando propriedades

aptas para seu uso como fotossensibilizante;

- A nanoemulsdo desenvolvida, do tipo 6leo/agua, ¢ capaz de encapsular, proteger e
entregar o 6leo de acai; sendo a formulacdo estivel a temperatura ambiente e
temperaturas de 7 °C, com populacdo com baixa polidispersao e carga de superficie

negativa;

- A nanoemulsdo formulada apresenta caracteristicas fisico-quimicas favoraveis para
sua aplicacdo em sistemas biologicos, entre elas diametro médio de 74 nm e diametro
hidrodinamico médio de 117,5 nm para cada nanogoticula, indice de polidispersao de

0,144 e potencial zeta de -0,536 mV;

- A associagdo do 6leo de acai com o nanossistema permite a compatibilidade deste
com meios aquosos mantendo as propriedades fotoquimicas e fotofisicas do oleo

livre.

- Ensaio de citotoxicidade na auséncia de irradiagdo mostra uma relagdo concentragao
e tempo dependente e seletividade de captura da nanoemulsao pelas células tumorais

B16F10;

- A nanoemulsdo com oOleo de acai ¢ toxica para 10% das células NIH/3T3 na
concentracdo de 617,00 ug/mL pelo tempo de exposicdo de 15 minutos submetidas a

testes sem irradiagao;

- A nanoemulsao com extrato de 6leo de acai ¢ toxica na concentracao de 617,00
pg/mL com exposi¢ao por 15 minutos para ambas as linhagens quando submetidas a

testes com irradiacdo com fonte diodo emissora (LED) na fluéncia de 25,9 Jem?,
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mostrando resultados de viabilidade de 15% para a linhagem celular tumoral

(B16F10) e 70% para as células ndo tumorais de fibroblasto murino (NIH/3T3)
- A nanoemulsdo com 6leo de agai produz morte celular por apoptose tardia/necrose;

- Experimentos in vivo mostram que a Terapia Fotodinamica aplicada cinco vezes nos
tempos experimentais de 2, 4, 7, 10 e 13 dias, com concentracdo de NanoA de 50
mg/mL administrada intratumuralmente pelo tempo de exposicao de 30 minutos e em
seguida irradiada na fluéncia de 25,9 J/cm® tem uma acentuada reducio (82%) no

volume tumoral dos animais, mostrando extensas areas de necrose no tecido tumoral.

- Diante do exposto, os dados mostrados para os experimentos in vitro € in vivo para o
tratamento do melanoma com Terapia Fotodinamica mediada pela nanoemulsdao com
0leo de agai contribui com resultados que apoiam a aplicacao deste tipo de tratamento

como terapia adjuvante a procedimentos cirargicos, sendo seletiva ao tecido tumoral.
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