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RESUMO

O cancer é definido como um conjunto de mais de cem doencas caracterizado por
desordens celulares ocasionadas por multiplas alteracGes genéticas que conduzem a um
desequilibrio na proliferacdo e morte celular. No Brasil, as estimativas para o0 ano de
2012 e 2013 apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos de
cancer, dentre os quais, 0 mais incidente serd o cancer de pele ndo melanoma. Devido a
tantos efeitos colaterais das terapias convencionais no tratamento das neoplasias, a
terapia fotodindmica (TFD) desponta como uma alternativa segura e altamente eficaz no
tratamento de diversos tipos de cancer. A sua alta eficacia decorre da inducdo direta de
morte das células neoplasicas, da destruicdo da microvasculatura tumoral e do reforco
da imunidade antitumoral. A TFD ¢é realizada combinando-se o oxigénio molecular, luz
de comprimento de onda especifico e um fotossensibilizante. Assim, o objetivo deste
trabalho foi desenvolver uma nanoemulsdo (nanoA) a base de 6leo de acai como
fotossensibilizante para uso na TFD e investigar os efeitos bioldgicos in vitro e in vivo
no tratamento de cancer de pele ndo-melanoma. Para formulacdo da nanoA, foi utilizado
agua, 6leo e surfactante Tween 80 e utilizou-se 0 método de temperatura de inverséo de
fase (PIT). Para a avaliacdo dos aspectos morfoldgicos e coloidais da nanoA utilizou-se
recursos de microscopia eletronica de transmissdo e aparelho de dispersdo dinamica de
luz Zetasizer, respectivamente. As propriedades fotofisicas foram avaliadas com leituras
dos espectros de absorbéancia e fluorescéncia em espectrofotometro. A nano A
apresentou pico de absorcdo e emissdo na regido do vermelho,0 que é bom para
fotossensibilizantes a serem aplicados na TFD ja que corresponde a janela Optica
tecidual. O didmetro hidrodindmico obtido foi de 117,5 nm, o didmetro médio de 74
nm, o indice de polidispersividade de 0,144 e potencial zeta de -0.536mV;
caracteristicas essas que viabilizam o uso da nanoA em sistemas bioldgicos devido a
monodispersividade e pequeno didmetro, favorecendo a retencdo e permeacdo no tumor
(EPR). A capacidade de geracdo de especies reativas de oxigénio foi medida através do
método de decaimento por benzofurano, comprovando a atividade fotoquimica do 0leo,
viabilizando seu uso como fotossensibilizante na TFD. A avaliacdo in vitro consistiu
em andlises de incorporacdo e distribuicdo da nanoA em células de carcinoma
epidermoide humano A431 e em fibroblasto humano Detroit, assim como na avaliagao
da citotoxicidade das linhagens submetidas a diferentes concentragcdes da nanoA na

auséncia e na presenca de luz. A linhagem normal mostrou-se inerte a incubagcéo com a



nanoA enquanto que a tumoral foi mais sensivel nos menores tempos de exposicéo a
nano tanto no escuro quanto pos-irradiacdo. O tempo necesséario a incubacdo foi de
quinze minutos e de irradiacdo equivalente a 10 minutos. A avaliac¢do in vivo consistiu
em andlises clinica e histopatoldgica de tumores induzidos por injecdo ortotopica de
células A431 em camundongos nude, tratados com trés sessdes de TFD além de analises
sanguineas. Tanto a terapia quanto o farmaco sozinho apresentaram atividade
antitumoral. A TFD foi responsavel por 33% de regressdo total enquanto que a
nanoemulsdo sozinha por 16% de regressao total e 33% de regressao parcial. Estes
resultados indicam que esta inédita nanoemulsdo é em potencial um novo farmaco para
aplicagédo antitumoral, considerando a alta resisténcia do carcinoma estudado e a grande

eficacia do tratamento alcangado.

Palavras-chave: Carcinoma epidermoide, terapia fotodindmica, nanoemulsdo, agente

antitumoral, acai, ndo-melanoma, Euterpe oleracea.



ABSTRACT

Cancer is defined as a set of more than hundred diseases characterized by cellular
disorders caused by multiple genetic alterations that leads to imbalance between cell
proliferation and death. In Brazil, approximately 518,510 new cases of cancer have been
estimated from 2012 to 2013, majority being of non melanoma form of skin cancer. Due
to so many side effects of the conventional therapies in the treatment of the neoplasias,
the photodynamic therapy (PDT) emerges as a safe and highly efficient alternative in
the treatment of several types of cancer. This high efficiency results from the straight
induction of death of cancer cells , from the destruction of the tumor vasculature and to
the reinforcement of the antitumor immunity. PDT is employed with combination
molecular oxygen, specific wavelength and photosensitizers. So, the objective of this
work was to develop a nanoemulsion (nanoA) with agai oil as a photosensitizer for the
application in PDT and investigates the biological effects in vitro and in vivo to
evaluate the efficacy in the treatment of non melanoma skin cancer. For This
formulation used water, oil and Tween 80 surfactant by the method of phase inversion
temperature (PIT). For morphological and colloidal evaluation of nanoA transmission
electronic microscopy, scanning electronic microscopy and dynamic dispersal of light
Zetasizer were used. The photo-physical properties were evaluated with readings of the
spectrum of absorbance and fluorescence in a spectrophotometer. The peak of
absorption and emission was in the red region, which is good for application in PDT.
The hydrodynamic diameter obtained was 117.5 nm, the middle diameter was 74 nm,
the polydispersity index was 0.144 and the zeta potential was -0.536 mV. These
features enabled the use of nanoA in biological systems, due to the monodispersity and
small diameter favoring the permeation and retention in the tumor (EPR). The capacity
of generation of reactive oxygen species was measured through the decline method for
benzofuran proving the photochemical activity of the oil, enabling it's use as a
photosensitizer in PDT. The in vitro evaluation consisted of analyses of internalization
and distribution of the nanoA in human epidermoid carcinoma cells A431 and in human
fibroblast Detroit, as well as of evaluation the cytotoxicity of the cell line subjected to
different concentrations of nanoA in the absence and in the presence of light. The
normal cell line appeared inert to the incubation with the nanoA whereas the tumoral
was more sensitive. The time necessary for nanoemulsion association on cells was

fifteen minutes. The in vivo evaluation of the effects of nano A consisted of clinic and



histopathological analyses of ortotopic induced tumor by injection of A431 cells in nude
mice, treated with three sessions of PDT. As much as drug therapy alone showed
antitumor activity. PDT was responsible for 33 % of total regression while the
nanoemulsion alone for 16 % of total regression and 33 % of partial regression. These
results indicate that this nanoemulsion is good as photosensitizer and a potential new
antitumor drug for application in squamous cell carcinoma (SCC), considering the high

resistance of this carcinoma and the great efficiency of the treatment.

Key Words: epidermoid carcinoma cell; photodynamic therapy; nanoemulsion;

antitumor agent, acai oil, non melanoma, Euterpe oleracea.
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1. CANCER
O céncer representa hoje um notavel problema de salde publica mundial.

Segundo dados divulgados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a estimativa
para 0 ano de 2030 sdo de 27 milhGes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de
mortes ocasionadas por cancer e 75 milhGes de pessoas vivas acometidas por cancer
anualmente, sendo os paises de baixa e média renda os mais afetados por este aumento

na incidéncia [1].

Nos Estados Unidos, somente no ano de 2010 houveram 570 mil mortes
causadas por cancer [2]. No Brasil, segundo estimativas do Instituto Nacional do Cancer
(INCA) para o ano de 2012 e 2013 sdo esperados aproximadamente 520 mil novos
casos de cancer, dos quais 134 mil sdo de cancer de pele ndo melanoma, sendo entéo o

de maior incidéncia na populacdo brasileira.

O cancer € um nome genérico responsavel por designar um conjunto de
mais de 100 tipos e subtipos de neoplasias diferentes [3]Entdo, o que torna possivel um
grupo de células comprometer toda a viabilidade do organismo?

As células neoplésicas adquirem ao longo do processo de tumorigénese
varias carcateristicas baseadas na alteracdo genémica e epigendmica que as permitem
proliferar desordenamente. Neste processo, ha trés importantes etapas: a Iniciacdo; a

promocdo e a progressdo, exemplificado na figura 1 [4].

MultiStage Carcinogenesis

Initiation Promotion Progression

Repair Apoptosis Apoptosis
Growth
o — e P _-|'— advantage
and genetic

Damage Proliferation Proliferation instability

Normal Initiated Focal Newplovis

Cell Cell Lesion

Fig 1: Etapas da carcinogénese / Adaptado de: Klaunig, Wang et al. 2011 [4].

Durante a iniciagdo, células normais que sofreram dano irreparavel no DNA

devido a ataque de carcindgenos quimicos, radiacdo ultravioleta entre outros s&o
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chamadas de células iniciadas [4].Apos, segue-se a promocgdo. Esta é responsavel pela
expansao das células iniciadas e alteracdo na modulacdo da expressdo génica, resultando
no aumento de divisdes celulares e/ou decréscimo na taxa de apoptose [4].E na ultima
etapa, a progressdo, ocorre 0 aumento da instabilidade genética e a proliferacédo celular

irreversivel e descontrolada [4].

Esta, por sua vez, possui algumas caracteristicas que as permitem dividir-se

e manter-se autosuficientes. Dentre elas:

Sintese dos proprios sinais de crescimento, muitas vezes mimetizados pelos
oncogenes (proto-oncogenes mutados com efeito dominante, responsaveis por aumentar
a proliferacao celular e inibir a apoptose) sendo responsivas a eles e estabelecendo um

feedback positivo — estimulagédo autdcrina [3].

e Evasdo aos sinais antiproliferativos — estes sinais sdo responsaveis por
manter as células quiescentes, manter a homeostase e podendo bloquear a
proliferacdo [3].

e Capacidade de evitar a apoptose — esta € uma caracterisitica tao
importante quanto a proliferacdo descontrolada pois contribui de igual modo
para a manutencdo da quantidade de células [3].

¢ Potencial replicativo ilimitado [3].

e Angiogénese — capacidade de inducdo de formacdo dos préprios vasos
sanguineos para suprimento de oxigénio e nutrientes. E resultado da alta
expresséo de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) [3,1]

e Metastase — capacidade de invasdo tecidual formando col6nias em
ambientes diferentes do sitio primario. Sdo responsaveis por 90% das

mortes ocasionadas por cancer [3].

Essas habilidades adquiridas por certas células em determinado tecido,
promove o desenvolvimento da neoplasia e 0 comprometimento do organismo, muitas
vezes ocasionando o Obito. Desta maneira, a incidéncia crescente de cancer na
populagdo mundial é preocupante e exige novos tratamentos mais eficazes e menos

agressivos [6].
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1.1 CANCER DE PELE

O cancer de pele é a neoplasia mais comum no mundo. Ha varios fatores
etiologicos associados com a neoplasia cutanea, como: o fenotipo da pele, a localizacéo
geogréfica, a quantidade de exposicdo solar [6], a redugdo da camada de oz6nio, entre
outros, porém o fator principal é a radiacdo ultravioleta (UV) [7]. A radiacdo UV induz
mudancas epigenéticas promovendo a expansdo da populacéo de celulas iniciadas, além
de inflamacdo dérmica, hiperplasia epidérmica, alteracdo na expressdao de multiplos
genes associados com a proliferacdo, a diferenciagéo e a produgéo de citocinas [14],
aléem de formar dimeros de pirimidina, provocar peroxidacgdo lipidica e, formacdo de

espécies reativas de oxigénio (ROS)

O cancer de pele é classificado em dois grandes grupos: o melanoma e o
ndo-melanoma. O melanoma é originario dos melandcitos, e é raro se comparado ao
ndo-melanoma [8]. Porém nas ultimas quatro décadas a incidéncia aumentou
consideravelmente. No ano de 2011, mais de 75 mil norte americanos foram
diagnosticados com melanoma e mais de 9 mil foram a 6bito. Apresenta disseminagéo
linfatica para regifes corporeas distantes do sitio priméario possuindo potencial
metastatico além de ser menos responsivo a terapias sistémicas [9].

Ja o cancer ndo melanoma, por sua vez, é originado a partir das células
epidérmicas, variando apenas a localizacdo na camada da epiderme. Quando originado
de células da camada basal da epiderme, resulta em carcinoma basocelular (CBC), e, se
originado da camada espinhosa culmina no carcinoma espinocelular (CEC) [8]. Além
destes dois subtipos mais frequentes, ha tumores originados de outros tipos celulares,

como, carcinoma de células Merkel, adenocarcinoma sebaceo entre outros [6, 10].

O cancer de pele ndo melanoma é o mais comum, acometendo mais de 1,2
milhdes de pessoas por ano nos EUA [11,12], essa alta incidéncia representa uma
preocupacdo publica devido aos altos custos medicamentosos, a morbidade causada e
aos resultados cosméticos [13]. No Brasil, o acometimento pela doenga é o mais
frequente em ambos 0s sexos [1]. Entre homens, a maior incidéncia ocorre nas regides
Centro-Oeste, Sul e Norte respectivamente, e, em mulheres ocorre igualmente em todas

as regides [1].
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O principal agente etiologico da doenca é a radiacdo ultravioleta (UV), além
de outros agravantes como, por exemplo, a Imunossupressdéo em pacientes

transplantados [12] onde ha diminuicdo do controle imunolégico da pele [1].

1.1.2 CARCINOMA BASOCELULAR

O carcinoma basocelular (CBC) é a neoplasia mais comum no mundo.
Deriva das células tronco da camada basal da epiderme e dos foliculos pilosos.
Apresenta crescimento bastante lento [15;16] e é localmente invasivo com baixo
potencial metastatico, sendo facilmente tratavel por excisdo cirdrgica se diagnosticado

precocemente [16].

A exposicdo a radiacdo ultravioleta é o fator mais representativo no
aparecimento da doenca, sendo que pessoas que sofreram exposicao solar aguda até os
20 anos de idade tem o risco aumentado em trés vezes de ser acometido por CBC
[16;17]. Ja a exposicao solar crénica esta mais associada ao aparecimento de carcinoma
espinocelular (CEC) [16].

A radiacdo UVB é responsavel por gerar produtos mutagénicos no DNA tais
como os dimeros de pirimidina e mutacbes em genes essenciais na regulacdo das
funcbes celulares, como por exemplo, o p53. J& a radiacdo UVA apresenta efeito
indireto na geracdo de radicais livres corroborando com os danos causados pela

radiacdo UVB. Além disto, a radiagdo UV causa imunossupressdo na pele [16].

A exposicdo solar fracionada estd mais associada ao CBC superficial
enquanto que os tipos nodulares sdo geralmente devido a exposicao solar intensa [16].
H& vérios subtipos de CBC, variando-se o grau de agressividade. Dentre eles, ha o
pigmentado, o superficial, o cistico e o nodular, entre outros. Este Gltimo, é o mais
comum. Histologicamente, o CBC apresenta células basofilicas com ndcleo

proeminente [19].

A proporcao de ocorréncia na populacédo € de quatro a cinco CBC para cada
um CEC. O registro de CBC pelas entidades de salde ndo é obrigatorio, podendo ser a

frequéncia ainda mais alta [16].
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1.1.3 CARCINOMA ESPINOCELULAR

A pele é uma importante barreira de protecdo entre o organismo e agentes
externos do ambiente tais como radiacdo ultravioleta, estresses mecanicos, substancias
toxicas e infecgbes. Dentre todas as camadas existentes, a epiderme € de grande
relevancia visto que é a mais externa sendo a primeira a sofrer qualquer dano
proveniente do ambiente. E formada por vérias camadas com diferentes tipos celulares,
0 que Ihe confere varias funcGes, porém €é majoritariamente composta por
queratindcitos. Neoplasias originadas nos queratindcitos da camada espinhosa da
epiderme desencadeia o carcinoma espinocelular (CEC) ou também conhecido por

carcinoma de células escamosas [19].

O CEC é a segunda neoplasia do tipo ndo melanoma mais comum no
mundo, sendo que, somente nos EUA sdo mais de 1,2 milhGes de diagnosticos anuais
do tipo ndo melanoma dos quais 20% correspondem ao CEC [20; 21]. Este, por sua vez,
é duas vezes mais comum em homens do que em mulheres, muito provavelmente
devido a maior exposicdo solar por consequéncia de algumas profissfes, descuidado
com o filtro solar e uso de cabelo mais curto além de roupas que ndo protegem muito a
regido do tronco e face [ 23; 24].

Os custos relacionados ao tratamento de neoplasias do tipo ndo melanoma
sdo muito altos, ultrapassando 1 bilhdo de délares por ano, além de ser de grande
impacto social devido ao local de ocorréncia ser em grande frequéncia no rosto,

afetando a autoestima e a qualidade de vida do individuo [22].

O CEC esta associado a exposi¢do solar crbnica, ao contrario do CBC que
estd mais correlacionado a exposicdo solar intermitente [26;30]. Este € o fator de maior
relevancia para o desenvolvimento do tumor primario. Ha outros fatores que também
contribuem para o aparecimento da doenca, como exposicao a arsénio, infeccdes virais
por HPV, tratamento com imunossupressores para transplante de 6rgéos, inflamacéo
cronica e Ulceras [21;24,27]. Ha também outros agravantes que aumentam a
vulnerabilidade ao CEC como caracteristicas fenotipicas tais como pele e olhos claros
além de predisposicdo genética [21;24,27] como xeroderma pigmentoso e albinismo
oculocutaneo que tornam o individuo mais suscetivel & quebras no DNA mediante
exposicao a radiacao ultravioleta por defeito no mecanismo de reparo do DNA ou por

deficiéncia na producgdo de melanina, respectivamente [18; 21].
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A radiacdo UVA é considerada fator promotor de tumor pois causa a
ativacdo da transducdo de sinal da proteina quinase C, além de ser um potente
modulador de imunossupressdo cutanea, principalmente por interleucina-10 (IL-10). Ja
a radiacdo UVB causa dano no DNA do queratindcito e, por consequéncia, clones de
celulas com nucleos aberrantes [27], além de produzir espécies reativas de oxigénio
(ROS), resposta inflamatdria aguda, peroxidacao lipidica e dimeros de pirimidina [30].
Os dois tipos de radiacdo atuam conjuntamente iniciando e promovendo a

carcinogénese [27;30].

O CEC é localmente invasivo, apresenta crescimento mais rapido e
agressivo que o CBC com potencial de progressdo e desenvolvimento de metastases
além de taxa de mortalidade mais alta [30;11]. Ha varios estagios de desenvolvimento
de CEC, como a ceratose actinica, que sdo lesdes benignas precursoras da neoplasia de
fato, o carcinoma in situ que é a doenca de Bowen e o CEC invasivo e metastatico
[18;21;30].

O aparecimento de CEC também esta relacionado a regifes onde a camada
de 0z6nio estd mais comprometida e a locais mais préximos da linha do Equador, além
de maior incidéncia em pessoas de idade mais avancada [24]. Entre 69% a 90% dos
casos de CEC invasivo, esta relacionado a muta¢bes no gene p53, responsavel pela
inducdo de apoptose em células epidérmicas danificadas por radiacdo UV [34] além de
outras mutacGes genéticas como WNT, Ras, c-Myc e NFkB, complexo proteico
responsavel pela regulacdo da inflamacdo, morfogénese, apoptose, diferenciacdo e
proliferacdo celular [24;34;35]. AlteracGes nas vias de sinal Notch/CSL podem causar
alteracBes teciduais incluindo atrofia no estroma e inflamacdo, precedendo e

representando um forte indicativo de tumor epitelial [29;32]

Além de acometer a pele, o CEC pode aparecer também no trato digestivo
superior, pulméo, regido urogenital e na mucosa oral. Esta por sua vez, mais associada
ao uso de cigarro e abuso de alcool [24;32]. Em pacientes imunotransplantados, o risco
de acometimento pela doenca é de 50 a 250 vezes maior, além da probabilidade de
desenvolvimento do CEC invasivo e metastatico também ser mais aumentado [24;27].
Foram realizados estudos nos quais foram constatados que 40% dos pacientes
transplantados desenvolvem no minimo lesdes pré-cancerosas, dentro do periodo de 5
anos [33].



28

O CEC apresenta-se como nédulos rosados/avermelhados e com placas
hiperqueratdticas com presenca de necrose ao centro, muitas das vezes. Quando
acomete a regido da cabeca e pescoc¢o, é bastante comum metastases nos linfonodos
cervicais [21;24] com taxa significativa de 0,3 a 3,7%. O maior risco de aparecimento
de metéstases esta relacionado & pouca diferenciacdo histolégica e infiltracdo perineural
e linfovascular [24]. Os lugares de maior reincidéncia sdo labios, orelhas e careca [21].

As terapéuticas utilizadas para tratamento do CEC mais superficial sdo os
mesmos aplicados para o CBC, e, em sua maioria a taxa de cura é de 90 a 98%. Nos
casos de CEC mais agressivos, sdo aplicados os tratamentos convencionais, como a
quimioterapia e radioterapia além de intervencdo cirdrgica, porém ha efeitos colaterais

associados[21].

1.2 TRATAMENTOS CONVENCIONAIS:

Ha varias formas de tratamento do cancer, todos apresentando vantagens e
desvantagens. Dentre eles podemos citar cirurgia, quimioterapia, radioterapia e para
tratamento de cancer mais superficial ha a criocirurgia, curetagem e cauterizagao, entre
outros [11]. Na maioria das vezes, para as neoplasias cutaneas mais superficiais e de
pequena dimensdo, 0s tratamentos acima citados sdo eficazes apesar de serem

desconfortaveis e dolorosos [11].

Quando ha uma neoplasia mais grave, a terapéutica aplicada se resume em

cirurgia, quimioterapia ou radioterapia, porém ha muitos efeitos colaterais [36;37].

No caso da aplicacdo da radioterapia, geralmente utilizada para tratamento
de tumores malignos sélidos [38], pode-se irradiar os tecidos normais circunvizinhos ao
tumor, aumentando-se a chance de acometimento de um segundo tumor além da
possibilidade de desenvolver uma leucemia [39]. Ha ainda, varios relatos em estudos
realizados que, apés a irradiacdo do tumor, ocorre um aumento da agressividade do
fendtipo das células cancerosas remanescentes, favorecendo genes de sobrevivéncia e

invasao celular além da angiogénese [40].

Enquanto que a quimioterapia, modalidade terapéutica que € recomendada a

pacientes com neoplasias em estagio avancado, metastatico ou com risco de recidiva



29

apOs tratamento do tumor primario, envolve o organismo por completo, aumentando a
biodisponibilidade da droga e prejudicando as defesas do organismo [36]. Além das
caracteristicas citadas acima, os farmacos utilizados podem induzir mielossupressao,
producdo de citocinas que favorecem a proliferacdo celular ou a ablacdo dos

mecanismos de imunossupresséo [41].

Deste modo, ¢é de extrema relevancia a aplicacdo de uma terapéutica tdo ou
mais eficaz quanto as ja empregadas, porem com os efeitos adversos e indesejados
reduzidos. Deste modo, a nanobiotecnologia surge como ferramenta indispensavel na
precisdo de entrega do farmaco ao local de interesse além de potencializar a
biodisponibilidade do mesmo na area tumoral e reduzir os efeitos colaterais sistémicos

em associacdo a farmacos nanoestruturados[25;56;57].

Assim, a terapia fotodinamica (TFD) associada a farmacos nanoestruturados
apresenta a vantagem em potencial de ser mais especifica e causar menos efeitos

adversos em relacdo aos tratamentos convencionais, além de ser [38]:
- Néo- invasiva
- Preciséo no alvo
- Possibilidade de repetidas doses
- Aplicacdo ambulatorial
- Poucos efeitos colaterais
- Estimulagdo do sistema imunitario
- Baixo custo para o sistema de saude

1.3 TERAPIA FOTODINAMICA

A utilizacdo da luz como modalidade terapéutica ja era aplicada ha mais de
trés mil anos pelas civilizagdes chinesas, egipcias e indianas para tratamento de doencas
como psoriase, raquitismo e vitiligo. H& pouco mais de cem anos, 0 uso da luz como
terapéutica voltou a ser discutida por pesquisadores, quando o alemdo, Oscar Raab,

observou morte de paramecium utilizando luz em comprimento de onda especifico e o
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corante alaranjado de acridina [42,43,44]. O que Raab reportou, ficou conhecido como
terapia fotodinamica [42].

A terapia fotodinamica (TFD) consiste na administracdo de um agente nao
toxico — (fotossensibilizante), luz em comprimento de onda especifico e oxigénio
molecular presente no tecido [42,43,45]. Esta técnica vem sendo aprimorada para
tratamento de doencas locais ou sistémicas como o cancer [45;46]. A luz utilizada para
irradiacdo deve ter o comprimento de onda coincidente com a janela Optica tecidual,
entre 600 a 800 nm, a fim de que haja penetracdo da luz no tecido e para que seja
evitado interferéncia com os cromoforos bioldgicos naturais [43] (figura 2). Da mesma
forma, o fotossensibilizante (Ps) deve acumular-se preferencialmente no tumor [45]. As
fenestras aumentadas dos vasos sanguineos presentes no tumor podem favorecer este
acumulo bem como o tamanho e a configuragdo da molécula fotossensivel [44]. Além
dos fatores acima, deve-se observar também o intervalo de tempo entre a administracao
do fotossensibilizante e a irradiacdo do tecido [43]. A interacdo da luz e do Ps com o
oxigénio molecular gera espécies reativas de oxigénio (ROS) que sdo toxicas as células,

ocasionado o dano e a morte celular [43;44].

Em mais detalhes, o fotossensibilizante transfere a energia absorvida para o
oxigénio molecular, esta reacdo ocorre imediatamente no local da energia irradiada.
Nesta reacdo é gerado principalmente oxigénio singleto (*0), que por sua vez, é

extremamente reativo [44].
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Figura 2: Janela ética da TFD. Adaptado de Plaetzar, 2009 [47].
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1.3.1 FENOMENOS FOTOFISICOS E FOTOQUIMICOS

O fotossensibilizante é excitado pela luz e, entdo, torna-se capaz de
promover as reacOes fotoquimicas dos tipos | e Il [47].A reagdo do tipo | resulta na
formacéo de anions superoxidos, peroxido de hidrogénio, radicais hidroxil entre outros.
Esses, por sua vez, podem se difundir com facilidade por membranas, porém néo ficam

limitados apenas aos compartimentos celulares [47].

Ja na reacdo do tipo Il, ocorre a transferéncia de energia para o oxigénio
molecular, onde a configuracéo triplete corresponde ao estado fundamental da molécula
e, ao ser atacada pela reacdo fotoquimica, d& origem ao oxigénio singleto. As
fotoreacdes do tipo | e Il ocorrem paralelamente e a proporcdo de cada uma depende
entre outros fatores da concentracdo presente de oxigénio molecular e do tipo de Ps
utilizado [47].

O oxigénio singleto é o principal agente citotoxico na TFD e consiste numa
espécie de ROS que possui um par de elétrons pareados com spins opostos em outro
orbital, ao contrario do estado tripleto, que possui 2 elétrons desemparelhados com
mesmo spin em orbitais degenerados, assim, possuem baixa energia e tempo de vida

relativamente longo [42;43;47].

O tempo de vida do oxigénio singleto é extremamente curto e estd
relacionado diretamente ao solvente em que esta inserido, sendo que em tecidos
bioldgicos o periodo é cerca de 0,04us [42]. Pode haver também o cruzamento
intersistemas, onde ocorre a passagem do estado singleto para o mais estavel, tripleto

[47], conforme figura 3.
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Figura 3: Mecanismos fotoquimicos e fotofisicos da TFD. Adaptado de Robertson et al., 2009. ERO:
espécie reativa de oxigénio [98].

Afim de ser alcancado a estabilidade eletrénica, o alvo de ataque do
oxigénio singleto sdo estruturas ricas em elétrons. Assim, 0s aminoacidos contendo
porcGes aromaticas e enxofre, bem como as guaninas, lipideos insaturados e ligacdes
duplas de esterdides sdo alvos de ataque, resultando em danos a parede das

mitocéndrias, dos lisossomos e da membrana plasmatica [42].

A toxicidade celular pode ocorrer de maneira direta, causada por apoptose
ou necrose; e de forma indireta, lesionando a vasculatura tumoral sendo um evento que
danifica as células endoteliais, provoca a vasoconstricdo, a liberacdo de fatores de
coagulacdo com consequente agregacdo de plaquetas, gerando-se assim, oclusdo do
vaso, hipoxia e inani¢cdo do tumor [44,45,48] e, ainda, gerando resposta inflamatoria
com mediadores imunoldgicos dando inicio a uma cascata de eventos responsaveis pela

posterior citotoxicidade tumoral [45].

A localizagéo subcelular do Fs é uma das formas que determina qual das
duas vias sera induzida. Geralmente quando o Fs se acumula na mitocdndria ou no
reticulo endoplasmatico rugoso é induzido apoptose e, quando o acimulo acontece na
membrana plasmatica, nos lisossomos ou ainda, quando a dose de energia € alta, a

necrose é induzida [48].
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Ainda ha mais uma forma de morte celular denominada de autofagia. Esta,
por sua vez, é consequéncia de uma tentativa de reparo das células sobreviventes ao
fotodano que por insuficiéncia dos elementos necessarios a apoptose, como a Bax,

entram em autofagia [48].

Considerando-se ainda os efeitos celulares da TFD, induz-se resposta
inflamatdria envolvendo resposta imune adaptativa e humoral devido a presenca de
células mortas, sendo estas, fonte de antigenos tumorais — DAMPs (moléculas que
podem iniciar e perpetuar a resposta inflamatoria por fator ndo infeccioso, geralmente
sdo proteinas nucleares ou citosélicas). A resposta imune pode ser realizada por duas
vias [48;49]. A primeira via é indireta, ocorrendo através da acumulacdo de células
tumorais mortas responsaveis pela oferta de véarias moléculas com efeito pro-
inflamatorio, responsaveis pela ativacdo de outras células imunitarias, como as
interleucinas 1P e 6 [48;49].

A segunda maneira é direta, sendo desencadeada por estresse oxidativo,
ocorrendo infiltracdo de neutréfilos, macréfagos, mondcitos e linfdcitos; causando a
super ou baixa regulacdo da expressao génica de receptores ou de sinais de transducao
moleculares [48,49]. A diferenca na natureza e na intensidade da resposta inflamatéria
entre o tecido normal e o neoplasico pode influenciar na seletividade da TFD e no dano
tecidual [44].

1.3.2 FOTOSSENSIBILIZANTES

Os fotossensibilizantes (FS) sdo um dos componentes utilizados na TFD.
Sdo atoxicos, sensiveis a irradiacdo luminosa sendo responsaveis pela absorcdo de
energia luminosa e consequente excitacdo das moléculas de oxigénio molecular,
fazendo a transicdo dos estados tripleto para singleto, gerando-se assim, as ROS [44;
47].

O fotossensibilizante ideal deve apresentar como propriedades:

e Composicdo estavel;
e Facilidade de sintese

e Tendéncia minima a agregacao
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e Nao ser predominantemente hidrofébico ou ser encapsulado em
carreadores apropriados

e AtOxico na auséncia de luz

e Fotoestavel

e Faixa de absorgéo na regido do vermelho

e Alto coeficiente de extingdo molar

e Alvo-especificidade

e Eliminacéo rapida do organismo

Considerando-se as vantagens da TFD frente aos tratamentos convencionais,
0 emprego de carreadores adequados com o objetivo de potencializar a eficacia da TFD
é de suma importancia, pois desta forma, o Fs pode ser liberado no tecido alvo na
concentracdo desejada [42]. Esses carreadores podem ser magnéticos, poliméricos,
lipossomais, micelares, quantum dots ou ainda, serem apresentados em nanogoticulas
dispersas em nanoemulsdo [46]. Neste contexto, a nanobiotecnologia ampara e torna
possivel alcancar estes objetivos a fim de que seja obtido uma terapia mais eficiente e
segura para aplicacdo clinica. A nanotecnologia pode ser definida como a tecnologia
gue manipula a matéria em escala nanométrica, onde os atomos podem apresentar
caracteristicas peculiares, podendo ser alteracdo de cores, tolerdncia a temperatura,
reatividade quimica ou condutividade elétrica, entre outras. Na salde, a
nanobiotecnologia pode ser usada para tratamento de doencas, diagnosticos, entre
outros. O grande destaque € para o direcionamento e entrega de farmacos para o local de
interesse em comparacdo com farmacos convencionais, podendo prolongar o tempo de
circulacdo, reduzindo os efeitos colaterais, melhorando a distribuicdo nos tecidos
[104,105].

O fotossensibilizante usado neste trabalho foi o 6leo de acai sob a hipotese
de suas propriedades favorecerem o seu uso como agente fotossensivel para a TFD, e

com o auxilio da nanobiotecnologia, 0 mesmo foi disperso em nanoemulséo.

1.3.3 OLEO DE ACAI

O acai, fruto de uma palmeira pertencente a espécie Euterpe oleracea, é
importante para o desenvolvimento agroindustrial da regido amazénica [50]. O género

Euterpe, congrega cerca de 28 espécies e é tipico das Américas Central e do Sul, sendo
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distribuido por toda a bacia Amazénica. As trés espécies que ocorrem com maior
frequéncia s&o E.precatooria; E. edulis e principalmente a E. oleraceae [51;52].

Na etnomedicina, a raiz da palmeira e o talo da folha sdo usados contra
dores musculares e picadas de cobra. A folha para aliviar dores no peito. A raiz também
é utilizada no tratamento da maléria e contra infec¢Ges hepéticas e renais [51;52].

A semente fornece um oOleo verde escuro, onde estudos realizados
constataram que os acidos graxos mais abundantes no 6leo de acai sdo o acido oleico e 0
acido palmitico, representando 60 e 20% respectivamente, além de varios outros
compostos fenolicos como o &cido vanilico por exemplo, o que Ihe confere propriedades
antioxidantes [53].

Segundo estudos realizados por Pacheco-Palencia (2008), foi observado que
0 Oleo de acai apresenta acdo antiproliferativa e pro-apoptética bem como acgdo
tumoricida em vérias linhagens celulares testadas, interferindo no ciclo celular e
alterando a transducéo de sinal intracelular [54;55] além de ser um inibidor de produc¢éo
de oxido nitrico (NO) afetando a vasodilatacdo [53]. Ha indicios de que as antocianinas
presentes possam atuar em sinergismo com os compostos polifenélicos na reducdo do
crescimento celular, sendo que as de maior predominancia séo cianidina-3-rutinosideo e
cianidina-3-glucosideo [55].

Associado aos efeitos dos compostos fendlicos e dos flavondides, foi
observado também efeitos preventivos na carcinogénese, como inibicdo de formacao de
carcindgenos, aumento no nivel de reparo do DNA e imunoregulacdo, além de ser
formador de espécies reativas de oxigénio (ROS) [54]. Diante do exposto acima, 0 uso
do éleo de acai na clinica médica é de grande potencial terapéutico.

Do ponto de vista deste estudo, chamamos a atencdo que estudos realizados
pelo laboratério de Nanobiotecnologia em colaboracdo com pesquisadores da
Universidade Federal do Acre mostraram que o0 6leo de agai possui a propriedade de ser
um bom gerador de ROS, capacitando-o a ser um fotossensibilizante. Assim, o objetivo
principal deste trabalho foi a aplicagdo deste Oleo como fotossensibilizante para
utilizacdo na Terapia Fotodindmica (TFD) veiculado a nanoemulsdo contra cancer de

pele ndo melanoma.
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1.4 NANOEMULSAO

EmulsGes sdo sistemas heterogéneos, termodinamicamente instaveis
consistindo em um liquido imiscivel disperso intimamente em outro, formando-se
entdo, a fase dispersa e a continua, respectivamente. S&0 compostas basicamente por
agua, Oleo e um tensoativo cujas propriedades fisico-quimicas podem afetar o
comportamento do sistema. Assim, podem ser do tipo 6leo em agua (O/A) ou agua em
oleo (A/O) [58]. Néo se formam espontaneamente e, suas propriedades dependem das
condigdes termodindmicas, das caracteristicas de cada componente e do método de
preparagéo.

Por sua vez, nanoemulsbes sdo emulsbes especiais com goticulas de
tamanho variando entre 20 a 500 nm. Diferentemente das emulsdes, sdo estaveis por
longos periodos de tempo devido a estabilizagcdo por movimento Browniano [59,60; 61;
62; 63; 64]. Sdo sistemas vidveis para produtos cosméticos e terapéuticos. Podem
funcionar como sistemas de liberacdo de farmacos e até mesmo substituir os lipossomas
ou vesiculas carreadoras de compostos lipofilicos [59,60; 61; 62; 63; 64]. Apresentam
transparéncia, bom aspecto sensorial, espalhabilidade, boa penetragdo tecidual devido a
baixa tensdo interfacial e ao tamanho reduzido [59,60; 61; 62; 63; 64].

A diferenca no potencial quimico gerado pela variacdo no raio das
nanogoticulas é a principal causa responsavel por desencadear certa instabilidade das
nanoemulsdes, resultando na coalescéncia de uma goticula menor em outra maior, este
mecanismo é conhecido como Ostwald ripening [60,67]. Isto pode ocorrer pelo
agrupamento de duas ou mais goticulas ou simplesmente pela transferéncia de goticulas
individuais do 6leo pela fase aquosa [60].

Dentre os diferentes métodos de emulsificacdo existentes, foi utilizado neste
trabalho o método de temperatura de inversao de fase (PIT) (Figura 4). Este método
consiste na transi¢do de 6leo em agua (O/A) em baixas temperaturas e de agua em 6leo
(A/O) em altas temperaturas (Figura 5), de acordo com a alteracéo do raio de curvatura
do surfactante, que se forem ndo-ibnicos alcancam essa mudanga com a alteracdo da

temperatura do sistema [60].
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Figura 4: llustracdo esquematica de inversdo de fase por temperatura. A linha sélida marca o local de

inversdo e as linhas pontilhadas a zona de histerese. Adaptado de Fernandez, P. et al, 2004 [62].
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Figura 5: Diagrama esquematico de nanoemulséo do tipo 6leo/ agua (1) e gua/ éleo (2).
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Neste trabalho, foi formulado uma nanoemulsdo do tipo O/A capaz de

entregar os componentes bioativos do 6leo de acai, denominada nano A para aplicacédo

como fotossensibilizante na TFD.
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2. JUSTIFICATIVA

O tratamento seguro e eficaz do cancer representa ainda um grande desafio a
medicina. Os tratamentos atualmente disponiveis na pratica clinica geralmente causam
muitos efeitos adversos relevantes e, algumas vezes, sao pouco eficazes. As estimativas
de incidéncia de carcinoma basocelular e espinocelular para o Brasil nos proximos anos
ndo sdo nada promissores, sendo esperados 134 mil novos casos aproximadamente
referente ao ano de 2012 e 2013.

Dessa maneira, considerando as propriedades deste 0Gleo como
fotossensibilizante para aplicacdo na TFD, o 6leo de acai apresentado na forma de
nanoemulsdo pode ser estabelecido no uso de uma terapia mais eficiente e satisfatoria
para tratamento de neoplasias cutédneas. Desta maneira, para que possa ser utilizado na
clinica, caso sejam comprovadas as hipdteses, faz-se necessdria a avaliacdo da

toxicidade bem como dos efeitos causados in vitro e in vivo.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Diante do exposto acima, este trabalho se propde a avaliacdo da eficécia da
terapia fotodindmica aplicada contra cancer de pele ndo melanoma in vitro e in vivo

utilizando como fotossensibilizante o 6leo de acai nanoemulsificado.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 FORMULACAO E CARACTERIZACAO

e Formular a nanoemulsdo com 6leo de acai para aplicacdo na
terapia fotodinamica.

e Caracterizar a nanoemulsdo de 6leo de acai no que se refere as
propriedades morfologicas (microscopia eletrénica de transmissdo e varredura);
as propriedades coloidais (indice de polidispersdo, potencial zeta e didametro
hidrodindmico) assim como realizar testes para verificar a estabilidade da
mesma sob diferentes condi¢des de armazenamento.

e Auvaliar as propriedades fotoquimicas da nanoemulsdo (producéo

de ROS) bem como as fotofisicas (espectros de absorbancia e fluorescéncia).

3.2.2 ETAPA IN VITRO

e Avaliar o perfil de incorporacdo da nanoemulsdo por células de
carcinoma A431 utilizando como controle uma linhagem néo neoplasica, Detroit
551 e a localizacdo subcelular da nano A por anélises de absorbancia e por
microscopia confocal.

¢ Auvaliar a toxicidade da nanoemulséao aplicada a cultura de células
A431 e Detroit na auséncia de luz e submtetidas a TFD, sob diferentes

concentracdes de nanoA e sob diferentes tempos de irradiacao.

3.2.3 ETAPA IN VIVO

o Realizar anéalises a respeito da regressdo tumoral e da eficacia do
tratamento mediante avalia¢Ges clinicas periodicas e histopatoldgicas dos grupos
tratados e controle em camundongos nude portadores de carcinoma

espinocelular induzidos mediante injecao ortotopica de células A431.
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4. MATERIAIS E METODOS

Desenho Experimental:

Caracterizacéo e Andlises morfologicas
da o Caracterizagdo das variaveis coloidais/ Propriedades fotoquimicas e
nanoemulsao fotofisicas

e Testes de incorporacdo da nanoA pelas células.

In vitro e Testes de citotoxicidade no escuro e mediante aplicagéo de TFD

¢ Inducdo tumoral e acompanhamento clinico

In vivo e Auvaliagéo da eficacia do tratamento mediante regresséo do volume

tumoral e analises histopatoldgicas

4.1 Materiais
As linhagens celulares utilizadas (A431 — carcinoma espinocelular humano

e Detroit 551 — fibroblasto de derme humana) foram adquiridos da American Type
Culture Collection (ATCC). O meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DEMEM) e Minimum Essential Media (MEM), ambos suplementados com soro fetal
bovino 10% e antibiético penicilina e estreptomicina (1%) foram adquiridos da empresa
Gibco, EUA. Brometo de 3(4,5dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazélio (MTT) foi obtido
da empresa Invitrogen, EUA e o composto Benzofurano da Sigma-Aldrich, EUA. O
6leo de acai foi produzido e adquirido pela empresa Beraca, SP-Brasil, lote L956320. O
kit Anexina-V e iodeto de propidio foram obtidos da Invitrogen — Molecular Probes,
EUA.

4.2 Efeito da Variacdo da Proporcdo de Tensoativo Polisorbato 80 sobre a
Formulacéo da Nanoemulséo

Durante o processo de formulagdo da nanoemulsdo, foram realizados varios
testes onde variou-se a concentracdo do surfactante Tween-80 e o numero de ciclos de
inversdo de fase por temperatura. Estes testes tiveram como objetivo avaliar a influéncia
destas variaveis no tamanho das nanogoticulas bem como a diferenca na viscosidade da

formulacdo, a fim de se obter uma formulacdo com melhores caracteristicas para



45

aplicacdo bioldgica in vitro e in vivo. Assim, foram utilizadas as seguintes propor¢des
de dleo:tween 80 - 1:3; 1:3,5; 1:4; 1:4,5 e 1.5.

4.2.3 Formulacédo da Nanoemulséao (nanoA)

O dleo de acai, de origem nacional foi obtido atraves da empresa Beraca,
cujo certificado de analise foi realizado pela empresa Opg¢do Fenix. Lote: L956320,
indice de acidez méximo de 3%. O 6leo foi armazenado segundo as recomendacdes do
fabricante em temperatura constante e em local arejado. Durante o periodo de
armazenamento ndo foi observado nenhuma alteracdo na cor do 6leo, indicando que
permaneceu estavel. Este 6leo foi incorporado a nano A.

Analisando-se os resultados obtidos com as varias proporcdes de tensoativo
descrito no topico anterior, foi adotado a proporcdo de 1:4,5 ( 6leo:tween-80) por
atender melhor as caracteristicas apropriadas para uso como diametro hidrodinamico e
viscosidade adequada.

A nanoemulséo foi formulada pesando-se 9 g de tween-80 e 2 g de 6leo de
acai em béquer. Apos a pesagem, os liquidos foram transferidos para um agitador
magnético por cinco minutos com leve aquecimento.

Logo ap6s os cinco minutos, adicionou-se 40 ml de &gua nanopura sob
agitacdo até que a temperatura de 85° C fosse atingida. Neste ponto ocorre a inversdo de
fase, onde a fase dispersa passa a ser a agua e a fase continua o 6leo (A/O). Em seguida,
a solucdo foi resfriada rapidamente pela adicdo de agua a 7° até aproximadamente 40° C
para que fosse completado um ciclo de inversdo de fase, sendo utilizado apenas um
ciclo para esta formulagdo. Neste ponto, a fase dispersa passa a ser o Gleo e a fase
continua a agua (O/A). A concentracdo final de 6leo obtida na nanoemulsao foi de 50

mg/ml.

4.3 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DA NANOEMULSAO

4.3.1Caracterizacdo Morfologica por Analise de Microscopia Eletronica de
Transmissao

A morfologia e o tamanho da populacdo de nanogoticulas presentes na
nanoemulsdo foram determinadas mediante analises de microscopia eletrbnica de

transmissdo em microscopio Jeol 1011C com voltagem de 80 kV. Para isso, foram
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utilizados varios contrastantes, como o acetato de uranila ( 0,5% e 1%), 6smio liquido (
filtrado e ndo filtrado) e vapor de 6smio por 5, 10, 15 e 20 minutos de exposi¢do. Ao
final da experimentacdo, foi obtido boas imagens apenas com a utilizacdo do &cido
fosfotungstico (PTA) a 2%.

Assim, colocou-se 2ul de amostra na concentragdo de 0,5mg/ml sob tela de
cobre de 300 mesh recoberta com formivar e, em seguida, foi adicionado 2ul de PTA a
2% sobre a gota para fixacdo e contrastacdo da mesma. O material foi mantido em placa
de petri semi-aberta por 24h para que ocorresse a secagem da solucdo sob protecdo da
luz. Em seguida, foram realizadas as analises de microscopia eletrdnica, as imagens

foram obtidas por meio de camera e do software Gatan Digital Micrograph TM 3.11.

4.3.2 Determinacéo dos valores coloidais da NanoA

Com a finalidade de avaliar as variaveis coloidais tais como, o didmetro
hidrodinamico, o potencial zeta e o indice de polidispersdo, a nanoemulsdo foi diluida
em tampdo fosfato salino (PBS) a concentracdo final de 0,5 mg/ml e foi utilizado o
aparelho de dispersdo dindmica da luz, Zetasizer (Nano ZS90, Malvern EUA). As
medidas de distribuicdo de tamanho das nanoemulsdes e a carga de superficie existente
entre a superficie das particulas e o dispersante - potencial zeta — sdo obtidas pela
medida do movimento Browniano das particulas suspensas em agua por espalhamento
dindmico de luz (DLS) e pela movimentacdo das particulas quando aplicado um campo

elétrico, respectivamente.

4.4 AVALIACAO DAS PROPRIEDADES FOTOFISICAS

4.4.1 Espectros de Absorbéancia e Fluorescéncia

Para que fosse obtido os espectros de absorbancia e fluorescéncia, fez-se
diluicdo seriada de 200 pl da nanoemulsdo em &gua nanopura a partir da concentragdo
inicial de 50mg/ml até 0.78mg/ml. Assim, seguiu-se com as leituras em
espectrofotdbmetro SpectraMax M2, utilizando-se placas de 96 pocos. Para leitura da

absorbancia foi adotada a faixa de comprimento de onda de 350 a 750 nm com
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resolucdo de 2nm. Para a fluorescéncia, foi utilizado excitagdo em 350 nm e para
emisséo a faixa equivalente de 360 a 750 nm com semelhante resolucéo.

Os resultados obtidos foram expressos como fluorescéncia normalizada, que
consiste na divisdo matematica das unidades arbitrarias de fluorescéncia (U.A.) obtidas

pelo maior valor de fluorescéncia alcangado dentre eles.

4.5 AVALIACAO DAS PROPRIEDADES FOTOQUIMICAS

4.5.1 Capacidade de geracdo de Oxigénio Singleto pelo Método de Decaimento do
Benzofurano

Com a finalidade de avaliar a capacidade de geracdo de oxigénio singleto
(*O,) por parte do 6leo de acai quando irradiado com LED, utilizou-se o método de
quantificagdo indireta por decaimento de benzofurano. A medida que o oxigénio
singleto é produzido ocorre reacdo com o benzofurano, consumindo-o e, assim, a
absorbancia do benzofurano, que é caracteristica em 410 nm, decai até extinguir-se por
completo. Dessa forma, a producdo de oxigénio singleto pode ser mensurada
indiretamente através do decaimento da absorbancia do benzofurano. Sendo detectado e
quantificado em espectrofotdmetro.

Para essa finalidade, seguiu-se o seguinte protocolo:

5 pl da solucdo de benzofurano cuja concentracdo de uso foi de 1,5 mg/ml
diluido em etanol foi adicionado a 700 ul da nanoemulsdo. Em seguida, transferiu-se a
mistura para cubeta de quartzo e foi realizada a leitura da absorbancia em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 410 nm.

Logo apds, a solucdo foi irradiada na propria cubeta com LED em
comprimento de onda de 670 nm a 1 cm de distancia da cubeta. A capacidade de
geracdo de ‘O, por parte do fotossensibilizante foi avaliada mediante decaimento da
absorbancia medida em 410 nm antes e apo6s a irradiacdo com LED.

O fotossensibilizante foi irradiado com diferentes doses de energia,
variando-se apenas o tempo de irradiacdo, pois a distancia entre o LED e a cubeta de
quartzo foi mantida constante e igual a 1cm. A amostra foi irradiada por 30 segundos e
a absorbancia lida. Foi repetido este ciclo de irradiacdo e leitura até a extin¢do da

absorbancia da solugéo, que ocorreu em 15 minutos de incidéncia da luz.
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A geracdo de 'O, foi normalizada a partir das unidades arbitréarias de
absorbéncia , onde detectou-se o decaimento da absorbancia do benzofurano em relacéo

ao valor de absorbancia da solucéo antes da exposicao a irradiacdo com LED.

4.5.2 Avaliacéo da Estabilidade Coloidal e Fotodindmica da Nanoemulséo

Para a avaliacdo da estabilidade coloidal da nanoemulsdo, a mesma foi
submetida a diferentes condi¢cdes de armazenamento por um periodo de até 180 dias
contados a partir do primeiro dia apds a formulacéo.

As aliquotas foram mantidas a temperatura ambiente, a 7 °C ( geladeira), a
50°C (estufa) e submetidas a 1 ciclo e a varios ciclos de congelamento e
descongelamento
(- 20°C).

Nos tempos 0 ( nanoA recém formulada), 3, 7, 15, 22, 30, 45, 60, 75, 90 e
posteriormente 180 dias foram realizadas analises no aparelho Zetasizer, onde avaliou-
se as seguintes caracteristicas: diametro hidrodinamico; indice de polidispersdo (PDI);

potencial zeta e presenca de uma ou mais populacdes de nanogoticulas.

4.6 AVALIACAO IN VITRO

4.6.1 Andlise do perfil de incorporacéo da nanoA pelas células A431

Para tracar o perfil de incorporacdo das nanogoticulas pelas células tumorais
sob diferentes tempos de incubacdo com a nano A, foram plaqueadas 10* células da
linhagem A431 em placa de 96 pocos. Apos 24h, foram incubadas em meio completo
sob diferentes concentragdes de nano A, a partir de uma diluicéo seriada, de 10 mg/ml a
0,156 mg/ml de nano A.

As células foram expostas por 15, 30, 60 e 120 minutos de incubacdo com a
nanoemulsdo sob as mesmas concentracfes. Apds esses tempos, foram lavadas duas
vezes com PBS e foi acrescentado 200 pl de DMSO a cada poco para lise das células e
liberacdo da nano A associada. Em seguida, foi realizada a leitura da fluorescéncia no

comprimento de onda de 670nm, comprimento de onda tipico da nanoemulsé&o.

4.6.2 Analise Do Tempo De Incorporacdo Da Nano A por Microscopia Confocal
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Para visualizacdo da localizagdo subcelular da nano A e confirmagdo do
melhor tempo de incorporagdo da mesma pelas linhagens celulares A431 e Detroit, foi

realizado por microscopia confocal (Leica, TCS SP5, Alemanha).

Para tal finalidade, foram plaqueadas 1x10° células por poco em placa de 12
pocos adicionando-se previamente laminula autoclavada em cada pogo. Decorrido o
periodo de 24h apds o plaqueamento das duas linhagens, A431 e Detroit, ambas foram
incubadas com a concentragdo de 2,5 mg/ml de nanoA diluida em meio de cultura por
15,30, 60 e 120 minutos.

Transcorrido esses tempos, 0s pocos foram lavados por 2 vezes com PBS a
37°C e em seguida, incubados com Hoechst 33442 (Molecular Probes, Invitrogen

EUA) na concentracdo de 0,1 pg/ml a 37°C por quinze minutos no volume final de 200

pl/poco.

Apos a incubagdo, as células foram lavadas com 1ml de PBS por 2 vezes e,
em seguida foram fixadas em 500 pl de paraformaldeido a 4% por 15 minutos a 37°C.
Logo apos a fixacdo, as células foram lavadas por duas vezes em PBS e em sequéncia,
as laminas foram montadas colocando-se a laminula sobre a lamina diretamente e

vedando-se as extremidades.

Foi realizado o controle das células incubadas somente com a nano A bem
como o controle s6 com o marcador de nucleo, Hoechst. O experimento foi realizado
em duplicata. As andlises foram realizadas utilizando-se os comprimentos de onda de
excitacdo e emissao para 0 Hoechst em 405 — 458 nm e para a nanoemulsdao em 350 nm

e 670 nm, respectivamente.

4.6.3 Analise da toxicidade no escuro

O ensaio de MTT (brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-
tetrazdlio), ¢ uma avaliagdo da citotoxicidade por um meétodo colorimétrico que
quantifica a reducdo do reagente MTT em um composto conhecido como formazan,
resultado da acdo de desidrogenases mitocondriais. A presenca destas desidrogenases

ativas € um indicativo de viabilidade celular [106].

Para a realizagdo desse ensaio, 10* células da linhagem A431 e Detroit
foram semeadas em quadruplicata em placas de 96 pocos e incubadas em meio de
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cultura DMEM e MEM, respectivamente, por 24 horas. ApoOs esse periodo, foi
adicionado o fotossensibilizante diluido em meio de cultura em concentragdes que
variaram de 10 mg/ml a 0,156 mg/ml. Em sequéncia, as placas foram incubadas por 24h
a fim de avaliar os efeitos causados mediante a exposi¢do prolongada a nano A. Além
deste tempo, as placas também foram incubadas por 15 min, 30 min, 60 min e 120 min
para que fosse obtido o valor da concentragdo efetiva (EC) para matar 50 e 30 % das
células (EC 50 e EC 30) para aplicacdo posterior da TFD. Os testes foram repetidos trés

vezes em dias distintos.

Apdbs esses periodos de incubacdo, o farmaco foi removido, 0s pocos
lavados com PBS e adicionado meio de cultura por mais 24h. Apos esta Gltima etapa,
foi adicionado solugéo de MTT (5 mg/mL, Invitrogen, EUA) e meio de cultura na
proporcdo de 1:10. As celulas foram incubadas a 37°C por trés horas. Em seguida, a
solucdo contendo MTT foi removida e entdo, foram adicionados 200 uL de DMSO
(Dimetilsulfoxido, Sigma-Aldrich, EUA) para a solubilizacdo dos cristais de formazan.
A anélise de viabilidade em cada poco foi realizada por meio da leitura de absorbancia
em comprimento de onda de 595 nm em espectrofotdmetro. Os dados foram analisados
e plotados em grafico XY e o valor da CL50 e da CL30 foram determinadas mediante

calculo no programa estatistico GraphPad Prism 5.0.

4.6.4 Viabilidade celular ap6s aplicacdo de TFD mediante ensaio de MTT

As células foram plagueadas na mesma concentracdo utilizada para 0s
testes no escuro, descritos acima. Transcorridos 24h apds o plagueamento, as células
foram incubadas com a nanoemuls&o na concentracdo equivalente a CL50 e CL30 por
quinze minutos. Decorrido esse periodo, o sobrenadante foi removido e 0S pogos
lavados com PBS. A placa foi irradiada em PBS por 10 e 20 minutos a uma distancia de
5 cm da fonte luminosa, o equivalente a 150 mW de poténcia e a 4,2 J/cm?®. O LED
utilizado possui comprimento de onda de 670 nm. Apds a exposicdo, as células foram
mantidas sob condicdes de cultivo por mais 24h protegidas da luz e, entéo, a viabilidade
das mesmas foi mensurada por ensaio de MTT em espectrofotdmetro, como descrito no
item 4.6.3.
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4.7 EXPERIMENTAQAO IN VIVO
4.7.1 Animais

As andlises referentes aos efeitos anticAncer da TFD utilizando a nano A
como fotossensibilizante foi avaliada também por estudos in vivo. Foram utilizados
camundongos Nude machos entre 12 a 14 semanas, adquiridos do biotério da
Universidade de Sao Paulo (USP). Estes, por sua vez, foram mantidos em alojamento
com temperatura controlada de 23 °C e ciclo claro/escuro automatizado de 12h com
filtragem de ar nas caixas. Foi fornecido agua e racdo ad libitum. Todo o material
(gaiolas, garrafas, agua) foram autoclavados previamente antes do uso e a utilizacdo

destes camundongos aprovado pelo Comité de Etica.

4.7.2 Inducédo Tumoral

A inducdo tumoral foi antecedida por anestesia com ketamina e Xxilasina na
concentracdo de 15mg/Kg e 5mg/Kg respectivamente, no volume final de 80 pl/animal.
Apo6s aplicacdo do anestésico, foi realizada a inducdo ortotopica por injecao
intradérmica na regido da cabeca do animal de 0,5 x10° células da linhagem A431 em
meio de cultura. O modelo representa grande destaque e pioneirismo pois trata-se de um
modelo ortotopico heter6logo, ndo tendo sido descrito ainda na literatura para este tipo
de céncer. Os animais e os tumores foram monitorados por andlise clinica, com
pesagem e medicdo por pagquimetro de alta precisdo periodicamente. Decorrido quatro

dias apds a inducao, os animais foram tratados com trés sessdes de TFD.

Os animais foram subdivididos em 4 grupos experimentais com n=6
segundo a tabela 1. O primeiro grupo foi o controle positivo, representado pelos animais
com tumor sem tratamento. N&o foi realizado controle negativo (animais sem tumor e
sem tratamento) devido a dificuldade de obtencdo desta linhagem de camundongos, nao

sendo possivel a aquisi¢do de um numero téo alto de camundongos.
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Tabela 1 — Grupos experimentais utilizados para avaliar a eficacia da Terapia
Fotodindmica em camundongos nude no tratamento de cancer de pele ndo melanoma.

Tratamentos

Grupos Inducéo

Experimentais Tumoral Nano A

Protocolo para Aplicacéo da Terapia Fotodinamica

Apos o quarto dia, foi realizado o tratamento por Terapia Fotodindmica.
Para isto, apds a anestesia dos camundongos com 140 pl de anestésico, 60 pl de
farmaco fotossensibilizante na concentracdo de 50 mg/ml com pH corrigido para 7,2 foi
injetado por via intratumoral. Em sequéncia, o tumor foi irradiado por 20 minutos
utilizando-se LED como fonte de luz, com incidéncia perpendicular a superficie tecidual
a uma distancia de 5 cm equivalente a poténcia de 150 mW com comprimento de onda
de 660 nm (figura 6). Foi aplicado trés sessdes de TFD com intervalos de 24 horas entre

cada uma.

Os animais foram acompanhados e avaliados clinicamente todos os dias,
com mensuracdo do peso corporal e medigdo das dimensGes tumorais para posterior
calculo do volume tumoral. Decorridos 21 dias ap6s o tratamento, os animais foram
eutanasiados e 0s 6rgdos juntamente com o sangue foram coletados para realizacdo de

analise histopatoldgica e mensuracdo das enzimas hepéticas e renais.
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Figura 6: Montagem para aplicagdo da TFD em camundongos
nude com LED como fonte luminosa. Irradiacdo tumoral de
maneira perpendicular em carcinoma espinocelular tratado
com o6leo de agai nanoemulsionado. Os olhos do animal foram
protegidos da luz. Seta indicando o LED com irradiagdo
perpendicular

O volume tumoral foi avaliado com o objetivo de comparar a eficiéncia da
terapia fotodindmica em relacdo aos demais grupos experimentais. Apds medicBes
periodicas com paquimetro digital de alta preciséo, o volume foi determinado segundo a
formula: (Comprimento) x (Largura)®x 0,5; previamente descrita na literatura [66].

4.7.3 Andlise Histopatoldgica e Bioguimica

Transcorridos 21 dias, os animais foram eutanasiados e o sangue coletado
para quantificacdo de enzimas que predizem a respeito das fungdes hepaticas e renais:
Transaminase Pirdrvica (TGP), Transaminase Oxalacética (TGO), Fosfatase alcalina
(FA), Creatinina e Uréia, estas andlises foram realizadas no laboratorio de analises
clinicas Sabin, Brasilia.

O figado, o baco, os rins, o pulmao, os linfonodos cervicais e o tumor foram
coletados para analise histopatolégica. Os o6rgdos foram dissecados e fixados em
formaldeido 10% tamponado por 24h a temperatura ambiente. Apds o tempo de fixagéo,
os 6rgdos foram submetidos ao processamento histolégico em equipamento Histo-Tec
DM-20, com banhos em alcool 70%, 80%, 90%, 100%, 100%, 100%, xilol 1, xilol 2 e
xilol 3, parafina 1, parafina 2 e parafina 3 com 1h de duragé@o por banho. Em sequencia,
os tecidos foram colocados em blocos com parafina e os cortes histologicos realizados

em microtomo. As laminas montadas utilizando-se verniz.

A coloracdo das laminas foi realizada com Hematoxilina e Eosina (H&E) e

as analises realizadas em microscépio Optico (Zeiss Axioskop). As fotomicrografias
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foram capturadas com programa computacional Motic Image Plus 2.0. Foram
avaliadas as seguintes caracteristicas morfologicas: presenca de células neoplésicas,
presenca de necrose tumoral e de infiltrado inflamatorio, presenca de edema, dano

vascular e hemorragia.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Apds a coleta e tratamento dos dados, a andlise estatistica foi realizada em
software GraphPad Prism versdo 5.0, onde optou-se pela realizacdo de teste
paramétrico de variancia ANOVA, seguido do pods-teste estatistico de Tukey para
0s experimentos in vitro . O indice de significaAncia dos experimentos considerado foi p
< 0,05. Para as analises da regressao tumoral in vivo, optou-se pelo teste do Qui® com o

valor considerado de p < 0,05.



RESULTADOS
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5.1 CARACTERIZACAO

5.1.2 Efeito da Variacdo da Proporcdo de Tensoativo Tween-80 sobre as
Propriedades da Formulacédo da Nanoemulsao

Utilizou-se as propor¢cdes (m/m) de 1:3; 1:31/2, 1:4, 1:41/2 e 15
(6leo: Tween 80) com até quatro ciclos de inverséo de fase (Figuras 7,8 e 9). De acordo
com o0 aumento na concentracdo de tensoativo, houve alteracbes no didmetro
hidrodindmico e no indice de polidispersdo (PDI). Desta maneira, os graficos abaixo
representam essas alteracfes. As figuras 7, 8, 9 e 11 referente a varias propor¢des de
tween-80 e a varios ciclos de inversdo de fase bem como a distribui¢cdo Gaussiana de

tamanho constam também no exame de qualificacdo da doutoranda Victoria Monge

Fuentes.
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Figura 7: Diametro hidrodindmico e indice de polidispersao (PDI) da nanoemulsdo com proporcéo de 1:3
(6leo de acai: tensoativo) apos quatro ciclos de inversdes de fase.
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Figura 8: Diametro hidrodindmico e indice de polidispersdo (PDI) da nanoemulsdo com proporcao de 1:4

(6leo de acai: tensoativo) apds quatro ciclos de inversdes de fase.

(nm)

namico

Diametro hidrodi

40+ -0.26
Q -0.24

35_ ..'.'. }
} -0.22
30+ \ -0.20
e -0.18

25+ B ST
i -0.16
20 T T T 0.14
1] 1 2 3 4 3
Ciclos (n)

Digmetro hidrodinamico
o Pd

-

Figura 9: Diametro hidrodindmico e indice de polidispersdo (PDI) da nanoemulsdo com proporcao de 1:5
(6leo de acai: tensoativo) ap6s quatro ciclos de inversdes de fase.

De acordo com os resultados obtidos, concluiu-se que o aumento na

quantidade de surfactante provoca diminuicdo no diametro hidrodinamico das

nanogoticulas e aumento no valor do PDI, exceto na proporcdo de 1:3 para 1:4. Porém a

quantidade de ciclos de inversdo de fase causa pouca alteracdo para essa formulacéo.

Desta maneira, para alcancar o melhor valor de didmetro hidrodindmico e PDI para

assim, obter-se os melhores efeitos biologicos, optou-se por usar a propor¢do de 1:4,5

(6leo:surfactante) com apenas um ciclo de inversédo de fase.
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5.1.3 Caracterizacdo Morfoldgica por Analise de Microscopia Eletronica de
Transmissao
Para andlise da morfologia das nanogoticulas e determinagdo do tamanho

médio da populacdo bem como da dispersividade da mesma, foi realizado microscopia
eletrbnica de transmissdo, segundo o protocolo descrito anteriormente. Frente a estas
eletronmicrografias, a nanoformulagdo mostrou tratar-se de uma populagdo

monodispersa e de morfologia esférica.

FiguralO: Eletronmicrografia de transmissdo da nanoemulsdo de 6leo de acai fixada e contrastada com &cido
fosfotungstico (PTA 2%). Popula¢do monodispersa de nanogoticulas com morfologia esférica. Aumento de 250
mil vezes.

As nanogoticulas foram contadas e medidas através da utilizacdo do
programa de morfometria (Image Pro-Plus 5.1, Media Cybernetics, Bethesda, MD,
USA). Apds contagem e medicdo das nanogoticulas, os valores obtidos foram
distribuidos de acordo com sua frequéncia em um histograma cujo didametro médio foi
de 74 nm.
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Figura 11: Distribuicfo gaussiana da frequéncia de didmetros das nanogoticulas da
nanoA.

5.1.4 Determinacao dos valores coloidais da NanoA

As variaveis coloidais foram obtidas através de leituras em aparelho de

dispersdo de luz dindmica. Desta forma, obteve-se diametro hidrodindmico de 117 nm,

potencial zeta de — 0.536 mV em ph de 7,2 diluido em PBS indice de polidispersividade

(

PDI) de 0,144 e apenas uma populacdo presente nas amostras analisadas, sendo

comprovado por meio de mais de uma técnica tratar-se de uma populacdo monodispersa

(

Figura 12).

Na figura 12 observa-se a distribuicdo do didmetro hidrodindmico das

nanogoticulas em estudo. O diametro hidrodindmico aproxima-se do valor obtido por

microscopia eletrénica, porém o fato de ser um pouco mais elevado deve-se

provavelmente a camada de agua de solvatacdo ao redor das nanogoticulas.

Intensity (%)

1 10 100 1000 10000

Figura 12: Distribuicdo dos valores de didmetro hidrodindmico da
nanoemulsdo de acai. As colunas representam a média para trés
leituras realizadas em uma mesma amostra. Valores apresentados
em nanémetros.
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5.1.5 Avaliagao da Estabilidade da Nanoemulsé&o

Analisou-se os valores coloidais da nanoemulsdo submetidas a diferentes
situacbes de armazenamento, como temperatura ambiente, a 7 °C, congelamento (-
20°C), varios ciclos de congelamento/descongelamento e a 50°C ao longo de 180 dias;
concluiu-se que, apenas as amostras mantidas a 7 °C e em temperatura ambiente
apresentaram estabilidade e PDI abaixo de 0,25 (figura 13).

Assim, apenas o0s dados referentes a essas duas condicbes de
armazenamento foram representadas nos graficos abaixo. As aliquotas mantidas a -20°C
e a 50°C ndo foram estaveis, muito provavelmente devido a perda da interagcdo da dgua e
do 6leo com o surfactante, apresentando PDI entre 0,53 e 0,98 com até 3 populacdes
presentes com diametros de até 1000 nm.
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Figura 13: Avaliacdo da estabilidade coloidal da NanoA no tempo 0 equivalente a nano recém-formulada até
180 dias de armazenamento. Dados referentes as aliquotas mantidas a temperatura ambiente e em geladeira
(7°C) onde foram mensurados os valores em relacéo ao indice de polidispersividade e diametro hidrodinadmico.

5.1.6 Avaliacdo das Propriedades Fotofisicas: Espectros de Absorbancia e
Fluorescéncia

Apobs leituras do espectro de absorbancia e fluorescéncia com comprimento
de onda de excitagdo em 350 nm e emissdo de 360 nm a 750 nm, concluiu-se que a
nanoemulsdo absorve em 660 nm e fluoresce em 660, coincidindo com a regido do

vermelho, sendo completamente favoravel para a aplicacdo tecidual.
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Figura 14: Espectro de absorbancia da nanoemulsdo em A, com pico sutil em torno de 660 nm,
representado pela seta. Em B, espectro de fluorescéncia da nanoemulséo, com pico de emissdo em
torno de 660 nm. O maior pico refere-se a um artefato gerado pelo préprio equipamento. Dilui¢do
seriada da amostra de 50 mg/ml até 0,78 mg/ml. Comprimento de onda de excitacdo igual a 350 nm e
espectro de emissdo de 360 a 750 nm, com resolucdo de 2 nm. Nos gréficos A e B, os dados foram
normalizados e apresentados na forma de densidade 6ptica (D.O.) e unidade arbitraria de fluorescéncia
(U.A).

5.1.7 Avaliacdo das propriedades Fotoquimicas: Geracdo Espécies Reativas de
Oxigénio

A fim de avaliar o potencial da nanoemulséo em gerar ROS, foi realizado o
teste de decaimento por benzofurano, onde é detectado o declinio da absorbancia do
composto a medida que 0 mesmo é consumido ao reagir com as espécies reativas de
oxigénio que sdo produzidas. Como controle, foi avaliado uma solu¢do apenas com
surfactante na mesma concentra¢do encontrada na nanoemulséo, porém o resultado ndo

foi representativo, ndo sendo entdo, apresentado no grafico.
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Figura 15: No grafico A, decaimento do benzofurano na presenca da nanoemulséo
em vérias concentragdes sob diferentes densidades de energia aplicadas. Solucéo
irradiada com LED por até 15 minutos com poténcia de 150 mW. Dados
normalizados e apresentados sob densidade dptica ( D.O.). Em B representa a taxa
percentual de decaimento da absorbancia da solucdo de benzofurano por fluéncia
energética. Solucdo irradiada com LED em 660 nm por até 15 minutos com
poténcia de 150 mW. Valor de R?= 0,99

Segundo os graficos, houve consideravel producdo de oxigénio singleto
devido a presenga do 6leo contido na nanoemulsdo. Confirmado pelo declinio da
absorbancia do composto benzofurano sob diferentes densidades de energia aplicadas,
representados tanto no gréfico A quanto no B, inferindo-se assim, a producdo de
oxigénio singleto. Os dados foram calculados em formula matematica cujo valor de R?

obtido foi de 0.9903 e representados no grafico acima.
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5.1.8 Espectro de Emissdo do LED

O gréfico abaixo refere-se ao espectro de emissao do comprimento de onda
emitido pelo Diodo Emissor de Luz (LED) utilizado neste trabalho. A maior intensidade
ocorre em torno de 660 nm, correspondendo a faixa de absor¢do dos tecidos bioldgicos,
favorecendo o uso do LED.
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Figura 16: Espectro do comprimento de onda emitido pelo Diodo
Emissor de Luz —LED (nm). O eixo Y corresponde a intensidade
emitida, valores expressos em unidades arbitrarias (U.A.). Pico
maximo em 660 nm.

5.2 EXPERIMENTOS IN VITRO

5.2.1 Andlise do perfil de incorporacao da nano A pelas células A431
Com o objetivo de delinear qual o tempo necessario para as células A431

incorporarem a nanoemulsao, as mesmas foram incubadas por 15, 30, 60 minutos sob
diferentes concentrac@es de nano A variando-se de 10 mg/ml a 0,156 mg/ml diluidas em
meio de cultura (Figura 17).

Apos deteccdo de fluorescéncia em espectrofotdmetro, conclui-se que em
concentragcdes mais altas, apenas 15 minutos de incubagdo com a nano A sao suficientes
para que a mesma seja incorporada as células. A medida que decorre 0 tempo, a
incorporagdo decresce. No caso de concentragcBes menores, € necessario um tempo
maior para que a nanoemulsdo seja incorporada inicialmente, ocorrendo maior pico em
30 minutos. Em sequéncia, a intensidade de fluorescéncia permanece quase que similar

ao longo do tempo analisado, independentemente da concentracéo.
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Figura 17: Perfil de incorporacgéo da nano A em células A431. Variacéo
na intensidade de fluorescéncia sob diferentes tempos de incubagdo e
diferentes concentracGes de nanoemulsdo utilizada em cultura células
A431. Os tempos estudados foram 15 minutos, 30 minutos e lhora de
incubacdo. Variou-se a concentragdo da nano A de 10.000 a 156 pg/ml.
Os dados referentes a intensidade de fluorescéncia foram normalizados e
expressos em unidades arbitrarias de fluorescéncia ( U.A.). Houve
diferenga estatistica significativa entre a concentragdo de 10 000 pg/ml e
2500 pg/ml no tempo equivalente & 30 minutos.

5.2.2 Anélise Do Tempo De Incorporagdo Da Nano A por Microscopia Confocal

Para analise morfoldgica da incorporacdo da nanoemulsdo e da localizacéo
subcelular da mesma, bem como para corroborar com as medi¢cdes realizadas em

espectrofotémetro, foi realizado microscopia confocal.

Apbs realizacdo e andlise das micrografias realizadas com as linhagens
Detroit e A431, confirmou-se mais uma vez que 15 minutos de incubacdo sao
suficientes para que a nano A seja incorporada pelas células na concentracdo de 2,5
mg/ml, representando o melhor tempo de incorporacdo. As células A431 incorporam
mais nano A no mesmo tempo em relacdo a linhagem ndo neopléasica. Também ¢é
possivel inferir que a maior quantidade de nanoemulsdo visualizada nas células

encontra-se sublocalizada no citoplasma.
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Figura 18: Fotos obtidas por microscopia confocal da linhagem Detroit com 15, 30, 60 e 120 minutos de incubacdo com a nanoemulsdo na concentracao de 2,5mg/ml. Nicleo
marcado com Hoechst na concentracdo de 0,1pg/ml.
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Figura 19: Fotos obtidas por microscopia confocal da linhagem neoplaasica A431 com 15, 30, 60 e 120 minutos de incubagdo com a nanoemulsdo na concentracdo de 2,5mg/ml.
Nucleo marcado com Hoechst na concentracdo de 0,1ug/ml.
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5.2.3 Andlise da citotoxicidade no escuro sob tempo prolongado de exposicdo ao
farmaco fotossensibilizante pelo ensaio de MTT

Com o objetivo de verificar qual o efeito sobre a viabilidade celular da
cultura quando incubada por um periodo prolongado de tempo com a nanoemulséo, as
linhagens A431 e Detroit permaneceram em contato por 24h de exposi¢do a nano A. Em

seguida, avaliou-se a viabilidade celular por leitura de MTT.

Com este tempo de incubacdo, houve reducdo na viabilidade celular de
maneira consideravel na maior concentracdo utilizada (10 mg/ml) com praticamente
100% de morte. Observando-se os graficos A e B, para haver reducdo da viabilidade em
50%, a concentracdo requerida é proxima para as duas linhagens estudadas. Neste

tempo nao foi realizado controle apenas com T80.
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Figura 20: Gréficos representando o percentual de viabilidade celular apds incubagdo com a nano A por 24h
sob diferentes concentracdes. Fez-se diluicdo seriada de 10.000 pg/ml até 0,156 pg/ml. Utilizou-se o método
colorimétrico de deteccdo por MTT. O gréfico A refere-se a linhagem celular A431 e o B a linhagem Detroit.
Né&o houve diferenca estatistica significativa entre as linhagens em cada concentragdo analisada.

5.2.4 Analise da toxicidade no escuro sob tempos variados de exposi¢do ao farmaco
fotossensibilizante pelo ensaio de MTT

Com o objetivo de minimizar o tempo de incubacdo da cultura com o
farmaco fotossensibilizante para aplicagdo na TFD, incubou-se as culturas por 15, 30,
60 e 120 minutos. Mesmo tendo sido realizado o ensaio de incorporagéo, foi importante
verificar qual o efeito sob a viabilidade celular mediante diferentes tempos de

incubacéo.
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Com a realizacdo destes testes, calculou-se os valores de EC50 e EC30
referentes ao tempo de 15 minutos de incubagdo para em sequéncia ser realizado o
protocolo de TFD, j& que na concentracdo referente a EC10 apds aplicar a TFD néo
houve citotoxicidade, permanecendo-se igual ao controle. Assim, escolheu-se entéo,
uma concentracdo mais alta. Para a linhagem Detroit os valores da EC 50 é igual a 4,25
mg/ml e da EC30 ¢é 2,7 mg/ml. Para a linhagem A431, o valor da EC50 foi igual a 6,61
mg/ml e da EC30 foi igual a 4,79 mg/ml em 15 minutos.

Detroit
150 .
a E&A 15 min
[7) a E=1 30 min
S 100demen f | : B3 1h
S AEEN |
HER E°B° & E i Bl 2h
(72) "=z = - -
S B : - |- g
8 so-{/ el | N LECN Helce AN EE- H. -
X I : SN HEHER HHE Ha° B¢
rE : =0 HEER HEE ElEg | H
o-lHEER HEEN EFEE HREE HHE AkIEN HHE

%

S ® O S & &
N LR S \QQQ

Concentragao (pg/mL)

Figura 21: Gréfico representando o percentual de viabilidade celular da linhagem Detroit
apos incubacdo com a nano A por diferentes tempos (15 min a 2h) com concentracdes
variadas. Fez-se diluicdo seriada de 10.000 pg/ml até 156 pg/ml e utilizou-se 0 método
colorimétrico de deteccdo MTT. Letras diferentes (a,b,c) indicam diferenca significativa
entre 0s tempos para uma mesma concentracdao (P < 0,05). Teste por ANOVA com poés-
teste de Tukey. Nao houve diferenca estatistica entre o grupo controle.
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Figura 22: Gréafico representando o percentual de viabilidade celular da linhagem A431 ap6s
incubacdo com a nano A por diferentes tempos (15 min a 2h) com concentracdes variadas. Fez-se
diluicdo seriada de 10.000 pg/ml até 156 pg/ml e utilizou-se 0 método colorimétrico de deteccao
MTT. Letras diferentes (a,b,c) indicam diferenca significativa entre os tempos para uma mesma
concentracdo (P < 0,05). Teste por ANOVA com pos-teste de Tukey. N&o houve diferenca
estatistica entre o grupo controle.

Infere-se dos graficos que a linhagem neoplasica é mais sensivel no escuro
quando incubada por maior tempo em relacdo a linhagem normal. E que no tempo de
quinze minutos de incubacdo a linhagem normal é menos suscetivel a nano A, exceto
em concentracdes maiores (10000 pg/ml) até 156 pg/ml e utilizou-se o método
colorimétrico de deteccdo MTT. Letras diferentes (a,b,c) indicam diferenca significativa
entre 0s tempos para uma mesma concentragdo (P < 0,05). Teste. As duas concentracdes
menores reduziram mais acentuadamente a viabilidade celular em relacdo a
concentragdes de 625, 1250 e 2500 pg/ml no tempo de quinze minutos muito
provavelmente devido a menor saturacdo da membrana com consequente acumulo

maior nas células.

5.2.5 Viabilidade celular apos aplicacdo de TFD mediante ensaio de MTT

Apés a realizacdo dos testes no escuro, calculou-se os valores de EC50 e
EC30 e repetiu-se 0s experimentos incubando-se por 15 e 30 minutos para em sequéncia
realizar-se a TFD. Como a linhagem celular ndo-neopléasica apresentou menos
sensibilidade a nanoemulsdo em menor tempo de incubacédo, equivalente a 15 minutos

em comparacdo com 30 minutos (Fig. 23-A) e, considerando o melhor tempo de



70

internalizacéo celular da nano A pela linhagem A431 por microscopia confocal, este

tempo foi adotado para realizagéo do protocolo de TFD.

Desta maneira, ambas as linhagens foram incubadas com as respectivas
EC50 e EC30 por 15 minutos. Em sequéncia, irradiou-se por 10 e 20 minutos cada
linhagem em cada concentracdo. Porém a concentracdo utilizada para a linhagem
Detroit ndo foi efetiva a sua EC50 e EC30 no escuro, e, considerando que a linhagem
normal foi ndo responsiva a TFD, inclusive houve estimulacdo da proliferacdo e, a
A431 foi mais sensivel a TFD com 10 minutos de irradiagdo em comparacdo a 20
minutos causando maior reducdo na viabilidade equivalendo a 50% de morte celular na
maior concentracdo, foi escolhido o melhor tempo de irradiacdo equivalente a 10

minutos para aplicagéo in vitro.
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Figura 23: Gréficos representando o percentual de viabilidade celular da linhagem Detroit. (A)
Experimento realizado na auséncia de irradiacdo apds incubagdo com a nano A por 15 e 30 minutos de
incubacdo com concentragdes equivalentes a EC50 e EC30. No gréfico B representa aplicacdo da TFD
com 10 e 20 minutos de irradiagdo com 15 minutos de incubagdo. Em ambos, utilizou-se o método
colorimétrico de detecgdo por MTT. Resultados estatisticamente significativos, com P < 0,05, letras
diferentes indicam diferenca estatistica na mesma concentracéo entre tempos diferentes de incubacdo ou
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Figura 24: Graficos representando o percentual de viabilidade celular da linhagem A431. (A) Experimento realizado
na auséncia de irradiacdo apés incubacdo com a nano A por 15 e 30 minutos de incubagdo com concentra¢Bes
equivalentes a EC50 e EC30. No grafico B representa aplicacdo da TFD com 10 e 20 minutos de irradiagdo com 15
minutos de incubacdo.Em ambos, utilizou-se o método colorimétrico de deteccdo por MTT. Resultados
estatisticamente significativos, com P < 0,05 para grafico B. No grafico A, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa. Letras diferentes indicam diferenca estatistica na mesma concentragdo entre tempos diferentes de
incubacéo ou de irradiagdo.
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Com a finalidade de aumentar a eficiéncia da terapia fotodinamica contra as
células tumorais, realizou-se 0 mesmo protocolo de TFD porém fracionou-se o tempo
com dois minutos de intervalo a cada cinco de irradiacdo, para que fosse possivel
consumir o oxigénio de maneira mais lenta aumentando-se o tempo de agdo do mesmo

sob as células.

Desta maneira, foi possivel aumentar a citotoxicidade as células neoplasicas
sem afetar a linhagem normal, aumentando a morte celular em 20% e 10% na
concentracdo equivalente a EC30 e EC50, respectivamente. Comparando-se as duas
concentracfes mais proximas testadas em cada linhagem ( 4,75 e 4,25 mg/ml) é possivel
observar que nao afetou a linhagem normal Detroit enquanto que sob a linhagem

neoplasica houve consideravel reducao da viabilidade celular.
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Figura 25: Gréficos representando o percentual de viabilidade celular apds incubacéo por 15 minutos e
aplicacdo da TFD com tempo de irradiagdo fracionado. Dez minutos de exposi¢do ao LED com dois
minutos de intervalo na metade do tempo. (A) Linhagem Detroit e em B linhagem A431. ConcentracGes
utilizadas equivalentes a CL50 e CL30. Em ambos, utilizou-se o método colorimétrico de deteccdo por
MTT. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre as concentragfes analisadas, p <0,05.
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5.3 EXPERIMENTOS IN VIVO

5.3.1 Anélise Clinica

No inicio do tratamento, a massa corporal dos animais estava em torno de

25 a 26 g. O peso do grupo G1 (tumor) e G2 (droga) permaneceram constantes, no15°
dia houve aumento de 2 g e 1 g respectivamente.

No caso do grupo G3 (TFD) apds discretos acréscimos e decréscimos, a
partir do 15° dia houve ganho de 2g. Ja o grupo G4 (LED), a partir do 15° dia houve

ganho de aproximadamente 1g. Houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos no 15° dia.
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Figura 26: Peso corporal monitorado por 21 dias durante o periodo de
tratamento por TFD em camundongos nude portando tumores da linhagem
A431. Os grupos apenas tratado com o farmaco fotossensibilizante e apenas
com o LED ou sem tratamento foram usados como controle. Dados foram
estatisticamente significativos apenas no 15° dia, P<0,05. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica entre cada grupo ao longo do tempo.

Apos o0 15° dia comegou haver nitida diferenga do volume tumoral entre os
grupos estudados. Ja no 21° dia, a média do volume tumoral do grupo TFD foi de 400
mm?® aproximadamente, sendo 3,5 vezes menor em relacdo a média do grupo sem
tratamento enquanto que no grupo tratado s6 com droga o volume tumoral foi de 600
mm?®. Houve diferenca estatistica significativa com P< 0,001



73

A B
__ 1800
& 1600- i . C?ntrole _
€ 1400+ /] ,—= Sbédroga 2
S ] -+ TFD ]
E 1200 . (£ £
S 10004 2
g 800+ .g
=
o 6001 b 8
5 400 b @
o A
5 __/
_Ml . . . s
0 3 ?f 6 9 1? 15 18 21 &o‘ oq'b QO
f Tempo (dias) S &
o
)
C
0.08
E= controle
9 EZ3 So droga
B’ F BE TFD
2 D LED
L H
®
o
7] H
[ H
&

Figura 27: Em A, varia¢do do volume tumoral com o decorrer dos dias. Volume calculado segundo a
formula: (Comprimento) x ( largura)® x 0,5. Setas indicam os dias de tratamento Em B, gréfico
representando a média do peso do tumor por cada grupo estudado. Em C, peso relativo do bago, rins,
figado e tumor em relagdo ao peso corpodreo de cada animal. Dados apresentados em forma de média por
cada grupo. Dados estatisticamente significativo apenas para o tumor e sé a droga, com P< 0,01.
Concentracdo de droga utilizada igual a 50 mg/ml.

O gréfico B, representa a média do peso do tumor de cada grupo, onde é
possivel observar que os animais tratados com a TFD e com a droga equivalem a
aproximadamente metade da média do peso dos tumores dos grupos sem tratamento e
LED. Ja no gréafico C é apresentado a média do peso relativo dos 6rgéos e dos tumores
em relacdo a massa corporal dos animais. E notério a grande proporcdo do peso do
tumor em relacdo a massa corporea dos grupos controle e LED em comparagdo com 0s
grupos TFD e droga, equivalendo ao dobro destes. Assim, é possivel concluir que tanto
a TFD quanto a nanoemulsdo pura foram eficientes na reducdo da neoplasia, ja que
tanto o volume quanto o peso representam a aproximadamente metade do valor obtido
pelos grupos tumor e s6 LED. A concentracdo de 6leo utilizado na nanoemulsdo foi

escolhido a fim de que a concentragdo de uso fosse a maior possivel, ndo foi realizado
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um escalonamento com vérias concentracdes de droga devido ao pequeno N de animais.
Dados estatisticamente significativos com valor de P < 0,001; para os demais 0rgaos

ndo houve diferenca estatistica significativa.

Cada grupo experimental foi estudado com um N de 6 animais. No grupo
tratado com TFD foi conseguido 2 regressdes totais, 0 que equivale a 33% de cura em
tumor de pele nodular tratado com TFD. J& no grupo tratado apenas com a
nanoemulsao, foi alcangado uma regresséo total e 2 regressoes parciais, 0 que representa
16,6 % e 33 % respectivamente, atuando assim, como um antitumoral. A regressao total
€ uma resposta completa e indica o desaparecimento total do tumor, enquanto que na
regressao parcial indica redugéo maior que 50 % [102]. Os dados foram estatisticamente

significativos, com P < 0,0001.
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Figura 28: Gréfico representando o percentual de regressdo total,
regressdo parcial e o crescimento tumoral por cada grupo estudado em
carcinoma espinocelular. Dados estatisticamente significativos com
valor de P < 0,0001, teste do Qui?.

Abaixo, comparacdo macroscopica do efeito pds-tratamento com 21 dias.
Em A, animal submetido apenas a inducao tumoral sem sofrer tratamento algum com 14
dias de crescimento, sendo possivel observar rica vascularizacdo na superficie e aspecto
bem eritroplésico, tipico de CEC. Em B, animal submetido a 3 aplicagdes de farmaco
fotossensibilizante, apenas. Foto retratando o 21° dia, seta indicando o local onde o

tumor estava instalado anteriormente. Ja em C, animal submetido a TFD apos 21 dias.
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Na ponta da seta pequena cicatriz, muito provavelmente devido a fibrose no local,

figura 29.

Figura 29: Fotos comparando o efeito macroscopico pds -tratamento. Em A, animal do grupo sem
tratamento no 14° dia ap6s indugdo. Tumor nodular com abundancia de vasos e de aspecto eritroplasico.
Em B, animal pertencente ao grupo que recebeu apenas farmaco. Foto retratando o 21° dia, seta indica
pequena cicatriz no local onde havia o tumor. Em C, animal do grupo tratado com TFD retratando o 21°
dia. Seta indica regido com provavel fibrose onde estava localizado o tumor.

Ja na figura 30, é possivel observar que apesar do tamanho consideravel do
tumor, 0 mesmo ndo invadiu os tecidos adjacentes crescendo apenas localmente e de

maneira superficial em paralelo a pele, caracteristicas favorecidas por ser ortotopico.

Figura 30: Caracteristica do tumor
ortotdpico com crescimento local sem
invaséo dos tecidos adjacentes. Grupo
sem tratamento.

Apo0s eutanasia e coleta do sangue, as enzimas sanguineas que predizem
sobre alteracdo hepatica ou renal foram analisadas ndo havendo alteracGes bioquimicas

entre elas e nem diferencga estatistica significativa entre os grupos analisados, figura 31.
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Figura 31: Enzimas sanguineas analisadas bioquimicamente
no 21° dia dos grupos sem tratamento, tratados apenas com
droga, submetidos a TFD ou apenas ao LED. TGO:
Transaminase oxalacética. TGP: Transaminase pirdrvica.
FA: Fosfatase alcalina, ureia e creatinina. Dados néo
significativos estatisticamente entre cada enzima.

Nas anélises histologicas, foram observados varios 0rgdos de todos os
animais, porém néo foi observado nenhuma alteracdo histopatol6gica em nenhum grupo
do estudo. Todos apresentando morfologia normal sem presenca de inflamacao,
hemorragia ou necrose. Nos rins ndo foi observado presenca de tumefagdo turva ou
degeneracdo hidrotopica, resultado do acimulo de &gua no interior das células por lesdo
quimica ou toxica, traduzindo-se com células aumentadas em volume e nucleos
deslocados para a periferia além de vacuolizacdo. No figado também ndo foi encontrado
necrose hepética e nem esteatose, que é uma alteracdo degenerativa reversivel causada
pelo acumulo de gorduras neutras. Sendo o figado o principal érgdo envolvido na
metabolizacdo de lipidios, poderia ter sido encontrado este quadro de degeneragdo ou
até mesmo nos rins. Como ndo foi encontrado, comprova-se que a nano A nédo foi
toxica. Da mesma maneira nos pulmdes, ndo foi detectado edema e nem infiltracdo de
células inflamatorias. N&o foi encontrado metastase nos linfonodos, figura 32. Esta seria

vista como um grupo de células caracteristicas de CEC nos linfonodos.
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apresentando todos morfologia normal sem presenca de tumefacdo turva, degeneracdo hidrotOpica, esteatose hepatica ou mesmo inflamacdo, necrose ou hemorragia. Todas
fotomicrografias foram registradas em objetiva de 20x. Coloracéo por H&E.
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Ja na figura 33, é apresentado as fotomicrografias do tumor em cada grupo
estudado, todo registrados em objetiva de 20x exceto a linha de fotos de numeragéo 2
que foram registradas em objetiva de 40x. Em A, grande massa tumoral com presenca
de corddes celulares infiltrativos de células escamosas neoplésicas entremeando a
derme, indicado pela seta preta. Seta larga indicando vascularizagdo. Ponta de seta
retrata células espinhosas com atipias nucleares e estroma circundante desorganizado,
perda do arranjo em camadas. Em B, presenca intensa de pleomorfismo celular com
presenca de pérolas cérneas que sdo células queratinizadas em areas focais redondas,
tipico de carcinoma espinocelular bem diferenciado, indicado pelas setas pretas. Ponta
de seta indicando disceratose. Em C, estrutura tecidual bem organizada com restituigéo
da arquitetura da epiderme indicada pela seta preta, a epiderme ainda esta um pouco
espessa devido a resposta do tecido ao tratamento. Ponta de seta indicando area com
acantolise. Disceratose e acantdlise sdo tipicos de CEC onde o primeiro se caracteriza
por células isoladas arredondadas com citoplasma densamente corado destacado do
resto do epitélio por halo circunvizinho claro enquanto que no segundo é representado
por areas onde as celulas perdem as aderéncias intercelulares (desmossomos) e se
apresentam soltas, assumindo forma arredondada e tonalidade eosindfila. Seta larga
retratando infiltrado de células inflamatdrias. Em D, intensa diferenciacdo celular com
desorganizacdo da arquitetura da derme, presenca de corddes invasivos indicados pelas
setas pretas. Seta larga retratando vascularizacdo e ponta de seta apresentando
multinucleacdo com cromatina granular devido a exposicdo a radiacdo, ponta de seta

branca indicando disceratose, tipico também de CEC.
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Figura 33: Em A, é retratado o grupo apenas com tumor, sem tratamento. Seta preta indicando corddes infiltrativos de células escamosas neoplasicas entremeando a derme. Seta larga indicando
vascularizagdo. Ponta de seta retrata células espinhosas com atipias nucleares e estroma circundante desorganizado, perda do arranjo em camadas. Em B, grupo tratado apenas com a nanoemulsgo;
setas pretas indicando pérolas cérneas, tipico de CEC bem diferenciado e ponta de seta mostrando presenca de disceratose; em B-2 animal com resposta parcial ao tratamento, seta ingando presenca
de infiltrado inflamatorio. Em C, animais tratados com TFD, onde é possivel observar restabelecimento da organizacao tecidual ( seta preta) com presenga de células inflamatorias indicado pelas

setas largas. Em D, intenso pleomorfismo celular com varios cordfes invasivos indicado pelas setas pretas. Vascularizagdo indicado pela seta larga e presenga de muitas células multinucleadas
indicado pelas pontas de seta. Colora¢éo por H&E.
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Foi utilizado neste trabalho um fotossensibilizante a base de 6leo de acai
disponibilizado na forma de nanoemulsdo. Esta utilizagdo traz como vantagem a maior
internalizacdo do fotossensibilizante de interesse pelas células tumorais, devido ao fato
de as células neoplésicas incorporarem com mais facilidade farmacos com maior
hidrofobicidade [68,69,70].

Em posse desta vantagem, foi testado o potencial de geracdo de espécies
reativas de oxigénio do 6leo em questdo, o d6leo de acai e, apds confirmacdo desta
caracteristica imprescindivel a aplicacdo na TFD, foi desenvolvido em conjunto com o
farmacéutico Dr. Muehlmann, a plataforma de formulacdo da nanoemulséo. Antes de
ser estabelecido o protocolo final, foram testadas varias concentracdes do tensoativo
Tween-80 e varios ciclos de inversdo de fase por temperatura a fim de verificar qual a

interferéncia destas duas varidveis no diametro das nanogoticulas.

Desta forma, observou-se que quanto maior a proporcdo de Tween-80 (T -
80), obtinha-se nanogoticulas com diametros menores devido a maior interposi¢cdo do
surfactante na interface de 4gua e de 6leo. Assim, a medida que eleva-se a concentragao
de T-80, hd uma diminuicdo no raio de curvatura das nanogoticulas, obtendo-se entéo,
tamanhos menores [71]. O ndmero de ciclos de inversdo de fase ndo interferiram no
tamanho das goticulas, concluindo-se entdo que a alternancia da fase dispersa e da fase
continua ocasionada pela mudanga da temperatura nao € responsavel pela “quebra” das

goticulas em outras menores, fato relatado por Gutiérrez et al [71].

Em posse destas informacgdes, para obtencdo de uma nanoemulsdo com
caracteristicas que propiciasse o uso em aplicacdo bioldgica para testes pré-clinicos,
determinou-se entdo, um ciclo de inversdo de fase e a proporcdo de de 1: 4,5 (bleo:

tween) pois com esta proporcao, foi obtido caracteristicas coloidais favoraveis.

A partir da determinagdo da plataforma de formulagédo, seguiu-se os testes
de caracterizagdo da nanoemulsdo. Para isto, foi avaliado as varidveis coloidais e a
caracterizagdo morfologica por microscopia eletronica de transmissdo e varredura.
Assim obteve-se por didmetro hidrodindmico o valor médio de 117 nm, potencial zeta
de -0,536 mV e indice de polidisperséo (PDI) de 0,144,

Esses resultados sdo completamente favoraveis para a finalidade da

nanoemulsdo, pois a absorcdo de farmacos atraves da pele ocorre passivamente
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ocorrendo principalmente por difusdo através do estrato corneo e das camadas de
células da epiderme, através da rota intercelular (cornedcitos) por meio da matriz
lipidica. Com esse pequeno diametro hidrodinamico e a alta concentracdo de
surfactante, o depdsito uniforme no substrato é favorecido devido a baixa tensdo
superficial do sistema e da baixa tensdo interfacial entre as goticulas [61,72]
principalmente em administracdo endovenosa além de favorecer o acumulo passivo do
fotossensibilizante no tumor devido ao efeito de retencdo e permeacdo aumentadas
(EPR), pois as fenestras dos vasos sanguineos tumorais sdo bem maiores que as do
tecido normal, impondo uma barreira de até 400 nm para o efeito EPR [46,57]. Da
mesma forma, a cobertura altamente hidrofilica das nanogoticulas é a principal
responsavel pela estabilizacdo da mesma. O baixo valor de PDI corrobora com 0s
resultados obtidos na microscopia eletronica de transmissdo, onde concluimos se tratar
de uma populacdo monodispersa com diametro médio de 74 nm e de morfologia
esférica. Estas informacGes reforcam os pré-requisitos necessarios para aplicacéo
bioldgica de forma segura, pois além de favorecer o efeito EPR, certificamos que nao
havera goticulas de tamanhos muito distantes da média pois ha uniformidade; nao
havendo tendéncia a obstrucdo do fluxo sanguineo, caso seja escolhida administragdo
endovenosa, €, caso seja aplicacdo topica, a passagem das nanogoticulas pelo estrato

coérneo da pele é favorecido pelo fato de ser lipidico e esférico [71,72]

Foram realizados testes para estudo da estabilidade da nanoemulsdo sob
diferentes condicOes de armazenamento e por diferentes tempos de estocagem, a partir
do primeiro dia ap6s a formulacdo por até um ano. Pelos seis meses analisados, as
amostras mantidas a temperatura ambiente e a 7°C apresentaram estabilidade. Levando
em consideracdo a possivel aplicacio em humanos no futuro, foi analisado
posteriormente a estabilidade da nanoemulsdo armazenada em torno de 37°C, sendo esta
a temperatura corporal aproximadamente, e, sob esta condicdo, a nanoemulsdo
permaneceu estavel mantendo-se os valores do diametro hidrodindmico e do indice de

polidispersao.

Concluidas todas as analises acima descritas, foram realizadas avaliagdes
mais centradas na terapia fotodindmica de forma a possibilitar o uso da nanoemulsao
como fotossensibilizante. Desta forma, foi avaliado o espectro de absorbéancia da
nanoemulsdo, onde detectou-se um pico em 660 nm. Frente a essa banda de absorcdo,

conclui-se que, o fato do Gleo estar disperso em nanoemulsdo, ndo houve interferéncia
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nesta propriedade fotofisica do mesmo, pois 0 6leo sozinho também absorve nesta faixa.
Adicionalmente, mostra-se favoravel para a aplicagdo na TFD pois essa faixa de 660 nm
corresponde satisfatoriamente a janela de absorcdo e penetracdo tecidual pela luz
[43,73].

Em sequéncia, foi realizado os testes para leitura da fluorescéncia,
coincidindo também em 660 nm a faixa de emissdo. Da mesma maneira, este resultado
corrobora com a faixa de absorcdo obtida e ainda favorece uma outra possibilidade, que
é a aplicacdo para diagnostico terapéutico, terandstica, seja atuando como um agente
que aumente o contraste de imagens ou mesmo como um componente fluorescente.
[44,73,74]. A outra banda encontrada no grafico que correspondente a 700nm é devido a

artefato do préprio equipamento.

A ndo interferéncia nas propriedades fotofisicas do Oleo disperso em
nanoemulsdo, foi confirmado também pela manutencdo da propriedade fotoquimica, a
geracdo de oxigénio singleto. Assim, foi mensurado a producéo de oxigénio singleto por
deteccdo indireta de decaimento por benzofurano. Com este teste, a medida que a
fluéncia energética era aumentada, produzia-se mais ROS e por consequéncia, diminuia-
se a absorbancia do benzofurano, pois 0 mesmo era consumido ao reagir com o
oxigénio singletoproduzido, obtendo-se uma curva com valor de R? = 0,99. Assim,
confirmou-se ser a nanoemulsdo um bom gerador de oxigénio singleto, permitindo sua

utilizagdo como fotossensibilizante.

De acordo com os estudos realizados e as informacdes obtidas, confirma-se
o fato de esta nanoemulsdo ser em potencial um bom fotossensibilizante para aplicagdo
na TFD. Deste modo, foi realizado a experimentacao in vitro com células neoplésicas de
carcinoma epidermoide A431 e in vivo com camundongos nude, de maneira a
enriquecer este estudo e elucidar melhor os efeitos da aplicagdo biologica deste
subproduto oriundo da nossa biodiversidade com interferéncia e melhoramento da
nanobiotecnologia. E de suma importancia o estudo e a utilizagdo de produtos
tipicamente brasileiros, como no caso do agai que somente no Paré é responsavel pela
producdo de 700 mil toneladas/ano e que envolve o trabalho de aproximadamente 300
mil pessoas, correspondendo a 70 % da fonte de renda da populacdo ribeirinha. No

periodo de safra, s&o comercializados diariamente em torno de 471 mil litros de acai
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comercializados em mais de 3000 pontos de venda pela cidade de Belém, segundo
dados divulgados pelo governo do estado do Para [103].

Dando continuidade aos experimentos, foi realizado a experimentacdo in
vitro, iniciando-se com os testes para confirmar qual o tempo ideal para internalizacéo
da nano A. Com base nesses testes realizados por deteccdo de absorbancia em
espectrofotdbmetro apos diferentes tempos de internalizacdo a partir de uma diluicédo
seriada, confirmou-se que a nano A sob altas concentracdes € internalizada em menor
tempo equivalente & quinze minutos. A medida que decorre o tempo, essa incorporagio
diminui, possivelmente devido a metabolizacdo da nano A ou pela degradacdo da
mesma, porém mais estudos sdo necessarios para mensuracdo da velocidade desta
metabolizacdo. Em contrapartida, as células ndo-neoplasicas apresentaram incorporacao
menor em relacdo as tumorais, fato confirmado também por microscopia confocal. Esta
menor incorporagdo pode ser devido ao fato de se tratar de transporte lipidico por vias
normais, difusdo passiva, e, ao longo do tempo analisado, ter saturado a membrana,

diminuindo-se por consequéncia a internalizacéo [78].

Conhecendo-se 0 melhor tempo de internalizagdo, 15 minutos, foram
realizados os testes no escuro mediante diluicdo seriada onde foram analisadas varias
concentracdes. Baseado nesses experimentos, observou-se que a linhagem normal foi
pouco responsiva as varias concentracées de nano A. J& em tempos maiores em contato
com a nanoemulsdo, equivalente a 30 minutos, houve queda na viabilidade celular
enquanto que, na maior concentracdo analisada, 10 mg/ml, foi bastante citotéxica em
todos os tempos analisados. Essa vulnerabilidade da linhagem normal em maior tempo
de incubacdo pode ser devido muito provavelmente ao grande nimero se particulas em
contato direto com as células ou até mesmo devido a concentracdo de tween 80 pode ter

permeabilizado muito a membrana celular, reduzindo a viabilidade.

Ja no caso da linhagem neoplasica, a mesma se mostrou ainda mais sensivel
a nano A em maior tempo de exposicdo (2h). Isto se deve muito provavelmente ao fato
de as células neoplésicas serem mais sensiveis a farmacos devido a presenca de

inimeras mutac6es que Ihes confere maior susceptibilidade a diversos tratamentos [77].

A partir dos dados experimentais obtidos mediante os testes realizados no
escuro, calculou-se os valores referentes a EC50 e EC30 no tempo de 2h para ambas as

linhagens para em sequéncia realizar-se o protocolo de TFD. Neste experimento, a
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linhagem Detroit mais uma vez apresentou-se mais resistente do que a linhagem A431
pois comparando a resposta de ambas as linhagens as respectivas EC50 ( 4,25 mg/ml
para Detroit e 4,75 mg/ml para A431) fica bastante nitido que ndo ha reducdo da
viabilidade celular sob a linhagem normal enquanto que na linhagem neopléasica ha uma
reducdo de aproximadamente 50% . Este fato é excelente pois na busca por novos
farmacos e por terapéuticas mais seguras e eficazes, quanto menos efeitos houver nos
tecidos e celulas normais, menores seréo os efeitos colaterais. Os testes realizados com
as EC50 e EC30 da linhagem neoplasica apresentaram maior efeito na reducdo da
viabilidade celular no tempo de 30 minutos, devido ao fato de estar em contato direto
com a monocamada celular por mais tempo. O fato de ter havido toxicidade no escuro
ndo foi de encontro aos preceitos de um fotossensibilizante ideal pois se tratando de
uma linhagem tumoral, é esperado que no final de todo o tratamento as células
neoplésicas sejam destruidas. Fato que ndo é bom em linhagens normais e que néo foi

observado neste estudo no tempo de 15 minutos.

Ao realizar-se a TFD in vitro, irradiou-se as linhagens por dez e por vinte
minutos para que fosse observado qual teria melhor resultado. Na linhagem normal ndo
houve efeito citotoxico em nenhum dos tempos de irradiacdo testados. Pelo contrario,
em maior tempo de irradiacdo equivalente a vinte minutos, houve nitido crescimento
celular, muito provavelmente devido a extingdo do oxigénio presente na cultura
restando-se apenas a bioestimulacdo pelo LED, efeito ja conhecido e inclusive aplicado
na clinica médica até para estimulacdo da producdo de colageno e do rejuvenescimento
facial [79].

Ja no caso da linhagem tumoral, houve maior reducéo na viabilidade celular
no tempo de irradiacdo equivalente a dez minutos em comparacéo a 20 minutos porque
ainda estavam presentes tanto o oxigénio molecular quanto o Fs, favorecendo a
permanéncia destes no meio por maior tempo, enquanto que no outro tempo 0s
requisitos para dano celular ja haviam sido extinguidos, cessando os efeitos diretos da
TFD restando-se apenas a bioestimulacdo descrita acima [80,81]. Desta maneira,

elegeu-se 0 melhor tempo de irradiagéo in vitro equivalente a dez minutos.

Com o intuito de aumentar o efeito citotoxico da TFD sob as células
tumorais, utilizou-se do artificio de fracionar-se o tempo de irradiacdo durante a
realizacdo da TFD, pois desta maneira é possivel consumir o oxigénio molecular de

lentamente, aumentando-se o tempo de permanéncia do mesmo sobre a cultura,
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potencializando o efeito da TFD [82]. Desta forma conseguiu-se potencializar o efeito
em cultura em 20 e 10% referente @ menor e & maior concentragdo analisadas

respectivamente. J& a linhagem normal, ndo houve reducéo da viabilidade.

Com o intuito de verificar qual o efeito bioldgico da nanoemulsdo quando
aplicada in vivo, foi realizado os experimentos em camundongos nude ja que se trata de
inducdo tumoral com células humanas, configurando-se um modelo ortotopico
heter6logo. Foi de suma importancia a aplicacdo deste modelo j& que ndo ha descrigdo
na literatura para carcinoma epidermoide de pele, sendo descrito apenas em mucosa.
Porém, como ja é sabido que os carcinomas de mucosa sdo bem menos resistentes que
os de pele, dai a importancia de analisar os efeitos farmacoldgicos da nano A de
maneira mais proxima do natural possivel, mimetizando mais fielmente o sitio natural

de acometimento por este tipo de neoplasia.

O tumor foi induzido na cabega apenas por facilitar a injecdo intradérmica,
favorecendo o sitio natural de desenvolvimento. Por estar na cabeca, o cranio funciona
como um anteparo facilitando a inser¢do da agulha entre a derme e a hipoderme. Para
ser possivel inserir as células exatamente na epiderme, seria necessario uma agulha cujo
tamanho fosse a metade da menor existente hoje no mercado. N&o existindo ainda, ao
inserir a agulha, o bisel ja € inserido entre as duas camadas supracitadas, no angulo de
45°. Além disso, o fato de estar inserido no microambiente natural, favorece o estudo
pois 0 tumor cresce num ambiente mais delimitado e superficial, sem infiltracdo para as
camadas mais profundas e é possivel a deteccdo clinica precoce do tumor, sendo
possivel iniciar o tratamento em tumores pequenos e superficiais. Ao contrario de um
tumor subcutdneo, que tem crescimento mais lento e aparecimento clinico tardio.
Quando é possivel detectar o tumor, por volta do 14° dia, este apresenta grandes
dimensdes e ja esta infiltrado, comprometendo a eficacia do tratamento [83;84;85;86].

Considerando as vantagens citadas de um modelo ortotopico, este foi
escolhido para o estudo, sendo possivel detectar o tumor em todos os animais até o 4°
dia. Respeitando a premissa de tratamento de tumores pequenos com terapia
fotodindmica, de modo a facilitar que a luz possa incidir em toda a abrangéncia do

tumor, os mesmos foram tratados assim que detectados em todos os animais.

Transcorridos os 21 dias apés o tratamento, o resultado apresentado foi

otimo, pois obtivemos um percentual de 33% de remissdo total no grupo onde foi
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aplicado a TFD. E a média do volume tumoral de todo o grupo foi aproximadamente
3,75 vezes menor em relacdo aos grupos controle s6 com tumor e irradiado apenas com
0 LED. Apesar de ndo ter ocorrido a remissdao em 100% dos animais, essa porcentagem
¢ importante ja que até o presente momento, havia uma ressalva em relacéo a aplicacéo
de terapia fotodinamica em tumores nodulares, devido ao fato de a luz poder ndo incidir
sobre a totalidade do nodulo, ndo tratando entdo a totalidade do nddulo. Com este
trabalho, foi possivel mostrar que a TFD foi bastante eficiente, contrariando o que até
entdo era propagado a respeito. Esses 33% de remissdo total € muito promissor pois em
varios tipos de carcinomas de mama, ovario e pulmdo de células pequenas, 0 sucesso
que é atingido a partir do uso de um conjunto de quimioterapicos é em torno de até 40%
dos pacientes, utilizando derivados do taxol, da cisplatina e do 5-fluoracil [87,88] e em
casos de mieloma e linfoma fica em torno de 15 e 42% respectivamente [89]. Com a
aplicacdo da TFD usando-se apenas a nano A alcangou-se um percentual muito proximo
do que existe hoje na realidade da oncologia. Seria importante estudar o efeito desta
terapéutica em outros tipos de neoplasias, sendo o CEC de pele muito resistente foi
alcancado este 6timo resultado, talvez em outros tipos de tumores o sucesso seja ainda

maior.

O fato de ndo ter tratado a totalidade do grupo de TFD, pode dever-se ao
fato de ser necessario uma concentracdo mais alta de fotossensibilizante na solucao de
nanoemulsdo. Esta concentracdo pode ser aumentada talvez realizando-se uma filtragdo
tangencial, onde é gerado um fluxo que passa tangencialmente aos poros selecionando
as goticulas de tamanho ideal, sendo possivel diminuir a concentracdo de surfactante e
aumentar a de 6leo sem alterar o didmetro das nanogoticulas [90]. Também é possivel
que o tempo necessario a internalizacdo do farmaco pelas células tumorais tenha
interferido no tratamento, pois de acordo com 0s experimentos in vitro, é necessario
quinze minutos para haver internalizacdo. Mesmo o farmaco sendo injetado de modo
intratumoral, ndo foi possivel esperar exatamente 0s quinze minutos para internalizacéo
celular e ainda o tempo necessario para irradiagdo com LED, pois o efeito da anestesia
terminaria antes do término da irradiacdo e, se fosse ministrado mais anestésico seria
possivel perder algum animal por overdose. Ou ainda, pode ter acontecido de a luz nao
ter alcangado a totalidade do nddulo tumoral, restando-se ainda algumas células

tumorais resistentes que em determinado momento voltaram a proliferar.
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N&o foram realizados os grupos controle apenas com solucdo salina e
apenas com o surfactante Tween-80. O fato de ter injetado o farmaco por via
intratumoral poderia ter gerado isquemia mecéanica com aumento da pressdo, e por
consequéncia, reducdo do tumor, por isso se justifica a realizacdo do controle apenas
com solucdo salina. Porém, j& foi realizado este controle em outros experimentos
laboratoriais pesquisando-se outras drogas sendo inserido volumes inclusive maiores de
solucdo salina ao de droga utilizada neste estudo. E, foi observado que ndo houve
reducdo do tumor por isquemia, pelo contrario, houve crescimento tumoral (dados nédo
publicados). Considerando estes resultados, ndo foi realizado um grupo apenas com

solucdo salina pois ja era conhecido a inércia de sua aplicagdo intratumoral.

Também néo foi realizado um grupo apenas com o Tween-80 pois este j& é
bastante utilizado até em concentraces maiores na clinica médica para diminuir a
hidrofobicidade do Docetaxel, um quimioterapico muito aplicado por via endovenosa
para tratamento de carcinomas em diferentes sitios. Todos os efeitos relatados sao
principalmente reagBes de hipersensibilidade, e em associagdo com o farmaco ha
também neutropenia e nefrotoxicidade, porém, ndo ha sinergismo com o quimioterapico
[75,91,92]. Em alguns casos, ja foi observado alteracdo da captacdo do farmaco pelas
células [92]. Da mesma maneira, 0 Cremophor, um outro surfactante n&o-idnico
parecido com o Tween-80, é utilizado na clinica médica para solubilizacdo de outro
quimioterapico semelhante, o Paclitaxel que é administrado pela mesma via e os efeitos
colaterais sdo semelhantes aos causados pelo Tween-80 [93]. Assim, considerando 0s
efeitos ja conhecidos a respeito da administracdo do surfactante em humanos, ndo foi

realizado um grupo apenas com Tween-80.

Além dos efeitos bioldgicos observados e dos resultados obtidos por TFD,
foi percebido que apenas o fotossensibilizante foi efetivo no tratamento tumoral,
atuando também como um antitumoral. A média do volume tumoral deste grupo ficou
pouco maior que a média do grupo TFD. Além disto foi alcangado 16,6% de remissdo

total e 33% de regresséo parcial.

Comparando com os resultados obtidos pelos quimioterapicos existentes
hoje para tratamento de outros carcinomas, é excelente. Por se tratar de carcinoma
epidermdide de pele € ainda mais surpreendente pois 0 CEC de pele € muito resistente a
quimioterapia, ndo existindo nenhum quimioterapico eficiente para trata-lo, restando-se

apenas a radioterapia ou cirurgia. Todavia, o resultado muitas vezes é desagradavel ja
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gue a maior ocorréncia é no rosto e apds a cirurgia € comum restarem deformidade. O
que é recorrente na clinica é a aplicagdo de quimioterapia de inducéo, onde € usado a
cisplatina para tornar o tumor mais sensivel a radioterapia (radiossensibilizar). A
cisplatina atua inibindo a sintese de DNA e ¢ bastante usada para tratamento de canceres
de ovario e testiculo além de carcinomas de bexiga, de pulmdo, de tireoide, de cabeca e
pescoco além de Utero, estdbmago e pancreas. Porém, ainda assim, a resposta ao
tratamento de CEC de pele ¢ baixo [94,101].

Desta maneira, a nano A é bastante promissora para tratamento do CEC,
pois comparado ao controle, a reducdo do volume tumoral foi dréstica, e o percentual de
regressdo total e parcial foi Otimo, equivalendo a 16% e 33% respectivamente.
Estatisticamente o valor de P < 0,0001. Além destes percentuais, ndo houve nenhuma
alteracdo histoldgica como tumefacdo turva, hemorragia, inflamacao, necrose ou até
mesmo esteatose no figado, no baco, no rim, no pulmédo e nos linfonodos cervicais,
comprovando-se que o tratamento com a nanoemulséo ndo foi toxica. Em corroboragéo
a estes resultados, a anélise das enzimas sanguineas que predizem sobre as fungdes
renais e hepaticas (transaminase pirdrvica e oxalacética, ureia, creatinina e fosfatase
alcalina) mostrou que ndo houve alteracdo bioquimica significativa estatisticamente
entre os grupos analisados, ou seja, ndo houve alteracdo da funcdo destes 6rgdos pelo
tratamento com a nano A. Além disto, 0 uso desta nanoemulsdo e da TFD nao implicou
em perda de peso dos animais.

Este efeito bioldgico da nanoemulsdo sozinha atuar como um antitumoral
pode ser devido a varios fatores, mas principalmente devido a presenca de varias
substancias bioativas que precisam ser estudadas. Ja é sabido que o &cido oleico
representa 60% da composicao lipidica do éleo de acai. Ha relatos de que este acido
graxo de cadeia longa monoisnsaturado apresenta-se bastante toxico em varios modelos
de células tumorais [95], podendo assim, estar relacionado ao efeito observado na
regressdao tumoral. O acido palmitico é o acido graxo saturado mais abundante
encontrado no 6leo de acai, correspondendo a 22% [96]. Este acido esta diretamente
relacionado a sintese de ceramidas, mediadores lipidicos bastante toxicos [95]. A
ceramida pode funcionar como um lipidio supressor de tumor limitando a proliferacéo
da células cancerosas devido ao bloqueio do ciclo celular, além de provocar a autofagia
das mesmas [97]. A ceramida também prové varios sinais efetores secundarios que

regulam diversos processos celulares, incluindo senescéncia celular alteracdo do ciclo e
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diferenciacdo celular bem como induzindo apoptose, ativando enzimas envolvidas na
cascata de sinalizacdo de stress celular incluindo a regulacdo de proteinas quinase
ativada por ceramida, fosfatase 1 e fosfatase ativada por ceramida. Proteinas tais que
participam das vias de transducéo de sinal e da citotoxicidade deste lipidio. Entretanto a
inducdo de apoptose mediada por este esfingolipidio estd mais associado a
mitocondrias, pela transicdo da permeabilidade mitocondrial ou pelo aumento da
producdo intracelular de ROS [95,97,98].

Além disto, ha outros fatores que podem ter agido em sinergismo,
melhorando o efeito do nano A. Como se trata de 6leo natural vegetal, a concentracao
de flavonoides e &cidos graxos € alta. E, atualmente vem-se estudando muito dos efeitos
destes sobre o comportamento de células tumorais. Assim, ha varios estudos mostrando
que a combinacdo de &cidos graxos pode aumentar os efeitos toxicos sobre as células
neoplasicas provocando apoptose das mesmas sem afetar as células normais. Em
corroboracdo, os acidos graxos insaturados diminuem a resisténcia das células aos
agentes antitumorais além de serem seletivos na modificacdo do comportamento e na
morte das células tumorais [95,99,100]. Por exemplo, ja foi observado em estudos in
vivo que o &cido linolénico e o acido linoleico sdo responsaveis pela reducdo em
crescimento tumoral em céncer de mama [99]. Assim, sdo necessarios mais estudos a
fim de que seja descoberto qual &cido graxo estd diretamente relacionado ao efeito de

regressdo observado ou quais as moléculas estdo associadas a este resultado.

Em associacdo a tudo que foi explicado até entdo, ha também os efeitos
oxidativos provocados a partir da peroxidacao lipidica. Esta, inicia-se ap0s a perda de
um atomo de hidrogénio dos &cidos graxos insaturados, formando os radicais lipidicos
que por sua vez, podem reagir com outros insaturados novamente formando uma reagéo
em cadeia. Estes radicais peroxidos e superoxidos danificam o DNA e vérias fungdes
celulares [99]. Porém, o fato de ndo ter tratado 100% dos animais apenas com a droga,
talvez seja devido ao nimero de aplicagdes ou a concentracdo do farmaco. Pode ser
também devido fato de as células tumorais provenientes de carcinoma superexpressarem
glicoproteina P, que esta relacionada ao efluxo celular de farmacos quimioterapicos

provocando resisténcia as drogas quimioterapicas [75,76,77].

Este trabalho utilizou como farmaco fotossensibilizante o 6leo de acai

disperso em nanoemulsdo. Estudos que utilizem produtos nacionais oriundos da nossa
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biodiversidade sdo de suma importancia pois valoriza a flora brasileira, movimenta a
economia além de beneficiar a propria sociedade. No caso do acai, segundo dados
divulgados pelo governo do Para, somente neste estado sdo produzidos 700 mil
toneladas/ ano empregando mais de 300 mil pessoas equivalendo a 70 % da fonte de
renda desta populacéo. Além desta finalidade de consumo da polpa que emprega muitas
pessoas para a obtencdo do produto e que j& é de conhecimento de todos, neste trabalho
foi empregado outra finalidade para o subproduto do 6leo da semente do acai. Com as
ferramentas da nanobiotecnologia, a veiculacdo deste 6leo foi melhorada e Otimos
resultados foram alcangados, otimizando o tratamento aplicado para CEC cuja aplicagdo
é ambulatorial e o custo é baixo, favorecendo assim, a sociedade. Para elucidar melhor
qual o efeito principal responsavel pelos resultados obtidos, sdo necessarios mais

estudos.
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Neste estudo, foi formulado e caracterizado uma nanoemulséo a base de
6leo de acai. A plataforma para esta formulacdo foi adequada, alcancando-se didmetro
de 74 nm e morfologia esférica, sendo favoraveis para a aplicacao in vitro e in vivo
tanto para via endovenosa quanto para aplicacdo tdépica. A formulacdo também
apresentou estabilidade por longo periodo quando armazenada a temperatura ambiente e
a 7°, mantendo-se os valores de PDI, de potencial zeta além do didmetro hidrodinamico.
Quanto as propriedades fotoquimicas, a nanoemulsdo a base de 6leo de acai apresentou
consideravel geracdo de ROS quando irradiada com LED. Os espectros de absorbancia

e fluorescéncia coincidiram com a janela dptica tecidual.

funcionou como um bom fotossensibilizante para aplicacdo na terapia
fotodindmica contra carcinoma epiderméide humano, sendo responsavel por 33% de
regressao total. Este percentual é bastante relevante tendo em vista a resisténcia deste
carcinoma a outros tratamentos aplicados hoje na clinica. Foi observado também
durante o estudo que a nanoemulsdo na auséncia de irradiacdo apresentou efeito

antitumoral 33% de regresséo parcial.
o In vitro

Dentre os tempos de incorporacdo da nano A analisados, conclui-se que sdo
necessarios quinze minutos para que haja maior incorporacdo pelas linhagens Detroit e
A431.

A linhagem celular Detroit foi menos sensivel em comparagdo com a
neoplasica A431 quando irradiada com LED em concentragbes de nano A

aproximadamente iguais ( 4,25 mg/ml e 4,75 mg/ml).
o In vivo

A nanoemulsdo a base de o¢leo de acai funcionou como um bom
fotossensibilizante para aplicacdo na terapia fotodindmica contra carcinoma
epidermdéide humano, sendo responsavel por 33 % de remissao total. Este percentual é
bastante relevante tendo em vista a resisténcia deste carcinoma a outros tratamentos
aplicados hoje na clinica. Foi observado também durante o estudo que a nanoemulsdo
na auséncia de irradiagdo apresentou efeito antitumoral sendo responsavel por 33 % de

remissdo parcial e 16 % de remissdo total. O tratamento utilizando a nanoemulsdo nao
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foi toxico aos animais ndo havendo alteragdo bioguimica das enzimas sanguineas e nem

histopatoldgica. Também néo afetou o0 ganho de peso.
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