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RESUMO

O céncer de mama constitui um grave problema de saude publica, ndo sé pela elevada
incidéncia e mortalidade, como pelo tratamento muitas vezes ineficaz. Diferentes
sistemas nanoestruturados vém sendo implementados a fim de resolver limitacbes das
estratégias terapéuticas convencionais e demonstram vantagens sobre outros sistemas de
veiculacdo devido a sua estrutura em escala nanométrica com propriedades singulares, e
suas aplicacbes podem se estender desde a entrega de farmacos até procedimentos
clinicos envolvendo fotoprocessos, tais como a terapia fotodinamica (TFD). As
nanoparticulas (entre elas as nanoemulsdes) apresentam a capacidade de superar a maioria
das limitacdes dos fotossensibilizadores classicos, como melhoria da solubilidade,
biodistribuicdo, farmacocinética, absorcdo e habilidade de direcionamento nas células-
alvo, além da alta razdo superfifice/volume possibilitando alta carga de drogas nestes
sistemas. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi investigar a acdo de nanoemulsées
como sistemas de veiculacdo de um agente fotossensivel (ftalocianina de cloro-aluminio
— CIAIPc) e quimioterapico (doxorrubicina — DOX) em camundongos BALB/c (fémeas
de 6 a 8 semanas) inoculados com linhagem 4T1 (cancer de mama metastatico) e tratados
em associacao a terapia fotodinamica. Nossos resultados mostraram que o tratamento
sinérgico na presenca de irradiacdo a laser (NE-PcDoxo + TFD) ocasionou uma reducao
do cancer de mama induzido, diminuicdo da expressdo de VEGF, aumento na expressao
de Caspase-3, necrose tecidual e diminuicdo macica de células proliferativas, conforme
demonstrado pela imunocoloracdo de Ki67. Além disso, este tratamento associado
induziu a superexpressao dos genes apoptéticos ABL1, CD70, CRADD, FASL e NME5 e
reducdo na expressdo dos genes alvo de drogas anticancer CDK2, ERBB2, FIGF, IGF2,
PARP4 e PGR. Tais resultados validam este tratamento como uma alternativa promissora

para aprimorar as estratégias anticancer aplicadas atualmente.

Palavras—chave: Agente Antitumoral. Cancer de Mama. Fotossensibilizador.

Nanoemuls&o. Nanotecnologia.



ABSTRACT

Breast cancer is a serious public health problem, not only because of the high incidence
and mortality but also because of the often-ineffective treatment. Different nanostructured
systems have been implemented to address limitations of conventional therapeutic
strategies and demonstrate advantages over other delivery systems because of their
nanometric scale structure with unique properties, and their applications can range from
drug delivery to clinical procedures involving photoprocesses, such as photodynamic
therapy (PDT). Nanoparticles (including nanoemulsions) have the ability to overcome
most of classical photosensitizers limitations such as improved solubility, biodistribution,
pharmacokinetics, absorption and targeting ability in target cells, as well as high
surface/volume allowing high drug loading in these systems. Therefore, the objective of
this present work will be to investigate the action of nanoemulsions as photosensitive
agents (chloro aluminum phthalocyanine - CIAIPc) and chemotherapeutic agents
(doxorubicin - DOX) in inoculated BALB/c mice (females 6 to 8 weeks) with 4T1 lineage
and treated in association with photodynamic therapy. Our results showed that synergistic
treatment in the presence of laser irradiation (NE-PcDoxo + PDT) led to a reduction of
4T1 induced breast cancer in mice, decrease of tumor VEGF expression, increase in
Caspase-3 expression, tissue necrosis and massive decrease in proliferative cells, as
shown by Ki67 immunostaining. Furthermore, this associated treatment induced
overexpression of apoptotic genes ABL1, CD70, CRADD, FASL, and NME5 and
reduction in expression of anticancer drug target genes CDK2, ERBB2, FIGF, IGF2,
PARP4 and PGR. These results validate this treatment as a promising alternative to

improve the currently applied anticancer strategies.

Keywords: Anti-tumor Agent. Breast Cancer. Photosensitizer. Nanoemulsion.
Nanotechnology.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

1.1 O cancer em seu contexto

As células cancerosas possuem capacidade de violar as regras mais bésicas de
comportamento pelas quais 0os organismos multicelulares sdo constituidos e mantidos,
explorando todas as oportunidades de fazé-lo, portanto, de uma forma simplista de
entendimento, o cancer surge da violagdo do comportamento celular social. Se a ordem
como os tecidos crescem e se renovam deve ser mantida, cada célula necessita ajustar seu
comportamento de acordo com as necessidades do organismo como um todo, ou seja,
devem dividir quando necessario e evitar a divisao quando ndo necessario; sobreviver por
todo o periodo em que sdo requeridas e se suicidarem quando deixam de executar suas
funcdes; e, ainda, manter suas caracteristicas de especializacdo tipicas e ndo invadir locais
inadequados. Contudo, um colapso pode ocorrer quando uma unica célula sofre alteracfes
genéticas que permitem sua sobrevivéncia, produzindo células-filhas que se comportam
da mesma forma ““antissocial”, levando a expansdo de um clone de células anormais e
posteriormente & uma catastrofe ocasionada pela interrup¢do organizacional tecidual,
surgindo entdo o cancer (ALBERTS et al., 2011).

Canceres em geral se desenvolvem de uma populacdo de células anormais, que
evolui malignamente em ciclos sucessivos de mutacdo causados por instabilidade
genética e pressdes seletivas, conferindo vantagem competitiva em relacdo as células
vizinhas (ALBERTS et al., 2017; SOMARELLI et al., 2020). As células cancerosas
adquirem alteracdes genotipicas e fenotipicas ao longo do curso da doenca, no qual essas
mudancas melhoram a aptiddo das células, permitindo que um tumor evolua e supere as
restricdes ambientais e o tratamento. Portanto, a evolucdo do cancer é impulsionada por
complexos processos regidos por regras distintas, como variantes genéticas discretas e
irreversiveis e reprogramacao plastica continua e reversivel (HAHN et al., 2021).

A plasticidade celular é a capacidade de uma célula mudar sua identidade, alterando
seu status de diferenciagcdo e/ou compromisso de linhagem (SUVA et al., 2013). A
reprogramacao plastica no cancer é categorizada em desdiferenciagéo, ou seja, a aquisi¢do

por uma célula totalmente diferenciada de caracteristicas observadas em células
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progenitoras ou células-tronco, e trans-diferenciacéo, ou seja, a aquisi¢do por uma célula
de determinada linhagem de caracteristicas de uma linhagem distinta (Figura 1)
(CIRIELLO, MAGNANI, 2021).

Figura 1. Plasticidade celular no cancer. Empurradas por forgas intrinsecas e extrinsecas, células
cancerosas se movem em um espago cujas dimensBes sdo definidas pelo status de diferenciacdo e
comprometimento da linhagem, cujas caracteristicas variam entre os tipos de tumor e as pressdes
evolutivas, heterogeneidade fenotipica entre as células cancerosas, permitindo uma adaptacdo rapida,
dindmica e reversivel durante a progressao da doenca. Fonte: Adaptado de CIRIELLO, MAGNANI, 2021.
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estagio 1
3 °
A0
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.0
o Ceé
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—_
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=
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. »
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Fatores intrinsecos e extrinsecos podem afetar a plasticidade das células cancerosas
e sua resisténcia durante a terapia de tratamento. Fatores intrinsecos do tumor incluem
oncogenes mutados, alteracdes epigenéticas, desregulacdo transcricional e de transducao
de sinal, atividade metabdlica alterada e alteragdes nas respostas a danos no DNA
(DDRs). Juntos, os efeitos dos oncogenes, bem como a mudanca do estado da célula,
resultam na sobrevivéncia e proliferacdo tumoral. Ja os fatores extrinsecos incluem
alteracdes no microambiente tumoral (TME) e alteracfes no estado de diferenciacéo e
composicdo das células estromais infiltrantes do tumor, como células imunes e
fibroblastos (HAHN et al., 2021).

Para fins conceituais, mutacdes génicas dominantes sdo aquelas que tornam o gene
afetado hiperativado, e somente uma cépia precisa estar mutada para que o dano ocorra,
sendo denominado oncogene, na qual, a forma normal do gene correspondente é dito
como proto-oncogene. Para outros genes, o perigo reside em mutagdes que destroem sua
funcdo sendo normalmente recessivas, na qual duas cépias do gene devem ser perdidas
ou inativadas para que seu efeito se manifeste, sendo denominados de supressores

tumorais (ALBERTS, 2011). O céncer € considerado uma doenca de alta complexidade
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decorrente de falhas nos mecanismos que geralmente controlam o crescimento,
proliferacdo celular e que regulam a apoptose (LODISH, 2000). O acimulo progressivo
de alteracBes genéticas e epigenéticas como a acetilagcdo, metilacdo (hipermetilagdo das
ilhas CpG), fosforilacdo, ubiquinacdo e a regulacdo por microRNAs favorece o
surgimento de uma célula cancerosa (BENNETT, LICHT, 2018).

Como um exemplo de complexidade genética que conduz a sinalizagcdo oncogénica
em tumores solidos, a sinalizacdo desregulada representa um importante mecanismo de
conservacao. Por exemplo, a via RAS se encontra mutada em aproximadamente 19% de
todos os canceres humanos (PRIOR et al., 2020). As mutagdes da tirosina quinase e da
via RAS também resultam na ativacdo de outrasvias de sinalizacdo, como a
fosfoinositideo-3 quinase (PI13K). PI3K também pode ser ativada por mutacgdes diretas no
gene PIK3CA, e inibidores de PI13K ou mediadores da via AKT/mTOR estéo relacionados
com melhoras no progndstico de cancer (COX et al., 2014; GYSIN et al., 2011). Os
fatores de transcricdo MYC e MYCN, por exemplo, estdo amplificados ou translocados
em um subconjunto de canceres, e a via MYC esta desregulada em uma porcentagem
significativa de canceres humanos (DANG, 2012; SCHAUB et al., 2018).

A adocdo de um fenotipo pro-migratério permite que células cancerosas invadam o
estroma e se movam em dire¢cdo a vasos sanguineos ou linfaticos. Rho GTPases
desempenham um papel fundamental na formacéo de protrusées de membrana ricas em
actina, e na renovacao das adesdes celulares necessarias para a invasdo eficiente de células
cancerigenas (CLAYTON, RIDLEY, 2020). Elas se caracterizam como proteinas G
monomeéricas pequenas (~21 kDa) pertencentes a superfamilia RAS, e constituem
reguladores chave da estrutura e dinamica do citoesqueleto, influenciando na adeséo,
morfologia e progressao celular ao longo do ciclo celular. As proteinas Rho agem como
um interruptor molecular, alternando entre as formas ativas ligadas ao GTP e as formas
inativas ligadas ao GDP, sendo, portanto, altamente reguladas (CARDAMA et al., 2017).

A mais bem caracterizada fungdo dessas proteinas é a organizacdo do citoesqueleto
de actina em estruturas necessarias para a migracao celular (Figura 2). As células em
migracdo estendem saliéncias da membrana na borda de ataque, que sdo impulsionadas
para a frente pela polimerizacdo de actina. Trés membros da familia Rho ja foram
estudados em detalhe: Cdc42, Racl e RhoA (CARDAMA et al., 2017). Em geral, a
formacgéo de lamelipddios € regulada por Rac e Rho, enquanto a atividade do Cdc42
conduz a formacdo de filopddios e mantém a polarizagdo celular necesséria para a

migracdo direcional. Rho regula a contratilidade da actomiosina, que pode levar a
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formacéo de fibras de actina em resposta ao estresse e aderéncias focais em substratos
rigidos, necessarios para gerar as forcas de tragdo para puxar o corpo celular na direcdo
do movimento (CLAYTON, RIDLEY, 2020).

Figura 2. Modos de migracdo celular e regulacdo por proteinas da familia Rho. A migracdo celular
alongada envolve a extensao de protrusdes ricas em actina e a liberacdo localizada de metaloproteinases de
matriz (MMPs), que degradam as proteinas da matriz extracelular (MEC) e criam espaco no qual a célula
pode se mover. A formagao de novas adesdes na frente da célula e a contracdo do corpo celular puxam a
célula na direcdo do movimento, enquanto a perda de adesdes da MEC na parte traseira permite que a célula
migre para a frente. Durante a migrag&o por movimentos arredondados, a alta contratilidade da actomiosina
produz pressao hidrostatica, que leva a formagéao de bolhas de membrana (blebs) dindmicas que preenchem
espacgos pré-existentes na matriz e formam apenas ligagdes fracas a MEC. Na migracéo celular coletiva, as
células permanecem fisicamente ligadas por juncdes aderentes. As células de frente invasiva estendem
saliéncias ricas em actina voltadas para a direcdo do movimento, formando novas adesdes com a MEC
permitindo forcas de tracdo que puxam as células vizinhas. Fonte: Adaptado de CLAYTON, RIDLEY,
2017.
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A primeira evidéncia de transformacdo maligna por Rho foi fornecida por
experimentos onde a via Racl ativada constitutivamente, e em menor extensdo RhoA,
induziu transformagdo maligna em fibroblastos e tumorigenicidade em camundongos
atimicos (KHOSRAVI-FAR et al., 1995; QIU et al., 1995). Em consonancia com essa
ideia, Racl estd implicada na transicdo epitelial-mesenquimal e na transicao
mesenquimal-epitelial, ou seja, na plasticidade celular (SAHAI, MARSHALL, 2003; LV
et al., 2013). Alteracdes nas vias Rho GTPases podem ser encontradas em muitos tipos
de cancer, entre eles o de pancreas, mama, préstata, célon, figado, pulméo, estdmago,
entre outros (CARDAMA et al., 2017).

A perda de funcdo de genes supressores de tumor ocorre comumente no cancer. Por
exemplo, mutagdes de perda de fungdo na ubiquitina ligase CBL resultam no aumento da
sinalizacdo de tirosina quinases. Da mesma forma, as muta¢des no PTEN, que inativam a
atividade da fosfatase, aumentam a sinalizacdo da PI3K (HAHN et al., 2021). Além do
mais, ja foi extensivamente relatado na literatura mutacdo/desregulacdo associadas ao
supressor p53 no cancer (MULLER, VOUSDEN, 2013; HUANG, 2021; XU et al., 2021,
DUFFY etal., 2020).

Além das alteracGes citadas acima, o microambiente tumoral (TME) é um meio rico
no qual diversos tipos de células ndo neoplésicas (células imunes, fibroblastos)
e proteinas da matriz extracelular interagem sendo essenciais na regulacdao das células
cancerosas. CompreensGes mecanisticas sobre essas trocas moleculares dinamicas
permitem estratégias terapéuticas direcionadas aos aspectos do TME (Figura 3) (HAHN
et al., 2021). Estudos demonstraram a existéncia de multiplas populacbes de células
cancerosas (ou clones) compartilhando caracteristicas moleculares comuns, prova de um
ancestral comum, mas também abrigando alteracdes distintas adquiridas durante a
progressao do tumor (CIRIELLO, MAGNANI, 2021).
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Figura 3. Microambiente tumoral. Os tumores sdo compostos de uma mistura complexa de células
cancerosas em estados celulares geneticamente e fenotipicamente distintos, rodeados por matriz
extracelular, estroma fibroblastico e células imunes. As terapias atuais ttm como alvo o VEGF para inibir
a angiogénese, imunoterapia baseada em anticorpos, interromper as vias de sinalizacdo de sobrevivéncia
mediadas por fibroblastos associados ao cancer e fornecer células imunes projetadas (CAR-T) para eliminar
as células cancerosas. Fonte: Adaptado de HAHN et al., 2021.
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A invasividade é uma caracteristica primordial das células cancerosas, onde ocorre
o desprendimento da célula no tecido com posterior penetracdo na corrente sanguinea ou
vasos linfaticos formando tumores secundarios (metastases) em sitios mais distantes do
organismo, como pode ser visto no esquema da Figura 4 (THOMPSOM E THOMPSOM,
2002; JIANG et al., 2015). A regulacdo negativa da molécula de juncdo aderente E-
caderina, por exemplo, leva a perda de adesdo celular e, juntamente com a expressdo de
marcadores mesenquimais (como vimentinae N-caderina) estdo associados a um
potencial migratério aumentado, mecanismo frequentemente adotado por células
cancerosas para aumentar seu potencial invasivo e metastatico (THIERY, 2002).
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Figura 4. Cascata metastatica. Mudancas nas propriedades celulares sdo necessarias para permitir o
desenvolvimento de um fen6tipo invasivo e a progressao tumoral. Fonte: Adaptado de JIANG et al., 2015.
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Recente estimativa mundial (2020) aponta que ocorreram no mundo cerca de 19,3
milhGes de novos casos de cancer (18,1 milhdes excluindo cancer de pele ndo melanoma)
e quase 10 milhdes de 6bitos. Em relagdo aos dados anteriores de 2018, pela primeira vez,

0 cancer de mama feminino ultrapassou o cancer de pulmdo como o cancer mais
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diagnosticado, com estimados 2,3 milhGes de novos casos (11,7%), sequidos por cancer
de pulméo (11,4%), colorretal (10,0%), prostata (7,3%) e estdmago (5,6%). O cancer de
pulmdo permaneceu a principal causa de morte por cancer, com uma estimativa de 1,8
milhGes de mortes (18%), seguido por cancer colorretal (9,4%), figado (8,3%), estbmago
(7,7%) e cancer de mama feminino (6,9%) (SUNG et al., 2021). Enquanto nos paises
desenvolvidos h& predominéncia de tipos de cancer associados a urbanizacdo e ao
desenvolvimento (pulmao, prostata, mama, célon e reto), nos paises subdesenvolvidos
ainda é alta a ocorréncia de cancer associado a infec¢bes (colo de Utero, estdmago,
esofago e figado) (FERLAY et al., 2015). No Brasil, segundo a projecdo do Instituto
Nacional do Cancer, serdo diagnosticados 625 mil novos casos de cancer segundo a
estimativa para o triénio de 2020-2022 (INCA, 2020).

1.2 Cancer de mama

O cancer de mama é o tipo mais frequente e a principal causa de morte por cancer
entre as mulheres no mundo e no Brasil, no qual ha uma prevaléncia aproximada de 29,7%
de novos casos anuais. Estima-se para cada ano do triénio 2020-2022 a ocorréncia de
66.280 novos casos, com um risco estimado de 61,61 casos/100 mil mulheres (Figura 5)
(INCA, 2020). Em 2017, ocorreram no pais 16.724 o6bitos por cancer de mama, sendo
ainda um problema grave de saude publica (INCA, 2020), e sua detec¢édo precoce oferece
um tratamento menos severo e mais efetivo (cirurgias menores, menos radiagdes ou
quimioterapia), portanto, uma melhor sobrevida. Atualmente, a mamografia é
considerada o padrdo-ouro para a detec¢do de cancer de mama, no entanto, a sensibilidade
deste teste esta entre 54% e 77% dependendo do tipo de procedimento (PORTO-
MASCARENHAS et al., 2017).

Figura 5. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por sexo.
Fonte: INCA, 2020.
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O cancer de mama ocorre quando um tumor maligno se desenvolve no tecido
mamario, principalmente nos l6bulos e ductos, sendo o tipo histologico mais comum o
carcinoma de células epiteliais, que se divide em lesGes in situ e invasoras (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2019; BRAY et al. 2018; FERLAY et al., 2015; STEWART,
uma camada de células mioepiteliais completas e membrana basal (carcinoma in situ),
que progride ap6s o rompimento da camada de células mioepiteliais, degradacdo da
membrana basal e invasdo para tecidos adjacentes, tornando-se metastatico quando, apos
a passagem pelo sangue ou sistema linfatico, atinge outros 6rgdos alvos como 0ssos,
figado, pulmdes e cérebro ( Figura 6) (BOIX-MONTESINOS et al., 2021) .

Figura 6. Progressdo do cancer de mama do tumor primario para o estagio metastatico. Fonte: Adaptado
de BOIX-MONTESINOS et al., 2021.
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As células normais da mama podem se tornar tumorigénicas devido a mutacdes de
ganho de funcdo em oncogenes como PI3KCA (fosfatidil inositol 3-quinase) e HER2
(Receptor 2 de fator de crescimento epidermal humano), ou mutac6es de perda de funcgdo
em genes supressores de tumor, como BRCA1 (proteina de susceptibilidade ao cancer de
mama tipo 1), BRCA2 (proteina de suscetibilidade ao cancer de mamatipo 2), ERS1 (gene
receptor de estrogénio), ATM (mutacdo de ataxia-telangiectasia), TP53 (proteina tumoral
p53), PALB2 (localizador de BRCAZ2), CHEK2 (Checkpoint quinase 2), PTEN (fosfatase
e homologo de tensina), STK11 (serina/ treonina quinase 11) ou NF1 (neurofibromina 1)
(HARBECK et al., 2019; SUN et al., 2017).

A causa exata desta doenca ainda nao esta totalmente elucidada e como observada
é multifatorial. Entretanto, os fatores de risco associados ao seu desenvolvimento incluem
aumento da idade (mulheres acima de 50 anos), fatores hereditarios (cancer de ovario na

familia), sedentarismo e obesidade, consumo de alcool, tabagismo, exposicdo ao
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estrogénio, fatores genéticos como mutacdo em genes de susceptibilidade (BRCAL e
BRCA2), menopausa tardia (apds os 55 anos), nuliparidade, gravidez tardia, uso de
contraceptivos orais, exposi¢do a radiacdo ionizante, entre outros (INCA, 2020; KAST,
RHIEM, 2015; FERLAY et al., 2015; GEETIKA et al., 2017). BRCAL e BRCA2 séao
importantes genes supressores de tumores localizados nos cromossomos 17 e 13,
respectivamente, herdados de forma autossomica dominante e altamente penetrantes,
causando uma maior incidéncia de cancer nas familias afetadas. Possuir a mutacdo BRCA
traz risco estimado de 40% a 85% para desenvolver cancer de mama, bem como cancer
de ovario e outros tipos de cancer primario (LEE et al., 2017).

Em mulheres de risco normal a moderado, intervencfes protetoras incluem a
manutencdo de peso e indice de massa corporal, exercicio regular e dieta com baixo teor
de gordura. Em mulheres de alto risco, intervenc@es farmacologicas blogueadoras de
estrogénio podem reduzir o risco de desenvolvimento subsequente do cancer de mama.
J& mulheres com risco extremamente elevado, tais como aquelas com mutagdes nos genes
BRCA1 ou BRCA2, mastectomia profilatica pode ser considerada (GEETIKA et al.,
2017). Por ser uma doenca de etiologia multifatorial, quanto maior a exposicao aos fatores
de risco e mais tardio o diagndstico, pior o prognostico da paciente (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2017). Sendo assim, uma caracteristica comum diretamente
relacionada a mortalidade por cancer de mama é o desenvolvimento de metéstases, no
qual os sitios acometidos frequentemente sdo os pulmdes, figado, ossos, cérebro e
linfonodos (INCA, 2020).

1.2.1 Classificacdo e Caracterizagao

O céancer de mama é considerado como altamente heterogéneo abrangendo perfis
fenotipicos e morfoldgicos distintos e, portanto, com comportamentos clinicos diferentes
(TANG et al., 2016). De forma simplificada, a doenca pode ser dividida em quatro
subtipos principais de acordo com suas caracteristicas moleculares. O primeiro subtipo é
Luminal A, o segundo é o Luminal B, o terceiro HER-2 Positivo (Enriquecido) e o quarto
¢ o Triplo Negativo (TN ou TNBC) (NASCIMENTO, OTONI, 2020; BOIX-
MONTESINOS et al., 2021). O modelo esquematico aborda algumas caracteristicas
destes subtipos e sdo mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Classificacdo dos subtipos moleculares do cancer de mama e terapias. Fonte: Adaptado de
NASCIMENTO, OTONI, 2020.

T N
Moleculares

ER- ER-

PR PR

ER+ | (HER2) | (HER2H) |
PR+ ER+ ER+
Biomarcadores HER2- PR- PR-/+ HER2+ HER2-
Ki67 baixo HER2- HER2+ Ki67 alto Ki67 alto
Ki67 alto Ki67 baixo/alto
Frequéncia de Casos 40-50 20-30 15-20 10-20
(%)
Bem Pouco Pouco
Grau Histoldgico diferenciado Diferenciagdo moderada (Grau Il) diferenciado (Grau diferenciado
(Graul) 1) (Grau IV)
Progndstico Bom Intermediario Ruim Ruim
Enddcrina Enddcrina Enddcrina Terapia Quimioterapia
Resposta a Terapias Quimioterapia Quimioterapia Direcionada Inibidores PARP
Terapia Quimioterapia
Direcionada

ER: receptor de estrogénio; PR: receptor de progesterona; HER?2: receptor do fator de crescimento epidermal humano 2.

O subtipo Luminal A é o mais comum, definido por alta expresséo de ER e PR e
baixa expressdo de HER2 e Ki67. Sdo considerados de baixo grau devido ao seu
crescimento lento e prognostico favoravel de resposta intensificada a
terapia. O subtipo Luminal B € definido pela expressdo ER e PR e pela expressao
elevada de Ki67 e pode ser HER2+ ou HER2- e possuem um progndstico menos favoravel
do que o primeiro subtipo devido ao crescimento mais acelerado do tumor. O subtipo
HER2+ é caracterizado principalmente por alta expressdo de HER2 e auséncia de
expressdo de ER e PR. Os canceres de mama enriquecidos com HER2 exibem um
crescimento tumoral mais rapido, desenvolvimento mais agressivo e sofrem de um pior
prognéstico em comparagdo com o0s subtipos A e B Luminal. O subtipo TN ou TNBC
representa cerca de 10-15% de todos os casos de cancer de mama e esta frequentemente
presente em mulheres jovens (<40 anos de idade) com mutacdes no gene BRCAL. Séo
caracterizados pela auséncia de expressdo de ER, PR e HER2 e altos indices mitoticos
Ki67, possuem comportamento proliferativo mais agressivo, com o pior prognéstico de
todos os subtipos. Também exibem infiltracdo inflamatoria linfoplasmocitéria
com metastases viscerais e, notavelmente, a falta de expressdo do receptor hormonal,
limita a eficacia dos regimes quimioterapicos convencionais, dificultando o
desenvolvimento de terapéuticas anticancer eficazes para esse tipo de cancer (BOIX-
MONTESINOS et al., 2021).
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1.2.2 Diagnaostico e Tratamento

A deteccdo precoce do CM pode ajudar a aumentar a taxa de sobrevida, pois no
estagio inicial, o cancer pode responder efetivamente ao tratamento e fornecer
informagdes Uteis sobre o desenvolvimento da doenca (ou seja, progndstico). Nesse
sentido, varios métodos podem ser usados para diagnosticar a doenga, incluindo bidpsia
mamaria, ultrassonografia, mamografia, tomografia e citologia aspirativa por agulha
fina. Até agora, a mamografia foi considerada a técnica mais usada e confiavel, no
entanto, médicos podem precisar de uma bidpsia adicional antes de tomada de
decisdo. Além disso, a taxa de deteccdo estd em um nivel considerado baixo (entre 60-
70%) (HOSNI et al., 2019).

O sistema de estadiamento mais utilizado é o preconizado pela Unido
Internacional para o Controle do Céncer (UICC), denominado Sistema de Classificagéo
TNM, no qual o estagio da doenca é determinado pelo tamanho do tumor (T), a extensao
do envolvimento do linfonodo regional (N) e a presenca ou auséncia de metastases a
distancia (M). Estes parametros recebem graduacdes, geralmente de TO a T4, de NO a N3
e de MO a M1, respectivamente. Quando as categorias T, N e M s&o agrupadas em
combinacBes pré-estabelecidas, ficam distribuidas em estagios que, geralmente, variam
de I a IV (INCA, 2019). O tamanho do tumor e o status do linfonodo permanecem os
fatores de risco mais significativos para a recorréncia do cancer de mama e sobrevida
global (ROBISON, PERREARD, BERNARD, 2004).

Tratamentos convencionais incluem principalmente cirurgia, quimioterapia,
radioterapia e imunoterapia. A ressecc¢do cirdrgica de tumores em muitas ocasides leva a
alta taxa de recorréncia, € a quimioterapia e radioterapia estdo associadas a efeitos
colaterais sistémicos em tecidos normais, sendo esta tltima limitada pela dose cumulativa
de radiacdo nas células cancerosas (RUI et al., 2016). A radioterapia, ademais, induz
lesGes ateroscleroticas e toxicidade coronariana devido as radia¢Ges de baixa dose, através
da instabilidade genémica (KAMMERER et al., 2018). A terapia sistémica de primeira
linha para o cancer de mama metastatico em individuos com tumores negativos para
receptor de estrogénio € a quimioterapia com antraciclinas (doxorrubicina ou
epirrubicina) associadas a taxanos, quando ha metastase para sitios criticos ou quando o
intervalo desde o tratamento prévio até a doenca em estagio inicial é curto. Além desta,
ha ainda a terapia hormonal para os individuos com receptor de estrogénio positivo. No

entanto, a quimioterapia tradicional, que interfere na divisdo celular, é frequentemente
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associada a efeitos adversos sistémicos como mielossupressao, mucosite, alopecia, entre
outros (GEETIKA et al., 2017). O tratamento para 0 cancer de mama metastatico visa
primordialmente 0 manejo dos sintomas e 0 aumento de sobrevida com qualidade de vida,
sendo que a resseccdo cirurgica pode ser considerada paliativa quando possivel, e,
geralmente, a cura € pouco provavel com os regimes terapéuticos disponiveis atualmente
(GROBMYER et al., 2012).

O TNBC ¢ o mais agressivo entre os CM, é facilmente metastatico, tem uma taxa
de recorréncia de trés anos e a mortalidade em cinco anos mais alta ap6s o tratamento. Por
falta de receptores ER, PR e HER-2, o tratamento usado para outros canceres de mama
ndo é eficaz no TNBC. A heterogeneidade do TNBC em nivel molecular, patologia e
caracteristicas clinicas, também ocasiona niveis diferentes de sensibilidade as drogas
quimioterapicas. Recentemente, os principais métodos de tratamento do TNBC sdo a
resseccdo tumoral e a quimioterapia. Devido a sua heterogeneidade molecular, ma
diferenciacdo celular, alta malignidade, falta de alvos moleculares, metastase rapida e
sensibilidade a quimioterapia, ndo ha terapia direcionada para prevenir a recorréncia de
TNBC, sendo, até o0 momento atual, muito dificil de tratar (CHANG-QING et al., 2020.

Atualmente, um dos testes de assinatura multigénica validados e amplamente
usados € o Oncotype DX, aplicado para prever o resultado do cancer de mama. Este teste
avalia a expressao de 21 genes em nivel de mMRNA, usando RT-PCR. Por fim, é calculado
0 escore de recorréncia de acordo com a expressao relativa dos genes avaliados. De
acordo com o resultado, os pacientes sdo divididos em 3 categorias, escores maiores que
30 sdo considerados de alto risco, escores entre 18 e 30 possuem risco intermediario e
escores menores que 18 sdo considerados de baixo risco. O Oncotype DX tem dois
objetivos principais em pacientes com cancer de mama, 0 primeiro € prever a
possibilidade de recorréncia da doenca e o segundo objetivo é encontrar pacientes que
provavelmente estdo se beneficiando da quimioterapia (BARZAMAN et al., 2020).
Outros testes multigénicos utilizados atualmente para categorizar os pacientes, avaliar
grau de recorréncia e predizer beneficios da quimioterapia adjuvante sdéo o0 Mammaprint
e 0 Prosigna PAMS50, este ultimo atuando também como um classificador para subtipos
de cancer de mama (NASCIMENTO, OTONI, 2020).

Trabalhos pioneiros dos anos 2000 (PEROU et al., 2000; SORLIE et al., 2001,
SORLIE et al., 2003) permitiram a classificagdo molecular do CM em subtipos distintos,
com base em semelhancas no perfil de expressdo génica usando a técnica de microarrays

de cDNA. A subtipagem molecular mudou a visdo sobre o cancer de mama, com a
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possibilidade de estratificar esta neoplasia em distintas entidades que requerem
tratamentos especificos e diferentes estratégias de monitoramento, além de um melhor
entendimento do padr&o fisiopatoldgico e progndstico clinico (NASCIMENTO, OTONI,
2020).

Portanto, o desenvolvimento e o uso disseminado de tecnologias de genémica,
epigendmica, transcriptomica e protedmica fornecem novos insights sobre a
complexidade molecular desta doenca. Embora seja importante refinar as modalidades
convencionais de terapia do cancer, muito esforgo tem sido colocado na investigacao de
modalidades terapéuticas alternativas seguras, eficazes, economicamente acessiveis e

aceitaveis para as pacientes.

1.3 Terapia Fotodindmica

A histéria da Terapia Fotodindmica (TFD) remonta os anos de 1900 quando Oscar
Raab demonstrou que o corante acridina na presenca de luz visivel gerava toxicidade e
destruia microrganismos como o protozoario Paramecium, a esse evento denominou
‘Terapia Fotodinamica’ (DANIELL, HILL, 1991; KATO, 1996; KESSEL, 2006). A
partir disso, tem sido explorada e aplicada na é&rea das ciéncias médicas para 0
tratamento de diversas patologias, inclusive o cancer (DOUGHERTY et al., 1978;
DOUGHERTY, 1989).

Em 1978, Dougherty e cols. realizaram o primeiro estudo clinico envolvendo
diversos tipos de carcinomas e aplicacdo da TFD em humanos, incluindo pacientes com
cancer de mama, célon, prostata, melanoma, condrossarcoma, angiossarcoma, células
endometriais, basais e escamosas, que mostravam resisténcia a tratamentos convencionais
da época. Foi utilizado um fotossensibilizador derivado da hematoporfirina por via
endovenosa com posterior irradiacdo local do tumor, obtendo uma resposta satisfatoria
em 87% das les6Ges, mostrando pela primeira vez a possibilidade de tratamento com TFD
em tumores resistentes a outras terapias (DOUGHERTY et al., 1978).

A TFD ¢é uma modalidade de tratamento ndo invasiva empregada no manejo de
condigdes benignas e malignas, e centra-se na interacéo fotoquimica de trés componentes
principais: oxigénio, fotossensibilizador e luz (BRODIN et al., 2015). Esta modalidade
de tratamento usa luz em um comprimento de onda apropriado na presenga de oxigénio

para ativar uma droga fotossensibilizadora, que entdo causa morte celular tumoral
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(CHUDY et al., 2018). A concentracdo, propriedade fisico-quimica, localizacédo
intracelular do fotossensibilizador (PS), a concentracdo de oxigénio molecular, o
comprimento de onda e intensidade apropriada de luz, o tipo celular e 0 microambiente
dos tecidos podem influenciar o modo e a extensdo da morte celular (ETCHEVERRY et
al., 2018). Uma das propriedades Unicas da TFD é a capacidade dos fotossensibilizadores
de se acumularem seletivamente em células tumorais com o dano tecidual limitado apenas
a area de tecido exposta a luz (MORAES et al., 2015). Este acimulo aumentado em
células/tecidos tumorais foi atribuido ao baixo pH, aumento da permeabilidade vascular,
drenagem linfatica pobre, arquitetura estromal distorcida e alta expressdo de receptores
LDL em células tumorais, entre outros (SHERIEN et al., 2017).

As glandulas mamarias sdo oOrgdos tubulares de ramificacdes relativamente
simples com tipicamente uma a duas camadas de células epiteliais, perfazem um 6rgéo
dindmico que estd constantemente respondendo ao ambiente hormonal e alteracdes
epigenéticas, sendo que o terminal de ramificacdo dos ductos da glandula mamaria é
suportado por tecido fibrovascular abundante misturado com tecido adiposo (RUSSO et
al.,, 1990; CARDIFF et al., 2018). Portanto, por se tratar um tecido glandular
vascularizado, acredita-se ndo haver limitacGes na aplicacdo da Terapia Fotodinadmica,

técnica de carater oxidativo.

1.3.1 Mecanismos relacionados a Terapia Fotodinamica

Resumidamente, o fotossensibilizador (PS) no estado fundamental (SO) absorve
um foéton e € ativado para um estado singleto excitado (S1) apds irradiacdo com luz
adequada. O estado singleto excitado pode converter-se no estado tripleto (T1) através de
cruzamento intersistema causado por uma mudanca na rotacdo de elétrons. O
fotossensibilizador no estado tripleto interage com moléculas circundantes e, portanto,
produz espécies reativas de oxigénio (ROS) através de reacdes tipo | e tipo Il (Figura 7).
A primeira envolve a transferéncia de um atomo de hidrogénio ou um elétron entre o
fotossensibilizador excitado e um substrato, levando & geracdo de radicais livres (ions
superdxido e radicais hidroxila). A reacédo de tipo Il envolve a transferéncia de energia
entre o0 PS excitado e o oxigénio molecular no estado fundamental (02), resultando na
formagdo de um estado altamente reativo conhecido como oxigénio singleto (*Oy),
podendo causar danos irreversiveis nos tecidos/células alvo (HONG et al., 2016;
BANERJEE et al., 2017).

31



Vale ressaltar que ambas as reagdes podem ocorrer simultaneamente e a relagédo
entre esses processos € afetada pela natureza do fotossensibilizador, bem como pelas
concentragdes de 202 e outros substratos. No entanto, a maioria dos estudos experimentais
indica que a producdo fotoativada de O, (reacdo de tipo 1) desempenha um papel
dominante na TFD in vivo (ZHANG et al., 2017; BANERJEE et al., 2017).

Figura 7. ReacGes fotoquimicas resultantes da terapia fotodinamica (diagrama de Jablonski). Fonte:
Adaptado de BANERJEE et al., 2017.
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Em um meio bioldgico, as espécies reativas geradas pelo processo fotodindmico
podem reagir com um grande nimero de biomoléculas e o dano a elas pode: (a) danificar
irreversivelmente as células tumorais resultando em necrose, apoptose e/ou autofagia; (b)
causar isquemia tumoral ap0s lesdo vascular induzida por TFD e (c) ativar a resposta
imune contra antigenos tumorais (LONGO et al., 2016).

As espécies reativas de oxigénio, tais como 1O, radicais hidroxila e anions
superoxido, resultam em dano celular oxidativo e podem promover a apoptose ou a
necrose, dependendo da intensidade da luz fornecida (BRODIN et al., 2015). A necrose
¢ 0 modo mais frequente de morte celular quando utilizadas altas doses de TFD e é
morfologicamente caracterizada por inchago celular e perda rapida da integridade da
membrana plasmatica. Ja a apoptose é desencadeada por doses leves ou baixas de luz e
fotossensibilizador, sendo caracterizada pela redugdo do volume celular, condensacéo de
cromatina, fragmentacdo nuclear e formacdo de corpos apoptéticos engolfados por
fagocitos vizinhos. O papel da autofagia na morte celular por TFD é mais controverso,
no entanto, considera-se que também pode ser promovida através da digestdo de
componentes celulares essenciais (AGOSTINIS et al., 2011; LOPEZ-MARIN et al.,
2018).
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O dano fotoxidativo ocorre em moléculas-chave associadas a funcdo da membrana
celular, incluindo residuos de aminoacidos e colesterol, bem como estruturas
intracelulares tais como &cidos nucleicos que controlam a atividade celular normal e o
estado relativo da célula dentro do ciclo celular (BANERJEE et al., 2017). O tipo de morte
celular depende em grande parte da localizacdo do fotossensibilizador, no qual a apoptose
(morte celular programada) é mediada no caso do fotossensibilizador localizado na
mitocondria, enquanto sua localizacdo no lisossomo resulta em necrose ou apoptose
(KUBIAK et al., 2016). De acordo com Wachowska et al. (2015) os radicais livres e 0
estresse oxidativo que aparecem durante a TFD levam a transducéo de sinal intracelular
responsavel pela producgdo de proteinas induzidas pelo estresse, ativacdo de genes que
regulam a apoptose e a expressao de genes de citocinas. Os danos fotoxidativos aparentes
das membranas celulares levam a liberacao de metabdlitos de &cido araquiddnico que sdo
potentes mediadores inflamatorios.

A liberacdo extracelular de proteinas intracelulares, conhecidas como padrées
moleculares associados ao dano (DAMPSs), normalmente ocorre 1-4 h apds a TFD, e
alguns ja foram identificados, como as proteinas de choque térmico (HSPs) e a
calreticulina. Estes potencializam a ativacao do sistema imunolégico, a migracao para o
local do dano celular e a fagocitose de células danificadas que conduz uma resposta
inflamatoria aguda mediada por neutrofilos, macréfagos e outros componentes celulares,
gue migram para o local do tumor tratado (AGOSTINIS et al., 2011; BANERJEE et al.,
2017). Além disso, a combinacdo de TFD com outros farmacos quimioterapicos pode
ajudar a alcancar um controle do tumor em longo prazo, devido aos seus possiveis efeitos
sinérgicos resultantes da combinacdo de respostas da TFD e 0os mecanismos das drogas
quimioterapicas (ZHANG et al., 2016). Portanto, tal seletividade contribui para TFD
gerar um impacto minimo em tecidos normais, enquanto isso ainda € um grande desafio
na quimioterapia e radioterapia (RUI et al., 2016).

Claramente em comparacdo com as terapias tradicionais contra o cancer, a TFD
possui vantagens significativas, incluindo a natureza néo invasiva, a repetibilidade sem
toxicidade cumulativa, minimos efeitos colaterais e a melhoria da qualidade de vida das
pacientes, além da capacidade de limitar os efeitos toxicos aos tecidos bioldgicos expostos
ao PS e a luz, protegendo assim os tecidos normais (ZHANG et al. 2017). Ao longo das
ultimas décadas, a TFD foi aplicada de forma eficaz em uma variedade de canceres,
incluindo cabeca e pescogo, pulmdo e pele, além do tratamento de doengas

cardiovasculares, dermatoldgicas, oftdlmicas e infecciosas (RUI et al., 2016). Novas
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evidéncias ainda sugerem que a TFD tem potencial para induzir imunidade contra
recorréncia e destruicdo de metastases distantes dos locais tratados, proporcionando
vantagens adicionais em relacdo aos tratamentos existentes (BANERJEE et al., 2017).

1.3.2 Fotossensibilizadores

Na auséncia de luz foto-ativadora externa, as drogas fotossensibilizadoras (PS)
sdo minimamente tdxicas. A TFD fornece uma maneira segura e eficaz de erradicar
seletivamente ceélulas/tecidos alvo, como ceélulas cancerosas, evitando a toxicidade
sistémica e os efeitos colaterais em tecidos saudaveis (BRODIN et al., 2015). Apesar das
muitas caracteristicas positivas da TFD na terapia do cancer, a mesma ainda nao esta
totalmente adaptada nas configuracdes clinicas devido a algumas propriedades inerentes
aos farmacos PS, pois a maioria deles é hidrofdbica, portanto, se agregam facilmente em
condic@es fisiologicas, diminuindo drasticamente a producdo de ROS (HONG et al.,
2016). Os nanomateriais podem melhorar significativamente a solubilidade de farmacos
fotosssensibilizadores em agua através de propriedades hidrofilas e assim aumentar sua
absorcéo celular. Quando formulados com nanoparticulas, PS podem ter acesso ao tumor
pelo efeito de permeabilidade e retencdo, atribuido a vasculatura tumoral e drenagem
linfatica prejudicada nos tecidos tumorais (MAEDA et al., 2000; BRANNON-PEPPAS,
BLANCHETTE, 2012; NUNEZ et al., 2016).

As caracteristicas estruturais dos compostos tém um papel significativo na sua
adequacdo para atuar como um fotossensibilizador, nas quais estruturas tetrapirrolicas
aromaticas sao particularmente adequadas. Um farmaco PS ideal possui alto coeficiente
de absorcédo na regido de 650-850 nm (proximo a janela terapéutica), alto rendimento de
10,, solubilidade em condicdes fisioldgicas, dose eficaz baixa, baixa toxicidade escura,
grande seletividade tumoral e menor efeito colateral ( ndo mutagénico, carcinogénico e
alergénico) (BANERJEE et al., 2017).

As principais classes de drogas fotossensibilizadoras sdo porfirinas e néo-
porfirinas. A hematoporfirina (Hp) isolada da hemoglobina esta entre as de primeira
geracdo e possui varias limitagcbes, como acumulo prolongado em tecidos e toxicidade.
Devido a estas desvantagens, foram desenvolvidos outros PS de segunda geragdo com
menor toxicidade e curto acimulo em tecidos. No entanto, a hidrofobicidade e pouca
seletividade das drogas PS de segunda geracdo sdo limitacbes na TFD (BRODIN et al.,

2015). Medicamentos PS de segunda geracdo clinicamente aceitos para TFD sao acido
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aminolevulinico, porficenos e ftalocianinas, sendo a ultima muito promissora devido a
sua forte absorcdo no infravermelho, permitindo melhor penetragdo no tecido. Nos
fotossensibilizadores de terceira geracdo, que incluem PS conhecidos ligados
quimicamente a conjugados biolégicos ou incorporados fisicamente em
nanotransportadores multifuncionais, a entrega é direcionada usando moléculas
transportadoras (anticorpos, nanoparticulas, lipossomos) e € util para reduzir o acimulo
em tecidos saudaveis (CHENG et al., 2014; HONG et al., 2016).

As ftalocianinas sdo moléculas macrociclicas semelhantes as porfirinas e sua
vantagem € a alta producdo de ROS, porém, uma desvantagem significativa destas
substancias € baixa solubilidade em varios solventes, mesmo em produtos orgéanicos. De
acordo com a literatura disponivel, as ftalocianinas exibem tendéncia a alta agregacéo,
formando espécies diméricas e oligoméricas em solucdo. Por este motivo, cada vez mais
atencdo € dada as metaloftalocianinas, como a ftalocianina de cloro-aluminio
(ONISZCZUK et al., 2016). Muitos fatores influenciam a eficiéncia do tratamento de
tumores, incluindo a quimica do PS usado, intensidade de luz e comprimento de onda,
além da concentracdo de oxigénio. Portanto, € necessaria muita atencao para resolver o0s
problemas do fotossensibilizador ou modifica-lo para superar as dificuldades que podem

ser 0 obstaculo potencial para a aplicacdo clinica da TFD (RUI et al., 2016).

1.4 Nanotecnologia aplicada na terapia do cancer

A nanotecnologia surgiu como uma ferramenta promissora para a entrega de varios
farmacos para diagndstico, imagem e tratamento do cancer, no qual nanoformulagdes
variando entre 10 nm - 100 nm séo consideradas sistemas de entrega potenciais para fins
terapéuticos e diagndsticos (ZAFAR et al., 2021).

O alto potencial antitumoral da nanotecnologia foi evidenciado em 1995, quando o
FDA aprovou o Doxil®, uma das primeiras tentativas clinicas bem-sucedidas de equilibrar
alta eficadcia e menor toxicidade, fornecendo aos pacientes doses mais altas do
medicamento doxorrubicina, ao mesmo tempo minimizando os efeitos cardiotdxicos
dose-dependentes (KLOCHKOV et al.,, 2021). As principais vantagens das
nanopreparagOes sdo a capacidade de direcionamento com precisao ao tumor, liberagéo
prolongada, meia-vida aumentada e menor toxicidade sistémica, melhoria na solubilidade
de drogas hidrofobicas, aumento da estabilidade em ambientes bioldgicos, aumento na
biocompatibilidade e farmacocinética das drogas terapéuticas (KLOCHKOV et al., 2021;
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CHEN et al., 2021). O efeito de permeabilidade e retencdo aprimorado do tumor permite
que grandes nanoparticulas (100-200 nm), por exemplo, se acumulem nos tecidos
tumorais, 0 que garante a entrega eficiente de medicamentos as células cancerosas em
tumores solidos. No entanto, pequenas nanoparticulas de 2-6 nm de tamanho sdo mais
eficazes na penetracao na célula (KLOCHKOV et al., 2021).

As nanoparticulas desenhadas como sistemas de veiculagdo de farmacos
constituidas com agentes anticarcinogénicos e antimicrobianos tem recebido ultimamente
grande atencdo devido ao seu comportamento Unico de acumulo no local do tumor e
elevada sitio-especificidade (BRANNON-PEPPAS, BLANCHETTE, 2012; JIN; YE,
2013; HORMANN; ZIMMER, 2016; QIN et al. 2017). Em alguns casos, combinacdes
sinérgicas de formulagfes nanoparticuladas antitumorais, através de mecanismos e
toxicidade distintos, podem contornar a questdo da resisténcia ao tratamento, sendo
essenciais para uma terapia eficaz contra o cancer (MIAO et al., 2017). A co-entrega de
dois medicamentos pode apresentar efeito sinérgico e, portanto, oferecer beneficios em
termos de conveniéncia, sincronizacdo farmacocinética e entrega de doses relativas
definidas de ambos os farmacos para a mesma populacdo de células (NUNEZ et al.,
2016). Casos clinicos e estudos in vivo sugerem que a quimioterapia é mais eficaz quando
drogas multiplas sdo administradas em combinagdo para obter sinergia, potencializando
os beneficios terapéuticos frente ao cancer (PARHI et al., 2012; HU et al., 2016; ZHANG
et al., 2016). Ademais, a TFD associada a quimioterapia mostrou ser uma poderosa
estratégia de combinacdo na destruicdo de células tumorais (BRODIN et al., 2015).

Embora a terapia do cancer bem-sucedida erradique a maior parte das células
tumorais em proliferacdo, um subconjunto de células tronco cancerosas (CSCs) restantes
pode sobreviver e causar recidiva devido a sua melhor capacidade de estabelecer
invasividade e quimiorresisténcia (PHI et al., 2018). Potenciais agentes antitumorais
COMo a curcumina e quinacrina causaram sinergicamente a apoptose em células tronco
de cancer de mama (CSCs), e o primeiro composto aumentou a absor¢do do segundo neste
mesmo estudo (NAYAK et al., 2020). Nanoencapsula¢do de curcumina e piperina em
particulas de zeina-quitosana mostrou que a co-administragdo aumentou a
biodisponibilidade de curcumina e causou reducgdo de 50% na viabilidade de células de
neuroblastoma (BASPINAR et al., 2018). Também foi relatado que a superexpressao de
glicoproteina P (P-gp) em células tumorais contribui para a resisténcia aos medicamentos
por meio de bombas de efluxo dependentes de ATP, e para contornar a situagéo, Shi et

al. (2021) desenvolveram uma nanoparticula derivada de sulfato de condroitina capaz de
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fornecer  simultaneamente  quercetina  (quimiossensibilizador),  clorina €6
(fotossensibilizador) e paclitaxel (quimioterapico) como terapia combinada e obtiveram
resultados satisfatérios, como: superagdo da resisténcia a multiplas drogas, aumento de
apoptose e inibicdo de metastases pulmonares no cancer de mama (SHI et al., 2021).

As terapias combinatorias, visando diferentes vias de morte celular, sdo
consideradas para superar os limites de eficacia e para reduzir a resisténcia aos
medicamentos, além disso, precisam atingir efeitos aditivos/sinérgicos para melhorar o
potencial de sobrevivéncia e a qualidade de vida do paciente. Mais exemplos dessas
terapias associativas incluem um estudo onde o quimioterdpico doxorrubicina e acido 5-
aminolevulinico (fotossensibilizador) conjugados em nanocomplexos de acido
hialurdnico tiveram efeito potencializado frente as células MCF-7 de cancer de mama
(WANG et al., 2019). Nanoparticulas carregadas com Dox e fotossensibilizador clorina
e6 foram utilizadas para testar a sinergia entre quimioterapia e TFD no tratamento de
cancer de mama receptor avp3+ ¢ HER-2 negativo. Camundongos tratados com essa
terapia combinada tiveram o volume do tumor significativamente diminuido e tempo de
sobrevivéncia prolongado. Além disso, a nanoformulacdo foi capaz de aumentar
producdo de ROS, alcancando assim excelente eficacia antitumoral e induzindo apoptose
e necrose (HE et al., 2020). Akram et al. (2019) sintetizaram uma nanoparticula Au-
TiO2@DOX (didxido de titanio coberta com ouro e conjugada a doxorrubicina) e
avaliaram a resposta sinérgica em linhagem MCF-7 e em modelo animal de cancer de
mama. No modelo in vivo foi observado estresse oxidativo aumentado, necrose, dano
vascular, e que o tratamento combinado foi mais conveniente e eficaz do que a eficécia
individual dos nanocompostos (AKRAM et al., 2019).

Pesquisa sobre TFD usando ftalocianina de zinco e doxorrubicina se mostrou
eficaz como combinacéo sinérgica para células de melanoma humanas SK-MEL-3. Neste
estudo, verificaram que o pré-tratamento com ZnPc-TFD sensibilizou as células SK-
MEL-3 para concentraces muito menores de doxorrubicina; além disso, houve
diminuicdo da viabilidade celular sinergicamente pela quimio-TFD; diminui¢édo da
migracdo celular e aumento na taxa de apoptose, autofagia e parada do ciclo celular na
fase subG1l e G2-M (DOUSTVANDI et al., 2019). Ali et al. (2018) fizeram um estudo
com TFD mediada por ftalocianinas em associagéo a dois farmacos: doxorrubicina (Dox)
ou metotrexato (Mtx) em cancer cervical (HelLa), adenocarcinoma de mama (MCF-7) e
tumor cerebral de rato (RG2) in vitro. Observaram efeitos sinérgicos das terapias e que

estes efeitos aumentaram conforme a concentracdo de ambas as drogas, visto que a
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primeira (Dox) emprega dois mecanismos de morte: (i) interacGes diretas com DNA e (ii)
danos a membrana celular através da producdo de ROS; e a segunda droga (Mtx)
interfere na replicacdo e sintese do DNA, inibindo a via de sintese de timina (ALI et al.,
2018). Em vista do exposto, tais abordagens apontam diferentes tratamentos sinérgicos
como alternativas eficazes para promover o controle da evolucdo nao s6 do cancer de
mama bem como outros tipos de canceres, através de distintos mecanismos de atuacao,
como exemplificados acima.

Existem varios tipos de nanoparticulas atualmente aprovadas para aplicacéo clinica
como sistemas de entrega de drogas, sondas de imagem ou agentes de contraste de
imagem, como Patisiran/ONPATTRO® (o primeiro RNAI terapéutico aprovado pela
FDA), VYXEOS™ (uma nanoparticula capaz de entregar proporcées sinérgicas de duas
drogas) e NBTXR3/Hensify (uma nanoparticula que sinergiza com o tratamento de
radiacdo padrdo de cuidados de oncologia) (AUGUSTINE et al., 2021).

Lipossomas, nanoparticulas de proteinas, nanoparticulas poliméricas e
imunoconjugados representam nanomedicamentos contendo quimioterapicos que foram

aprovados pela FDA para o tratamento do cancer de mama. Todos possuem capacidade

clinicamente demonstrada para reduzir a toxicidade e melhorar a eficAcia em comparacédo
com o medicamento original (forma livre) (BOIX-MONTESINOS et al., 2021) (Tabela
2).

Tabela 2. Nanomedicina aprovada pela FDA em uso clinico de rotina para tratamento de cancer de mama.
Fonte: Adaptado de BOIX-MONTESINOS et al., 2021.

Nome/Fabricante Nanocarreador | Droga/Composto Data de Indicagdo
aprovagao
Doxil® (Janssen Pharmaceutica) Lipossoma 1995 Metastatico
PEGuilado Doxorrubicina
Lipodox® (Sun Pharma Global Lipossoma 2013 Metastdtico
FZE) PEGuilado Doxorrubicina
Myocet® (Sopherion Lipossoma ndo 2000 Metastatico
Therapeutics) PEGuilado Doxorrubicina
Lipusu® (Sike Pharmaceutical 2006 Ndo Metastatico
Co. Ltd) Lipossoma Paclitaxel
Abraxane® (Celgene) Albumina Paclitaxel 2005 Metastatico
Genexol-PM° (Samyang mPEG-PDLLA 2007 N3do Metastdtico
Biopharm) Paclitaxel
Nanoxel® (Fresenius Kabi India NIPAM-VP 2006 Metastatico
Pvt Ltd) Paclitaxel
Trastuzumab/ 2013 HER2+ e Metastatico
Kadcyla® (Hoffmann - La Roche) Anticorpo
DM1 2019 HER2+ precoce e
doenga residual
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1.4.1 Nanoemulsdes: Drug delivery systems para ftalocianinas e doxorrubicina

Até o momento, materiais versateis foram aplicados para encapsular
quimioterapicos e fotosensibilizadores: polimeros sintéticos, nanoemulsdes, materiais
inorgénicos, biomacromoléculas, entre outros (MIAO et al., 2017). Neste contexto, as
nanoemulsdes séo uma das mais empregadas por sua natureza fluida, interacdo com as
células teciduais devido sua superficie surfactante/emulsionante, tamanho reduzido das
goticulas, capacidade de permeacao eficiente, protecdo para fornecer moléculas mesmo
irritantes, volateis e de alto peso molecular, além de proteger as drogas contra fatores
severos como oxidacao, pH e hidrélise (RAI et al., 2018).

A nanoemulsdo é um sistema de dispersdo bifasica de dois liquidos imisciveis
(goticulas de dgua em Gleo (w/0) ou 6leo em agua (o/w) estabilizadas por um surfactante
anfifilico (Figura 8). Elas consistem em uma boa entrega de drogas em nanodroplets, no
qual a fase 6leo (podendo variar de 2 a 20% p/p) desempenha um papel vital em sua
formulacdo, pois solubiliza medicamentos lipofilicos destinados ao tratamento de
doencas (BAZYLINSKA et al., 2012; SINGH et al., 2017).

Figura 8. Estrutura de sistemas bifasicos w/o e o/w que formam as nanoemuls6es. Fonte: Adaptado de
SINGH et al., 2017.
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a droga dissolvida
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por goticulas de dleo
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Fase aquosa externa
Cabeca polar

°

As moléculas de superficie ativa se alinham no limite de duas fases imisciveis,
formando um filme interfacial para evitar a separagdo de fases

Cauda hidrofébica

Tal sistema é estabilizado por surfactante que reduz a tensédo superficial e evita a
agregacéo de goticulas. Sdo sistemas termodinamicamente e cineticamente estaveis (sem
floculagdo ou coalescéncia aparente durante o armazenamento em longo prazo) com
tamanho de goticula pequeno e uniforme (<500nm), possuem propriedades

viscoelasticas, ndo imunogénicas e sdo biocompativeis (SINGH et al.,, 2017).

39



Nanoemulsdes possuem maior capacidade de solubilizacdo do que solugbes micelares e
sua estabilidade termodindmica oferece vantagens em relacdo a dispersdes instaveis
(emulsBes), pois podem ser fabricadas com pouca entrada de energia e tém uma longa
vida util (VIOR et al., 2011). O uso de nanossistemas como drug delivery systems mostra
algumas vantagens: i) dispersao e estabilizacao dos farmacos lipofilicos em meio aquoso;
i) liberagdo prolongada evitando altas doses do fotossensibilizador no plasma; iii)
modificacdo da superficie com agentes de direcionamento, melhorando a seletividade
para o local de acdo e iv) capacidade de carga de varios tipos de moléculas, como drogas
quimioterapicas, agentes fotossensibilizadores e ligantes de direcionamento (SHAPIRA
etal., 2011; BAZYLINSKA et al., 2012; RICCI-JUNIOR et al., 2018).

Os derivados da ftalocianina, compostos heterociclicos relacionados a porfirinas,
atrairam atencdo consideravel, por apresentarem algumas caracteristicas étimas para a
TFD anticancerigena, como absor¢do de luz a 630-770 nm, regido proxima ao
infravermelho (janela terapéutica, proporcionando penetracdo méaxima e menos
prejudicial ao tecido), alta geracdo e elevada vida util do estado tripleto
fotossensibilizado, além do acumulo rapido e prolongado dentro de células cancerosas
(MIAO et al., 2017). No entanto, as ftalocianinas sdo insolUveis em agua e apresentam
alta hidrofobicidade, o que limita sua eficacia clinica. Neste sentido, a associacdo destas
em nanocarreadores dispersaveis em agua perfazem uma solucdo para o problema de
autoagregacdo (MUEHLMANN et al., 2014; DLUGASZEWSKA et al., 2017).

As propriedades fotofisicas mais favoraveis das ftalocianinas dependem do ion
metalico do nucleo que compreende a sua estrutura molecular, podendo ser queladas a
metais como zinco ou aluminio, formando este Ultimo complexos de ftalocianina de cloro-
aluminio (AICIPc) (PORTILHO et al., 2013). Recente estudo mostrou que a TFD
mediada por nanoemulséo de ftalocianina de cloro-aluminio a 5uM foi capaz de erradicar
tumores mamarios 4T1 e metastases pulmonares em camundongos BALB/c
(RODRIGUES et al., 2020). Autores demonstraram 90% de necrose tumoral ap6s
aplicacdo Unica da AICIPc em associacao a irradiacdo luminosa em tumores de Erlich
(LONGO et al., 2009), eficacia no tratamento de glioblastoma (CASTILHO-
FERNANDES et al., 2017), citotoxicidade e apoptose em linhagens A549 e HelLa
(adenocarcinoma de pulmao e cervical, respectivamente) (FRANCHI et al., 2016). Além
disso, outra pesquisa mostrou boa estabilidade coloidal de nanoparticulas poliméricas
carregadas com AICIPc 10uM, bem como alta meia-vida do estado tripleto excitado,

efeito fototdxico superior a 80% in vitro, caracteristicas desejaveis para uso em TFD
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(PAULA et al., 2013). Portanto, a AICIPc (Figura 9) € um fotossensibilizador de segunda
geracdo quimicamente estavel e tem sido usada com sucesso em modelos de cancer e
proporciona uma margem de seguranca relevante em ensaios clinicos (CASTILHO-
FERNANDES et al., 2017; LEANDRO et al., 2017).

Figura 9. Estrutura quimica da ftalocianina de cloro aluminio (C32H1sAICINSg).
Fonte: LEANDRO et al., 2017.

As ftalocianinas complexadas com ifons diamagnéticos, como Zn?* AIP* e Ga®*
resultam em metaloftalocianinas nos quais os substituintes catidénicos sdo vantajosos em
relagcdo aos que contém substituintes neutros e anidnicos porque proporcionam uma
absorcdo celular melhorada. Além disso, estudos demonstraram que as
metaloftalocianinas se localizam majoritariamente nas mitocondrias celulares, o que
induz a apoptose (LEANDRO et al, 2017). O desenvolvimento de novos
fotossensibilizadores para TFD é complexo e sdo necessarios testes experimentais pré-
clinicos de vérios passos, onde a experimentacdo animal é o segundo passo natural
cronoldgico na investigacdo pré-clinica (LONGO et al., 2016). A AICIPc tem uma longa
historia e atividade anti-neoplasica sob ativacdo da luz visivel, e é o Unico composto
derivado de ftalocianina j& aprovado pela FDA para uso em ensaios.

A doxorrubicina, também conhecida como adriamicina, € um membro da familia
das antraciclinas antitumorais (Figura 10). A primeira droga desta classe, a
daunorrubicina, foi isolada de amostra de solo, consistindo de um antibiético pigmentado
produzido pela cepa Streptomyces peucetius. Logo se descobriu que a daunorrubicina
exibia atividade anticancer em camundongos, 0 que estimulou seu uso clinico para o
tratamento de leucemia, linfoma e tumores solidos no final dos anos 1960. Em 1969, seu
homologo, a doxorrubicina, foi isolada de uma cultura de S. peucetius quimicamente

mutada, mostrando atividade antineoplasica ainda mais ampla (SABINA, et al., 2021).



Figura 10. Estrutura quimica da antraciclina doxorrubicina.
Fonte: Adaptado de SABINA et al., 2021.

0 OH O

A doxorrubicina estd entre os quimioterapicos mais usados até o presente, e seu
mecanismo de ac¢do se estende desde a intercalacdo de DNA em sua porcao antraquinona,
inibicdo da Topoisomerase 11, estresse celular oxidativo, modulacéo imunolodgica e mais
recentemente se reconhece que a droga também causa danos a cromatina (SABINA, et
al., 2021). No entanto, a instabilidade quimica tanto hidrolitica quanto a fotodegradacéo
perfazem desafios para o armazenamento, manuseio e eficacia do farmaco, além da
resisténcia multipla adquirida e a cardiotoxicidade dose-dependente (YONCHEVA et al.,
2020).

A resisténcia das células tumorais a doxorrubicina estd associada a mecanismos
adaptativos celulares e a mutagbes, levando a alteracbes nas vias de sinalizacdo
(CHRISTOWITZ, et al., 2019) e aumento do efluxo nas células tumorais (DARTIER, et
al., 2017). J& os mecanismos de cardiotoxicidade estdo relacionados a duas vias
mecanisticas: estresse oxidativo por disfuncdo mitocondrial e dano direto ao DNA. Sabe-
se que a doxorrubicina se acumula na mitocéndria e causa sua disfuncdo devido a
afinidade pelas cardiolipinas, componentes principais das membranas mitocondriais
internas particularmente abundantes no miocéardio (WENNINGMANN et al., 2019).

Outros obstaculos relacionados as caracteristicas dos quimioterapicos incluem
pouca solubilidade em agua, baixa especificidade para as células tumorais e baixa
biodisponibilidade, levando a necessidade de altas doses e ciclos repetidos de
administracdo. Nesse sentido, o encapsulamento de drogas quimioterapicas em
nanoestruturas pode superar a baixa biodisponibilidade (ou seja, aumentar a meia-vida na
corrente sanguinea), aumentar a solubilidade e melhorar a captacdo celular, reduzindo
significativamente os efeitos colaterais (D’ANGELO et al., 2021).

Os lipossomas de doxorrubicina, como o Doxil®, o primeiro sistema de entrega de

nano drogas aprovado pela FDA com base na tecnologia de lipossomas PEGuilados,
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demonstrou ser capaz de estender o tempo de circulacdo, desacelerar o metabolismo,
aumentar a entrega no alvo e reduzir o efeito colateral da doxorrubicina (JI et al., 2020).
Outros estudos mostraram que o carreamento de doxorrubicina em lipossomas diminuiu
significativamente a fotodegradacdo em comparagdo com o farmaco livre apos irradiacéo
UV-A (BANDAK et al., 1999); superacdo de resisténcia mediada por transportador em
células de neuroblastoma apds administracdo de nanoparticulas de albumina carregadas
com doxorrubicina (ONAFUYE et al.,, 2019); e menor toxicidade cardiaca da
doxorrubicina lipossomal em relacéo a droga pura (O’BRIEN et al., 2004).

A encapsulacdo de doxorrubicina dentro de nanoparticulas pode ser uma
ferramenta vidvel, pois aumenta a concentracdo tumoral do farmaco e diminui o seu
volume de distribuicdo e, assim, a cardiotoxicidade associada a terapia, além de melhorar
a estabilidade quimica e contornar a resisténcia ao medicamento (ELBAYOUMI;
TORCHILIN, 2009). Apesar de ja se ter conseguido resultados clinicos satisfatorios com
doxorrubicina em lipossomos de longa circulagdo em tumores quando comparados com
a droga livre, a otimizacdo de suas propriedades € uma preocupagdo constante
(ELBAYOUMI; TORCHILIN, 2009; LUO et al., 2016).

Em vista do exposto, investigamos a atividade fotodindmica de AICIPc em
associacdao a doxorrubicina carreadas em nanoemulsdo 6leo/agua e seu efeito sobre a
morte celular da linhagem 4T1 em modelo animal. Essa combinag&o foi selecionada
como material de carreamento porque antraciclinas perfazem o padrdo ouro como
quimioterapicos e sdo compativeis ao sistema nanoparticulado fotossensivel, a
ftalocianina de cloro-aluminio é hidrofébica, e a nanoemulsdo O6leo/agua pode
potencialmente entregar tais medicamentos direcionados ao local alvo, e posteriormente

ativadas por luz visivel.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral analisar o padrédo de resposta in
vivo das nanoemulsdes contendo o agente fotossensivel ftalocianina associado ao
quimioterapico doxorrubicina em camundongos BALB/c a fim de investigar esta nova

terapia dirigida contra o cancer de mama.

2.2 Especificos

a) Analisar o crescimento tumoral em grupos de camundongos BALB/c
inoculados com 4T1, tratados e ndo tratados com os diferentes sistemas nanoestruturados,

associados ou ndo a ativacdo luminosa visivel.

b) Analisar a angiogénese, por meio da marcacdo imunohistoquimica de CD31
e VEGF,em cortes histologicos dos tumores extraidos dos animais submetidos aos
diferentes tratamentos.

c) Analisar o perfil de proliferacdo celular, por meio do marcador Ki67, bem
como a apoptose via Caspase-3 ativada, nos cortes histoldgicos dos animais tratados com
as nanoemulsdes propostas associadas ou ndo a TFD e dos animais nao tratados.

d) Analisar a expressdao do mRNA, por meio de array, de genes relacionados a
apoptose e genes alvos de drogas antitumorais que também podem ser possiveis alvos dos
agentes apds incubacdo com NE-PcDoxo associada a TFD em modelo de camundongo

inoculado com 4T1 e comparar com 0s animais controle (ndo tratados).

e) Analisar a porcentagem de areas necréticas (Andlise Estereologica) nos
tumores dos animais tratados e ndo tratados com as diferentes nanoformulacbes

associados ou néo a terapia fotodinamica.
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3. METODOLOGIA

3.1 Sintese dos sistemas nanoestruturados e aparato para TFD

Foram utilizados sistemas nanoestruturados obtidos por emulsificacdo espontanea
com base no método modificado descrito por Tabosa do Egito (1994): nanoemulsdes
contendo ftalocianina de cloroaluminio (NE-Pc), doxorrubicina (NE-Doxo) e ambos 0s
farmacos (NE-PcDoxo). Para NE-Pc, a fase orgénica (acetona) foi preparada usando
triglicerideos de cadeia média, fosfolipideos naturais de soja (Liposoid S100, Lipid Co,
Brasil) e CIAIPc (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) a 55°C. Posteriormente, esta solucao
organica foi adicionada a fase aquosa contendo um tensoativo anidnico e poloxamer 188
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) sob agitacdo magnética. O solvente orgéanico foi
removido inteiramente por rota-evaporacdo sob pressao reduzida a 60°C. Para NE-Doxo,
uma preparacdo semelhante ocorreu exceto pela adicdo do fotossensibilizador, e
doxorrubicina foi adicionada a fase aquosa. Além disso, para NE-PcDoxo, 0s dois
farmacos foram adicionados a formulacao final, de acordo com o protocolo adotado
(CANDIDO et al., 2018). Todas as amostras foram preparadas em condicdes assépticas
na auséncia de contaminantes e interferéncia quimica. Trés sessdes de irradiacdo de luz
visivel a 630nm de 50J.cm? foram aplicadas em grupos experimentais separados
utilizando laser continuo Eagle 2W a 60mW (Quantum Tech, Sdo Carlos, Brasil) com

intervalo de 24 horas entre cada sessao.

3.2 Modelo experimental in vivo

A linhagem celular de cancer mamario murino (4T1) foi adquirida da ATCC e
cultivada em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI1640) (GIBCO-BRL, Life
Technologies, Nova York, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS)
(Cultilab, Ribeirdo Preto, Brasil), 100 U/mL de penicilina (GIBCO-BRL, Life
Technologies, Nova York, EUA) e 100 g/mL de estreptomicina (GIBCO-BRL, Life
Technologies, Nova York, EUA). As células foram mantidas em incubadora umidificada
com 5% de CO; e temperatura constante de 37°C.

Quarenta camundongos BALB/c fémeas (6 a 8 semanas) foram mantidos em
gaiolas ventiladas no Centro de Criagdo de Animais do Laboratorio de Microscopia e
Microanalises do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE/UNESP). A
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temperatura ambiente (24 + 2°C) e a luminosidade (ciclo claro/escuro de 12h) foram
controladas, e os animais receberam ragdo especifica balanceada (Presence, Paulinia,
Brasil) e &gua fresca filtrada ad libitum. O delineamento experimental foi realizado de
acordo com o Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do IBILCE/UNESP sob
protocolo n® 081/2013. Os animais foram divididos em 8 grupos (n=5), sendo que 0s
animais mantidos como grupo controle, as células tumorais foram inoculadas e nenhum
tratamento foi aplicado. No restante dos animais, 2x10° células 4T1 diluidas em 100ul de
tampdo fosfato-salino (PBS) foram inoculadas na quarta glandula mamaria direita,
visando o desenvolvimento de tumor no local da injecéo e foram monitoradas diariamente
até o final do experimento. No 12° dia ap6s o enxerto de células tumorais, e com o tumor
clinicamente aparente (palpavel), os tratamentos foram realizados da seguinte forma:
Injecdo intratumoral de 100l de nanoemuls6es (1uM de ftalocianina de cloroaluminio
associada/ou 0,5uM de doxorrubicina diluida em NaCl a 0,9%) administrado em dose
Unica associado ou ndo as sessdes de TFD a cada 24 horas durante trés dias nos animais,
sob anestesia (Rompun, Bayer, Brasil; Dopalen, Ceva, Brasil). Resumidamente, os
animais com tumor de mama 4T1 foram divididos em grupos: 1 - administracdo de NE-
Doxo no primeiro dia de tratamento sem sessdes de TFD (NE-Doxo); 2 - Administracao
de NE-PcDoxo no primeiro dia de tratamento associada a sessoes de terapia fotodinamica
(NE-PcDoxo + TFD); 3 - Administragdo de NE-Pc no primeiro dia de tratamento
associada a sessdes de terapia fotodindmica e administracdo de NE-Doxo 24 horas apds
a primeira sessdo de TFD (tratamento adjuvante) (NE-Pc + TFD + NE-Doxo); 4 - animais
sem nenhum tratamento (Controle); 5 - Administracdo de NE-PcDoxo sem sessdes de
TFD (NE-PcDoxo); 6 - Administragdo de NE-Pc no primeiro dia de tratamento associada
a sessdes de terapia fotodindmica (NE-Pc + TFD); 7 - tratado com irradiacdo a laser; 8 -
Administracdo de NE-Pc no primeiro dia de tratamento e administracdo de NE-Doxo ap6s
24 horas (tratamento adjuvante) sem sessdes de TFD (NE-Pc + NE-Doxo). As medidas
dos didmetros tumorais foram feitas no dia 12 (inicio dos tratamentos) e 15 com o auxilio
de um paquimetro. Os animais foram sacrificados no 15° dia (atordoamento realizado por
CO- seguido de decapitacdo) 24 horas apés a Ultima sessdo de TFD, e os tumores foram
coletados.

ApoOs a eutandsia dos animais, amostras de tumor foram retiradas de todos os
animais e processadas histologicamente. Para o processamento em parafina (Histosec,
Merck), a fixacdo em paraformaldeido 4% foi realizada a 4°C. As amostras foram entéo

desidratadas em uma série crescente de etanol, diafanizadas em xilol e incluidas em
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parafina. Os blocos foram submetidos a cortes seriados de 5uM em micrétomo rotativo
(Leica RM2155, Alemanha), procedendo-se a coloragdo de HE para adequada avaliagdo

histopatol6gica dos tecidos.

3.3 Experimento Piloto 1 - Analise do melhor tempo poés-inoculagdo das células nos

camundongos para inicio do tratamento com as nanoemulsdes associadas a TFD

Foram utilizados 8 animais para analise do melhor tempo pos-inoculacdo das
células 4T1 para o inicio dos tratamentos propostos. Para isto, 2x10° células 4T1 foram
diluidas em 100pl de tampé@o fosfato-salino (PBS) e posteriormente inoculadas na quarta
mama direita de cada camundongo fémea para o desenvolvimento do tumor de mama,
que consistiu em um tumor localizado no sitio de injecéo.

Para a inoculacéo das células, os camundongos receberam anestesia, por meio da
injecdo subcutanea na regido do pescoco, de 100 pl de solucdo contendo 100 pg de
cloridrato de xilazina e 200 pug de cloridrato de ketamina diluidos em solucéo isotdnica
de 0,9% de cloreto de sddio. Apos a anestesia, 2x10° células 4T1 diluidas em 100 pl de
tampdo fosfato-salino (PBS) foram inoculadas na quarta mama direita dos camundongos.
Apos a inoculagdo das celulas, os oito animais foram divididos em dois grupos (n=4),
como se segue: - Grupo 1: o tamanho do tumor ex vivo foi analisado 12 dias apos a
inoculacdo das células nos camundongos; - Grupo 2: o tamanho do tumor ex vivo foi
analisado 15 dias apds a inoculacdo das células nos camundongos. O crescimento tumoral
dos dois grupos de animais foi medido a cada 72 horas durante a realizacdo dos

experimentos.

3.4 Experimento piloto 2 - Analise do melhor modo de administracdo das

nanoemulsdes nos tumores murinos

Apos a identificagdo do melhor intervalo de tempo entre a inoculacdo de células
4T1 nas mamas dos animais e o tratamento com nanoemulsdes associadas a terapia
fotodindmica foi realizado um segundo teste piloto para identificar a administrag&o ideal
das nanoemulsdes nos tumores de mama desenvolvidos nos referidos grupos analisados.
Para a administracdo das nanoemulsdes nos tumores murinos foram utilizados
camundongos com tumores de, aproximadamente, 260mm? (tumores formados apds 12

dias de inoculacéo das células 4T1 na mama). Os animais foram divididos em trés grupos
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(n=4), como descrito: - Grupo 1: grupo que apresentava tumor de mama sem
administracdo de nanoemulsfes; - Grupo 2: tumor de mama com administragdo
intratumoral das NE-PcDoxo associada a uma dose de irradiacéo (laser Eagle 2W-630nm
(Quantum Tech, Brasil), operando a 50J/cm?); - Grupo 3: tumor de mama com
administracdo peritumoral das NE-PcDoxo associada a uma dose de irradiacdo (laser
Eagle 2W-630nm (Quantum Tech, Brasil), operando a 50J/cm?).

Os camundongos dos grupos 2 e 3 receberam anestesia, por meio de injecéo
subcutanea, de 100 pl de solugédo contendo 100 pg de cloridrato de xilazina e 200 pg de
cloridrato de ketamina diluidos em solucéo isoténica de 0,9% de cloreto de sodio. Apos
a anestesia, 100 pl de nanoemulsdes diluidas em solucéo de 0,9% de cloreto de sodio a
concentracdo final de 1uM de ftalocianina de cloroaluminio e 0,5uM de doxorrubicina,
sendo a solucdo com as nanoemulsdes administrada de modo intratumoral ou peritumoral.
Quinze minutos apds administracdo das nanoemulsdes, os tumores murinos foram
irradiados usando o laser Eagle 2W-630nm (Quantum Tech, Brasil), operando a 50 J/cm2.
Apos a irradiacdo, os camundongos dos grupos 2 e 3 foram colocados em suas respectivas

gaiolas para se recuperarem da anestesia.

3.5 Experimento piloto 3 - Anélise do periodo poés-tratamento até eutanésia dos
animais apdés sessao Unica de TFD

Quarenta animais foram divididos igualmente em 8 grupos (n=5), sendo utilizados
como controle positivo animais inoculados com células tumorais sem tratamento algum.
Entdo, 2x10° células 4T1 diluidas em 100ul de tampdo fosfato-salino (PBS) foram
inoculadas na quarta mama direita dos camundongos, para desenvolvimento do tumor in
loco, e os animais receberam anestesia conforme ja descrito anteriormente. Apds o
procedimento, 100ul de nanoemulsdes diluidas em solugdo de 0,9% de cloreto de sddio
a concentracdo final de 1uM de ftalocianina de cloroaluminio e/ou 0,5uM de
doxorrubicina, foram administradas de modo intratumoral. Apds 15 minutos da
administracdo das nanoemulsdes, os tumores murinos foram irradiados usando o laser
Eagle 2W-630nm (Quantum Tech, Brasil), operando a 50J/cm?. Os camundongos do
grupo 3 e 8 foram submetidos ao tratamento adjuvante no qual 24 horas apos a inoculagédo
intratumoral de nanoemulsdes conforme descrito em detalhe no paragrafo anterior, 0s
camundongos receberam anestesia novamente. Apos a anestesia, 100ul de nanoemulsdes

diluidas em solucdo de 0,9% de cloreto de sodio a concentracdo final de 0,5uM de
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doxorrubicina foram administradas. Os animais foram divididos em oito grupos conforme
descrito no tépico 3.2. A coleta dos tecidos comprometidos pelo tumor, incluindo
pulmdes, figados e rins (6rgdos retirados para possibilitar a verificacdo de metéstases e
reacOes adversas as nanoemulsdes e ao tratamento) foram realizados nos grupos de
animais no 30° dia ap0s os tratamentos com nanoemulsdes associadas/ ndo associadas a
terapia fotodindmica seguindo normas gerais e basicas para dissec¢do de mamiferos. Os
animais foram anestesiados via inalagdo de CO. em camara apropriada (modelo
GCSCO2G, Beira-mar), decapitados e acomodados em decubito dorsal sobre a placa de
disseccéo para inicio da retirada das amostras teciduais. O crescimento tumoral dos trés
grupos experimentais foi medido a cada 72 horas, com auxilio do paquimetro até o 30°
dia apos a realizacdo da TFD. Os tumores de interesse principal foram fixados de acordo

com a metodologia adequada, e corados com hematoxilina-eosina.

3.6 Eficiéncia da TFD combinada com as nanoemulsdes

A eficiéncia antitumoral foi analisada comparando o crescimento do tumor entre 0s
grupos antes e depois dos tratamentos. O método de Kaplan-Meier foi usado para estimar
o0 tempo de expansdo do tumor para cada grupo. O crescimento do tumor foi identificado
visualmente a partir do 7° dia de inoculacéo das células 4T1. Os diferentes tratamentos
foram iniciados no 12° dia, e os animais foram sacrificados no 15° dia. O peso do tumor
foi avaliado ap0s a eutanasia e o volume ao longo do experimento foi medido de acordo

com a férmula:

mm?3 = 0.52 x C (Comprimento) x L? (Largura)

3.7 Ensaios Imunohistoquimicos

Foi usado o kit de deteccdo Expose Rabbit Specific HRP/DAB (ab80437 Abcam,
Reino Unido). As laminas foram desparafinizadas em xilol e reidratadas em séries
decrescentes de etanol. Em seguida, foram lavados com agua destilada por 5 minutos e
mantidos por 45 minutos em panela a vapor a 96°C com tampéo citrato (pH 6,0) para
recuperacdo antigénica. Apoés estabilizacdo em temperatura ambiente, as laminas foram
lavadas com tampdo TBS (3x5min) e incubadas com solucgéo 0,1% H20- pronta para uso
durante 10 minutos. Apos nova lavagem com TBS (2x5min), uma solucdo de bloqueio de

proteina pronta para uso foi adicionada por 10 minutos conforme descrito pelo fabricante,
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e posteriormente as laminas foram lavadas novamente em tampdo TBS (2x5min). No
final, as laminas foram incubadas com anticorpos primarios policlonais de coelho Ki67
(1:500, ab15580, Abcam, Reino Unido), Caspase-3 ativada (1:100, ab13847, Abcam,
Reino Unido), VEGF (1:100, ab46154, Abcam, Reino Unido) ou CD31 (1:50, ab28364,
Abcam, Reino Unido) diluido em albumina a 1% e mantido a 4°C overnight. As ldaminas
foram entdo lavadas em tampédo TBS (3x5min) e incubadas com o conjugado secundario
especifico de coelho HRP por 30 minutos. A revelagdo foi realizada com um substrato
cromogénico DAB (3,3'-diaminobenzidina tetrahidrocloreto) e contrastado com
hematoxilina.

Para avaliagéo da expressdo de VEGF e Caspase-3, o software ImageJ (versdo 1.52,
Bethesda MD, NIH, EUA) foi aplicado. As ldminas foram digitalizadas em microscopio
optico BX-60 (Olympus, Japao) acoplado a um computador com software DP-BSW V3.1
(Olympus, Japdo), e 10 fotomicrografias aleatorias foram capturadas em objetiva de 40x.
Em cada campo adquirido, foram pontuados 20 pontos aleatoriamente, totalizando 200
pontos, referentes a intensidade média de imunomarcacdo de cada animal, segundo
Jardim-Perassi et al. (2014). Os valores foram obtidos como unidades arbitrarias (a.u) e
representados pela densitometria Optica média.

A andlise de expressdo de CD31 foi realizada usando o software ImageJ, e 10
campos visuais imunorreativos em ampliacdo de 40x foram capturados. A deconvolugéo
de cor foi aplicada usando um macro que define os vetores de hematoxilina e DAB no
software para isolar a coloracdo DAB do contraste da imagem, conforme descrito por
Bouzin et al. (2016). Os resultados foram expressos como indice de Coloragéo (SI) de

acordo com a seguinte formula:

S.1 = (Taxa de Anotac&o) x (%Area Corada) x (Intensidade de Coloracao)

*Onde: a taxa de anotacdo é a porcentagem da area delineada de cada campo obtida do tumor, % da area
corada é calculada como (area corada/area tecidual) *100, e a intensidade da coloragdo é calculada como
(255-média de intensidade dos pixels corados).
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A avaliacdo da expressédo de Ki67 foi realizada pela média da proporcao de células
marcadas (%). Vinte campos tumorais visuais aleatdrios de cada animal foram adquiridos
com uma objetiva de 100x sob o microscopio de campo claro e analisados usando o
software Image-Pro Plus 6.1 (Media Cybernetics Inc., Silver Spring, MD, EUA). O
parametro utilizado para definir a expressdo do Ki67 foi a presenca de coloracéo nuclear,
onde as células positivas e negativas para todos os campos visuais fotografados foram

quantificadas manualmente.

3.8 Analises estereoldgicas

Cinco cortes transversais seriados (5um) das regides central e periférica dos
tumores foram corados com HE. As laminas foram digitalizadas em aumento de 10x
utilizando uma cémera BX61VS (Olympus, Japdo) acoplada a um Sistema de
Escaneamento de Laminas de Microscopio Virtual Olympus VS120 (VS120-S5) do
mesmo fabricante e analisadas em sistema de imagem com o software Image-Pro Plus 6
utilizando o sistema multiponto M130 proposto por Weibel (1963). Esse método,
utilizando a ferramenta gridmask do software, foi aplicado as sec¢des dos tumores de
cada animal, de forma que 25 imagens por grupo fossem analisadas por esse método.
Observou-se o indice percentual de proliferacdo, necrose inicial, necrose avancada,
padrdo cribriforme, tecidos adjacentes e espacos vazios, sendo de interesse para este

estudo os trés primeiros critérios.

3.9 PCR Arrays

O RNA total dos tumores induzidos pela linhagem 4T1 néo tratados (Controle) e
tratados com nanoemulsdo associada a ativacao de luz visivel (NE-PcDoxo + TFD) foram
isolados usando o mini kit RNeasy de acordo com instrugdes do fabricante (Qiagen,
Alemanha). O RNA total (2ug) de cada grupo foi transcrito reversamente usando o Kit de
sintese de cDNA da primeira fita para RT-PCR (Qiagen, Alemanha), seguindo as
instrucdes do fabricante. Agua nuclease-free foi usada para diluir o cDNA amplificado e
foi adicionado ao RT?qPCR SYBR Green Master Mix (Qiagen, Alemanha). Apés, 25uL
do coquetel experimental foram adicionados a cada poco para analisar a expressao de 84
genes alvo para o desenvolvimento de drogas e outros 84 genes envolvidos em apoptose.
Para isso, 0 Mouse Cancer Drug Targets RT? Profiler PCR Array (PAMM-507ZA) e o
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Mouse Apoptose RT? Profiler PCR Array (PAMM-012ZA) foram usados de acordo com
as instrugdes do fabricante (Qiagen, Alemanha). Para maiores informagdes acerca da
tabela de genes avaliados visitar o site do fabricante através do modelo das placas
utilizadas no presente estudo. A PCR em tempo real foi realizada no Applied Biosystems
7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, EUA), e todas as amostras
experimentais estavam em triplicata. Os dados da PCR foram coletados e a expressédo
diferencial dos genes foi analisada pelo Portal da Web da Qiagen

(https://www.giagen.com/br/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-overview-

page/).

3.10 Analises Estatisticas

Os dados foram previamente submetidos a analise descritiva para determinagédo da
normalidade. Para amostras com distribuicdo normal, os diferentes grupos de tratamento
foram comparados por Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo pos-teste de
Bonferroni. Para aqueles com distribui¢do ndo normal, o pos-teste de Kruskal-Wallis foi
usado para comparaces mdaltiplas. Todos os valores obtidos foram expressos como
média * erro padrdo usando GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,

EUA). Qualquer valor de p de 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO DOS EXPERIMENTOS PILOTOS

4.1 Andlise do melhor tempo pds-inoculagdo das células nos camundongos para

inicio do tratamento com as nanoemulsoes associadas a TFD

Os tumores cresceram com um padréo similar entre os dois grupos analisados até o
12° dia, quando os animais do grupo 1 foram eutanasiados. Neste dia os dois grupos
apresentaram tumores com, aproximadamente, 260 mm?3. No 15° dia, os tumores de mama
do grupo 2 atingiram, aproximadamente, 520 mm? (Figura 11), praticamente o dobro do
volume tumoral do grupo 1. Portanto, o tempo escolhido entre a inoculacdo das células
4T1 e o inicio do tratamento com as nanoemulsdes associadas/ ndo associadas a terapia
fotodinamica foi de 12 dias pois o tumor com, aproximadamente, 250 mm? apresenta
pouca pressdo intersticial tumoral (PIT), evitando que a influéncia da PIT diminua a
eficiéncia dos tratamentos com nanoemulsdes associadas a terapia fotodindmica

estudados.

Figura 11. Gréafico do crescimento tumoral de mama murino experimento piloto 1.
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4.2 Analise do melhor modo de administracdo das nanoemulsdes nos tumores

murinos

Observou-se uma diminui¢do significativa no tamanho do tumor do grupo 2
(tumor tratado com nanoemulsdes administradas intratumoralmente associada a terapia
fotodindmica) quando comparado ao grupo 1 (grupo controle apenas tumor) (p<0,0001)
e do grupo 2 comparado ao grupo 3 (p<0,0001) (figura 12). Baseado nestes resultados

concluiu-se que a administracédo intratumoral das nanoemulsGes associadas a irradiacdo a
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laser foi eficiente na diminui¢cdo do tamanho tumoral e que a administracdo peritumoral
das nanoemuls@es associadas a irradiagdo néo teve efeito significativo na diminuigéo do

tumor.

Figura 12 — Gréafico do tamanho tumoral dos grupos inoculados com diferentes vias de administracéo de
NE-PcDoxo associadas a terapia fotodinamica.
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4.3 Analise do periodo pés-tratamento até eutanasia dos animais ap6s sessao unica
de TFD

O experimento piloto 3 foi realizado com todos 0s grupos de tratamentos e no 30°
dia foi realizado a eutanasia para retirada dos tumores e outros 6rgaos para estudos
histolégicos. Em relacdo a curva de crescimento, observou-se que a diferenca nos
tamanhos de tumores entre o grupo 2 (NE-PcDoxo + TFD, ou seja, terapia combinada) e
os demais grupos ficou evidente a partir do dia 24, e, ao final do tratamento, foi observada
uma diferenca estatisticamente significante (p<0.001) entre 0 grupo 2 e 0s outros grupos
do estudo (Figura 13). A partir da medicdo ex vivo observou-se uma diminuicdo
significativa nos tamanhos dos tumores nos animais do grupo 2 em relacdo a todos os

outros grupos do estudo (Figura 14).
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Figura 13. Curva de crescimento tumoral dos grupos estudados entre o dia do inicio do experimento (dia
0) e final do experimento piloto 3 (dia 30). ** p<0.001.
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Figura 14. Gréafico dos tamanhos tumorais ex vivo dos diferentes grupos de tratamento submetidos ao
experimento piloto 3. * p<0.05; ***p<0.0001
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Foi realizada uma andlise histoldgica inicial dos tumores pela coloracdo de
hematoxilina-eosina (HE). O material histologico apresentou dificuldade em aderir as
laminas silanizadas para posteriores analises de coloragdo, uma vez que 0s tumores se
encontravam em estagio avangado, apresentando perda de ades&o intercelular ocasionada
pela necrose tecidual, uma das caracteristicas basicas deste estadiamento (Figura 15A).
Em consequéncia desta perda de adesdo presente na maioria dos tumores do estudo, ndo
foi possivel analisar a histologia da maioria dos tumores, pois 0s cortes nao aderiram

corretamente nas laminas e foram perdidos durante as etapas de desparafinizagédo e

¥x
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hidratacdo da metodologia de coloracéo dos cortes por HE. Nos poucos cortes que ficaram
aderidos a lamina, foi possivel observar macica perda de adesdo célula-célula (Figura 15B
- D).

Figura 15. Corte histologico de regido total e periférica de tumor mamario desenvolvido a partir do
experimento piloto 3. A) Corte histoldgico corado em HE parcialmente aderido a lamina silanizada. B)
Histologia do carcinoma mamario mostrando a perda de adesao célula-célula. Aumento de 100x. C e D)
Histologia do carcinoma mamario mostrando a perda de adesdo celular em grande parte do corte
histoldgico. Aumento de 20x e 10x, respectivamente.

Outra caracteristica marcante nestes cortes histoldgicos analisados foi a presenca

de padrédo cribriforme nos tecidos, nos quais espacos bem definidos formados pelo
rearranjo das células, caracteristico de tumores de mama invasivos, ou seja, pontos que
se assemelham a uma aparéncia fenestrada, lembrando um crivo ou peneira (Figuras 16 A
e B). Também se notou a presenca de pigmentos de hemossiderina, que corresponde a
degradacdo de hemoglobina em regides teciduais onde h& pouco oxigénio (hipdxia),
observado nas zonas mais internas dos tumores, onde a vascularizagdo torna-se mais
restrita (Figuras 16C e D).
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Figura 16. Histologia representativa dos tumores de animal controle do experimento piloto 3. A e B) Corte
histologico de carcinoma mamario evidenciando aspecto cribriforme. Aumento de 5x. C) Histologia do
carcinoma mamario mostrando a perda de adesdo celular em grande parte do corte histologico, com
presenca de pigmentos de hemossiderina, evidenciando estagio tardio de necrose tecidual e cari6lise
avancada. Aumento de 100x. D) Histologia do carcinoma mamario evidenciando aspecto cribriforme e
depdsitos de hemossiderina. Aumento de 20x.
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A analise do microambiente e das intera¢Ges tumor-hospedeiro no comportamento

das células tumorais € essencial durante a busca de um novo tratamento antitumoral e 0s
modelos murinos singénicos, como o0 modelo 4T1 utilizado neste estudo, tém a vantagem
importante de permitir o desempenho de anélises em animais com funcdo imune normal
(TAO et al., 2008).

Além do microambiente tumoral a pressdo intersticial do tumor (PIT) também ¢é
uma caracteristica fundamental da biologia do cancer. A PIT provoca distribuicdo
intratumoral heterogénea de drogas e macromoléculas além de provocar o
desenvolvimento de hip6xia na massa tumoral, levando a uma eficacia reduzida de
medicamentos terapéuticos (ARIFFIN et al., 2014). A pressdo intersticial do tumor (PIT)
foi identificada como um dos responsaveis que impede o tratamento eficaz do cancer, e
pode ser atribuida a varios fatores fisiopatoldgicos, incluindo: anormalidades na
vasculatura tumoral, nos vasos linfaticos e no microambiente, aléem de células tumorais

em proliferacdo dentro de um espago confinado (HELDIN et al., 2004).
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Alguns métodos fisicos mostraram-se eficazes na reducdo da PIT. Estes incluem
irradiacdo, terapia hiper ou hipotérmica, ultrassom, terapia de oxigénio hiperbérico e
terapia fotodinamica. A TFD pode prejudicar a microcirculagdo em tumores, como
demonstrado em um modelo de melanoma murino, onde TFD causou um aumento inicial
na PIT antes de mostrar uma diminuicdo para 50% comparada ao controle apos 24 horas
(LEUNIG et al., 1994). Portanto, a partir da anélise dos resultados do experimento piloto
1 para identificar qual o melhor periodo pdés-inoculagdo das células 4T1 no tecido
mamario dos camundongos para iniciar os tratamentos e, com o objetivo de evitar a
possivel influéncia negativa de uma alta pressdo intratumoral nos experimentos in vivo
deste estudo, optou-se por administrar as nanoemulsdes para os tratamentos 12 dias ap6s
a inoculagdo das células de carcinoma mamario (4T1) na quarta mama dos animais.

Os resultados do experimento piloto 2 mostraram que a administracao intratumoral
das NE-PcDoxo foi eficiente no tratamento antitumoral, corroborando com um estudo
que analisou 0 modo mais eficiente de administracdo de nanoemulsdo em carcinoma de
mama em pacientes. As nanoemulsdes administradas intratumoralmente apresentaram
valores de absorc¢éo intracelular das nanoemulsdes lipidicas maiores no tumor em relagéo
aos tecidos normais da mama (p=0,002), na ordem de cinquenta vezes maior. Ja as
nanoemulsdes administradas peritumoralmente nao apresentaram diferenca de absorcéo
intracelular das nanoemulsdes entre o tecido tumoral e o normal (MENDES et al., 2009).

Embora os lipossomos sejam sistemas de entrega de drogas menos estaveis que as
nanoemulsdes, um estudo mostrou que lipossomos contendo fotossensibilizador
(indocianina verde) e quimioterapico (docetaxel) injetados intratumoralmente em
camundongos com carcinoma escamoso de boca resultou na ablagdo completa do tumor
além de inibir sua recidiva, apresentando atividade antitumoral localizada, diminuindo
com isso os efeitos colaterais em o6rgdos adjacentes ao tumor (NGUYEN et al., 2017).
Outro estudo no qual injetaram intratumoralmente Foslip em tumores de mama
associados a terapia fotodindmica observou morte celular nos centros tumorais em grande
parte dos tumores analisados (D'HALLEWIN et al., 2008). Com base nos resultados dos
experimentos piloto envolvendo os oito grupos de camundongos submetidos a diferentes
tratamentos sugere-se que o tratamento com NE-PcDoxo associada a terapia fotodinamica
mostrou-se eficiente na reducdo do tumor de mama. Estes resultados corroboram com
outros estudos que utilizaram nanoparticulas contendo ftalocianina associadas a terapia
fotodindmica que apresentaram acédo eficiente no tratamento de tumores de mama em

modelo xenograft, onde 40% dos camundongos apresentaram remissdo completa do
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tumor e 60% apresentou remissao parcial do tumor 30 dias apos o tratamento (KOSTIV
et al., 2017). Outros estudos com nanoparticulas contendo diferentes ftalocianinas
associadas a terapia fotodindmica apresentaram reducdo do tamanho tumoral em modelo
murino de melanoma (CAMERIN et al., 2016) e em modelo murino de sarcoma (PENG
et al., 2013), além de massiva morte celular em modelo xenograft de carcinoma cervical
(WANG et al., 2013).

Foi possivel realizar a andlise histoldgica de alguns tumores dos grupos de
camundongos eutanasiados 15 dias (experimento piloto 3) apds os tratamentos com
nanoemulsdes associadas a TFD. Os tumores apresentaram grande area necrotica,
corroborando com o estudo de Tao et al. (2008) onde foi observado que a extensdo da
necrose € maior nos tumores 4T1 do que aqueles derivados de linhas de células menos
metastaticas (67NR, 168FARN). Uma grande &rea necrdtica central no tumor foi
identificada ap6s 30 dias de inoculacdo de células 4T1 modificadas contendo luciferase
no tecido mamario dos camundongos. Portilho et al. (2013) observou uma area tumoral
periférica de camadas vidveis que envolvem uma area central do tecido necrotico. Tecidos
tumorais vidveis mostraram a presenca de nucleos intactos, limites de citoplasma e figuras
mitoticas isoladas, conforme identificado pela coloracdo com hematoxilina. Em contraste,
os tecidos necréticos foram caracterizados por uma massa eosinofilica amorfa sem
integridade da membrana citoplasmatica e auséncia de nucleo celular como observado
também em nosso estudo. Kostiv et al. (2017) observou extensa necrose no sitio tumoral
em todos os camundongos nudes atimicos com carcinoma de mama tratados com
nanoparticulas administradas intratumoralmente e associadas a terapia fotodindmica entre
24 e 48 horas ap6s a irradiacao.

No presente estudo foi observado uma grande extensdo de necrose na maioria dos
tumores e esta necrose, juntamente com a perda de adesao célula-célula, caracteristica do
estadiamento avancado dos tumores, ocasionou a falta de aderéncia dos cortes
histolégicos dos tumores nas laminas silanizadas. Este ocorrido impediu as montagens e
processamento da maioria das laminas para as analises de imunohistoquimica posteriores.
Pelos motivos discutidos foi delineado um novo experimento in vivo para avaliar efeitos
imediatos dos tratamentos, onde os animais foram eutanasiados 24 horas ap6s o final do
tratamento. Com base nos resultados pilotos apresentados, foi possivel concluir que as
formulagGes NE-PcDoxo associadas a terapia fotodinamica, foram eficientes na reducéo
do volume tumoral de mama independentemente do ndmero de irradiagbes que 0s

mesmos receberam e do tempo de tratamento. Com o novo delineamento experimental in
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vivo foi possivel avaliar que a necrose presente nos tumores foi em consequéncia dos
tratamentos aplicados e ndo apenas do estadiamento avangado dos mesmos, bem como
permitiu o prosseguimento da metodologia de imunohistoquimica e analises moleculares
para avaliar 0 menor crescimento tumoral no grupo tratado com NE-PcDoxo combinada
a TFD e os mecanismos celulares envolvidos neste microambiente tumoral. Tais
resultados preliminares foram de suma importancia para dar sustentacdo teorica e
cientifica aos resultados definitivos que geraram o artigo do presente estudo, apresentado

na secao seguinte.
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Abstract

Breast cancer is the most common neoplasm among women but thanks to innovative
therapies, patients’ prognosis has considerably improved. In this aspect, nanotechnology
has been applied for cancer therapy aiming to reduce its usual side effects. In this study
we aimed to evaluate the effects of nanoemulsions containing photosensitizer and
chemotherapeutic agents associated with photodynamic therapy in a breast cancer in
vivo model. Our results showed that synergistic treatments in which chloroaluminum
phthalocyanine (NE-Pc) administered together with Doxorubicin (Dox) in the presence
of laser irradiation (NE-PcDoxo + PDT) led to a reduction of 4T1 induced breast cancer
in mice, decline of tumor VEGF expression, increase in Caspase-3 expression, tissue
necrosis and massive decrease in proliferative cells, as shown by Ki67 immunostaining.
Furthermore, this associated treatment induced overexpression of apoptotic genes ABL1,
CD70, CRADD, FASL, and NME5 and a reduction in expression of anticancer drug target
genes CDK2, ERBB2, FIGF, IGF2, PARP4 and PGR. These results validate this

treatment as a promising alternative to improve the currently applied anticancer strategies.

Keywords: Alternative Therapy. Anticancer Treatment. Breast Cancer. Nanotechnology.
PDT. Photosensitizer.
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1. Introduction

Female breast cancer (BC) has been diagnosed in 2.1 million women in 2018
causing more than 626,679 deaths in that year and representing 18.4% of total cancer
deaths worldwide [1]. Depending on the subtype, stage, histopathology or gene
expression, current treatment options consist of locoregional surgery or complete
mastectomy, radiation therapy, systemic chemotherapy, hormonal therapy, or
immunotherapy. Although chemotherapy successfully prolongs life span of patients,
anticancer drugs have several limitations and side effects. In addition, unspecific drug
pharmacokinetics may take place and patients may develop chemoresistance to treatment
[2].

Nanotechnology is suggested to reduce the treatment dosage and frequency due to
the nanocarrier's ability to deliver the drug within confined tissues and versatile materials
have been applied to encapsulate chemotherapeutic agents [3] . In this context,
nanoemulsions are used due to their fluid nature and well-established interaction with
tissue cells, in which the oil phase plays a vital role solubilizing lipophilic drugs
molecules ensuring sustained and controlled drug release for long periods [4].

Photodynamic Therapy (PDT) has proved to be a powerful strategy in tumor
destruction and this treatment modality applies visible light to induce a cascade of events
leading the PS to the excited triplet state, generating reactive oxygen species (ROS) which
cause tumor cell death [5]. The most important benefit of PDT are the selective ability
that limits the area to be exposed to the light and accumulation of the PS in the tumor
region, attributed to low pH, increased vascular permeability, poor lymphatic drainage,
and distorted stromal architecture of the tumor [6].

Chloroaluminum phthalocyanine (AICIPc) and derivatives have attracted attention
due their optimal characteristics for anticancer PDT, such as light absorption inside the
“therapeutic window” (600-770 nm) that allows maximum penetration and less damaging
to the tissue. However, phthalocyanines have high hydrophobicity and self-aggregation
under physiological conditions, so, different strategies are used to modify their chemical
structure or encapsulate them in nanocarriers [7].

Doxorubicin (DOX) is frequently applied for BC but presents chemical instability
being a challenge for storage, handling, and treatment efficacy. On the other hand, the
application of free drug is related to multiple resistance associated with adaptive cellular

mechanisms and mutations, changes in signaling pathways, increased efflux in tumor
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cells, dose-dependent cardiotoxicity in addition to have slow and limited tissue absorption
[8]. Clinical cases and animal studies suggests that chemotherapy is more effective when
multiple drugs are administered in combination to obtain synergy, enhancing the
therapeutic benefits against cancer [9, 10]. The use of nanoemulsions as carriers of
photosensitizers associated with chemotherapy is an attractive alternative, especially
when combined with PDT. So, this work aimed to evaluate nanoemulsion effects
containing AICIPc and Doxorubicin associated with PDT in the breast cancer in

vivo model.

2. Material and methods

2.1. Synthesis of nanostructured systems and PDT apparatus

Nanostructured systems obtained by spontaneous emulsification based on the
modified method described by Tabosa do Egito [11] were used: nanoemulsions
containing chloroaluminum phthalocyanine (NE-Pc), doxorubicin (NE-Doxo) and both
drugs (NE-PcDoxo). For NE-Pc, the organic phase (acetone) was prepared using
medium-chain triglycerides, natural soy phospholipids (Liposoid S100, Lipid Co, Brazil),
and CIAIPc (Sigma-Aldrich, USA) at 55°C. Subsequently, this organic solution was
added to the aqueous phase containing an anionic surfactant and poloxamer 188 (Sigma-
Aldrich, USA) under magnetic stirring. Organic solvent was removed entirely by route-
evaporation under reduced pressure at 60°C. For NE-Doxo, a similar preparation took
place except for the addition of the photosensitizer, and doxorubicin was added to the
aqueous phase. Additionally, for NE-PcDoxo, both drugs were added to the final
formulation, according to the protocol adopted [12]. All samples were prepared under
aseptic conditions in the absence of contaminants and chemical interference. Three
sessions of visible light irradiation at 630nm of 50 J.cm™ were applied in separate
experimental groups using continuous laser Eagle 2W at 60mW (Quantum Tech, S&o

Carlos, Brazil) with an interval of 24 hours between each session.

2.2. In vivo experimental model

The murine BC cell line (4T1) acquired from ATCC was cultured in Roswell Park
Memorial Institute medium (RPMI1640) (GIBCO-BRL, Life Technologies, USA)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Cultilab, Brazil), 100 U/mL penicillin
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(GIBCO-BRL, Life Technologies, USA), and 100 g/mL streptomycin (GIBCO-BRL,
Life Technologies, USA). The cells were maintained in a humidified 5% CO. incubator
and a constant temperature of 37°C.

Forty female BALB/c mice (6 to 8 weeks) were kept under-ventilated cages and
maintained in the Animal Breeding Center of the Institute of Biosciences, Humanities,
and Exact Sciences (IBILCE) of S&o Paulo State University (UNESP). Environment
temperature (24+2°C) and luminosity (12h light/dark cycle) were controlled, and animals
received specific balanced feed (Presence, Paulinia, Brazil) and fresh filtered water ad
libitum. The experimental design was conducted according to the Ethics Committee on
the Use of Animals (CEUA) from IBILCE/UNESP under the protocol n°® 081/2013. The
animals were divided into 8 groups (n=5), with animals being kept as a control group,
tumor cells were inoculated, and no treatment was applied. In the rest of the animals,
2x10° 4T1 cells diluted in 100ul of phosphate-saline buffer (PBS) were inoculated in the
fourth right mammary gland, aiming the development of a tumor at the injection site and
were daily monitored until the end of the experiment. On the 12" day after tumor cells
grafting, and with the tumor being clinically apparent (palpable), the treatments were
performed as follows: Intratumoral injection of 100ul nanoemulsions (1uM of
chloroaluminum phthalocyanine associated/or 0.5uM of doxorubicin diluted in 0.9%
NaCl) was administered once associated or not with PDT sessions every 24 hours during
three days in the animals under anesthesia (Rompun, Bayer, Brazil; Dopalen, Ceva,
Brazil). Briefly, the animals with 4T1 breast tumor were divided into groups: 1 - NE-
Doxo administration in the first day of the treatment without PDT sessions (NE-Doxo); 2
- NE-PcDoxo administration in the first day of the treatment associated with
photodynamic therapy sessions (NE-PcDoxo + PDT); 3 - NE-Pc administration in the
first day of the treatment associated with photodynamic therapy sessions and NE-Doxo
administration 24 hours after the first PDT session (adjuvant treatment) (NE-Pc + PDT +
NE-Doxo); 4 — animals without any treatment (Control); 5 - NE-PcDoxo administration
without PDT sessions (NE-PcDoxo); 6 - NE-Pc administration in the first day of the
treatment associated with photodynamic therapy sessions (NE-Pc + PDT); 7 - treated with
laser irradiation; 8 - NE-Pc administration in the first day of the treatment and NE-Doxo
administration after 24 hours (adjuvant treatment) without PDT sessions (NE-Pc + NE-
Doxo). Measurements of the tumor diameters were made on the day 12 (beginning of
treatments) and 15 with the aid of a caliper. The animals were euthanized on the 15" day

(stunning performed by CO> followed by decapitation) 24 hours after the last PDT
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session, and tumors were collected.

After euthanizing the animals, tumor samples were taken from all animals and
histologically processed. For paraffin processing (Histosec, Merck), fixation in
paraformaldehyde 4% was carried out at 4°C. Samples were then dehydrated in an
increasing series of ethanol, diaphanized in xylol, and included in paraffin. The blocks
were subjected to 5 pm slices on a rotating microtome (Leica RM2155, Germany),
proceeding to HE staining for appropriate histopathological evaluation of the tissues.

2.3. PDT efficiency combined with nanoemulsions

The anti-tumor efficiency was analyzed by comparing tumor growth between
groups before and after the treatments. The Kaplan-Meier method was used to estimate
the time of tumor expansion for each group. Tumor growth was visually identified from
the 7" day of 4T1 cells inoculation. Different treatments started on the 12" day, and the
animals were euthanized on the 15" day. Tumor weight was assessed after euthanasia and

volume along the experiment were measured according to the formula:

mm? = 0.52 x L (Length) x W? (Width)

1)
2.4. Immunohistochemical Assays

Expose Rabbit Specific HRP/DAB Detection Kit (ab80437 Abcam, UK) was used.
The slides were deparaffinized in xylol and rehydrated in a decreasing series of ethanol.
Soon after, they were washed with distilled water for 5 minutes and kept for 45 minutes
in a steam pan at 96°C with citrate buffer (pH 6.0) for antigenic recovery. After
stabilization at room temperature, the slides were washed with TBS buffer (3x5min) and
incubated with 0.1% H>O- solution ready for use (hydrogen peroxide block) for 10
minutes. After a new wash with TBS (2x5min), a ready-to-use protein blocking solution
was added for 10 minutes as described by the manufacturer, and later the slides were
rewashed in TBS buffer (2x5min). In the end, the slides were incubated with rabbit
polyclonal primary antibodies Ki67 (1:500, ab15580, Abcam, UK), activated Caspase-3
(1:100, ab13847, Abcam, UK), VEGF (1:100, ab46154, Abcam, UK) or CD31 (1:50,
ab28364, Abcam, UK) diluted in 1% albumin and kept at 4°C overnight. The slides were
then washed in TBS buffer (3x5min) and incubated with the specific secondary conjugate
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HRP rabbit for 30 minutes. Revelation was carried out with a chromogenic substrate DAB
(3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride) and counterstained with hematoxylin.

For evaluation of VEGF and Caspase-3 expression, ImageJ software (version 1.52,
Bethesda MD, NIH, USA) was applied. The slides were digitized using a BX-60 optical
microscope (Olympus, Japan) coupled to a computer with the DP-BSW V3.1 software
(Olympus, Japan), and 10 random photomicrographs were captured using a 40x objective.
In each acquired field, 20 points were randomly scored, totaling 200 points, referring to
the average intensity of immunostaining for each animal, according to Jardim-Perassi et
al. [13]. Values were obtained as arbitrary units (a.u) and represented by mean optical
densitometry.

CD31 expression analysis was performed using ImageJ software, and 10
immunoreactive visual fields in 40x magnification were captured. Color deconvolution
was applied using a macro that defines hematoxylin and DAB vectors in the software to
isolate the DAB stain from the image contrast, as described by Bouzin et al.[14]. The
same parameters were applied to all slides. The results were expressed as Staining Index

(SI) according to the following formula:

S.1 = (Annotation ratio) x (%Stained area) x (Staining intensity)

()

*Where: the annotation ratio is the percentage of the outlined area of each field obtained from the tumor,
% of the stained area is calculated as (stained area/tissue area)*100, and the staining intensity is calculated

as (255-average intensity of colored pixels).

Ki67 expression evaluation was performed by the average of marked cells
proportion (%). Twenty random visual tumor fields from each animal were acquired with
a 100x objective under the bright field microscope as mentioned above and analyzed
using Image-Pro Plus 6.1 software (Media Cybernetics Inc., Silver Spring, MD, USA).
The parameter used to define Ki67 expression was the presence of nuclear staining, where

positive and negative cells for all photographed visual fields were manually quantified.

2.5. Stereological Analysis

Five cross-sections from the central and peripheral regions of the tumors were

stained with H&E. The slides were digitized in 10x magnification using a BX61VS
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camera (Olympus, Japan) coupled to an Olympus VS120 Virtual Microscope Slide
Scanning System (VS120-S5) from the same company and analyzed in an imaging system
with the Image-Pro Plus 6 software using the proposed M130 multipoint system by
Weibel [15]. This method using the software's grid mask tool was applied to chosen slices
from the tumors of each animal, so that 25 images per group were analyzed by this
method. The percentage index of proliferation, initial necrosis, advanced necrosis,
cribriform pattern, adjacent tissues, and space was noted, being of interest for this study,

the first three criteria.

2.6. PCR arrays

Total RNA from tumors induced by the 4T1 cell line untreated (Control) and treated
with nanoemulsion associated with visible light activation (NE-PcDoxo + PDT) were
isolated using the RNeasy mini kit according to the manufacturer’s instructions (Qiagen,
Germany). Total RNA (2 pg) from each group was reverse transcribed using the first-
strand cDNA synthesis kit for RT-PCR (Qiagen, Germany), following the manufacturer's
instructions. Nuclease-free water was used to dilute the amplified cDNA and was added

to the RTZqPCR SYBR Green Master Mix (Qiagen, Germany). After, 25 ul of the
experimental cocktail was added to each well to analyze the expression of 84 target genes
for drug development and other 84 genes involved in apoptosis. For this, the Mouse
Cancer Drug Targets RT? Profiler PCR Array (PAMM-507ZA) and Mouse Apoptosis
RT? Profiler PCR Array (PAMM-012ZA) were used according to the manufacturer's
instructions (Qiagen, Germany). Real-time PCR was performed on the Applied
Biosystems 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA), and all
experimental samples were in triplicate. Data from the PCR Array was collected, and
differential expression of genes was analyzed by Qiagen Web Portal

(https://www.giagen.com/br/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-overview-

page/).

2.7. Statistical analysis

Data were previously subjected to descriptive analysis to determine normality. For
samples with normal distribution, the different treatment groups were compared by
Analysis of Variance (ANOVA) followed by the Bonferroni post-test. For those with non-
normal distribution, the Kruskal-Wallis post-test was used for multiple comparisons. All
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values obtained were expressed as mean * standard error using GraphPad Prism 7
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Any p-value of 0.05 was considered
statistically significant.

3. Results

3.1. Efficiency of nanoemulsions combined with PDT

The analysis of the tumor growth curve showed that the treatment with NE-PcDoxo
+ PDT has a significant reduction of tumors in comparison to the other groups (p<0.01)
except for the NE-Pc + PDT + NE-Doxo group (Figure 1). After euthanasia and tumor
removal, a new ex vivo analysis was performed, in which a statistically significant
difference was observed between tumor volume from mice treated with NE-PcDoxo +
PDT (p<0.001) (Figure 2A, C). The same was observed for tumor weight (p<0.01)
(Figure 2B) about the other groups (Figure 2A, D). For this reason, only the combined
treatment (NE-PcDoxo + PDT) was chosen for performing the PCR array experiments
for differential gene expression evaluation.

500 —+—NE-Doxo

NE- X0 +
450 T ~#-NE-PcDoxo +PDT

400
250 —+—NE-PcDoxo

300 NE-Pc +PDT

250
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Tumor volume (mm?)

150

100

50

0
0 12 15
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Figure 1: Tumor growth curves in the evaluated groups from the day experiment started
(day 0) and the day of euthanasia (day 15). * p<0.01.
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Figure 2: (A) Breast tumor volume of murine after euthanasia among different treatments
applied. (B) Tumor weight after euthanasia. (C) Macroscopic aspect of a tumor treated
with NE-PcDoxo + PDT showing a significant decrease in relation to the (D) 4T1 control
mammary tumor (without treatment). Significant p-value in the ANOVA test followed by
Kruskal-Wallis (£ S.E.M. * = p <0.01 and ** = p <0.001 in comparison to control group).

3.2. Tumor characterization

Tumor sections obtained were stained with HE (Figure S1A). It was possible to
identify three distinct cell patterns: (i) peripheral tumor regions with a predominance of
proliferative cells (Figure 3A; Figure S1C), with a high supply of blood vessels (Figure
S1D); (ii) central regions of the tumor taken by initial necrosis, with evidence of pyknotic
nuclei, chromatin condensation and cribriform patterns (Figure 3B); and (iii) central
regions with an advanced stage of massive tissue necrosis, showing karyolysis with
swollen nuclei and a gradual or total loss of chromatin which may degenerate totally, also
with hemosiderin deposits due to hemoglobin degradation caused by tissue hypoxia

(Figure 3C). These regions also showed extensive marking for caspase-3 (Figure S1B).
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Figure 3: Histological section of tumor tissue from animal treated with NE-PcDoxo +
PDT. (A) Peripheral tumor region with prevalence of proliferative cells. (B) Initial
necrosis with evidence of pyknotic nuclei and formation of cribriform patterns (arrow).
(C) Advanced stage of tissue necrosis showing karyolysis and hemosiderin deposits
(arrow). Main figure: 4x magnification, scale bar 200pm. A, B and C: 20x (main figures,
scale bars of 50um) and 100x magnification (panels, scale bars of 10um).

Stereological analyses showed that the group NE-PcDoxo + PDT and the group
NE-Pc + PDT + NE-Doxo showed a reduced proliferation area in comparison to the
control group (40.8%), with an average proliferative area of 24.8% and 26.2%,
respectively (p<0.0001) (Figure 4A). In contrast, these groups showed average rates of
initial necrosis of 23.2% and 22.7% respectively (p<0.001), similarly as the group that
received laser irradiation (22.4%), showing an increase (p<0.01) when compared to the
control group (17.3%), as shown in Figure 4B. Cellular regions showing complete
karyolysis and, consequently, advanced necrosis stage were increased after NE-PcDoxo
+ PDT treatment (8.7%) when compared to control (5.3%) (p<0,01). The opposite was
observed for the group treated with NE-Pc + NE-Doxo, which had a decreased percentage
area of advanced necrosis (1.2%) (p<0,001) (Figure 4C), confirming that in addition to
chemical components, the laser was essential for an excellent anti-tumor effect. It is worth
mentioning that treatments were only statistically different regarding the proportion of
necrotic area since 4T1 grown tumors are very aggressive and naturally present necrosis
due to tissue hypoxia, which was also observed by Jurczyszyn et al. [16].
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Figure 4: Stereological data of 4T1 strain mammary tumors subjected to different
treatments. A) Proliferative areas; B) Initial necrotic areas; C) Advanced necrotic areas.
Significant p-value in the ANOVA test followed by Bonferroni (£ S.E.M * = p <0.01; **
= p <0.001; *** = p <0.0001 compared to control group).

3.3. VEGF, CD31, Caspase-3 and Ki67 protein expression

VEGF expression decreased in NE-Doxo, NEPcDoxo + PDT, and NE-Pc + PDT +
NE-Doxo treatments when compared to the control group (p<0.0001) but showed a
significant increase in NE-PcDoxo treatment (p<0,0001) (Figure 5). CD31 expression
showed no statistical difference between treated and control groups neither by staining
index and vascular micro density by the percentage of the marked area (Figure 6).
Although all groups had a significant increase of caspase-3 expression in comparison to
control (p<0.0001), the treatment with laser irradiation had less caspase-3 expression
(p<0.001) (Figure 7). Expression of Ki67 showed a significant decrease in the groups NE-
PcDoxo + PDT and NE-Pc + PDT + NE-Doxo when compared to control (p<0.0001)
(Figure 8).
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Expression of VEGF in mice breast cancer
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Figure 5: VEGF expression in tumors from animals of the control group and subjected to different
treatments. Micrographs in 40x magnification (Bars in 20um scale). Significant p-value in the
ANOVA test followed by Bonferroni (x S.E.M. *** = p <0.0001 compared to the control group).
Legends: (1) NE-Doxo: nanoemulsion with doxorubicin without PDT sessions; (2) NE-PcDoxo
+ PDT: nanoemulsion containing chloroaluminum phthalocyanine and doxorubicin associated
with photodynamic therapy; (3) NE-Pc + PDT + NE-Doxo: nanoemulsion containing
chloroaluminium phthalocyanine associated with photodynamic therapy and 24 hours later
administration of nanoemulsion containing doxorubicin - after the first PDT session; (4) Control
41 breast cancer mice; (5) NE-PcDoxo: nanoemulsion containing chloroaluminum phthalcianine
and doxorubicin without PDT sessions; (6) NE-Pc + TFD: nanoemulsion containing
chloroaluminum phthalocyanine associated with photodynamic therapy; (7) Laser Irradiation; (8)
NE-Pc + NE-Doxo: nanoemulsion containing chloroaluminum phthalocyanine and 24 hours later
administration of nanoemulsion containing doxorubicin without PDT sessions.
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Expression of CD31 in mice breast cancer
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Figure 6: Vascular microdensity (MDV) by staining index and the % of marked area shown by
the expression of CD31 in tumor tissue of the animals from control group and subjected to
different treatments. Micrographs in 40x magnification (Bars in 20um scale). Non-significant p-
value in the ANOVA test followed by Bonferroni.
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Expression of Caspase-3 in mice breast cancer
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Figure 7: Caspase-3 expression in tumor tissue from animals of the control group and subjected
to different treatments. Micrographs in 40x magnification (Bars in 20um scale). Significant p-
value in the ANOVA test followed by Bonferroni (= S.E.M. *** = p <0.0001 compared to the
control group; ** = p <0.001).



Expression of Ki67 in mice breast cancer
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Figure 8: Ki-67 expression in tumor tissue from animals of the control group and subjected to
different treatments. Micrographs in 40x magnification (Bars in 20um scale). Significant p-value
in the ANOVA test followed by Bonferroni (£ S.E.M. *** = p <0.0001 compared to the control

group).

3.4. Differential expression of anticancer and apoptosis target genes

The PCR array for drug targets evaluated 84 genes. From these, 6 genes showed

decreased expression in the group that received intratumoral administration of conjugated

nanoemulsion (NE-PcDoxo + PDT) compared to the control group (Table 1).

Table 1: Overview of the differentialy expressed genes related to the response to antitumor drugs

in the tumors after the NE-PcDoxo+PDT treatment.

Gene Symbol Fold Regulation p-value
CDK2 -2.33 0.028511
ERBB2 -2.07 0.035297

FIGF -3.49 0.038872
IGF2 -3.50 0.008166
PARP4 -2.50 0.041034

PGR -2.27 0.019876
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Four essential pro-apoptotic genes showed significant overexpression with a fold
change >2: ABL1, CD70, CRADD, FASL, and NMES5. In contrast, the anti-apoptotic genes
BCL2L10 and NOL3 showed significantly decreased expression with fold change < 2
(Table 2).

Table 2: Overview of the differentialy expressed apoptosis genes in the tumors after the NE-
PcDoxo+PDT treatment.

Gene Symbol Fold Regulation p-value
ABL1 6.13 0.005706

BCL2L10 -7.28 0.000273

CD70 2.90 0.002337

CRADD 2.19 0.002036

FASL 2.23 0.011397

NME5 2.44 0.029019

NOL3 -115,20 0.001693

4. Discussion

PDT has shown significantly effective against several types of cancer [6]. ROS
generated by PDT can react with biomolecules, and the damage to them can (i)
irreversibly damage the tumor cells resulting in necrosis, apoptosis or autophagy, (ii)
cause tumor ischemia (vascular injury), (iii) and activate the immune response against
tumor antigens. Apoptosis and necrosis share common activation pathways and this
implies that inhibition of apoptosis redirects cells to necrosis so that cells are destroyed
regardless of the mechanism involved [6].

Our results demonstrated that there was a tumor regression after NE-PcDoxo + PDT
treatment at the same time that extensive necrosis was observed. Jurczyszyn et al. [16]
showed that a porphyrin derivative (DTDB-PDT) was able to reduce the size and cause
83.3% of necrosis in 4T1 breast tumors. The tumor regression observed was more
significant and may be explained by the long time from treatments until euthanasia and
to the laser energy applied, which was higher. Photosensitizer porphyrin-derived + PDT
led to histological changes correlated with acute necrosis with hyperchromic nuclei,
karyolysis, pycnosis, and nuclear vacuoles in Walker tumors [17] and liposomal AlPc
treatment for tongue tumors induced 90% of necrosis, characterized by an amorphous
eosinophilic tissue without the integrity of the cytoplasmic membrane and absence of cell
nucleus [18], both studies corroborating our findings.

The formation of blood vasculature is a mandatory step to sustain the influx of
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essential nutrients to the tumor mass. Vascular endothelial growth factor (VEGF) is a
potent angiogenic factor, which receptors are expressed in endothelial and tumor cells,
where it can protect cells from apoptosis and increase their resistance to conventional
chemotherapy and radiation therapy [19]. Our treatment with NE-PcDoxo + PDT
decreased VEGF expression, providing a good prognostic than conventional therapies
currently used. Similar results was described after PDT regimen which reduced size of
tumors and the spread of metastases [20].

Apoptosis is a complex programmed cell death that includes several cell pathways
and is initiated through the activation of death receptors or mitochondrial release of
cytochrome c [21]. Xenotransplanted mice with colorectal cancer showed an increase in
caspase-3 after treatment with PDT using Pc4 photosensitizer [22], corroborating our
results. There are in vitro studies describing this pattern after PDT for different
photosensitizers in BC [23, 24]. Our study is unprecedented in the literature since it
analyzes caspase-3 activity by immunohistochemistry in vivo using chemotherapeutic and
photosensitizer association with PDT.

We found a significant decrease in Ki67 positive cells and these data corroborate
previous in vitro results since it was observed that 4T1 cells stopped in the subG1 phase
after treatment, and this protein is not expressed in this stage of cell cycle [12]. A study
observed a significant decrease of Ki67 expression in mice with BC treated with
doxorubicin and chlorine e6 nanoparticles + PDT [25] corroborating our findings.
Another regimen of ALA-PDT can inhibit the proliferation of A431 and COLO-16 cells
and promote apoptosis. These factors correlate with tumor size [26], as observed in our
study after NE-PcDoxo + PDT application.

Essential drug target genes were downregulated after NE-PcDoxo + PDT: CDK2,
ERBB2, and IGF2. Cyclin-dependent kinase 2 (Cdk?2) is a critical enzyme in the transition
of cells from G1 to S phase, and evidence indicates that CDK2 promotes
hyperproliferation and is associated with poor prognosis in multiple cancer cells [27].
Patel et al. [28] demonstrated that inhibition of CDK2 induces a potent and durable
response against breast cancer cells. The ERBB2 gene (also known as HER2 or NEU) is
overexpressed in about 30% of breast cancers and disrupts standard cellular control
mechanisms, generating aggressive tumor cells. High expression of ERBB?2 is correlated
with concomitant overexpression of FIGF in breast cancer [29] and our treatment
proposed led to negative regulation of this gene concomitantly with FIGF.

The insulin-like growth factor 11 (IGF2) is the most intrinsically regulated of all
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characterized growth factors and it is well known for their mitogenic activities, so, IGFs
can stimulate growth and differentiation in many tissues [30]. A study by Tominaga et al.
[31] showed that IGF2 overexpression increases the ability to initiate tumor in MCF7
cells. Therefore, a decrease in these genes expression after NE-PcDoxo + PDT confirm
its efficiency.

Regarding the genes involved in the apoptosis pathway, ABL1, CRADD, FASL,
BCL2L10, and NOL3 are noteworthy in this study. The ABL oncogene encodes a tyrosine
kinase distributed in the nucleus and cytoplasm of proliferating cells. In the nucleus, c-
ABL activity is negatively regulated by the protein retinoblastoma and positively
regulated by signs of DNA damage [32]. CRADD encodes an adapter protein containing
a death domain (DD) motif similar to that of FADD. This protein recruits caspase 2 in
cell death signal transduction complex, which includes tumor necrosis factor receptor 1
(TNFR1A) and RIPK1/RIP kinase; therefore, it acts by promoting apoptosis [33]. FAS
(also known as Apo-1 or CD95), a potent member of the death receptor family, plays a
crucial role in extrinsic apoptotic signaling in many cell types. Breast tumors exhibit
negative FAS regulation or loss of function, conferring resistance to the death signals
induced by the immune system [34]. The increased expression of these genes observed
suggests cell death induction in breast tumors.

The B-cell lymphoma-2 protein family (BCL-2) is one of the primary regulators of
apoptosis, and is located predominantly in mitochondria, the critical decision point of
cytochrome c regulation and release [35]. BCL2L10 is overexpressed in BC [36] and NRH
homologous of BCL2L10 was found to be overexpressed in >45% of a large cohort of
invasive breast carcinomas, correlating with reduced metastasis-free survival and defined
as a poor prognosis marker [37]. The NOL3 gene encodes ARC protein (apoptosis
repressor with CARD domain) and it has an anti-apoptotic function that regulates
enzymatic activity of caspases -2,-8 and tumor suppressor protein p53, capable of
specifically inhibiting both intrinsic and extrinsic cell death pathways [38]. Increased
expression of NOL3 was associated with glioblastoma progression due to decreased
apoptosis [39] and the silencing of NOL3 in BC mouse model led to a decrease in the
primary tumor, limited the invasion and circulating cancer cells [40]. Therefore, NE-
PcDoxo + PDT treatment was considerably able to decrease the expression of described
genes, contributing to the activation of cell death pathways. These mechanisms are added
to the promising results of the decrease in tumor volume and weight observed in the

eligible treatment proposed.
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5. Conclusion

Our results demonstrated tumor regression through apoptosis and extensive
necrosis after NE-PcDoxo + PDT administration. Besides, we also observed a decrease
in VEGF and Ki67 levels, decrease in some drug target genes expression, and an increase
in the expression of genes involved in apoptosis pathway. Synergistic treatments
involving photosensitizer and chemotherapy delivery plus PDT provided a good
antitumor response. Thus, this combined therapy can considerably block tumor breast
development, providing a better prognostic than conventional therapies currently used
and is considered a promising solution among new targeted anti-tumor therapies.
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Figure S1: Histological section of a tumor after treatment with NE-PcDoxo + PDT. A) H&E
staining in 4x magnification. B) Caspase-3 immunostaining showing cell death at the central
region of the tumor, 4x and 100x magnification. C) Ki67 immunostaining showing proliferative
cells in the periphery not overlapping Caspase-3 staining, being clearly separated, 4x and 100x
magnification. D) CD31 immunostaining showing blood vessels only in the periphery of the
tumor, 4x and 100x magnifications. Scale bars 200um and 10um, respectively.
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CAPITULO 3

6. CONCLUSOES

No estudo in vivo para analise da eficiéncia do tratamento sinérgico proposto,
independente do tempo de tratamento e doses de irradiagdo, conclui-se que apds
administracdo de NE-PcDoxo + TFD ocorreram:

- Regresséo tumoral por apoptose e extensa necrose apds administracdo de NE-
PcDoxo + TFD;

- Diminuicdo dos niveis de VEGF e Ki67, sugestivos de colapso vascular e
diminuicdo do indice mitotico, respectivamente;

- Diminuicédo da expressdo de genes-alvo de farmacos;

- Aumento da expressdo de genes envolvidos na via de apoptose.

Diante do exposto, os tratamentos sinérgicos envolvendo fotossensibilizador e
administracdo de quimioterapia mais TFD forneceram uma significativa resposta
antitumoral. Assim, sugere-se que esta terapia combinada pode bloquear
consideravelmente o desenvolvimento do tumor mamario, proporcionando um melhor
progndstico do que as terapias convencionais utilizadas atualmente e é considerada uma

solucdo promissora entre as novas terapias antitumorais direcionadas.
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