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RESUMO

SEKIMOTO, L. S. A. Avaliagdo da terapia fotodindmica em cultivo celular
tridimensional de melanoma humano. 2016. 103 p. Dissertagédo (Mestrado em Ciéncias) -
Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos, 2016.

O melanoma representa 4% dos tipos de neoplasias cutaneas e causa 79% de morte por
doengas de pele no mundo. Um dos grandes problemas relacionados ao tratamento de
melanoma advém da sua resisténcia as terapias convencionais e, assim, a terapia fotodinamica
surgiu como uma alternativa terapéutica promissora, devido ao seu papel no tratamento de
diversos tipos de cancer, além de outras doencas de pele. Ela é baseada no acimulo seletivo
de uma molécula fotoativa no tecido alvo, seguida da iluminacdo por uma fonte de luz, cujo
comprimento de onda é especifico para a excitacdo dessa molécula, ocasionando no dano
celular. Neste estudo, foram realizados experimentos in vitro investigando a resposta
fotodindmica em melanoma humano, através de um modelo de tumor tridimensional por
levitacdo magnética. Inicialmente, um protocolo de obtencdo dos tumores de melanoma foi
desenvolvido para avaliacdo da terapia em diferentes doses de luz e concentragdes de
fotossensibilizador. Em seguida, ensaios de cinética e quantificacdo intracelular com dois
fotossensibilizadores, Photogem® e Photodithazine®, também foram feitos com o intuito de
averiguar a sua distribuicdo, bem como tempo de internalizacdo nos tumores. Tendo
estabelecido que a incubacio por 16 horas com Photodithazine® foi o parametro experimental
mais adequado, a terapia fotodinamica foi realizada, em sessdo Unica, com irradiacdo em 660
nm em tumores de duas diferentes espessuras. Logo, testes de citotoxicidade foram utilizados
para comparar os resultados de ambas as condigdes, onde se notou que 0 aumento na
espessura atenuou o dano oxidativo decorrente da terapia. Além disso, foi observado que o
acréscimo na dose de luz ndo acarretou em mudancas muito significativas na morte celular.
No entanto, o maior dano celular, de aproximadamente 90% de morte, foi obtido com 100
pg/mL de Photodithazine® e iluminacdo com 60 J/cm?, resultando na desagregacdo dos
tumores, efeitos promissores da terapia no melanoma. Uma possivel alternativa sugerida para
aprimorar a eficiéncia fotodindmica, seria a aplicagdo de mais sessdes de terapia
fotodindmica, uma vez que os experimentos realizados nesse trabalho foram com uma sessao

e, esse procedimento, poderia ocasionar em maior morte celular.

Palavras chaves: Terapia fotodinamica. Cultivo tridimensional. Melanoma humano.






ABSTRACT

SEKIMOTO, L. S. A. Evaluation of photodynamic therapy in three-dimensional culture
of human melanoma cells. 2016. 103 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Instituto de
Fisica de Séo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sao Carlos, 2016.

Melanoma accounts for 4% of skin cancers and causes 79% of death from skin diseases
worldwide. A major problem associated with melanoma treatment is due to its increasingly
resistance to conventional therapies. Thus, photodynamic therapy has emerged as a promising
alternative modality to several types of cancer and other skin disorders. It generally involves
the selective accumulation of a photoactive molecule in target tissue, followed by illumination
with light source of an appropriate wavelength, to excite this molecule, resulting in cell
damage. This study sought to investigate the photodynamic response in human melanoma,
through a three dimensional tumor model by magnetic levitation. Initially, a protocol to obtain
melanoma tumors was developed, to evaluate the therapy at different doses of light and
photosensitizer concentrations. Posteriorly, kinetic assays and intracellular quantification with
two photosensitizers, Photogem® and Photodithazine®, were also carried out in order to
ascertain its distribution, as well as time internalization in tumors. Having established that
incubation for 16 hours with Photodithazine® was the most suitable experimental parameter,
photodynamic therapy was performed in a single session, with irradiation of 660 nm in two
tumors, different in thicknesses. Therefore, cytotoxicity tests were used to compare the results
of both conditions, where it was noted that the increased tumor depth may attenuate oxidative
damage, induced by the therapy. Furthermore, it was observed that the increase in light dose
did not result in significant changes in cell death. Nevertheless, the greater cell damage,
approximately 90% kill was obtained with 100 ug/mL Photodithazine® and illumination with
60 J / cm?, causing tumor breakdown, which is a promising effect in melanoma therapy. An
alternative suggested to enhance the photodynamic efficiency, would be to apply more

sessions of photodynamic therapy, so this procedure could result in increased cell death.

Keywords: Photodynamic therapy. Three-dimensional cell culture. Human melanoma.
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atingir confluéncia e sdo incubadas com nanoparticulas ferromagnéticas. b) Depois de um
tempo de incubacdo (usualmente overnight) as células sdo removidas e transferidas para
placas de Petri (ou placa multipogos). ¢) O dispositivo magnético, com o imé, é colocado
nesse esquema sobre a placa. d) Depois de alguns minutos as células levitam na interface
ar-meio e depois de um tempo adequado para cada tipo celular, formam configuracéo
tridimensional. €) Cultura de células de glioblastoma forma um agregado e levita na
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morfoldgicas entre o tumor em modelo xenogréafico e 3D in vitro por levitagdo magnética.
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Imagem de microscopia Optica da linhagem de melanoma humano G361, em aumento de
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Teste de excluséo do corante trypan blue. a) Representacdo da Camara de Neubauer na qual
aliquota da suspensdo de células coradas é colocada. b) No centro da cAmara hé linhas
perpendiculares com marcagfes em trés diferentes tipos de quadrantes. A escolha da
contagem das células em cada tipo ocorre de acordo com o tamanho das células utilizadas.
Considerando que as células de mamiferos como as de melanoma sdo grandes, 0s

quadrantes usados sdo os marcados em azul. Assim, as células sdo contadas nos quatro
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com posicionamento do arranjo de magnetos sobre a placa. ¢) As células podem se agregar
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Montagem do sistema de levitagdo magnética em placas de 24 pocos. a) As células

contendo nanoparticulas ferromagnéticas sdo transferidas na placa multipocos. b) Tampa de
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isolamento é encaixada sobre a placa e, em seguida, 0s 24 imas de neodimio. c) Com a agdo
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permitindo maiores graus de liberdade e interagdes em diferentes planos das células de
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a) Estrutura monomérica do Photogem®. Os grupos substituintes R; e R, se ligam aos
grupos CH=(OH)CHs;, CH=CH, ou a outra molécula do monémero. J& os grupos Rz € R, se
ligam a molécula de hidrogénio ou ao proprio mondémero. b) Espectro de absorbancia

normalizado do Photogem® em PBS pH=7,4. O lado esquerdo representa a banda de Soret,

enquanto o lado direito do grafico as quatro bandas Q. ...........ccecevviiereieiieneie e

a) Estrutura quimica do Photodithazine®. b) Espectro de absorbancia do Photodithazine®. O
lado esquerdo do grafico demonstra a banda de Soret com maximo em 401nm. Por outro

lado, o lado direito apresenta os valores das trés bandas Q, com maximos em 505nm,
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Protdtipos para irradiacdo de placas multipocos (Biotables). a) Para irradiacdo em placas de
96 pogos a irradidncia média € de 20,94 mW/cm2 por poco. b) Nesse caso, para iluminacao
em placas de 24 pocos, ha 24 suportes de borracha sobre a Biotable, fornecendo irradiancia
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Representacdo esquemética da disposicdo dos pocos. a) Triplicata das diferentes
concentragdes (em pg/mlL) de PDZ. Ha menor nimero de pogos em comparacdo ao
Photogem®, pois 0 PDZ é descrito na literatura que é mais téxico, logo ndo havia

necessidade de se incubar com concentragdes mais altas. b) Concentragdes (em pg/mL) de
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Protocolo experimental da terapia fotodindmica em tumores sélidos de melanoma.
Inicialmente os tumores de diferentes espessuras, previamente obtidos, sdo incubados com
PDZ em diferentes concentracBes atoxicas e levados a estufa umidificada por 16 horas
(overnight). Apds incubacdo, o fotossensibilizador é retirado dos pogos, as amostras
lavadas com PBS e, por fim, meio McCoy sem fenol é acrescentado para posterior
irradiagcdo. As Biotables (com arranjo para 96 pogos e 24 pogos) fazem a irradiacdo a 660
nm dos tumores em diferentes doses de luz. Em seguida, meio é substituido para McCoy

com fenol suplementado com 15% de soro fetal bovino e novamente levado a estufa para se

avaliar a resposta fotodindmica apds 24 horas do tratamento. Escala: 200 pm. ..........ccceevenene
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Gréficos normalizados de absorbancia em funcdo da concentracdo de fotossensibilizadores.
Ambos compostos foram diluidos em meio McCoy sem vermelho de fenol, resultando em
diferentes solugdes com concentragdes variaveis, até 150 pg/mL. a) No maximo de
absorcéo de 660 nm, é possivel observar a dependéncia linear das medidas de absorbancia
de acordo com 0 aumento na concentragéo de Photodithazine®. Contudo, nota-se o inicio de
uma saturacdo desse fotossensibilizador para a maior concentracdo, o que se infere a
possibilidade de agregacdo para maiores concentracdes. b) Novamente no maximo de

absor¢do em 630 nm, percebe-se a linearidade dos dois pardmetros absorbancia e
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concentragdo. No entanto, o efeito do principio de saturagdo ndo é observado para o
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Gréficos de citotoxicidade no escuro para Photogem® e Photodithazine® pelo teste
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Imagens espectrais, com aumento de 20 vezes, de tumores de melanoma incubados com
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Imagens de fluorescéncia em microscopia confocal de tumores de melanoma imersos em
solucdo de PDZ e Photogem®, ambos na concentragio de 50 pg/mL. Destaque para a
distribuicdo homogénea do PDZ nas culturas em detrimento da heterogénea para o
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Curvas de padronizacéo do PDZ e Photogem® a partir das intensidades de fluorescéncia em
660 nm e 630 nm, respectivamente. A excitagio foi de 405 nm e ambos

fotossensibilizadores estavam diluidos na solucéo de lise, contendo DMSO 90% e PBS

10%. Os experimentos foram realizados em tripliCata. .........ccoceovvereiiiencinenee e
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de 96 pocos) com diferentes doses de irradiacdo, atraves do ensaio de MTT. Cada dose de
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Imagens em microscopia optica dos tumores de melanoma humano (com 80 pum de
espessura) apos 24 horas da TFD em 20 J/cm2. A letra C representa 0 grupo controle,

enquanto os demais niimeros as concentragdes de Photodithazine® utilizadas. Escala: 200
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1 INTRODUCAO

1.1 MELANOMA

O melanoma é um tipo de tumor maligno que consiste na multiplicacdo anormal dos
melanocitos, células produtoras de melanina, pigmento responsavel pela cor da pele.
Normalmente envolve a pele (nesse caso chamado de melanoma cutaneo), contudo, também
pode estar presente nos olhos, meninges ou varias outras mucosas do corpo.® O melanoma
cuténeo pode se originar da pele normal sadia ou de lesGes pigmentadas pré-existentes. De
modo geral, representa 4% dos tipos de neoplasias cutaneas e causa 79% de morte por
doencas de pele, sendo sua alta taxa de mortalidade atribuida a capacidade de sofrer
metastase, o que desfavorece seu prognastico.

Desde a década de 1970 a incidéncia de melanoma maligno vem crescendo de forma
significativa, aproximadamente 4% ano nos Estados Unidos e, no Brasil, estima-se que cerca
de 6000 novos casos sejam diagnosticados por ano. Nessa conjuntura, o Brasil ocupa a 15°
posicdo quanto a incidéncia do melanoma no mundo e a maior presenca da doenca em
homens e mulheres ocorre na regido Sul do pais.?

A manifestacdo da doenca é decorrente de fatores de risco que se relacionam a
caracteristicas cutaneas, como pele clara, presenca de nevos atipicos, sardas, incapacidade de
bronzeamento, alguns fatores ambientais, como exposi¢do intermitente a radiacao ultravioleta
de fontes naturais (ocasionando queimaduras solares graves que podem futuramente se tornar
tumores), além do histérico familiar, idade, histérico prévio de melanoma e sistema imune
enfraquecido devido a outras doencas ou administracdo de farmacos.® Essas caracteristicas
definem os diferentes tipos de melanoma cutaneo, como também exemplificado na Figura 1:*

e Melanoma expansivo superficial (MES): Corresponde a 70% dos casos de
melanoma e aparece preferencialmente nos troncos de homens e membros inferiores
de mulheres, sendo entdo associado a exposicao solar. Origina-se a partir de um nevo
pré-existente e inicia uma fase de crescimento horizontal ou radial que evolui
lentamente para invasao da derme;*®

e Melanoma nodular (MN): Segundo tipo mais comum, correspondendo entre 10 a

25% dos casos de melanoma. Aparece mais frequentemente em homens do que em

mulheres (proporgdo 2:1). Apresenta-se como uma lesdo nodular de cor castanha ou

negra, com presenca de ulceracdes e sangramentos. Possui uma fase de crescimento
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horizontal curto ou ausente, porém, um crescimento vertical agressivo com metastases
precoces;*®

e Melanoma lentigo maligno: Pouco frequente (5% dos casos) e mais comum em
idosos. Apresenta mancha enegrecida de bordas nitidas e irregulares,
preferencialmente na face (em torno de 90%), maos e membros inferiores (10%);*°

e Melanoma lentiginoso acral (MLA): E o tipo de melanoma mais agressivo e
representa menos de 5% dos casos de melanoma, se localizando nas extremidades
digitais, nas regibes palmoplantares, mucosas e semimucosas. Aparece igualmente
tanto em homens quanto em mulheres. Na sua fase intraepidérmica inicial, possui
pigmentacéo irregular, posteriormente refletindo um padréo de crescimento invasivo

com regi&o nodular.*®

MELANOMA EXPANSIVO MELANOMA NODULAR MELANOMA LENTIGO MELANOMA LENTIGINOSO

SUPERFICIAL MALIGNO ACRAL

Figura 1 — Representagdo morfoldgica dos diferentes tipos de melanoma cutaneo.
Fonte: Adaptada de MACKIE.®

Para se identificar e diagnosticar um caso de melanoma, inicialmente se faz um exame
das marcas de nascenca e nevos com bordas irregulares que estejam acompanhados de
alteracdes na coloracdo, tamanho, forma e superficie ou que tenham ulceragcfes. Se o médico
suspeitar de uma mancha de pele, o diagndstico se baseia na bidpsia, ou seja, remocao total ou
parcial (caso a amostra seja muito grande) do tecido anormal, para posterior checagem da
presenca de células cancerigenas com auxilio de microscépio.” Uma vez que o melanoma seja
comprovado, se faz necessario saber a extensdo ou o estagio da doenca para que seja possivel
o0 tratamento do mesmo. Assim, ocorre 0 processo de estadiamento, que corresponde a uma
avaliacdo da espessura do tumor, sua extensdo nas camadas da pele e se prossegue invasao em
ganglios linfaticos vizinhos ou outras partes do organismo.®

O termo melanoma foi empregado inicialmente por Robert Carswell para descrever
lesdes malignas da pele. No entanto, foi em 1969, que Clark e colaboradores desenvolveram o

sistema de estadiamento para classificar os niveis de invasdo do tumor nas camadas da pele.’
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Em seguida (1970), Breslow aprimorou a classificacdo, avaliando a espessura do melanoma

através da profundidade do tumor em milimetros,™

culminando por fim, em 1992 com
Morton*! introduzindo o conceito de rastreamento linfatico pré-operatério e linfadenectomia
seletiva dos linfonodos marcados, permitindo a excisdo dos linfonodos relacionados as
cadeias de drenagem da area acometida pelo tumor, uma vez que estdgios avancados do
melanoma desenvolvem metastase para os linfonodos.” De acordo com o estadiamento, 0s
tumores de melanoma sdo classificados em diferentes estagios, conforme demonstrado na

Figura 2.

Epiderme

Melandcito

e ——

»‘,:1.

&gado
Figura2 — Esquema dos estagios do melanoma cutdneo. Inicialmente ha grande proliferacdo celular dos
melandcitos devido a alteragfes genéticas frequentemente oriundas de exposi¢do intermitente a
radiacdo ultravioleta. Esse crescimento celular anormal é acentuado na epiderme (in situ), sofrendo
aumento de tamanho radial e, por fim, vertical até atingir camadas inferiores da pele. Assim, o

cancer encontra a corrente sanguinea, o sistema linfatico e tecidos vizinhos e se espalha por outras
partes do corpo.

Fonte: Adaptada de HEALTHY... =
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Quando o diagndstico é precoce, 0 melanoma possui uma chance efetiva de cura de
80%, porém, uma vez que se ocorra metastase, 0 melanoma é reconhecidamente uma doenca
resistente as terapias existentes. A media de pacientes que sobrevivem dez anos apds o
diagnostico da doenca é de 24% no estagio quatro do melanoma, em detrimento aos estagios

iniciais nos quais a média é de 95%. ***°

O procedimento de linfadenectomia seletiva se baseia na inje¢do de substancia radioativa ou de um corante
azul (corante azul patente) perto do tumor. A substancia ou o pigmento flui através dos ductos linfaticos até
os linfonodos sentinelas, que sdo os primeiros linfonodos e mais provaveis de conté-los. O cirurgido remove
somente os linfonodos com o marcador e, posteriormente outros que tiverem células cancerigenas.
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De modo geral, os tratamentos convencionais acompanham o agravamento do tumor,
sendo a excisdo cirargica a principal, seguido da quimioterapia e radioterapia, que promovem
grandes efeitos colaterais. A remocdo cirargica do tumor € realizada em todas as fases do
melanoma, com uma excisdo local e de algum tecido normal em torno da neoplasia. Um
enxerto de pele substitui a que foi removida durante o procedimento. Embora frequentemente
utilizada, a cirurgia é raramente curativa porque o melanoma metéstico ocorre com facilidade
em muitos casos, 0 que a torna ndo indicada, dada a recorréncia da doenca. J& a quimioterapia
é um tratamento que usa farmacos para parar o crescimento das células cancerigenas, seja
danificando-as ou impedindo sua divisao. Seus efeitos colaterais no trato gastrointestinal e na
medula 6ssea sdo fortemente relatados, o que corrobora na eficacia limitada de seu uso. Além
disso, quando o paciente ja possui tumor em metastase, a neoplasia é praticamente incuravel e
o0 tratamento ocorre para aliviar sintomas e melhorar a qualidade de vida do paciente.

Considerando os fatos anteriormente elucidados, estudos em terapias alternativas para
melanoma sdo fortemente indicados e favoraveis, dada a gravidade da doenca além da baixa

eficacia dos tratamentos convencionais.
1.2 TERAPIA FOTODINAMICA

H& muitos anos a luz vem sendo utilizada como terapia. Na Grécia antiga 0s
beneficios da luz solar foram documentados, quando Herodotus no século VI a.C. relatou
indicios de crescimento 6sseo com acdo da radiacdo solar e Hipocrates definiu a helioterapia
para tratamento de diversas patologias. J& a terapia fotodinamica (TFD) teve inicio com 0s
egipcios, por meio da ingestdo de plantas e exposicao a luz do sol para tratar doengas como o
vitiligo.’® Entretanto, o emprego da técnica com sistematica cientifica comecou mais
recentemente. Em 1900, um estudante médico alemdo, Oscar Raab, descreveu a morte do
organismo Paramecia sob a a¢do do corante laranja de acridina e luz solar, enquanto em 1966,
estudos de Richard Lipson e colaboradores observaram a fluorescéncia de lesGes neoplasicas
mediante inje¢fes de solucdo pura de hematoporfirina na parede toracica de paciente com
cancer de mama, durante uma cirurgia.'’

No Brasil, a aplicagéo clinica da TFD é resultado de uma colaborag&o entre o Instituto
de Fisica de Séo Carlos da Universidade de Sdo Paulo (USP), a Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (USP) e o Hospital do Cancer Amaral Carvalho na cidade de Jau, Séo Paulo.
Este trabalho teve inicio em 1997 com o primeiro paciente tratado em 1999. Até final de 2003

esta colaboracao rendeu o tratamento de mais de 300 pacientes, sendo a maioria com cancer
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de pele ndo melanoma (na cabeca e pescogo), mas também em lesdes no es6fago, bexiga,
cancer de mama, entre outras doencas.*®

A TFD consiste na interacdo de trés componentes: fotossensibilizador (FS), uma
molécula fotossensivel que se concentra preferencialmente nas células (neoplasicas) que se
reproduzem rapidamente ou tecido alvo, luz de comprimento de onda especifico para ativacdo
dessa molécula e oxigénio molecular presente no tecido a ser tratado.'® O fundamento do seu
mecanismo de acdo se baseia em etapas de transferéncia e absorcéo de energia. Incialmente, a
molécula fotossensibilizadora absorve energia (fétons) proveniente da fonte de luz e pode
sofrer uma transicao eletrénica do seu estado fundamental singleto (Sp), com elétrons de spins
pareados em orbitais de menor energia, para um estado mais energético (S,) também singleto,
pois o spin do elétron no orbital excitado mantém sua orientacdo original. Considerando que
essa Ultima configuracdo € instavel, ha a possibilidade de decaimento até o menor nivel
vibracional (S;) e por fim, para o estado fundamental por liberagdo de energia néo radiativa
ou fluorescéncia, isto €, emissdo de um féton cujo comprimento de onda seja a diferenca de
energia entre os dois estados S; e Sp. Por outro lado, quando a absorcéo de fotons (da luz na
regido do UV-visivel) promove uma inversdo na orientacdo do elétron no orbital mais
energético, ocorre um cruzamento intersistema, no qual o FS vai para um estado tripleto
excitado (T1).” Nesse estado também instavel, pode ocorrer um decaimento para o estado
fundamental emitindo fosforescéncia, ou seja, radiacdo eletromagnética com maior tempo de
vida, ou interacdo com biomoléculas adjacentes como o oxigénio molecular, levando aos
efeitos citotdxicos desejados da TFD. A interacdo do FS no estado tripleto com moléculas do
ambiente se da por duas principais formas:*

e Mecanismo tipo I: Envolve producdo de formas radicais do substrato ou FS através
da transferéncia de elétron ou abstracdo de um &tomo de hidrogénio. Esses
intermediarios podem reagir com oxigénio e formar espécies reativas de oxigénio
(EROs), como peroxidos, ions superoxido e radicais hidroxila, que oxidam diversas
biomoléculas;

e Mecanismo tipo I1: Principal mecanismo e mediado pelo processo de transferéncia de
energia do FS no estado tripleto para o oxigénio molecular fundamental, favorecendo
conversdo de seu spin e formando uma espécie altamente reativa, 0 oxigénio singleto
(*O,). O oxigénio singleto é o principal desencadeador da citotoxicidade fotodinamica,
devido a alta eficiéncia da sua interacdo com diferentes biomoléculas, como por

exemplo, lipideos insaturados e proteinas, que sdo constituintes de membranas
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celulares, promovendo alteracfes na permeabilidade celular e levando & morte do

tecido alvo.?

Essas duas reacdes ocorrem simultaneamente, e a razdo entre esses processos depende
do tipo de fotossensibilizador utilizado, bem como concentracdo de substrato e oxigénio, e
afinidade do FS ao substrato.”® Além disso, ambos mecanismos geram espécies citotoxicas
que oxidam diversas biomoléculas essenciais, levando a lise ou inviabilidade celular e
induzindo apoptose ou dano direto por necrose. Por isso, a TFD tem sido utilizada como
tratamento alternativo para varias doencas. Todos esses processos estdo ilustrados na Figura

3, pelo diagrama de Jablonski.

Conversao

interna ]
S
1 Cruza.mento TIPO |
Intersistema AN -
Transferéncia de e
E— EROs Necrose
| T R >
1
.‘ TIPO Il Apoptose
‘ ‘ Transferéncia de
Fluorescéncia Fosforescéncia eqergia
‘ | 02
|
FS \/ -
- vV
0 Fotossensibilizador no estado fundamental
Figura3 — Diagrama de Jablonski para ilustrar os mecanismos de excitacdo da molécula de FS. O FS absorve

energia da luz passando para seu estado excitado singleto e, por relaxacdo, para o tripleto. No
estado tripleto, o FS excitado pode transferir energia para o oxigénio molecular, formando o
oxigénio singleto reativo, ou reagir diretamente com biomoléculas formando radicais livres que, ao
interagir com oxigénio, resultam em EROs. Essas moléculas resultantes (EROs e !O,)
desencadeiam reagdes responsaveis pela morte celular.

Fonte: Elaborada pela autora.

A TFD apresenta vantagens em relacdo a outros tratamentos. Possui certo grau de
especificidade baseado no acimulo do FS no alvo terapéutico, devido a diferencas entre o
tumor e tecido sadio como fisiologia, rede de irrigacdo e taxa de proliferacdo celular,
seletividade pelo baixo tempo de vida do oxigénio singleto que tem um raio de acdo de
poucos nanémetros (aproximadamente 20nm) do sitio alvo, apresenta auséncia de toxicidade
do FS, tem a habilidade de irradiar apenas o tumor e de tratar diversas lesdes simultaneamente
e, também gera poucos efeitos colaterais (como fotossensibilidade temporaria que pode ser
atenuada através da rapida eliminacdo do organismo), além de ser pouco invasiva.?* Essas
caracteristicas sdo positivas quando comparadas com os metodos convencionais de terapia

para cancer, como quimioterapia, radioterapia e remoc¢do cirurgica. Contudo, ela tem
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limitacdes, relacionadas & quantificacdo da dose e distribuicdo de luz, concentracdo do
fotossensibilizador e disponibilidade de oxigénio nos tecidos. Dessa forma, o aperfeicoamento
desses fatores é fundamental e confere o sucesso da técnica.

Os fotossensibilizadores sdo definidos como entidades quimicas, comumente
moléculas heterociclicas, que mediante absor¢do de luz induzem altera¢do quimica ou fisica a
outra entidade. Eles precisam apresentar certas propriedades especificas tais como: ser soltvel
e estavel a pH fisiologico dado que os FS séo distribuidos através da corrente sanguinea até o
tecido alvo; ser seletivo a células cancerigenas, sendo essa seletividade devido a diferencas
entre tecido tumoral e normal; ter tempo de incubagéo (intervalo entre administracdo e
iluminacdo) pequeno; ter alvo intracelular conhecido; ndo ser toxico no escuro e ter alta
absortividade molar na regido entre 600 a 850 nm, conhecida como janela terapéutica. Essa
janela terapéutica, ilustrada na Figura 4, € uma representacdo grafica do intervalo de
comprimento de onda adequado para que a irradiagdo atinja o alvo terapéutico, ou seja, reflete
a capacidade de penetracdo da luz em tecidos bioldgicos. Isso ocorre porque cromoforos
presentes no tecido apresentam absorcdo conhecida em determinados comprimentos de onda,
como a hemoglobina que possui alta absor¢do em intervalos inferiores a 600 nm e a 4gua cuja
absorcdo é acentuada acima de 1150 nm. Logo, para desconsiderar os efeitos dessas
moléculas fotorreceptoras na TFD deve-se utilizar uma fonte de luz cujo comprimento de
onda esteja no intervalo de baixa absor¢do dessas moléculas, entre 600 nm a 1200 nm.
Contudo, é importante lembrar que apenas até 800 nm ha producédo de oxigénio singleto, visto
que valores mais altos possuem energia insuficiente para iniciar uma reacdo fotodinamica, o
que corrobora no intervalo conhecido da janela terapéutica de 600 a 850 nm.” Desse modo,
para neoplasias que se localizam ou que atinjam até camadas mais profundas da pele, como
acontece com o0 melanoma em estagios mais avancgados, € interessante se utilizar uma fonte de
luz, que opere em comprimentos de onda (A) mais elevados, proximo ao infravermelho, pois

. . ~ . 12627
quanto maior A, maior a penetragdo no tecido.?
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Figura4 — Espectro de absor¢cdo da agua, hemoglobina (Hb), hemoglobina oxigenada (HbO,) e melanina,
componentes do tecido bioldgico. A intersecdo dos espectros que corresponde a baixa absorcdo
dessas moléculas receptoras é chamado de janela Optica.

Fonte: Adaptada de HAMBLIN et. al. %’

Pesquisas de TFD em melanoma demonstraram que ha experiéncias limitadas tanto in
vitro quanto in vivo. Um exemplo de aplicacdo da TFD em melanoma seria da injecéo
intravenosa de clorina eg na concentracdo de 5 mg/kg em pacientes e irradiacdo a 660nm, que
demonstrou resultados toleraveis de regressdo tumoral em melanoma metéstico.?® No entanto,
a maioria dos estudos apresentou recorréncia de melanoma pés TFD e a administracdo
sistémica de FS culminou em fotossensibilizacdo pouco seletiva, tanto do tecido tumoral
quanto sadio de animais. Um possivel limitante na utilizacdo da TFD em melanoma seria a
presenca de melanina intracelular, que torna as células de melanoma menos suscetiveis a
morte. 1sso ocorre, porque o pigmento tem a habilidade de agir como um antioxidante
intracelular, neutralizando espécies reativas de oxigénio e, também de competir pela absor¢édo
dos fétons, minimizando a taxa de excitagdo do fotossensibilizador.?® Portanto, a diminuicéo
dos niveis de melanina na pele ou aplicacdo de FS que absorva em comprimentos de onda
préximos ao infravermelho, mostram resultados promissores para TFD. Além disso, outro
fator bastante importante que limita a resposta fotodindmica no melanoma é a alta absorgéo
Optica na regido do visivel impossibilitando uma alta penetracdo da luz no tumor. Assim,
estudos extensivos em TFD para melanoma ainda sdo necessarios para que a TFD seja

reconhecida como uma terapia efetiva para melanomas cuténeos, especialmente avangados.



33

1.3 MODELOS DE TECIDO IN VITRO — METODO DE LEVITACAO MAGNETICA

A disponibilidade de ensaios in vitro que mimetizem o comportamento celular dos
tecidos em um organismo € um importante desafio para o desenvolvimento da industria
farmacéutica. As células cultivadas em monocamada (cultura bidimensional — 2D) séo
rotineiramente usadas como modelo de triagem convencional que antecede estudos em
animais e testes clinicos em humanos, para avaliar a eficacia e seguranca de diversas
moléculas com potencial terapéutico. Contudo, a maior parte dessas moléculas (em torno de
90%) ndo avanca para as proximas etapas do desenvolvimento clinico, devido 3,
principalmente, falta de eficacia ou toxicidade do composto estudado.®*® Em funcéo do alto
custo para aprovacdo das novas moléculas terapéuticas é imperativo que substancias
potencialmente ineficazes sejam eliminadas em etapas prévias, idealmente durante os testes
de cultura in vitro.

Dessa forma, embora a cultura 2D tenha sido utilizada na biologia celular por décadas,
com populacdes de células homogéneas dispersas em frascos ou garrafas de cultura, ela ndo
recria 0 ambiente natural das células em tecidos. As limitacBes presentes no cultivo 2D
incluem a falta de sinalizagdo célula — célula e célula com matriz extracelular, sendo que esses
sinais sdo essenciais para a diferenciacdo e proliferacdo celular, além de outras funcGes
celulares.*% Essas interaces intercelulares e célula com matriz estabelecem uma rede que
mantém a homeostase e especificidade dos tecidos. Como resultado, ha um crescente interesse
no desenvolvimento de técnicas de cultura que se assemelham mais com o tecido natural, para
predizer eventos in vivo. Assim, 0 uso de culturas tridimensionais (3D) in vitro tem sido
sugerido como uma ponte entre as culturas em monocamada e modelos animais.*

Atualmente, diferentes tipos de cultura 3D sdo desenvolvidos, como, por exemplo,
modelos em esferoides, arcaboucos de polimeros sintéticos e substratos de géis proteicos. Os
diferentes modelos de cultura 3D estdo demonstrados na Figura 5.2*% No entanto, esses
métodos possuem alto custo, alguns envolvem uma prévia fabricacdo do material suporte para
0 crescimento celular, que podem usar componentes e biomoléculas ndo-humanas e, outros
consomem um grande tempo de andlise, como o método de esferoide que necessita de trés a
quatro dias para formacdo do modelo. Com isso, 0 método de levitacdo magnética (MLM) foi
desenvolvido como uma metodologia relativamente econdmica e simples, por manter as
células em suspensdo, permitindo crescimento celular espacial irrestrito e transferéncia de
nutrientes, ser compativel com cultura bidimensional convencional, conferindo as analises

usuais de células in vitro, formar a cultura 3D em poucas horas (aproximadamente 16 h) e ser
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capaz de sintetizar matriz extracelular durante sua formacgdo, como demonstrado através do
acompanhamento na producéo de protefnas como colageno, fibronectina e laminina.*®*

O método de levitacdo magnética (Figura 6) consiste na producéo de culturas 3D ou
tecido in vitro mediante a incubacdo da linhagem celular em monocamada (2D) com
nanoparticulas ferromagnéticas, constituidas de nanoparticulas de ouro, éxido de ferro
(magnetita ferromagnética, Fe;04) e poli — L — lisina. A mistura resultante (NanoShuttle™,
cujo refil contém 600 pL da solugdo de nanoparticulas), com diametro aproximado de 50 nm,
interage eletrostaticamente com a membrana celular e, apos oito dias, € liberada e permeia a
matriz extracelular. Essa solucdo ndo toxica é biocompativel, ndo afeta a proliferacao,
viabilidade ou mesmo fendtipo das células e ndo se liga a receptores especificos, de modo que
pode interagir com todos os tipos celulares.*****° Apés a incubacdo, as células com
nanoparticulas cultivadas em frascos de cultura sdo ressuspendidas e semeadas em placas de
Petri ou placas multipocos. Assim, a suspensao celular é manipulada com auxilio de campo
magnético externo, por intermédio de magnetos de neodimio, permitindo que as células se
elevem a superficie da placa e aglutinem adjacentes a interface ar — meio de cultura, onde
rapidamente desenvolvem constru¢cdes multicelulares 3D, ou tecido in vitro. A levitacdo
magnética se refere ao crescimento da cultura na juncdo ar — meio e ocorre quando as forcas
gravitacionais sdo balanceadas com a forca magnética proveniente do ima. Geralmente a forca
magnética requerida é em torno de 30 pN, sendo forte o suficiente para facilitar a agregacédo

das células sem danifica-las.*°
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Modelos de cultura 3D. a) Cultura organotipica: Pedacos de 6rgdos dissecados (explantes) sdo
cultivados em membranas porosas suportadas por grade de metal. Esses explantes preservam a
arquitetura do tecido original. b) Esferoides celulares: Sistemas simples que exemplificam a
tendéncia das célulares agregarem. (1) Os esferoides sdo formados pela técnica de “hanging —
drop”, que se baseia no uso de uma gota de liquido (como plasma ou meio de cultura) a partir do
qual as células se multiplicardo, suspensa em vidro de relégio invertido. A suspensdo celular é
pipetada dentro da tampa do frasco de cultura e a tampa é invertida. Assim, a gota é suspensa pela
gravidade e tensdo superficial, permitindo que as células decantem e se agreguem formando uma
estrutura densa, esferoide. (2) Os esferoides sdo produzidos por rotacdo da suspensdo celular,
inicialmente devagar (~15 rpm) e, conforme os agregados se formam, a rotacdo aumenta (~25
rpm), mantendo-os em suspensdo. A agregacdo celular ocorre por acdo da gravidade, com as
células se aproximando nas paredes do rotor. ¢) Cultura de células epiteliais polarizadas: Células
crescem em membranas porosas formando camadas polarizadas ou dentro de géis hidratados de
colageno, resultando em monocamadas esféricas. d) Pele artificial: Fibroblastos sdo cultivados em
placas Petri e semeadas sobre malha de fibra. Apds semanas de cultura, queratindcitos sdo
colocados no novo tecido, formando uma camada de epiderme. e) Materiais microescalados
(microcarrier): Granulos de dextran, glicosaminoglicanos e outros polimeros porosos sdo usados
como suporte para ancoragem de linhagens celulares.

Fonte: Adaptada de PAMPALONI et. al. **
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Figura6 — Cultura celular por levitagdo magnética. a) Células sdo cultivadas em monocamada até atingir
confluéncia e sdo incubadas com nanoparticulas ferromagnéticas. b) Depois de um tempo de
incubacdo (usualmente overnight) as células sdo removidas e transferidas para placas de Petri (ou
placa multipogos). c) O dispositivo magnético, com o imd, é colocado nesse esquema sobre a
placa. d) Depois de alguns minutos as células levitam na interface ar-meio e depois de um tempo
adequado para cada tipo celular, formam configuracdo tridimensional. e) Cultura de células de
glioblastoma forma um agregado e levita na primeira figura e, com remog¢do do dispositivo
magnético, decaem. f) Dispositivos magnéticos para placas multipocos de diferentes tamanhos.

Fonte: Adaptada de BECKER et. al. 2

Os agregados multicelulares exibem organizacdo celular fiel a modelos xenograficos e
suportam co-cultura de diferentes linhagens, como reportado por Souza e colaboradores com
o crescimento celular de glioblastoma humano. Nesse caso, analises de similaridades
moleculares e morfoldgicas entre culturas 3D de glioblastoma, implantes xenograficos do
tumor em camundongo e cultivo em monocamada da linhagem correspondente a neoplasia
foram avaliadas, por meio da fluorescéncia do marcador N-caderina, proteina transmembrana
que media interacdo célula-célula. Comparagfes na expressdo de N-caderina apresentaram a
proteina espalhada no citoplasma e ndcleo de cultura 2D, enquanto no modelo 3D e
xenografico houve presenca na membrana, citoplasma e jungdes celulares, confirmando as
semelhancas entre essas Gltimas culturas, como exemplificado na Figura 7.% Portanto, a

utilizacdo do MLM para obtencdo de tumores mais fidedignos aos encontrados no organismo,
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como a formagdo de tumores in vitro de melanoma, cuja estrutura é o alvo bioldgico para a
aplicacdo da TFD nesse trabalho, é promissora e incentiva a avaliagdo de diversos tratamentos
em etapas prévias de analises clinicas, sem o0 uso de animais, porém, com a seguranca de

predizer comportamentos esperados in vivo.

MODELO CULTURA CULTURA
XENOGRAFICO TRIDIMENSIONAL BIDIMENSIONAL

N-CADERINA E
NUCLEO

N-CADERINA

Figura7 — Deteccdo por imunofluorescéncia de N-caderina (vermelho) e ndcleo celular (azul) em implantes
de tumor em camundongo, cultura 3D com 48h de levitacdo e cultura em monocamada de
glioblastoma humano. Comparagdes demonstram similaridades morfoldgicas entre 0 tumor em
modelo xenogréfico e 3D in vitro por levitagdo magnética. Escala: 1mm.

Fonte: Adaptada de SOUZA et. al.*®

NUCLEO
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2 OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi de avaliar, com experimentos in vitro, a eficacia da
terapia fotodindmica em tumores de melanoma humano, obtidos pelo método de levitagédo

magnética.
2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar modelo de cultura tridimensional em células de melanoma humano G361
por MLM para estudos em TFD;

e Avaliar a cinética de incorporacdo e distribuicdo de dois diferentes
fotossensibilizadores (Photogem® e Photodithazine®) no tumor de melanoma in vitro
previamente formado;

e Determinar parametros experimentais como concentracdo de FS e dose de luz para
futuro protocolo de TFD em melanoma;

e Auvaliar a resposta fotodindmica em funcgdo da espessura em tumores sélidos.
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3 PADRONIZACAO DE TUMOR DE MELANOMA PELO METODO DE
LEVITACAO MAGNETICA

3.1 MATERIAIS E METODOS
3.1.1 Linhagem celular

A linhagem de células aderentes de melanoma humano G361, como representada na
Figura 8, foi obtida através da American Type Culture Collection (ATCC®, EUA) e utilizada
para constru¢cdo do modelo de tumor de melanoma. Ela é oriunda da pele de homem
caucasiano e expressa melanina sendo, portanto, uma lesdo pigmentada. A linhagem na
concentracdo de 10" células/mL se encontrava estocada a -80°C e congelada em criotubos
contendo 1mL de solugdo com soro fetal bovino (SFB) e 10% de dimetilsulféxido (DMSO)

como agente de criopreservacao.

Figura8 — Imagem de microscopia Optica da linhagem de melanoma humano G361, em aumento de 10X e
200 um de escala.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.1.1 Culturacelular

As células de melanoma foram mantidas em frascos de poliestireno contendo meio de
cultura McCoy’s 54 Medium Modified (McCoy), suplementado com 15% de SFB, 1% de L-
glutamina (200mM) e 0,1% dos antibiéticos Penicilina (10000 Ul/mL) e Estreptomicina
(10mg/mL). Todos os experimentos envolvendo culturas celulares foram realizados
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assepticamente em fluxo laminar e os frascos com células, mantidos em estufa incubadora
umidificada a 37°C e 5% de CO..

O subcultivo celular foi realizado a cada trés dias, periodo no qual a confluéncia
celular foi atingida (ou aproximadamente 80% da area coberta por células nos frascos de
cultura), retirando o meio de cultura das garrafas de células e adicionando 3 mL de solugédo
diluida de tripsina EDTA 0,05% em tampdo fosfato salino (do inglés phosphate buffered
saline, PBS), na propor¢do 1:1. Apds cinco minutos, tempo necessario para quebra das
ligacGes intercelulares, igual volume de meio McCoy foi acrescentado e o conteudo celular
final, transferido para tubos conicos, para posterior centrifugagdo a 1400 rpm durante cinco
minutos. Assim, o sobrenadante foi descartado e o pellet (células decantadas) ressuspendido
em volume conhecido de meio de cultura para contagem do numero de células em
hemocimetro, através do teste de exclusdo do corante trypan blue (SIGMA — Aldrich Brasil,
Ltda, Sao Paulo, SP).

O trypan blue é um corante que se incorpora nas células mortas cuja membrana celular
foi danificada, logo, tingindo de azul as células mortas e mantendo as vivas incolores. Dessa
forma, além de permitir a contagem do nimero de células, essa técnica permite avaliar a
viabilidade celular. Para a contagem, uma aliquota da suspensdo de celular (50uL), foi
colocada em um microtubo contendo 450puL de meio McCoy, gerando uma diluicdo de 1:10.
Apb6s homogeneizacdo, 50uL dessa nova suspensdo foi acrescentada a 50uL do corante
trypan, totalizando nova diluicdo de 1:1. Desse modo, o fator de diluicdo final foi de 20. Por
fim, 10uL da solucéo final foi colocado na Camara de Neubauer (hemocitometro), no qual as
células viaveis (incolores) sdo contadas em cada um dos quadrantes externos, como indicado

na Figura 9.
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Figura9 — Teste de exclusdo do corante trypan blue. a) Representacdo da Camara de Neubauer na qual

aliquota da suspensdo de células coradas é colocada. b) No centro da camara ha linhas
perpendiculares com marcacGes em trés diferentes tipos de quadrantes. A escolha da contagem das
células em cada tipo ocorre de acordo com o tamanho das células utilizadas. Considerando que as
células de mamiferos como as de melanoma sdo grandes, os quadrantes usados sdo os marcados
em azul. Assim, as células sdo contadas nos quatro quadrantes em azul e o valor final é média
dessas medidas.

Fonte: Elaborada pela autora.

Ap0s a contagem, o nimero de células da suspensao celular original por mililitro foi
calculado de acordo com a equacdo abaixo, onde 10* representa o fator de correcdo da

Camara de Neubauer:

Numero de células_ Numero de células vidveis contadas

x 10*x Fator de dilui¢do (1)

mL Numero de quadrantes
3.1.2 Método de levitagdo magnética — Obtencéo dos tumores de melanoma

O método de levitacdo magnética (MLM) consiste na utilizacdo de nanoparticulas
ferromagnéticas (NanoShuttle™ |, Nano3D Biosciences, Inc. — cujos constituintes s&o
nanoparticulas de ouro, éxido de ferro e poli-L-lisina) que interagem eletrostaticamente com a
membrana das células a serem estudadas, nesse trabalho de melanoma humano. Em seguida,
um imd de neodimio é colocado sobre a placa de multipogos que contém a suspensao de
células, permitindo a entrega de um campo magnético externo capaz de proporcionar a
agregacao celular, producdo de matriz extracelular e a formacdo de uma cultura celular
tridimensional, ou com o uso da linhagem de melanoma, um modelo de tumor in vitro.*°

Os experimentos em MLM se iniciaram com o cultivo em monocamada das células de
melanoma até confluéncia aproximada de 80%, correspondendo a 4 x 10° células/mL.

Posteriormente, as garrafas de cultura foram tratadas com a solu¢do de nanoparticulas
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ferromagnéticas (abreviada do inglés NanoShuttle™ como NS) na proporcéo de 1 pL para
cada 10* células, totalizando 400 pL em garrafas de 25 cm? de area total (concentracdo de 50
pg/célula), sendo que o tempo de incubacdo foi de 16 horas (overnight). As ceélulas
magnetizadas apresentaram coloracdo escura (pontos escuros ao longo da cultura) como
apresentado na Figura 9, devido a adesdo das nanoparticulas na membrana celular.

Apos o periodo de incubag&o, as culturas foram lavadas com 5 mL de tampéo PBS e,
em seguida, iniciou-se o procedimento de subcultivo celular como apresentado na secéo de
cultura celular, com adicao de 3 mL de tripsina-EDTA 0,05% diluida, centrifugacdo a 1400
rpm por 5 minutos e ressuspensdo do pellet com meio de cultura McCoy, para posterior
contagem do ndmero de células em Cémara de Neubauer e transferéncia de quantidade de
células de valor conhecido para placas multipocos. Por fim, imds de neodimio foram
colocados em cada poco para induzir a formacdo dos tumores de melanoma in vitro. A Figura
10 apresenta uma representacao esquematica do método de levitagdo magnética utilizado para
0s experimentos desse trabalho. E importante lembrar que os imas possuem um furo que
permite a passagem da luz pelo microscopio optico, tornando possivel o0 acompanhamento das
estruturas tridimensionais formadas ao longo do tempo de levitacao.

No entanto, os volumes de meio de cultura a serem utilizados durante o procedimento
de levitacdo, a concentracdo de células em suspensdo e a intensidade do campo magnético,
variam conforme a quantidade de pogos, ou seja, o tamanho da placa multipogos. Dessa
forma, a Tabela 1 apresenta esses parametros padronizados para oS experimentos desse
trabalho de acordo com as placas de 6, 24 e 96 pocos.*** Apesar dessa variacdo de
parametros, a formagdo do tumor de melanoma é a mesma e s6 se difere no tamanho

conforme a placa e o imé utilizados.
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Figura 10 — Representacdo esquematica do Método de levitagdo magnética. a) Nanoparticulas ferromagnéticas
(NS) sdo adicionadas em garrafas de 25cm? com células de melanoma em 80% de confluéncia e
incubadas overnight (16 horas). No dia seguinte, as células sdo desprendidas com tripsina e
ressuspensas em meio de cultura McCoy, resultando em 400 L por pogo, para o caso de placas de
24 pocos. As células entdo levitam na interface ar — meio ao se colocar iméa de neodimio sobre a
placa multipocos. b) Células de melanoma (G361) antes e ap0s incubacdo com NS. Ha
permanéncia da morfologia celular aderente mesmo com adi¢do de nanoparticulas. Escala 200um.
¢) Esquema de uma placa de Petri com ima e visdo de um tumor de melanoma.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Tabelal — Medidas da padronizagdo do método de levitagdo magnética em diferentes placas multipogos.

_ Numero de células Intensidade do
) Volume de meio de ] .
Placa multipogos transferidas / campo magnetico /
cultura (uL) / pogo
poco poco (G)

6 2000 1x10° 500
24 400 1x10° 50

96 200 1x10° 120"

Fonte: Elaborada pela autora.

O valor de campo magnético para a placa de 96 pogos é maior do que para a de 24 pocos, devido as suas
menores dimensfes (largura e profundidade dos pogos) e o fato dos imds estarem abaixo da placa,
consideracbes que conferem uma maior proximidade da cultura tridimensional formada com os magnetos
(aproximadamente 4 mm de distancia). Quanto mais distante do im&, menor € o campo magnético.
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3.1.3 Método de levitagdo magnética em placa de 6 po¢os

O procedimento de levitacdo magnética, nesse caso, consiste na magnetizacéo prévia
das células, como descrito na secdo anterior, seguida da aglutinacdo celular por acdo de um
arranjo com seis magnetos de neodimio sobre um suporte de acrilico, como mostrado na
Figura 11. Nessa construcdo, as células contendo as nanoparticulas ferromagnéticas, estdo em
placas de 6 pogos e a montagem de imas posicionados sobre a placa. Cada magneto possui
didmetro de 32 mm e se distancia da interface ar-meio, no qual a cultura 3D se localiza, em

aproximadamente 16,35 mm, entregando um campo magnético de 500 G.

Figura 11 — Montagem do sistema de levitagdo magnética em placas de 6 pocos. a) A suspensdo de células
magnetizadas é colocada em placas multipogos. b) O processo de levitagdo ocorre com
posicionamento do arranjo de magnetos sobre a placa. ¢) As células podem se agregar e formar a
cultura 3D.

Fonte: n3D Biosciences...*

De modo geral, quanto maior o tamanho do magneto, mais dispersas e porosas sao as
estruturas multicelulares desenvolvidas. Por conseguinte, a escolha do sistema de levitacéo
deve considerar o objetivo dos experimentos a serem realizados. Essa configuracdo em placas
de 6 pogos requer 2 mL de meio de cultura e grandes concentracfes celulares (da ordem dos
milhdes) para rapida formacdo de conjuntos tridimensionais grandes, de dimenséo
milimétrica. A rapidez na construcdo da cultura 3D € atribuida ao alto campo magnético que
facilita a agregacdo celular e resulta no emprego apropriado desse arranjo para casos cuja
finalidade seja a rapida obtencéo de um Unico e grande aglomerado 3D, como a padronizagao
de modelos de tecidos in vitro. Dessa forma, 0 método de levitacdo magnética em placas de 6
pogos foi o utilizado para se estabelecer o modelo piloto de obtencdo dos tumores de
melanoma humano. A sua formacdo ndo estd descrita na literatura, pois apenas outras
linhagens celulares, como de fibroblastos, glioblastoma, cancer de mama e figado, além de

melanoma murino foram relatados. 4%
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Inicialmente, células de melanoma humano na concentracdo de 1x10° (linhagem G361
com expressdo de melanina) foram repassadas a placa multipocos constituida de poliestireno
(do inglés Techno Plastic Products, TPP®), totalizando 2mL de células mais meio de cultura
McCoy por poco. Essa placa foi posteriormente substituida por placas de baixa adesao celular
(Ultra-Low Attachment Multiwell Plates, Corning®), como sera explicado posteriormente.
Apo0s a sobreposicdo do conjunto de imas, a placa foi levada a incubadora umidificada (5%
CO; e 37°C) para permitir o crescimento da cultura 3D. A troca de meio de cultura (2mL por
poco), para reposicdo dos nutrientes necessarios a proliferacdo celular, ocorreu em dias
intercalados e, para que as culturas ndo fossem perdidas durante a pipetagem, o arranjo de
magnetos foi colocado na base da placa de cultivo, facilitando a agregagéo celular no fundo
dos pocos e permitindo retirada e reposicao de solucdes. Esse procedimento de realocacdo dos
imds abaixo da placa foi realizado para todas as montagens em 6, 24 e 96 pocos toda vez que
houvesse troca de reagentes. Por fim, foi possivel o acompanhamento do tumor formado por
imagens de microscopia optica.

3.1.4 Método de levitagdo magnética em placa de 24 pocos e viabilidade dos tumores pelo
ensaio de MTT

Com o intuito de se acompanhar a formacéo e viabilidade de grandes tumores de
melanoma ao longo de varios dias, se utilizou o MLM em placas de 24 pocos de baixa adesdo
celular, uma vez que essa configuracdo permitiu um preparo de maior numero de amostras
tumorais. O processo de levitacdo € semelhante ao método em placas de 6 pocos, exceto pelo
tamanho e intensidade dos imds de neodimio. Os magnetos sdo distribuidos espacialmente
sobre suporte de acrilico e, cada um, com diametro de 6,4 mm, conferindo campo magnético
de 50 G.** Assim, considerando as menores dimensdes dos 24 imas, esse método é
recomendado para situagfes em que se queira analisar culturas 3D mais coesas e densas. Por
iss0, esse procedimento foi o escolhido para obtencgéo de tumores de melanoma humano mais
espessos, futuramente utilizados para aplicacdo de TFD.

O protocolo testado e estabelecido para esse caso foi do repasse da suspenséo celular
com nanoparticulas (na concentracdo de 1x10° células por poco) em 24 pocos de baixa
aderéncia celular, ou seja, que dificultam a ades@o das células ao plastico maximizando o
namero de células em levitacdo, resultando em volume de meio McCoy mais células de 400
pL. Logo, uma tampa de isolamento foi colocada entre as amostras e 0s imas e, acima desse

arranjo resultante, a tampa da placa. O conjunto (Figura 12) foi levado a incubadora e



48

acompanhado até nove dias de levitacdo por microscopia Optica, com reposicdo de meio de
cultura McCoy (400 pL por pogo) em dias intercalados.

Figura12 — Montagem do sistema de levitagdo magnética em placas de 24 pocos. a) As células contendo
nanoparticulas ferromagnéticas séo transferidas na placa multipogos. b) Tampa de isolamento é
encaixada sobre a placa e, em seguida, os 24 imas de neodimio. ¢) Com a acdo do campo
magnético, a cultura 3D é construida.

. . 4
Fonte: n3D Biosciences...*

Para determinar a viabilidade® dos tumores de melanoma ao longo do tempo, a cada
dia de levitacdo, o sobrenadante de cada poco foi retirado, a amostra lavada com 400 pL de
tampdo PBS e, ap6s o PBS ser removido, a cultura 3D dissociada por pipetagem com 100 pL
de brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil tetraz6lio (MTT 0,5 mg/mL, Sigma-
Aldrich, EUA). Adiante, a placa de cultivo foi envolta por papel aluminio e levada a estufa
por 4 horas. Depois da formacdo dos cristais formazan, adicionaram-se 100 uL por poco de
solugéo 0,04 M de HCI em isopropanol e, os 200 pL finais dos cristais solubilizados, foram
repassados para placa de 96 pocos. A medida de viabilidade é resultado da leitura da
absorbancia do formazan em 570nm pelo leitor de placa Multiskan® GO (Thermo Scientific).

O procedimento experimental resumido pode ser observado na Figura 13.

* O MTT é um ensaio colorimétrico utilizado para se medir a taxa metabdlica das células. Ele consiste na
conversdo do MTT, de coloragdo amarela, a cristais roxos de formazan através de enzimas mitocondriais
presentes em células metabolicamente ativas (viaveis). A quantidade de cristais e, por consequéncia, a
intensigade da absorbancia lida no espectrofotdmetro, € diretamente proporcional ao nimero de células
vivas.
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D

Figura 13 — Protocolo experimental da viabilidade dos tumores de melanoma. a) Os tumores de melanoma s&o
obtidos em placas de 24 pocos e mantidos na estufa ao longo do tempo. Para cada dia de levitacdo
(1 d correspondendo a um dia) ha trés amostras de tumor (triplicata). Cada amostra é incubada
com MTT e os cristais roxos de formazan solubilizados com isopropanol &cido. b) Os 200 uL
resultantes de cada poco sdo repassados para placa de 96 pocos para leitura em espectrofotometro
a 570 nm.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.1.5 Meétodo de impressao celular em placa de 96 po¢os

Figura 14 — Montagem e componentes da impressdo magnética. a) Arranjo de 96 magnetos de neodimio em
suporte de acrilico. b) Placa de baixa adesdo celular, contendo as células com nanoparticulas, é
colocada sobre 0 a montagem de imas. A distancia entre a interface ar-meio e os imas é de 4mm,
resultando na entrega de campo magnético para as culturas 3D de 120G. c) Os esferoides séo
formados a partir de 15 minutos de levitacéo.

Fonte: n3D Biosciences...*®

O método de impressao celular magnética € um ensaio robusto que usa culturas 3D
para triagem da toxicidade de diferentes compostos. O principio dessa técnica é atrair 0s
aglomerados celulares (contendo nanoparticulas) das estruturas tridimensionais previamente
formadas e que, portanto, j& possuem matriz extracelular sintetizada que atribuem as

caracteristicas de tecido, para o fundo dos pocos de cultivo pela acdo de arranjo com 96 imas
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de neodimio na base da placa, formando esferoides como na Figura 14. As vantagens desse
método remetem a grande quantidade de amostras obtidas, corroborando na reprodutibilidade
de testes com varias substancias em diferentes concentracdes (triplicata), facilidade na troca
de solucdes sem perda de culturas e menor tempo de experimentacao.

Os esferoides foram formados, inicialmente, com a prévia levitagdo em placas de 6
pocos, gerando tumores de melanoma com, aproximadamente, 1x10° células por poco. Apés
24 horas de levitacdo, tempo necessario para promover interacdo célula a célula que induz a
sintese de matriz extracelular (como reportado por Souza e colaboradores®’), as culturas foram
dissociadas mecanicamente com auxilio de pipeta. Em seguida, a solugdo resultante foi
centrifugada a 1400 rpm por cinco minutos e, o pellet contendo células e matriz, ressuspenso
em meio McCoy. O resultado foram agrupamentos celulares de varios tamanhos para
montagem da impressédo celular. Logo, aliquotas de 200 pL, correspondendo a 1x10° células,
foram acrescentadas em cada pogo na placa de 96 pocos (Ultra-Low Attachment Multiwell
Plates, Corning®). Assim, posicionaram-se 0s magnetos e, a placa, levada & incubadora (37°C
e 5% CO,). Os esferoides foram construidos em 1h de levitacdo. Essa metodologia € resumida

na Figura 15.

Células sao levitadas por 24h Dissociagao mecanica
em placas de 6 pogos da cultura 3D

Centrifugagao a 1400 rpm Células em placas de 96 pogos.
por 5 minutos Formagao de esferoides.

—_

4mm [

Figura1l5 — Método de impressdo celular magnética. Apds 24h de levitagdo, o tumor de melanoma é
“quebrado” por dissociagdo mecanica e centrifugado. Apods ressuspensdo as células e matriz
extracelular sdo igualmente distribuidas em placas de 96 pogos (1x10° células por pogo). Por fim,
0 arranjo de imas é colocado abaixo da placa e os esferoides sdo formados com 1 hora de
levitagdo. Escala: 200pum.

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.1.6 Caracterizacdo e medicdo da espessura dos tumores de melanoma — Microscopia
Confocal

Considerando que o microscépio oOptico invertido convencional permite aquisi¢do de
imagens em apenas um plano da amostra, a microscopia confocal foi utilizada para reconstruir
imagens tridimensionais, de até 150 um de profundidade, com maior resolugéo.

Os microscopios confocais usam laser como fonte de luz. O feixe do laser incide por
um orificio no espelho dicroico e passa para uma objetiva, focalizando um ponto de luz sobre
um Unico ponto da amostra de profundidade conhecida (ponto focal). Assim, a luz refletida ou
a fluorescéncia emitida pela amostra atravessa o espelho dicroico e é coletada por um
detector. Uma abertura € colocada na frente do detector, para garantir que apenas a luz
proveniente da amostra seja captada e ndo do feixe do laser (Figura 16). Por conseguinte, o
microscopio digitaliza a amostra sequencialmente, ponto a ponto, através da sua varredura
horizontal (eixos X e Y) e vertical (eixo Z) pelo feixe do laser e, esse sinal é levado a um
computador para o processamento da imagem formada.*®

Para o preparo das amostras, 0s tumores foram obtidos em duas diferentes
construcdes: em placa de 24 pocos ap0s 48 horas de levitacdo e, em placa de 96 pogcos com 1
hora de impressdo magnética (obtencdo de esferoides). Em ambos os casos, os tumores foram
lavados com tampao PBS e incubados (overnight) com fotossensibilizador Photogem® na
concentracdo 50 pg/mL. A incubacdo foi realizada para os testes da cinética de difusdo dos
fotossensibilizadores em tumores de melanoma, como sera detalhado posteriormente. No
entanto, os tumores foram aproveitados para avaliar a sua espessura em funcdo do tipo de
arranjo de imds utilizado. Assim, apés incubacdo, as amostras foram novamente lavadas com
PBS e colocadas em placas com fundo de laminula (Corning®) com meio McCoy sem fenol.
As imagens foram realizadas em microscopio confocal invertido (ZEISS — LSM780), com
excitacdo em 405 nm e aquisicdo de dados em dois canais, um entre 400 a 600 nm,
correspondendo a fluorescéncia do marcador de nucleo celular (laranja de acridina, emissao
em verde) e outro entre 600 a 700 nm (regido em vermelho), referente a fluorescéncia do

Photogem®.
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Figura 16 — Microscépio confocal de fluorescéncia. a) A amostra fluorescente é iluminada ponto a ponto pelo
feixe do laser. b) A fluorescéncia emitida a partir do ponto de foco é focalizada no orificio
confocal e atinge o detector, onde o sinal é interpretado com auxilio de computador e, a imagem
processada. ¢ ) A luz emitida pela amostra fora do ponto de foco ndo passa pelo orificio confocal,
ndo atingindo o detector.

Fonte: Adaptada de ALBERTS et al.*®

UV

3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.2.1 Padronizagao dos tumores de melanoma — Modelo Piloto

O primeiro teste de obtencdo dos tumores de melanoma in vitro foi realizado com
1x10° por poco de células contendo nanoparticulas magnéticas, como descrito anteriormente.
Inicialmente, optou-se por utilizar placas de 6 pogos (Techno Plastic Products, TPP®) usuais
em cultura celular, tendo em vista que a utilizacdo de células de melanoma humano no
método de levitacdo magnética ndo foi estabelecida na literatura. Essas placas sdo compostas
de poliestireno, cuja superficie hidrofébica foi modificada para adquirir carater hidrofilico.
Assim, o plastico resultante carrega uma carga liquida negativa, devido a presenca de grupos
como hidroxila e carboxila que levam ao aumento de interacéo e adeséo celular.*’

Mediante o uso dessas placas, é possivel observar o comportamento, por microscopia
Optica, dos tumores formados em fungdo do tempo de levitacdo conforme a Figura 17. Pode-
se verificar que com 1 hora de levitacdo, as células estdo se juntando devido ao campo

magnético acentuado no centro do po¢o. Contudo, a formagdo dos aglomerados celulares
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caracteristicos da cultura tridimensional ocorreu apenas com 24 horas de levitagdo, como o
esperado dada a sintese de matriz extracelular. Com o passar dos dias, essas estruturas
aderiram-se umas as outras formando blocos de células, cujo crescimento se deu em
diferentes planos, preenchendo algumas lacunas. As regides mais escuras a partir de trés dias
de levitacdo indicam uma jungdo de varios componentes: concentracdo de nanoparticulas
ferromagnéticas, quantidade de células em outros planos conferindo maior espessura a
cultura, cujas imagens nao podem ser captadas em microscopia optica por serem adquiridas

em um anico plano, além do proprio pigmento melanina presente nessa linhagem celular.

Figura 17 — Modelo piloto de culturas tridimensionais de melanoma humano em placa de 6 pog¢os. Imagens por
microscopia Optica. Escala: 200pum.

Fonte: Elaborada pela autora.

Embora se tenha obtido com sucesso estruturas tridimensionais de melanoma, o
aparecimento de um unico tecido, sem lacunas, se iniciou apenas a partir do quinto dia de
levitacdo, mesmo para a grande concentracao celular utilizada de 1x10° células por poco. Isso
indica uma perda de células pela adesdo das mesmas no fundo dos pogos, devido ao
tratamento dado ao material plastico da placa de cultivo (TPP®). De fato, imagens dos pocos
mostraram muitas células aderidas com caracteristicas de cultura em monocamada, como
esquematizado na Figura 8. Vale salientar que para realizacdo da terapia fotodinamica, é
indicado que o tumor gerado seja similar ao que ocorre in vivo, isto €, uma estrutura Gnica e
solida, pois isso permitiria inferir respostas fotodindmicas do tratamento in vitro no
organismo humano. Logo, para adquirir esse tumor, dois procedimentos poderiam ser feitos: a
troca do tipo de placa utilizada ou maior tempo de levitagcdo (maior que nove dias de cultura).
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Esse tempo avancado na obtencdo de amostras teciduais € comparavel com outros métodos de
cultivo tridimensionais, como esferoides em duas semanas de cultura, o que ndo corrobora na
vantagem no uso do MLM.* Dessa forma, com intuito de se otimizar a padronizacdo e o
tempo da obtencdo dos tumores, a troca do tipo de placa foi imprescindivel e o método
escolhido nesse trabalho.*°

Portanto, as placas de cultura escolhidas para realizacdo do MLM foram as de baixa
adeso celular (Ultra-Low Attachment Multiwell Plates, Corning®), que possuem um hidrogel
ndo ibnico covalentemente ligado ao poliestireno, reduzindo ou eliminando interagGes idnicas
e hidrofdbicas entre as células e a placa. Esse tratamento na superficie do plastico maximiza o
namero de células em suspensdo, o que facilita a formacdo de tumores de melanoma maiores
e mais coesos. Assim, o protocolo experimental otimizado foi de incubacéo (overnight) das
nanoparticulas na cultura em monocamada de melanoma, seguido da ressuspensdo celular e,
passagem de 1x10° células em 2mL de meio McCoy, contadas pelo teste de exclusdo do
corante trypan blue, para cada pogo na placa de baixa aderéncia. Como resultado, tumores
grandes de aproximadamente 4 mm de didmetro foram obtidos em apenas 24 horas de

levitacdo (Figura 18). Esses tumores padronizados foram os utilizados para posterior

formacé&o de esferoides.

1778,2pm ' ‘l

Figura 18 — Tumor de melanoma apds 24 horas de levitagdo, em placa de 6 pog¢os. Imagens do tumor foram
tiradas em trechos, dado o seu grande tamanho. O diametro aproximado da cultura formada foi de
4mm.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.2.2 Avaliacéo da viabilidade e espessura dos tumores de melanoma

Tomando por base que as placas de baixa adesdo foram as melhor indicadas para
realizacdo do MLM, o acompanhamento dos tumores formados ao longo dos dias foi captado
por imagens em microscopia optica das culturas em placas de 24 pocos (Figura 19), como
descrito na secgdo 3.1.4.
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Figura 19 — Culturas tridimensionais de melanoma humano em fungdo do tempo de levitagdo. Imagens em
microscopia dos tumores em placa de 24 pocos. Escala: 200 pum.

Fonte: Elaborada pela autora.

A sequéncia de imagens ilustra a rapida formacdo dos tumores de melanoma, mesmo
com baixa concentrac&o celular de 1x10° células por poco. Ap6s 48 horas de levitagdo ja se
pbde observar uma estrutura mais densa, como mostrada na regido escura indicando
crescimento em outros planos, e integra ja que os aglomerados celulares se agregaram em
uma Unica cultura. Com o passar dos dias, as poucas lacunas presentes comecaram a se fechar
e em cinco dias de levitagdo, o tumor solido foi formado, mantendo sua morfologia nos
demais dias. O diametro médio dos tumores obtidos foi de 1,4 mm, menor que aqueles
padronizados em placa de 6 pocos (4 mm) devido ao menor tamanho dos 24 imaés,
concentrando mais as culturas 3D formadas. Nota-se que ndo houve quebra da cultura ao
longo do tempo, o que se infere que ndo ocorreu morte celular relevante dos tumores. Embora
em teoria seja possivel a presenca de necrose no interior do tumor, devido a menor entrega de
nutrientes do meio, esse efeito é pouco significativo, pois como reportado por Souza®, isso
ocorre para muitos dias de levitacdo (em torno de oito dias). Consequentemente, para
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confirmar a viabilidade dos tumores, foi realizado o ensaio de MTT cujo resultado estd
demonstrado na Figura 20. De fato, os tumores de melanoma continuaram viaveis com o
passar dos nove dias de levitacdo, em torno de 95%, com viabilidade similar ao controle
(células antes da levitacdo e com nanoparticulas). 1sso permite avaliar posteriormente a TFD
com a garantia que foi o tratamento que causou morte celular e ndo o préprio tempo de

levitagdo das culturas.

100

S o o)
o o o
] ] ]

Viabilidade Celular (%)

N
o
1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tempo (dias)

Figura 20 — Viabilidade celular dos tumores de melanoma ao longo dos dias de levitacao.
Fonte: Elaborada pela autora.

Por outro lado, para avaliar a espessura dos tumores de melanoma por microscopia
confocal, as células foram cultivadas em placa de 24 pocos, ap6s 48 horas de levitacdo e, 0s
esferoides em placa de 96 pocos com 1 hora de impressdo de magnética. O resultado foi como
apresentado na Figura 21. De modo geral, os tumores em 96 po¢os por terem 0s magnetos
abaixo da placa durante a impressdo, obtiveram menor espessura, em torno de 80 pm,
enquanto que para o outro arranjo de 24 imds, os tumores adquiriram profundidade
aproximada entre 120 a 130 um. Esses valores sdo condizentes para casos de melanomas
primarios, de espessura menor que 1 mm.

Sabe-se que a taxa de crescimento do melanoma se relaciona com diversos fatores,
sendo maior para tumores mais espessos, pacientes de idade avancada e neoplasias cujas
caracteristicas histologicas sdo agressivas, como presenca de ulceracGes. Usualmente, o

crescimento acentuado acompanha o tipo de melanoma, onde a ordem decrescente seria dos
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nodulares, seguido dos expansivos superficiais e, por fim, os lentigo malignos.’®*® Desse
modo, a rapida invasdo do tumor em camadas inferiores da pele influencia na dificuldade no
tratamento do melanoma, principalmente com as técnicas convencionais de baixa eficacia
(cirurgia, quimioterapia e radioterapia). Portanto, o diagndstico prévio aliado aos estudos com
tratamentos alternativos como a TFD em tumores sélidos primarios, obtidos com sucesso
nesse trabalho, sdo fundamentais. Esses resultados confirmam que, o MLM para obtencéo dos
tumores de melanoma, pode ser considerado um melhor modelo in vitro de estudo para avaliar

a resposta de um tratamento, em um ambiente mais préximo ao tecido presente no organismo.
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Figura21 — Imagens em microscopia confocal de fluorescéncia dos tumores de melanoma. a) Os esferoides
obtiveram espessura aproximada de 80 um devido ao arranjo de imas abaixo da placa de 96 pogos
durante a impressdo magnética, conferindo um maior “achatamento” do tumor. Os magnetos
podem ser retirados ap6s a formagdo dos esferoides sem perda da estrutura. b) Os tumores em
placas de 24 pogos adquiriram espessura entre 120 a 130 um. Isso ocorreu porque o arranjo de
imas, nesse caso, ficou acima da placa de cultivo, permitindo maiores graus de liberdade e
interacBes em diferentes planos das células de melanoma.

Fonte: Elaborada pela autora.
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4  TERAPIA FOTODINAMICA EM TUMORES DE MELANOMA IN VITRO

4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 Fotossensibilizadores — Photogem® e Photodithazine®

A variedade de caracteristicas fotofisicas e fotoquimicas de fotossensibilizadores
influenciam na sua distribuicdo e localizacdo celular e, a captacdo celular homogénea dos
fotossensibilizadores é almejada para que a utilizacdo em terapia fotodinamica resulte em
tratamento total da doenca a ser estudada. Contudo, considerando a resisténcia do melanoma
humano aos tratamentos convencionais devido a, principalmente, espessura dos tumores, alta
absorcéo Optica na regido do visivel e metastase em estagios mais avancados da doenca, a
procura por moléculas fotossensibilizadoras que possam permear mais facilmente em
camadas mais profundas da pele se faz necessaria. Desse modo, optou-se por utilizar o
fotossensibilizador Photodithazine® (PDZ) que possui uma forte banda de absorcio na regido
entre 640 nm a 700 nm,® além do Photogem® com absorcdo em 620 nm, uma vez que
absorcdo em maiores comprimentos de onda permite maior penetracdo dos compostos
fotossensibilizadores no tecido bioldgico. As solucdes estoque de ambos fotossensibilizadores
foram preparadas em meio McCoy sem soro fetal bovino e sem fenol, totalizando
concentracdo final de 5 mg/mL (as diluicGes também foram feitas com o mesmo meio de
cultura).

O Photogem® (Moscou, RUssia), assim como outros derivados de hematoporfirina,
apresenta um espectro de absorcdo caracteristico, com banda de Soret proximo a 369 nm e
outras quatro bandas Q em 507 nm, 540 nm, 570 nm e 620 nm, como visualizado na Figura
22, com Photogem® em meio PBS na concentracdo de 50pg/mL e medidas da absorbancia
realizadas em cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1cm. Ele é produzido de acordo com
tecnologia de desfibrilacdo do sangue de animais e humanos, a partir de hematoporfirina IX
existente na corrente sanguinea. Sua estrutura monomérica possui formula molecular
[C34H33N4O¢], € contém massa molecular variavel entre 598 a 2920 g/mol, pois se apresenta

como uma mistura de mondmeros, dimeros e oligdbmeros.
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Figura 22 — a) Estrutura monomérica do Photogem®. Os grupos substituintes R; e R, se ligam aos grupos
CH=(OH)CH3;, CH=CH, ou a outra molécula do mondémero. J& 0s grupos R; e R, se ligam a
molécula de hidrogénio ou ao prdéprio monémero. b) Espectro de absorbancia normalizado do
Photogem® em PBS pH=7,4. O lado esquerdo representa a banda de Soret, enquanto o lado direito
do gréfico as quatro bandas Q.

Fonte: Adaptada de MENEZES.*

Por outro lado, 0 Mono-L-Aspartil Clorina e, cujo nome comercial ¢ PDZ (VETA-
GRAND, Moscou, Russia), é sintetizado da cianobactéria Spirulina platensis através da
adicdo de N-metil-D-glicosamina 0,5% como agente solubilizante, obtendo ent&o forma de sal
de glucamina. Possui formula molecular C3gHz7NsNasOg € massa molecular de 799,69 g/mol.
Seu espectro de absorcdo apresenta uma banda de Soret com maximo em 401 nm e outras trés
bandas Q com méximos em 505 nm, 600 nm e 655 nm, como demonstrado na Figura 23, com
PDZ na concentragédo de 20pug/mL.

O PDZ apresenta algumas vantagens em comparacdo ao Photogem®. Primeiramente
apresenta uma banda de absorcdo em comprimentos de onda mais elevados (até
aproximadamente 660nm), permitindo maior penetracdo no tecido biol6gico. Além disso, ele
é encontrado em maior quantidade por ser obtido através de uma fonte natural (alga), o que
auxilia em seu menor custo e, também, é eliminado mais rapidamente pelo organismo, em

torno de 94% em 24h pés-administragdo e 98% em 48h.>
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Figura 23 — a) Estrutura quimica do Photodithazine®. b) Espectro de absorbancia do Photodithazine®. O lado
esquerdo do grafico demonstra a banda de Soret com maximo em 401nm. Por outro lado, o lado
direito apresenta os valores das trés bandas Q, com maximos em 505nm, 600nm e 655nm.

Fonte: Adaptada de CORREA.*

Sabe se que a agregacdo é definida como associa¢do ou aglomeracdo de moléculas em
solucdo e ela consititui um grande obstaculo na biodisponibilidade de varios
fotossensibilizadores, além de ser um desafio na formulacdo de novos farmacos.
Normalmente, a agregacdo de fotossensibilizadores é associada a varios fatores como
aumento da sua concentragdo, adicdo de sulfactantes ibnicos no meio e, alteragcdo do pH ou
temperatura, que atribuem caracteristicas relacionadas a diminuigdo da fluorescéncia do FS e
do tempo de vida do oxigénio singleto.>**> Os problemas decorrentes da agregacdo de FS
incluem reducdo de fotossensibilizacdo, reducdo na captacdo do FS pelas células alvo e
aumento no risco de reacdes anafilaticas nos pacientes tratados, caracteristicas negativas para
aplicacdo da TFD.*®**' Logo, a verificacdo de propriedades espectrais, como absorbancia dos
fotossensibilizadores em funcdo da concentracdo, € um parametro interessante para se
assegurar um intervalo de concentracfes adequado para os futuros experimentos de TFD. A
idéia geral é que se tenha uma relacdo linear entre esses dois parametros, de modo que
obedecam a lei de Beer-Lambert®, indicando que ndo houve mudangas nas propriedades
fisicas e quimicas do FS. Portanto, para esse procedimento foram preparadas diferentes
soluces dos fotossensibilizadores Photogem® e Photodithazine®, diluidas em meio McCoy

sem fenol e sem soro fetal bovino, com concentragdes variando entre 0,5 pg/mL a 150 pg/mL.

* A Lei de Beer-Lambert é a equagdo fundamental da espectrofotometria e mostra que a absorbancia €
diretamente proporcional a concentracao da espécie, que absorve radiagéo de certo comprimento de onda.
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A absorbancia de cada concentragdo foi lida em espectrofotdmetro (SpectraMax® Plus
microplate reader) entre 350 nm a 750 nm , utilizando-se cubeta de quartzo com 1 cm de
caminho Optico. Para a obtencdo dos graficos da absorbancia em funcdo da concentracao de
FS, foi escolhido a leitura em maximo de absorcéo do FS, assim, para o Photogem® em 630

nm e Photodithazine® em 660 nm.

4.1.2 Sistema de irradiacdo: Biotable®

A Biotable® é um dispositivo desenvolvido pelo Laboratério de Apoio Técnico (LAT,
Instituto de Fisica de Sdo Carlos — IFSC) da Universidade de Sdo Paulo, que contém 24 LEDs
(do inglés Light Emitting Diodes) distribuidos de modo a irradiar uniformemente amostras em
placas multipocos, como representado na Figura 24. O comprimento de onda necessario para
aplicar a irradiacdo e realizar terapia fotodindmica (TFD) depende do fotossensibilizador
utilizado e, para esse trabalho, optou-se por utilizar o Photodithazine®, como sera elucidado
posteriormente. Nesse caso, os LEDs possuem comprimento de onda de 660 nm, o que
corresponde ao maximo de absor¢do dessa molécula.

Considerando que o prototipo contém 24 LEDs e as amostras de tumores de melanoma
foram distribuidas em placas de 24 e 96 pocos para realizacdo da TFD, a irradiancia (em
mW/cm?2) que chega a cada poco se difere em arranjo. Para isso, diversas medidas da poténcia
entregue pelo equipamento foram realizadas em espectrometro modelo USB2000 (Ocean
Optics) e sensor Sony ILX511B com area aproximada de 0,12 cm2. Durante as medidas, o
sensor foi colocado em cada posicdo na placa de cultura para aferir a poténcia. Dessa forma,
obteve-se um valor médio de irradiancia de 20,94 mW/cm? para placa de 96 pocos e 30
mW/cm? para de 24 pogos e, esses valores foram utilizados para se calcular as doses de
irradiacdo para aplicacdo da TFD, conforme a equacao (2). Deve-se ressaltar que ao se avaliar
as poténcias individuais de todos 0s po¢os da placa de 96 pocos, observou-se uma diferenca
grande nas medidas das colunas e linhas nas extremidades da placa (poténcias menores em
aproximadamente 25% com relacdo ao centro), culminando no uso dos po¢os do meio da
placa para irradiagéo das amostras tumorais nos experimentos de TFD.

A irradidncia | (mW/cm?) se correlaciona com a dose (J/cm?) e tempo de irradiagéo (s)
como abaixo:

D =1xt; 2

Onde D ¢ a dose (ou fluéncia) e tj; o tempo.
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Figura 24 — Prot6tipos para irradiacdo de placas multipogos (Biotables). a) Para irradiacdo em placas de 96
pogos a irradiancia média é de 20,94 mW/cm?2 por pogo. b) Nesse caso, para iluminagdo em placas
de 24 pogos, ha 24 suportes de borracha sobre a Biotable, fornecendo irradidncia média de 30
mW/cm?2 por poco.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.3 Variacéo de temperatura em funcdo do tempo de irradiacéo

Considerando que a variacdo de temperatura no meio de cultura, no qual as células se
encontram durante a irradiacdo, influencia na resposta fotodindmica, essa variavel foi medida
em intervalos de 5 minutos através de medidor termopar imerso em 1 mL de meio McCoy

sem fenol, distribuido em placa de 24 pocos.

4.1.4 Citotoxicidade no escuro dos fotossensibilizadores por MTT

Testes de citotoxicidade no escuro do Photogem® e Photodithazine® foram feitos com
os tumores de melanoma previamente obtidos em placas de 96 pocos (esferoides), como
descrito na se¢do 3.1.5, para determinacdo do intervalo de concentragfes adequado para
realizacdo da TFD, uma vez que ndo se quer que o dano tumoral seja causado pela toxicidade
do fotossensibilizador aplicado. Apds 1 hora de impressdao magnética, cada placa de cultura
(uma placa para cada fotossensibilizador) continha amostras de tumores. Assim, 0S POcos
foram triplamente lavados com PBS para se retirar o vermelho de fenol presente no meio de

cultura, que poderia interferir nas leituras do espectrofotdmetro.
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A partir da solugdo estoque na concentracdo de 5mg/mL tanto para o Photogem®
quanto o Photodithazine®, realizaram-se diluices seriadas com meio McCoy sem fenol e sem
soro fetal bovino e as concentragdes escolhidas estavam no intervalo aproximado de 1ug/mL
a 300pg/mL. O controle para efeito de comparacao dos valores de viabilidade foi dos tumores
sem incubacdo com fotossensibilizador, apenas com meio McCoy sem soro e fenol. Desse
modo, os tumores foram incubados em triplicata com cada concentragdo de ambos

fotossensibilizadores, como mostrado na Figura 25.
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Figura 25 — Representacdo esquematica da disposicdo dos pogos. a) Triplicata das diferentes concentragdes
(em pg/mL) de PDZ. H4 menor nimero de pogos em comparagio ao Photogem®, pois 0 PDZ é
descrito na literatura que é mais toxico, logo ndo havia necessidade de se incubar com
concentragdes mais altas. b) Concentragdes (em pg/mL) de Photogem® em triplicata.

Fonte: Elaborada pela autora.

Cada placa foi envolta por papel aluminio (no escuro) e incubada por 16 horas
(overnight) em incubadora umidificada (5% CO, e 37°C). Apds o tempo de incubacdo, o
fotossensibilizador foi retirado dos seus pocos e as culturas 3D novamente lavadas com PBS.
Assim, foram adicionados 100 pL por pogo de MTT 0,5 mg/mL em ambas placas e os
tumores foram dissociados mecanicamente (através da pipetagem). Em seguida, os cristais de
formazan formados em cada pogo foram solubilizados com 100 pL da solugdo de 0,04 M de
HCI em isopropanol. Finalmente, as placas foram lidas a 570 nm em leitor de placa
(Multiskan® GO, Thermo Scientific) para averiguar a viabilidade celular em funcdo da

concentragdo dos fotossensibilizadores.
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415 Cinética de difusdo dos fotossensibilizadores nos tumores de melanoma por

microscopia confocal

Através do microscopio confocal invertido (LSM780, ZEISS, Alemanha) foi possivel
avaliar a distribuicéo e incorporacdo dos fotossensibilizadores Photogem® e Photodithazine®
nos tumores de melanoma. Para isso, esferoides previamente formados em duas placas de 96
pocos apos 1 hora de impressdo magnética (uma placa para cada fotossensibilizador), foram
incubados com ambos fotossensibilizadores na concentragao de 50 pg/mL e em diferentes
tempos, conforme a Tabela 2. Esse valor ndo é toxico para as células, como foi comprovado
pelo teste de citotoxicidade no escuro. Apés incubagdo, cada amostra tumoral foi triplamente
lavada com 200 uL de tampao PBS e incubada com 100 uL do marcador de nucleo celular
laranja de acridina, na concentragdo estoque de 100 ug/mL. Assim, com a retirada da solucdo
do marcador em cada poco, o tumor foi repassado para placa com fundo de laminula,
acrescentando meio McCoy sem fenol o suficiente para cobrir a amostra, e levado ao
microscopio. Utilizando-se aumento de 20 e 40 vezes e excitacdo com laser em 405 nm, as
imagens foram adquiridas em dois canais, um entre 400 — 600 nm, correspondendo a
fluorescéncia do laranja de acridina (com pico de emissdao em 526 nm) e outro entre 600 — 700
nm, referente a fluorescéncia no vermelho de ambos fotossensibilizadores, para verificar
possiveis acimulos de FS no tumor de melanoma. Além disso, imagens do espectral, isto é,
da fluorescéncia natural tanto dos fotossensibilizadores (com emissdo résea avermelhada)

quanto do marcador de nucleo (verde) também foram realizadas.

Tabela2 — Pardmetros experimentais de cada placa de 96 pog¢os. Cinco amostras tumorais, por placa, foram
incubadas com 200 puL do seu respectivo fotossensibilizador. Cada amostra foi incubada com um
tempo diferente para avaliar a difusdo de cada fotossensibilizador nos tumores de melanoma.

Fotossensibilizador Concentracio (ng/mL)  Tempo de incubacéo (horas)

2

4

Photogem® 50 12
16

24

2

4

Photodithazine® 50 12
16

24

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.1.6 Quantificacao de fotossensibilizadores intracelulares (uptake) em culturas 2D e 3D de

melanoma humano — Teste piloto

Para averiguar se ha diferencas de captacéo entre cada fotossensibilizador em modelos
tridimensionais e bidimensionais de melanoma humano, um teste piloto foi realizado para
determinar a quantidade intracelular de ambas as moléculas, por emissdo de fluorescéncia.
Essa técnica se baseia na leitura de fluorescéncia do composto, de certa concentracdo, em
amostras incubadas por diferentes tempos. A validacdo do método para quantificar o
fotossensibilizador intracelular, corresponde a comparagdo da leitura para cada tempo com
um padrdo, ou seja, com um grafico linear que contenha valores conhecidos de fluorescéncia
em varias concentragdes da substancia. O padrdo utilizado nesse experimento foi do
Photogem®e PDZ com cinco concentragdes cada, no intervalo entre 0,5 pg/mL a 7,5 pg/mL.

O procedimento em culturas 3D de melanoma se iniciou com os tumores obtidos em
duas placas de 96 pocos, como descrito anteriormente, e cada placa incubada com um
fotossensibilizador, Photogem® ou PDZ, ambos na concentragio de 50 pg/mL. Cada amostra
tumoral foi incubada com um tempo diferente, como apresentado na Tabela 3. Apds o tempo
de incubacdo, cada cultura foi lavada com 200 uL (por pogo) de PBS e, em seguida, lisada
com 200 pL de solu¢do com DMSO 90% e PBS 10%. Passados 10 minutos, o tumor foi
dissociado mecanicamente (desagregacdo por pipetagem) e centrifugado a 2000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante, que contém o fotossensibilizador intracelular liberado em solugéo
devido a lise celular, foi transferido para cubeta de quartzo, com caminho Optico de 1 cm, e a
emissdo de fluorescéncia lida em fluorimetro (SpectraMax® Plus microplate reader). A
excitacdo usada para ambos fotossensibilizadores era de 405 nm, porém, a emissdo de
fluorescéncia detectada para o Photogem® correspondia a 630 nm enquanto para o0 PDZ 660
nm.

Por outro lado, as culturas em monocamada de melanoma foram cultivadas em placas
de 96 pocos (TPP), na concentragdo de 1x10° células, por 24 horas. Logo, cada poco foi
incubado com 200 pL. de um tipo de fotossensibilizador (50 pg/mL) por tempos diferentes,
como apresentados na Tabela 3. As etapas seguintes sdo semelhantes as culturas
tridimensionais exceto que ndo ha dissociacdo mecanica da cultura celular, pois as células
continuam aderidas aos pocos. Consequentemente, apos a lise com DMSO 90% e PBS 10%, o
fotossensibilizador intracelular j& foi liberado na solucéo e pode ser transferido a cubeta de

quartzo para leitura de fluorescéncia.
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Tabela3 — Pardmetros experimentais para quantificacio de fotossensibilizadores intracelulares em melanoma
humano. Cada placa é incubada com um tipo de fotossensibilizador e cada pogo corresponde a um
tempo de incubacédo..

Fotossensibilizador Concentracio de FS (ng/mL) Tempo de incubacéo (horas)

Photogem® 50
16

24

- - ®
Photodithazine 50 16
24

Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.7 Terapia fotodinamica em placa de 24 e 96 pogos

Apbs selecdo das concentracBes adequadas de fotossensibilizador pelo teste de
citotoxicidade no escuro (de 1 ug/mL a 150 ug/mL) e, sabendo que o fotossensibilizador
Photodithazine® foi o mais captado e difundido pelos tumores de melanoma, como sera
elucidado em secbes posteriores, € possivel se irradiar as amostras e iniciar o tratamento dos
tumores com TFD.

A obtengdo dos tumores em duas diferentes espessuras (80 um em placas de 96 pocos
e 130 um para 24 pogos) foi realizada como os protocolos descritos nas se¢oes de 3.1.4 a
3.1.6 e, a irradiacdo das amostras foi avaliada em 660 nm (Biotable) com diferentes doses de
luz. As condicBes experimentais sdo apresentadas na Figura 26 e Tabela 4, sendo que cada
parametro foi testado em triplicata e os experimentos foram realizados com trés repeticdes de
ocasido. Os calculos de tempo de irradiacdo foram baseados na Equacgdo 2 da secdo 4.1.2,

onde o tempo é a razio entre a dose de luz e a irradiancia fornecida pela Biotable®.
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Figura 26 — Protocolo experimental da terapia fotodindmica em tumores sélidos de melanoma. Inicialmente os
tumores de diferentes espessuras, previamente obtidos, sdo incubados com PDZ em diferentes
concentragdes atoxicas e levados a estufa umidificada por 16 horas (overnight). Apds incubacdo, o
fotossensibilizador € retirado dos pocos, as amostras lavadas com PBS e, por fim, meio McCoy
sem fenol é acrescentado para posterior irradiacdo. As Biotables (com arranjo para 96 pogos e 24
pocos) fazem a irradiacdo a 660 nm dos tumores em diferentes doses de luz. Em seguida, meio é
substituido para McCoy com fenol suplementado com 15% de soro fetal bovino e novamente
levado a estufa para se avaliar a resposta fotodinamica apds 24 horas do tratamento. Escala: 200
pm.

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela4 — Pardmetros experimentais avaliados nos experimentos de TFD em tumores sélidos de melanoma.

Irradianciada  Concentracéo do

. . Dose de luz Tempo de
Tipo de placa Biotable FS . .
P P (MW/cm?) (ng/mL) (J/lcm?) irradiacao
Ausente
1
150 Ausente Aysente
24 pocos 30 o5 10 Smine33s
20 11mine7s
50
100
150
Ausente
5
10 Ausente Ausente
25 10 7mine58s
96 pogos 20,94 50 20 15 min e 55 5
100 60 47 mine45s
150

Fonte: Elaborada pela autora.
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O procedimento de irradiagdo, nas doses acima indicadas, comegou apos a incubacao
das culturas com PDZ. Os tumores foram lavados com solugdo tampao PBS (200 pL por pogo
em placas de 96 pocos e 400 uL. em placas de 24 pocos), sendo posteriormente trocada por
meio McCoy sem SFB e sem fenol. Assim, as culturas 3D foram iluminadas e, em seguida, 0
meio foi substituido para McCoy suplementado (15% SFB). Por fim, as placas foram levadas
a incubadora umidificada (5% CO, e 37°C).

4.1.8 Avaliacdo da resposta fotodinamica por microscopia optica e MTT

Analogamente ao caso de citotoxicidade no escuro dos fotossensibilizadores
Photogem® e Photodithazine®, a viabilidade de amostras tumorais de duas espessuras (80 pum
e 130 um) apos a TFD também foi avaliada pelo teste colorimétrico de redugdo do MTT, cujo
procedimento esta detalhado nas se¢fes 3.1.4 para placa de 24 pocos e 4.1.3 para de 96 pogos.

Em resumo, ap6s incubacao (overnight) das culturas 3D com 400 pL por pogo de PDZ
em placa de 24 pogos e 200 pL na de 96 pogos, Seguiu-se a etapa de irradiagdo. Depois de 24
horas, tempo para recuperacdo celular pos-tratamento fotodinamico, a solucdo de MTT (0,5
mg/mL) foi acrescentada por pogo, os cristais de formazan solubilizados e 0s pocos foram
lidos a 570 nm em leitor de placa. Isso permitiu avaliar a resposta fotodindmica dos tumores
tratados e irradiados. E importante ressaltar que a cada troca de solugdes, os imas foram
colocados abaixo das placas para ancorar as culturas, para que nao houvesse perda de células
ou da integridade dos tumores.

Além disso, dadas as 24 horas poés TFD, os tumores foram acompanhados por
microscopia Optica para averiguar se ocorreram mudancas morfoldgicas em funcdo do dano

oxidativo oriundo do tratamento fotodinamico.
4.1.9 Ensaio da viabilidade celular com marcadores fluorescentes SYTOX® e Cy,-resazurin

O ensaio (LIVE/DEAD® Cell vitality assay kit, ThermoFisher Scientific) desse
experimento consiste na distingdo da fluorescéncia de dois compostos, um que identifica
celulas metabolicamente ativas e o outro, as células danificadas. O seu principio é baseado na
reducdo do Cjp-resazurin (molécula ndo fluorescente) para Cip-resofurin que emite
fluorescéncia vermelha (pico de emissdo em 587 nm) em células vidveis e, na captacdo do
corante SYTOX® (com pico de emissdo de fluorescéncia em 523 nm) por células cuja

membrana plasmética foi comprometida, marcando de verde os acidos nucléicos de células
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mortas. Essas duas populacdes celulares puderam ser distinguidas usando microscopia
confocal de fluorescéncia, com excitagdo em 488 nm e aquisicdo de imagens em dois canais
para se observar fluorescéncia dos dois marcadores, um entre 500 a 600 nm, correspondendo
a0 SYTOX® e outro entre 600 nm a 700 nm, referente ao Cio-resofurin.

Esse ensaio foi realizado para assegurar se houve morte celular pés TFD. Para isso,
uma condicgéo de dose de irradiacdo e espessura tumoral foi utilizada, no caso, tumores com
80 um de profundidade (placa de 96 poc¢os) submetidos a TFD com PDZ nas concentragdes
de 5 pg/mL a 150 ug/mL e ilumina¢do com dose de 20 J/cm?. O protocolo se iniciou com a
lavagem tripla dos tumores com tampdo PBS, ap6s 24 horas da se¢do de TFD, seguido da
adi¢do de 50 pL por poco da mistura final com Cio-resazurin 10 pM e SYTOX® 0,1 uM.
Apds 30 minutos de incubacdo, a solu¢do com os marcadores foi retirada dos pocos de cultivo
e as culturas lavadas com PBS, assim, meio McCoy sem fenol foi acrescentado e a placa

levada ao microscépio confocal para deteccdo simultanea de células vivas e mortas.

4.1.10 BioAssay

O BioAssay™ (Nano3D Biosciences Inc., Houston, USA) consiste em um kit para
ensaios de toxicidade de compostos, através da impressdo magnética de células em placas de
96 pocos, ou seja, em esferoides cujo procedimento esta descrito na secdo 3.1.5. O principio
desse ensaio remete a uma metodologia previamente desenvolvida, onde células foram
impressas magneticamente em formato de anel. Nesse procedimento, as células viaveis
interagem umas com as outras, produzindo matriz extracelular e fecham o anel como
resultado da proliferacdo e migracdo celular, mimetizando cicatrizagdo de feridas.”® De
maneira similar, ap6s remogdo dos magnetos com o BioAssay '™, os esferoides se contraem
também por acdo da proliferacdo das células vivas e se rearranjam até a formacdo de uma
cultura 3D que pode crescer de forma mais coesa ao longo dos dias. Para avaliagdo da
toxicidade de substancias, quando estas sdo acrescentadas aos esferoides a contracdo ocorre
mais lentamente, visto que ha presenca de células mortas. Portanto, 0 acompanhamento do
tamanho dos esferoides e da colora¢do do meio de cultura (sendo que células vivas consomem
mais 0s nutrientes do meio) pode acarretar em medidas de viabilidade celular em tempo real.
Assim, 0 BioAssay™ nada mais é que um sistema para se tirar imagens ao longo do tempo
dos esferoides, incubados com o composto a ser analisado.*

A Figura 27 apresenta a montagem do sistema, que possui um iPod (Apple Computer,

Inc.) que faz a aquisi¢do das imagens, uma lente de Fresnel onde a placa de cultivo com os
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esferoides é posicionada e, uma fonte de luz branca (Lightpad A920, Artograph Inc.). A fonte
de luz aliada as nanoparticulas presentes na cultura celular, confere o melhor contraste as
imagens. Contudo, vale lembrar que nesse trabalho, ao invés do teste de apenas um composto,
se deseja avaliar a viabilidade celular dos tumores ap0s o tratamento por terapia fotodinamica.
Logo, a utilizacdo da luz branca, durante a formagéo das imagens, sobre as amostras tumorais
incubadas com fotossensibilizador, também resulta na excitacdo adicional do
fotossensibilizador, que ndo € o efeito desejado. Por isso, um temporizador foi acoplado ao
Lightpad, controlando seu acionamento apenas quando as imagens fossem tiradas. Esse

procedimento minimizou os efeitos da iluminacéo continua com a fonte de luz branca.

Figura 27 — Sistema para aquisi¢do das imagens dos tumores de melanoma em esferoides a TFD.

. . 4.
Fonte: n3D Biosciences...*

4.1.11 Anélise estatistica dos dados experimentais

Os resultados obtidos nesse trabalho foram analisados pelo programa Origin Pro 8, e
as medidas encontradas foram expressas como a média = desvio padrdo. Para aferir a
confiabilidade das comparagdes de resultados, foi realizada a Andlise de Variancia de um
fator (One-way ANOVA). Consideraram-se diferencas significativas as comparagGes com

valor de significancia p < 0,05.
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Determinacdo da temperatura de amostras com Biotable em 660 nm

Para garantir que o dano fotodindmico nos tumores de melanoma fosse decorrente da
interagdo do fotossensibilizador intracelular com a luz entregue as amostras, medicoes de
temperatura foram realizadas com auxilio de medidor termopar em meio McCoy sem fenol,
em intervalos de 5 minutos por um periodo de até 50 minutos, tempo maximo de iluminacao
usado nos experimentos de terapia fotodindmica. Essas medidas estdo apresentadas na Tabela
5. Pode-se notar que ndo houve alteracgdes significativas na temperatura ao longo do tempo,
atingindo um valor médio de (24,07 £ 0,29) °C. Isso impede que se tenham efeitos foto-

térmicos que desencadeiam morte celular, como desnaturacdo de proteinas ou lise de

membrana.
Tabela5 — Medidas de temperatura de meio McCoy sem fenol em Biotable a 660 nm,
Tempo de iluminac&o (minutos) Temperatura (°C)

0 23,7
5 23,8
10 23,8
15 23,8
20 24
25 24
30 24,1
35 24,3
40 24,3
45 24,4
50 24,6

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.2 Investigacdo da agregacdo e citotoxicidade no escuro do Photogem® e

Photodithazine®

O fenbmeno de agregacdo tem sido associado a mudancas espectrais decorrentes do
aumento na concentracdo de fotossensibilizadores. Essas alteracbes se relacionam a
deslocamentos no pico de absor¢do tanto da banda de Soret quanto das bandas Q desses
compostos, conferindo desvios na Lei de Beer-Lambert.>® Logo, para se verificar a auséncia

da agregacdo de um fotossensibilizador em solucdo, a varredura espectral ndo deve apresentar
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diferengas nos maximos de absorcdo e, portanto, a absorbancia, para um dado comprimento
de onda, sera diretamente proporcional a concentra¢do. Por conseguinte, a Figura 28 apresenta
as medidas de absorbancia em funcdo da concentracdo dos dois fotossensibilizadores
Photogem® e Photodithazine®. Nota-se que ha uma linearidade para ambos os gréficos,
indicando que ndo ha agregacdo das duas moléculas quando diluidas em meio McCoy sem
fenol, no intervalo de concentragdo até 150 pg/mL. Como a agregacdo reduz drasticamente a
geracdo de oxigénio singleto, é possivel garantir que para as concentracdes utilizadas, ndo
havera diminuicdo na eficiéncia fotodinamica desses fotossensibilizadores e, assim, a TFD
n&o sera prejudicada. E importante salientar que os graficos apresentam elevados valores dos
coeficientes de correlacdo linear (R>0,98).
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Figura 28 — Gréficos normalizados de absorbancia em funcéo da concentracdo de fotossensibilizadores. Ambos
compostos foram diluidos em meio McCoy sem vermelho de fenol, resultando em diferentes
solugdes com concentragdes variaveis, até 150 ug/mL. a) No maximo de absorcdo de 660 nm, é
possivel observar a dependéncia linear das medidas de absorbancia de acordo com o aumento na
concentracdo de Photodithazine®. Contudo, nota-se o inicio de uma saturagdo desse
fotossensibilizador para a maior concentracdo, o que se infere a possibilidade de agregacéo para
maiores concentragdes. b) Novamente no maximo de absor¢do em 630 nm, percebe-se a
linearidade dos dois pardmetros absorbéncia e concentragdo. No entanto, o efeito do principio de
saturagdo néo é observado para o Photogem®.

Fonte: Elaborada pela autora.

Outro teste realizado para se determinar as concentragdes de fotossensibilizador
adequadas para os futuros experimentos de TFD nos tumores de melanoma foi a avaliacdo da

citotoxicidade celular no escuro, como representada na Figura 29.
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Figura29 — Gréaficos de citotoxicidade no escuro para Photogem® e Photodithazine® pelo teste colorimétrico
MTT. Os tumores de melanoma foram dispostos em placas de 96 pocos e incubados com os
fotossensibilizadores por 16 horas (overnight).

Fonte: Elaborada pela autora.

Observa-se que houve uma reducdo significativa da viabilidade celular, a partir da
concentracdo de 200 pg/mL para o Photogem®, correspondendo a aproximadamente 50% de
morte celular. Por outro lado, para a mesma concentracdo de PDZ, a mortalidade das células
tumorais foi de 60%. Esse efeito de morte acentuada se iniciou precocemente para o PDZ
(160 pg/mL), conferindo maior citotoxicidade no escuro do PDZ em tumores sélidos de
melanoma quando comparado com o Photogem®, como pode ser facilmente observado ao se
analisar as duas curvas dose-resposta na funcdo sigmoidal e encontrar ICsy de ambas as
moléculas, isto é, a concentracdo necessaria para se reduzir (inibir) em 50% o crescimento
celular. Para o caso do Photogem® o valor obtido foi de 189 pg/mL, enquanto para o PDZ 138
ug/mL.

Estudos averiguando a maior toxicidade do PDZ ou de outros derivados de clorina em
comparacdo a porfirinas, foram relatados em diversas pesquisas, como por exemplo, 0
apresentado por Ivanov e colaboradores®, que verificaram que o PDZ causou cerca de 17%
de inibicdo no crescimento de células de carcinoma de ovario, enquanto o Photogem ndo
apresentou toxicidade, além do demonstrado por Banfi et al.®}, no qual células tumorais do
célon de Gtero incubadas com Foscam® (clorina) obtiveram citotoxicidade significativamente
mais elevada do que o Photofrin® (derivado de hematoporfirina). Isso pode ser explicado
pelo fato de algumas clorinas, como o Photodithazine, serem mais hidrofébicas e, portanto,
mais permeaveis a membrana celular. Com isso, esses fotossensibilizadores conseguem se

difundir melhor pela linhagem celular estudada e apresentar maior citotoxicidade no escuro.
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Experimentos para obtencéo do coeficiente de particdo do Photogem® (PG), Photodithazine®
(PDZ) e hipericina (HY) ja foram realizados, verificando que a ordem crescente de
hidrofobicidade dessas moléculas foi HY > PDZ > PG.%? Dessa forma, como o PDZ é mais
lipofilico, é esperado que a sua distribuicdo nos tumores de melanoma e, consequentemente
sua toxicidade, seja maior do que o Photogem®. De fato, essas duas caracteristicas foram
comprovadas nesse trabalho, seja através do ensaio de MTT, cinética em microscopia
confocal, quanto pela quantificacdo de fotossensibilizador intracelular, como serad explicado
posteriormente. Logo, os resultados aqui obtidos concordam com a literatura.

Considerando a inspecdo da viabilidade ao longo das concentragcbes e o fato das
diluicbes dos dois fotossensibilizadores ndo indicarem presenca de agregados, foi
determinado que o intervalo de 1 pg/mL a 150 ug/mL seria o utilizado para os demais ensaios
com TFD, uma vez que esses valores exibiram menor morte tumoral decorrente do efeito

téxico dos fotossensibilizadores, caracterizando doses sub letais.

4.2.3 Cinética em microscopia confocal

Imagens espectrais (da fluorescéncia natural) dos tumores de melanoma incubados
com ambos fotossensibilizadores Photogem® e Photodithazine® na concentragio de 50 pg/mL
e, com marcador de nucleo laranja de acridina (100 ug/mL), foram obtidas por microscopia
confocal como mostrado na Figura 30. A emissdo de fluorescéncia em vermelho (réseo)
representa os fotossensibilizadores, enquanto em verde os nucleos celulares.

E possivel observar que para as amostras tumorais incubadas com PDZ, a
fluorescéncia do fotossensibilizador se faz presente mesmo em menores tempos de incubacéo,
enquanto para o Photogem® isso s6 ocorre a partir de 12 horas e com menor intensidade. Para
que o Photogem® tivesse uma presenca expressiva nos tumores, foram necessarias 24 horas de
incubacéo e, nos demais tempos, praticamente apenas a fluorescéncia nuclear foi vista. 1sso
indica que o PDZ apresentou maior afinidade pelos tumores de melanoma, pois foi necessario
apenas 2 horas para que houvesse sua difusdo nas culturas. Esse tempo de incubacdo é
condizente com o apresentado por Stranadko et al., visto que o acimulo de PDZ em diversos
tipos de tumores foi apresentado ap6s 1 hora — 2 horas da injecdo do fotossensibilizador.®®
Entdo, por se tratar de uma molécula anfifilica e menor do que o Photogem®, ja que o
Photogem® se apresenta em diferentes formas oligoméricas, se cria a hipétese que o PDZ
poderia facilmente se ligar as membranas celulares e ser enviado para outras estruturas

intracelulares, fato que corroborou na sua rapida distribui¢do por toda a cultura.
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Figura 30 — Imagens espectrais, com aumento de 20 vezes, de tumores de melanoma incubados com
Photodithazine® e Photogem®, em diferentes tempos. Escala: 1 mm.

Fonte: Elaborada pela autora.

Outro resultado importante para se avaliar melhor a distribuicdo dos
fotossensibilizadores nas amostras tumorais tratadas foi a aquisicdo de imagens de
fluorescéncia em dois canais (em vermelho correspondendo as moléculas

fotossensibilizadoras e em verde o laranja de acridina). Esse metodo permite discriminar a
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fluorescéncia dos dois compostos utilizados, bem como a caracterizacdo da sua difusdo e
localizagdo em estruturas celulares, nesse caso quando na presenca de barreiras criadas pela
prépria organizacao em crescimento tridimensional, como a producdo de matriz extracelular.

As imagens sdo apresentadas na Figura 31.

(Photodithazine)

12 horas

(__Photogem )

Figura 31 — Imagens de fluorescéncia em microscopia confocal de tumores de melanoma imersos em solucéo
de PDZ e Photogem® ambos na concentragio de 50 pg/mL. Destaque para a distribuicio
homogénea do PDZ nas culturas em detrimento da heterogénea para o Photogem®. As imagens
foram obtidas com aumento de 40 vezes e a escala refere-se a 50 pm.

Fonte: Elaborada pela autora.

S0 notaveis as diferencas nas distribuicdes de ambos fotossensibilizadores nos
tumores de melanoma. Embora ndo tenha sido possivel se afirmar a exata localizacdo dos
fotossensibilizadores nas estruturas celulares, pode-se inferir pelas imagens que eles se
difundiram tanto para o arcabouco da cultura tridimensional, matriz extracelular, quanto para

todo o citoplasma. Futuros estudos utilizando marcadores especificos sdo necessarios para
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comprovacao de interacOes entre fotossensibilizador e os componentes celulares. Além disso,
pode-se observar que o PDZ, mesmo para menores tempos de incubacdo, apresentou uma
distribuicdo homogénea na cultura, enquanto o Photogem® mostrou um actimulo claramente
heterogéneo em 4 horas de incubacdo e também em 12 horas. Essa distribuicdo heterogénea
do Photogem® em células e tumores, j& foi demonstrada em diversos estudos, como o
apresentado por Vollet-Filho e colaboradores com tecido de figado.®* Isso traz implicacdes
como uma baixa entrega de fotossensibilizador no tecido alvo, acarretando numa deficiente
resposta fotodinamica que culmina na parcialidade ou auséncia do tratamento para a doenca
estudada com TFD. Portanto, os resultados aqui apresentados sugerem que o Phodithazine® é
o fotossensibilizador melhor indicado, quando comparado com o Photogem®, para a
realizacdo de TFD em tumores de melanoma, por sua rapida e relativamente homogénea

incorporacdo em toda a cultura.

4.2.4 Quantificacdo de Photogem® e Photodithazine® intracelular e modelos 2D e 3D de

melanoma humano

Uma vez que a quantidade de fotossensibilizador intracelular é determinante para a
realizacdo de terapia fotodinamica, pois é a entrega efetiva da molécula no tecido alvo, essa
medida foi realizada através da leitura de fluorescéncia de culturas bidimensionais e
tridimensionais de melanoma humano, incubadas com Photogem® e Photodithazine® em
quatro diferentes tempos, como descrito na Tabela 3. Esse experimento permitiu avaliar
possiveis diferencas na concentracao intracelular dos fotossensibilizadores para cada modelo
de cultivo.

O procedimento piloto teve inicio com a obtencdo de uma curva padrdo para cada
fotossensibilizador, que fornece uma relacéo entre a leitura de fluorescéncia de cada molécula
nos seus maximos de emisséo (660 nm para Photodithazine® e 630 nm para o Photogem®), e
sua concentracdo. A partir da equacgdo de reta para cada curva padrdo, é possivel se estimar a
concentracdo de fotossensibilizador intracelular nas amostras incubadas em diferentes tempos.
Essas curvas sdo apresentadas na Figura 32 e obtiveram coeficiente de correlagdo linear maior
R>0,97.
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Figura 32 — Curvas de padronizacdo do PDZ e Photogem® a partir das intensidades de fluorescéncia em 660
nm e 630 nm, respectivamente. A excitacdo foi de 405 nm e ambos fotossensibilizadores estavam
diluidos na solucéo de lise, contendo DMSO 90% e PBS 10%. Os experimentos foram realizados
em triplicata.

Fonte: Elaborada pela autora.

Assim, foram feitas as leituras de fluorescéncia das culturas previamente incubadas
com os fotossensibilizadores em diferentes tempos de incubacéo (4 horas, 8 horas, 16 horas e
24 horas), e lisadas com solucdo de DMSO 90% e PBS 10%, ou seja, dos
fotossensibilizadores intracelulares liberados em solucdo pés-lise. Por fim, de acordo com as
equacBes de reta das curvas de padronizacdo, foi possivel se obter a concentracdo de
Photogem® e Photodithazine® intracelular conforme as Tabela 6 e Tabela 7, sendo que a
primeira é referente aos experimentos realizados com culturas 2D e a segunda com culturas
3D. Os resultados estdo representados de acordo com a média e o erro associado a medida,

isto €, o desvio padréo.

Tabela6 — Resultados da quantificacdo de fotossensibilizadores intracelulares em culturas de melanoma
humano em monocamada.

Concentracédo de FS

Fotossensibilizador Tempo de incubacéo (horas)
intracelular (ng/mL)
4 (3,00 £ 0,05)
. : 8 (3,24 £ 0,05)
®
Photodithazine 16 (5,70 + 0,11)
24 (3,45 £ 0,06)
4 (1,52 £ 0,05)
8 (2,71 £ 0,50)
®
Photogem 16 (3,25 + 0,59)
24 (6,14 £ 0,82)

Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela7 — Resultados da quantificacdo de fotossensibilizadores intracelulares em culturas tridimensionais de
melanoma humano.

Concentracao de FS

Fotossensibilizador Tempo de incubacéo (horas)
intracelular (ng/mL)
4 (0,82 £ 0,02)
: . 8 (1,60 £ 0,03)
®
Photodithazine 16 (2,67 % 0,04)
24 (1,90 £ 0,03)
4 (0,25 £ 0,03)
8 (0,80 £ 0,10)
®
Photogem 16 (1,08 +0,12)
24 (1,97 £0,19)

Fonte: Elaborada pela autora.

A quantificacdo dos fotossensibilizadores intracelulares toma por base a relagdo de
100% como a concentragdo inicial no qual as culturas foram incubadas, ou seja, 50 pg/mL, e
0 uptake como sendo a porcentagem correspondente a concentracdo encontrada pelo método
da leitura de fluorescéncia.

Observam-se em ambas as tabelas que houve um aumento no acumulo de
Photodithazine® nas 16 horas iniciais de incubacdo, porém, apés 24 horas ocorreu uma
diminuigdo da concentracdo do fotossensibilizador intracelular. Esse resultado corrobora com
a rapida eliminacdo do PDZ no organismo, como ja reportado.>* Além disso, as diferencas na
incorporacdo do PDZ em culturas bidimensionais e tridimensionais foram claras, uma vez que
para 0 maior valor de concentragdo intracelular, em 16 horas de incubacdo, o uptake
encontrado foi de 11,4% para as células em monocamada e 5,34% para os tumores solidos de
melanoma. A menor quantidade de fotossensibilizador em um modelo tridimensional ja era
esperada, pois 0 maior volume celular e a presenca de matriz extracelular sdo limitantes ao
processo de difusdo das moléculas incubadas na cultura, embora a via de entrega neste
experimento seja topica e nos modelos animais e clinicos endovenosa. Além disso, esse
resultado da diminuic&o na concentracdo intracelular de Photodithazine® em maiores tempos
é similar ao apresentado em estudos com injecdo de PDZ em diferentes tumores, como de
carcinoma basocelular, cancer pulmonar e no estdmago, onde aproximadamente 6% do
composto administrado permaneceu nos tecidos ap6s 24 horas da administracéo.®®

As diferencas na captacdo de fotossensibilizador por culturas 2D e 3D foram
verificadas nos experimentos de Chan et al., onde foi observado que a incorporacdo de

espécies sulfonadas de aluminio ftalocianina em esferoides foi menor que nas células de
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carcinoma colo-retal em monocamada, culminando na diminuigcdo da resposta fotodindmica
pela irradiacdo.®® Além dessa pesquisa, outra realizada por Huygens e colaboradores
apontaram as diferencas na captacdo de derivados iodados de hipericina por células tumorais
da bexiga em cultura 2D e 3D (modelo em esferoide). Nesse caso, trés diferentes
fotossensibilizadores, hipericina, mono — iodohipericina e di — iodohipericina na mesma
concentragdo de 10 uM exibiram, respectivamente, acuimulo aproximado de 10, 9 e 5 vezes
maior em monocamada do que em esferoides.®® Para o presente trabalho, a relagdo encontrada
do Photodithazine® intracelular quantificado foi duas vezes maior nas células de melanoma
em comparagdo com o tumor sélido.

As comparacOes entre uptake de culturas 2D e 3D indicam que caracteristicas como
interacdes intercelulares em diferentes planos e producdo de matriz extracelular, presentes nos
tumores obtidos pelo método de levitacdo magnética, formaram estruturas intrincadas e
solidas que dificultaram a méxima difusdo do PDZ. No entanto, mesmo com 0 menor
acumulo do PDZ nesses tumores sélidos, a sua distribuicdo ocorreu de forma aparentemente
homogénea como apresentado anteriormente nas imagens de fluorescéncia em microscopia
confocal, o que ndo desmerece a aplicacdo desse composto para o tratamento do melanoma
por TFD.

Por outro lado, o Photogem® apresentou um baixo e lento aumento na sua
incorporacdo ao longo das 24 horas de incubacdo. Nesse tempo, onde a concentracdo do
fotossensibilizador é maior, o uptake para as culturas 2D foi em média de 12,3 % e de 3,94%
para as culturas 3D. Esses valores demonstram que é necessario um tempo bem maior de
incubacéo para se ter uma quantidade intracelular expressiva do Photogem® em tumores e,
também, com efeitos semelhantes ao Photodithazine® j& em processo de eliminacdo. Outra
analise interessante de se relembrar remete aos experimentos nos tumores sélidos de
melanoma incubados por 4 horas, no qual o acimulo de Photogem® foi muito pequeno, em
torno de 0,5%. Para esse tempo de incubacgéo, houve uma baixa incorporacéo nas culturas 3D,
sendo que esse resultado foi comparavel ao mostrado pelas imagens em microscopia confocal,
onde a fluorescéncia real do Photogem® praticamente ndo é vista. Isso aliado & sua
distribuicdo heterogénea encontrada previamente na cultura 3D sugere que o Photogem®
poderia ter uma baixa eficiéncia na TFD para o tratamento de melanoma.

Portanto, todos os resultados aqui apresentados indicam que o Photodithazine®, em
especial quando presente nos tumores de melanoma incubados por 16 horas, é melhor
indicado para tratamento com TFD. Esses parametros foram entdo os utilizados para os

demais experimentos de TFD.
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4.2.5 Resposta fotodinamica de tumores em diferentes espessuras com Photodithazine®

e Terapia fotodindmica em tumores com 80 um de espessura

Apds o estabelecimento dos tumores de melanoma em esferoides (80 um de espessura)
distribuidos em placas de 96 pocos, como descrito na secdo 3.1.5, seguiu-se a aplicacdo da
terapia fotodindmica, com incubacdo dos tumores com Photodithazine® por 16 horas
(overnight) e iluminacdo mediante o uso de dispositivo a base de LED em 660 nm, nas doses
de 10 Jicm?, 20 J/lcm2 e 60 J/cm2 Os resultados da TFD pelo ensaio de MTT estdo

apresentados na Figura 33.
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Figura 33 — Grafico normalizado dos experimentos de TFD em tumores de 80 um de espessura (placa de 96

pogos) com diferentes doses de irradiagdo, através do ensaio de MTT. Cada dose de luz define um

determinado tempo de iluminagdo, sendo em ordem crescente 7min e 58 s, 15 min e 55 s, 47 min e

45 s. Os respectivos grupos controle designados por “0”, representam as amostras tumorais nao

incubadas com Photodithazine®. Os grupos identificados por * se referem aos que apresentaram
diferenca estatistica significativa (p<0,05), com relagdo aos seus respectivos grupos controle.

Fonte: Elaborada pela autora.

A avaliacéo dos resultados obtidos pelo ensaio de MTT deixa evidente o potencial da
TFD sobre os tumores de melanoma humano. Considerando-se que as concentracOes de
Photodithazine® utilizadas correspondem a doses sub letais, salvo a concentragdo de 150
ug/mL que demonstrou certa toxicidade no escuro, pode-se garantir que o dano oxidativo
resultante do tratamento ocorreu pelo efeito associativo do fotossensibilizador intracelular

com a quantidade de luz entregue as amostras tumorais. Também podem-se excluir
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consideracdes térmicas, pois como ja foi elucidado anteriormente, ndo houveram mudangas

significativas de temperatura capazes de causar algum dano celular.

Percebe-se que a menor concentragdo de Photodithazine® administrada, no caso 5
ug/mL, resultou em pequenas alteracGes na viabilidade celular, quando comparadas com o
grupo controle, correspondendo a aproximadamente 30% de morte celular para as trés
medidas de irradiagdo. Esse valor ¢ estatisticamente baixo, pois é equiparavel a manipulagdes
cotidianas de cultura celular, como perda de células por pipetagem ou tripsinizacdo. De fato,
variacoes na viabilidade foram mais visiveis a partir de 20 a 25 pg/mL. Nesse caso, houve um
efeito progressivo de morte mediante 0 aumento das doses de luz. Também ¢é possivel
observar valores similares de viabilidade celular ao se utilizar concentragfes mais baixas do
fotossensibilizador conforme o aumento da dose de iluminagéo, por exemplo, para valores de
morte celular de aproximadamente 70%, a concentra¢do de PDZ requerida foi de 100 pg/mL
em 10 J/cm?, 50 pg/mL para 20 J/cm? e 20 pg/mL com 60 J/cm?2 Esse efeito alude a
necessidade do ajuste nos parametros fotodindmicos para otimizagdo da TFD, logicamente se
certificando que os valores ndo apresentem citotoxicidade no escuro ou fototoxicidade.
Contudo, os resultados demonstram que ndo existe um incremento muito significativo da
morte celular em funcdo do aumento da dose de energia entregue. Esse comportamento
demonstra que o fator mais limitante da reacdo fotodindmica nesse modelo é a baixa

concentracgéo intracelular do fotossensibilizador.

De todas as condi¢des experimentais apresentadas, a responsavel pelo maior dano foi a
maior dose de irradiacdo com a concentragio de Photodithazine® de 100 pg/mL. Esse critério
proporcionou um decréscimo maximo na sobrevivéncia celular de 87,3 £ 4,7 %. Embora com
150 pg/mL e 20 J/cm? se tenha atingido um valor correlato, essa concentracdo de PDZ
apresentou prévia citotoxicidade no escuro e, portanto, o dano fotodindmico pode ter sido
adquirido por uma juncdo da propria toxicidade da molécula aliada a iluminacdo. No entanto,
também pode-se ressaltar o resultado encontrado na concentragdo de 100 ug/mL quando na
presenca de irradiacdo a 20 J/cm?, visto que a morte celular foi elevada, em torno de 76,5 £
7,3 %.

Os parédmetros experimentais causadores do maior dano pela TFD, descritos
anteriormente, sdo comparaveis com experimentos in vitro realizados por Haddat et al. Nesse
estudo, células de melanoma B16 em monocamada foram incubadas com aluminio
ftalocianina tetrasulfonada (AIPcS,) e, submetidas a diferentes doses de irradiagdo (50 J/cm?,
100 J/cmz2 e 200 J/cm?) com lampada de xendnio entre 600-720nm. Os respectivos valores de
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viabilidade obtidos foram de 15,5 + 0,7 %, 11,5 + 2,1 % e 1,5 + 0,7 %.®’ Dessa forma, é
possivel notar que para a dose de 100 J/cm?, o resultado foi semelhante ao encontrado nesse
trabalho com Photodithazine® 100 pg/mL com iluminagdo a 60 J/cm?2. Contudo, vale salientar
que os resultados in vitro encontrados por Haddat tomaram por base células em culturas 2D
que ndo sdo representativos de tumores presentes no organismo e, que ndo exibem
aglomerados tridimensionais sélidos que dificultam difusdo de fotossensibilizador em
estruturas intracelulares. Portanto, todos esses aspectos reforcam a idéia que a aplicacdo de
Photodithazine® traz resultados promissores para o tratamento de tumores de melanoma

humano por TFD.

Com o objetivo de se averiguar e comprovar que houve dano celular pela TFD,
imagens em microscopia éptica e microscopia confocal de fluorescéncia (espectral) com uso
de marcadores especificos que discriminam células vivas e mortas (descri¢cao na secéo 4.1.9),
foram adquiridas. Para tanto, foi escolhida uma condicdo experimental, isto é, dos tumores de
melanoma com 80 pum de espessura distribuidos em placas de 96 pocos, incubadas com
Photodithazine® nas concentragdes até 150 pg/mL e iluminadas com 20 J/cm? As imagens

estdo apresentadas nas figuras 34 e 35.

Figura 34 — Imagens em microscopia optica dos tumores de melanoma humano (com 80 pum de espessura)
apos 24 horas da TFD em 20 J/cm?. A letra C representa o grupo controle, enquanto os demais
nimeros as concentracdes de Photodithazine® utilizadas. Escala: 200 pum.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Apos as 24 horas da aplicacdo da TFD, foi possivel verificar alguns efeitos da agéo
fotodindmica, através das imagens em microscopia tanto Oéptica quanto confocal de
fluorescéncia. Primeiramente, ao se comparar a cultura 3D controle (sem incubacdo com
fotossensibilizador) com as demais tratadas, podem-se notar fragmentacdes nas culturas
tridimensionais de acordo com 0 aumento na concentracdo de Photodithazine® (Figura 34).
Essa quebra formou aglomerados de diversos tamanhos, a partir da superficie dos tumores,
local onde a entrega de luz e fotossensibilizador ¢ mais facilitada. Os aglomerados séo
resultado da quebra de ligagdes intercelulares e, possivelmente, da propria matriz extracelular,
que corroboraram na perda da integridade dos tumores. Esse efeito € acentuado nas amostras
incubadas com concentragdes mais altas de PDZ, como de 100 pg/mL, onde as células estdo
aparentemente espalhadas por todo o poco de cultivo.

Em cultura celular in vitro, esses aglomerados, caso sejam formados por células
viaveis, podem promover o recrescimento tumoral. Em um organismo, como existe a nutri¢do
e oxigenacdo promovida pelos vasos sanguineos, dependendo do tamanho, assim como da sua
localizagdo proxima a um vaso, esses aglomerados celulares podem ou ndo resultar no
recrescimento do tumor. Esses fatores somente podem ser investigados em modelos animais,
no entanto, a possibilidade de alta desagregacdo do melanoma, como apresentado nos
resultados anteriores, tambeém constitui em uma resposta favoravel a TFD.

Agora, para se mostrar qualitativamente o efeito da TFD e a visualizacdo de células de
melanoma vivas e mortas apos o tratamento, os tumores foram incubados com os marcadores
SYTOX®, que marca de verde as células mortas cuja membrana celular foi danificada, e o
Cio-resazurin que é reduzido a Cip-resofurin em células vivas, emitindo fluorescéncia
vermelha. Na Figura 35, ¢ possivel observar que até a concentracdo de 10 pg/mL de PDZ,
praticamente s a fluorescéncia das células vivas (em vermelho alaranjado) € vista, e 0s
tumores ndo perderam sua integridade. Contudo, se iniciando com 25 pg/mL, a fluorescéncia
do PDZ também comeca a ser vista (vermelho réseo) no aglomerado central e os demais
pedacos da cultura apresentam células mortas (verde). Com o aumento da concentracdo, a
qguebra dos tumores ficou mais evidente e ndo houve tracos aparentes de células
sobreviventes. A presenca da fluorescéncia do fotossensibilizador, nas amostras incubadas
com 25 pg/mL e 50 pg/mL de PDZ, indica duas possiveis explicagdes, que resquicios do
composto ndo sairam na lavagem das amostras com PBS e por isso a sua fluorescéncia
sobrepujou a do marcador de células vivas, ou que células presentes no tumor de melanoma,
contendo o fotossensibilizador intracelular, ndo sofreram degradacdo pela a¢do da irradiagéo,

fazendo com que parte da cultura ndo tivesse recebido dano fotodindmico. Essa Ultima
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proposta € mais coerente, pois a lavagem das amostras € realizada trés vezes justamente para
evitar excessos de fotossensibilizador nas amostras e, essa anélise condiz com os resultados
obtidos pelo ensaio de MTT, onde nas concentragdes de 25 ug/mL ¢ 50 pug/mL hd morte

celular significativa, mas ndo total das celulas presentes no tumor.

Figura 35 — Imagens em microscopia confocal da fluorescéncia natural de tumores de melanoma humano (com
80 um de espessura) incubados com marcadores, ap6s 24 horas da TFD em 20 J/cm?. A emissao
de fluorescéncia em verde representa as células mortas (SYTOX®), enquanto em vermelho as
vivas (Ci,-resofurin). A letra C & o controle e, 0s outros ndmeros, as concentragGes de
Photodithazine®. Escala: 1 mm.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Ambos 0s conjuntos de imagens, tanto de microscopia de fluorescéncia quanto dptica,
se correlacionam com os resultados quantitativos do ensaio de MTT, uma vez que foi
observado um dano mais significativo a partir das amostras incubadas com Photodithazine®
na concentragdo de 25 pg/mL e, para as outras maiores concentracdes, a morte celular foi
mais acentuada. Justamente nessas concentracdes mais altas, os tumores tiveram uma
desagregacao tecidual periférica expressiva, chegando a camadas mais no interior do tumor.
Desse modo, os resultados apresentados demonstram que a TFD em tumores de melanoma de

menor espessura (80 um) incubadas com Photodithazine® obtiveram relativo sucesso.

e Terapia fotodindmica em tumores com 130 um de espessura e comparagdes com

resultados obtidos em 80 um de espessura

Ja para os tumores de melanoma obtidos com maior espessura pelo método de
levitagdo magnética (130 pum), através do cultivo em placas de 24 pogos como descrito na
secdo 3.1.4, o procedimento de TFD teve inicio com a incubacdo dos tumores com
Phodithazine® em diferentes concentracdes por 16 horas (overnight). Esse tempo foi o
encontrado em experimentos anteriores que acarretou na maior concentracdo de
Photodithazine® intracelular nos tumores. Em seguida, as amostras foram iluminadas a 660
nm em duas doses diferentes de irradiacdo, 10 J/cm? e 20 J/cm? e, 0 ensaio de MTT
prosseguiu para quantificar a viabilidade celular em funcdo das concentracbes de
Photodithazine® administradas. Nesse caso, a dose de 60 J/cm2 ndo foi escolhida, pois o
intuito era analisar se haveriam diferencas na resposta fotodindmica de acordo com aumento
da espessura dos tumores. A dose de 60 J/cm? foi a que acarretou na maior morte tumoral em
tumores de 80 um, e esse dano comecou a partir de concentragbes mais baixas do
fotossensibilizador, como de 20 pg/mL. Portanto, nessa quantidade de luz, poderia haver
perda de informacgdes quanto a diferencas morfoldgicas dos tumores apds a TFD, ja que 0s
efeitos esperados eram de desagregacdo dos tumores em funcdo da terapia aplicada e isso
poderia ser muito potencializado em 60 J/cm?2.
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Figura 36 — Grafico normalizado dos experimentos de TFD em tumores de 130 um de espessura (placa de 24
pocos) com diferentes doses de irradiacdo, pelo ensaio de MTT. Cada dose de luz corresponde a
um tempo de iluminacdo, nesse caso seus valores crescentes sdo 5 min e 33s, 11 min e 7s. Os
grupos controle (sem incubac&o com Photodithazine®) sdo designados como zero no gréfico. Os
grupos identificados por * se referem aos que apresentaram diferenga estatistica significativa
(p<0,05), com relacéo aos seus respectivos grupos controle.

Fonte: Elaborada pela autora.

De modo geral, a TFD nos parametros empregados como na Figura 36 resultou em um
dano fotodindmico mais expressivo a partir da concentracdo de 50 pg/mL de
Photodithazine®, uma vez que para os menores valores a viabilidade celular é praticamente
equivalente aos respectivos grupos controle. Contudo, mesmo para essa concentracdo ndo se
veem diferencas entre as duas doses de irradiacdo empregadas, onde a morte celular em
ambos os casos foi de aproximadamente 55 %. Mudancas na viabilidade em relacdo as duas
quantidades de iluminacdo, aparecem com 100 ug/mL e, nessa concentragdao, se encontra o
resultado de melhor desempenho da TFD, com morte celular de 79,2 £ 3,1 %, mediante
emprego da dose de 20 J/cm2. Esses dados concordam com as imagens em microscopia optica
dos tumores espessos apresentados na Figura 37, que demonstra os tumores de melanoma
(130 um de profundidade) 24 horas depois da TFD a 20 J/cm?.

Observa-se um principio de desagregacdo da cultura 3D mais tardio, em 50 pg/mL e,
nas demais concentragdes, a quebra das estruturas tridimensionais permeia as margens da
cultura. Dessa forma, fica claro que os tumores obtidos em placas de 24 pogos, constituidos

por uma estrutura celular mais densa e espessa, ofereceram maior resisténcia a TFD, pois
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houve a necessidade de concentracdes elevadas de Photodithazine® para se obter alteracdes
morfolégicas nas culturas tridimensionais. Além disso, como ainda ha resquicio de grandes
aglomerados celulares mesmo nas concentragdes mais altas de Photodithazine®, é possivel se
inferir que ndo houve destruicdo completa dos tumores. Logo, estudos futuros avaliando
recrescimento tumoral dias apds a terapia sdo necessarios para confirmar se houve recorréncia

da doenca, como o acompanhamento da viabilidade celular e do tamanho dos tumores ao

longo do tempo.

Figura 37 — Imagens em microscopia 6ptica, com aumento de 5 vezes, dos tumores de melanoma humano com
130 pm de espessura, ap6s 24 horas da TFD com 20 J/cm2. Estdo representados os tumores do
grupo controle e os demais incubados com Photodithazine®, em concentragdes crescentes. Escala:
200 pm.

Fonte: Elaborada pela autora.

Considerando-se as diferencas na resposta da TFD em tumores de diferentes
espessuras, essas caracteristicas sdo mais evidentes ao se colocar lado a lado os resultados do
ensaio de MTT para a mesma dose de irradiagdo (20 J/cm?2), como esquematizado na Figura
38. E notavel como os tumores menos espessos (80 pm) foram mais sensiveis & TFD. Esse
efeito era esperado pois as problematicas em se tratar tumores de melanoma remetem a
presenca de melanina e ao seu rapido crescimento vertical em camadas inferiores da pele,
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caracteristicas que dificultam a difusdo dos fotossensibilizadores e a entrega de luz em
amostras tumorais de maior profundidade. Dessa forma, tumores menos espessos necessitam

de menores concentracbes de fotossensibilizador para exibir uma morte celular mais

acentuada.
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Figura 38 — Comparativo da resposta fotodindmica em tumores de diferentes espessuras, para a mesma dose de
irradiacdo (20 J/cm?) e intervalo de concentragdes de Photodithazine®.

Fonte: Elaborada pela autora.

No entanto, como foi observado que o aumento na dose de irradiacdo ndo acarretou
em mudancas muito significativas na morte celular (resultados mostrados nos experimentos
com tumores de 80 pum de espessura), um possivel pardmetro que pode ser alterado para
aumentar a eficiéncia da TFD com o Photodithazine® seria 0 nimero de secdes, ja que 0s
experimentos foram realizados com uma Unica se¢do de TFD e o melanoma, por ser um tumor
altamente agressivo, necessitaria de uma completa eliminacdo das células neoplésicas.
Atualmente existem protocolos clinicos que indicam o tratamento de doencas com duas ou
mais secbes,”® como é o caso do tratamento empregando duas secbes de TFD com
aminolevulinato de metila (MAL), em pacientes com carcinoma basocelular, que apresentou
92 % de remisséo da doenga para os casos superficiais e, 87 % para 0s nodulares.®® Além

disso, para a queratose actinica, resultados similares foram encontrados aplicando o mesmo
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fotossensibilizador, com 91 % dos pacientes com atenuacdo da doenca.”” Desse modo,
considerando que os estudos desse trabalho demonstraram uma resposta fotodindmica mais
efetiva do Photodithazine® em comparacdo com o Photogem®, o uso do Photodithazine® em
mais de uma secdo de TFD para melanoma, pode resultar em efeitos promissores no

tratamento dessa doenga.

4.2.6 BioAssay

O BioAssay foi outra andlise realizada para avaliar a viabilidade celular apds o
tratamento com TFD.”™ Apds a TFD nos tumores em placas de 96 pocos, incubados com
Photodithazine® (80 pum de espessura) e com duas doses de irradiagdo, 10 J/cm? e 20 J/cm?,
cada placa foi levada ao suporte do kit BioAssay, o iPod foi posicionado abaixo da placa e, a
fonte de luz branca acoplada ao temporizador foi colocada sobre o arranjo, para melhorar o
contraste das imagens. Os resultados foram extraidos da aquisicdo das imagens ao longo do
tempo. Na Figura 39, estdo representadas as imagens no inicio e final para a dose de 10 J/cm?,
enquanto a Figura 40 é referente a 20 J/cm2.

De modo geral, é possivel notar a alteracdo na coloracdo do meio de cultura para os
grupos controle e aqueles tratados com menores concentragdes de Photodithazine®. Em
especial, com irradiacdo em 10 J/cm?, observa-se uma cor amarelada até aproximadamente a
concentracao de 10 pg/mL, enquanto para os demais essa mudanga na cor do meio ndo ¢ tao
evidente. Para 20 J/cm?, a cor amarela é mais acentuada nas concentracdes de 1 pg/mL ¢ 5
pg/mL, enquanto para as outras, esse efeito diminui gradativamente. Esses resultados se
relacionam com o ensaio de MTT, uma vez que ndo foram observadas mudancas
significativas na morte celular com o aumento da dose de luz entregue e, com o BioAssay, as
alteracbes na coloracdo do meio foram semelhantes tanto para os tumores submetido a
iluminagdo com 10 J/cm? quanto 20 J/cm?2. Aléem disso, a morte celular foi mais acentuada,
para ambas as doses de irradiaco, a partir de 25 pg/mL e, portanto, é esperado que nesse teste
de BioAssay, para concentrag0es acima desse valor ndo se tenham alteragdes nos tumores ao

longo do tempo, porque o metabolismo celular foi prejudicado pela TFD.
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A diferenga na coloracdo do meio ocorreu devido a atividade metabdlica das células
vidveis que consomem os nutrientes da solugéo e alteram o pH para acido.” Esse efeito foi
reportado por Otto Warburg, onde células tumorais por criarem um ambiente deficitario em
oxigénio, trocam o fornecimento de energia da respiragdo aerdbia pela fermentacdo
anaerébia.”> Assim, a conversdo de piruvato para 4cido latico, através da fermentacdo, pelas
células tumorais metabolicamente ativas (vivas) induz o processo de acidificacdo do meio de
cultura, pois o &cido latico se acumula nas células e depois é liberado no meio. De fato,
mutacdo em genes nucleares, componentes da cadeia respiratoria e mais especificamente do
ciclo de Krebs, foram demonstradas por Isidoro e colaboradores, provocando essa alteracao
na via metabdlica celular para anaerdbia e, um aumento na expressdo de marcadores
glicoliticos em células cancerigenas.”

Em concentracBes baixas de Photodithazine® é possivel perceber uma diminuicdo dos
tumores, devido a contracdo dos mesmos na presenca de células vivas, especialmente para 0s
grupos controle. Contudo, €é dificil perceber visivelmente a diminuicdo dos tumores, isso
porque apds a TFD os tumores acabam se desagregando, dispersando parte da cultura 3D nos
pogos. Assim, o contraste das imagens é dificultado e, a analise da contracdo dos tumores ndo
se torna o método mais adequado para quantificar a viabilidade celular ao longo dos dias.
Portanto, embora o BioAssay permita ter essa informacéo temporal da contracdo dos tumores,
e 0 kit contenha um programa para quantificar os tamanhos do tumores ao longo dos dias,
levando a analises da citotoxicidade celular em tempo real, esse método nao foi o analisado
nesse trabalho.

Possivelmente, outros pardmetros teriam que ser variados para que esse efeito da
contracdo fosse mais aparente, como por exemplo, um aumento expressivo na quantidade de
celulas por poco, para que os esferoides tivessem um tamanho muito maior inicialmente e,
com o tempo, a diminuicdo dos tumores pela presenca das células vivas de melanoma
humano, fosse destacada. Mesmo assim, como a TFD promoveu a desagregacdo dos tumores,
principalmente com concentracdes mais altas de Photodithazine®, ainda ndo seria garantia que

nessas condi¢des a analise das imagens teria algum sucesso.

* O vermelho de fenol ou fenolsulfoftaleina, é um indicador de pH encontrado nos meios de cultura, que
apresenta coloragdo amarela em pH &cido (< 6,8), vermelho em pH intermediario e em pH bésico (> 8,2) uma
cor rosa brilhante (fdcsia). Além de ajudar no monitoramento da cultura de células, indicando quando 0 meio
precisa ser trocado para reposicdo dos nutrientes necessarios no crescimento celular, ele também foi estudado
como um componente que auxilia na proliferacdo celular, cujo efeito obteve uma dependéncia com a sua
dose.
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Figura 39 — Esferoides em placa de 96 pocos apds 1 hora de impressdo magnética. No lado esquerdo se tem a
imagem inicial com ensaio de BioAssay, logo apés a TFD com 10J/cm?, enquanto no direito a
imagem final 48 horas depois da terapia. Os numeros indicados na figura representam as
concentracdes de Photodithazine® utilizadas nos experimentos de TFD.

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 40 — Esferoides em placa de 96 pogos ap06s 1 hora de impressdo magnética. Acima esta a imagem inicial
logo ap6s TFD com 20 J/cm?, e abaixo 48 horas depois do tratamento. Para cada concentragdo de
Photodithazine®, as amostras tumorais estavam em triplicata.

Fonte: Elaborada pela autora.
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5 CONCLUSAO

A resposta fotodindmica em melanoma humano foi investigada em um modelo de
tumor tridimensional, por levitacdo magnética. Os resultados descritos nesse trabalho indicam
que o Photodithazine® apresentou uma melhor distribuicdo intratumoral em comparagdo ao
Photogem®, tanto na homogeneidade, como mostrado nos estudos de cinética em microscopia
confocal, quanto na concentracdo e tempo de internalizacdo celular, onde o uptake foi de
aproximadamente 5,34% para tumores incubados por 16 horas com o fotossensibilizador. 1sso
pode ser explicado pelo fato do Photodithazine® ser mais hidrofébico do que o Photogem®,

conferindo um répido e maior acimulo nas células tumorais.

Os melhores resultados de TFD foram obtidos com a concentragdo do Photodithazine®
de 100 pg/mL e dose de irradiacdo de 60 J/cm?, porém a morte celular ndo foi superior a 90%
nos tumores de 80 wm de espessura e, foi observado que variagdes na quantidade de luz
entregue ndo resultaram em mudancas muito expressivas no dano celular. Além disso, os
tumores de 130 um de espessura apresentaram resposta inferior aos de 80 pum, como 0

esperado dado o seu maior volume celular.

Considerando que o melanoma é um tipo de cancer muito agressivo, com resisténcia
aos tratamentos convencionais e de rapido crescimento tumoral, a completa eliminacdo das
células neoplésicas se faz necesséaria. Logo, o principal fator limitante encontrado para
obtengdo de uma reacdo fotodinamica mais efetiva foi a baixa concentragéo intracelular do
fotossensibilizador, resultante de uma difusdo dificultada pela presenca de matriz extracelular
e maior volume celular, quando comparado as culturas em monocamada. No entanto, embora
a morte tumoral nesse modelo ndo tenha sido completa, a TFD promoveu a desagregacao dos
tumores, como foi demonstrado nas imagens em microscopia Optica e confocal de
fluorescéncia, onde o decréscimo na sobrevivéncia celular foi préximo a 90%. Essas
caracteristicas demonstraram que a utilizacdo do Photodithazine® aliada & irradiacdo com
LEDs de 660nm, levou a resultados favoraveis na TFD. Uma possivel alternativa para se
aprimorar os parametros de TFD € a aplicacdo de mdltiplas sessGes, como normalmente
utilizado nos protocolos clinicos para carcinoma basocelular e queratose actinica, podendo

resultar em um aumento da eficiéncia da terapia para o tratamento do melanoma humano.
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