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RESUMO

A terapia fotodindmica (TFD) € uma terapia alternativa a cura de diversas
doencas, entre elas o cancer. Um novo conjunto de farmacos fotossensibilizantes (FS)
de origem natural oriunda de extratos e 6leos vegetais tem sido testado na terapia
contra o cancer. Porém, a maioria desses farmacos FS apresentam alguns entraves
para uso clinico e nesse contexto, as nanoemulsdes poliméricas, sistemas
cineticamente estaveis, apresentam diversas potencialidades como sistemas
carreadores de farmacos. O objetivo do presente estudo foi identificar e avaliar as
possiveis propriedades fotoquimicas e fotofisicas do extrato cloroférmico de partes
aéreas de crajiru (Arrabidaea chica) livre (ECr) e incorporado em nanoemulsdo
polimérica (NanoECr) e testar os efeitos da nanoemulsdo na TFD contra células de
adenocarcinoma mamario murino (4T1) in vitro. Por andlises no espectrofotdmetro,
tanto o ECr quanto a NanoECr apresentaram absorbéancia em comprimento de onda
de 670 nm e fluorescéncia em 690 nm e apresentaram producéo de espécies reativas
de oxigénio pelo teste de decaimento da absorbancia do benzofurano, caracteristicas
fundamentais para serem considerados farmacos uteis em TFD. Pela técnica de
espalhamento dindmico da luz, a NanoECr apresentou diametro hidrodinamico médio
de 370,5 + 264,31 nm, Pdl de 0,133 £+ 0,01 e carga de superficie de — 36,1 + 0,15 mV,
caracteristicas que predizem que a formulagéo € estavel. Nas microscopias eletrénicas
de transmissdao (MET) e varredura (MEV), as NanoECr apresentaram morfologia
esférica e superficie rugosa com diametros médios de 374 £ 117 nm (MET) e 367 + 69
nm (MEV antes da metalizagéo) e 488 £ 70 nm (ap0s metalizacdo), sendo a MEV sem
metalizagdo o0 protocolo adequado para caracterizagdo morfométrica dessas
nanoestruturas. Apés incubacédo da linhagem celular 4T1 com a NanoECr em véarias
concentracdes na auséncia de irradiacdo, foi determinada, por MTT, a concentracéo
nao toxica (54 ug/mL) e em seguida, por espectrofotdmetro e microscopia confocal o
tempo méaximo de interagcdo da NanoECr com a linhagem 4T1 (15 minutos).
Associando 54 pg/mL de NanoECr, por 15 min com irradiagdo com laser de
comprimento de onda de 670 nm, morte celular ocorreu quando as células foram
irradiadas com doses de energia variando entre 8,57 J/icm? a 85,7 J/lcm?, e apenas na
dose de energia de 85,7 J/cm? (maior dose de energia utilizada no experimento)
ocorreu 100% de morte celular. Na avaliagdo do tipo de morte celular, as células
irradiadas em doses de energia de 25,7 Jicm? apresentaram morte por apoptose,
visualizada em microscopia confocal pela intensa marcacdo em laranja de corpos
apoptéticos (laranja de acridina) e pela visualizacdo de blebs e danos a mitocéndrias e
reticulo endoplasmético observados em MET. Ja na dose de 85,7 Jicm?, a necrose foi
o tipo de celular ocorrido, observado pela intensa marcacao do citoplasma das células
em vermelho (brometo de etideo) em microscopia confocal e por danos a membrana
plasméatica com extravasamento de contetdo celular e presenca de vacuolos no
interior das células observadas em MET. Concluiu-se que o extrato cloroférmico de
partes aéreas do crajiru incorporado em nanoemuls@es poliméricas de PVM/MA é uma
potencial formulagdo fotossensibilizante para uso em TFD. Além disso, as
caracteristicas desta preparacdo oferecem a perspectiva de que esta possa ser
utilizada como um fotossensibilizante de 32 geragdo na TFD.

Palavras-chave: cancer, terapia fotodinamica, plantas, nanotecnologia,
sustentabilidade.
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ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) is an alternative therapy to cure a lot of diseases,
including cancer. A new set of photosensitizing (PS) drugs arising from natural plants,
as vegetable oils and extracts have been tested in cancer therapy. However, most of
these PS drugs present some difficulties for clinical use and in this context, polymeric
nanoemulsions, kinetically stable systems, have several potential as drug carrier
systems. The aim of this study was to identify and evaluate possible photochemical
and photophysical properties of the chloroform extract of aerial parts of crajiru
(Arrabidaea chica) free (ECR ) and incorporated in polymeric nanoemulsion (NanoECr)
and test the effects of this nanoemulsion in PDT against murine mammary
adenocarcinoma cells ( 4T1 ) in vitro. By spectrophotometer analysis in both the ECr
and NanoECr showed absorbance at a wavelength of 670 nm and fluorescence at 690
nm and production of reactive oxygen species by the decay of the absorbance of the
test benzofuran, key features to be considered useful drugs in PDT. At the technique of
dynamic light scattering, the NanoECr had an average hydrodynamic diameter of 370.5
+ 264.31 nm , Pdl of 0.133 £ 0.01 and surface charge of - 36.1 + 0.15 mV ,
characteristics that predict the formulation is stable. At transmission electron
microscopy (TEM) and scanning electron microscopy (SEM), the NanoECr showed
spherical morphology and a rough surface with an average diameter of 374 + 117 nm
(TEM), 367 = 69 nm (SEM before metallization) and 488 + 70 nm (SEM after
metallization). The SEM without metallization was the most suitable protocol for
morphometric characterization of these nanostructures. After incubation of 4T1 cell line
with various NanoECr concentrations in the absence of irradiation, non-toxic
concentration (54 pg/mL) was determined by MTT and then by confocal microscopy
and spectrophotometer the maximum time of interaction between NanoECr and 4T1
line (15 minutes) was also determined. Associating 54 pg/mL of NanoECr for 15 min
and irradiating the cells with a laser of 670 nm wavelength, cell death occurred when
the cells were irradiated with energy ranging from 8.57 J/cm? to 85.7 J/cm?® and only on
the energy dose of 85.7 J/cm? (higher dose of energy used in the experiment) occurred
100 % of cell death. Evaluating the type of cell death, cells irradiated at a energy dose
of 25.7 Jicm? had death by apoptosis, visualized by intense cytoplasmic stainning of
the apoptotic bodies with acridine orange in confocal microscopy and a visualization of
blebs and mitochondria and endoplasmic reticulum damage observed in TEM. At a
energy dose of 85.7 J/icm? necrosis was the type of cellular occurred noted by intense
staining of cells cytoplasm in red (ethidium bromide) in confocal microscopy and cell
membrane damage with leakage of cellular contents and presence of vacuoles inside
the cells observed in TEM. We can conclude that the chloroform extract of the aerial
parts of crajiru incorporated in polymeric nanoemulsions is a potential photosensitizer
formulation for use in PDT. Furthermore, the characteristics of this formulation offer the
prospect that it can be used as a 3rd generation photosensitizer in PDT .

Keywords: cancer, photodynamic therapy, plants, nanotechnology, sustainability.
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1. INTRODUCAO

O cancer é hoje um dos principais problemas de saude mundial, uma
vez que é a terceira causa de morte em todo o mundo. O cancer de mama é
o0 segundo tipo mais frequente, atras apenas dos tumores de pele néo
melanoma, e 0 que mais acomete as mulheres, respondendo por 22% dos

novos casos de cancer a cada ano [1].

Em geral, as terapias antineoplasicas convencionais como a radioterapia
e a quimioterapia séo toxicas para o paciente, pois nao diferenciam as células
normais das células tumorais. Nesse sentido, a terapia fotodindmica (TFD) tem
se mostrado como uma alternativa menos prejudicial e altamente eficaz para o
tratamento de diversos tipos de cancer. E uma terapia que combina o uso de
uma molécula fotossensibilizante (FS) com a administracdo de uma luz em um
comprimento de onda especifico que ativa o FS para produzir espécies reativas
de oxigénio (ERO) resultando em destruicdo das células de interesse [2].

Porém, esses farmacos FS ainda apresentam alguns entraves para uso
clinico. Citam-se a insolubilidade do farmaco em meio aquoso, a degradacéo
prematura apos administracdo e a baixa biodisponibilidade nos tecidos-alvo.
Tendo isso em vista, a nanotecnologia, especificamente a que envolve 0 uso
de nanocarreadores, oferece solu¢des a maioria desses desafios farmacéuticos
[3]. Nesse contexto, as nanoemulsfes sdo sistemas cineticamente estaveis e
apresentam diversas potencialidades como sistemas carreadores de farmacos,
especialmente para aqueles de reduzida hidrossolubilidade [4]. Estudos
recentes descrevem a possibilidade de reducédo de toxicidade, aumento de
atividade, janela terapéutica e biodisponibilidade e, em alguns casos, liberag&o

controlada e direcionada de farmacos incorporados nesses sistemas [5].

Recentemente tem-se dado atencéo aos medicamentos fitoterapicos. Ha
séculos, as plantas tem sido fonte primaria de farmacos altamente efetivos para
o tratamento de diversas doencgas, inclusive o cancer [6]. Sendo a
biodiversidade vegetal brasileira a maior do mundo, a busca por novas

substancias como potenciais farmacos que sejam mais eficientes e que



possam ser extraidos, ou isolados de plantas comuns a essa biodiversidade se
torna atrativa. Dentre essas plantas, uma planta oriunda da Amazobnia, a
Arrabidaea chica, popularmente conhecida como crajiru, vem sendo estudada
sobre seus potenciais usos em terapias antineoplasicas. Estudos relataram
atividade antitumoral in vitro do extrato aquoso das folhas de Arrabidaea chica
contra células das linhagens Jurkat e HL60 [7], porém o seu potencial
fotodinamico nunca foi verificado.

Dessa forma, o presente trabalho teve como obijetivo identificar e avaliar
o potencial fotodindmico de uma nanoemulséo polimérica de extrato de partes
aéreas de Arrabidaea chica contra células de adenocarcinoma mamario murino

(linhagem 4T1) em modelo in vitro.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Cancer de mama

Céncer é um termo utilizado para definir doengas em que células
alteradas se dividem descontroladamente e sdo capazes de invadir outros
tecidos podendo se espalhar para varias partes do organismo por meio dos
sistemas sanguineo e linfatico [8]. E classificado como um conjunto de
doencas, sendo mais de 100 os tipos de céancer classificados. Dividindo-se
rapidamente, as células cancerosas tendem a ser muito agressivas
determinando a formacdo de neoplasias malignas. Estas propriedades
malignas do cancer o diferenciam dos tumores benignos, que sédo autolimitados
em seu crescimento e nao invadem tecidos adjacentes, uma vez que se
multiplicam lentamente e se assemelham ao seu tecido original, raramente
constituindo risco de morte para o paciente [9].

Os fatores de risco que induzem a formacdo de tumores podem ser
encontrados no ambiente fisico, ser herdados geneticamente ou representar
hébitos ou costumes préprios de um determinado ambiente social. De fato, a
exposicao frequente a esses fatores, a associacao entre eles e a predisposicéo
genética contribuem para o desenvolvimento e progressédo descontrolados das
células cancerosas [1]. O cancer de mama € uma das formas mais antigas de
cancer descritas em humanos e tem sido citado em quase todos os periodos
da historia. No século XVIII, diferentes teorias sobre a origem do céncer de
mama foram desenvolvidas, dentre elas uma importante ligacdo entre cancer
de mama e ndodulos linfaticos. A presungdo de que o cancer era uma doenca
localizada levou ao surgimento da abordagem cirdrgica para o seu tratamento.
Desde o trabalho de William Halstead em 1882, a mastectomia radical
(remocdo do tecido mamario, nédulos linfaticos e musculo peitoral) se tornou
procedimento padréo durante 100 anos [para revisédo veja 10, 11].

Com o avanco da ciéncia, novas terapias e oportunidades de diagnostico
entraram em uso para o tratamento desse tipo de cancer. A introducdo da
radiacdo, no inicio do século XX, permitiu que o tamanho do tumor fosse

reduzido antes da cirurgia e culminou com outro grande avanco na época, 0



uso da quimioterapia a partir de 1940 [revisado por 12]. Assim, a combinacao
dessas duas terapias com a cirurgia forneceu uma poderosa modalidade de
tratamento para o cancer de mama.

A descoberta de Betson em 1985 de que a remocdo de ovarios
resultava, em alguns casos, na reducdo de tumores mamarios levou ao
conhecimento do papel do estrogénio no crescimento de cancer de mama [para
revisdo veja 13] e com isso, pesquisas ha area farmacéutica para o tratamento
baseado nestas informacdes resultaram no desenvolvimento de inibidores da
enzima aromatase e modificadores seletivos de receptores de estrogénio [12].
Um importante passo surgiu em 1988 quando o FDA aprovou o trastuzumabe
para o tratamento de um tipo de cancer de mama, o HER2 metastatico, tendo
um grande impacto na sobrevivéncia de pacientes com tumores mamarios
resistentes ou dificilmente trataveis [14]. ER2/neu (referido como HER2)
pertence a wuma familia de quatro tirosina-quinases receptoras
transmembranares que medeiam o crescimento, diferenciagéo e sobrevivéncia
de células. A superexpressdo da proteina HER2, a amplificacdo do gene
HER2, ou ambos ocorrem em aproximadamente 15 a 25% dos céanceres da
mama, e estdo associados com o comportamento agressivo no tumor [15].

Com a introducdo da mamografia, deteccbes precoces se tornaram
possiveis e a combinacdo dela com as terapias ja descritas tem mostrado
reducdo da mortalidade entre 24,9 e 38,3% [16]. Muitos outros meétodos de
deteccdo, incluindo ressonéncia magnética, ultrassom, mamografia digital
foram desenvolvidos e estdo sendo utilizados para o diagndstico precoce do
cancer de mama [17, 18].

Apesar dessa evolucdo no diagndostico, atualmente o cancer de mama é
ainda o segundo tipo mais frequente (excluindo os de pele ndo-melanoma) no
mundo e o mais comum entre as mulheres respondendo por 22% dos novos
casos de cancer a cada ano. No Brasil, as taxas de mortalidade por cancer de
mama continuam elevadas (em torno de 40%) muito provavelmente porque a
doenca ainda é diagnosticada em estadios avancados. A taxa de sobrevida de
5 anos para cancer de mama localizado é >95%, mas cai para 78% em casos
de espalhamento regional e para 23% em casos metastaticos [1].

Na populacdo mundial a sobrevida média apés 5 anos é de 61% [9].

Estatisticas indicam aumento de sua incidéncia tanto nos paises desenvolvidos
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quanto nos paises em desenvolvimento. No Brasil, no ano atual, esperam-se
52.680 casos novos de cancer da mama com um risco estimado de 52 casos a
cada 100 mil mulheres [9] e nos Estados Unidos, o Instituto Nacional da saude
(NIH) estimou em 2013, 226.870 novos casos com 39.510 casos resultando em
mortes [19].

A idade continua sendo o principal fator de risco para o cancer de mama,
sendo que as taxas de incidéncia aumentam rapidamente até os 50 anos e,
posteriormente, sofrem uma diminuicdo. Contudo, outros fatores de risco ja
estdo bem estabelecidos, entre eles, aqueles relacionados a vida reprodutiva
da mulher (menarca precoce, nuliparidade, idade da primeira gestagao a termo
acima dos 30 anos, uso de anticoncepcionais orais, menopausa tardia e terapia
de reposicdo hormonal), alta densidade do tecido mamario (razdo entre o
tecido glandular e o tecido adiposo da mama) [20] e histérico
familiar/hereditariedade (ex. mutagbes nos genes supressores de tumor
BRCAL, BRCA2 e p53) [8].

O céancer de mama ndo € uma doenca Unica e sim um grupo
heterogéneo de doencas com diferentes patologias, caracteristicas biolégicas e
comportamentos clinicos [20-23]. Os tumores de distintos subtipos seguem
diferentes cursos clinicos e respondem variavelmente aos tratamentos
existentes [24]. Por isso, o conhecimento da classificacdo e principalmente do
estagio de desenvolvimento em que o tumor de mama se encontra é
fundamental e determinante para a escolha da abordagem terapéutica a ser

aplicada.

2.2. Terapias anticancerigenas convencionais

A cirurgia é a abordagem mais utilizada para o tratamento do cancer de
mama por meio da remocao do tumor ou do 6rgéo inteiro. Caso a remogao
cirirgica do tumor ndo seja uma opcdo possivel ou praticavel, resta aos
oncologistas outras terapias convencionais como radioterapia, quimioterapia,
imunoterapia, terapia hormonal ou a combinacéo entre elas, a fim de eliminar

as lesbes cancerosas destruindo as células tumorais de forma seletiva. Apesar



de muitos tumores responderem inicialmente a esses tratamentos, recidivas
sdo comuns em células que se tornam resistentes [25] e essa inabilidade em
impedir a resisténcia de células cancerosas ou de evitar o desenvolvimento de
metastases que resultam em morte do paciente representa um dos principais
problemas clinicos do cancer de mama [12, 26]. Além disso, todas essas
terapias apresentam efeitos adversos ao paciente e alguns deles serao
discutidos a sequir.

2.2.1. Cirurgia

Desde o final do século XIX, a cirurgia tem sido o tratamento tradicional
do cancer de mama, e a mastectomia radical classica permaneceu como 0
tratamento de escolha por aproximadamente 100 anos [para revisao veja 10,
27].

A mastectomia possui um carater agressivo, mutilante e traumatizante
para a vida e saude da mulher ja que prejudica sua dimenséao bio-psicossocio-
espiritual. Ademais, proporciona alteragbes em sua imagem corporal,
identidade e autoestima, podendo repercutir na expressao de sua sexualidade
e também despertar sintomas de depressdao e ansiedade [28]. Além disso,
complicacbes durante a anestesia, infec¢bes, e imunossupressao também
podem ocorrer apdés a remocgao cirargica de tumores de mama. Ainda, a
remocgdo do tumor primério pode estimular o desenvolvimento de metastase

[29, 30], 0 que esta diretamente associado a uma pior sobrevida do paciente.

2.2.2. Radioterapia

A radioterapia, terapia que utiliza raios-X de alta energia para matar as
células cancerosas tem sofrido avancos tecnologicos nos ultimos 20 anos, mas
sua utilizacdo na terapia contra o cancer de mama era limitado até
recentemente. Geralmente ela é aplicada apés uma lumpectomia (remoc¢éo do
tumor com uma quantidade minima de tecido circundante normal) no intuito de
eliminar células de cancer de mama remanescentes, e ap0s mastectomia

radical quando as chances de recidivas forem grandes [12]. Estudos clinicos



revelam que a radioterapia adjuvante reduz o risco de recorréncia local e o
namero de mortes de pessoas com tumores de mama menores do que 5 cm e
nédulo-positivos. Além disso, a radioterapia associada a farmacos como o
tamoxifeno tem melhorado o controle e a sobrevivéncia de pacientes nédulo-
positivos pés-menopausa apos mastectomia [31].

Porém, a radioterapia apresenta potenciais desvantagens. Apesar de
grandes melhorias alcancadas em reduzir os efeitos adversos graves como
queimaduras na pele e cicatrizes, outros efeitos como cansaco, alteracdes
cutaneas locais (prurido, dor, inchaco), nauseas e vomitos sdo manifestados e
permanecem por algumas semanas. Mais recentemente foi relatado que a
radioterapia reduz a habilidade do sistema imune em rejeitar a massa tumoral
[32] e a sua eficiéncia terapéutica para tumores solidos em regides de baixa
oxigenacado € limitada devido a resisténcia das células hipdxicas a radiacéo

ionizante [33].

2.2.3. Quimioterapia

A quimioterapia € um tratamento que se baseia na aplicacdo sistémica
de farmacos antineoplasicos que podem destruir as células tumorais
cancerosas ou inibir o seu crescimento. No geral, ela afeta as células em
divisdo rapida interferindo na divisao celular de varias maneiras, por exemplo,
impedindo a duplicacdo de DNA [8]. Muitos especialistas recomendam a
cirurgia seguida de quimioterapia (terapia adjuvante) para eliminar as células
cancerosas que se espalharam além do tecido mamario ou ainda como terapia
neoadjuvante antes da cirurgia se o tumor mamario for grande, envolver
nodulos linfaticos, estiver aderido aos musculos da parede peitoral ou em

casos de cancer de mama inflamatorio [12].

Uma grande limitacdo da utilizacdo desses agentes (ex: doxorrubicina,
cisplatina, paclitaxel, entre outros) se resume ao fato de que a rapida
eliminagéo e distribuicAo ampla em 6rgéos e tecidos requerem a administragao
do farmaco em concentragcbes muito altas, e frequentemente resulta em
aumento de toxicidade para o paciente, além de ser oneroso [34]. Ademais, a

quimioterapia tem o potencial de ser toxica para o0s tecidos saudaveis,
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especialmente aqueles com uma taxa de renovacao elevada (por exemplo, a
mucosa intestinal), uma vez que tem como alvo todas as células que se
dividem rapidamente, sem especificidade. Numerosos efeitos adversos incluem
dor, diarreia, constipacéao, feridas na boca, perda de cabelo, nauseas e vomitos

e resisténcia ao farmaco [35].

2.2.4. Imunoterapia e Terapia Hormonal

A imunoterapia para tratamento de céancer de mama se baseia
principalmente no tratamento de canceres HER2+. Essa oncoproteina é um
importante alvo terapéutico para cancer de mama invasivo associado com
baixa sobrevida e resisténcia a quimioterapia [12]. Tratamentos envolvendo a
associacéo do anticorpo monoclonal contra HER2 — Trastuzumabe (Herceptin®,
Roche) com os quimioterapicos docetaxel e sais de platina [36] ou com o
paclitaxel e a carboplatina [37, 38] tiveram bons resultados, mas recentemente
esse tipo de tumor vem criando resisténcia a esse complexo terapéutico. O
Trastuzumabe tem mostrado beneficios a pacientes com cancer de mama
HER2+ metastatico quando administrado semanalmente ou a cada trés
semanas apenas ou ainda em combina¢cdo com quimioterapia. Além disso, o
trastuzumabe ndo estd associado com os efeitos adversos que ocorrem
tipicamente com a quimioterapia, tais como alopecia, mielossupressao,
nauseas e vomitos, porém apresenta como efeitos adversos hipersensibilidade
e cardiotoxicidade (principalmente insuficiéncia cardiaca congestiva) [citado por
15].

Ja na terapia hormonal, um hormonio sintético bastante utilizado no
combate ao cancer de mama € o tamoxifeno. O tamoxifeno é um estrogeno
sintético com propriedades estrogénicas agonistas e antagonistas. O farmaco
foi originalmente desenvolvido como um contraceptivo oral, mas mostrou ser
ineficiente. Subsequentemente, foi descoberto que ele possuia efeito benéfico
na reducdo de metastase de cancer de mama em algumas mulheres, e assim,
durante 20 anos ele tem sido usado com esse objetivo e também como terapia
adjuvante. Apesar de ser utilizado rotineiramente em clinicas oncolégicas, ha

controvérsias no uso do tamoxifeno e é dito que ele ndo é uma terapia curativa.



Muitas mulheres ja experimentaram recorréncia de cancer de mama, com

metastase ap6s o seu uso [39].

2.2.5. Terapias Alternativas

Além dessas terapias anticancerigenas, existe uma infinidade de outras
abordagens. Conceitos fisicos e quimicos vém sendo combinados para garantir
maior eficacia terapéutica ou para trabalhar em conjunto para fins de
diagnéstico. A aplicacdo desses conceitos culminou com o desenvolvimento da
fototerapia, exposicéo direta a radiacao nao ionizante, (luz na faixa do visivel e
infravermelho proximo) para uso terapéutico e da fotoquimioterapia, na qual ha
combinacdo de uma substdncia quimica fotossensivel com radiacdes

eletromagnéticas néo ionizantes [12].

Descobriu-se que o uso de um farmaco fotossensibilizante com a luz
associada ao oxigénio criava uma associacdo com resultado terapéutico
altamente efetivo, denominado de Terapia Fotodinamica (TFD). A grande
vantagem dessa abordagem é a combinacgéo de trés unidades inofensivas que
juntas criam um padrao altamente toxico para as células de interesse e por isso
tem sido aplicada como tratamento a uma variedade de neoplasias malignas.
Apos o trabalho realizado por Allison, Mang [40], que usou a TFD para
controlar cancer de mama resistente as terapias convencionais, ela vem sendo
utilizada, principalmente como adjuvante no tratamento de cancer de mama

recorrente [12].

2.3. A Terapia Fotodinamica (TFD)

2.3.1. Historico e Conceito

As propriedades terapéuticas da luz sdo conhecidas ha milhares de
anos, porém foi apenas no século passado que a TFD se estabeleceu. A

aplicacao terapéutica da TFD em pacientes com cancer comegou com 0S
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primeiros experimentos realizados por von Tappeiner & Jesionek [41], que
aplicaram eosina topicamente aos carcinomas de células basais antes da
iluminacdo. Mais tarde, von Tappeiner & Jesionek definiram a TFD como uma
interacdo dindmica entre luz, um agente fotossensibilizante e o oxigénio,
resultando em destruicdo tecidual [citado por 42]. Passaram-se mais de 70
anos até que a TFD pudesse ser reconhecida como terapia anticancer. Em
1972, Diamond e colaboradores postularam que a combinacdo das
propriedades de localizacdo tumoral e fototoxicidade das porfirinas poderiam
ser exploradas com intuito de matar células cancerosas. Um avanco
significativo ocorreu quando Dougherty, Grindey [44] reportaram que a
administracdo de derivados das hematoporfirinas (HpD) e luz vermelha
erradicavam completamente o crescimento do tumor mamario em
camundongos. E ja em 1976, Kelly e Snell iniciaram os primeiros ensaios em

pacientes humanos com cancer de bexiga. [revisado por 46].

Seguindo esses estudos bem sucedidos, inUmeros ensaios foram
iniciados envolvendo uma variedade de cénceres e fotossensibilizantes. Isso
resultou em aprovacdo da TFD utilizando porfimero sédico (Photofrin®; Axcan
Pharma Inc., Mont-Saint-Hilaire, Canada) para o tratamento de cancer de
bexiga no Canada em 1993. Atualmente, outros fotossensibilizantes ja foram
aprovados para uso clinico: o &cido-5-aminolevulinico (ALA, Levulan®; DUSA
Pharmaceuticals Inc., Wilmington, MA), o metil ester do ALA (Metvix®,
Photocure ASA, Oslo, Norway), e a meso-tetra (hidroxifenil)clorina (mTHPC,
temoporfin, Foscan®; Biolitec Pharma Ltd., Dublin, Ireland) e a partir dai a TFD
comecou a se estabelecer como modalidade terapéutica para céanceres
localizados. A TFD tem sido testada clinicamente para tratar cancer de cabeca,
pescoco, cérebro, pulméo, pancreas, cavidade intraperitoneal, mama, préstata

e pele [revisado por 46].

A TFD pode ser definida como a administracdo de um fotossensibilizante
(FS), por via sistémica, local ou topica, a um paciente que possua uma leséo-
alvo [47, 48] seguida de iluminagdo desse alvo com luz de comprimento de
onda especifico resultando em danos oxidativos as células e/ou tecidos de

interesse [49]. Os FS sdo as moléculas centrais na transferéncia e translacao
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da energia proveniente da luz para as reacdes quimicas oxidativas tipicas da
TFD [50].

2.3.2. Mecanismo de acao da TFD

A ativagédo de FS mediante absorcao de luz os transforma do seu estado
fundamental (S) para um estado singlete excitado (S1). Deste estado o FS
pode decair diretamente para seu estado fundamental pela emissédo de
fluorescéncia, a qual é uma propriedade que pode ser usada clinicamente para
o diagnostico por fotodeteccdo [51]. No entanto, para obter um efeito
fotodinamico, o FS pode sofrer conversao para o estado triplete excitado (T1)
para estabelecer novamente o equilibrio. A molécula excitada pode reagir
diretamente com o substrato por meio da transferéncia de prétons ou elétrons
para formar radicais ou ions radicais que por sua vez podem interagir com o
oxigénio para produzir produtos oxigenados (reacdo tipo | - Figura 1).
Alternativamente, a energia do FS excitado em estado triplete pode ser
diretamente transferida para o oxigénio, que naturalmente se encontra no
estado triplete, para formar o oxigénio singlete (*0,) (reacéo tipo Il - Figura 1)
que € a espécie reativa mais agressiva gerada durante a TFD [52]. Ambas as
reacoes, tipo | e tipo Il, ocorrem simultaneamente e a razao entre esses dois
processos depende do tipo de FS utilizado, das concentragGes de substrato e
de oxigénio e da afinidade do FS pelo substrato. Pela alta reatividade e meia-
vida curta das ERO, apenas células proximas as areas da producédo de ERO

(area de localizacdo do FS) sao diretamente afetadas pela TFD [53].

11



| Reagdics quimicas do tipo 1

 (radicais livres, oxirredug#o)!

ks,
¢ CIS
: W
i +
5 ‘ i i 02
' . singlete
energia ' : 31
. = 5
B~ @
potencial ,g E %
Z| iz
= e i
! E H E -
e P "0,
triplete

S, ! \i

Ty

Figura 1: Diagrama de Jablonski representando a excitacdo e o relaxamento de um
fotossensibilizante e os processos fotodinAmicos que levam as reacdes do tipo | e do
tipo Il. As barras horizontais representam os niveis energéticos dos diferentes estados
de excitacdo do FS (barras cheias) e do oxigénio molecular (barras vazias). SO =
estado fundamental singlete; S1 = primeiro estado excitado singlete; S2 = segundo
estado excitado singlete; TO = estado fundamental triplete; T1 = primeiro estado
excitado triplete; CIS = cruzamento intersistemas. Adaptado de Bonett (1995).

S&o trés os principais mecanismos pelos quais a TFD medeia a
destruicdo tumoral [54]. No primeiro caso, a ERO que é gerada pode eliminar
as ceélulas tumorais diretamente por inducdo de morte celular por necrose,
apoptose ou autofagia [46]. Porém, a erradicacdo do tumor nem sempre é
realizada por este mecanismo sozinho, por muitas razdes: uma delas € a
distribuicdo n&do homogénea do FS dentro do tumor. Estudos em animais [55,
56] e dados clinicos em humanos [57] tem demonstrado que a concentracdo do
FS no tumor no momento da iluminacdo é um bom indicador de sucesso da
TFD [56, 58-60]. Seguindo esse raciocinio, a morte do tumor pode ocorrer por
dano a vasculatura tumoral e de vasos sadios circundantes, resultando em
morte indireta do tumor via indug&o de hipoxia. Um terceiro mecanismo € que a
TFD é capaz de iniciar uma resposta imune contra as células tumorais

remanescentes [61].

Um parametro que pode limitar a destruicdo de células

tumorais diretamente é a disponibilidade de oxigénio dentro do tecido que é
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alvo da TFD, ja que o efeito causado por quase todos os farmacos utilizados
em TFD é oxigénio-dependente e, portanto a fotossensibilizacdo tipicamente
nao ocorre em areas anoxicas do tecido [62]. Essa escassez de oxigénio
pode surgir como resultado do consumo fotoquimico de oxigénio durante o
processo fotodinamico, bem como dos efeitos imediatos da
TFD na microvasculatura do tecido. Reducao rapida e substancial na tensao de
oxigénio nos tecidos durante e ap6s a iluminacdo do
tecido fotossensibilizado tém sido relatados [63, 64]. Existem duas maneiras
de superar este problema. Uma é reduzir a taxa de fluéncia da luz para reduzir

a taxa de consumo de oxigénio, e a outra é fracionar entrega da luz

da TFD para permitir re-oxigenagao do tecido [65, 66].

A extensao da fototoxicidade e da citotoxicidade causada pela TFD é
multifatorial e depende do tipo de FS utilizado, da sua localizac&o extracelular e
intracelular, da dose total administrada, da taxa de fluéncia da
luz, disponibilidade de oxigénio e do intervalo entre a administracdo do farmaco

e a exposicao a luz [54].

2.3.3. Fotossensibilizantes

De forma geral, os FS séo substancias capazes de absorver luz de
determinado comprimento de onda e converté-la em energia Gtil a fotorreagfes
[67], ou seja, sdo os responsaveis pela transformacdo de energia luminosa em
energia quimica, fundamental para a producdo de ERO, em especial o oxigénio
singlete, os agentes causadores dos efeitos citotoxicos relacionados a TFD.
Para serem utilizados na TFD, os FS devem apresentar outras caracteristicas
fundamentais [50, 67-69], sejam elas:

e apresentar toxicidade baixa as células saudaveis do paciente;

e ter a capacidade de se acumular no sitio-alvo;
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e possuir pico de excitacdo na faixa do vermelho e infravermelho proximo
(600-800 nm);

e ter alta taxa de depuragdo do organismo apés a aplicacdo da TFD;

e ser efetivo na geracdo de ERO;

e nao provocar fotossensibilizagdo dérmica;

e apresentar custo-efetividade favoravel e,

e ser ativo em fluidos biologicos.

Os FS utlizados em TFD sao geralmente classificados como
porfirinicos ou n&o porfirinicos. Os compostos ndo porfirinicos, como as
antraciclinas e as cianinas, apresentam aplicacdo clinica consideravelmente
defasada em comparacdo a dos porfirinicos e, portanto sdo pouco utilizados
[70]. Os derivados da porfirina podem ser classificados como FS de primeira,
segunda ou terceira geracdo. Os de 1° geracdo incluem os HpD e os
porfimeros soédicos [70]. Uma vez que esses compostos apresentam
caracteristicas indesejaveis para TFD como fotossensibilizacdo dérmica
prolongada e limitacdo na absorcdo de comprimentos de onda longos [49], uma
nova classe de FS, denominadas de 2° geracao foi desenvolvida nos anos 80
[70].

Essa nova classe, quando comparada a anterior, € quimicamente mais
pura, absorve luz em comprimentos de onda maiores e causa menor
fotossensibilizacdo dérmica. Como exemplos tém-se as ftalocianinas, as
benzoporfirinas (Visudynes™), clorinas (Temoporfins®) e porficenos [50]. Estes
e outros FS ja foram aprovados para uso clinico pelo FDA e estédo

representados na Tabela 1.
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Tabela 1: Medicamentos fotossensibilizantes aprovados pelo FDA para uso

clinico em TFD.

Familia Precursor Quimico Nome
Comercial
Porfirinas Derivados de hematoporfirina Photofrin®
Cloridrato de Aminolevulinato de Levulan™
Metila
Cloridrato de Aminolevulinato de Metvix™
Metila
Verteporfirina Visudyne™
Clorinas Temoporfina Foscan™
Talaprofin LS11™
HPPH Photochlor™
Ftalocianina Aluminio- -Ftalocianina Sulfonada Photosens™
Fenotiazinas Azul de Metileno Periowave™
Azul de Toluidina Helbo™

2.3.4. Fotossensibilizantes de 3° geracao: plataformas nanotecnolégicas

Apesar dos FS de 22 geragdo serem amplamente aceitos e utilizados,
eles ainda possuem algumas desvantagens como a fotossensibilizacdo da
pele, embora menor que a causada pelos de 1° geracao. Porém, esses efeitos
adversos podem ser minimizados, quando acoplados a carreadores como
anticorpos ou nanoestruturas (lipossomas, nanoparticulas poliméricas,
nanoemulsdes, entre outros). Estes séo referidos como FS de 3° geracédo e

atualmente representam uma area ativa de pesquisa no ramo da TFD [70].
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Para uma TFD eficaz e segura, é crucial que o FS seja liberado em
concentracbes terapéuticas para as células alvo, sendo simultaneamente
absorvidos apenas em pequenas quantidades por células nao-alvo,
minimizando assim os efeitos adversos em tecidos saudaveis. Existem alguns
obstaculos para se alcancar este objetivo: a maioria dos FS tem uma
conformacdo planar e tendem a ser altamente hidrofébicos, e, portanto, a
maioria forma agregados em ambientes aquosos. Esta agregacao diminui a
eficacia do FS, que deve estar em sua forma monomérica para ser fotoativo.
Em segundo lugar, os FS em geral ndo tem afinidade especifica por células
tumorais, 0 que permite que sejam também difundidos por outros tecidos nao
afetados [revisado por 71].

Esforcos consideraveis tém sido dirigidos a concepcao de sistemas de
liberacdo que possam incorporar o FS em sua forma monomérica, sem diminuir
a sua atividade e, sem causar quaisquer efeitos nocivos in vivo. A
nanotecnologia pode superar esses obstaculos promovendo a liberacéo
especifica de farmacos ao tecido-alvo. Muitos desses sistemas de liberacéo
sao nanoestruturas, como por exemplo, nanoestruturas lipidicas (lipossomas e
micelas) que tém sido rotineiramente utilizadas em TFD como veiculos
carreadores de FS hidrofébicos antes mesmo da nanotecnologia se tornar uma
area especializada [revisado por 71].

Os mecanismos pelos quais essa liberacdo € realizada sdo bastante
estudados e podem ocorrer de duas maneiras: ativa e passiva. O
direcionamento passivo, também conhecido como efeito EPR (do inglés,
Enhanced permeability and retention effect) se baseia na exploracdo das
caracteristicas anormais da vasculatura tumoral, como a hipervascularizacéo,
arquitetura aberrante, producdo extensa de fatores vasculares de
permeabilizacdo e drenagem linfatica pouco eficaz [72]. A necessidade de uma
rapida vascularizacdo para nutrir o rapido crescimento do tecido canceroso, por
exemplo, leva a formacdo de uma arquitetura fraca e defeituosa, com a
presenca de fenestracdes o que, por sua vez, pode ser facilmente acessivel
aos farmacos quimioterapicos. Alguns farmacos podem ser administrados
como pro-farmacos ou farmacos inativos, que, uma vez expostos ao
microambiente tumoral, tornam-se ativas. Ja o direcionamento ativo, pode ser

realizado de duas formas: com aplicacéo local do FS permitindo que o farmaco
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seja administrado diretamente no tecido do tumor, evitando a circulacéo
sistémica e metabolizacdo por outros sistemas antes de chegar ao alvo
pretendido [34] ou na funcionalizacdo de nanoestruturas acopladas a
anticorpos contra receptores que sejam especificos ou mais expressados em

células tumorais [73].

O emprego de nanocarreadores também permite que os farmacos FS
atravessem barreiras bioldgicas, como as membranas plasmaticas, facilitando
a liberacdo dos farmacos para o interior das células. Ao mesmo tempo, essas
nanoformulacdes garantem estabilidade do farmaco e evitam a sua degradacéao
precoce. Para que esses nanocarreadores sejam candidatos ideais para essas

finalidades devem apresentar as seguintes caracteristicas [revisado por 74]:

- diametro na escala nanométrica (1 a 999 nm);

- atoxicidade, biodegradabilidade e biocompatibilidade;

- estabilidade em sistemas bioldgicos;

e - nao ser pro-inflamatorio ou recrutar neutrofilos;

- ser de facil manuseio e preparo;

- ter um custo baixo.

Dentre as nanoestruturas utilizadas em TFD, as nanoemulsbes
poliméricas sdo promissoras como uma opcdo terapéutica de liberacdo de
farmacos, pois sdo faceis de preparar e termodinamicamente estaveis. A
biocompatibilidade das matérias-primas empregadas para a sua obtencdo
(6leos de origem natural ou semissintética e fosfolipideos) torna estes sistemas
uma alternativa promissora para a administracdo de diversos tipos de
moléculas. Nanoemulsdes podem ser definidas como sistemas heterogéneos
nos quais um liquido (a fase interna) € disperso em outro (a fase externa) na
forma de goticulas, na presenca de um agente emulsificante e estabilizado por
polimeros. Suas propriedades fisico-quimicas, influenciadas pela composicéo
quali - e quantitativa e pelas condi¢cbes de preparacdo, devem ser estritamente

controladas, visando a administracdo por via parenteral e a estabilidade do
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sistema [para revisdo veja 4]. Geralmente as nanogoticulas em suspensdes
estaveis exibem tamanhos entre 50 e 500 nm, sdo opticamente transparentes
mesmo em concentracdes altas, apresentam bom transporte por difuséo, boa
elasticidade e estabilidade e podem ser armazenados sem a ocorréncia de
sedimentacdo ou coalescéncia de goticulas. [75]. Essas caracteristicas séo
favoraveis para que essas nanoestruturas sejam utilizadas na industria

farmacéutica [76].

O emprego de nanoemulsfes poliméricas em TFD € geralmente usado
em aplicacdes topicas do FS na pele ou em outras superficies mucosas. Varios
meétodos para aumentar a absorcdo e penetracdo através da pele tém sido
intensivamente investigados. Primo, Bentley [77] formularam o FOSCAN (meta-
tetrahydroxyphenyl clorina, mTHPC) (Scotia Pharmaceuticals Ltd., Guilford,
Surrey, Reino Unido) em uma nanoemulsdo composta de fosfatidilcolina de
soja Epikuron 170/Tween 80 e surfactantes nao ibnicos 188/Span Poloxamer ®
80 e demonstraram que essa formulacdo possui um excelente transporte
transdérmico apos 6 h da aplicagdo. O mesmo grupo também investigou uma
nanoemulsdo magnética constituida por tensoativos biodegradaveis e fluidos
magnéticos biocompativeis de cobalto-ferrita cobertos com citrato para
encapsular ZnPc com a intencdo de combinar TFD e magnetohipertermia para
produzir a morte celular sinérgica. Outros estudos usaram nanoemulsédo
composta de particulas de lecitina de ovo de 30 nm para aumentar a liberacéo
de ALA através de um modelo ex vivo de pele de espessura total [revisado por
71].

Estudos tém demonstrado que nanoemulsdes poliméricas podem
aumentar a liberagcdo preferencial de FS a células tumorais e,
consequentemente, diminuir os efeitos secundarios toxicos da TFD por
diferentes vias de administracédo [4, 75]. A adicdo de polimeros hidrofilicos as
nanoemulsdes pode resultar no prolongamento do tempo de circulagdo das
emulsBes na corrente sanguinea e menor biodistribuicdo, o que pode ser
atribuido a barreira estérica formada pelos polimeros em relacédo as proteinas
[5, 78], além de reduzir a tenséo interfacial e/ou aumentar a repulsdo entre as

goticulas [79]. Nanoestruturas compostas de polimeros como o Poli (metil vinil
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eter co-anhidrido maleico) ou PVM/MA tém demonstrado biocompatibilidade,

biodegradabilidade e seguranca [80].

2.3.5. Fontes de luz

Os sistemas de luz mais utilizados séo o LED (Light Emitted Diode) e o
Laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation). O sistema de
luz LED é formado por um componente de diodo, que por definicdo € um
dispositivo que permite a passagem de corrente elétrica, e por um composto
ativo que quando excitado por corrente elétrica emite luz por meio de um
fendbmeno conhecido como eletroluminescéncia. A luz emitida pela fonte LED
ndo € monocromatica como na luz laser, porém esta contida em uma faixa
estreita do espectro luminoso [81].

A luz laser possui algumas caracteristicas que a diferenciam de outras
fontes luminosas, entre elas destacam-se a monocromaticidade (compostos de
fétons de mesmo comprimento de onda ou cor), colimacéo (os feixes de luz
sao paralelos, permitindo que uma grande quantidade de energia seja
transmitida a um alvo preciso) e coeréncia (sincronizacao das ondas de luz no
espaco e no tempo), além de possuir uma alta poténcia de saida e
compatibilidade com fibras Opticas [82].

Historicamente, os lasers de argonio e os lasers de vapor de metal eram
escolhas iniciais para a TFD. Atualmente, além dos lasers, lampadas tém sido
utilizadas nas clinicas que trabalham com a TFD por possuirem manutencao
mais rapida, facil e barata, como os filamentos de tungsténio, arcos de xenénio
e as lampadas fluorescentes [83].

As lampadas fornecem um amplo espectro de comprimentos de onda
podendo assim ser utilizadas com diversos FS com diferentes espectros
maximos de absorcdo. Porém, essas lampadas possuem taxas reduzidas de
fluéncia de energia, uma limitacdo, ja que isso resulta em aumento no tempo
requerido para o tratamento. No caso de lesGes bem superficiais, alguns
pesquisadores limitam as taxas de fluéncia para valores entre 100-300
mW/cm? para evitar efeitos térmicos e dessa forma o uso das lampadas nao

necessariamente se torna limitante nesses casos [83].
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A poderosa fonte de luz monocromatica fornecida pelos lasers reduz o
tempo de entrega de luz necesséaria para a TFD e por isso ela pode ser
utilizada para outros tipos de cancer menos superficiais. Por outro lado, &
crucial que seu espectro seja compativel com o do FS a ser utilizado, de forma
que um laser pode ser utilizado em combinacdo com apenas um (ou um
namero limitado) de FS [83].

Dito isso, os lasers ainda sé@o as escolhas primarias para tratamento da
maioria das malignidades, em especial aquelas localizadas em regides que sO
podem ser alcancadas com fibras oOpticas. A qualidade do feixe de luz,
acessorios oOpticos de alta qualidade e poténcia de saida sdo caracteristicas
que fazem dos lasers a Unica opc¢ao real se a fonte de luz for acoplada a fibras
Opticas com nucleos menores que 500 um de diametro. Pela possibilidade de
se utilizar difusores de luz com diferentes formatos e microlentes para produzir
feixes colimados, os lasers sao ideais para iluminagdo direta em lesbes
localizadas em sitios acessiveis (pele ou cavidade oral) [83].

Por fim, o avanco tecnoldgico na fabricacdo de LED tem permitido que
ele seja utilizado como fonte luz na TFD. A poténcia de saida pode fornecer
taxas de fluéncia um pouco maiores que 150 mW/cm? e irradiacdo de uma area
em torno de 20 cm? Apesar dessa poténcia ainda ser uma limitacdo, o LED
apresenta duas caracteristicas vantajosas para uso: preco e versatilidade. Das
fontes ja citadas ele € o mais barato, tem capacidade de irradiar grandes areas,
pode ser ligado a baterias tornando-o portatii e pode ser fabricado em
diferentes formas geométricas para irradiacdo de &reas anatdmicas
complicadas (cancer de pele ndo melanémico localizadas em grandes
curvaturas) [51, 83].

2.3.6. Principios opticos em TFD

A escolha das fontes de luz assim como dos FS é especificamente
moldada tanto pelas limitac6es Opticas dos tecidos biolégicos quanto pela
energia necessaria para a ocorréncia das fotorreagcbes. O FS deve sofrer
excitacdo com luz de comprimento de onda entre 600 e 800 nm [67-69]. Essa

limitacdo Optica imposta por tecidos biolégicos decorre tanto da dispersdo da
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luz quanto da presenca no organismo de altas concentracbes de moléculas
como a hemoglobina, a mioglobina, a melanina e os citocromos as quais
absorvem intensamente a luz visivel com comprimento de onda inferior a 600
nm [84]. O espectro de absorcao dessas moléculas define o que chamamos de

janela optica para a TFD [85, 86] (Figura 2).

Além disso, o efeito da profundidade de penetracdo possui grande
relevancia no tratamento clinico. Por exemplo, em comprimento de onda de
630 nm, absorvido pelo HpD, a profundidade de penetracdo da luz é de
aproximadamente 3 a 5 mm dependendo do tecido. Em comparacao, o uso de
FS com pico de absorcdo >700 nm praticamente dobra o poder da
profundidade de penetracdo da luz permitindo tratamento de tumores mais
espessos [87, 88]. Porém, existe um limite de comprimento de onda que pode
ser trabalhado na TFD, ja que comprimentos de onda muito grandes (acima de
1000 nm), além de serem absorvidos pela agua (Figura 2), possuem baixa
energia e com isso se tornam ineficazes em produzir ERO [89], conceito

denominado de janela fotodinamica.
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Figura 2: Janela oéptica de absor¢cdo dos tecidos biolégicos. A faixa vermelha
compreende o intervalo entre 600-1300 nm no espectro de luz. Adaptado de Hamblin
et al (2006).
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A outra caracteristica gerada a partir dessa iluminacao, a fluorescéncia,
€ clinicamente valiosa jA que 0 seu emprego permite que regiées do tumor
benigno ou maligno sejam detectadas e distinguidas entre si e entre regides de
tecido normal (biopsia Optica ou diagnostico fotodinamico) [90] sem
necessidade de avaliacdes histologicas [91, 92]. Além disso, a fluorescéncia
emitida pode ser util, ndo apenas para detec¢cdo de tumores, como também na
estimativa do tamanho do tumor e na determinacdo da concentracdo de FS.
Como consequéncia, diferencas na intensidade da fluorescéncia antes e apos
o tratamento pode ser utilizado para avaliar o sucesso ou fracasso da terapia
aplicada [93]. Mas ndo se deve esquecer que, quanto mais forte for a
intensidade da fluorescéncia de um FS, menor € o seu efeito como agente

fotodinamico [94].

2.3.7. Vantagens da TFD

Estudos in vivo tém demonstrado que a TFD apresenta resultados téao
apropriados quanto os obtidos com a cirurgia ou a radioterapia no tratamento
contra 0 cancer, mas ao contrario dessas duas técnicas, a TFD pode ainda
levar & ativacdo do sistema imunitario, gerando respostas especificas para
cada tipo de malignidade [61]. Além disso, é um tratamento pouco invasivo e
pode ser aplicado antes ou depois da quimioterapia, radiacdo ionizante ou
cirurgia sem comprometer esses tratamentos ou ser comprometido por eles
[95]. Ademais, o FS pode ser administrado de maneiras diversas, como injecao
intravenosa ou aplicacéo topica, podendo a sua ativacdo ser controlada pelo

tempo de exposicao do FS a luz [96].

A administracdo tépica do FS na TFD é bem tolerada e leva a um
excelente resultado estético com efeitos adversos minimos [97]. Por isso ela
vem sendo utilizada para diversas condi¢cdes pré-malignas, tais como a
displasia de mucosa e carcinoma in situ e 0 seu excelente resultado cosmético
o torna valioso para lesdes de pele e para as lesGes da cabeca, pescoco e

cavidade oral [95]. Isso porque apesar de ulceracdo da area iluminada
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acontecer imediatamente apos o tratamento, resulta em fibrose minima, com
recuperacéo funcional do tecido sem formacao de cicatriz. Dessa forma, a TFD
permite que haja regeneracdo da matriz do tecido normal sem prejudicar o
colageno e a elastina subepiteliais com preservacdo de elementos de suporte
nao-celulares [98, 99].

Outra vantagem é que esse tratamento pode ser repetido no caso de
recorréncia ou presenca de um novo tumor primario ha mesma area ja tratada
e pode ser realizado em ambulatorios. Esse tipo de procedimento é
extremamente dificil tanto para cirurgia quanto para a radioterapia por conta
dos riscos de dano severo ao tecido normal [51]. A TFD fornece melhor custo-
beneficio e aumento da expectativa de vida quando comparada a outros
tratamentos para essas condicbes e, diferentemente das técnicas
convencionais, ndo apresenta efeitos adversos prolongados quando utilizada
adequadamente [51].

Ha pouco tempo, todas essas vantagens eram comprometidas pela
baixa penetracdo da luz nos tecidos corporais e assim era considerado efetivo
apenas para canceres superficiais localizados na pele ou no tecido subcutaneo
[100]. Apesar da penetracéo limitada da luz ndo poder ser descartada, o uso
recente de cateteres e fibras Opticas permitiu a distribuicdo da luz no espaco
tridimensional culminando com irradiacbes mais bem disseminadas e em
massas tumorais maiores [101].

Com a entrega de luz para 6rgdos ocos utilizando um endoscoépico, a
TFD tem sido bem sucedida no tratamento de cénceres tais como os de
esbfago e pulméo. Os seus efeitos superficiais podem ainda ser explorados no
tratamento de grandes areas como a pleura e o peritbnio onde as doses de
radiagcdo curativas convencionais ndo sdo toleradas pelo tecido normal
adjacente. Além disso, a TFD é a terapia adjuvante ideal quando a ressec¢ao
cirdrgica de tumores solidos pode deixar para trds doenca residual
microscopica [95]. Por fim, como ja mencionado anteriormente, uma vez que 0s
FS séo fluorescentes, eles podem ser utilizados para deteccédo de tumores via
diagnostico fotodindmico. A hipericina, por exemplo, vem sendo efetivamente
utilizada em cistoscopia fluorescente de cancer de bexiga [102].

Em geral, a TFD tem o potencial de ser uma terapia adjuvante ou uma

terapia primaria a depender de indicacdes especificas. Ensaios clinicos bem
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concebidos que envolvam FS seletivamente localizados e fontes luminosas
adequadas contribuem para a utilizagdo rotineira da TFD no tratamento de
cancer e outras doencas. Pesquisadores vém investigando a capacidade de
melhorar a especificidade dos FS aos diversos tumores assim como as
suas propriedades fotofisicas e fotoquimicas em meio aquoso, conjugando-0s
a anticorpos associados a tumores ou a nanocarreadores [46]. Aliado a isso, a
descoberta de novos farmacos FS também tem sido alvo dos principais centros

de pesquisa, como os compostos oriundos de plantas e extratos vegetais.

2.4. Importancia das plantas na medicina

A utilizacdo de plantas com finalidades medicamentosas é milenar.
Desde a antiguidade as plantas vém sendo utilizadas pela humanidade com
propdsitos terapéuticos, sendo que suas propriedades toxicas ou curativas
foram descobertas pelo homem principalmente enquanto este buscava por
alimento. Drogas de origem vegetal apresentam alto valor agregado e
demonstram um grande potencial no que concerne ao desenvolvimento de
novos medicamentos, uma vez que a diversidade quimica associada a
diversidade biologica encontrada em ecossistemas terrestres e aquéaticos € um
importante aspecto a ser considerado em processos e diretrizes de
desenvolvimento de novos biofarmacos [103]. As plantas produzem uma gama
de substancias quimicas responsaveis pela execucdo de todas as suas
funcdes desde a comunicacao a defesa. Exemplos dessas substancias sao os
terpenos que servem para envenenar o solo para inibir concorrentes, e
alcaloides que os tornam desagradaveis a insetos e predadores [104]. Isso as
torna importante fonte de inimeros compostos com utilidade ndo somente na
agricultura como também em aplicacdes médicas.

Mesmo que a obtencdo de alguns compostos a partir de plantas
apresente potencial terapéutico limitado, estes podem ainda ser utilizados
como matéria-prima inicial para a obtencdo de produtos semi-sintéticos com
atividade farmacoldgica mais pronunciada. Como exemplos, podem ser citados
o desenvolvimento do atracurio, um relaxante muscular, a partir dos alcaloides
do curare obtidos de Chondrodendron tometosum, dos anestésicos locais
desenvolvidos a partir da cocaina, Erytoxylum coca [105] e do potente
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antimalarico artesunato de sodio, produzido por semi-sintese a partir da

artemisinina, isolado da Artemisia annua [106].

Assim, 0 extenso repertorio de sistemas tradicionais de conhecimento
medicinal de varias partes do mundo vem sendo investigado por suas
propriedades curativas, inclusive para a terapia anticancerigena. Segundo a
Sociedade Americana do Céancer, em meédia, 559.312 pessoas morrem da
doenca a cada ano [107], apesar dos esforgcos para encontrar métodos de
controle e cura. As estatisticas divulgadas pela OMS em 2007 e GLOBOCAN
indicam que ha& uma alta probabilidade dos paises em desenvolvimento se
aproximarem dessas mesmas taxas de incidéncia do cancer, por causa de
mudancas no estilo de vida, do aumento da idade média da populagéo, do uso
do tabaco, entre outros [OMS, 108]. Portanto, em um cenario onde a medicina
convencional ainda ndo conseguiu desenvolver técnicas que possam reduzir a
incidéncia de morte por cancer, a medicina complementar e alternativa se torna
uma opc¢do [109-111]. Sistemas medicinais como o Unani, a Ayurveda e o
sistema chinés de medicina que tiveram origem na Grécia, India e China,
respectivamente, tém identificado mais de 700 extratos de plantas, assim como
preparacdes farmacéuticas diversas para tratamento ou prevencdo de varias

doencas, incluindo o cancer [OMS, 112].

Varios desses produtos que ocorrem naturalmente em plantas tém
mostrado propriedades quimiopreventivas contra carcinogénese utilizando
modelos in vitro e animais. Os mecanismos para os efeitos quimiopreventivos
de preparacgfes a base de plantas ndo estdo completamente esclarecidos, mas
a inibicdo da ativacdo de enzimas e outros sistemas enzimaticos, os efeitos
protetores de xenobidticos toxicos, a regulacdo benéfica de ciclos celulares e
vias de sinalizacdo celular tém sido sugeridos [113]. Os exemplos classicos
desses compostos anticancerigenos sao os alcaloides vimblastina e vincristina,
isolados de Cataranthus roseus (Apocynaceae) [114] e, mais recentemente, 0
taxol. Estes compostos alcancam precos elevados no mercado mundial
evidenciando o potencial econdmico que uma espécie medicinal pode ter. A
descoberta dos taxanos (extraido da casca do Taxus brevifolia Taxaceae, T.
canadensis, T. baccata) [115] e as camptotecinas (derivado da casca da

madeira da Camptotheca acuminata Nyssacea) [116] na década de 90
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representou um marco na pesquisa sobre o cancer por causa de sua eficacia
significativa contra tumor sélido. O paclitaxel é aprovado em muitos paises para
o tratamento de carcinoma da mama e do ovario e tem importante atividade
contra cancer de células pulmonares ndo pequenas [117]. Irinotecano e
topotecano sdo semi-sintéticos da camptotecina, aprovados respectivamente
para o tratamento de cancer colo-retal avancado e como quimioterapia de
segunda linha em carcinoma de ovario [118]. Outros estudos revelam novos
principios ativos vegetais com atividade antiproliferativa como, por exemplo,
substancias isoladas da Cephalotaxus harringtonia e de espécies da familia
Apocynaceae que tém apresentado eficidcia contra leucemias e cancer de
mama, respectivamente [119, 120]. Estas formula¢des trabalham em multiplas
vias bioquimicas e sao capazes de influenciar simultaneamente varios érgaos.
Mais importante, por ndo serem sintéticas, a probabilidade de provocar efeito
adverso € pequena [121].

A medida que esses principios ativos sdo identificados, s&o isolados e
refinados de modo a eliminar agentes toxicos e contaminacdes, e as
doses terapéutica e toxica sdo bem estabelecidas, de modo a determinar de
forma precisa a faixa terapéutica e as interagdes desse farmaco com outros.
No entanto, o isolamento e refino de principios ativos também néo sao isentos
de riscos. Primeiro porque pretende substituir o conhecimento popular
tradicional e livre, testado ha milénios, por resultados provindos de algumas
pesquisas analitico-cientificas que muitas vezes sdo antagbnicas. Segundo,
porque a simples ideia de extrair principios ativos despreza os muitos outros
elementos existentes na planta que, em estado natural, mantém suas exatas
proporcdes. Isso poderia introduzir novos efeitos colaterais ou adversos
inesperados, devidos a auséncia de sinergismo ou antagonismo parcial entre
mais de um principio ativo que apenas seriam encontrados na planta [122]. Por
exemplo, o fitoterapico Ginkgo biloba tem cerca de 20 substancias ativas que
respondem juntas pelo efeito terapéutico, sem a totalidade simultanea das
quais, 0 mesmo efeito ndo se alcanca na plenitude [123]. Alguns fitoterapicos
sao liberados pela ANVISA para uso rotineiro como agentes terapéuticos para
as mais diversas enfermidades e ja s&o ofertados pelo Sistema Unico de
Saude (SUS) (Anexo 1). Ha a perspectiva de que fitoterapicos sejam liberados

pela ANVISA para uso em terapias contra o cancer.
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2.4.1. Extratos naturais na TFD

O primeiro componente originario de plantas com atividade fotodinamica
descrito foi a clorofila e seus derivados - os feoforbideos, que estdo presentes
nas folhas verdes, e as filoeritrinas, que se formam no tubo digestivo dos
herbivoros [citado por 124]. Outros FS de plantas conhecidos incluem os
derivados de antraquinonas vermelhas, a hipericina e a pseudo-hipericina, que
sao encontrados nas glandulas de folhas, flores e caules do género Hypericum
perforaturn (Guttiferae) e muitas outras espécies do mesmo género [125]. Entre
0s metabdlitos secundarios de plantas, as antraquinonas tém sido
extensivamente estudadas no que diz respeito as suas caracteristicas de
absorcdo de UVlvisivel e as suas propriedades nas reacbes de
fotossensibilizacdo fotodinamica [126, 127]. Heterophyllaea pustulata Gancho f.
(Rubiaceae), uma planta nativa da regido montanhosa do noroeste da
Argentina e da Bolivia, € uma espécie vegetal fototoxica popularmente
conhecida como "cegadera" [128], que tem sido objeto de varios estudos. Dela,
ja foram identificados nove derivados antraquindnicos [129] com propriedades
fotossensibilizantes pela geracdo '02 [129, 130]. Mais compostos com
propriedades fotossensiveis ja descritos incluem taninos, glicosideos, rutina,
hiperina, ocatecol peflavite, flavonoides, xantonas, acidos carboxilicos
fendlicos, 6leos essenciais, carotenoides, alcanos, derivados de floroglucinol,
fitosterdis, &cidos antranilicos, porfirinas (precursores e produtos de
degradacéao de clorofila), entre outros.

A maioria dos FS, inclusive aqueles que estdo sendo investigados em
ensaios clinicos, compartilha uma estrutura ciclica tetrapirrdlica comum [131].
Em adicdo aos compostos tetrapirrolicos ciclicos que sdo abundantes na
natureza devido a presenca da clorofila, outros cromdéforos que ocorrem
naturalmente, tais como derivados de quinonas, cumarinas, poliacetilenos e
tiofenos também considerados FS ativos [132]. A razdo para a presenca de FS
em plantas ndo é totalmente compreendida. O seu significado ou funcdo na
planta podem estar relacionados com mecanismos de defesa contra as pragas
e insetos [133].

Alguns desses FS constituintes das plantas tém sido investigados

clinicamente para a TFD anticAncer. Uma analise do numero de agentes
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quimioterapicos e as suas fontes indica que mais de 60% dos FS
quimioterapicos aprovados sdo derivados de compostos naturais [134]. A
hipericina, que foi isolada pela primeira vez a partir das flores do género
Hypericum, vem sendo investigada como um potente FS para o tratamento de
cancer da nasofaringe e da bexiga via TFD [135]. Um estudo realizado por
Ong, Ling [136], avaliou 155 extratos brutos de plantas terrestres da Malasia
guanto ao seu potencial fotodindmico em ensaios celulares in vitro e encontrou
30 apresentando potencial fotoatividade e 21 apresentando citotoxicidade
apenas apos irradiacdo com de luz de comprimento de onda especifico e
minima citotoxicidade na auséncia de luz — uma importante caracteristica para
serem considerados FS propicios para TFD. Outro exemplo € a planta Hedyotis
corymbosa (Rubiaceae) amplamente utilizada na medicina tradicional chinesa
para o tratamento de doencas de pele, hepatite e cancer. Ja foi relatado que
extratos de H. corymbosa apresentaram fototoxicidade significativa em células
M21 (linhagem celular humana de cancer de pele) em uma série de testes.
Esse estudo demonstrou que os extratos de H. corymbosa associados a uma
dose pequena luz causa morte por apoptose na linhagem celular M21 [137].
Nesse contexto, a Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot (Figura 3) é
uma planta da familia Bignoniaceae que compreende 78 géneros e 832
espécies [138] que estdo distribuidos na América tropical e Africa [139, 140].
No Brasil, € conhecida também como crajiru, carajuru, capiranga, cipo-cruz,
grajird, crajurd, guarajurupiranga, pariri, piranga, calajouru, karajura, krawiru,
sendo comum na Amazodnia [141]. As folhas da espécie s&o utilizadas
popularmente na forma de chas para o tratamento de cdlicas intestinais,
diarreias, anemias, inflamacdes uterinas, hemorragias, leucemia, ictericia,
albumindria, impingens, micoses e lavagem de ferimentos na pele [142]. Além
disso, a propriedade antitumoral do Arrabidaea chica vem sendo investigada.
Recentemente foi demonstrado in vitro que o extrato etandlico do Arrabidaea
chica possui efeito toxico em células cancerosas das linhagens Jurkat e HL60
[143]. J& em um estudo in vivo (Ribeiro, Melo M [144] foi demonstrado que
extratos aquosos e etandlicos de espécies do género Arrabidaea reduziu o
crescimento do tumor soélido de Erlich em camundongos Swiss. A presenca
destes compostos com acdes farmacoldgicas diversas (antiinflamatorias,

antioxidantes, antibacterianas, antiparasitarias, antifUngicas, cosmeéticas e
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antineoplasicas) na composicdo do Arrabidaea chica promoveu o
desenvolvimento de trabalhos com o intuito de isolar e estudar esses
compostos. Algumas classes de metabdlitos secundéarios oriundos do
Arrabidaea chica j& foram detectadas: antocianidinas, antocianinas,
antraquinonas, catequinas, acidos organicos, acucares redutores, esterdides,
xantonas, taninos, flavonoides e flavanonas [145]. Na composi¢do quimica dos
flavonoides sdo encontrados dois pigmentos de estrutura quindnica,
denominados carajurina e carajurona [146]. Porém, até o presente momento,
nao foi relatado o uso de extratos de espécies do género Arrabidaea como FS
para TFD.

Figura 3: Folhas e hastes da planta Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot.
Fonte: Fotografia gentilmente cedida pelo Dr. Igor Degterev

Grande parte das moléculas com propriedades FS oriundas de extratos
de origem vegetal é insolivel em meio aquoso e, portanto ndo viaveis em
meios bioldgicos. A utilizacdo do extrato vegetal de Arrabidaea chica sob a
forma de nano e/ou macroestruturas pode torna-las compativel com meios
aquosos e |hes conferir propriedades farmacocinéticas importantes,
melhorando sua aplicacdo terapéutica. Diante do exposto, o objetivo deste
trabalho foi testar a atividade fotodindmica de uma nanoemulsdo polimérica de
extratos de crajiru (Arrabidaea chica), e verificar in vitro a sua atividade
anticancerigena contra uma linhagem celular de adenocarcinoma mamario

murino.
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3. JUSTIFICATIVA

Como mencionado anteriormente, alguns dos agentes utilizados na
terapia contra o cancer tem baixa especificidade para as células cancerosas
nao diferenciando as células normais das células tumorais, 0 que acarreta em
intensa toxicidade sistémica e efeitos adversos para o organismo. Visto que a
TFD baseia-se na destruicdo localizada do tecido vivo anormal, esses efeitos
adversos deixam de ser um agravante. Porém, muitos farmacos utilizados em
TFD sdo solaveis apenas em solventes organicos, possuem baixa
disponibilidade nos tecidos-alvo, degradacdo prematura apO0s administracdo
tornando-os fracamente biocompativeis. Assim, 0 uso da nanotecnologia, em
especial de sistemas nanocarreadores de farmacos, além de os tornarem
biocompativeis, ainda apresentam como uma de suas caracteristicas o0
direcionamento de farmacos ao alvo de acao, e por isso seu uso tem crescido
largamente. Uma vez que a busca por farmacos anticancerigenos efetivos &
um campo de pesquisa muito ativo e sendo o reino vegetal uma rica fonte de
substancias quimicas com efeitos tumorais e citotdéxicos [147], novos farmacos
oriundos de plantas representam uma fonte alternativa para agentes
antitumorais e que frequentemente aparentam ser mais efetivos e/ou menos
toxicos [148]. Com isso, a hanoestruturacao de extratos medicinais com efeitos
fotodindmicos é uma alternativa para o tratamento de cancer via TFD, entre
eles o cancer de mama. Além disso, a continuidade e diversificacdo de
iniciativas e investimentos na bioprospeccdo dos ativos da biodiversidade
vegetal brasileira constituem um instrumento indispensavel para que haja
utilizacdo sustentavel dos diferentes ecossistemas encontrados no territério
nacional, permitindo a renovacdo dos recursos naturais para as proximas
geracdes [149], além de permitir o avanco cientifico do pais, diminuindo a
dependéncia externa na producdo de farmacos. Vale ressaltar que o uso de
extratos vegetais como fitoterapico além de ser de fabricagdo simples, a um
menor custo, ainda garante que haja sinergismo ou antagonismo parcial entre
mais de um principio ativo encontrado na planta que sao os responsaveis pelos
efeitos terapéuticos benéficos da formulacdo. Dessa forma, a utilizacdo de

novos farmacos oriundos de plantas da flora brasileira com potencial
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fotodinamico e otimizados por meio da nanotecnologia é uma alternativa para o
tratamento de cancer. Além disso, essa iniciativa € de fundamental importancia
para o desenvolvimento da ciéncia, tecnologia e inovacdo do pais aliando

salde a sustentabilidade e ao desenvolvimento socioecondmico nacional.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivos Gerais

Identificar e avaliar as possiveis propriedades fotoquimicas e fotofisicas
do extrato de partes aéreas de crajiru (Arrabidaea chica) livre e incorporado em
nanoemulsdo e testar os efeitos da nanoemulsdo na terapia fotodinamica

contra células de adenoadenocarcinoma mamario murino (4T1) in vitro.

4.2. Objetivos especificos

- Avaliar as propriedades fotoquimicas e fotofisicas do extrato cloroférmico de

partes aéreas de crajiru livre quanto ao seu potencial fotodinamico;

- Avaliar as propriedades fotoquimicas e fotofisicas do extrato de partes aéreas
de crajiru incorporado em nanoemulsdo polimérica quanto ao seu potencial

fotodinamico:;

- Verificar a estabilidade das nanoemulsdes poliméricas de extrato de partes

aéreas de crajiru sob diferentes condicdes;

- Caracterizar a morfometria de nanoemulsées poliméricas do extrato de

partes aéreas de crajiru;

- Avaliar a citotoxicidade da nanoemulsdo polimérica de extrato de partes
aéreas de crajiru na auséncia de irradiacdo com laser em linhagens celulares
cancerosas de adenocarcinoma mamario murino (4T1) e em linhagens

celulares normais de fibroblasto murino (NIH3T3);

- Avaliar a citoxicidade da nanoemulséo polimérica de extrato de partes aéreas

de crajiru apos irradiacdo com laser em linhagens celulares cancerosas de
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adenocarcinoma mamario murino (4T1) e de fibroblasto murino (NIH3T3) por
meio da TFD;

- Qualificar e quantificar o tipo de morte celular induzida pelo tratamento com a
TFD.
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5. MATERIAL E METODOS

Em um estudo piloto, as propriedades fotodindmicas de diferentes
extratos de partes aéreas de plantas oriundas da Amazonia foram analisadas
com o objetivo de encontrar novos compostos FS para uso em TFD.

Para a determinacdo da atividade fotodinamica, 15 extratos foram
submetidos a analises de absorbancia e fluorescéncia no espectrofotémetro.
Aqueles que apresentaram espectros no intervalo da janela optica (600 a 800
nm) foram processados para o teste de decaimento do benzofurano, que
detecta a producdo de ERO pela amostra. Dos 15 extratos, 5 apresentaram
espectros desejados e apenas 3 a capacidade de produzir ERO. Por fim, o
extrato de partes aéreas de Arrabidaea chica, vulgarmente conhecida como
crajiru apresentou grande poder de producdo de ERO e os maiores picos de
absorbancia e fluorescéncia (670 nm e 690 nm, respectivamente) no intervalo
da janela Optica de absorcdo. Vale ressaltar que foram testadas trés
extracdes diferentes de partes aéreas de crajiru. extracdo cloroférmica,
metandlica e aquosa, e a cloroformica apresentou os melhores indices de
absorbancia, fluorescéncia e a Unica com boa capacidade de producéo de
ERO in vitro.

Uma vez que o extrato cloroférmico tem caracteristica hidrofébica, néo
foi possivel avaliar a sua toxicidade em meios biolégicos e para contornar
esse obstaculo, o extrato foi incorporado em nanoemulsdo polimérica. Com
esses dados, estudos in vitro utilizando linhagens celulares de
adenocarcinoma mamario murino (4T1) e fibroblasto murino (NIH3T3) foram
conduzidos com objetivo de determinar caracteristicas citotoxicas e
fotodinamicas do extrato de partes aéreas de crajiru. Todas as etapas, desde
a obtencdo do extrato de crajiru, passando pela preparacdo das

nanoemulsdes poliméricas e testes in vitro serdo detalhados a seguir.

5.1. Obtencao do material vegetal

O material vegetal foi obtido por pesquisadores da Universidade Federal

do Acre (UFAC) os quais colaboram dentro do projeto INCT em
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Nanobiotecnologia e para a coleta foi obtido registro de protocolo n° 2070/09-
83 no IBAMA Rio Branco Acre de 20 de maio de 2009 o registro da solicitagéo
de autorizagdo para acesso ao patrimoénio genético, a qual recebeu o protocolo
namero 010156/2012-7.

A planta (Arrabidaea chica) foi coletada em janeiro de 2011 pelo pratico
em taxonomia botanica Edilson Consuelo de Oliveira na Reserva Florestal
Humaita, coordenadas: 9°45'18"S 67°36'50"W, localizada a 33 km de Rio
Branco, no municipio de Porto Acre, Estado do Acre. A exsicata esta
armazenada junto a colecdo botanica do laboratorio de botanica e ecologia
vegetal - LABEV - identificada pelo nome de ECO 322. O laboratério LABEV é
um apéndice do Herbario do Parque Zoobotanico das Ciéncias Fisioldgicas da
UFAC no qual o Prof. Dr. Marcos Silveira é o Curador.

As amostras foram processadas na Unidade de Tecnologia de Alimentos
(UTAL) da UFAC seguindo a metodologia descrita por Graebner, Mostardeiro
[150]. A partir de 4.650 g da planta verde (partes aéreas incluindo folhas e
haste), as amostras foram secas em estufa a 50 °C obtendo-se 2.300 g de
material vegetal seco. Destas, 800 gramas foram triturados e postos em
infusdo em Etanol 98°GL. O material foi filtrado e o liquido extraido foi
evaporado em rotaevaporador com pressdao reduzida, retendo o extrato
etandlico bruto no baldo de evaporacédo. O etanol recuperado na evaporacao
foi reaproveitado para nova extracao, repetindo-se a extracao etandlica até nao
mais observar coloragdo no liquido de extragcédo, obtendo-se assim o extrato
etandlico bruto, pesando 68 g e denominado extrato etanolico seco. Com estes
68 g foi realizada a extracdo com cloroférmio PA obtendo-se 1,80 g de produto

final, denominado de extrato cloroformico de crajiru (ECr).

5.2. Preparo das nanoemulsdes

Nanoemulsdes poliméricas de PVM/MA foram produzidas com o ECr
dissolvido em Gleos vegetais pelo processo de emulsificagdo espontanea. Esse
procedimento foi realizado pelo Doutor Luis Alexandre Muehlmann da empresa
Nanodynamics (incubada no CDT — UnB). Para o preparo da composicao,

foram dissolvidos 275 mg do extrato de crajiru, 350 mg de Cremophor® ELP,
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325 mg de 6leo de Pataua e 250 mg do PVM/MA em 30 mL de acetona, sob
aquecimento (40 °C) por 30 min. Em seguida, o volume foi completado com
acetona para 30 mL (procedimento necessario devido a perda de acetona por
evaporacao). Sob agitacdo branda, foram adicionados 60 mL de etanol e
depois 60 mL de agua. Os solventes foram rotaevaporados sob presséo
reduzida (100 mbar) e a 45 °C. Por fim, ap0s a destilacdo, completou-se o
volume da suspensdao com agua até atingir 50 mL. As nanoestruturas foram
ressuspendidas em solucao salina tamponada por fosfato de sédio (PBS, pH
7,4) para torna-las biocompativeis e refrigeradas a 7 °C. Vale ressaltar que o
procedimento descrito acima foi utilizado para produzir duas nanoemulsoes, a
nanoemulsdo polimérica do extrato de crajiru, denominada NanoECr e uma
nanoemulsdo polimérica branca denominada NanoBr. Esta Ultima seguiu o0s
mesmos passos descritos, porém sem adicao do extrato de crajiru. A NanoECr
foi estocada a uma concentracdo de 2,7 mg/mL (ou 2700 pg/mL) de ECr. A
NanoBr foi diluida de forma equivalente a NanoECt.

5.3. Caracterizacdo nanoscopica das nanoemulsdes

Para as caracterizagbes por Espalhamento Dinamico de Luz,
Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) e Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV), as amostras foram diluidas 10x tanto em agua nanopura

(Milli-Q) quanto em PBS (concentracéo final de NanoECr de 270 pg/mL).

5.3.1 Didmetro hidrodinamico e Potencial Zeta

As medidas de distribuicdo de didmetro das nanoemulsdes poliméricas
(NanoBr e NanoECr) e a carga de superficie existente entre a superficie das
particulas e o dispersante (Potencial Zeta) foram determinadas utilizando o
ZetaSizer Nano-ZS90/Malvern, pela avaliacdo das particulas suspensas em
agua Milli-Q e PBS por Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e pela

mobilidade eletroforética das particulas quando aplicada um campo elétrico
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(NanoSight Malvern, Worcestershire WR14 1XZ, Reino Unido). Foram
realizadas trés medidas de cada amostra nos dois parametros analisados, com
angulo de 45°, a temperatura de 25 °C.

5.3.2. Microscopia Eletronica de Transmissédo (MET) e Varredura (MEV)

Todos o0s reagentes de microscopia eletrbnica foram adquiridos da
Electron Microscopy Sciences (Hatfield, PA, EUA).

Para Microscopia Eletrénica de Transmissdo, 5uL das suspensdes de
NanoECr e NanoBr diluidas em agua destilada foram depositadas em telas de
cobre cobertas com pelicula de Formvar®a 0,6 %, fixadas em vapor de OsO,
2% por 20 minutos protegidas da luz e em seguida secas, overnight, em

temperatura ambiente dentro de uma placa de Petri.

Para Microscopia Eletrénica de Varredura, 30uL das suspensdes de
NanoECr e NanoBr diluidas em agua foram depositadas em stub de ferro de
superficie lisa e polida e fixadas overnight em vapor de OsO, 2%. Apos
secagem completa da gota, o stub foi metalizado com ouro em um Sputter
Coater (Balzers SCD 50, EUA). A analise dos stubs contendo as nanoemulsdes

foi realizada antes e ap0s a metalizagdo com ouro.

As nanoemulsdes poliméricas foram analisadas ao microscopio
eletrénico de transmissao (Jeol 1011) e ao microscoépio eletrénico de varredura
(Jeol, JSM 7001F), e apenas as NanoEcr foram medidas utilizando um
programa de morfometria (Image Pro-Plus 5.1, Media Cybernetics, Bethesda,
MD, EUA).

5.3.3. Testes de estabilidade das nanoemulsdes

As nanoemulsfes poliméricas, NanoBr e NanoECr foram submetidas a
alguns testes de estabilidade, sempre protegidas da luz, para avaliagdo dos
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parametros farmacotécnicos ap0s passagem por diferentes tipos de estresse,

sendo eles:

1- Temperatura: as amostras foram submetidas a temperatura
ambiente, 37 °C, 7 °C (geladeira) e congeladas a -20 °C por 24h;

2- Ciclos de resfriamento e aquecimento: foram realizados 8 ciclos
de resfriamento (0 °C) e aquecimento (a temperatura ambiente) das
nanoemulsdes poliméricas;

3- Centrifugacdo: as aliqguotas de nanoemulsdes poliméricas foram
centrifugadas a 3070 g e a 24100 g por 5min

4- Tempo: a cada 30 dias, durante 8 meses, apenas as nanoemulsdes
poliméricas que se mantiveram estaveis apds as condi¢cdes acima

descritas foram analisadas.

A integridade/estabilidade das nanoemulsdes poliméricas foi avaliada
quanto ao diametro hidrodindmico e carga de superficie pela analise de
espalhamento dinamico da luz e quanto a ultraestrutura utilizando microscopia

eletrbnica de transmissao.

5.4. Caracterizacao fotoquimica e fotofisica do ECr, NanoECr e NanoBr

Para este experimento, o ECr foi diluido em etanol absoluto e as
nanoemulsées novamente diluidas 10x em agua Milli-Q e PBS a uma

concentracéo final de 270 pg/mL.

5.4.1. Espectros de Absorbancia e Fluorescéncia

Os espectros de absorbancia e fluorescéncia das amostras de Ecr,
NanoECr e NanoBr foram obtidos em leitora de placa SpectraMax M2
(Molecular Devices, EUA), segundo metodologia adaptada de Nunes, Sguilla

[151]. As leituras de espectros foram realizadas em cubetas de quartzo com um
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volume final de 700 pL nas concentragdes ja especificadas de cada amostra. O
equipamento foi configurado para realizar a leitura dos espectros entre 380 e

700 nm, com um intervalo de 5 nm entre um ponto e outro.

5.4.2 Capacidade de Geracéo de Oxigénio Singlete - *0, pelo método de
decaimento de Benzofurano

O protocolo para deteccdo do '0, foi realizado pela técnica de
degradacdo '0,-dependente do benzofurano segundo metodologia adaptada
de He, Wu [152]. O benzofurano € um reagente que tem um pico de absor¢ao
em 410 nm; na medida em que ha geracdo de '0,, esta absorcdo (410 nm)

decai em relacao diretamente proporcional a geracao desta espécie reativa.

A capacidade de geracdo de '0, das dispersdes foi medida pela
irradiacdo da cubeta com laser vermelho (660 nm), em diferentes doses de
energia (7,5 J/cm? a 60 J/cm?, por 10 segundos cada), apds a adicdo de 5 pL
de solugéo (1,5 mg/mL, em alcool) de benzofurano (Sigma-Aldrich, EUA) em
700 pyL de ECr, NanoECr ou NanoBr. Antes e ap0s o procedimento de
irradiacdo, a absorbancia em 410 nm foi avaliada em leitora de placas
Spectramax M2 para detectar a possivel geracdo de espécies reativas. A
geracéo de '0, foi expressa como porcentagem de decaimento da absorbancia
do benzofurano em relagéao ao valor de absorbéncia da suspenséo (extrato livre
ou nanoemulsao polimérica + solucdo de benzofurano) antes das irradiacoes.
O controle utilizado consistiu na irradiacdo apenas da suspensao de extrato

livre ou da nanoemulséo polimérica sem benzofurano
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5.5. Citotoxicidade da NanoECr e da NanoBr na auséncia de irradiacao
contra linhagem tumoral (4T1) e normal (NIH 3T3)

5.5.1. Linhagens Celulares

As linhagens celulares NIH 3T3 de fibroblasto murino (ATCC - CRL-
1658™) e 4T1 de adenocarcinoma mamario murino (ATCC - CRL-2539™)
foram adquiridas do Banco de células da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (http//www.nce.ufrj.br/bcrj). Para o presente trabalho foram utilizadas
linhagens celulares ja estocadas em Nitrogénio liquido, pertencentes ao
estoque de células do Laboratorio de Nanobiotecnologia do Departamento de
Genética e Morfologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de
Brasilia (GEM-IB-UnB).

5.5.2. Meio de Cultivo

Foi utilizado o meio Dulbecco Modificado (DMEM ou Dulbecco’s Modified
Eagles Medium, HyClone, Logan, Utah, EUA), tamponado com bicarbonato de
sédio, pH 7,2, estéril, acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino (SFB - Gibco,
EUA) e 100 Ul/mL de Penicilina e 100 pg/mL de Estreptomicina (Gibco, EUA).

5.5.3. Manutencéo das células em cultivo

Aliquotas de células em concentracdo de 2 x 10° células/mL foram
retiradas de estoque de nitrogénio liquido e descongeladas a 37 °C. ApOs o
descongelamento, 500 pL das aliquotas de células foram adicionados a 3 mL
de meio de cultivo e submetidos a centrifugacdo a 750 g por 3 min. O pellet foi
ressuspendido em 1 mL de meio de cultivo, transferido para frascos de cultivo
(garrafa de 25 cm?) de células com mais 4 mL de meio de cultivo e mantidas
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em estufa a 37°C, em atmosfera contendo 5% de CO, em ar e umidade

saturada.

O estabelecimento de subcultivos foi realizado pela remog¢ao de uma
monocamada de células confluentes em frasco de 25 cm? de cultivo inicial e
transferéncia de menor densidade celular para um novo frasco a cada 48h
(tempo necessario para que a confluéncia atingisse 80%). Para isso, o meio de
cultivo foi substituido por 3 mL de Tripsina 0,25% e a garrafa foi incubada por 3
min na estufa para que as células se desprendessem do fundo. Em seguida, 3
mL de meio foram adicionados a garrafa para neutralizar o efeito da tripsina. A
solucéo foi colocada para centrifugar a 750 g por 2 min. O sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspendidas em meio de cultivo e diluidas
em solugéo de azul de tripan a 0,4% para contagem em camara de Neubauer
(Figura 4). Para o calculo do numero de células/mL foi utilizada a seguinte
férmula [153]:

n° de células/mL = n° total de células contadas x fator de diluicdo x 10*
n° de quadrantes contados

(i

T
[

St
) |

o Quadrantes contados

Figura 4: Desenho esquematico mostrando o nimero de quadrantes contados para a
determinacdo do célculo do numero total de células. O fator de dilui¢cdo utilizado foi de
5 (10 pL da suspensao de células para 40 uL da solucéo de azul de tripan).

Todas as linhagens celulares utilizadas neste estudo foram empregadas
respeitando o limite maximo de dez passagens para a formacéo de subcultivos.
Apés este limite, as células eram descartadas. Para a realizagdo dos
experimentos, ap0s a contagem celular, as linhagens eram transferidas para

microplacas de cultivo de acordo com o experimento a ser realizado.
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5.5.4. Citotoxicidade na auséncia de irradiacao

Para a realizacdo deste experimento, 5x10° células das 2 linhagens (4T1
e NIH 3T3) foram semeadas em diferentes poc¢os de placas de 96 pogos. Apds
24h, as células foram expostas a diferentes concentracées de NanoBr e de

NanoECr (Tabela 2) por mais 24h e incubadas em estufa a 37 °C.

Tabela 2: Diferentes concentracbes de NanoBr e NanoECr utilizadas para
testes de citotoxidade na auséncia de irradiacdo em linhagens celulares 4T1 e
NIH3T3.

Concentragao Meio de PBS (UL) Suspensao de Volume

final de ECr cultivo nanoemulsées Total (uUL)
(Mg/mL) (ML) (ML)

0 (Controle) 100 50 0 150
8,9 100 49,5 0,5 150
17 100 49 1 150
31 100 48 2 150
54 100 47 3 150
71 100 46 4 150
90 100 45 5 150
180 100 40 10 150
270 100 35 15 150
360 100 30 20 150
450 100 25 25 150
540 100 20 30 150
630 100 15 35 150
720 100 10 40 150
810 100 5 45 150
900 100 0 50 150
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5.5.5. Viabilidade Celular por meio do ensaio de MTT

Este ensaio de citotoxicidade é um teste colorimétrico que quantifica a
reducdo do reagente MTT (brometo de 3(4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-
tetrazélio - Invitrogen, EUA) em um composto conhecido como formazan pela
acdo de desidrogenases mitocondriais. A presenca de desidrogenases
mitocondriais ativas € um indicativo de viabilidade celular. Os cristais do
corante roxo formazan formados pela reducdo do MTT foram quantificados por

espectrofotometria.

Decorrido o tempo do tratamento das células em cultivo, o meio foi
substituido por uma solugdo de MTT (5 mg/mL) a 10% em DMEM e a placa foi
coberta com papel aluminio e incubada em estufa a 37°C. Ap6s 2 h de
incubacéo, esta solucao foi removida e aos pocos foram adicionados 150 pL de
DMSO para a solubilizagcdo dos cristais de formazan. Apés 3 minutos, 0s
cristais de formazan foram dissolvidos e a quantificagdo deste produto foi
realizada em leitora de placa Espectramax M2 em comprimento de onda 600

nm. Foram realizados, para cada experimento, trés repeticdes em triplicatas.

5.6. Ensaio de Interag&do da NanoECr com as linhagens celulares

A partir desse experimento, apenas a NanoECr foi utilizada, j& que a
NanoBr ndo apresentou caracteristicas fotoquimicas e fotofisicas para uso em
TFD. Ademais, uma substancia para ser considerado um bom FS nédo pode ser
citotoxica na auséncia de irradiacdo. Dessa forma, para a TFD, baseado nos
resultados de citotoxicidade no escuro apos 24h de exposicdo determinada
pelo teste de MTT, foi escolhida a maior concentracéo néo toxica da NanoECr
para a linhagem controle (NIH 3T3) e tumoral (4T1) do presente experimento,
que equivale a 54 pg/mL.. Entende-se por interacdo, a associacdo das
nanoemulsdes poliméricas @ membrana plasmatica ou a internalizacdo destas

pelas células.
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5.6.1. Espectrofotdmetro

Para os estudos de interacdo as células NIH3T3 e 4T1 foram semeadas
em placas de cultivo de 24 pocos 24h antes do inicio do experimento em uma
concentracdo de 2x10* células por poco. Para a determinacédo do perfil de
interacdo da NanoECr, o meio de cultivo foi removido e as amostras da
NanoECr (300 pL) na concentragao de 54 pg/mL foram aplicadas aos pocos de
cultivo. Para a avaliacdo da cinética de interacdo, foram preparados 6 grupos
experimentais em triplicata. Os grupos foram preparados para a quantificacéo
da NanoECr por meio da absorbancia em seu maximo de absorcdo (670 nm).
Nos tempos de 0, 5, 15, 30, 60 e 120 min, amostras do sobrenadante (200 puL)
foram coletadas e quantificadas em leitora de placa em placas de 96 pocos. A
porcentagem de interacdo foi calculada tendo como padrédo 100% os valores de

absorbancia da NanoECr.

5.6.2. Microscopia Confocal

As células 4T1 e NIH3T3 foram semeadas na concentracdo de 2x10*
células/poco em 2 placas de 24 pocos contendo laminulas previamente
autoclavadas. Ap6s 24h, as células foram incubadas com a NanoECr na
concentracdo de 54 pg/mL com o melhor tempo de interagdo obtido pela
analise por espectrofotometria (15 min). Decorrido esse tempo, as células
foram lavadas 2x com PBS, incubadas com o fluorocromo Hoechst 33342 (10
pug/mL) para a marcacao do ndcleo, por 15 min, novamente lavadas em PBS,
fixadas em parafolmaldeido 4% e lavadas em PBS para retirada do excesso de
fixador. As laminulas foram montadas em |aminas de vidro e divididas nos
seguintes grupos em duplicata: controle (somente a célula sem marcacao),
controle 1 (célula marcada somente com o Hoechst), tratamento 1 (célula
incubada com a NanoECr) e tratamento 2 (célula incubada com a NanoECr e
marcada com Hoechst). As laminas foram analisadas em Microscépio Confocal

(Leica, TCS SP5, S&do Paulo, Brasil) utilizando comprimentos de onda de
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excitacdo e emissdo do Hoechst em 405 — 458 nm e do ECr em 350 nm e 690

nm, respectivamente.

5.7. Aplicacado da Terapia Fotodinamica em linhagem 4T1 e NIH3T3

5.7.1. Fotossensibilizante

Como ja mencionado, para este experimento foi utilizada a NanoECr na
concentracdo de 54 ug/mL - maior concentracdo nao toxica as duas linhagens

celulares apos exposicao por 24 h no escuro.

5.7.2. Fonte de luz

Foi utilizado um equipamento emissor de laser vermelho (MMoptics, Sao
Carlos, Brasil) com comprimento de onda de emissédo de 670 nm e poténcia
maxima de saida de 50 mW. A dosimetria da energia aplicada para os cultivos
celulares foi realizada tomando por base a area superficial de um poco de uma
placa de cultivo de 96 pocos (~0,35 cm? sendo a variacdo da energia
determinada pelo tempo de exposicdo a irradiacdo. O calculo utilizado para
medir as fluéncias energéticas utilizadas para o tratamento das linhagens

tumorais com a TFD esta representado abaixo:

Dose (Fluéncia): P(W) x t(s) =p. ex. 0,05 (W) x 60(s) = 8,57J/cm?
area do poco 0,35 (cm?)

Onde:

Dose: energia necessaria para excitacdo dos fétons dada por J/cm?.

P - Poténcia: intensidade da fonte de luz a uma determinada distancia, medida
em watts.

t - Tempo: periodo em segundos de exposicdo a fonte de luz necesséria para a

excitacao dos fotons.
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Area: espaco da amostra a ser irradiada pela fonte de luz medida pela area do

fundo da placa.

5.7.3. Terapia Fotodinamica in vitro

Os experimentos in vitro foram planejados com nove grupos para cada
linhagem celular (4T1 e NIH3T3) e estdo representados na Tabela 3. As
linhagens celulares foram semeadas em placas de 96 pocos na densidade de

5x10° células/poco.

Tabela 3: Grupos experimentais utilizados para TFD e respectivos tratamentos.

Grupo experimental  Tratamento

Controle sem incubacg&o com a NanoECr e sem iradiagéo
Controle NanoECr Incubagdo com o extrato sem irradiagéo

Controle irradiacao 10 min de Irradiacdo sem Incubacdo com o extrato
TFD 1,42 Jicm? Irradiacao por 10 segundos

TFD 4,2 J/cm? Irradiacao por 30 segundos

TFD 8,57 Jicm? Irradiacao por 60 segundos

TFD 25,7 Jicm? Irradiacéo por 3 minutos

TFD 42,8 Jicm? Irradiac&o por 5 minutos

TFD 85,7 Jicm? Irradiac&o por 10 minutos

Os grupos experimentais da TFD e controle NanoECr consistiram no
tratamento dos cultivos celulares com a suspensdo de NanoECr na
concentracdo de 54 pug/mL . Apos 15 minutos de incubacédo em estufa a 37 °C,
a suspensao contendo NanoECr foi descartada e uma solucdo de PBS estéril

foi adicionada aos pogos. Os grupos controle e controle irradiacdo foram
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incubados nas mesmas condi¢des, porém com meio de cultivo sem extrato ou
nanoemulsdo que posteriormente foi substituido por PBS. Para que fosse
procedida a aplicacdo do laser, as diferentes doses de energia foram
calculadas segundo a formula do item 5.7.2. Apenas 0s poc¢os dos grupos TFD
e controle irradiacdo foram irradiados como demonstrado na Figura 5. Vale
ressaltar que o controle irradiacéo foi irradiado com a maior dose de energia
utilizada neste experimento. Os grupos foram tratados em quadruplicatas como

demonstra a Figura 5.

O feixe de laser foi dirigido até uma lente de ampliacdo (lupa). A lente
ampliou o diametro do feixe para 2 cm, de modo a ajustar-se perfeitamente
para atingir, de forma homogénea todas as células dos quatro pocos da placa
de 96 pocos (Figura 5).

45cm

25em |:
I - i
_ 4] ______-_> spot 2 cm de
diimetro

Figura 5: TFD aplicada aos grupos em quadruplicata. O laser foi disposto de forma
que o “spot” iluminasse os quatro po¢os ao mesmo tempo (quadrado vermelho a
direita).

Ao término dos experimentos, as solu¢cdes de PBS foram substituidas
por meio de cultivo sem tratamento. Apos 24h da execucdo destes
procedimentos as placas de cultivo das linhagens 4T1 e NIH 3T3 foram
processadas para a avaliacdo da viabilidade celular pelo método de MTT. Uma
vez que os efeitos da TFD sédo agudos devido a curta duracdo de ERO, optou-
se por avaliacao da viabilidade celular apos 24 h em vez de um periodo maior

ou igual a 48 horas o que & tipico para os ensaios de citotoxicidade.

Porém, para a linhagem tumoral de adenocarcinoma mamario (4T1), que
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replica sua populacéo a cada 12 h, o experimento foi repetido e a avaliacdo da
viabilidade celular foi conduzida em diferentes tempos: 6, 12, 24 e 48 h. Os
tempos de 24 e 48 h foram utilizados para avaliar se, apos a terapia aplicada,
as células remanescentes eram capazes de se replicar gerando uma nova
populacdo de células cancerosas. Para isso foram semeadas 4 placas de 96
pocos, cada uma contendo os grupos supracitados e recebendo os mesmos
tratamentos ja descritos. Cada grupo experimental foi trabalhado em
quadruplicata e de cada experimento foram realizados trés ensaios

independentes.

5.8. Caracterizacao do tipo de morte celular por Microscopia Eletronica e

Confocal

Para a realizac&o deste teste, foi utilizada apenas a linhagem celular 4T1
e foram formados 5 grupos em duplicata: controle, controle irradiacdo, controle
NanoECr, TFD 25,7J/cm?® e TFD 85,7J/cm?.

Segundo Comini, NUfiez Montoya [130], para ser considerado fotoativo,
um extrato deve diminuir a viabilidade celular das células tumorais em 50% ou
mais apoés a irradiacdo e deve haver uma diferenca de pelo menos duas vezes
a porcentagem de viabilidade das células apés irradiacdo com luz, em
comparacao com controle escuro. Atenderam a esse critério quatro doses de
energia: 8,57J/cm? 25,7J/cm?, 42,8 J/cm? e 85,7 J/cm?). Criou-se uma hipétese
de que haveria diferencas no tipo de morte celular dose de energia-dependente
e por isso foram escolhidas duas doses de energia com intervalos distantes
(25,7 Jecm? como sendo a intermedidria e a maior energia utilizada no
experimento, 85,7 Jicm®). A concentracdo do extrato usada na TFD foi a
mesma para todas as doses de energia, e esta manteve a diferenca de no
minimo duas vezes na porcentagem de viabilidade celular comparando
citotoxicidade no escuro e TFD nas doses de energia supracitadas.

Foram semeadas 2x10” células/poco da linhagem 4T1 em quatro placas
de 24 pocgos cada uma contendo os 5 grupos supracitados. Cada placa foi
destinada a um dos seguintes testes para analise das vias de morte celular:
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analise por microscopia eletronica de varredura, microscopia eletrdnica de
transmissao e ensaio de laranja de acridina e brometo de etidio apds 24 h, os
grupos controle NanoECr e os grupos da TFD foram incubados com suspenséao
contendo 54 pg/mL de NanoECr por 15 minutos em estufa. Os grupos controle
e controle irradiacdo foram incubados nas mesmas condicbes, porém com
meio de cultivo puro. Apos esse periodo, todos os grupos foram incubados em
PBS e apenas o controle irradiacdo e os grupos TFD foram irradiados de
acordo com protocolo descrito no item 5.7.2. Apos o periodo de irradiacao, o
PBS de todos os pocos foi substituido por meio de cultivo e a placa foi
colocada em estufa por 24 h antes de serem processadas para técnicas de

analise das vias de morte celular.

5.8.1. Microscopia Eletronica de Varredura

As células aderidas as laminulas foram fixadas em Karnovisky (2%
parafolmaldeido, 2% glutaraldeido, 5 mM de CaCl, e 3% sacarose em tampao
cacodilato de sodio 0,1 M) por 1 hora, pos-fixadas em OsO4 (1%) por 30 min no
escuro, desidratados em concentracdes crescentes de acetona (30%, 50%,
70%, 90% e 100%) e secas ao ponto critico. As laminulas foram entédo
montadas em stubs, metalizadas com ouro e analisadas no microscépio
eletrénico de varredura (Jeol, JSM 7001F).

5.8.2. Microscopia Eletronica de Transmisséo

5.8.2.1. Convencional

As células foram tripsinizadas, sendo cada duplicata unida em um
mesmo microtubo de polipropileno e em seguida centrifugada por 2 min a 750
g. O sobrenadante foi retirado e as células foram fixadas em Karnovisky por 1h,
pos-fixadas em OsO4 (1%) e ferricianeto de potassio (0,8%) por mais 1h no

escuro, desidratados em concentracdes crescentes de acetona (30%, 50%,

49



70%, 90% e 100%), infiltrados e incluidos em resina Spurr. Cortes semifinos (3
pum) foram corados com azul de toluidina e observados em microscopio de luz
para localizacdo das células com nudcleo. Os cortes ultrafinos (70 nm) foram
coletados em telinhas de cobre de 200 mesh, colocados para secar overnight
em uma placa de petri e observados em microscopio eletronico de transmisséo
(Jeol 1011, Japéo).

5.8.2.2. Método do 6smio-Imidazol

O o6smio tem afinidade apenas pelas insaturagdes dos &cidos graxos. O
complexo ésmio-imidazol além de penetrar rapidamente nas células e tecidos,
facilita a interacdo da molécula de tetroxido de ésmio com lipideos insaturados,
contrastando fortemente as inclusdes lipidicas. A rapida penetracdo e aumento
do contraste sdo devido ao imidazol, uma molécula semi-aromatica com forte
capacidade de se ligar a metais formando um composto de coordenag&o com o
O0smio. Além disso, o imidazol possui um grupo amino terciario formando uma
base livre que penetra rapidamente nos tecidos e membranas celulares e tem
capacidade de se ligar a acidos graxos saturados presentes principalmente em
fosfolipideos [154]. Com intuito de confirmar o componente lipidico das
nanoemulsdes e a presenca destas no interior das células, estas foram
processadas utilizando a metodologia do ésmio-imidazol. Para isso, as células
foram fixadas em Karnovisky, lavadas em tampao cacodilato e em seguida em
tampdo imidazol. Na poés-fixacdo elas foram incubadas por 30 minutos em
solugéo de OsO4 2% em tampéo imidazol (0,1M; pH 7,5), novamente lavadas
em tampao imidazol e por fim o processamento seguiu 0 padrdo descrito no
item 5.8.2.1.

5.8.3 Ensaio de Laranja de Acridina e Brometo de Etidio

As células foram incubadas com Laranja de Acridina e Brometo de Etidio
(propor¢édo 1:1) na concentragdo de 100 pg/mL por 15 min, no escuro, a
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temperatura ambiente. Em seguida os pocos foram lavados 2x com PBS, as
células fixadas com Parafolmaldeido 4% por 30 min, lavadas novamente com
PBS e as laminulas foram retiradas e montadas em laminas de vidro para
visualizacdo em Microscépio Confocal. Comprimentos de onda de excitacéao e
emissao da acridina quando se liga ao DNA é de 505 nm e 530 nm, quando se
liga a0 RNA é de 405 nm e 580 nm, e do brometo de etidio: 405 nm e 670 nm,
respectivamente. O controle negativo deve apresentar marcagdo do nucleo
celular em verde e do citoplasma levemente alaranjado. Ja as células com
membrana plasmatica rompida devem apresentar marcacéao fluorescente tipica
do brometo de etidio (vermelho) caracterizando morte celular por necrose. As
células com membrana plasmética integra, porém com presenca de corpos
apoptoéticos marcadas com fluorescéncia tipica do laranja de acridina

(alaranjado) caracterizam morte celular por apoptose [155].

A determinacdo da porcentagem de células vivas, em necrose ou
apoptéticas em cada grupo foi determinada por analises semi-quantitativas.
Para isso, 100 a 300 células de cada grupo foram analisadas nas laminas em
microscopia confocal, em triplicata, quanto ao padrdo de morte celular,
contadas e a porcentagem de cada tipo de célula (viva, em necrose ou

apoptotica) foram calculadas.

5.9. Anédlise estatistica

Comparacdes entre os grupos foram tratadas por andlise de variancia
(ANOVA) e pos-teste de Tukey. Os resultados foram considerados
significativos quando P < 0,05. Todas as analises estatisticas foram conduzidas

no programa Graphpad Prism para PC™.
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6. RESULTADOS

6.1. Caracterizagdo das nanoemulsdes

O diametro hidrodindmico médio determinado pelo céalculo do
espalhamento dindmico da luz no Zeta Sizer, o indice de polidispersao (Pdl) e
o0 potencial zeta da NanoECr foram de 370,5 nm, 0,133 e -36,1mV,
respectivamente (Figura 6 A). Para a NanoBr os valores foram de 148,9 nm
com Pdl de 0,059 e potencial zeta de —8,8 mV (Figura 6 B). Esse diametro
hidrodindmico médio e Pdl abaixo de 0,25 revelam que essas nanoemulsdes

sdo monodispersas e com baixa tendéncia de agregac¢do devido a presenca de
carga na superficie.

Diametro 370,5 + 264,31
hidrodinamico

pdi 0,133 £ 0,01

1 B © o o Potencial Zeta -36, 10,15

Intensidade (%)

Distribuigao do tamanho (nm)

Nano Br

Diametro 148,9 + 131,51
s hidrodinamico

pdi 0,059 £ 0,03
Potencial Zeta -8,8 £0,57

Intensidade (%)

-]

1 10 100 1000 10000

Distribuicao do tamanho (nm)

Figura 6: Distribuicdo do diametro hidrodindmico da NanoECr (A) e da NanoBr (B) e
respectivos valores da média do didametro hidrodinamico, Pdi e potencial zeta.
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A NanoECr e NanoBr foram analisadas quanto a morfologia e apenas a
NanoECr teve sua morfometria analisada. Na analise por MET, o diametro
médio de 420 particulas de NanoECr foi de 374+117 nm; em MEV antes da
metalizacdo, 250 particulas apresentaram diametro médio de 367+69 nm e as
mesmas 250 particulas ap6s metalizacdo com ouro apresentaram diametro
médio de 448+70 nm. A Figura 7 A mostra a curva de distribuicdo de diametro
das particulas pelas trés técnicas supracitadas. Morfologicamente, as NanoECr
mostraram-se na MET, esféricas, com eletron-densidades variadas, algumas
apresentando nucleo bastante elétron-denso e outras, superficie elétron-densa
e nucleo eletron-lucente (Figura 7 B). Na MEV, elas apresentaram-se esféricas,
com superficie rugosa e algumas aparentavam estar rompidas (Figura 7 C e
D). Nao houve diferenca significativa no tamanho das particulas quando estas

foram diluidas em agua ou PBS.

A — MET (374 nm)

— MEV (367 nm)
— MEV - metalizado (448 nm)

Frequéncia

Diametro (nm)

Figura 7: Caracterizacdo morfométrica da NanoECr por MET e MEV. (A)
Comparacao entre as curvas de distribuicdo do tamanho da NanoECr em MET
(curva vermelha), MEV antes da metalizacdo (curva azul) e MEV ap0s metalizacdo
(curva preta). (B) Eletromicrografia da NanoECr obtida em MET. (C)
Eletromicrografia da NanoECr obtida em MEV apdés metalizacdo, (D)
Eletromicrografia da NanoECr obtida em MEV antes da metalizacdo. Note a
presenca de algumas nanoestruturas aparentemente rompidas (setas).
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Na analise por MET, a NanoBr apresentou muitas nanogoticulas com
morfologia amorfa e algumas esféricas e todas com eletron-densidades
variadas (Figura 8).

P

Figura 8: Eletromicrografia da NanoBr em MET.

6.2. Testes de estabilidade

De acordo com os parametros analisados no Zeta Sizer, a NanoBr e a
NanoECr mantidas em temperatura ambiente, a 37°C, centrifugadas a 3070 g
(apenas a NanoECr) ou submetidas a ciclos de resfriamento e aquecimento
apresentaram diametros hidrodindmicos médios menores quando comparado
com as nanoemulsdes frescas e Pdls com valores maiores. Quando foram
submetidas a congelamento a -20°C ou centrifugadas a 24100 g (apenas
NanoECr), os diametros hidrodindmicos foram maiores. O Pdl da NanoECr
apos centrifugacdo a 24100 g chegou a 1, mostrando uma populacdo muito
polidispersa. A NanoBr ndo resistiu as centrifugagfes, formando duas fases na
solucdo e portanto ndo foram avaliadas no Zetasizer apds esses
procedimentos.

Segundo imagens adquiridas em MET, apenas as nanoemulsbes que
ficaram estocadas em geladeira apresentaram morfologia semelhante a da
nanoemulsado fresca. Levando em consideracao tanto os dados do Zeta Sizer

quanto os dados oriundos da microscopia eletrdnica, somente as

54



nanoemulsdes que apresentaram resultados semelhantes a nanoemulsdo
fresca foram submetidos a andlises por tempo. Atenderam a esse critério as
estocadas em geladeira a 7°C e, portanto estas foram mantidas a essa
temperatura e analisadas a cada 30 dias, durante oito meses quanto ao
diametro hidrodinamico, carga de superficie e morfologia. As hanoemulsdes se
mantiveram estaveis em geladeira (7°C) por oito meses, momento em que
comecaram a precipitar (NanoECr) ou a formar fases (NanoBr) em suspenséo.
Todos esses dados foram comparados com as amostras frescas e estédo
representados nas tabelas 4 e 5 e mostrados na Figura 9. Em relacéo as varias
analises realizadas durante oito meses, apenas os dados do primeiro e do
oitavo més estdo sendo mostrados nas tabelas 4 e 5.

Tabela 4: Parametros farmacotécnicos da NanoBr apds serem submetidas a
diferentes testes de estabilidade descritos no item 5.3.3 do material e métodos.

Tratamento D.H (nm) Pdl Potencial *Ultraestrutura
zeta (mV)

Temperatura 151,6+11,99 0,302+0,037 -54,9+0,85 *N&o analisado
ambiente
37°C 146,5+2,402 0,274+0,018 -48+1,5 *Nao analisado

Congeladaa-  367,3+20,49 0,264+0,03 -57,3+0,52 *N&o analisado
20°C

Ciclos de 147,1£1,55 0,335%+0,012 -52,8+0,56 *N&o analisado
resfriamento e

aguecimento

1°més em 135,840,266 0,27+0,005 -32,2+0,24 Semelhante a fresca
Geladeira 7°C

8° més em 162,919,496 0,278+0,025 -34,9+1,43 Degradada
Geladeira 7°C

*Ultraestrutura indefinida
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Tabela 5: Parametros farmacotécnicos da NanoECr apds serem submetidas a

diferentes testes de estabilidade descritos no item 5.3.3 do material e métodos.

Tratamento D.H (nm) Pdl Potencial Ultraestrutura
zeta (mV)
Temperatura -49,1+0,265 Semelhante a fresca,
ambiente 255,9+11,09 0,152+0,01 porém mais eletron-
densa
-47,5+0,32
37°C 274,1£7,969  0,187+0,04 Aspecto granulado
Pequeno core elétron-
Congeladaa- 1342+128,8 1 -45,8+2,31 denso com grande halo
20°C elétron-lucente, maioria
degradada
Ciclos de Amorfa,

resfriamento e  300,8+2,778  0,383%0,06 -49,4+1,06 Degradada
congelamento

Centrifugada a 454,7 + 0,278+0,103 -31,8 Heterogénea,amorfa
24100 g 8,944 10,954 degradada
Centrifugadaa 300%4,453 0,286+0,025 -49,1+0,416 Heterogénea,amorfa
3070 g degradada

1°més em 371,43+9,9 0,29+0,031 -34,3+1,36 Semelhante a fresca
Geladeira 7°C

8° més em 297,1+24,37 0,34+0,041 -32,4+2,66  Semelhante a fresca
Geladeira 7°C

Como descrito nas tabelas 4 e 5, na MET foi possivel observar os danos
causados pelos diferentes testes de estabilidade a que as nanoemulsdes foram
submetidas. Com excecdo dos testes em que a NanoECr foi deixada em
temperatura ambiente por 24 h ou em geladeira a 7 °C por até oito meses nos
quais praticamente ndo houve alteracdo morfolégica quando comparado a
NanoECr fresca, em todos as outras condi¢coes a NanoECr apresentou as mais
diversas alteracbes ultraestruturais. As nanoestruturas submetidas a
temperatura ambiente apresentaram morfologia esférica porém com goticulas
mais elétron-densas quando comparado as nanoestruturas frescas (Figura 9
A). As mantidas em temperatura ambiente apresentaram aspecto granulado
como observado na Figura 9 B. Ja as nanoestruturas submetidas ao
congelamento a — 20°C sofreram intumescimento apos descongelamento,
provavelmente com perda de conteldo como observado na Figura 9 C. As
nanoestruturas centrifugadas a 3070 g (Figura 9 D), centrifugadas a 24100 g
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(Figura 9 E) e submetidas a ciclos de resfriamento e congelamento (Figura 9 F)

perderam sua morfologia e apresentaram aspecto degradado, desintegrado.

Figura 9: Eletromicrografias em MET da NanoECr submetida a diversos testes de
estabilidade. A) Temperatura ambiente por 24h. Note as goticulas bem eletrondensas,
B) Estufa a 37°C por 24h, mostrando o aspecto granulado das nanoestruturas, C)
Congelada a -20°C. Nessa imagem podemos observar estrutura esférica intumescida
(seta), D) Centrifugada a 3070 g, E) Centrifugada a 24100 g, F) Submetida a ciclos de
resfriamento e aquecimento. Em D-F observam-se nanoestruturas totalmente
desintegradas.
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6.3. Espectros de Absorbancia e Fluorescéncia das Suspensdes liquidas
de ECr, NanoECr e NanoBr

A analise das caracteristicas fotofisicas das dispersdes liquidas (ECr e
NanoECr) demonstrou que elas exibem as propriedades necesséarias para o
seu uso em TFD. Ambas apresentaram pico maximo de absorcédo de luz na
janela terapéutica para terapia fotodinamica (600-1000 nm) (Figura 10 A),
sendo seu pico maximo de absorcao entre 660-670 nm, conforme verificado
com espectrofotbmetro. De acordo com a Figura 10 B, as duas dispersdes
apresentaram uma banda de emissdo de fluorescéncia com valor maximo
proximo a 690 nm quando excitadas com luz em comprimento de onda de 350
nm. Pdde ser observado que as caracteristicas fotofisicas do extrato foram
mantidas mesmo apés a incorporagdo do ECr em nanoemulsdo polimérica
(Figura 10). O padréo de absorcao da NanoBr apresentou-se irregular e néao foi
detectada fluorescéncia empregando os mesmos parametros utilizados para
NanoECr.
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Figura 10: Sobreposicdo dos espectros de absorcdo (A) e emissao de fluorescéncia
(B) das dispersdes liquidas de ECr (azul), e NanoECr (vermelho). A ex: 350 nm.

6.4. Capacidade de Geracao de Oxigénio Singlete pelo método de
decaimento de Benzofurano
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A capacidade de geracéo 0, pelas suspensdes de ECr e NanoECr foi
avaliada pelo método de degradacdo '0,-dependente do benzofurano. Esse
método avalia o decaimento da absorbancia tipica do benzofurano em 410 nm.
A Figura 11 apresenta o espectro de absorbancia (380-730 nm) da suspensao
de NanoECr + benzofurano com irradiacdo de laser vermelho em diferentes
fluéncias de energia. Na Figura pode-se observar o pico de absor¢édo em 410
nm e o decaimento da absorbancia do benzofurano com o aumento da oferta
de energia a suspensao de NanoECr. Esse resultado mostra que a composicao
€ dotada de alta capacidade de geracdo de espécies reativas de oxigénio, em
especial do oxigénio singlete, ap0s a irradiacdo com laser vermelho. Essa
caracteristica indica que a composicdo pode ser promissora como FS para
TFD.

Aumento da exposicao ao laser vermelho (O-
2,5 60 J/icm?)

Absorbancia do Benzofurano (UA)

0 T T T T T T T

380 430 480 530 580 630 680 730
Comprimento de onda(nm)

Figura 11: Espectros de absorbancia (380-730 nm) da mistura de NanoECr +
benzofurano com irradiagédo de laser vermelho em diferentes fluéncias de energia. No
pico de 410 nm, observa-se o decaimento da absorbancia do benzofurano (primeira
linha azul) na medida em que ha o aumento da oferta de energia. As diferentes linhas
indic?m as fluéncias de energia aplicadas as dispersées liquidas (7,5 J/cm? a 60
Jicm?).
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Como controle, o benzofurano foi irradiado na auséncia das dispersdes
de NanoECr ou do ECr para verificar se havia a presenca de formacao de
ERO. A Figura 12 mostra que ndo houve decaimento do benzofurano nesta
condicdo e apenas quando associado as dispersdées de NanoECr e ECr o

decaimento da absorbancia do benzofurano foi visivel.

120 - —+—Nano-ECr -=-BF ECr

100 B=—— —i - — - ol i
80 -
60 -
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20 \‘\0\._

Percentual Benzofurano
Decaimento da absorbancia em 410 nm

Dose de energia do laser vermelho (J/cm?)

Figura 12: Decaimento percentual da absorbancia em 410 nm do benzofurano (BF)
em funcdo do aumento de energia aplicada as diferentes dispersfes liquidas. Em
verde a geracdo de ERO pela ECr, em azul pela NanoECr e em vermelho a
manutencdo da absorbancia do benzofurano quando irradiado na auséncia das
dispersoes.

6.5. Citotoxicidade da NanoECr na auséncia de irradiacédo contra 4Tl e
NIH 3T3

Uma das premissas fundamentais para a utilizacdo de uma composi¢cao
como agente FS para TFD é a sua baixa toxicidade no escuro. Desta maneira,

a toxicidade da NanoECr e da NanoBr foram avaliadas nas células na auséncia
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de luz. As Figuras 13 e 14 apresentam os dados de citotoxicidade no escuro
contra 4T1 e NIH-3T3, em diferentes concentragdes apds 24h de exposicdo a
NanoBr e a NanoECr. A concentracdo de NanoECr necesséria para causar
toxicidade de 50% das células tumorais (ICs) foi de ~200 pg/mL, ao passo que
para a linhagem NIH3T3 foi de ~360 pg/mL, mostrando uma maior
vulnerabilidade das células tumorais em relagdo aos fibroblastos. Além disso,
para a NanoBr as concentracoes equivalentes a 360 pg/mL e ~450 pg/mL

foram toxicas apenas para a linhagem tumoral (4T1) (Figura 13).

A Figura 13 mostra também que apenas as 4 maiores concentracdes da
NanoBr foram téxicas para ambas as linhagens celulares. A Figura 14 mostra
que as concentragcbes de NanoECr iguais ou menores a 54 pg/mL né&o
apresentaram potencial citotoxico as células NIH 3T3 e a 4T1 apés 24 h de
exposicao, sendo esta a concentracdo escolhida para os testes envolvendo a
TFD in vitro.
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Figura 13: Percentual de viabilidade celular determinada pelo método de MTT apds
exposicao das células NIH 3T3 (barras azuis) e 4T1 (barras vermelhas) a NanoBr por
24h em diferentes concentracgdes.

*Representa diferenca significante em comparacao ao controle (p<0,05).
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Figura 14: Percentual de viabilidade celular determinada pelo método de MTT apds
exposicao das células NIH 3T3 (barras azuis) e 4T1 (barras vermelhas) & NanoECr por
24h em diferentes concentracgoes.

*Representa diferenca significante em comparacéo ao controle (p<0,05).

6.6. Interacdo da NanoECr com as linhagens celulares

As células neoplasicas 4T1 captam ou se associam com maior avidez a
NanoECr em relacao aos fibroblastos NIH 3T3 (Figura 15). Para a 4T1, o pico
de incorporagdo de NanoECr foi observado entre 15 e 60 minutos de
exposi¢cdo, com pico maximo de interagdo apds 15 minutos, comecgando a
decair ap6s 60 min. Para a NIH 3T3, o pico maximo de incorporacédo foi
observado aos 60 min de exposicao.
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Figura 15: Perfil de interagdo, in vitro, da NanoECr com células 4T1 e NIH 3T3 em
diferentes tempos de exposicdo (0, 5, 15, 30, 60 e 120 min). A quantificagdo da
interacdo foi calculada a partir da leitura da absorbancia restante da NanoECr no
sobrenadante.

A NanoECr internalizada pelas células neoplasicas 4T1 concentra-se no
citoplasma, o que pode ser observado em Microscopia Confocal apos
incubacédo por 15 minutos (Figura 16). A intensa marcacgao fluorescente da
NanoECr no citoplasma dessas células confirma os resultados ilustrados na
Figura 15. Para a linhagem NIH3T3, a distribuicdo da NanoECr no mesmo
tempo de 15 minutos foi semelhante a encontrada na linhagem 4T1, porém
com uma menor intensidade de fluorescéncia, utilizando 0s mesmos
parametros técnicos de aquisicdo de imagens em fluorescéncia (dados néo
mostrados). Para garantir que as nanogoticulas também foram internalizadas
pelas células, cortes virtuais, com espessura de 10 nm em todo diametro

celular foram realizados no microscépio confocal.
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Figura 16: Interiorizacdo da NanoECr na concentracdo de 54 pug/mL pelas células 4T1
apos 15 minutos de exposicao in vitro. (A) Imagem em contraste de fase, (B) Nucleo
celular (azul), (C) NanoECr (vermelho) no citoplasma celular, (D) sobreposicéo de A, B
eC.

6.7. Terapia Fotodinamica in vitro

A Figura 17 mostra que na concentracéo testada da NanoECr (54 pug/mL),
assim como a irradiacdo com luz vermelha com densidade de energia maxima
de 85,7 Jicm? quando isoladas, ndo afetam a viabilidade celular. Porém,
guando o tratamento fotodinamico foi aplicado, isto é, quando as células foram
expostas a NanoECr e irradiadas na sequéncia com luz vermelha (densidades
de energia variando entre 1,42J/ cm? e 85,7J/ cm?), houve intensa reducdo na
viabilidade celular, sendo eventos dados estatisticamente significante (p < 0,05)

em relacdo aos controles. A dose de energia capaz de matar 50 % das células
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foi > 4,2 J/cm? para ambas as linhagens, sendo que, & medida que a dose de
energia aumentava, aumentava também a morte das células tumorais em

comparacao a linhagem normal de fibroblasto.
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Figura 17: Percentual de viabilidade celular determinada pelo método de MTT apds
exposicao das células NIH 3T3 (barras azuis) e 4T1 (barras vermelhas) a NanoECr por
15 minutos seguida de irradiacdo em diferentes fluéncias de energia. *Representa
diferenca significativa em comparacdo ao controle (p<0,05).Tempo: 24 h pés terapia.
Controle droga = incubada com a NanoECr na auséncia de irradiagéo.

Uma vez que as células da linhagem 4T1, por ser uma linhagem tumoral,
duplicam a sua populagdo em intervalos menores (geralmente a cada 12 h)
quando comparado com a linhagem normal de fibroblasto, foi investigada a
recuperacao das células que resistiram a TFD nos tempos de 6, 12, 24 e 48 h.
Nos tratamentos com até 42,8 J/cm?, as células conseguiram proliferar em um
periodo de 48h pos TFD. A Figura 18 mostra proliferacdo celular nas doses de
energia equivalentes a 8,57 J/cm? e 25,7 J/icm? em um periodo de 48h apds o
tratamento em oposicdo ao tratamento com a maior dose de energia utilizada

neste experimento (85,7 J/cm?) em que todas as células morreram.
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Figura 18: Representacdo gréfica da recuperagdo das células 4T1 ap6s TFD em
diferentes tempos (6, 12, 24 e 48h) pds-terapia. *Representa diferenca significante em
relacdo ao controle (p<0,05).

6.8. Inducé&o de morte celular pela Terapia fotodinamica mediada pela
NanoECr

Como ja mencionado no item 5.8 do Material e Métodos, apenas as
células tratadas nas doses de energia 25,7 Jicm? e 85,7 J/cm? foram
processadas para os testes de morte celular.

6.8.1 Microscopia Confocal — Laranja de Acridina e Brometo de Etidio

Por meio do teste de Laranja de Acridina e Brometo de Etidio, as células
vivas (controle negativo) apresentam nucleo corado em verde e citoplasma
alaranjado sem a evidéncia de vesiculas acidofilas como pode ser observado.
O controle incubado com a NanoECr obteve o mesmo padrdao de marcacéao,
porém com menor diferenca de marcacao entre ndcleo e citoplasma (Figura 19

D) por interferéncia da fluorescéncia da NanoECt.
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Figura 19: Marcacéo fluorescente com Laranja de Acridina e Brometo de Etidio em
linhagem celular de adenocarcinoma maméario murino (4T1). A e B- Controle negativo,
sendo, A) Microscopia de Campo Claro e B) Marcacéao fluorescente. C e D — Controle
NanoECr na auséncia de irradiacdo sendo, C) Microscopia de Campo claro e D)
marcacao fluorescente. Seta branca indica fragmentacé&o celular sugerindo apoptose.

J4 na dose de energia equivalente a 25,7 J/cm? (Figuras 20 A e B) a
morte celular predominante foi a apoptose, ao passo que com 85,7 J/cm? todas

as células morreram via necrose (Figuras 20 C e D).
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Figura 20: Marcacéo fluorescente com Laranja de Acridina e Brometo de Etidio em
linhagem celular de adenocarcinoma mamario murino (4T1), submetido a TFD. Ae B —
TFD a 25,7J/cm” sendo A) Sobreposi¢do do campo claro com marcacéo fluorescente
e B) Marcacdo fluorescente. Notar os “blebs” de membrana representados pela
marcacao laranja intensa, indicando morte celular por apoptose (setas brancas). Ce D
- TFD a 85,7J/cm? sendo A) Sobreposi¢do do campo claro com marcagao fluorescente
e B) Marcacéo fluorescente. Todas as células foram marcadas com brometo de etidio
(vermelho) indicando morte celular por necrose.

Pelas analises semi-quantitativas, entre 100 e 300 células 4T1 de cada
grupo foram contadas e a morte celular foi classificada (Figura 21). O controle e
controle NanoECr (controle droga) apresentaram viabilidade celular proximos a
100% (~98%). Na dose de energia 25,7 J/cm? foram encontradas cerca de 66%
de células com marcacao tipica de célula viavel, nacleo verde com citoplasma

alaranjado e cerca de 34% de células com padrdo de marcacao para apoptose
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(Figura 21). J& na dose de energia equivalente a 85,7 J/cm® ndo foram
encontradas células vidveis, todas apresentaram padrdo de marcacdo do
brometo de etidio (vermelho) totalizando 100% de morte induzida por necrose.
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30% - M vivas

Via bilidade celular

20% -
10% -
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Figura 21: Porcentagem de células 4T1 vivas (barras azuis), apoptéticas (barras
laranjas) ou necréticas (barras vermelhas) nos grupos controle, controle NanoECr
(incubada com a NanoECr na auséncia de irradiacdo) e nos tratamentos com TFD a
25,7 Jlcm® e TFD a 85,7 Jicm®

6.8.2. Microscopia Eletronica de Varredura

Por meio da MEV foi avaliada a integridade da membrana plasmatica
das células apds os diferentes tratamentos. Nao houve diferenca morfologica
entre as células controle (Figura 22 A), incubadas com a NanoECr na auséncia
de irradiacdo (Figura 22 B) ou submetidas apenas a irradiacdo com laser
vermelho na dose de 85,7 Jicm? (padrdo semelhante ao controle, dado n&o
mostrado). Nas células incubadas com a NanoEcr, porém na auséncia de
irradiagao puderam ser observadas nanoestruturas aderidas por toda extenséo
da membrana plasmatica. Quando as células foram submetidas a TFD, tanto
com dose de energia de 25,7 Jicm? (Figuras 22 C-D), quanto de 85,7 J/cm?
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(Figuras 22 E-F) danos a membrana plasmatica foram observados, como
desorganizacao/desintegracdo da membrana plasmética com presenca de
inomeras perfuragbes em sua estrutura. Descolamento das células do

substrato também foram observacdes frequentes nos tratamentos com a TFD

em ambas as doses de energia.

Figura 22: Eletromicrografias em MEV de células 4T1. (A) Controle, (B) Célula
incubada com NanoECr na auséncia de irradiacdo. Notar a presenca de
nanoestruturas difusas aderidas & membrana (setas grossas), (C-D) TFD a 25,7J/cm?.
Note a presenca de perfuracdes em algumas regides da membrana plasmética (setas
finas), vistas em maior magnificacdo na figura C, (E-F) TFD a 85,7J/cm®. Observa-se
desintegracdo total da membrana plasmatica. (F) Detalhe da desintegracdo de
membrana plasmatica.
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6.8.3. Microscopia Eletronica de Transmisséo

As analises por MET demonstraram que as células incubadas com a
NanoECr a 54 pg/mL na auséncia de irradiacdo ou apenas irradiadas com laser
vermelho na maior dose de energia utilizada nesse experimento (85,7 J/cm?)
apresentaram morfologia semelhante a do controle (Figura 23 A-C). A célula
tumoral 4T1 controle (Figura 23 A-B) é caracterizada por possuir nucleo
grande, irregularmente oval com predominancia de eucromatina (tipico de
células em diviséo rapida) com citoplasma repleto de mitocondrias alongadas e
algumas redondas com cristas transversais, reticulo endoplasmatico liso
geralmente associado as mitocondrias e reticulo endoplasmatico rugoso com
morfologia cilindrica (Figura 23 B), alguns ribossomos livres e, raramente,
algumas vesiculas elétron-lucentes também séo identificadas. S&o observadas
ainda inumeras microvilosidades na superficie das células, e conexdes entre as

células vizinhas.

A Unica diferenca encontrada entre as células 4T1 controle (Figura 23 A-
B) e irradiadas com laser vermelho na auséncia da NanoECr (Figura 23 C) ou
incubadas com a NanoECr sem irradiacdo (Figura 23 D) foi uma maior
quantidade de vesiculas eletron-lucentes nesses dois grupos de células
comparando com as células controle. As vesiculas das células que sofreram
apenas irradiacao (Figura 23 C) se apresentavam totalmente eletron-lucentes
diferentemente das vesiculas presentes nas células incubadas com a
NanoECr, as quais possuiam conteudo amorfo e eletron-denso em seu interior
(Figura 23 D), provavelmente conteddo proveniente da nanoemulsdo

internalizada pela célula.
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Figura 23: Eletromicrografias em MET de células 4T1. (A-B) Controle, (C) Célula
irradiada com laser vermelho com fluéncia energética de 85,7J/cm?. Note a presenca
de vesiculas eletron-lucentes (setas brancas finas), (D) Célula incubada com NanoECr
na concentragdo na auséncia de irradiagdo mostrando algumas vesiculas com material
amorfo (setas brancas grossas).

Ap6s TFD com energia de 25,7 J/cm? algumas células tumorais
apresentaram discreto intumescimento do reticulo endoplasmatico rugoso e
das mitocbndrias, algumas apresentando aspecto “lavado” (Figura 24 A). Além
disso, pode ser observada uma reducédo na densidade citoplasmatica, nucleo
da célula bastante irregular (Figura 24 B), condensacdo da cromatina e
fragmentacdo nuclear (dados n&o mostrados). A maioria das células
apresentou estruturas denominadas de blebs que por definicdo sé&o

protuberancias irregulares na membrana plasmatica de uma célula causada por
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dissociacdo localizada do citoesqueleto, tipico de células que entraram em
apoptose (Figura 24 B). A Figura 24 C apresenta detalhe de um bleb, Ja as
células submetidas & TFD com a maior dose de energia (85,7 J/cm?)
apresentaram caracteristicas tipicas de necrose, sejam elas colapso da
membrana plasmatica com liberacdo de componentes intracelulares perda da
densidade citoplasmética com a presenca de grandes vacuolos no interior das
células (Figuras 24 A-C). Na maior parte das células tratadas com 85,7 J/cm?

analisadas foram observados edemas e perda total da integridade celular
(Figura 24 D).

Figura 24: Eletromicrografias em MET de células 4T1 submetidas a tratamento com
TFD. (A-C) TFD 25,7J/cm*. A) Mitocondrias edemaciadas com aspecto lavado (Md) e
discreto intumescimento do reticulo endoplasmatico rugoso (REi). B) Blebs (setas
pretas) e nacleo irregular, (C) Evidéncia de um bleb (asterisco), (D) TFD 85,7J/cm?.
Podem ser observados liberagdo de contetdos citoplasmaticos, restos celulares e
vacuolos intracelulares (estrela).
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Uma vez que compostos presentes na NanoECr tém carater lipofilico, as
células controle (Figura 25 A) e incubadas com a NanoECr (Figura 25 B) foram
processadas para MET utlizando o protocolo de marcacgdo lipidica, pelo
método do dsmio-imidazol. A Figura 25 B mostra que, apés a utilizacao dessa
metodologia as vesiculas das células incubadas com a NanoECr apresentaram
um nucleo na maioria das vezes elétron-lucente, porém com um halo bastante

elétron-denso, sugerindo que seja conteudo proveniente da nanoemulséo.

Figura 25: Eletromicrografias em MET de células 4T1 ap0s processamento utilizando
a metodologia do ésmio-imidazol. (A) Controle, (B) Célula incubada com NanoECr na
auséncia de irradiagdo. Note a presenca de vesiculas eletron-densas com core
eletron-lucente. Nu = nucleo da célula.
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7. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o potencial terapéutico de nanoemulsdes de
extratos de partes aéreas de Arrabidaea chica (crajiru) no tratamento de cancer
em modelo de adenocarcinoma mamario murino in vitro, via TFD. Além disso, a
presente Tese descreve a formulacdo de um extrato natural, ou seja, um
conjunto de substancias que, em sinergismo ou antagonismo atuam em prol da
eficacia terapeutica. E razoavel atribuir os efeitos farmacolégicos ndo a
compostos especificos, mas a a¢bes combinadas de uma variedade de
constituintes. Portanto, o extrato total, deve ser considerado como o principio
ativo da planta medicinal em questao [156].

O modelo celular escolhido para a avaliacdo da eficacia terapéutica do
extrato de Arrabidaea chica como FS foi a linhagem celular 4T1 de
adenocarcinoma mamario murino. Este modelo, além de manter varias
caracteristicas do epitélio glandular mamario e ser bastante utilizado em
estudos in vitro de cancer de mama que envolvem a avaliagcdo dos efeitos
antitumorais de diversos farmacos, equivale, em graus de invasividade e
resisténcia a quimioterapicos, a um tumor de mama humano grau IV
(ATCC® CRL02539™).

Vale ressaltar que até o presente momento, o potencial fotossensibilizante
de extratos de espécies do género Arrabidaea nédo foi relatado na literatura.
Tampouco foi descrito o emprego de quaisquer derivados destas plantas em
TFD. Assim, as propriedades farmacéuticas do extrato de espécies do género
Arrabidaea descritas nesta Tese sao relacionadas a geracdo de uma série de
espécies reativas de oxigénio, em especial o oxigénio singlete, com alto poder
de oxidacdo de estruturas bioldgicas. Portanto, a descricdo da producédo de
espécies reativas oxidantes apos a ativacdo por luz dos extratos de crajiru,
bem como a atividade fotodindmica antineoplasica decorrente deste fenémeno,
trata-se de um dos diferenciais do trabalho, sendo que esta atividade
farmacoldgica ndo é apresentada na literatura. Essa inovacdo descrita na
presente Tese gerou o0 pedido de depésito de patente de Invencdo
“Composicdo a Base de Extratos Vegetais Derivados de Espécie do Género

Arrabidaea, Seu Processo de Obtencdo e suas Aplicacbes em Terapias
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Fotodinamicas”, de titularidade da Fundacdo Universidade de Brasilia — FUB,
da Fundacéo Universidade Federal do Acre — FUFAC e da Empresa Incubada
NanoDynamics Consultoria e Inovagao, sob o n° BR 10 2012 028363-8.

A nanoemulsao polimérica desenvolvida em nosso laboratério utilizou um
polimero bioadesivo (PVM/MA) e um Oleo natural (6leo de Pataud),
combinacdo nunca utilizada antes. O polimero PVM/MA, particularmente, € um
material Gtil para o preparo de nano e/ou microestruturas com a importante
propriedade de bioadesividade — capaz de interagir fortemente com células
e/ou tecidos biolégicos — para liberacdo de farmacos. A bioadesividade é uma
caracteristica conferida pelo PVM/MA, visto que quando 0s seus grupamentos
anidrido sao hidrolisados em meio aquoso, 0s grupamentos carboxila
resultantes aumentam a capacidade do polimero de formar ligagcdes de
hidrogénio com estruturas bioldgicas [80]. Além disso, o uso de Oleos vegetais,
tais como o de pataud (Oenocarpus bataua), auxilia na manutencdo da
atividade fotodindmica de FS hidrofobicos, visto que serve como uma matriz
oleosa na qual o FS é dissolvido. Polimeros, como o PVM/MA, com ou sem
surfactantes adicionais, conferem a composicdo estabilidade em meios
aguosos, jaA que o sistema nanoestruturado assim formado possui as
caracteristicas de uma emulsao estavel. Ja foi demonstrado que nanoemulsdes
com goticulas com tamanhos entre 200 e 400 nm, carga de superficie negativa
e estabilizadas por polimeros anfifilicos sdo adequadas para administracao por
diversas vias, entre elas a tépica e a parenteral [157], além de serem sistemas
de liberacdo controlada [158].

A utilizacdo de extratos de crajiru como FS, o desenvolvimento de uma
nanoemulsdo contendo 6leo natural de pataua e a associacdo do extrato a
essa emulsdo tornam o presente trabalho inovador. Primeiramente, foram
testados diferentes extratos oriundos da Amazonia quanto ao seu potencial
fotodindmico e como resultado obtivemos o extrato cloroformico de crajiru com
promissoras caracteristicas para uso em TFD. O pico de absor¢do em 670 nm
e pico de fluorescéncia em 690 nm somados a capacidade de geracdo de
espécies reativas de oxigénio sdo caracteristicas compartilhadas com outros
FS ja aprovados para uso em TFD como as ftalocianinas, por exemplo. Porém,

a insolubilidade em meio aquoso desse extrato, por apresentar caracteristicas
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lipofilicas, o tornava inviavel para testes in vitro em cultivos celulares que
utiizam como meio para crescimento das linhagens celulares, solugbes
aguosas (DMEM). Outros compostos FS com caracteristicas lipofilicas ja foram
descritos, como a hipericina, caracterizada por possuir baixa solubilidade e

baixa estabilidade em solucao [159].

Esse problema foi resolvido com o desenvolvimento de uma nanoemulséo
estavel em solucdes aquosas, tornando o extrato biocompativel e adequado ao
uso em cultivos celulares. Tanto a nanoemulsdo branca (sem o extrato) quanto
a nanoemulsdo com o extrato apresentaram caracteristicas compativeis com
um sistema estavel, ou seja, indice de polidispersdo abaixo de 0,25, indicando
um sistema monodisperso e com baixo poder de agregacdo e presenca de
carga negativa na superficie (Mason et al.,, 2006). Para confirmar que as
caracteristicas uteis a TFD néo tivessem sido perdidas, os mesmos testes de
absorbéancia, fluorescéncia e geracdo de ERO foram repetidos com as
nanoemulsdes. Os resultados demonstraram que essas caracteristicas foram

mantidas.

E sabido que n&o apenas a constituicio quimica como o tamanho e a
morfologia de nanoestruturas estdo relacionados a uma série de efeitos de
toxicidade. As conclusdes que permitam avaliar a toxicidade in vitro de
nanoestruturas em linhagens celulares, por vezes, ndo alcancam
concordancias na literatura. Tais diferencas entre os estudos relatados podem
ser devido aos diferentes métodos utilizados para determinar as caracteristicas
morfométricas das diferentes nanoestruturas [160]. No presente trabalho houve
a preocupacdo em se determinar um protocolo adequado para a caracterizacao
das nanoemulsdes poliméricas de crajiru. Os dados mostram que esse
protocolo para caracterizacdo morfométrica de nanoestruturas com as referidas
distribuicbes de diametro € a MEV sem metalizacdo, pois é possivel
estabelecer limites claros das bordas das nanoestruturas no momento da
contagem. Isso foi possivel observar pela distribuicio mais homogénea da
curva representada na Figura 7 A. Na MET pode-se observar que a curva de
distribuicdo € mais ampla e heterogénea, provavelmente em consequéncia de
erros nas medidas, uma vez que a visualizacao dos limites das bordas das

estruturas é menos precisa. Na MEV com metalizacdo, o ouro altera o tamanho
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das particulas e assim essa técnica se restringe a caracterizacdo morfolégica
da superficie dessas nanoestruturas. A aparéncia rompida das nanoestruturas
provavelmente foi resultado de artefatos produzidos durante a preparagéo da

amostra.

Com uma formulacdo estavel e morfologicamente caracterizada, o
proximo passo foi testa-la em cultivos celulares. Uma das premissas
fundamentais para a utilizacdo de uma composicdo como agente
fotossensibilizante para terapia fotodindmica é a sua baixa toxicidade na
auséncia de irradiacdo. Desta maneira, a toxicidade da nanoemulsao do extrato
de partes aéreas de crajiru foi avaliada em células 4T1 e NIH3T3 na auséncia
de luz. O teste de viabilidade mitocondrial (MTT) mostrou que concentracdes
iguais ou menores a 54 pg/mL ndo apresentaram potencial citotdxico as células
normais de fibroblasto (linhagem celular NIH 3T3) apos 24 horas de exposicao,
sendo esta a concentracdo escolhida para os testes envolvendo a TFD in vitro.
As concentragfes ICsp do extrato de crajiru (~200 pg/mL) sdo comparaveis
com os utilizados em outros trabalhos de citotoxicidade de extratos de plantas
nativas [161, 162]. Um estudo realizado com extratos de plantas da Argentina
revelou a presenca de quatro compostos altamente citotéxicos contra as
células de adenocarcinoma mamario (LM2) (Battle et al., 2010). Os extratos
ativos induziram 50% de morte celular nas seguintes concentragdes: extratos
metanodlicos da flor de Lochroma australe (10 pg/mL) folhas de Collaea
argentina (80 pg/mL), flores de Jacaranda mimosifolia (25 pg/ml) e extrato
aquoso da flor de Solanum verbascifolium (100 pg/mL). Depois da confirmagé&o
da atividade citotoxica dos quatro extratos em células LM2, eles foram
investigados em outras linhagens tumorais para avaliar a seletividade da sua
citotoxicidade, mostrando resultados um pouco diferentes. A ICsy obtida para
Lochroma australe foi de 80 pg/mL em células HB4a-Ras. Para Solanum
verbascifolium em células HB4a-Ras (célula de epitélio mamario humano
transfectada com o oncogene Ras), foi obtido um IC5y de 50 pg/mL usando a
fracdo de metanol e 80 pg/mL, utilizando a fracdo aquosa [163]. O presente
estudo utilizou a fracdo cloroformica do extrato de partes aéreas de crajiru.
Esses resultados demonstram que um mesmo extrato oriundo de determinadas

plantas pode ter efeitos diferentes em diversas linhagens tumorais a depender
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do tipo de substancia contida em cada fracdo e da parte da planta da qual a
extracdo € realizada e, portanto, o screening de varios farmacos em varias

linhagens celulares se torna muito importante.

Existem alguns agentes antineoplasicos derivados de compostos de
planta, entre eles, os taxanos, alcaloides de vinca e as campotecinas [132,
163]. Uma vez que plantas do género Arrabidaea chica contém esses
compostos, é provavel que a atividade citotOxica seja decorrente da acao
desses componentes nas linhagens celulares [144]. A toxicidade ndo pode ser
atribuida ao polimero PVM/MA, pois em um trabalho realizado pelo nosso
grupo, foram testadas in vitro, concentracdes altas (acima das utilizadas nesse
experimento) desse composto tanto em NIH 3T3 quanto em 4T1 e este nédo se
mostrou toxico as células em nenhuma concentracao utilizada [164]. A alta
toxicidade, em ambas as linhagens celulares, observada apenas nas 4 maiores
concentracdes da NanoBr provavelmente sdo devido a presencga do surfactante
(Cremophor® EL) elou do 6leo de pataud na formulacdo. Estudos prévios
demonstraram que os derivados do Oleo de ricino polioxietilado
(Cremophor® EL) tém merecido consideravel atencdo para uso parenteral, mas
a ocorréncia de hemdlise e toxicidade tem sido descrita para alguns destes
compostos [165]. A composi¢cdo quimica do pataud e suas provaveis
caracteristicas toxicas ainda ndo sdo completamente conhecidas. Um estudo
recente demonstrou a presenca de substancias antioxidantes em sua estrutura,
entre elas antocianinas, taninos e acidos fendlicos, conhecidos por suas

atividades bioldgicas [166].

Para que a composicéo seja ativada pela luz e consequentemente cause
dano celular, ela precisa ser captada ou adsorvida pelas células. Dois testes,
um em espectrofotometro e outro em microscopia confocal foram conduzidos
no intuito de determinar o tempo necessario para interagdo das nanogoticulas
contendo o extrato de crajiru pelas linhagens celulares. A espectrofotometria
mostrou que em 15 min as células 4T1 captam a maior parte dessas
nanogoticulas ao passo que as células NIH3T3 levam 30 minutos, mostrando
maior avidez das células tumorais em interagir com essas nanoestruturas. A
microscopia confocal foi capaz de mostrar a localizacdo das nanogoticulas nas

células ap6s 15 min de exposicdo, pela forte marcacdo em vermelho,
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decorrente da emissao de fluorescéncia da NanoECr no comprimento de onda
de 690 nm. Grande parte se encontrava dispersa pelo citoplasma em ambas as
linhagens. A fluorescéncia menos intensa na linhagem NIH3T3 &
provavelmente resultado de uma menor captacdo de NanoECr, por essas
células. O efeito da carga de nanoestruturas tem sido estudado por avaliar a
sua captacao celular, a localizacao intracelular e fototoxicidade associada. Um
estudo da localizagao, utilizando a microscopia de fluorescéncia indicou que
conjugados catibnicos foram encontrados na forma de agregados ligados a
membrana plasmatica, enquanto as formas neutras e anidnicas foram
internalizadas nas organelas celulares, bem como incorporadas nas
membranas [167]. Isso corrobora os resultados encontrados no presente
estudo, em que as nanogoticulas com carga negativa, portanto anidnicas,
tiveram acumulo intracitoplasmatico. A fracdo metandlica polar de outros
extratos naturais, como os oriundos de Hypericium perflorata tém propriedades
fisicas 6timas para uso biolégico assim como o extrato do presente estudo,
pois contém varios componentes de fotossensibilizacdo como a hipericina, que
possuem picos de absorcdo (kmax 590 nm), e de fluorescéncia (595 nm)

adequados para utilizacdo em TFD e no diagnéstico fotodindmico (PDD) [168].

A maior captacdo da NanoECr pelas células tumorais em detrimento das
células normais pode ser explicado de diferentes formas. A TFD ¢é
frequentemente considerada como um tratamento de dupla especificidade. In
vivo, essa especificidade é evidente. Ela é conseguida por um aumento do
acumulo do FS no interior do tumor, em comparacdo com tecidos normais e
pelo fato de que a iluminacdo € limitada a uma localizacdo especifica. Varios
mecanismos possiveis de retengéo seletiva do FS em tumores incluem maiores
taxas de proliferacdo de células neoplasicas, a falta ou reduzida drenagem
linfatica, alta expressao de receptores de LDL nas células tumorais (muitas FS
ligam-se ao LDL), baixo pH (que facilita a absorcao celular), aumento da
permeabilidade vascular devido a estrutura vascular anormal do estroma
tumoral caracterizados por grande espaco intersticial e aumento da producéo
de colageno que se liga a porfirinas ou infiltracdo do tumor por macréfagos que
sdo as armadilhas eficazes para FS hidrofobicos [169]. Ja in vitro, em nivel

celular, fatores como a carga de superficie, a morfologia e o tamanho das
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nanoestruturas influenciam a interiorizacéo pelas células. Uma vez que células
neoplasicas tem metabolismo acelerado e se proliferam com maior rapidez, a
internalizacdo dessas nanoestruturas é favorecida. Muitos estudos relatam que
a via endocitica (processo pelo qual as células vivas ativamente absorvem
materiais através da membrana celular) seja um dos processos de
internalizacdo pelas células tumorais, seja por fagocitose, pinocitose ou
endocitose mediada por receptor [170].

Um dado interessante que corrobora os dados de internalizagcdo da
NanoECr pelo citoplasma das células visualizado pela microscopia confocal foi
também observado na MET. A MET € capaz de mostrar danos ultraestruturais
aos principais componentes intracelulares como sera discutido posteriormente.
No presente estudo, células incubadas com a NanoECr e néo irradiadas ou
irradiadas na auséncia de incubacdo com a NanoECr ndo apresentaram
alteracdes ultraestruturais indicadoras de morte celular. Um achado
interessante foi a presenga de vesiculas elétron-densas no citoplasma das
células incubadas com a NanoECr sem irradiacdo, sugerindo que seja
conteudo lipidico oriundo da nanoemulsdo. ApO0s o uso da pos-fixacdo com
O0smio-imidazol, essas vesiculas tornaram-se mais elétron-densas, afirmando o
conteudo lipidico das mesmas, o que sugere contetudo oriundo da NanoECr.
Imidazol € uma base organica fraca solivel em agua, alcool e lipideos. O
complexo ésmio-imidazol é eficiente para contrastar acidos graxos saturados
[171]. Ele ainda facilita a entrada do 6smio nas células, aumentando o
contraste dos lipideos insaturados [172]. JA& na MEV, foram observadas
algumas nanoestruturas associadas a membrana, bem visivel nas células
tratadas com a NanoECr sem irradiacdo (controle droga). Esse dado sugere
gue a NanoECr difunde-se pelo citoplasma, mas também pode ficar agregada a
membrana plasmatica. Nessas duas localizacdes, o farmaco FS € capaz de

induzir morte celular [54].

Uma vez estabelecidos a concentragdo nado téxica na auséncia de luz e
o tempo O6timo de incubacdo da NanoECr com as células, estas foram
submetidas ao tratamento fotodinamico propriamente dito. Os resultados da
TFD mediada por NanoECr sobre as células das linhagens murinas 4T1 e

NIH3T3 mostraram que essa formulagdo quando irradiada foi capaz de induzir
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toxicidade em células dessas duas linhagens em todas as densidades de
energia empregadas. Esse resultado mostra a importancia do direcionamento
do farmaco FS ao alvo celular especifico (no caso, células da linhagem 4T1), o
que reforca o uso de FS de 3° geracdo, em especial de nanocarreadores. Para
este experimento foi utilizado um equipamento emissor de laser vermelho com
comprimento de onda de emissdo de 670 nm e poténcia maxima de saida de
50 mW. Outros estudos utilizaram fontes de luz semelhantes: laser de diodo
685 nm com poténcia de saida 35 mW com feixe de laser iluminando uma area
de 0,38 cm?, o tempo de irradiacéo foi de 5 minutos, resultando numa dose de
energia de 28 J/cm? para cada amostra [173]. No presente trabalho, 5 minutos
de irradiac&o foram equivalentes a 42,8 J/cm?.

Vérios estudos utilizando plantas como FS para TFD reportaram que a
fototoxicidade as diferentes linhagens celulares é dose de energia-dependente.
A TFD com nanoemulsédo de crajiru em densidades de energia variando entre
1,42 J/ cm? e 85,7 J/cm?, levou a uma intensa reducdo na viabilidade celular
em comparacdo ao controle, mostrando o potencial que essa planta tem em ser
um FS. Um trabalho realizado por outros pesquisadores [174] também utilizou
um componente natural denominado feoforbideo-alfa extraido de Scutellaria
barbata como FS para matar células de adenocarcinoma mamario (linhagem
celular MDA-MB-231) a uma dose de energia alta de 84 J/cm?, com um tempo
de irradiacdo de 20 min. A irradiacdo sem administracdo do FS manteve a
viabilidade celular acima de 90%. Com isso, pode-se ajustar a area a ser
irradiada pelo laser com uma margem significativa, sem danificar o tecido
normal que ndo contém o farmaco. De acordo com Kapsokalyvas, Dimitriou
[175], extratos metandlicos de Hypericum perforatum L exercem um efeito
citotoxico em linhagem de células leucémicas HL-60, concentracdo e energia
dependente. A morte celular acima de 90 % foi conseguida quando a hipericina
foi administrada na concentragéo de 50 pg/mL e a duracédo da irradiacao de 3
min, o que correspondeu & dose de energia de 74,87 J/icm® No presente
estudo, morte das células de adenocarcinoma mamario proxima de 100% foi
alcancada com dose de energia equivalente a 85,7 J/cm?a uma concentracao
de FS de 54 pg/mL ap6s 24h da terapia, sendo esse dado observado tanto no
teste de viabilidade mitocondrial (MTT) quanto na microscopia confocal pela
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marcacdo com laranja de acridina e brometo de etidio. Nesse teste, foi
observado que apenas 2% de células continuam viaveis apds TFD com essa
alta dose de energia, e morrem quando deixadas por mais de 24h em cultivo,
mostrando que as alteracbes manifestadas pelas células apos a terapia sdo
também tempo-dependente. Isso foi demonstrado em outro estudo em que 0s
danos ultraestruturais aumentaram progressivamente - 1h a 24h - apés a
aplicacao da TFD [176].

Como observado na Figura 18, as células cancerosas conseguiram se
proliferar apos 24h de incubacdo quando irradiadas com energias inferiores a
85,7J/cm?. Isso pode ser explicado pelo actimulo de erros no material genético
da geracdo de células resultantes da duplicagdo da geracéo inicial de células
sobreviventes ao tratamento. Possivelmente, as células das linhagens 4T1 que
inicialmente sobreviveram a TFD mediada pela NanoECr, reuniram alteracdes
no material genético que foram transferidas para as células-filhas
subsequentes. Essa segunda geracdo de células pode ter apresentado um
excesso de erros genéticos com possibilidade de reparacao e de proliferacéo, o
que resultou na “esquiva” do processo de morte celular por apoptose, tipico de

células tumorais [177].

A dose de energia necessaria para a DLsg da NanoECr em células de
adenocarcinoma mamario foi alta (>4,2 J/cm?) em comparacdo com outros ja
reportados. Batlle, Mamone [163] utilizando a fracdo metandlica da Collaea
argentina teve uma DLso = 0,43 J/cm? e da Macfadyena unguis cati de DLsg =
0,53 J/lcm? células LM3 (tumor metastatico de figado), doses de energia muito
inferiores aos utilizados no presente estudo. Uma vez que o espectro dos FS
disponiveis até hoje é diferente no que diz respeito as caracteristicas quimicas,
estas propriedades e a eficacia da TFD resultante dependem de caracteristicas
bioldgicas tais como a arquitetura vascular do tumor, mecanismos de captacao
do FS, e acumulo especifico do FS no sitio tumoral, fatores que estédo
intimamente ligados a caracteristicas tanto dos FS como a tendéncia em formar
agregados, a ligar-se a macromoléculas (por exemplo, LDL, lipoproteinas de
baixa densidade), ou a mudarem a sua lipofilia num microambiente tumoral
mais acido como das células tumorais [178, 179]. Dessa forma, uma mesma

substancia sendo aplicada em um tipo tumoral, ndo necessariamente tera o
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mesmo efeito em outro tipo qualquer. Em particular, depois de escolher uma
fonte de luz e um FS, o resultado do processo é adicionalmente influenciado
pela concentracdo de FS, a presenca de oxigénio molecular, o intervalo entre a
administracdo do FS e da luz, e a correta dosimetria desta. Assim, € necessario
descobrir qual FS é a melhor escolha para determinado tipo de tumor em
particular [180] e formular protocolos validados para obter resultados eficazes e
confiaveis.

Na maioria das aplicacdes, a funcao principal da TFD é matar células
indesejadas, porém ndo apenas a citotoxicidade € importante, mas também os
mecanismos envolvidos na morte dessas células [181]. Por muito tempo, a
medicina tradicional para o tratamento de doencas com extratos vegetais se
baseou na experiéncia pratica. Portanto, o esclarecimento dos mecanismos de
acdo dos componentes desses extratos € de suma importancia para o0
desenvolvimento de suas aplicagbes. Componentes isolados e extraidos do
crajiru vém sendo investigados quanto a atividade bioldgica [145, 182]. Os
mecanismos de agdo de outras plantas como, por exemplo, Lonicera japonica
na atividade anti-inflamatoéria e anti-tumoral também tem sido relatados [183-
185].

Tem sido mostrado em alguns trabalhos que a apoptose é a forma mais
rapida e dominante de morte celular que ocorre apos a TFD [186]. No entanto,
a maior parte destes trabalhos investigou apenas a apoptose e é possivel que
células também sofram necrose apds a terapia. De fato, a TFD inibe o
crescimento tumoral por diferentes vias de morte e sua eficicia € dependente
do tipo de linhagem celular e dos FS utilizados. A apoptose € um processo
ativo fisiolégico e quase ausente em células cancerosas. E caracterizada por
alteracdes morfologicas distintas, incluindo encolhimento da célula, formacgéo
de blebs, condensacéo de cromatina, fragmentacdo do DNA e a formacédo de
corpos apoptéticos [187]. A aplicacéo terapéutica da inducdo da apoptose esta
sendo considerada como um modelo para o desenvolvimento de farmacos
antitumorais [188]. Uma vez que a literatura descreve que ha diferencas no tipo
de morte celular a depender, entre outros fatores, da dose de energia utilizada
para irradiar as células, o presente estudo verificou essa informacdo e
investigou o tipo de morte celular que ocorria quando as células foram

irradiadas com as seguintes doses de energia: 25,7 J/lcm? e 85,7 J/cm?. As

84



alteracbes celulares em cada um desses grupos serdo tratadas
separadamente.

Na dose de 25,7J/cm?, prevaleceram danos sugestivos de morte por
apoptose, visualizados em microscopia confocal pela marcacdo de corpos
apoptoticos pelo protocolo do laranja de acridina e brometo de etidio. O laranja
de acridina € um marcador fluorescente seletivo para acidos nucleicos usado
para determinacdo de ciclo celular. Esta substancia penetra nas membranas
celulares e interage com o DNA e o RNA por intercalacdo ou atracéo
eletrostatica, respectivamente. Ligado ao DNA, este corante apresenta
espectro semelhante ao da fluoresceina, com excitagdo maxima em 502 nm e
emissdo em 525 nm (verde). Quando se associa ao RNA, a excitacao passa a
460 nm e emissao na faixa do laranja (620 nm) podendo chegar a 650 nm. O
laranja de acridina também reage com compartimentos acidos como os
lisossomas e se torna protonado e sequestrado. Nessas condigcbes de pH
baixo, ele emite fluorescéncia laranja quando excitado por luz azul e portanto
pode ser utilizado para identificar a presenca de corpos apoptoticos,

fluorescendo fortemente em laranja essas estruturas [155].

Utilizando concentracdes de extratos naturais semelhantes ao presente
trabalho (50-150 pg/mL) e doses de energia muito menores (0,4-1,2 J/cm?), Yip
et al. [183] demonstraram que 0 extrato aquoso de Lonicera japonica exibe
significativa fototoxicidade em células CH27 induzindo principalmente morte
celular por apoptose. De acordo com as caracteristicas fenotipicas, as células
apresentaram uma morfologia arredondada e, eventualmente, se separavam
do substrato ap6s a TFD com extratos da referida planta, achados semelhantes
aos encontrados no tratamento de 4T1 com Arrabiadaea chica, no nosso
estudo. Essas mudancas na morfologia celular refletem alteracdes nos
filamentos de actina, nos microfilamentos citoplasmaticos predominantes nas
células, cujas propriedades biofisicas podem contribuir para a manutencédo da
sua integridade estrutural [189]. No presente estudo, nesse mesmo grupo
tratado com TFD a 25,7 Jicm? a microscopia eletronica de transmisséo das
células revelou danos ultraestruturais tipicos de apoptose, sejam eles presenca
de blebs, intumescimento de mitocondria e reticulo endoplasméatico rugoso e

fragmentacao nuclear. TFD utilizando ALA como FS e uma dose de energia de
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3 Jlcm? levou a danos ultraestruturais semelhantes em células PAM 212 —
queratinécitos murinos [176]. Os danos mais frequentemente observados séo
aqueles causados nas mitocondrias e isso pode ser explicado uma vez que
elas sdo as organelas de processamento central, na maioria das vias de
apoptose. Os sinais dos receptores de morte das superficies celulares ou a
partir de regides danificadas convergem para as mitocoOndrias, levando a
permeabilizacdo de ambas as membranas mitocondriais, dissipacdo do
potencial transmembranério da membrana interna (A%¥m), e de liberacédo de
proteinas relacionadas com a apoptose, tais como citocromo C, fator indutor de
apoptose (FIA), SMAC (segundo ativador mitocondrias derivado de caspases),

e de certas pré-caspases [181].

A TFD induz apoptose via dois mecanismos principais: mediado pela
mitocondria ou via intrinseca, como ja mencionado, e mediado por receptores
de morte ou via extrinseca, muitas vezes localizados nas membranas celulares
[190]. A maioria dos FS hidrofobicos se acumula na membrana plasmatica, o
gue a torna o alvo principal para eventos fototdxicos [186]. Para verificar a
interacdo da NanoECr com as membranas das células da linhagem 4T1, estas
foram tratadas, processadas e analisadas em microscopia eletrénica de
varredura. Puderam ser observados danos a membrana plasmatica no grupo
tratado com a dose de energia 25,7J/cm? (colapso de membrana) e a presenca
de algumas nanoestruturas associadas a membrana, bem visivel nas células
tratadas com a NanoECr sem irradiacdo. Essa interacdo é responsavel pela
TFD causar danos a membrana plasmatica apés a irradiagdo que se
manifestam pelo intumescimento, formacdo de blebs, derramamento de
vesiculas contendo membrana plasmatica, enzimas citosélicas e lisossomais,
reducdo do transporte ativo, aumento da permeabilidade e despolarizacdo da

membrana plasmatica [54].

Com a dose de energia de 85,7 J/icm?, as células sofreram necrose em
sua totalidade. Isso pode ser observado tanto na microscopia confocal pela
marcacdo com laranja de acridina e brometo de etidio (ja descrito), quanto na
microscopia eletronica de transmissdo. Na microscopia confocal, 100% das
células foram marcadas com brometo de etidio (células fluoresceram em

vermelho), indicando morte celular por necrose. O brometo de etidio é um
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agente intercalante fluorescente usado frequentemente como marcador
de &cidos nucleicos cujo comprimento de onda de excitagdo é 405 nm e
emissdao em vemelho (670 nm), e € uma molécula que penetra apenas em
células cuja membrana plasmatica esteja rompida e, portanto € muito utilizado
como marcador de necrose em ensaios de morte celular [155]. Na microscopia
eletrbnica de transmisséo, as células apresentaram caracteristicas tipicas de
necrose, com elevados niveis de danos celulares, em que a integridade da
membrana plasmatica € perdida, ocorrendo lise de células, colapso da
membrana plasmatica com liberacdo de componentes intracelulares, perda da
densidade citoplasmatica com a presenc¢a de grandes vacuolos no interior das
células. Ademais, danos a membrana plasmatica foram bastante visiveis por
microscopia eletronica de varredura nas células irradiadas com 85,7J/cm?,
especificamente a presenca de grandes lacunas, perfuracdes e perda total da

integridade de membrana.

Jé& foi relatado em diversos trabalhos que doses altas de TFD (uma alta
concentragédo de FS ou uma fluéncia de luz alta ou ambos) tende a causar a
morte celular por necrose, enquanto a TFD administrada em doses mais baixas
tendem a predispor as células para morte celular apoptética [191]. Nagata,
Obana [192] utilizando o FS anfifiico ATX-S10 em células de melanoma
maligno humano verificaram que as doses de luz que levaram a menos de 70%
de citotoxicidade induziram, principalmente, morte por apoptose, enquanto, a
maioria das células necroticas apareceu com doses que levaram a 99% de
citotoxicidade. Esse dado corrobora alguns resultados encontrados no presente
estudo, no qual morte celular de 100% observada nos testes de viabilidade
mitocondrial correspondeu no ensaio de laranja de acridina e brometo de etidio
a necrose. Fatores que induzem necrose incluem localizac&o extra-mitocondrial
dos FS, doses altas de energia e deplecdo de glicose. O genotipo celular
também pode influenciar a forma de morte celular pés TFD [revisado por 193].
Devido & curta meia-vida do 'O, medidos em nanossegundos, esta molécula
citotoxica pode difundir-se apenas até 20 nm, em células [194]. Assim, a
localizac&o subcelular do FS determina quais organelas serédo danificadas. Os
FS podem também ser encontrados em outros locais, incluindo membrana

plasmatica, reticulo endoplasmatico e do complexo de Golgi aparentemente em
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concentracbes suficientes para mediar a citotoxicidade. Assume-se
frequentemente que FS que se localizam na mitocondria SGo mais propensos a
induzir a apoptose e aqueles localizados nas membranas plasmaticas em
induzir necrose. A fotoativacdo de hipericina, um importante componente FS,
tem sido associada a apoptose quando administrada em concentracdes mais
baixas e baixo tempo pdés-irradiacdo. Aumentando a concentragdo de hipericina
e/ou prolongando o tempo pés-irradiagdo ocorreu aumento da morte celular por
necrose [135]. Na pratica, esses mecanismos de morte celular induzida por
TFD podem ser mais facilmente observados in vitro, com concentracdes
definidas do FS e das taxas de fluéncia da luz. In vivo, a situacdo € mais
complexa e a destruicdo do tumor provavelmente é resultado de uma mistura

de morte celular por apoptose e necrose [193].

Uma vez que a ideia é que tratamentos contra o cancer matem as
células, com regressao total da massa tumoral, qual € a importancia de se
estudar e saber os tipos de morte induzidos por essas terapias?
Primeiramente, é razoavel relatar que uma grande massa de proteinas
provenientes de células cancerosas necréticas destruidas cause bloqueio
rapido e irreversivel de células sadias implicando em efeitos adversos
potencialmente fatais [195]. J& a apoptose permite que as células cancerosas
sejam destruidas causando baixa inflamacdo sob influéncia da TFD. Essa
baixa inflamacdo é importante para ativacdo do sistema imune auxiliando na
destruicdo das células alvo [Robertson et al., 196]. Por isso, varios estudos
mostram que € essencial destruir células cancerosas via mecanismos
apoptoticos com alguma necrose para fortalecer a inducao inflamatoria [181].

Os resultados deste trabalho, realizados in vitro, constituiram a primeira
etapa na investigacdo de extratos vegetais oriundos da Amazénia como novos
fotossensibilizantes para uso em TFD. Com os resultados obtidos nas
experimentacdes e discussbes da presente Tese de Doutorado, conclui-se que
o extrato cloroférmico das partes aéreas da planta Arrabidaea chica associado
a nanoemulsdes poliméricas de PVM/MA €& uma potencial formulacéo
fotossensibilizante para o tratamento e eliminacdo de células tumorais de

adenocarcinoma mamario.
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8. CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos nas condicdes de realizagdo do

presente experimento pode-se chegar as seguintes conclusoes:

- O extrato de partes aéreas de crajiru livre apresentou espectros de
absorbancia e fluorescéncia dentro da janela 6ptica de absorgédo (600 a 800
nm) e produziu ERO in vitro quando submetidos ao teste de decaimento do

benzofurano;

- Foi produzida uma nanoemulsao polimérica estavel com extratos de partes

aéreas de crajiru, com populacdo monodispersa e carga de superficie negativa;

- O extrato de partes aéreas de crajiru mesmo apoOs incorporacdo em
nanoemulsdo polimérica apresentou espectros de absorbancia e fluorescéncia
dentro da janela Optica de absor¢édo (600 a 800 nm) e produziu ERO in vitro

guando submetidos ao teste de decaimento do benzofurano;

- A nanoemulsdo polimérica de extratos de partes aéreas de crajiru nao foi
toxica na concentracdo de 54ug/mL para as linhagens celulares cancerosas de
adenocarcinoma mamario murino (4T1) e linhagens celulares normais de
fibroblasto murino (NIH3T3) quando estas foram submetidas a testes sem

irradiacéo com luz;

- A nanoemulséo polimérica de extratos de partes aéreas de crajiru foi toxica
na concentracdo de 54ug/mL para as linhagens celulares cancerosas de
adenocarcinoma mamario murino (4T1) e linhagens celulares normais de
fibroblasto murino (NIH3T3) quando estas foram submetidas a testes com

irradiacdo com luz em todas as doses de energia utilizadas;

- Em doses de energia de 25,7 Jicm? a nanoemulsdo de extrato de partes

aéreas de crajiru induz morte celular por apoptose;
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- Em doses de energia 85,7 J/cm? a nanoemulsdo de extrato de partes aéreas

de crajiru induz morte celular por necrose.
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9. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Considerando o fato de que varias doengas ndo tém uma resposta
definitiva na medicina convencional, um esfor¢co para reconhecer o potencial de
sistemas alternativos de tratamento e de combinacdes de varios sistemas
validados através de métodos universalmente aceitaveis pode vir a ser
benéfico para a comunidade humana em geral.

O extrato natural de partes aéreas de Arrabidaea chica, objeto de estudo
da presente Tese oferece a perspectiva de que ela seja utilizada como um
fotossensibilizante de 32 geracdo na TFD. Além disso, associada a
nanotecnologia, com objetivo de melhorar a liberacdo do fotossensibilizante ao
tecido alvo e ao mesmo tempo de aumentar a especificidade e eficacia da TFD,
a presente formulacdo de nanoemulsdo polimérica de extratos de partes
aéreas de Arrabidaea chica agrega valor e contribui para a complexidade dos
estudos em TFD.

E importante lembrar que uma limitagédo da TFD é que ela n&o pode ser
um processo de cura para tumores grandes e disseminados. No entanto,
mesmo para uma doenga avancada, como o cancer de mama em grau IV, a
TFD pode melhorar a qualidade de vida dos pacientes e prolongar a
sobrevivéncia, uma vez que pode ser utilizado como terapia adjuvante no
transcirirgico ou poés-cirurgia, evitando, quando possivel, a mastectomia
radical. Para tumores de mama pequenos e localizados a TFD pode ser um
procedimento curativo com resultados minimamente invasivos e cosmeéticos
excelentes. Dessa forma, a presente formulacdo tem potencial para ser
utilizada juntamente com a TFD como terapia adjuvante — no trans ou no pos-
cirurgico, reduzindo assim a mutilacdo causada pelos procedimentos cirirgicos
radicais.

Essa foi a primeira etapa na investigacdo de extratos vegetais oriundos
da Amazonia como novos fotossensibilizantes para uso em TFD. Estudos in
Vivo s80 necessdrios para avaliar ndo somente a estabilidade da nanoemulsao
polimérica em organismos vivos como também as caracteristicas necessarias
para considera-la um farmaco FS para uso em TFD. Além disso, é de extrema

importancia a identificacdo e caracterizacdo quimica das substancias ativas
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presentes nesse extrato para que possamos controlar a concentracdo dos
componentes bioativos nas subsequentes extracoes.

Por fim, a valorizagdo da importancia dos produtos naturais como fontes
de farmacos estruturalmente novos e a enorme biodiversidade das florestas da
Ameérica do Sul devem ser priorizados. Dessa forma, um esfor¢co conjunto deve
ser firmado para que muitos compostos com atividades biolégicas sejam
obtidos de diversos biomas, inclusive de biomas brasileiros, e com participagéo

de pesquisadores brasileiros.
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ANEXO 1

Tabela: Relacdo de Fitoterapicos Ofertados pelo SUS

Nome popular

Nome cientifico

Indicacao

Espinheira-santa

Maytenus ilicifolia

Dispepsias, coadjuvante no tratamento de

gastrite e Ulcera duodenal

Guaco Mikania glomerata Expectorante e broncodilatador
Colagogos e coleréticos em dispepsias
Alcachofra Cynara scolymus associadas a disfuncfes hepatobiliares.
Schinus Produtos ginecoldgicos antiinfecciosos
Aroeira terebenthifolius topicos simples

Cascara-sagrada

Rhamnus purshiana

Constipacéo ocasional

Harpagophytum Antiinflamatorio (oral) em dores lombares,
Garra-do-diabo procumbens osteoartrite
Isoflavona-de- Climatério (Coadjuvante no alivio dos
soja Glycine max sintomas)

Unha-de-gato

Uncaria tomentosa

Antiinflamatorio (oral e topico) nos casos
de artrite reumatoide, osteoartrite € como
imunoestimulante

Hortela Mentha x piperita Sindrome do célon irritavel
Babosa Aloe vera Queimaduras e psoriase
Salgueiro Salix alba Dor lombar
Coadjuvante nos casos de obstipacao intestinal
Tratamento da sindrome do cdlon irritavel
Plantago. Plantago ovata

Fonte: Manual do Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicas do
Ministério da Saude, 2008.
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