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Resumo

Mbnico, D. A. Sintese de modelos esferoidais de células melanémicas em diferentes
graus de progressao associados a sistemas dermo-equivalentes para tratamento via
Terapia Fotodindmica. 2021. 94f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

Os Equivalentes de Pele Reconstituidas tém sido amplamente estudados para obtencdo e
padronizacdo das técnicas, assim como a utilizacdo em testes de corrosividade e irritacdo
de reagentes e cosméticos, por exemplo, como forma de substituir o uso de animais para
esses testes. Também estdo sendo desenvolvidos os Modelos de Pele Melanoma, uma vez
que a compreensdao das células tumorais é mais bem estudada em um sistema que
mimetiza a integracdo das células do melanoma com os demais componentes da pele
humana. Esses modelos tém sido utilizados para estudos de progressdo tumoral e de
desenvolvimento de novas estratégias e tratamentos do tumor. O presente trabalho foi
baseado no acoplamento de cultura celular tridimensional de células de melanoma (WM
1617) na forma de esferoides multicelulares e da estrutura tridimensional equivalente
dérmico que foi constituido de matriz de colageno Tipo | e fibroblastos saudaveis.
Primeiramente, foi realizado o preparo e caracterizacdo dos esferoides multicelulares
utilizando as células WM 35, WM 1552, WM 278 e WM 1617 que representam 0s
estagios de crescimento radial, vertical e metastatico do melanoma. Foi observado o
preparo com alta reprodutibilidade dos esferoides multicelulares utilizando as células
WM 35, WM 278 e WM 1617, enquanto as células WM 1552 ndo foram possiveis de
formar os agregados celulares utilizando o método da gota suspensa. As células WM 1617
foram escolhidas por representar o estagio de crescimento metastatico do melanoma.
Essas células foram caracterizadas quanto a internalizacdo de NE-AICIPc, assim como a
concentracdo ideal e dose de energia necessaria tanto para crescimento em monocamada
(2D), quanto para esferoide multicelular (3D). Os esferoides formados foram incluidos
em equivalentes dérmicos e foi verificado o comportamento de invasdo celular do
esferoide dentro da matriz de colageno. O esferoide multicelular foi tratado com 1,0 pumol
L de NE-AICIPc antes de ser incluido ao equivalente dérmico. Ap6s o acoplamento entre
os sistemas, o acoplado foi irradiado com luz vermelha na dose de energia de 25 J cm™
(660 nm) o que ocasionou em morte celular do agregado tumoral e preservacéo do tecido
saudavel.

Palavras-chave: esferoide multicelular; equivalente dérmico; melanoma; engenharia de
tecidos; ftalocianina de aluminio-cloro; terapia fotodinamica;



Abstract

Maonico, D.A. Synthesis of spheroidal models of melanomic cells at different degrees
of progression associated with dermo-equivalent systems for treatment via
Photodynamic Therapy. 2021. 94f. Thesis (Master's degree). Faculty of Philosophy,
Sciences and Letters of Ribeirdo Preto - University of S&do Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

Reconstituted skin has been studied to obtain and standardize techniques and their use in
corrosivity and irritation tests of reagents and cosmetics, for example, as a way to replace
the use of animals for these tests. Skin Melanoma Models are also being developed since
the understanding of tumor cells is better studied in a system that mimics the integration
of melanoma cells with other components of human skin. These models have been used
for studies of tumor progression and the development of new tumor strategies and
treatments. The present work was based on the three-dimensional cell culture coupling of
melanoma cells (WM 1617) in the form of multicellular spheroids and the three-
dimensional structure consisting of Type I collagen matrix and healthy fibroblasts. First,
the preparation and characterization of multicellular spheroids were carried out using
WM 35, WM 1552, WM 278 and WM 1617 cells, representing the radial, vertical and
metastatic growth stages of melanoma. The preparation with high reproducibility of
multicellular spheroids using WM 35, WM 278 and WM 1617 cells was observed, while
WM 1552 cells could not form cell aggregates using the hanging drop method. WM 1617
cells were chosen because they represent the metastatic growth stage of melanoma. These
cells were characterized for NE-AICIPc uptake, as well as the ideal concentration and
energy dose required for both monolayer (2D) and multicellular spheroid (3D) cell death.
The spheroids formed were included in dermal equivalents, and the cell invasion behavior
of the spheroid within the collagen matrix was verified. The multicellular spheroid was
treated with 1.0 pmol L NE-AICIPc before being added to the dermal equivalent. After
coupling between the systems, the material was irradiated with a red light at a dose of
25 J cm™ (660 nm), resulting in cell death of the tumor aggregate and preservation of
healthy tissue.

Keywords: multicellular spheroid; dermal equivalent; melanoma; tissue engineering;
chloroaluminum phthalocyanine; photodynamic therapy;
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1. Introducgéo
1.1 Pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano (1,5 m? em adultos), e tem a fungdo de
proteger contra as agressoes externas e prevenir contra a desidratacio. E formada por trés
camadas: epiderme, derme e hipoderme, conforme ilustrado na Figura 1, porém as duas
principais camadas sdo a epiderme e derme (Catarino, 2015; Danso et al., 2015;
Pennacchi, 2016).

A derme estd localizada logo abaixo da epiderme e acima da hipoderme e é
usualmente referenciada como tecido suporte, uma vez que oferece resisténcia e
elasticidade a pele. E um tecido conjuntivo fibroelastico composto por fibras de colageno
e elastina fracamente conectadas sintetizadas por fibroblastos que serve como barreira
mecanica. A derme é constituida por uma matriz extracelular rica em colageno tipo I,
onde estdo imersos os fibroblastos e demais constituintes da derme, como os foliculos
pilosos, glandulas sudoriparas e sebaceas, vasos sanguineos e linfaticos, além de
corpusculos e terminacdes nervosas. Os fibroblastos sintetizam os componentes da matriz
extracelular como as fibras de colageno e fatores de crescimento (Catarino, 2015; Danso
et al., 2015; Hill et al., 2015; Pennacchi, 2016; Muller e Kulms, 2018; Bataillon et al.,
2019).

A derme ¢ separada da epiderme pela camada basal, que compreende uma rede
complexa de proteinas e proteoglicanos que conectam as duas camadas e garantem as
funcGes regulatdrias importantes, como determinar a polaridade dos queratinécitos basais
e contribuir para a reepitelizacdo durante a cicatrizacdo de uma ferida. A camada basal
ainda permite a comunicacdo constante entre as duas camadas da pele (Mdiller e Kulms,
2018; Bataillon et al., 2019).



Figura 1: Representacéo das diferentes camadas celulares da derme e epiderme.

Epiderme

Derme

—

' Hipoderme

Fonte: Imagem reproduzida de Rejuline.

Disponivel em: <https://www.rejuline.com.tr/tr/cildin-yapisi-ve-islevi/>

A epiderme é a camada mais superficial, avascular e composta principalmente por
queratindcitos, células de Langherans e melandcitos. E um tecido epitelial estratificado
escamoso queratinizado e € caracterizado pela continua regeneracdo celular, o que garante
a manutencdo da barreira funcional da pele. A epiderme é ainda dividida em quatro
estratos que se formam pela diferenciacdo dos queratindcitos: o estrato basal, espinhoso,
granuloso e corneo, formados ao longo de uma proliferacdo e maturacéo destas células.
Os queratindcitos sdo gerados e proliferados no estrato basal e, entdo, movem-se para as
camadas superiores e mais externas enquanto se diferenciam. A proliferacdo, migracao,
diferenciacdo e, posterior, morte celular, permitem a compartimentalizacdo dos estratos e
representam os diferentes estagios de maturacdo dessas células que compdem cerca de
80% da epiderme (Brohem et al., 2011; Pennacchi, 2016; Bataillon et al., 2019).

Os melandcitos se localizam no estrato basal da epiderme, onde estdo alinhados e
cada melandcito esta rodeado por cerca de 36 queratindcitos e se comunica por meio de
extensdes dendriticas. Produzem o pigmento melanina, cuja fungdo primaria é absorver a
luz ultravioleta (UV), agindo como um protetor celular. A melanina protege a pele dos
efeitos adversos da radiagdo UV, como o envelhecimento da pele, imunossupressao,
inflamac&o e indugdo de cancer de pele ndo melanoma. O processo de bronzeamento da
pele ocorre como uma resposta de defesa em que a melanina produzida pelos melandcitos



é transferida para os queratindcitos para que possam absorver e dissipar a energia
ultravioleta. Esse processo ocorre uma vez que a radiacdo ultravioleta promove a ligacao
do hormoénio a-melandcito-estimulante (a-MSH) ao seu receptor melanocortina receptor
1 (MC1R), que por sua vez estimula a sinalizacdo intracelular nos melandcitos que
promove 0 aumento da expressdo de enzimas envolvidas na sintese de melanina (Miller
e Mihm Jr, 2006; Davids e Kleemann, 2011; Muller e Kulms, 2018).

1.2 Modelos de pele

Modelos de pele sdo desenvolvidos pela engenharia de tecido. Eles se assemelham
profundamente ao tecido normal da pele humana e sdo compostos por ambos os tecidos,
epiderme e derme, permitindo a interagc@o dos diferentes tipos celulares entre si e com a
matriz extracelular circundante. Na literatura, estes sistemas tambem tém sido referidos
como pele 3D, equivalentes de pele e pele artificial. Estes sistemas comecaram a ser
desenvolvidos ap6s surgirem questionamentos sobre a utilizacdo de animais para testes
nos laboratorios e como uma forma de reduzir o numero de voluntarios para testes
cutaneos mais avancados (Brohem et al., 2011; Groeber et al., 2011; Catarino, 2015; Lotz
etal., 2017).

Os modelos de pele estdo sendo utilizados como substitutos aos métodos com
animais para avaliar irritacdo, corrosividade, fototoxicidade e genotoxicidade de
reagentes e cosméticos, além de poderem ser sintetizados para estudos de canceres de
pele e o estudo de possiveis tratamentos, assim como diversas patologias de pele, como
psoriase, vitiligo e queloides, por exemplo. A alta procura por alternativas aos métodos
com animais, levaram diversas empresas cosméticas a desenvolverem seus proprios
modelos de pele reconstruida, como ¢ o caso da L’Oréal e do grupo Boticario, além de
diversos grupos de pesquisa no Brasil. Estes modelos possuem alta reprodutibilidade e
baixa variabilidade, quando comparados a variedade de animais e modelos provenientes
de cirurgia (Brohem et al., 2011; Lotz et al., 2017).

Existem quatro categorias de modelos de pele que sdo utilizados em avaliacédo de
toxicidade e eficacia de substancias em pele. Sdo eles: os modelos ex vivo: bidpsias de
pele e modelos in vivo. Os modelos de cultura celular em monocamada e 0os modelos
tridimensionais que compreendem os modelos de equivalente de epiderme e o0s
equivalentes de pele completa, respectivamente, sdo exemplos de modelos in vivo. Os

modelos de cultura celular em monocamada recebem o nome de Epiderme Humana



4

Reconstruida (ou Reconstructed Human Epidermal — RHE), s&o utilizados em ensaios de
irritacdo e corrosdo da pele e estdo disponiveis comercialmente como SkinEthic™ RHE
e EPISKIN™ RHE, por exemplo. Ja os modelos tridimensionais recebem o nome de Full-
thickness (do inglés, espessura completa), também conhecidos como modelo de pele
completo ou Pele Reconstruida. A Pele Reconstruida é preparada a partir do
plagueamento de queratindcitos sobre um equivalente dermal derivado de fibroblastos
embebidos em matriz de coladgeno. Por ser mais complexo, este modelo estendeu a
aplicabilidade para outras areas da pesquisa dermatoldgica, permitindo a investigacao do
envelhecimento induzido por luz UVA e o papel das populaces de fibroblastos
reticulares e papilares, assim como o processo de glicagcdo no envelhecimento. PhenionFT
e EpidermFT sdo exemplos dos modelos de Pele Reconstruida disponiveis
comercialmente. Eles tém sido utilizados em estudos de diversas aplica¢gbes como estudo
dos efeitos ambientais e dependentes da idade, como penetracdo da pele, efeitos da
radiacdo UV, metabolismo da pele, genotoxicidade, cicatrizacao de feridas, mecanismos
de doencas e sensibilidade da pele. Cada modelo é desenvolvido com um determinado
objetivo, de maneira que um modelo pode apresentar diversas vantagens para um estudo,
mas para outro apresentar limitagdes. (Catarino, 2015; Lotz et al., 2017; Bataillon et al.,
2019).

Um dos maiores desafios ao desenvolver um modelo de pele contendo derme e
epiderme é estimular a diferenciacao dos queratindcitos para formar o estrato corneo, que
quando formado nos equivalentes epidérmicos assumem funcdes de barreira similares a
epiderme humana, tornando os modelos uma ferramenta de avaliacdo de toxicidade

cutanea, alem de possibilitar a avaliacdo da absorcao de medicagdes (Pennacchi, 2016).

1.3 Cancer

O crescimento anormal das células ¢ referido comumente como “tumor” que pode
ser classificado como benigno ou maligno dependendo do comportamento apresentado
por essas células. Cancer ¢ o nome dado aos tumores malignos que podem ser
classificados de acordo com o tipo de célula, origem do tumor, assim como 0 estagio e a
sua atual localizacdo. O cancer foi mencionado pela primeira vez em papiros egipcios que
datam aproximadamente de 1600 a.C. e foi tratado como doenca incuravel até o século
XIX, quando as remog0es cirdirgicas comecaram a ser realizadas gracas a maior eficiéncia
das anestesias (Wu et al., 2006; Naidoo et al., 2018).



Os tumores malignos, ou ainda neoplasia maligna, frequentemente se espalham
para tecidos vizinhos e movem-se através do corpo utilizando os sistemas linfaticos e
circulatorios, causando metastase, ou seja, aparecimento do tumor em outros 6rgdos do
corpo, o que dificulta o tratamento e erradicacdo das células cancerosas (Naidoo et al.,
2018).

1.4 Cancer de pele

Os canceres de pele sdo aqueles que se originam na pele e s&0 nomeados e
identificados de acordo com as células das quais eles se originam assim como o
comportamento clinico. Os trés principais tipos de cancer de pele sdo carcinomas das
células basais (CCB), carcinomas das células escamosas (CCE) e melanoma cutaneo
maligno (Naidoo et al., 2018).

Os carcinomas das células basais e células escamosas s&o comumente referidos
como canceres de pele ndo invasivos e ndo-melandmicos, ou ndo melanoma, uma vez que
ndo se originam dos melandcitos e ndo possuem a caracteristica de se espalhar para os
tecidos circundantes saudaveis. Ambos os tipos de cancer sdo originados pelas células
epiteliais queratinizadas devido a alta exposicdo de radiagdo UV, aparecendo mais
comumente em areas mais expostas a radiagdo solar como nariz, orelhas, rosto e parte de
tras das maos. CCB representam cerca de 75% dos casos de cancer de pele ndo melanoma
e se originam das células localizadas na camada basal da epiderme com crescimento lento
e taxa de metastase menor que 0,1% dos casos. Enquanto os CCE representam o restante
dos casos de cancer de pele ndo melanoma e sdo ocasionados de queratinOcitos
epidérmicos displasicos com taxa de metastase que varia entre 0,3-3,7%. (Samarasinghe
e Madan, 2012; Linares et al., 2015; Naidoo et al., 2018).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), os canceres de pele ndo
melanoma correspondem a cerca de 30% de todos os diagndsticos de cancer do Brasil,
sendo o tipo de cancer mais comum entre os brasileiros. A estimativa de casos de cancer
de pele ndo melanoma para o ano de 2020 foi de 176.930, sendo que 1,47% ocasionaram
em obito. O cancer de pele ndo melanoma é mais comum em pacientes caucasianos e
acima dos 40 anos, sendo raro em criancgas e pessoas de pele escura (Instituto Nacional
Do Cancer; Linares et al., 2015).



1.5 Melanoma

Melanoma é um tumor que se origina de melandcitos, células que sintetizam o
pigmento melanina, que estdo alocados nas regides mais profundas da epiderme e nas
regides iniciais da derme. E uma forma agressiva e invasiva de cancer de pele e é
conhecido pela elevada resisténcia a diversas drogas, apresentando baixa taxa de
sobrevivéncia e alta tendéncia a reincidéncia. O melanoma pode se apresentar
inicialmente nos olhos, nas mucosas, na cutis ou sem sitio primario definido. Entre eles,
0 melanoma cutaneo o mais comum, representando 90% dos casos. O melanoma cutaneo
maligno representa a forma mais agressiva e mortal de céancer de pele, apesar de
representar cerca de 1% de todos os casos de tumores malignos de pele (Domingues et
al., 2018; Naidoo et al., 2018; Hartman e Lin, 2019).

Foram previstos pelo Programa de Vigilancia, Epidemiologia e Resultados Finais
(Surveillance, Epidemiology, and End Results Program) do Instituto Nacional do Cancer
(National Cancer Institute) 91.320 novos casos em 2018 nos Estados Unidos, com 9.320
mortes previstas para 0 mesmo ano, sendo o segundo tipo de cancer mais diagnosticado
entre jovens adultos de idades entre 15 e 19 anos no pais (Hartman e Lin, 2019). No
Brasil, a estimativa prevista pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA) para o ano de 2020

foi de 8.450 novos casos, sendo que 23,4% dos casos ocasionaram em Obito.

Dentre os diversos fatores de risco, estdo: aumento da idade, historico familiar de
melanoma, histdrico de queimaduras solares, historico de canceres de pele, pele clara,
multiplos nevos e nevos displasicos atipicos, alem de bronzeamento artificial. Quando
diagnosticado cedo, o0 melanoma cutaneo possui altas chances de cura, cerca de 95%, ao
realizar uma excisao cirdrgica completa do tumor. Porém, apds a metastase do tumor, o
prognostico é muito pobre, uma vez que é dificil localizar a sua origem e, portanto,
determinar o melhor tratamento, dificultando a sobrevivéncia do paciente (Soengas e
Lowe, 2003; Domingues et al., 2018; Naidoo et al., 2018; Hartman e Lin, 2019).

O melanoma se desenvolve de um Gnico melandcito que sofre transformacao e se
torna uma célula maligna ou se desenvolve da disfuncdo de um nevo displasico ja
existente. Quando o melanoma sofre metastase e progride para outros 6rgdos do corpo
que estdo distantes do sitio original, ele é considerado melanoma metastatico de estagio
IV do céncer de pele (Naidoo et al., 2018).

A progressdo do melanoma (Figura 2) ocorre inicialmente a partir da proliferagéo

de melandcitos normais até a formagdo de um nevo benigno que apresenta crescimento



limitado. Os nevos benignos sdo pequenos tumores cutaneos pigmentados, conhecidos
popularmente como pinta ou mancha de pele e sdo considerados um tipo comum de leséo
cutanea. A mencionada proliferagdo celular é associada a mutagdo no oncogene BRAF
que ocorre no codon V600 de forma esporadica e ativa a via de sinalizacdo mediada pela
proteina quinase ativada por mitdgenos (MAPK) que desencadeia mediadores de
sinalizacdo que promovem a sobrevivéncia, proliferacao e apoptose celular. As proteinas
mutantes codificadas por BRAF induzem a senescéncia pelo aumento da expressao do
inibidor de quinase 42 (INK4A), um supressor de tumor que regula negativamente a
proliferacdo celular. Desta forma, um nevo benigno cessa 0 seu crescimento, porém,
mutacdes adicionais podem tornar essas células livres das restricGes de crescimento e,
apos décadas, evoluir para um nevo maligno. Ap6s a formacao de um nevo benigno, ele
pode evoluir para um nevo displasico (ou atipico) que € caracterizado pelo crescimento
anormal, aberrante e pode apresentar assimetria, bordas irregulares, multiplas cores,
aumento continuo do diametro e atipia aleatdria. O nevo displasico é conhecido como
tumor pré-maligno, uma vez que pode nédo evoluir para a forma melanoma ou, ainda,
regredir. A transformacéo de nevo benigno em nevo displasico é associada a lesGes, ou
mutacOes, nos genes que expressam o inibidor de ciclina dependente de quinase 2A
(CDKNZ2A) e fosfatase homologa a tensina (PTEN) que sdo supressores de tumor e
promovem a regulacdo negativa da proliferacdo celular. As mutaces associadas aos
supressores ocasionam na diminuicdo ou perda de funcdo original, permitindo a
proliferacdo celular desenfreada (Miller e Mihm Jr, 2006; Elder, 2016).

A partir do nevo displasico, as células adquirem a habilidade de crescer dentro da
epiderme, além de poderem adentrar a derme papilar, camada superior da derme que €
formada por tecido conjuntivo frouxo. O estagio em que as células comecam a se espalhar
dentro da epiderme é chamado de fase de crescimento radial e é caracterizada por nao
mais apresentar atipia aleatoria, mas citomorfologia de cancer em toda lesdo, além de
apresentar aumento das lesdes. E caracteristico dessa fase a ndo apresentacdo de um
aglomerado Unico tumoral, mas principalmente células com tendéncia a invasdo e
sobrevivéncia celular na derme. Durante esse processo, é observado o aumento da
expressao da ciclina D1 (CCND1) que é um promotor de proliferacdo celular. A fase de
crescimento radial € seguida pela fase de crescimento vertical que é caracterizada pela
aquisicao da habilidade pelas células de invadir efetivamente a derme e formar um nédulo
expansivo, ampliando-se para a derme papilar, mas podendo estender-se para a derme

reticular e hipoderme. Essa etapa, costuma ser dificil de identificar, uma vez que o nédulo



frequentemente apresenta simetria e homogeneidade quanto a coloragdo o que nédo é
esperado para 0 método ABCDE que serd apresentado posteriormente. Durante a fase de
crescimento vertical, sdo observados diversos eventos moleculares, como a perda da
expressdo de E-caderina, molécula de adesdo celular que ocorre em melandcitos e
queratindcitos na epiderme e permite a associacdo entre os dois tipos celulares. E
observado também o aumento anormal de expressdao da N-caderina, molécula de adesédo
celular caracteristica em carcinomas invasivos e que permite o espalhamento metastatico
ao permitir que as células do tumor interajam com os fibroblastos e endotélio vascular,
uma vez que ambos expressam N-caderina. Também ocorre a expressdo de avf3z integrina,
dimero que forma as moléculas de adesdo celular cuja expressdo apresenta aumento
anormal, e expressdo de metaloproteinase da matriz (MMP), que permite e promove 0
movimento de células cancerosas para um tecido alvo, uma vez que sdo necessarias para
0 extravasamento do tumor para a corrente sanguinea. Além das ja mencionadas, também
ocorre a expressdo da proteina survivina (BIRC5), essencial para a divisdo celular e
permite a inibicdo da morte celular, além de ser expressa em células ativamente
proliferativas, se ndo em todos os tipos de canceres. Outro evento observado € a reducao
da expressdo da melastina 1 (TRPM1) que é identificado como gene supressor de
metéstase (Miller e Mihm Jr, 2006; Guo et al., 2012; Elder, 2016; Wheatley e Altieri,
2019; Yao et al., 2019).

A Ultima etapa da progressdo do melanoma é conhecida como melanoma
metastatico e sua principal caracteristica é a dissociacdo do tumor primario e o
consequente espalhamento para outras partes do corpo. A metastase pode ser dividida em
locorregional, regional e distante. No caso do melanoma, a metastase locorregional é
caracterizada pelo espalhamento do tumor para regides distas em 5 cm ou mais do local
primario. A metastase regional é caracterizada pelo surgimento de nédulos linfaticos, ou
linfonodos. J& a metastase distante é caracterizada pelo espalhamento do melanoma para
regides da pele distantes do local primério, assim como para outros 6rgaos, como pulmaéo,
figado e cérebro. A fase metastéatica representa a principal caracteristica que confere ao
melanoma a sua letalidade em uma vasta maioria dos casos. Durante a fase metastética,
ocorre, além do acumulo dos ja mencionados eventos moleculares, a auséncia da
melastina 1, também mencionada como mRNA. A melastina esta presente em todos os
melandcitos normais, assim como nos nevos benignos, porém é progressivamente
diminuida a sua expressdo durante a progressdao do melanoma cutaneo a partir da fase de

crescimento vertical e é parcial ou completamente perdido no melanoma metastatico. A
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perda da expressdo desse mMRNA esta correlacionada com a espessura do tumor (Miller e
Mihm Jr, 2006; Guo et al., 2012; Elder, 2016).

Figura 2: Progressdo do melanoma cuténeo a partir de um Unico melanécito segundo o Modelo
de Clarke.
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O melanoma cutaneo (Figura 3) é inicialmente diagnosticado pela inspecao visual
da pele, observando os aspectos da pele utilizando o método ABCDE e o sinal de “patinho
feio”. No primeiro, observa-se a assimetria, borda irregular, coloragdo, diametro e a
evolucdo do nevo displasico. O segundo € utilizado quando o paciente apresenta maltiplos
nevos displasicos e identifica-se os que se diferem da maioria, estes serdo observados
mesmo que nao se enquadrem no metodo ABCDE. Tecnologias como microscopia
confocal de reflectancia e topografia de coeréncia dptica sdo exemplos de tecnologias
empregadas para um diagnostico pré-biopsia de maior precisdo. O diagndstico do

melanoma cutaneo € confirmado apos a biopsia da pele (Hartman e Lin, 2019).
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Figura 3: Exemplos de Melanomas observados. A: Melanoma com diferentes tons de marrom,

preto e castanho. B: melanoma caracteristico. C e D: Melanomas com caracteristica assimetria,

borda irregular, variacdo de cor nas tonalidades de vermelho e marrom e grande diametro.
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1.6 Esferoides multicelulares (Cultura celular 3D)

Os esferoides de culturas multicelulares comecaram a ser desenvolvidos por
Sutherland e colaboradores em 1970 para reproduzir o fenoétipo funcional das células
tumorais humanas e suas respostas a radioterapia. Esses esferoides sdo agregados
celulares 3D e sdo utilizados para assemelhar-se as estruturas do tecido in vitro. Os
esferoides sdo também conhecidos como tumoroides, tumorosferas, micromassa, ou
ainda, tecido micro-fabricado e ndo necessariamente constituem-se em um formato
esférico perfeito (Fennema et al., 2013; Stadler et al., 2015; Weiswald et al., 2015; Fang
e Eglen, 2017).

Diferentemente das células crescidas em monocamadas 2D, os esferoides
desenvolvem importantes parametros fisiol6gicos de tumores heterogéneos como as
justas interacGes célula-célula. Similarmente a situacdo in vivo, as esferas tumorais sdo
expostas a gradientes de oxigénio, pH, nutrientes, fatores de crescimento, metabolitos e
sinais solUveis para gerar zonas necroticas, hipoxias, quiescentes e proliferativas do
nicleo interno a superficie. De forma semelhante, gradientes de drogas anticancer
também sdo gerados dentro dos esferoides partindo do exterior para o ndcleo interno
(Stadler et al., 2015; Fang e Eglen, 2017).
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Nos tumores solidos in vivo, é possivel observar os gradientes de distribuicdo de
oxigénio, nutrientes, fatores hormonais e de crescimento, demais gases e, ainda, drogas
utilizadas como tratamento do tumor, uma vez que a distribuigdo é reduzida conforme a
regido tumoral se afasta da vasculatura que é responsavel por nutrir o tumor (Figura 4).
Esses gradientes sdo resultado da difusdo e conveccdo, que é definida como o movimento
coletivo de agregados moleculares em um fluido e podem acontecer através da producédo
local e consumo competitivo das moléculas pelas células. Ndo somente a distancia, mas
também varias irregularidades dos vasos tumorais, como as paredes anormais dos vasos,
arquitetura vascular anormal ou ainda densidade vascular irregular, contribuem para o
acesso limitado de oxigénio pelas células tumorais. O acesso limitado determina que as
células da camada externa do tumor, ou as que estejam mais proximas dos vasos
sanguineos recebam mais oxigénio e nutrientes do que aquelas que estdo afastadas dos
vasos tumorais cerca de 100 um e a difusdo de oxigénio esta limitada a 130 um de
espessura do tecido, dependendo da taxa de consumo de O, do tecido. Sendo assim, as
células que estdo mais afastadas estdo em hipoOxia, uma vez que ha a reducdo da
disponibilidade de O e diminuicdo da pressao parcial de O2. Em tumores muito pequenos,
a hipoxia pode ser leve ou estar ausente, porém, os tumores maiores sofrem com a
oxigenacdo que ndo é estatica e esta sujeita a flutuacdes temporais e regionais (Thoma et
al., 2014; Nunes et al., 2019).

A hipoxia leva a reprogramacdo substancial dos processos celulares mediados
pelo fator induzivel por hipdxia (HIF), familia de fatores de transcricdo que mediam a
resposta adaptativa primaria as mudancas da concentracdo de oxigénio no ambiente. As
concentragdes de HIF promovem a liberacdo de fatores de crescimento locais e hormonios
sistémicos que regulam a hematopoiese e angiogénese como eritropoietina (EPO), fator
de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) e fator derivado de plaquetas B (PDGF-
B), bem como fatores que regulam o recrutamento de células inflamatérias como fator 1o
derivado de células estromais (SDF-1a). A liberagdo desses fatores, assim como
recrutamento e ativacdo de células endoteliais para vascularizar o tumor é uma estratégia
de adaptacdo e sobrevivéncia utilizada por ele, uma vez que a liberacdo de HIF-1 promove
a expressao de diversos fatores antiapoptoticos, fator que pode promover resisténcia do

tumor a tratamentos (Thoma et al., 2014; Nunes et al., 2019).
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Figura 4: Gradientes formados em esferoides tumorais multicelulares similares aos tumores
solidos in vivo. A, B e C representam os diversos tipos de irrigagdo do tecido tumoral,
apresentando as regibes viaveis circundando proximas dos vasos tumorais de forma a receber
melhor nutricdo de oxigénio e outros gases e nutrientes necessarios para o crescimento tumoral,
enquanto as regides necroticas se encontram afastadas dos vasos de alimentagdo. O esferoide
multicelular j& apresenta o contato das células viaveis com o meio de cultura saturado com
oxigénio e nutrientes, enquanto as células necroticas se encontram alocadas no interior do

esferoide.
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O esferoide multicelular, assim como o tumor in vivo, apresenta gradientes de O,
uma vez que as células proliferativas na regido externa do esferoide resultam num maior
consumo de O (Figura 4). De forma semelhante & observada in vivo, a distancia entre as
células presentes no nucleo do esferoide e 0 meio celular aumenta com o crescimento do
esferoide e a disponibilidade e difusdo de Oz do meio celular para o interior do esferoide
é reduzida. Conforme o esferoide vai se desenvolvendo e crescendo, o interior do
esferoide experimenta o ambiente de hipoxia, levando a morte celular de parte das células
que compbem o nucleo esferoidal, mas também ocasionando na geracdo e liberacéo de
fatores HIF que, por sua vez, promove a liberacdo de outros fatores, como mencionado
acima, a fim de promover a sua sobrevivéncia e crescimento. A expressdo de HIF, assim
como de VEGF, esta associada a resisténcia do esferoide a tratamentos, semelhante ao
observado in vivo. A expressdo desses fatores ndo € observada nas células cultivadas de

forma bidimensional, desta forma, é possivel dizer que os esferoides mimetizam o0s

meio celular
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tumores in vivo e podem ser utilizados no desenvolvimento de novos tratamentos, assim
como descobrir estratégias que permitam superar a resisténcia as drogas ja existentes
(Nunes et al., 2019).

H& quatro grupos em que os modelos de cancer flutuantes ou de base liquida
podem ser classificados de acordo com a natureza das células utilizadas para a formacéo:
esferoides tumorais multicelulares, tumorosferas, esferas originadas de tecido canceroso
e esferoides multicelulares organotipicos. Iremos focar nos esferoides tumorais
multicelulares. Os esferoides tumorais multicelulares sdo aqueles esferoides formados em
condi¢cdes ndo aderentes a partir de uma suspensdo celular. As tumorosferas sdo 0s
esferoides formados a partir da cultura e expansdo das células estaminais cancerigenas.
As esferas originadas de tecido canceroso sdo aquelas formadas a partir de células de
cancer apés a dissociacdo parcial do tecido tumoral. E os esferoides multicelulares
organotipicos sdo os esferoides cultivados a partir do tecido canceroso cortado e mantido
sob condicBes ndo aderentes. Na literatura, todos os tipos de modelos de cancer flutuantes
sdo mencionados como Esferoides, uma vez que essa é a forma genérica para se referir a
cultura de células em 3D (Stadler et al., 2015; Weiswald et al., 2015; Fang e Eglen, 2017).

Os esferoides possuem geometria bem definida e 6timas interacdes fisiologicas
célula-célula e célula-matriz extracelular, mas também possuem diversos desafios
praticos associados ao desenvolvimento e manutencdo das culturas de esferoides. O
tamanho uniforme, a formacéo de esferoides a partir de um numero pequeno de células,
0 controle preciso de razdes especificas de diferentes tipos celulares em co-cultura e a
falta de ensaios compativeis, confiaveis, simples e padronizados para testes com drogas

elencam alguns dos desafios mencionados (Stadler et al., 2015; Fang e Eglen, 2017).

Uma das primeiras técnicas desenvolvidas para crescimento de esferoides é a
técnica da gota suspensa (Figura 5). A técnica consiste em transferir volumes especificos
que variam entre 10 e 30 L de suspensdo celular para uma superficie. Entdo, sob a acédo
da gravidade, as células lentamente se acomodam no ponto mais baixo da gota,
agregando-se e formando o esferoide. E uma técnica de carater simples e econémico, uma
vez (que requer apenas material basico de laboratério, como micropipetas
semiautomaticas, placas de Petri, placas de pocos e meio de cultura celular. Porém, a
técnica apresenta alto risco de perda celular ou, ainda, de esferoides durante as
transferéncias de volume das suspensdes celulares, assim como a troca de meio de cultura
celular e a transferéncia de esferoide para utilizagdo em testes. O método requer um

manuseio cuidados e preciso dos liquidos, sendo este um dos maiores desafios da técnica,
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porém é uma boa técnica para gerar esferoides celulares com bom controle sobre tamanho
dos esferoides, além de obter um nimero consideravel de esferoides no final do processo
(Weiswald et al., 2015; Liu et al., 2021).

Figura 5: Representacdo fotografica do método da gota suspensa para cultivo celular 3D

Arquivo pessoal

Uma técnica bem utilizada é o emprego de substratos de baixa aderéncia que agem
como modificadores quimicos das superficies para as tornarem pouco aderentes. As
células sdo dispensadas sobre os substratos e ndo podem se ligar ou aderir as superficies,
dessa forma, as celulas se agregam para formar esferoides através da interacdo celula-
célula. O método mais comum para obter uma superficie de baixa aderéncia é atraves do
revestimento da superficie principalmente com agarose, polietilenoglicol (PEG),
galactose, alcool polivinilico (PVA) e diversos outros. O método permite a geracdo de
grandes quantidades de esferoides celulares com 0 minimo de necessidade do manuseio
de liquidos, porém, ndo ha um bom controle sobre o tamanho do esferoide, uma vez que
as células sdo dispensadas sobre a superficie revestida sem um devido controle. Para
superar esse Ultimo desafio mencionado, placas de pocos sdo empregadas, sendo
revestidas por esses materiais antes do processo de dispensagéo da suspensao celular ou
adquirindo uma placa ja preparada e revestida que se encontra disponivel
comercialmente. Essas placas disponiveis comercialmente sdo conhecidas como Ultra-
Low Attachment Well Plate, ou seja, placa de pogos ultra-baixa ligacdo ou aderéncia e séo
placas cujos pocos possuem o formato em U e séo revestidos de material que impedem a

adesdo celular aos pocos, permitindo melhor interagdo entre as células, além de conferir
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a técnica maior reprodutibilidade e aumentar o nimero de esferoides preparados no final

do processo (Liu et al., 2021).

Outra técnica bem utilizada é a manipulacdo magnética. Nessa técnica, as células
sdo magnetizadas com nanoparticulas paramagnéticas para que haja a rapida agregacao
por meio de magnetos. O magneto € posicionado acima ou abaixo da cultura celular para
que as células possam ser agregadas em levitacdo ou na base da placa de cultura. Possui
a vantagem de oferecer rapida agregacgdo, além da minima manipulacdo e do bom controle
sobre o tamanho dos esferoides, aumentando a reprodutibilidade entre eles. E uma técnica
promissora para a geracdo de esferoides em larga escala devido ao rapido tempo de
resposta, bom controle do processo e minimo trabalho de manipulacdo. Apesar de
nanoparticulas magnéticas ndo-toxicas serem empregadas, ainda ndo é certo quais
mudancas celulares elas podem conferir as células, uma vez que a aplica¢do de um fator
externo a elas pode causar efeitos no comportamento e funcao celular (Shao et al., 2020;
Liu et al., 2021).

1.7 Equivalente de pele melanoma

O melanoma é uma das neoplasias mais estudadas, devido, especialmente, a sua
agressividade e alta capacidade de espalhamento. De modo a entender e estudar melhor
0 desenvolvimento do melanoma, assim como avaliar a eficacia de determinadas drogas
em testes pré-clinicos, diferentes animais sdo utilizados durante os experimentos. Em
muitos desses estudos, linhagens celulares de melanoma metastaticos ou células do tumor
primario sdo injetados nas veias das caudas de camundongos para que se espalhem
espontaneamente, ocasionando em metastase. Apesar de ser bem empregado, o uso de
animais ndo prediz com seguranca as respostas humanas a tratamentos, por exemplo,
devido a diferencas fisiologicas e imunoldgicas. Desta forma, juntamente com o
desenvolvimento da engenharia de tecidos, os modelos de pele 3D tém se tornado uma
ferramenta atrativa para estudos relacionados ao melanoma (Voérsmann et al., 2013;
Marconi et al., 2018; Muller e Kulms, 2018).

Os modelos de pele 3D incorporados de células tumorais tém se mostrado um
excelente modelo para estudar a progressao e invasao do tumor, assim como um sistema
para analises farmacoldgicas, reduzindo o tempo e o custo usualmente associados a
experimentos com animais. Os equivalentes de pele melanoma (do inglés melanoma skin

equivalent — MSE) representam os modelos de pele que contém tumores melanémicos
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que podem ser preparados com a adi¢do das células ou de esferoides multicelulares de
melanoma durante o semeio do equivalente epidérmico sobre o equivalente dérmico.
Esses equivalentes tém sido utilizados em testes de eficicia de drogas, assim como a
penetracdo farmacéutica e absorcdo dos farmacos e tém sido uma ferramenta muito Util
no desenvolvimento de novas abordagens de tratamento. Como os MSE s&o compostos
por populacdes celulares distintas apresentando células normais e tumorais, também
podem ser utilizados para testar a toxicidade de drogas pela avaliacdo do efeito nas células
vizinhas ndo transformadas, saudaveis (Vérsmann et al., 2013; Marconi et al., 2018).

Mas principalmente, os MSE sdo uma ferramenta inestimavel para investigacao
da progresséo e espalhamento do melanoma e podem ajudar no entendimento do processo
que leva a mudanca do crescimento radial para o vertical e a invasdo no tecido subjacente.
Além de permitir verificar a influéncia e importancia das interacGes entre células
saudaveis e tumorais na proliferacdo e progressdo celular. As interagdes entre as células
do tumor, células vizinhas nédo transformadas e a matriz extracelular sdo extremamente
importantes e sdo responsaveis pelo controle do comportamento celular e homeostase do
tecido. Estudos mostraram que o fator de crescimento do fibroblasto basico (do inglés
basic fibroblast growth fator — bFGF) apresenta certa importancia na promocdo da
proliferacdo do melanoma e invasdo. Estudos também mostraram que os fibroblastos
associados ao cancer (do inglés cancer-associated fibroblasts — CAFs), subpopulacéo de
fibroblastos que adquirem um fendtipo modificado, tém um papel proeminente no
desenvolvimento do cancer desde a iniciacdo até a progressdo primaria e metastatica,

além de influenciar na resisténcia a drogas (Marconi et al., 2018).

Van Kilsdonk et al. (2010) descobriram que, apesar do comportamento invasivo
ser determinado pelas préprias células que compdem o tumor melanémico, a interacdo
entre as células de melanoma com os queratindcitos saudaveis circundantes desempenha
um papel importante na invasdo do melanoma. Também avaliaram a influéncia dos
fatores de crescimento presentes na matriz extracelular do modelo de pele 3D e
constataram que a arquitetura tecidual é necessaria para 0 comportamento invasivo do
melanoma. Hill et al. (2015) demonstraram que a invasdo ativa de células de melanoma
resulta na quebra da membrana basal dos colagenos tipo IV e VII, recapitulando com
precisdo o padrdo de invasdo precoce do melanoma observado in vivo, confirmando a

importancia e eficiéncia dos MSE na compreensdo do comportamento dos melanomas.
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1.8 Espécies Reativas de Oxigénio

O Oxigénio molecular (O2) é essencial para a sobrevivéncia de todos 0s
organismos aerobios, uma vez que atua como aceptor final de elétrons pela enzima
citocromo ¢ oxidase durante a fosforilagdo oxidativa. A fosforilagdo oxidativa é um
processo pelo qual a energia de oxirreducdo da cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial é convertida na ligacdo fosfato de alta energia do ATP. A citocromo c
oxidase (ou complexo 1V) é o componente enzimatico final da cadeia transportadora de
elétrons e catalisa a reagcdo de reducdo de quatro elétrons do Oz, gerando H>O. Durante as
reacbes que envolvem transferéncias de elétrons, metabolitos de O parcialmente
reduzidos e de alta reatividade pode ser formados. Esses metabolitos sdo conhecidos
como Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), uma vez que possuem alta reatividade
quando comparadas com o oxigénio molecular, e sdo definidos quimicamente como
moléculas reativas que contém oxigénio, formados a partir da reducdo de um ou dois
elétrons de O,. Essas espécies podem ser, por exemplo, o anion superéxido (Oz),
peroxido de hidrogénio (H202), radical hidroxila (*OH), e oxigénio singlete (*Oy)
(Thannickal e Fanburg, 2000; Zou et al., 2017).

A principal fonte de ERO enddgenos € a cadeia respiratoria mitocondrial, uma vez
que alguns elétrons escapam dos complexos I e 111 da cadeia transportadora de elétrons e
reagem com o oxigénio molecular para formar o anion superdxido, mas podem ser
gerados por outras reacOes celulares de maneira dependente ou ndo-dependente de
enzima. O anion superoxido também pode ser gerado no citosol, induzido por reacdes
enzimaticas e o peroxido de hidrogénio pode ser gerado como subproduto da oxidacao

em peroxissomos e pela oxidagéo proteica no reticulo endoplasmatico (Zou et al., 2017).

Em condicdes fisiologicas normais, as espécies reativas de oxigénio sdo mantidas
a um nivel constante por um balan¢o entre a geracao e a eliminacéo dessas espécies (Zou
et al., 2017). Essas espécies promovem as reacBes com moléculas por modificacdes
oxidativas reversiveis, mas também atuam um papel critico em vias de sinalizacéo celular
guanto ao metabolismo, crescimento, diferenciacéo e sinalizacdo de morte celular. Baixos
niveis de ERO promovem a proliferacdo e sobrevivéncia, enquanto a produgdo excessiva
pode induzir a senescéncia e morte celular por efeitos de danos oxidativos em
macromoléculas intracelulares, como proteinas, lipideos, RNA e DNA (Bergamini et al.,
2004; Storz, 2005; Zou et al., 2017; Kirtonia et al., 2020) O radical hidroxila é uma

espécie extremamente reativa com alto potencial oxidante e é o principal responsavel por
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dano ao DNA induzido por estresse oxidativo (Thannickal e Fanburg, 2000; Zou et al.,
2017).

O Estresse Oxidativo pode ser amplamente definido como uma alteragdo no
equilibrio do estado redox, que é o balanco entre os processos de geracdo de Espécies
Reativas de Oxigénio e a eliminacdo destas espécies. Este desequilibrio ocorre quando ha
superproducdo de ERO ou diminui¢do de moléculas de defesa antioxidante. O Estresse
Oxidativo promove a oxidacdo de lipideos, de proteinas dos tecidos, do DNA e de
biomoléculas que podem levar a uma grande sinalizacdo celular anormal, além do
controle redox disfuncional e morte celular por diversas vias, como apoptose, autofagia,
necrose e ferroptose (Zou et al., 2017; Figueroa et al., 2018). O Estresse Oxidativo tem
sido mencionado como causa de diversas doencas humanas, incluindo aterosclerose,
fibrose pulmonar, cancer, doencgas neurodegenerativas e envelhecimento (Thannickal e
Fanburg, 2000). A exposicdo a luz ultravioleta, radiacdo, quimioterapicos ou agentes
infecciosos podem induzir a producdo destas espécies, e, consequentemente, induzir o

Estresse Oxidativo (Figueroa et al., 2018).

As espécies reativas de oxigénio sdo tradicionalmente consideradas como
subprodutos toxicos do metabolismo com um alto potencial de causar danos, desta forma,
as células possuem mecanismos para se proteger e atenuar os potenciais danos causados
pelas ERO. Uma dessas estratégias € o emprego de antioxidantes ndo enzimaticos como
as vitaminas A, C e E, assim como antioxidantes enzimaticos como a superéxido
dismutase (SOD), catalase e peroxidase glutationa (GPX) (Thannickal e Fanburg, 2000;
Bergamini et al., 2004; Storz, 2005; Liou e Storz, 2010; Zou et al., 2017). A enzima SOD
atua na reducgéo do anion superéxido (Oz*) em peroxido de hidrogénio (H203), enquanto
as enzimas catalase GPX atuam na eliminag&o de H20- ao reduzi-lo a H.O (Thannickal e
Fanburg, 2000; Zou et al., 2017).

1.9 Tratamentos de cancer

Os tratamentos mais comuns para o cancer podem ser realizados através da
cirurgia, quimioterapia, radioterapia ou transplante de medula 6ssea, sendo que em muitos
dos casos é necessario combinar mais de uma modalidade. No Brasil, esses tratamentos

s&o oferecidos pelo Sistema Unico de Satde (SUS) (Instituto Nacional Do Cancer).

Além dos tratamentos mais comuns, outros tratamentos tém sido amplamente

pesquisados no decorrer dos ultimos anos de forma a maximizar a eficacia de tratamento,
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assim como diminuir os efeitos colaterais causados por eles. Alguns desses tratamentos

séo a Imunoterapia, Terapia-Alvo e Terapia Fotodindmica.

1.10 Terapia-Alvo

Uma das bases para ocorréncia do cancer ¢ ditada pela alteragdo do perfil génico
celular que leva a mutacdo em proteinas e receptores que promovem a sobrevivéncia e a
proliferacdo celular. Essas alteraces genéticas podem distinguir uma célula saudavel de
uma célula cancerosa, desta forma, o sequenciamento do DNA humano permitiu 0 avango
em tecnologias que detectam essas mudancas genémicas, transcricionais, protedémicas e
epigenéticas. As tecnologias combinadas com o desenvolvimento de novas drogas
aceleraram a implementacdo de medicina personalizada que utiliza conceitos de bases
geneticas e ambientais para determinar a prevencdo, diagnodstico e tratamento
individualizado (Tsimberidou, 2015; Lee et al., 2018).

A terapia-alvo refere-se ao uso de drogas ou outras substancias que tém por alvo
moléculas especificas, ou alvos moleculares, que blogueiam o0 crescimento e
espalhamento das ceélulas de cancer. Os alvos moleculares incluem fatores de
crescimento, moléculas de sinalizacdo, proteinas do ciclo celular, moduladores de
apoptose, moléculas que promovem a angiogénese, receptores de fator de crescimento e
transdutores de sinal, entre outros, que interferem em uma variedade de processos

celulares oncogénicos (Tsimberidou, 2015; Lee et al., 2018).

No caso do melanoma cuténeo, cerca de 70% dos pacientes apresentam mutacdes
em genes das principais vias de sinalizacdo e essas mutacdes podem ser associadas com
a proliferacdo das células do melanoma e o fendtipo maligno. A terapia-alvo utiliza
pequenas moléculas inibidoras ou anticorpos que podem afetar essas proteinas mutadas
que sdo importantes na progressdo da doenca. As pequenas moléculas sdo definidas como
compostos de baixo peso molecular (< 900 Da) que sdo aptas a penetrar as células para
direcionar proteinas especificas nas células. Para o melanoma séo utilizados diversos
tipos de inibidores na terapia-alvo sendo os principais: inibidores de BRAF, inibidores de
MEK, inibidores de VEGF, inibidores das vias p13K-AKT-mTOR, inibidores de ciclina
dependente de quinase e inibidores de ErbB4 (Domingues et al., 2018; Lee et al., 2018).

Dentre os inibidores mencionados, os inibidores BRAF e MEK foram aprovados
pelo FDA baseando na significante atividade antitumoral e a tolerabilidade dos pacientes

com melanoma. As mutagbes BRAF sdo encontradas em 50% dos casos de melanoma e
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em 62-72% dos pacientes com melanoma metastatico, sendo uma mutagdo esporadica no
cédon V600 do oncogene BRAF. Drogas como Vemurafenibe e Dabrafenibe séo
inibidores de BRAF e foram aprovados pelo FDA em 2011 e 2013, respectivamente,
enquanto aprovados pela Anvisa em 2011 e 2017, respectivamente. Estudos mostraram
que 90% dos pacientes que receberam a Vemurafenibe apresentaram regressao tumoral
(Anvisa; Miller e Mihm Jr, 2006; Tsimberidou, 2015; Domingues et al., 2018).

A proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK) em mamiferos é mencionada
como MEK e esta na via de sinalizacdo da proteina quinase serina/treonina (Raf)
codificada pelo gene BRAF, assim como a proteina RAS. No interior da célula, a proteina
RAS é ativada e essa ativacdo promove a ativacao da proteina Raf que ird promover a
fosforilagdo da MEK, que por sua vez, ird desencadear uma série de mediadores de
sinalizagdo que irdo promover a sobrevivéncia ou apoptose celular (Molina e Adjei,
2006). As mutacdes em NRAS, gene que codifica a proteina NRAS, estdo associadas a
15% dos casos de melanoma. Estudos demonstraram que a utilizacdo de inibidores de
MEK apresentam atividade em melanomas que possuem a mutacdo NRAS, em contraste
com os inibidores de BRAF. A inibicdo de MEK resultou na inibicdo de fatores de
crescimento mediados por sinalizacdo celular e, consequentemente, promoveram a
diminuicdo da proliferacdo das células tumorais. Ascierto et al. (2013) e equipe
verificaram que os pacientes com melanoma que possuiam a mutacdo em NRAS reagiram
positivamente ao tratamento com inibidores de MEK, enquanto para o tratamento com
inibidores de BRAF nédo apresentaram efeitos. A Trametinibe € um inibidor de MEK que
foi aprovado pelo FDA em 2013 e pela Anvisa em 2016 e é utilizado como monoterapia
ou em conjunto com a Dabrafenibe (inibidor de BRAF) (Anvisa; Miller e Mihm Jr, 2006;
Tsimberidou, 2015; Domingues et al., 2018).

1.11 Terapia Fotodinamica

A Terapia Fotodindmica (TFD) tem sido utilizada para tratamento de canceres e
diversas doencas, podendo estas ser doencas cardiovasculares, dermatologicas e
oftalmoldgicas, como degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI), além de ser
utilizada para aplicacbes antivirais, antimicrobianas e antibacterianas, incluindo a
esterilizacdo do plasma sanguineo e agua. A TFD é um tratamento minimamente invasivo
e mostra toxicidade insignificante, além de alta seletividade do tumor em relacdo ao
tecido saudavel, o que oferece vantagens tanto para o paciente quanto para 0 médico em

relacdo aos tratamentos tradicionais de cancer, como as delicadas cirurgias ou as
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dolorosas e cansativas sessdes de radio e quimioterapia que ainda oferecem diversos
efeitos colaterais. O tempo de recuperacdo também é minimizado, assim como a formacao
de tecidos desfigurados e de cicatrizacdo. A TFD, na pratica clinica, é utilizada com outras
modalidades, como cirurgia e quimioterapia, mas também ¢é utilizada como tratamento
alternativo e, em alguns casos, é um adequado tratamento paliativo para pacientes com
metastase (Josefsen e Boyle, 2012; Wei et al., 2012; Ribeiro et al., 2013; Zou et al., 2017;
Domingues et al., 2018; Dos Santos et al., 2019).

A Terapia é baseada em trés processos: a excitacdo de um fotossensibilizador
(FS), producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e morte celular. Os
fotossensibilizadores sdo administrados ao paciente, seja de forma sistémica ou tdpica, na
auséncia de luz e sdo, preferencialmente, absorvidos ou retidos por tecidos neoplasicos,
uma vez que sdo melhor absorvidos em tecidos metabolicamente ativos. Quando a
proporcdo otima de fotossensibilizador nos tecidos doente e saudavel é atingida, o
fotossensibilizador é fotoativado com luz visivel em um determinado comprimento de
onda (normalmente no méaximo de absorcao do farmaco fotossensibilizador) em uma dose
de luz cuidadosamente regulada que € aplicada sobre o tecido neoplasico por um tempo
especifico. A ativacdo do fotossensibilizador na presenca de Oz dissolvido nos tecidos
leva a formacao de ERO, espécies citotoxicas, que promovem a oxidacao de uma grande
variedade de biomoléculas celulares, assim como acidos nucleicos, lipideos e proteinas,
levando a alteragdes graves nas cascatas de sinalizagéo celular ou regulacao da expressdo
génica. Os danos irreversiveis desencadeados pelas ERO séo observados tanto nas células
do tumor como nos vasos sanguineos associados ao tumor, o que ird causar deficiéncia
na alimentacdo de nutrientes e oxigénio do tumor. Os danos causados culminam na morte
celular por apoptose e/ou necrose e 0s danos a proteinas e membranas celulares sdo de
particular importancia para a TFD, uma vez que otimizam a eficiéncia citotoxica do
processo (Josefsen e Boyle, 2012; Ribeiro et al., 2013; Domingues et al., 2018; Dos
Santos et al., 2019).

Os processos de ativagdo do fotossensibilizador, assim como a geracao de ERO e,
consequente, morte celular estdo associados com a destrui¢do ou regressao de um tumor.
A regressdo tumoral é relacionada a trés principais mecanismos celulares. O primeiro é
referente a formacdo de ERO na forma de radicais livres oxidantes e/ou oxigénio singlete
induzidos pela TFD gque podem matar as células diretamente induzindo a morte celular,
como mencionado acima. O segundo ¢é referente aos danos causados pelas ERO geradas

ao tecido vascular associado ao tumor que levam a trombose ou hemorragia nos vasos
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sanguineos que alimentam o tumor, que em Ultima instancia levam a hipoxia que
culminam na morte celular das células tumorais por privacdo de nutricdo. O terceiro
mecanismo refere-se a liberacéo de citosinas e inflamacéo aguda induzidas pela TFD no
tecido tumoral que promovem a invasdo de células imunes que promovem a destrui¢ao
das células do tumor (Ribeiro et al., 2013; Zou et al., 2017).

A fotoativacdo ocorre uma vez que ao absorver a energia luminosa, 0
fotossensibilizador passa do seu estado fundamental (*Fs) para um estado eletronicamente
excitado (*Fs *) de curto tempo de vida que pode levar ao estado triplete (°Fs*), por
cruzamento intersistemas, um estado eletronicamente excitado de relativo maior tempo
de vida. Este entdo pode prosseguir em dois tipos de reacgdes, os tipos I e I1, ilustradas na
Figura 6.

Figura 6: Diagrama de Jablonski apresentando os mecanismos de acdo da TFD.
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A reacdo de tipo | consiste na reacdo direta do fotossensibilizador em estado
triplete com uma biomolécula de modo a transferir a energia absorvida através da
transferéncia de um elétron/atomo de hidrogénio para formar radicais que interagem com
oxigénio para produzir produtos oxigenados. As biomoléculas sofrem danos e ocorre a
inicializacdo de reacdes radicalares em cadeia. As principais ERO geradas durante a
transferéncia de energia do fotossensibilizador para as biomoléculas sdo os anions
superoxido (O2+) (Naidoo et al., 2018; Dos Santos et al., 2019).
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A reagdo de tipo Il consiste na transferéncia direta de energia do
fotossensibilizador em estado triplete para o oxigénio molecular dissolvido nos tecidos
para formar oxigénio singlete (*O,), extremamente eletrofilico e capaz de causar danos as
membranas, proteinas e DNA (Naidoo et al., 2018; Dos Santos et al., 2019).

Ambas as reagdes ocorrem simultaneamente e a razao entre os processos depende
do tipo de fotossensibilizador utilizado, as concentra¢fes de biomoléculas e oxigénio,
assim como a afinidade de ligacdo entre o fotossensibilizador e a biomolécula. Por causa
do tempo de meia-vida curta dos ERO, apenas as células que estdo na regido proximal a
producdo de ERO s&o diretamente afetadas pela TFD. O tempo de meia-vida do oxigénio
singlete em sistemas biol6gicos € menor do que 0,04 s, e, por isso, seu raio de acéo é
menor do que 0,02 um. A extensdo do dano causado pela luz e citotoxicidade é
multifatorial e depende do tipo de fotossensibilizador, sua localizacéo intra e extracelular,
a dose total administrada, a dose total de exposicdo a luz, taxa de fluéncia da luz,
disponibilidade de oxigénio e o tempo entre a administracdo da droga e a exposicéo a luz,
sendo todos os fatores independentes (Dolmans et al., 2003; Allison e Moghissi, 2013;
Calixto et al., 2016).

Estudos realizados em melanomas, mostraram eficacia do tratamento,
especialmente em casos de melanomas cutaneos metastaticos que, além de possuirem o
desafio de tratamento uma vez que ndo se encontram localizados, desenvolvem
resisténcia aos farmacos utilizados nos tratamentos quimioterapicos. A combinacdo de
TFD com o quimioterapico dacarbazine, em um estudo realizado por Biteghe e Davids
(2016) apresentou diminuicdo da resisténcia ao tratamento tanto em melanomas
pigmentados como ndo-pigmentados. J& a combinacdo de TFD com imunoestimuladores
pode aumentar a eficiéncia de erradicacdo dos tumores iniciais, assim como as
micrometastases, e diminuir os casos de reincidéncia de melanoma. A utilizacdo de
moléculas inibidoras, como discutido em Terapia-Alvo, também permitiu uma maior
eficiéncia do tratamento (Baldea e Filip, 2012; Domingues et al., 2018; Naidoo et al.,
2018).

1.12 Farmacos Fotossensibilizadores

Os fotossensibilizadores (FS), também conhecidos como farmacos
fotossensibilizadores, sdo moléculas que quando excitadas por energia luminosa podem
utilizar a energia adquirida para induzir reacGes fotoquimicas produzindo agentes
citotoxicos letais, desencadeando, em ultimo caso, em morte celular e destruicdo do

tecido. Eles sdo absorvidos pelas células em todo o corpo e sdo inofensivos quando na
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auséncia de luz e oxigénio molecular, de forma que ndo causam efeitos tanto em tecido
saudavel quanto tecido anormal. Porém, quando ativados por luz, é observado o efeito
citotoxico (Josefsen e Boyle, 2012).

A vasta maioria dos FS empregados em TFD é baseada no croméforo tetrapirrol,
como porfirina, clorina e ftalocianina, uma vez que os macrociclos tetrapirrélicos
possuem uma similaridade inerente as porfirinas presentes naturalmente na matéria
vivente, como o grupo heme e a clorofila (Figura 7). Os FS que apresentam 0s
macrociclos tetrapirr6licos em suas estruturas ndo apresentam toxicidade no escuro e tém
sido amplamente pesquisados nas Gltimas décadas. As porfirinas sdo utilizadas
excessivamente para aplicacdes de TFD, uma vez que sdo muito estaveis e representam a
primeira geracdo de FS, apesar da estabilidade, tendem a induzir a fotossensibilidade dos
tecidos saudaveis e ndo possui penetracdo profunda dos tecidos, relativo a baixa
absorbancia em 630 nm. O primeiro fotossensibilizador empregado clinicamente para a
terapia do cancer foi uma mistura de porfirinas soltveis em agua, chamadas de Derivados
de Hematoporfirina que foram purificadas na forma de porfimero sodico e foi
oficialmente aprovado ao redor do mundo, sendo comercializado como Photofrin. As
clorinas sdo FS de segunda geracao e sdo formas reduzidas de porfirina ou derivados de
clorofila. Ja as ftalocianinas possuem uma alta eficiéncia quando se trata de TFD, séo de
segunda geracdo e possuem um metal diamagnético i6nico que permite a penetracao de
luz em tecidos mais profundos com efeitos colaterais fototoxicos bem menores (Agostinis
et al., 2011; Josefsen e Boyle, 2012; Naidoo et al., 2018).

Figura 7: Estrutura quimica do Grupo Heme presente nas Hemoglobinas e as estruturas dos

principais fotossensibilizadores: Porfirina, Clorina e Ftalocianina

CH
2 CHa
CH,
/
HC / N
N H
N/ \N
JNH N=
H3C CH3 == N/
0™ “oH o/ OH

Grupo Heme

. Porfirina Clorina Ftalocianina
(hemoglobina)



25

Os farmacos fotossensibilizadores, mais utilizados na TFD, absorvem na regido
do vermelho no espectro eletromagnético (640-710 nm), uma vez que a luz vermelha tem
maior penetragdo nos tecidos e estd dentro da “janela terapéutica”, a faixa de
comprimento de onda do espectro eletromagnético entre 600 e 800 nm onde ocorre a
maior penetracdo do tecido devido a falta de interferéncia de croméforos enddgenos que
absorvam nessa regido (Barbugli, 2010; Siqueira-Moura et al., 2013).

A TFD se mostrou muito eficiente no tratamento de canceres de pele nédo
melanoma, especialmente em carcinomas das células basais, porém os melanomas
cutaneos apresentaram fotoresisténcia aos farmacos fotossensibilizadores que absorvem
em comprimentos de onda menores do que 600 nm. Acredita-se que essa fotoresisténcia
esteja relacionada a melanina, pigmento produzido pelos melandécitos, que dispersa a luz
visivel de baixo comprimento de onda. Com base nestas premissas, nos ultimos anos,
existe um trabalho crescente de sintese ou isolamento de farmacos fotossensiveis que
absorvam em comprimentos de onda maiores do que 630 nm, uma vez que este
comprimento evita a dispersdo da luz, j& que o comprimento maximo de absorcéo da
maior parte dos pigmentos endogenos absorvem em comprimentos de onda menores que
600 nm, principalmente a hemoglobina cujo comprimento maximo de absor¢édo € proximo
de 540 nm, enquanto a absor¢cdo maxima da melanina € de 420 nm. Para lesdes
pigmentadas, verificou-se que as metaloftalocianinas seriam bons farmacos
fotossensibilizadores, uma vez que possuem 0 maximo de absorcao entre 670-680 nm, na
regido do vermelho do espectro visivel (Faber et al., 2003; Nowis et al., 2005; Primo et
al., 2008; Barbugli, 2010; Siqueira-Moura et al., 2013).

A Ftalocianina de aluminio-cloro (AICIPc) (Figura 8) € um fotossensibilizador que
possui um macrociclo tetrapirrélico e um fon metalico central (AI**) em sua estrutura, o
que confere a ela as propriedades fotofisicas e fotoquimicas mais favoraveis para
aplicacdo em TFD. Devido a sua estrutura molecular, essa classe de compostos altamente
conjugados, como outros similares apresentam alta hidrofobicidade o que impede a sua
aplicacdo direta no tecido biologico alvo por solubilizacdo direta em meio aquoso
fisiolégico. Diversas estratégias de encapsulacdo vém sendo desenvolvidas e utilizadas
nos ultimos anos para aumentar a solubilidade dos ativos, assim como a
biodisponibilidade de compostos lipofilicos. O desenvolvimento de sistemas de “drug
delivery”, ou sistemas veiculadores de farmacos, com énfase especial no design e
fabricacdo de sistemas para tratamento de céncer sdo elaborados com o intuito de

minimizar a degradacdo do farmaco ap6s a administracdo, prevenir efeitos colaterais
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indesejaveis e sustentar e/ou aumentar a biodisponibilidade do medicamento na area alvo
(Estevanato et al., 2011; Siqueira-Moura et al., 2013).

Figura 8: Estrutura quimica da ftalocianina de aluminio-cloro
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1.13 Veiculadores de Farmaco

Os veiculadores de farmaco sdo sistemas utilizados para transportar drogas
terapéuticas pelo corpo com seguranca para atingir alvos e efeitos terapéuticos desejados.
Tambeém mencionados como carreadores, esses sistemas sdo projetados para melhorar a
solubilidade em agua e a estabilidade quimica dos agentes ativos carreados, assim como
aumentar a atividade farmacologica e reduzir os efeitos colaterais. Essas estruturas
também protegem as moléculas carreadas da degradacdo prematura no ambiente
bioldgico, aumenta a biodisponibilidade e prolonga a presenca no sangue e captagédo
celular, quando administrados pelo sistema circulatorio. O principal objetivo de qualquer
sistema veiculador de farmaco é fornecer e manter as concentracGes terapéuticas do
carregado no local algo desejado (Shah et al., 2010; Ribeiro et al., 2013; Sharifi et al.,
2020).

Séo exemplos de sistemas de veiculacdo de farmacos: lipossomo, nanoparticulas
lipidicas solidas, carreadores lipidicos nanoestruturados, nanoemulsao, nanocomposito,
hidrogel, micelas poliméricas, nanoformulacdo “spray-dried”, nanofibras, 6xido de
grafeno, nanoconjugados, assim como nanosuspensdes, nanoesferas, ‘“nanoshell”,
nanocapsulas e dendrimeros. Novos sistemas veiculadores de farmacos, como: micelas
poliméricas, lipossomos, nanoparticulas e nanoemulsdes, vém sendo desenvolvidos com
compartimentos hidrofébicos para solubilizacdo de compostos altamente lipofilicos como
as ftalocianinas (Shah et al., 2010; Ribeiro et al., 2013; Sharifi et al., 2020).
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Uma dessas estratégias de encapsulacdo e veiculagdo de farmacos é o preparo de
Nanoemulsdes (NE). A NE pode ser definida como dispersdo coloidal de dois liquidos
imisciveis estabilizados por um surfactante apropriado. Essas dispersdes podem ocorrer
como Oleo-em-agua (Figura 9), ou ainda como &gua-em-Gleo, sendo a primeira mais
utilizada, uma vez que a grande parte dos farmacos utilizados no processo de

encapsulacéo séo altamente lipofilicos (Singh et al., 2017).

Figura 9: Representacdo esquematica de nanoemulséo 6leo-em-agua
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O tamanho médio de goticulas dispersas esta localizado entre 50 e 1000 nm,
porém o tamanho médio das goticulas das formulacdes mais utilizadas esta entre 100 e
500 nm. Uma formulacéo tipica é constituida por um lipideo (saturado ou insaturado),
atuando como, base estrutural da nanoemulsdo, associado a um agente emulsificante,

como a lectina, e um meio diluente, no caso dgua (Shah et al., 2010).

As NE podem ser processadas em diversas formas de dosagem como liquidos,
cremes, sprays, géis, aerossois, espumas e, ainda, podem ser administradas por diversas
vias como a tdpica, oral, intravenosa, intranasal, pulmonar e ocular. As maiores
aplicacOes das NE estdo no tratamento de infeccéo de sistemas reticuloendoteliais, terapia
de reposicdo enzimatica no figado, tratamento de cancer e vacinacdo. As NE ainda tém
sido bem estudadas como veiculador tépico, uma vez que promovem baixa irritabilidade

da pele e possuem a habilidade de proteger quimicamente os farmacos da degradacéao por
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luz ultravioleta, o que confere maior estabilidade & medicagdo (Jaiswal et al., 2015; Singh
et al., 2017; Pandey et al., 2018).

Uma vez que o numero de casos de melanoma cresce todos 0s anos ao redor do
mundo, assim como a preocupacao referente a esse tipo de céncer devido a sua
agressividade, este trabalho visa propor um modelo que se baseia na engenharia de tecidos
para estudos in vitro dessa neoplasia associada a um tecido saudavel de pele. De modo a
servir como uma alternativa ao uso de animais no estudo de doengas como o0 melanoma,
esse modelo serd também utilizado para auxiliar no desenvolvimento de tratamento

baseado nos principios da Terapia Fotodinamica.
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2. Objetivo Geral
Verificar a interacdo e comportamento de uma cultura 3D (sistema esferoidais)
contendo células de melanoma em trés diferentes estigios de progressdo tumoral
associada a equivalentes dérmicos de fibroblastos saudaveis. Propde avaliar os efeitos

da terapia fotodindmica sobre estes sistemas biomiméticos de cancer de pele.

2.1 Objetivos Especificos
- Cultivar e caracterizar os esferoides multicelulares sintetizados a partir de células
dos trés estagios de progressdo tumoral de melanoma e sua associa¢do aos sistemas

de equivalentes dérmicos;

- Verificar interacdo das células de melanoma (em cultura 2D e 3D) com a
nanoemulsdo de ftalocianina de aluminio-cloro, avaliando a sua citotoxicidade e

fototoxicidade frente aos processos usados na Terapia Fotodinadmica;
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3. Materiais e Métodos

3.1 Cultura celular

As células de melanoma WM 35 e WM 1552, cujo estagio de crescimento € radial,
WM 278, cujo estagio de crescimento é vertical, e WM 1617, cujo estagio de crescimento
é metastatico, foram doadas pela Professora Doutora Enilza Maria Espreafico, e
cultivadas em Meio Tumoral 2% (TU) composto pela mistura dos meios MCDB-153
(80% V/V, Sigma-aldrich, Alemanha) e Leibovitz's L-15 (20% V/V, Gibco, EUA),
suplementado com insulina humana (5,0 mg mL™, Sigma-aldrich, Alemanha), CaCl- (2,0
mmol L?,Sigma-aldrich, Alemanha) e soro fetal bovino (SFB) (2% V/V, Gibco, EUA).
As células de fibroblastos humanos foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium - Gibco, EUA), suplementado com SFB (10% V/V, Gibco, EUA)
e ampicilina/estreptomicina (20 ug mL™, USB Corporation, EUA). As células de
melanoma foram descongeladas, em seguida, centrifugadas em meio Leibovitz's L-15
(10% SFB V/V, Gibco, EUA) por 10 minutos a 1500 RPM e cultivadas em garrafas de
25 cm? contendo 6 mL Meio TU até atingir 80% da confluéncia, apds 48 horas; entéo,
foram soltas das garrafas com o auxilio de Tripsina (0,5% V/V EDTA, Gibco, USA),
centrifugadas em Leibovitz's L-15 (10% SFB V/V, Gibco, EUA) e mantidas em garrafas
de 75 cm? contendo 11 mL de meio TU. As células WM 1617 foram mantidas e replicadas
para garrafas de 25 cm?. As células de fibroblastos foram descongeladas e centrifugadas
com meio de cultura celular DMEM suplementado, em seguida, foram mantidas em
garrafas de 75 cm? até atingir 80% de sua confluéncia. As células foram mantidas em
atmosfera umida a 37°C com 5% de CO.. Elas foram expandidas e replicadas para dentro
da necessidade de acordo com os procedimentos padrdes realizados em Sala esterilizadas

em Capela de Fluxo Laminar Classe I1.

3.2 Formacdo de esferoides multicelulares

A formacdo de esferoides multicelulares foi realizada utilizando o método de
cultura em gota suspensa, baseado no protocolo descrito por Miller e Kulms (2018). Para
todas as linhagens estudadas, WM 35, WM 278, WM 1552 e WM 1617,
aproximadamente 35 a 40 gotas de volume de 25 pL contendo 250 células por gota em
meio de cultura TU 2% foram adicionadas a tampa de uma placa de cultura em suspensao
ndo tratada, com dimensdes 100 mm x 20 mm (Corning Inc., EUA). Ao fundo da placa,
foi adicionado um volume de 10 mL de PBS (tampdo fosfato-salino). A tampa foi

cuidadosamente vertida sobre o fundo (Figura 10) e a placa foi incubada em atmosfera
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Umida com 5% de CO; e temperatura de 37°C. A troca de 5 pL de meio de cada gota foi
realizada a cada dois dias de cultura (exceto a primeira troca realizada apds quatro dias).
Para realizar a troca de meio, as tampas foram invertidas, 5 pL de meio foi removido de

cada gota seguida da adicéo de 5 pL de meio.

Figura 10: Representacdo esquematica do protocolo de formacdo de esferoides

multicelulares pelo método da gota suspensa
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3.3 Caracterizagdo morfoldgica dos esferoides multicelulares

A caracterizacdo morfoldgica dos esferoides para as linhagens foi realizada por
imagens de microscopio 6tico obtidas com o auxilio de um microscopio Zeiss Axiovert
40 CFL (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) acoplado com uma camera digital de alta
resolucdo Axio-cam- 40 CFL (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) e objetiva de 5x. As
imagens obtidas foram analisadas com rela¢do ao tamanho, esfericidade, rugosidade e
circunferéncia 2D utilizando software ImageJ (Fiji package) (National Institutes of
Health, Bethesda, Maryland, EUA). Um script de macro foi escrito para automatizar o
processo (Macro S1) como descrito por Ivanov et al. (2014). Os parametros de forma,
assim como o diametro, foram obtidos e classificados de acordo com a funcdo de analise
de imagem do software. O diametro de Feret foi utilizado para estimar o diametro médio
dos esferoides, uma vez que é calculado a partir da mais longa distancia entre dois pontos.
O parametro “Roundness” foi utilizado para verificar o quio proximo da forma de um
circulo esta a imagem 2D do esferoide, o valor 1,0 indica um circulo perfeito, enquanto
os valores préximos de 0,0 indicam formas mais alongadas; este parametro é dado pela

relacdo matematica:
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[Area]

m+[eixo principal]?

4 %

O parametro “Circularity” ¢ determinado pela relagdo matematica:

[Area]
[Perimetro]?’

41 *

o valor 1.0 indica um circulo perfeito, enquanto os valores préximos de 0.0 indicam
deformidades na superficie analisada. O parametro “Aspect Ratio” ¢ determinado pela

razao entre os eixos de uma elipse, o valor 1.0 indica um circulo.

3.4 Preparo de nanoemulséo contendo ftalocianina de aluminio-cloro como fotoativo

O preparo das Nanoemulsdes (NE) foi realizado por meio da técnica de
emulsificagdo espontanea, como descrito por (Primo et al., 2008) com adaptagdes. Para a
fase organica, contendo 75,00 mg de lecitina de soja - Epikuron 75 (Lucas Meyer S.A.)
foram dissolvidos em 10 mL de acetona (Sigma-aldrich, Alemanha) a temperatura
constante de 55°C. Em seguida, 800,00 pg do agente fotossensibilizador (AICIPc) e 250
pL de oleo Edenor EvV 85 KR (Cosmoquimica, Brasil) foram também adicionados a
mesma solucdo, sob agitacdo magnética até completa solubilizacéo. Para a fase aquosa,
foram adicionados inicialmente 75,00 mg de Pluronic F68 (Sigma-aldrich, Alemanha),
que possui funcdo de surfactante, dissolvidos em 20 mL de agua ultrapura filtrada em
filtro Millipore 0,22 um. A nanoemulsdo se formou pela lenta injecdo da fase organica a
fase aquosa sob agitacdo magnética constante (300 rpm por 30 minutos) a 55°C. A solucao
final foi transferida para um baldo de fundo redondo de 25 mL e o solvente foi evaporado
em um rotaevaporador R-210/215 (Bushi, Brasil) a pressao reduzida com temperatura de
aproximadamente 55°C e velocidade de rotacéo do baldo de 125 rpm, até obter um volume
final de 10 mL.

3.5 Estimativa da Viabilidade Celular dos esferoides multicelulares

Em funcéo dos resultados preliminares observados com as linhagens WM 35, WM
278, WM 1552 e WM 1617, as células WM 1617 foram escolhidas para a realizacdo dos
demais estudos. Este tipo celular, como descrito, apresenta caracteristicas morfoldgicas
desejaveis, além de representar o estagio de crescimento metastatico, esta caracteristica
impacta na propagacdo de outros focos de cancer, assim como promove 0 aumento da

letalidade da doenca, tornando-a de mais dificil tratamento e maior agressividade.

Para a estimativa da viabilidade celular dos esferoides multicelulares, 0 meio de
cultura celular de cada gota contendo esferoide em seu dia de cultivo especifico foi

retirado e ao esferoide foi adicionado um volume de 20 pL de solugdao de LIVE/DEAD™
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Viability/Cytotoxicity Kit, for mammalian cells (Invitrogen, EUA). A placa contendo os
esferoides foi incubada por 30 min em temperatura ambiente na auséncia de luz, entéo foi
visualizada em microscopio confocal de varredura a laser Leica Platform TCS SP8 (Leica
Microsystems, Alemanha). 20 esferoides celulares foram separados e transferidos cada
um, em um volume de 15 pL de meio celular, para um poco de uma placa de 96 pocos.
A cada poco, foi acrescentado 85 pL de solugdo de AlamarBlue™ Cell Viability Reagent
(Invitrogen, EUA) em RPMI 1640 sem vermelho fenol (BioWest, Franca) suplementado
com 1% de SFB a placa foi incubada por 24 horas. 40 pL de cada poco foi transferido
para uma nova placa que foi lida em leitora de placas Cytation 5 (Biotek, EUA) utilizando
o Software Gen 5 (Biotek, EUA).

3.6 Ensaios de internalizacao celular de ftalocianina de aluminio-cloro

Os estudos em monocamada foram realizados em placa de 96 pocos ap6s 24h do
plagueamento de 10.000 células/poco utilizando Meio de Cultura TU 2%. Para verificar
a eficiéncia de internalizagdo celular do farmaco fotossensibilizador (PS), foram
utilizadas as solugGes preparadas em meio RPMI 1640 sem vermelho fenol (BioWest,
Franca) suplementado com 1% de SFB contendo ftalocianina de aluminio-cloro
solubilizada em DMSO (dimetilsulfoxido, Sigma-Aldrich, Alemanha) na concentracéo
total de 5 umol L. Foi avaliado neste estudo a nanoemulsdo carregada de ftalocianina
de aluminio-cloro (NE-AICIPc) em uma faixa de concentracdes de 0,5, 1,5, 3,0 e 5,0 pmol
L. Apds a aplicacdo dos ativos, a placa foi incubada por 3h em atmosfera imida com
5% de CO- e temperatura de 37°C.

Para a verificacdo do tempo 6timo de internalizacdo do farmaco para as células
WM 1617 em monocamada, foram adicionadas as células a NE-AICIPc em meio RPMI
sem fenol suplementado com 1% de SFB na concentragéo de 0,5 umol L. Essas células
foram incubadas em atmosfera Umida com 5% de CO; e temperatura de 37°C pelos
periodos de 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas. Apds o periodo de incubacdo correspondente para cada
ensaio, 0 meio foi removido dos pocos que foram cuidadosamente lavados com PBS e
substituidos por meio DMEM FluoroBrite (Gibco, EUA). As placas foram lidas em
leitora de placas Cytation 5 (Biotek, EUA) utilizando o Software Gen 5 (Biotek, EUA)
para avaliar espectroscopicamente, por meio da fluorescéncia, a quantidade de fotoativo

incorporado.

Os estudos em esferoides multicelulares cultivados por 11 dias foram realizados
apos a retirada do meio de cultura das gotas e adigdo de um volume de 20 pL de

nanoemulsdo contendo o fotossensibilizador de ftalocianina de aluminio-cloro em meio
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RPMI 1640 sem vermelho fenol (BioWest, Franca) na concentracdo de 1,0 umol L a
cada gota. A tampa da placa foi invertida novamente e incubada em atmosfera imida com
5% de CO- e temperatura de 37°C pelos periodos de 0,5, 1,5, 2,5, 4 e 6 horas. Apos 0s
periodos de incubacdo, o meio de cultura contendo a formulacdo foi retirado.
Cuidadosamente 20 pL de PBS foram adicionados e retirados de cada gota para lavagem
dos esferoides. Finalmente, 20 pL de meio TU 2% foram adicionados a cada gota. Para
verificagdo qualitativa da internalizagdo celular do farmaco, a placa contendo os
esferoides tratados foi visualizada em microscopio confocal de varredura a laser Leica
Platform TCS SP8 (Leica Microsystems, Alemanha). De modo a manter a integridade
dos esferoides, a tampa da placa visualizada diretamente, sem a realizacdo da
transferéncia dos esferoides para laminulas ou placas com fundo de vidro. Em seguida,
as imagens obtidas foram analisadas utilizando software ImageJ (Fiji package) (National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA) de modo a obter a intensidade de
fluorescéncia apresentada em cada esferoide tratado em Fluorescéncia Celular Total
Correlacionada (FCTC). Ja para verificacdo quantitativa, oito esferoides tratados foram
separados e transferidos para um microtubo e, entdo, centrifugados a 1200 rpm por 10
minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o
precipitado resultante dos oito esferoides foram ressuspendidos em 1 mL de PBS que foi
centrifugado novamente. O precipitado resultante foi ressuspendido em 1 mL de alcool
isopropilico (Sigma-aldrich, Alemanha) e deixado sob refrigeracdo por 20 horas. Em
seguida, o volume de 250 uL referente a cada microtubo foi transferido para uma placa
de 96 pocos que foram lidos em leitora de placas Cytation 5 (Biotek, EUA) utilizando o
Software Gen 5 (Biotek, EUA).

3.7 Ensaios de citotoxicidade

Para a realizacdo dos estudos de citotoxicidade em células melanémicas, as células
WM 1617 plagueadas em monocamada foram tratadas com NE-AICIPc nas
concentragdes 0,5, 1,5, 3,0 € 5,0 pumol L e AICIPc livre na concentragdo de 5 pmol L%,
como descrito na se¢do 3.6, pelo periodo de 4 horas em atmosfera imida com 5% de CO;
e temperatura de 37°C. Ap0s o periodo de incubacdo, o tratamento foi retirado dos pocos
que foram cuidadosamente lavados com PBS e acrescidos de meio Tumoral 2%. A placa
foi novamente incubada por 24 horas. Entdo, 0 meio de cultura celular foi retirado e 0s
pocos foram lavados novamente com PBS e acrescidos de solucdo de MTT (brometo de
3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetraz6lio), versdo comercial Thiazolyl Blue

Tetrazolium Bromide (Sigma-Aldrich, Alemanha), em meio RPMI 1640 sem vermelho



35

fenol (BioWest, Franga) em concentragdo de 0,75 mg mL™. A placa foi incubada
novamente por um periodo de 4 horas, entdo, a solucdo foi retirada dos pocos e um
volume de 200 pL de alcool isopropilico (Sigma-aldrich, Alemanha) foi adicionado a
cada pogo. A placa foi deixada sob agitagdo orbital por 20 minutos e lida em leitora de
placas Cytation 5 (Biotek, EUA) utilizando o Software Gen 5 (Biotek, EUA).

Os esferoides multicelulares WM 1617 foram tratados com NE-AICIPc e AICIPc
livre administrados nas concentracdes de 0,5, 1,0, 2,0 e 5,0 umol L%, como descrito na
secdo 3.6. A placa foi incubada por 4 horas em atmosfera Umida com 5% de CO; e
temperatura de 37°C. Apds 24 h, o ensaio de viabilidade AlamarBlue foi realizado nos
esferoides tratados, como descrito na secéo 3.5.

3.8 Ensaios de Fotocitotoxicidade

As células WM 1617 plaqueadas em monocamada foram tratadas com NE-AICIPc
na concentracdo de 0,5 pmol L™ por 4 h em atmosfera Umida com 5% de CO: e
temperatura de 37°C, assim como um controle contendo nanoemulsdo vazia, como
descrito na secdo 3.6. Apds o tratamento, os pogos foram irradiados com laser-diodo
Eagle (QuantumTech., Brasil) com feixe de excitacdo em 670 nm em doses de energia de
0, 1,0, 5,0, 10,0 e 25,0 J cm™. 24 horas ap0s a irradiacdo, o meio de cultura celular foi
descartado e os poc¢os foram lavados cuidadosamente com PBS para receber a solugédo de

MTT, como descrito na se¢édo 3.7.

Ja os esferoides multicelulares preparados com as células WM 1617 foram
tratados com NE-AICIPc administrada na concentragdo de 1,0 umol L™ por 4 h em
atmosfera imida com 5% de CO> e temperatura de 37°C, como descrito na se¢do 3.6.
Ap0s o tratamento, cada gota foi irradiada com laser-diodo Eagle com densidades de
energia variando na faixa de 0, 5,0, 10,0, 25,0, 50,0 e 100,0 J cm™. Ap6s 24h, 0s ensaios
de viabilidade celular AlamarBlue e LIVE/DEAD foram empregados, como descrito na

secédo 3.5.

Para avaliar o comportamento desses esferoides apds a irradiacdo, também foi
realizado o acompanhamento dos esferoides por até 24 horas ap6s a irradiacdo por meio
do microscopio Optico Zeiss Axiovert 40 CFL (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha)
acoplado com uma camera digital de alta resolucdo Axiocam- 40 CFL (Carl Zeiss,

Gattingen, Alemanha) e objetiva de 5x.
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3.9 Preparo de equivalentes dérmicos

Os equivalentes dérmicos foram preparados a partir de uma mistura de proporc¢des
pré-estabelecidas apds padronizacdo com base na metodologia desenvolvida por Primo et
al. (2011). Entre os componentes utilizados, foi empregado meio de cultura celular
DMEM concentrado 1,76 vezes, SFB (9% V/V), suspensdo de colageno do tipo | na
concentragdo 3,0 mg mL* e suspensdo celular contendo 2,0x10° células mL™ em meio de
cultura celular DMEM suplementado como mencionado na se¢do 3.1. A mistura foi
homogeneizada com cuidado para evitar a formacéo de bolhas e, entdo, transferida para
uma placa de cultura celular de 6 pocos. A placa foi incubada por 45 minutos em
atmosfera Umida com 5% de CO, e temperatura de 37°C. Movimentos circulares
delicadas, foram aplicados a mistura em processo de solidificacdo para soltura do sistema
das paredes da placa de cultura utilizada para preparo. A placa foi mantida em incubadora.
O meio de cultura celular foi trocado ou suplementado a cada 48 horas.

3.10 Estudos da Cinética de Contracdo dos Equivalentes Dérmicos

A contragdo dérmica foi acompanhada por meio da medicdo da variacdo do
didmetro meédio do equivalente ao longo do tempo por até 14 dias. Para a determinagéo
dos didmetros foram realizadas fotografias (com celular Galaxy J5 Prime, Samsung,
Coreia do Sul) das placas de 6 pocos contendo os equivalentes seguidos de medicdo com
0 auxilio de uma régua. Para verificar alteracdes na microestrutura desses equivalentes, o
acompanhamento também se deu por imagens de microscopia 6tica com o auxilio de um
microscopio Zeiss Axiovert 40 CFL (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) acoplado com
uma camera digital de alta resolucdo Axiocam-40 CFL (Carl Zeiss, Gottingen,

Alemanha) e objetiva de 5x.

3.11 Marcacéo de esferoides multicelulares e inclusdo em equivalentes dérmicos
Foram empregados esferoides multicelulares WM 1617 com 11 dias de cultivo
celular marcados com NE-AICIPc na concentragdo de 1,0 pmol L. Os esferoides foram,
entdo, transferidos para equivalentes dérmicos preparados com antecedéncia de cinco
dias. Com o auxilio de uma micropipeta semiautomatica, a transferéncia do esferoide
multicelular foi feita um a um. Os equivalentes dérmicos contendo os esferoides
multicelulares marcados foram mantidos em atmosfera Umida com 5% de CO: e
temperatura de 37°C por 30 minutos. Na sequéncia, foi adicionado ao sistema 2 mL de
meio DMEM suplementado para cultura celular a cada equivalente dérmico. Os sistemas
foram mantidos em incubacgéo e sob observacgdo por 7 dias. Outros equivalentes foram

preparados para que esferoides ndo marcados e marcados com a nanoemulsédo vazia e
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nanoemulsdo contendo o farmaco fotossensibilizador (AICIPc), pudessem ser avaliados.
Os esferoides adicionados ao Equivalente Dérmico sem prévia marcagdo foram
observados em microscépio confocal de varredura a laser Leica Platform TCS SP8 (Leica
Microsystems, Alemanha) utilizando-se 0 moédulo de contraste de fase. Antes da
realizacdo da observacdo no microscopio, as bordas da placa foram seladas com fita
adesiva para evitar a abertura durante o procedimento, de maneira a preservar os sistemas

durante os dias de observacao.

3.12  Estudos de microscopia confocal

Apos o oitavo dia de inclusdo dos esferoides ao equivalente, o meio de cultura
celular foi retirado e os equivalentes foram cuidadosamente lavados duas vezes com
solucdo de PBS 10,0 mM. Um volume de 1 mL de solu¢do tamponada de formaldeido
10% foi adicionado e o sistema foi incubado por 30 minutos sob refrigeracdo. A solucao
foi retirada e o sistema foi novamente lavado duas vezes com PBS. Uma solucéo de
glicina/PBS (Sigma-aldrich, Alemanha) foi adicionada e incubada a temperatura
ambiente por 15 minutos, entdo a solucéo foi retirada e o sistema foi novamente lavado
com PBS. Em seguida, uma solucdo de Triton X-100 0,1% (Sigma-aldrich, Alemanha)
foi adicionada e incubada também por 15 minutos a temperatura ambiente; apos o periodo
de incubacdo, a solucdo foi retirada e o sistema lavado com PBS. Entdo o sistema foi
incubado com marcador DAPI (0,1875 mg mL™, 4’ 6-diamidino-2-phenylindole,
dihydrochloride) (Invitrogen, EUA) por 40 minutos em temperatura ambiente, para
posteriormente ser novamente lavado e incubado com marcador Alexa Fluor ® 488
phalloidin (0,125% V/V PBS, Invitrogen, EUA) por 40 minutos em temperatura
ambiente. O marcador foi retirado e o sistema lavado duas vezes cuidadosamente. O
sistema entdo foi transferido com a ajuda de uma espatula para uma placa com fundo de
vidro contendo FluoroMount-G Mounting Medium (Invitrogen, EUA), de modo que a
face do equivalente que recebeu todos os marcadores ficasse em contato com o vidro. As
imagens de microscopia confocal foram realizadas em microscopio confocal de varredura

a laser Leica Platform TCS SP8 e objetivas de 5 e 20x (Leica Microsystems, Alemanha).

3.13 Ensaio de fotocitotoxicidade do Equivalente Dérmico

Equivalentes dérmicos, com cinco dias de proliferacdo, foram transferidos para
placas de Petri de cultivo celular com o auxilio de uma espatula esterilizada. Entéo, foi
adicionado um volume de 2 mL de meio DMEM (Gibco, EUA) suplementado com 10%
SFB. Os equivalentes foram irradiados com densidade de energia de 0, 5,0, 10,0 e 25,0 J

cm2 em um sistema de LED Box 660 nm e Light Chamber associados a um Controlador
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de emissores de Luz (Black Box Smart) (BioLambda, Brasil). Apos a irradiacdo, a
microestrutura dos esferoides foi avaliada por até 48 horas com o auxilio um microscopio
optico Zeiss Axiovert 40 CFL (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) acoplado com uma
camera digital de alta resolugdo Axiocam- 40 CFL (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) e

objetiva de 5x.

Equivalentes dérmicos apds 3 dias de inclusdo de esferoides multicelulares
tratados com NE-AICIPc em concentragdo 1,0 pmol Lt foram irradiados com dose total
de energia de 25 J cm™. Ap6s 24 horas apds a irradiacdo, o meio celular foi retirado e
cada sistema foi lavado cuidadosamente com PBS. Adicionou-se 600 pL de solucdo de
LIVE/DEAD™ Viability/Cytotoxicity Kit, for mammalian cells (Invitrogen, EUA)
deixados a temperatura ambiente em abrigo de luz para incubacéo por 40 minutos. Na
sequéncia, os sistemas foram observados em microscopio confocal de varredura a laser

Leica Platform TCS SP8 (Leica Microsystems, Alemanha).

3.14  Analise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados por meio do Software PRISM (GraphPad,
EUA) e apresentados como média + desvio padrdo da media para as amostras preparadas
em triplicata. As diferencas estatisticamente significantes seréo consideradas para valores
de p<0,05. Os graficos foram produzidos por meio do Software PRISM (GraphPad, EUA)
e OriginPro (OriginLab Corporation, EUA).
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4. Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacao dos esferoides multicelulares

Os sistemas esferoidais, contendo as células em estudo, foram desenvolvidos
considerando-se a analogia entre os sistemas 3D e o0s sistemas tumorais em
desenvolvimento em humanos. Nos Ultimos anos, varios estudos tém sido conduzidos
utilizando estes sistemas, que de certa forma representam melhor os estados de progressao
e crescimento tumoral do que os observados em estudo in vivo (pequenos animais) e em
Humanos (VOrsmann et al., 2013; Marconi et al., 2018; Muller e Kulms, 2018). Assim
adotamos como padrdo estudos com tais sistemas, para as linhagens que permitem sua

producéo, reprodutibilidade e utilizacdo dentro da janela de tempo experimental.

Os esferoides multicelulares foram formados utilizando o método de gota
suspensa (Muller e Kulms, 2018). O método foi padronizado para as linhagens de células
de melanoma: WM 35, WM 1552, WM 278 e WM 1617. Estas quatro linhagens foram
escolhidas como modelos de representacdo dos trés estagios de progressédo de lesdes
melanémicas: o estagio de crescimento radial (WM 35 e WM 1552), crescimento vertical
(WM 278) e metastatico (WM 1617). Essas células foram isoladas entre as décadas de
1970 e 1980 pelo Instituto Wistar a partir de amostras cedidas pelo Departamento de
Patologia Cirargica do Hospital da Universidade da Pensilvania, nos Estados Unidos da
Ameérica. As células de Melanoma Wistar (do inglés, Wistar Melanoma — WM) WM 35
foram isoladas a partir de um melanoma de espalhamento superficial de uma mulher de
24 anos. As WM 1552 foram isoladas a partir de um melanoma de espalhamento
superficial de um homem de 72 anos. E as células WM 278 e WM 1617 foram isoladas
de uma mesma paciente, sendo as células WM 1617 resultado da reincidéncia do tumor

na forma metastatica (Herlyn et al., 1990; Hsu et al., 2002).

Inicialmente, foram preparados esferoides multicelulares de células WM 35, que
possuem um estagio de crescimento radial para tumores melanémicos, durante 14 dias de
estudos. Como ilustrado na Figura 11, essas células se associaram espontaneamente e
tenderam a permanecer agregadas com uma certa facilidade até pelo menos 14 dias de

cultivo. Um limiar parcialmente definido na fronteira dos agregados € indicativo de um
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certo grau de interacdo célula-célula, importante para os processos de agregacdo e

compactacao que levam a formacéo de esferoides multicelulares de compactacéao firme.

Figura 11: Esferoides multicelulares formados a partir das células WM 35 ao decorrer de 14 dias.

Barra equivale a 100 pm.
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A andlise das microfotografias destes esferoides multicelulares foi realizada
utilizando o software ImageJ (Fiji package) e um script de macro (Macro S1) como
descrito por Ivanov et al. (2014), que consistiu na extragdo do “background”, permitindo

a localizacdo e delimitacéo do esferoide e consequente anéalise pelo software.

Smalley et al. (2006) observaram também a formacao de esferoides multicelulares
a partir das células WM 35. Os autores empregaram uma metodologia que consistiu em
preparar um berco de agar, agarose ou uma mistura de ambos em uma placa de pocgos e,
entdo, plaquear as células sobre a matriz solidificada (Slipicevic et al., 2008). A Figura

12 apresenta os esferoides mencionados.
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Figura 12: Esferoides multicelulares formados a partir de células WM 35 pelo método de
plagueamento sobre matriz solidificada.
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(Adaptada de Smalley et al. (2006))

Apesar de os autores ndo mencionarem dados de morfologia e tamanho e
empregarem uma metodologia distinta da usada neste trabalho, foi possivel verificar ao
observar as Figuras 11 e 12 que, apesar de metodologias diferentes, os esferoides obtidos
pela nossa técnica apresentaram o mesmo comportamento morfolégico, o que valida

nosso protocolo de desenvolvimento e o modelo esferoidal como proposto.

O mesmo tipo de ensaio foi também empregado para as células da linhagem
celular WM 278, que apresenta um estagio de crescimento vertical de melanoma.
Comparado a WM 35, as celulas WM 278 (Figura 13) apresentaram a formacédo de
esferoides multicelulares com formato mais préoximo do esférico desde os primeiros dias
de cultura, demonstrando que o processo de compactacdo dos agregados celulares em
direcdo a esferoides de compactacdo firme foi mais efetivo para a WM 278 quando
comparado a WM 35. Além disso, pdde-se observar que no dia 14 de acompanhamento

temporal, o limiar dos esferoides se tornaram bem mais definido, o que sugere uma
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interacdo célula-célula mais pronunciada e persistente como esperado (Stadler et al.,
2015).

Figura 13: Esferoides multicelulares formados a partir das células WM 278 ao decorrer de 14

dias. Barra equivale a 100 pm.
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Foi possivel verificar que 0 diametro médio dos esferoides diminui ao longo do
tempo, 0 que evidencia um processo de compactacédo bastante significativo, diferente do
obtido com as células WM 35. Esse tipo de comportamento sugere que as interacoes
célula-célula foram fortes a ponto de apresentar uma organizacdo que permitisse a

contracdo do esferoide de maneira a torna-lo mais esférico (Stadler et al., 2015).

Na sequéncia, foram estudados os sistemas esferoidais para a linhagem de células
WM 1617, que apresentam um estagio de crescimento metastatico de melanoma. Cabe
ressaltar que este modelo se destaca dos demais, no que se diz ao processo de cancer de
pele, uma vez que é sabido que 0 melanoma € um dos tipos mais agressivo do cancer de
pele, como descrito na introducdo, e como o0 processo de metastase deste tipo de cancer
impacta substancialmente na propagacédo de cancer secundario e na letalidade da doenca.
Como ilustrado na Figura 14, as células WM 1617 apresentaram a formacao de agregados
multicelulares sem um formato definido, mas apresentaram proliferacdo celular
periférica, como foi possivel observar especialmente no décimo quarto dia. Foi possivel
observar a auséncia de um limiar definido demonstrando uma interacdo célula-célula

fraca. Essa caracteristica poderia ser, a0 menos em parte, a forca propulsora da
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caracteristica metastatica do melanoma devido a facilidade de migragdo em detrimento a

interacdo célula-celula.

Figura 14: Esferoides multicelulares formados a partir das células WM 1617 ao decorrer de 14
dias. Barra equivale a 100 pum.
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Na sequéncia foram estudados os sistemas esferoidais multicelulares a partir das
células WM 1552, que apresentaram um estagio de crescimento radial melandmico. Os
agregados celulares obtidos a partir dessa linhagem demonstram dissociagdo ao longo do
tempo, ndo adquirindo, assim, um formato esférico. Essa dificuldade em se associarem e
permanecerem agregadas, pelo menos quando formado pela metodologia da gota
suspensa, sugere a mais fraca interacdo célula-célula entre todas as linhagens aqui
estudadas. Trabalhos de Olbryt et al. (2017) indicaram que a formacédo de esferoides a
partir deste tipo de célula pelo método Ultra-Low Attachment (ULA) resultou em sistemas
mais estaveis. Nesta metodologia o plagueamento foi realizado sobre uma placa com
revestimento ligado covalentemente a superficie o que inibe a fixacdo celular e permite
que as células possam se agrupar, formando os esferoides multicelulares como desejado.
Amaral et al. (2017) demonstraram que o tipo de metodologia empregada influencia
diretamente na formacéo de esferoides multicelulares. Em seu trabalho, ele apresentou a
formacéo de esferoides formados a partir de células de cancer de bexiga (RT4) utilizando
0s métodos de gota suspensa e ULA, obtendo para a primeira metodologia um diametro
médio de 270 um, enquanto para a segunda metodologia foi observado, um diametro

médio de 400 pum.
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A tendéncia fraca das células WM 1552 de se agregarem e formar esferoide
multicelular impossibilitou a padronizacdo e completa caracterizacdo desses tipos de
agregados. Como a linhagem celular WM 35 apresentou uma formagéo eficaz para
esferoides multicelulares, associado ao fato de que ambas apresentam o mesmo estagio
de crescimento, optou-se por suspender as atividades com as células WM 1552 e utilizar

somente a linhagem WM 35 como modelo para esse estagio de crescimento melanémico.

Os dados parametrizados de didmetro médio, “Roundness”, “Aspect Ratio” e
“Circularity” obtidos para as células WM 35, WM 278 e WM 1617 estdo dispostos na Figura 15,
que apresenta a comparacao grafica entre os dados obtidos individualmente para os
esferoides multicelulares analisados para cada tipo de célula. Nao foram apresentados
dados dos esferoides formados a partir das células WM 1552, uma vez que ndo foi
atingida a quantidade de esferoides necessarias para obter um minimo de 8 nos dias em
questdo, além da dificuldade de formacdo e a tendéncia a dissociacdo deles, como
mencionado acima. O diametro médio observado para os esferoides mencionados no
décimo quarto dia de cultura foi de aproximadamente 500 pum para WM 35, 250 um para
WM 278 e 400 um para WM 1617. Ndo ha mencdo dos esferoides dessas células
utilizando esse mesmo método de formacéo de esferoides chamado de gota suspensa na
literatura, porém Miller e Kulms (2018) mencionam que as células 451-LU atingem um
didmetro meédio de aproximadamente 500 um aos 12 dias de cultivo celular em gota
suspensa em placa de cultura de 10 cm de didmetro partindo dessa mesma metodologia e
concentracdo celular inicial, enquanto Vérsmann et al. (2013) mencionam que essas
mesmas células atingem o diametro médio de 500 um ao final de 15 dias de cultura em
gota suspensa. As células 451-LU sdo células de melanoma cutaneo de crescimento
metastatico e seu diametro médio final pode ser comparado com o crescimento das células
WM 1617 que apesar de apresentarem um mesmo estagio de crescimento, ndo

apresentaram mesmo diametro médio ao final de 14 dias.
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Figura 15: Comparagdo grafica dos dados obtidos para didmetro médio, “Circularity”, “Aspect
Ratio” e “Roundness” dos esferoides formados a partir das células WM 1617, WM 278, WM
1552 e WM 35. (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001; (****) p<0,0001.
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Ao final dos 14 dias de acompanhamento temporal, foi possivel verificar que para
0 parametro “Roundness” ndo houve uma diferencga grande entre os esferoides formados
a partir das diferentes celulas, apresentando o maior valor de 0,90 para os esferoides
formados pelas células WM 278, aproximadamente 0,80 para os esferoides formados
pelas células WM 35 e WM 1617. Também foi possivel observar uma proximidade de
valores para o parametro “Aspect Ratio”, apresentando o menor valor de 1,10 para os
esferoides formados pelas células WM 278 e 1,26 para os formados pelas células WM 35
e WM 1617. Ja para o parametro “Circularity” houve discrepancia entre os esferoides
formados pelas diferentes células. Os esferoides formados pelas células WM 278
apresentaram o valor de 0,69, enquanto os formados pelas WM 35 apresentaram o valor

de 0,63, os formados pelas WM 1617 apresentaram o valor de 0,58.

Uma vez que os parametros “Roundness” e “Aspect Ratio” levam em

consideracdo o formato 2D e a comparagdo com um circulo perfeito, pode-se dizer que
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os esferoides formados pelas células WM 278 foram os esferoides que mais se
aproximaram do formato esférico, enquanto os formados pelas células WM 1617 e WM
35 apresentaram morfologia semelhantes, apesar de apresentar formatos mais alongados.
Quanto ao parametro “Circularity” que relaciona a area do esferoide analisado com 0
perimetro observado, o que se relaciona com a rugosidade da superficie do esferoide
analisado, foi possivel dizer que os esferoides formados pelas células WM 278
apresentaram a menor rugosidade e apresentaram um limite bem definido, assim como os
esferoides formados pelas células WM 35 que também apresentaram um limite bem
definido, porém ndo tdo definido quanto o observado para as células WM 278. Ja os
esferoides formados pelas células WM 1617 apresentaram um limite menos definido do

que os citados.

Dentre as técnicas utilizadas nos estudos de formacéo dos esferoides, a de
plagueamento sobre uma matriz de agar ou agarose solidificada tem sido a que resulta em
um sistema ordenado de crescimento. Slipicevic et al. (2008), Shellman et al. (2003) e
Smalley et al. (2005) referenciaram a formagao de esferoides multicelulares a partir de
células WM 35, porém néo apresentaram dados de tamanho ou parametros de morfologia.
Olbryt et al. (2017) estudaram a formacao de esferoides multicelulares a partir de células
WM 35, WM 278 e WM 1552, além de outras linhagens de melanoma, como 451-LU,
utilizando a o método Ultra-Low Attachment (ULA). Larson et al. (2014) se utilizaram
da mesma tecnica para formar esferoides de outras duas linhagens de melanoma
metastatico, as linhagens A2058 e A375. Smalley et al. (2008), Wang et al. (2014) e
Beaumont et al. (2015) utilizaram a metodologia de plaqueamento sobre matriz de
agarose solidificada utilizando as células C8161, linhagem de melanoma metastatico.
Beaumont et al. (2015) permitiram o crescimento em cultura das C8161 por 72 horas,

obtendo um didmetro médio entre 500 e 600 pum.

Ap0s a caracterizacdo quanto a tamanho e morfologia, além de considerar o grau
de agressividade e propagacdo deste modelo de cancer de pele associado aos fatores de
risco deste tipo de célula de induzir outros tipos de cancer secundarios, a linhagem celular
WM 1617 foi escolhida para ser utilizada como modelo esferoidal de tumor em todos os
demais experimentos, assim como a associacao aos sistemas mais complexos de Dermo
Equivalentes representativos da progressdo tumoral. O seu didmetro médio proximo de
400 pm configura um tamanho apreciavel para os experimentos utilizando a interacdo dos
mesmos com estrutura de pele tridimensional, como demonstrado por Miller e Kulms

(2018) e Vdrsmann et al. (2013). Além dos fatores morfolégicos, foi levado em conta a
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baixa interacdo célula-célula apresentada por essas células, o que tende a facilitar os
processos de invasdo celular e mimetizar o processo de metastase do melanoma
juntamente com o estagio de crescimento metastatico apresentado por essas células.
Assim como verificado, as células WM 1617 também apresentaram a formacdo de
agregados celulares que tendem a se manter unidos durante a manipulacéo, além da alta
reprodutibilidade entre os plaqueamentos. Todas essas caracteristicas sdo consideradas
importantes para os demais experimentos de inclusdo de esferoides nos modelos
tridimensionais propostos. E importante mencionar que as células WM 278 e WM 35
possuem padrdo e sdo interessantes para experimentos posteriores, porém foi necessario

escolher uma linhagem entre as verificadas para a continuagéo deste trabalho.

4.2 Estimativa da Viabilidade Celular dos esferoides multicelulares da WM 1617

As células WM 1617 escolhidas dentre as demais linhagens para continuacéo dos
estudos apresenta um comportamento de crescimento metastatico que pode, como
esperado, reproduzir comportamentos de invasdo celular com maior eficiéncia e permite
avaliarmos os efeitos do tratamento com luz, sobre o processo de propagacao, recidiva e
metéstase do cancer de pele do tipo melandmico. O objetivo deste experimento foi
determinar o melhor dia de crescimento do esferoide multicelular para sua manipulagéo
e aplicacdo nos demais experimentos. O experimento baseou-se na estimativa da
viabilidade celular dos esferoides multicelulares WM 1617 utilizando o ensaio de
viabilidade LIVE/DEAD e o ensaio de viabilidade Alamar Blue.

O ensaio de viabilidade LIVE/DEAD consistiu na visualizacdo das células vivas,
com a membrana plasmatica integra, e mortas, com a membrana plasmatica danificada,
que compdem os esferoides multicelulares. Enquanto o ensaio de viabilidade Alamar
Blue permitiu observar a metabolizacdo do indicador resazurina a resorufina indicando
as células metabolicamente ativas, que indiretamente implica que as células estdo vivas.
Sendo assim, ambos os testes deveriam implicar em um mesmo resultado de viabilidade

celular do esferoide multicelular.

Os esferoides multicelulares foram marcados com ambos o0s marcadores
fluorescentes do kit LIVE/DEAD para que a viabilidade celular pudesse ser estimada e,
entdo, padronizar em qual dia de crescimento celular o esferoide seria colhido e
empregado nos demais experimentos (Figura 16A). Os esferoides foram colhidos nos dias

de cultivo celular 4, 7, 9, 11 e 14. Foi possivel verificar que a viabilidade dos esferoides
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permanece alta e constante até o 14° dia, apresentando poucas células mortas em seu
interior. J& quanto a metabolizacdo de resazurina (Figura 16B), foi observado um aumento
significante entre os primeiros dias de cultivo celular, mas mantendo-se constante nos

ultimos dias de cultivo.

Figura 16: Acompanhamento do crescimento de esferoides multicelulares WM 1617
utilizando A: o Kit de Viabilidade LIVE/DEAD para estimar a viabilidade celular em cada
dia do crescimento B: o reagente de viabilidade celular AlamarBlue. Barra equivale a 200

pm.
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Foi observado que a sensibilidade dos esferoides multicelulares quanto a
manipulacdo aumenta com o passar dos dias. Sendo assim, apesar da viabilidade celular
se manter alta, assim como a metabolizacdo, optou-se por utilizar os esferoides
multicelulares em seu 11° dia de cultivo. Uma vez que o agregado celular ainda
permanece bem estruturado durante a manipulacdo, 0 que possivelmente garantiria a

reprodutibilidade.

4.3 Ensaios de internalizacdo de AICIPc como fotoativo potencial no tratamento via
Terapia Fotodinamica

Para os ensaios de internalizacdo em monocamada, a ftalocianina de aluminio-

cloro foi formulada inicialmente em nanoemulsdo e administrada in vitro. Além disso, a

ftalocianina de aluminio-cloro foi também dissolvida em DMSO e administrada in vitro,

como controle, uma vez que este solvente promove uma solubilizacdo do



49

fotossensibilizador e serve como parametro de eficiéncia de internalizagdo para outros
métodos de veiculagdo. O DMSO (dimetilsulfoxido) é um solvente organico aprético
polar com baixa toxicidade celular em concentragdes menores que 10% v/v, sendo
utilizado amplamente na criopreservacdo celular. Devido a sua natureza anfifilica,
também ¢é utilizado para dissolver pequenas moléculas de farmacos hidrofobicos a serem
empregados em estudos in vitro quanto in vivo. E utilizado como importante veiculador
de farmacos tdpicos e transdermais, uma vez que possui a capacidade de aumentar a

permeabilidade da pele (Notman et al., 2006; Galvao et al., 2014).

A Figura 17 mostra os resultados da internalizacéo celular da molécula de AICIPc
livre e formulada em nanoemulsdo apos tratamento por um periodo de 3 horas de
incubacdo. A AICIPc formulada em nanoemulséo apresentou maior internalizagdo que a
AICIPc livre, como esperado. Mesmo a mais baixa concentracdo de NE-AICIPc, 0,5 umol
L, apresentou uma internalizacdo de 2,4 vezes maior do que a AICIPc livre em
concentracdo 10 vezes maior, 5,0 pmol L. Os resultados sugerem que a nanoemulsio
foi significativamente mais eficaz na entrega da AICIPc as células quando comparado a
sua forma livre. Isso se da devido aos processos de auto-agregacdo da AICIPc quando em
meio aquoso, o que dificulta a sua internalizagéo pelas células in vitro (Calori e Tedesco,
2016; Jayme et al., 2016). E importante ressaltar que o processo de auto-agregacdo da
AICIPc incorporadas a sistemas veiculadores ndo dificulta a sua incorporacao por células
(Calori e Tedesco, 2016), uma vez que o modo de interacdo ocorre entre a nanoparticula

carreadora e a célula, ou seja, nao envolve o fotossensibilizador.
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Figura 17: Comparacdo entre a internalizagdo apresentada pela ftalocianina de aluminio-cloro
livre solubilizada em DMSO e formulada em nanoemulsdo ap6s administragdo em células WM
1617 cultivadas em monocamada. A coloracdo cinza representa a AICIPc livre na concentracéo
de 5,0 umol L As formulagdes NE-AICIPc representam respectivamente: vermelho representa
0,5 umol L?, azul representa 1,5 umol L?, verde representa 3,0 pmol L™ e lilas representa 5,0
umol L™,
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Ja para determinar o tempo 6timo de internalizacdo da AICIPc em células de

WM 1617, foram realizados estudos de cinética de internalizacdo de NE-AICIPc.

Figura 18: Tempo de internalizacdo de AICIPc através da aplicacdo de nanoemulsdo carregada
de ftalocianina de aluminio-cloro em células WM 1617 cultivadas em monocamada. A

internalizacdo de NE-AICIPc representa respectivamente: cinza representa 1 h, vermelho
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representa 2 h, azul representa 3 h, verde representa 4 h, lil&s representa 5 h e amarelo representa
6 h.
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De acordo com os resultados dispostos na Figura 18, as primeiras duas horas
foram criticas quanto a internalizacdo da AICIPc veiculada em nanoemulséo em células
WM 1617 em monocamada. Um patamar foi observado entre os tempos 2, 3 e 4 horas,
seguido de um novo aumento na internalizacdo nos tempos 5 e 6 horas. A causa dessas
variagdes sdo complexas e nao foram totalmente compreendidas nesses estudos podendo
envolver, por exemplo, processos de desagregacdo e reestruturacdo da AICIPc na
membrana celular, como observado em estudos empregando membranas lipidicas
(Calori, 2016). Como tempo 6timo, optou-se pelo tempo de incubacéo de 4 horas para as

células cultivadas em monocamada.

Ja como mencionado anteriormente, as células WM 1617 expandidas num modelo
mais complexo 3D como esferoides apresentam parametros fisiologicos distintos quando
comparadas as células crescidas em monocamada 0 que como esperado, influenciam
desde a proliferacdo até a necrose celular, assim como a geracdo de zonas de hipoxia
(Stadler et al., 2015; Fang e Eglen, 2017). Sdo exemplos os gradientes de oxigénio, pH,
fatores de crescimento, entre outros. A geracdo de zonas de hipoxia, assim como 0S
observados nos tumores solidos in vivo, influencia na resisténcia dessas estruturas quanto
aos tratamentos, uma vez que muitos farmacos dependem de oxigénio para induzir o
efeito anticancer de forma efetiva através da formacao de Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs) que sao responsaveis por causar danos a nivel celular (Nunes et al., 2019). Uma
vez que existem diferencas fisiologicas entre os métodos, foi necessario realizar a
padronizacdo, dos ensaios de internalizacdo, também para o cultivo celular em modelos
3D (esferoides).
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A Figura 19 apresenta os resultados obtidos ap6s os ensaios de internalizacdo de
AICIPc veiculados em nanoemulsdo em esferoides multicelulares. Os resultados obtidos
a partir dos ensaios quantitativos foram apresentados em porcentagem apds normalizagdo
dos dados obtidos em Unidades Relativas de Fluorescéncia (URF) (Figura 19B) e o0s
resultados obtidos a partir dos ensaios qualitativos (Figura 19A) por meio da analise e
calculo das imagens obtidas foram apresentados em porcentagem apds normalizacéo
desses dados em Fluorescéncia Celular Total Correspondente. A normalizagcdo foi
realizada para possibilitar a comparacao entre os dois parametros utilizados.
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Figura 19: A: Internalizacéo de AICIPc em esferoides multicelulares. B: Ensaios quantitativo e
qualitativo para determinar melhor tempo de internalizacdo de AICIPc através da aplicacdo de
NE-AICIPc em esferoides multicelulares preparados a partir de células WM 1617. Barra equivale
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Nas primeiras horas, a internalizacdo em esferoides apresentou a mesma tendéncia
que a observada em monocamada. De modo interessante, houve uma queda nos valores
de intensidade de fluorescéncia ap6s 4 horas de incubacéo. 1sso parece ser devido a efeitos
de auto-agregacdo intracelular da AICIPc por efeitos de concentracdo que suprimem a
intensidade de fluorescéncia em linhagem celular integra, como descrito por Calori e
Tedesco (2020), e nao refletem diretamente a quantidade AICIPc internalizada. Portanto,
similar @ monocamada, o tempo de internalizacdo de 4h foi o mais indicado para os
estudos posteriores. E véalido mencionar que foram realizados testes preliminares
utilizando DMSO nos agregados celulares, porém foi observada grande dissociacao, por
isso ndo foram realizados os demais experimentos com esse solvente e os esferoides

multicelulares.

4.4 Ensaios de Citotoxicidade das AICIPc nas linhagens WM 1617, na auséncia de
Luz
Assim como foram padronizados o tipo de veiculador de farmaco e o tempo 6timo
de incubacéo, foi necessario padronizar a concentracdo de fArmaco que seria utilizada nos
demais estudos. Para isso, foi necessario determinar a citotoxicidade da formulagdo

utilizada, ou seja, verificar se o tratamento com o fa&rmaco gerou morte celular. Verificou-
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se que a nanoemulséo de AICIPc apresentou baixa toxicidade e alta viabilidade celular

apos o tratamento nas células WM 1617 cultivadas em monocamada (Figura 20).

Figura 20: Ensaio de Citotoxicidade em células WM 1617 cultivadas em monocamada variando
a concentragdo da nanoemulsdo AICIPc.

150
| -
© mm Controle
E L ]
) — Nanoemulsao
% 100 Vazia
o Nanoemulsdo
@
S == AICIPc
§ 50
>
R

0- |

0,5 1,5 3,0 50

Concentracao (pmol L '1)

Padronizou-se, entdo, a concentracgéo de 0,5 pmol L™ para a realizacdo dos demais
testes utilizando a célula WM 1617 cultivadas em monocamada, uma vez que € escolhida
a menor concentracdo que ocasione no melhor efeito. Sendo assim, apesar de a
concentragdo de 1,5 pmol L também apresentar alta viabilidade, é necessario levar em
consideracdo a tendéncia de auto-agregacdo da nanoemulsdo, além das questdes

envolvendo o custo-beneficio associado.

Ja os tratamentos realizados em diferentes concentracfes de AICIPc nas células
WM 1617 estruturadas como esferoide multicelular apresentaram viabilidade elevada
(Figura 21). Comparando-se os resultados de viabilidade obtidos tanto para a cultura em
monocamada quanto para a cultura em 3D, foi notério que apesar do aumento da
concentracdo, independentemente do método de cultura celular, as células apresentaram

alta viabilidade.
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Figura 21: Ensaio de Citotoxicidade em esferoides multicelulares formados pelas células WM
1617 variando a concentracdo da nanoemulsdo vazia e contendo AICIPc.
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Para concentracdes maiores que 1,0 pmol L™, foram observados efeitos
significativos sobre a estruturacdo dos esferoides, assim como inicio de dissociacdo
celular dos esferoides ap0s manipulacdo. Desse modo, optou-se por empregar a
concentragdo de 1,0 pmol L como concentracdo padrdo nos demais estudos. N&o foi
utilizada a concentracéo de 0,5 pmol L2, por ser uma estrutura 3D, a area superficial de
contato na nanoemulséo com as células diminui, assim é necessario aumentar a oferta de
farmaco para que ocorra uma internalizacédo suficiente. Como observado na Figura 22, a
manipulacdo do esferoide multicelular, mesmo sendo realizada de maneira cuidadosa
pode ocasionar em pequenas regides dissociativas. Apesar de ndo ter sido utilizado
qualquer tratamento, somente a troca de meio celular, os esferoides utilizados como
controle apresentaram poucos pontos de dissociagdo, fator que ocorreu de maneira mais

aparente com o tratamento de NE-AICIPc.

Verificar os efeitos da NE-AICIPc nas células sem a irradiacdo de luz € de suma
importancia, uma vez que é necessario que ndo se observe efeitos de morte celular na
auséncia da ativacdo luminosa. Isso para seguranca do tratamento, mas também para

maior controle do processo de tratamento.
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Figura 22: Acompanhamento do esferoide multicelular antes e depois do tratamento proposto

com NE-AICIPc em concentragdo de 1,0 umol L. Barra equivale a 100 pm.
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4.5 Ensaios de fototoxicidade

Os ensaios de fototoxicidade realizados em células WM 1617 cultivadas em
monocamada obtiveram os seguintes resultados. As células foram tratadas com NE-
AICIPc na concentracdo de 0,5 pmol L. Para a menor dose de energia de
1,0 J cm?, as células tratadas obtiveram viabilidade celular em torno de 20%, (19,6
+5,5%). Para as doses de 5,0 e 10,0 J cm™, as viabilidades diminuiram para 10,4+0,8 e
9,7+0,6%, respectivamente. E para a dose de energia de 25 J cm™, a dose mais alta de
energia, a viabilidade celular permaneceu em torno de 11+1,3%. Foi possivel verificar
gue, o maximo de morte celular gerada permaneceu em torno de 90% e poderia ser devido
a diversos fatores como o esgotamento de O no interior das células, assim como o
funcionamento dos sistemas antioxidantes agindo sobre os EROs e até mesmo a

internalizacdo de AICIPc de forma ndo homogénea pelas células, por exemplo.



57

Figura 23: Ensaio de fototoxicidade em células WM 1617 cultivadas em monocamada incubadas
com formulagio NE-AICIPc na concentragdo de 0,5 pmol L™ variando a densidade de energia
aplicada. (****) p<0,0001.
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Observando a Figura 23, foi possivel verificar que a dose de energia 6tima para
tratar essas células em monocamada é de 5 J.cm™, uma vez que foi a menor dose de

energia que provocou o maior dano celular.

Ja para as células WM 1617 cultivadas como esferoides multicelulares, a viabilidade
celular para os esferoides multicelulares irradiados (A = 670 nm) foi avaliada por ensaios
de LIVE/DEAD (Figura 24). A viabilidade celular diminuiu em funcédo da dose de energia
empregada, demonstrando que as células mortas sofreram a acdo intracelular do farmaco
acrescido da aplicacédo de luz. De modo interessante, para as doses de energia mais baixas,
0 e 5Jcm?, o processo de morte celular foi heterogéneo e mais acentuado para células
dispostas nas regides interfaciais dos esferoides. Em contraponto, esferoides tratados com
a dose mais alta, 25 J cm™, apresentaram processo de morte celular ao longo de todo o
esferoide. E importante ressaltar que, como observado por imagens de microscopia
confocal (Figura 24), as células viaveis remanescentes apresentaram pouca sobreposicao
com a marcacdo realizada pela AICIPc, enquanto as células mortas (vermelhas)
apresentaram sobreposicao significativa com a marcacdo em AICIPc. Isso poderia indicar
uma distribuicdo heterogénea de AICIPc ao longo dos esferoides, possivelmente devido
a diferencas em densidades micro locais das células nos esferoides. E sabido que o curto
tempo de vida de parte dos EROs formados em TFD, especialmente O (oxigénio

singlete), exige que a sua formagdo ocorra no meio intracelular para que processos de
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morte celular sejam alcancados. Deste modo, a formagdo de ERO em regi0es
extracelulares ou em células vizinhas apresenta pouco ou nenhum efeito sobre a

viabilidade celular de células livres do fotossensibilizador.

Uma vez que a dose de energia mais alta foi capaz de ativar processos de morte
celular ao longo de todo o esferoide, conclui-se que houve internalizagdo de AICIPc por
todas as células do esferoide, mas com uma distribuigdo heterogénea, o que poderia estar
correlacionado a diferencas de densidade micro locais nos esferoides. Em células
contendo pouca AICIPc, as doses mais baixas de energia poderiam néo ter sido eficientes
para se alcancar o limiar de dose, ou seja, 0 nimero minimo de f6tons absorvidos por
unidade de area necessario para a ativacao de processos de morte celular (Ochsner, 1997;
Zhu et al., 2015).

Como segundo método de avaliacdo de viabilidade celular, foi empregado ensaio
de Alamar Blue. Apds a irradiacdo dos esferoides multicelulares tratados com a NE-
AICIPc, foi possivel perceber que a maior taxa de morte celular ocorreu na aplicagéo das
maiores doses de energia, similar aos resultados obtidos por ensaios de LIVE/DEAD. Os
valores de viabilidade celular obtidos foram de 50, 60, 24,8, 28 e 24,5% para as doses de
5, 10, 25, 50 e 100 J cm™, respectivamente.

Sendo assim, foi possivel afirmar que o tratamento do esferoide multicelular com
a nanoemulsdo de AICIPc assim como a aplicacdo de luz é vidvel para gerar a morte

celular nessas estruturas tridimensionais e sdo dose- e concentracdo-dependente.

Baseado nos resultados de viabilidade celular, nds escolhemos a dose de energia
de 25 J cm™ como padrdo para os estudos futuros, uma vez que essa dose desencadeia

processos de morte celular efetivos para a concentracdo de AICIPc empregada.
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Figura 24: Ensaios quantitativo e qualitativo de fototoxicidade em esferoide multicelular
formado a partir de células WM 1617 e tratados com NE-AICIPc na concentragdo de 1,0 pmol L
!, A coloragéo verde indica a marcagéo de células vivas com calceina AM, enquanto a coloragéo
vermelha indica a marcagdo de células mortas com etidio-homodimero-1 e a coloragdo azul indica
a marcacao das células a partir da internalizacdo de AICIPc. A primeira sobreposicéao refere-se a
sobreposicdo das imagens obtidas com marcacdo de Calceina AM e Etidio-Homodimero-1 e a
segunda sobreposicdo refere-se a sobreposicdo das imagens das células vivas, mortas e tratadas
com nanoemulséo de AICIPc. (**) p< 0,01. Barra equivale a 200 pm.
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Apesar de ter sido utilizada uma mesma linhagem celular para ambos 0s métodos
de cultivo (2D e 3D), é importante reiterar que justamente por causa da diferenca

estrutural entre os métodos que as diferengas nas condi¢Bes para os tratamentos sdo
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geradas. Um dos fatores que causa 0 aumento da dose de energia necessaria para gerar a
morte celular quando se altera a cultura celular bidimensional para a tridimensional é a
superficie de contato. A célula em monocamada tem condicdes de internalizar de forma
mais homogénea o farmaco do que a célula em aglomerado celular em que um gradiente
é gerado e as células superficiais permanecem mais em contato com o farmaco e por isso
podem internalizar uma maior quantidade de FS quando comparado as células de regides
mais internas dos esferoides. De mesma maneira quanto a forma que essas células
interagem com a luz. As células cultivadas em monocamada recebem de forma
homogénea a radiagdo e, dessa forma, necessitam de uma dose de energia menor para
gerar o dano celular esperado. Ja as células em estrutura tridimensional recebem a
radiacdo nas células superficiais e é necessaria maior energia para que a luz possa ser

recebida nas células do interior do esferoide.

Além disso, a interagdo da luz com o farmaco fotossensibilizador internalizado
pelas células, como mencionado anteriormente, na presenca de oxigénio dissolvido leva
a producéo de Espeécies Reativas de Oxigénio pela reducdo da molécula de oxigénio. A
alta producdo dessas espécies gera um desequilibrio do estado redox, ocasionando no
estresse oxidativo que promove a oxidacao de lipideos, de proteinas dos tecidos, do DNA,
além da apoptose e morte celular (Figueroa et al., 2018). E importante notar que a
presenca de oxigénio dissolvido é essencial para que ocorra a morte celular, porém, em
esferoides multicelulares existe um gradiente de oxigénio, como nos tumores in vivo, em
cujo interior é apresentado uma baixa concentracdo de oxigénio, aumentando a sua

resisténcia quanto a morte celular.

4.6 Estudos Cinéticos de Contracédo do Equivalente Dérmico

Quando os fibroblastos sdo incorporados a uma matriz de colageno, promovem a
reorganizacao desta rede, produzindo um arranjo mais denso das fibrilas de colageno ao
expulsar as moléculas de dgua presentes na matriz, 0 que promove, consequentemente, a
contracdo dessa matriz. O processo de contracdo do gel de colageno contendo fibroblastos
se assemelha ao processo de contracdo da cicatriz no processo de cura de uma ferida
normal ou a contracdo do tecido caracteristica da fibrose, desta forma, o gel de colageno
com fibroblastos incorporados sdo mencionados como equivalentes dérmicos na literatura
(Bell et al., 1979; Rompré et al., 1990; Zhu et al., 2001)
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Ao realizar o acompanhamento da contracdo dérmica dos equivalentes
preparados, foi possivel observar a tendéncia de uma contracéo rapida nos primeiros dias,
seguida de uma contracdo mais suave até a estabilizacdo do didmetro médio desses
equivalentes. Foi possivel verificar que no quinto dia de acompanhamento, o equivalente
apresentou contracao de 50% de seu didmetro comparado com seu tamanho inicial, como
apresentado na Figura 25. Yang et al. (1997) relacionam esse comportamento de rapida
contracdo inicial com a fase de adaptacdo das células incorporadas a nova matriz
extracelular, fase Lag, que pode durar até os cinco primeiros dias ap6s o cultivo celular.
De acordo com 0s nossos resultados a fase de contracdo rapida ocorreu durante 0s
primeiros trés dias ap6s o preparo dos equivalentes. Entre os dias 3 e 10, notou-se a
contracdo constante, mas de maneira mais lenta do que durante a contracao rapida, até a
sua estabilizacdo da contragdo ap6s os 10 dias. No dia 14, os equivalentes apresentaram
contracdo de 70,5% de seu didmetro. Além de verificar a contragdo dos equivalentes de
forma macroscopica, foi possivel acompanhar a formagéo e proliferacdo da malha celular
apresentada pelos fibroblastos ancorados nas fibrilas de colageno. No dia 2, foi possivel
observar uma baixa densidade de células na matriz. Uma densidade intermediaria foi
notada no dia 9. No dia 14, foi observado uma alta densidade de células na malha com

poucas lacunas na malha de fibroblastos-colageno.
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Figura 25 : Contragdo do Equivalente Dérmico observada no decorrer de 14 dias. A: Fotografias
apresentando os equivalentes dérmicos cultivados no decorrer de 13 dias. B: Microfotografias
apresentando a estrutura microscépica dos equivalentes dérmicos no decorrer de 14 dias. C:
Representacdo Grafica do diametro (cm) dos equivalentes dérmicos com o passar dos dias. Barra
equivale 100 pm.
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Nos ultimos dias de cultura celular dos equivalentes dérmicos ocorreu a formacédo
de uma bainha pelas suas bordas indicando a finalizacdo do processo de contracdo. A
contracdo do equivalente dérmico é associada com a inducdo da apoptose dos
fibroblastos, que leva a perda da densidade celular. Foi percebido que em matrizes de
colageno encolhidas, o contetdo total do DNA diminuiu, indicando que quanto maior o
grau de encolhimento, maior serd a diminuicdo no contetdo do DNA, parte devido a
apoptose celular (Mio et al., 1996; Yang et al., 1997; Zhu et al., 2001; Nho et al., 2006).
(Bride et al., 2004) observaram que durante a quantificacdo da apoptose dos equivalentes
em seus experimentos haviam poucos nucleos apoptoticos corados positivamente que
coexistiam com os ndcleos em divisdo no décimo dia de experimento. Entdo, ocorreu um
aumento gradativo das células apoptoticas de maneira que apds 26 dias de cultura celular,

fosse identificada a maior densidade desses nucleos apoptoticos.

A fim de realizar o acoplamento dos sistemas tridimensionais esferoidais e
dermais, percebeu que seria necessario utilizar uma janela de tempo de forma que ambas
as estruturas permanecessem viaveis. Sendo assim, optou-se por realizar a inclusdo dos
esferoides nos equivalentes dérmicos que estivessem no seu quinto dia de cultivo celular,
uma vez que as células ja tivessem saido da fase de adaptacdo celular e apresentassem
uma malha mais fechada, mas que também garantissem a viabilidade celular dessas
estruturas. Desta forma, os esferoides foram incluidos no quinto dia de cultivo celular dos
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equivalentes dérmicos e acompanhados até, no méximo, o décimo quinto dia, ou seja, até

dez dias ap0s a inclusdo dos esferoides.

4.7 Inclusdo de esferoides multicelulares em equivalentes dérmicos mimetizando

sistemas 3D de progressao tumoral metastatica

E importante destacar que os esferoides foram manipulados cuidadosamente
durante 0 experimento para evitar o estresse mecanico ao sistema multicelular que
pudesse provocar a sua dissociacdo. No dia 5, os equivalentes dérmicos apresentavam
contracdo de aproximadamente 50% de suas estruturas, indicando uma malha celular
fechada e ideal para receber os esferoides multicelulares sem que as lacunas em suas
estruturas facilitassem a invasao celular e a integracédo entre os dois sistemas. Uma malha
celular bem fechada tende a mimetizar com maior seguranca a estrutura dérmica da pele
humana. Apds a inclusdo dos sistemas esferoidais e nos equivalentes dérmicos, foi
realizado um acompanhamento utilizando o contraste de fase do microscopio de
varredura a laser confocal (Figura 26). Durante o acompanhamento, foi possivel verificar
0 aumento da densidade celular do equivalente dérmico com o passar dos dias. Além
disso, foi observado o crescimento e a tendéncia de aumento da esfericidade dos

esferoides incluidos no tecido.

Figura 26: Microfotografias apresentando o acompanhamento de esferoide multicelular WM
1617 ndo marcado em equivalente dérmico no decorrer de 12 dias. A: Aproximacao de 5x. B:

Aproximacdo de 10x. Barra equivale a 200 um.
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Foi interessante observar que entre os dias 5 e 7, o pequeno agregado celular
associado ao esferoide iniciou o processo de desassociagéo, enquanto no dia seguinte (dia

8), foi possivel observar a agregacdo e proliferacdo deste pequeno agregado ao agregado
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celular maior. Esse comportamento pode ter sido devido a alguns fatores, como a
contracdo do equivalente dérmico e proliferacdo dos fibroblastos que compdem esses
equivalentes. Conforme essas células se proliferam, elas possuem a capacidade de se
alinharem formando uma rede de células juntamente com a matriz de colageno, desta
forma, essas células podem ter provocado a proximidade desses agregados, impedindo
que se dissociassem completamente. Mas além dessa aproximacao, foi possivel verificar
a proliferacdo das células dos esferoides, o que indicam a invaséo celular do esferoide

multicelular no tecido dermal.

A Figura 27 apresenta os modelos acoplados ap6s 8 dias da inclusdo dos
esferoides marcados com AICIPc aos equivalentes. A microfotografia apresentada na
Figura 27A indicou a estrutura de malha celular bem definida, com as fibras alinhadas e
as células seguindo um dnico direcionamento, semelhante ao que se pode encontrar na

derme humana, assim como verificado anteriormente.

O acoplamento dos esferoides multicelulares de WM 1617 sem tratamento €
observado na Figura 27B. Nota-se um processo de invasao celular com o desprendimento
de células do esferoide em direcdo ao tecido vizinho. As células desprendidas do esferoide
possuem as mesmas caracteristicas morfologicas das células que compdem o esferoide,

ou seja, o formato arredondado.
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Figura 27: Microfotografias obtidas com microscopio confocal de varredura a laser Leica
Platform TCS SP8. A coloracdo verde indica marcacdo com Alexa Fluor ® 488 phalloidin,
faloidina, que cora os filamentos de actina presentes no citoesqueleto. A coloracdo azul indica
marcacdo com DAPI, que cora regifes de DNA ricas em adenina-timina. A colora¢do vermelha
indica a presenca de AICIPc, presente no meio intracelular. A: Equivalente dérmico controle. B:
Equivalente dérmico contendo esferoide multicelular ndo tratado. C: Equivalente dérmico
contendo esferoide multicelular tratado com nanoemulsdo vazia. D: Equivalente dérmico
contendo esferoide multicelular tratado com NE-AICIPc de concentracdo 0,5 umol L. Barra

equivale a 100 pm.

Ja a Figura 27C permitiu observar, ndo somente a invasao celular como na figura
27B, mas também a perda do formato esférico caracteristico dos esferoides. Esse
comportamento pode ter ocorrido devido ao seu tratamento com a nanoemulsdo vazia,
permitindo supor que a formulacdo possa causar um enfraquecimento das ligacdes que
mantém o formato do esferoide, e por isso, permite que as células se soltem da estrutura

com maior facilidade do que quando ndo sofre um tratamento.

A Figura 27D permitiu pontuar, ndo somente o que foi observado para a Figura
27C, ou seja, a perda da estrutura esférica, assim como, a perceptivel invasao celular, mas
também que o esferoide multicelular p6de ser marcado com a AICIPc, ou seja, as células,
mesmo em uma estrutura tridimensional, o que implica diferencas quando comparado
com a estrutura em monocamada (bidimensional), as células internalizam o farmaco

fotossensibilizador. Foi utilizada a concentragdo de 0,5 pumol L para verificar o



66

comportamento inicial do esferoide incluido na matriz de coldgeno. Apoés a verificacdo
de que o esferoide mantém unido apesar da perda do formado esférico, foi utilizada a
concentragdo padronizada de NE-AICIPc para esferoides multicelulares WM 1617. Além
de manter o farmaco internalizado por mais de 8 dias, demonstrando uma estabilidade e
possibilitando acompanhar o sistema em uma série de dias, além de aplicar a luz vermelha

sobre o sistema para verificar os efeitos da Terapia Fotodindmica.

A evolugédo dos esferoides multicelulares foi acompanhada por 7 dias, como
apresentado na Figura 28. E importante ressaltar que ap6s 11 dias, a estrutura do
equivalente dérmico ja estava contraida demasiadamente, impossibilitando a sua
observacdo por microscopia Optica. Como ilustrado na Figura 28, ap6s um dia de
inclusdo, p6de-se perceber que o esferoide se manteve unido com a estrutura bem
delimitada pelas moléculas de AICIPc internalizadas. Ja apos trés dias de incluséo, notou-
se uma dispersdo de algumas celulas do esferoide contendo moléculas do farmaco em
direcdo ao equivalente dermal, ao redor do esferoide multicelular. Apesar desse

espalhamento, o esferoide também apresentou boa conservacéo de ser formato esferoidal.

Figura 28: Microfotografias apresentando o acompanhamento do Equivalente Dérmico incluido
de Esferoide Multicelular marcado com AICIPc (Sistema acoplado) por 7 dias com microscépio
confocal de varredura a laser Leica Platform TCS SP8. Utilizando os marcadores Alexa Fluor ®

488 phalloidin, faloidina (verde), DAPI (azul) e AICIPc (vermelho). Barra equivale a 200 pum.
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Neste experimento, os esferoides multicelulares foram marcados com NE-AICIPc
de concentragdo 1,0 pmol L™, de modo a verificar a evolugéo do esferoide incluido na
matriz de colageno, assim como a estabilidade do farmaco internalizado para a realizagcdo

da aplicacdo de luz ao sistema. Apos 7 dias da inclusdo entre os sistemas, foi possivel
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observar a dispersdo de células marcadas com AICIPc espalhando-se na malha de

colageno.

4.8 Acdo da irradiacao visivel em modelos déermicos contendo os esferoides de WM
1617, mimetizando os sistemas 3D de propagacédo melanocitica

A aplicacdo de luz sobre os tecidos dérmicos, nas doses de energia de 5, 10 € 25 J

cm?, ndo resultou em diferenca significativa entre os tecidos irradiados,

independentemente das doses de energia utilizadas. Esse resultado se manteve tanto,

imediatamente quanto ap6s 48 horas da aplicacdo (Figura 29). De modo similar, ndo

houve diferencas significativas na contracdo dérmica dos tecidos quando comparado ao

controle.

Figura 29: Fotomicrografias da microestrutura dos equivalentes dérmicos pds irradiacdo. Barra

equivale a 100 pum.

Pré-irradia¢ao Pos-irradiagao 24h apés 48h apos
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Apds a inclusdo dos sistemas equivalente dérmico e esferoide multicelular, foi
realizada a aplicagdo de luz em alta dose de energia (25 J cm™) para verificar as possiveis

respostas de ambas as estruturas 3D.

Na Figura 30 esta ilustrado o sistema dermal controle e o sistema dermal irradiado

com a dose de energia, assim como o equivalente dérmico incluido de esferoide
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multicelular incubado com NE-AICIPc. Para os equivalentes dérmicos irradiados com as
densidades de energia de 0 e 25 J cm?, foi observado alta viabilidade do tecido (Figuras
30A e 30B) com poucos indicios de morte celular. Ainda foi observado uma boa
organizacéo celular do tecido em questdo. A alta viabilidade sugere que a aplicacéo de
luz na auséncia de AICIPc ndo resultou em danos ao tecido.

Em contraponto, o tecido dermal que recebeu o esferoide multicelular tratado com
NE-AICIPc apresentou significante aumento de morte celular nas células do tecido
normal apos a aplicacdo de luz (Figuras 30C e 30F). O aumento da sensibilidade das
células de fibroblastos que compdem o equivalente dérmico pode ser decorrente da
presenca dos esferoides multicelulares que provocam a falta de alinhamento homogéneo
das células na matriz de colageno. Uma vez que os sistemas tridimensionais ndo séo
simples, mas sdo compostos de complexas interacfes célula-célula, vias de sinalizacao,
assim como diferentes gradientes que simulam o comportamento in vivo, o0 acoplamento
desses sistemas pode levar a respostas diferentes do esperado. E interessante ressaltar que
esses danos ao tecido também podem ser decorrentes da geracdo de EROs apds processos
de interacéo entre o farmaco e a luz, em uma dose suficientemente alta de energia. Como
observado por Souza et al. (2021), a irradiacdo de luz do tecido dérmico com AICIPc (0,5
umol L) ap6s em suficiente baixa energia (1,2 J cm) leva ao aumento da proliferacio
da rede de actina, promocéo da sintese de colageno, producdo de ERO, facilitacdo da

diferenciacéo para miofibroblastos entre outras respostas.

As Figuras 30D e 30E ilustram o esferoide previamente marcado, assim como a
morte celular ocasionada apds a aplicacéo de luz. Foi possivel verificar que as células que
apresentavam sinal de fluorescéncia para AICIPc também apresentaram sinal de
fluorescéncia para Etidio-Homodimero indicando a morte das células gque internalizaram

o fotossensibilizador.
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Figura 30: Microfotografias obtidas com microscépio confocal de varredura a laser Leica
Platform TCS SP8. A coloragdo verde indica marcagdo das células vivas com Calceina — AM,
enquanto a coloragdo vermelha indica marcagdo das células mortas com Etidio-Homodimero e a
coloracdo azul indica a presenca de células que internalizaram a NE-AICIPc. A: Equivalente
Dérmico Controle. B: Equivalente Dérmico Controle irradiado. C: Regido de Equivalente
Dérmico distante do local da inclusédo de esferoide multicelular marcado com NE-AICIPc apés
irradiacdo. D, E e F: Esferoide multicelular incluido em equivalente dérmico marcado com
AICIPc apos irradiagdo. D: Aproximacdo de 20X. E: Aproximacdo de 5X. F: Aproximagao de
5X, porém apresentando o tecido dérmico ao redor do esferoide multicelular. Barra equivale a
200 pm.
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Tambem foi possivel perceber ao comparar as Figuras 30C e 30F que a distancia

c ...

do esferoide multicelular no equivalente dérmico foi um fator para obter, no final, uma
maior ou menor viabilidade celular; o tecido mais proximo do esferoide recebeu maior
quantidade do fotossensibilizador do que os tecidos nas regides mais periféricas do
equivalente. Comparando essas duas figuras, ainda foi possivel perceber o espalhamento

de células do esferoide multicelular contendo AICIPc internalizado.

Apesar de ter sido utilizada uma concentracdo de AICIPc ja padronizada para
ocasionar a morte do esferoide multicelular, foi observado o espalhamento das moléculas
do farmaco, influenciando na sobrevivéncia do tecido. A Figura 27, presente na se¢do 4.7,
apresenta o esferoide celular tratado com concentragdo de AICIPc de 0,5 umol L e foi
possivel observar que as moléculas tenderam a ndo espalhar pelo tecido, enquanto o dobro
dessa concentracdo ocasionou no espalhamento, como observado na Figura 28 presente

na mesma se¢do contendo 1,0 umol L de AICIPc.
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5. Conclusodes

Embora o método de cultura em gota suspensa ndo ser utilizado com frequéncia,
para o crescimento de esferoides multicelulares a partir de células de melanoma o método
se mostrou altamente eficaz, uma vez que promoveu o crescimento de esferoides
multicelulares que apresentaram reprodutibilidade, para um conjunto diferenciado de

linhagens melanémicas.

Foi possivel observar a formacao de esferoides multicelulares utilizando as células
de melanoma em estagios de crescimento distintos WM 35, WM 278 e WM 1617,

representando os estagios de crescimento radial, vertical e metastatico, respectivamente.

A inclusdo dos esferoides multicelulares aos modelos equivalentes dérmicos
mostrou ser viavel e, como previsto, conseguiu de forma eficiente mimetizar um ambiente
tumoral in vivo. Os esferoides multicelulares mostraram uma internalizagcdo do farmaco
fotossensibilizador passivel de ser usado na fotobiomodulacéo e tratamento sinérgico por
TFD. Como proposto, abre uma nova frente de estudos envolvendo modelos in vitro de
crescimento, invasdo e proliferacdo tumoral. Ademais, foi possivel verificar a marcagéo
com marcadores fluorescentes tanto da estrutura tridimensional do esferoide quanto o
equivalente dérmico, permitindo a visualizacdo eficiente do sistema individual e

acoplado.

As células WM 1617 utilizadas em um grande numero de estudos, por apresentar
um estagio de crescimento metastatico e muito agressivo, indicaram que o tratamento
com NE-AICIPc no sistema completo 3 D e em monocamada responderam muito bem ao
tratamento com luz visivel modulando a resposta celular. As doses de 5 J cm™ para as
células cultivadas em monocamada e de 25 J cm™ para as células cultivadas como
esferoides mostraram uma excelente resposta. Os estudos envolvendo o sistema completo
(Equivalente Dermal 3D e Esferoides Melanémicos) levaram a uma morte celular no
ambiente tumoral, inserido no sistema dermal, dentro do esperado com um mecanismo
predominantemente apoptotico indispensavel para estudos e tratamento de sistemas

altamente invasivos e metastaticos.

Este trabalho foi pioneiro nesta abordagem de insercdo de sistemas esferoidais
multicelulares neoplasicos, em diferentes graus de evolugdo, em um sistema mimético de
pele 3D com o objetivo de estudar os processos de progressao, invasao e crescimento
tumoral. Foi possivel também avaliar os efeitos da Terapia Fotodindmica e da

Fotobiomodulacao no tratamento de neoplasias cutaneas e controle destas, além do estudo
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para tratamento adequado. Este trabalho também obteve resultados animadores quanto a
utilizacdo da Terapia Fotodindmica nos modelos desenvolvidos, uma vez que foi possivel
observar a morte celular do tecido neoplésico com a conservacao do tecido saudavel, o
que permitiu observar in vitro os processos envolvendo o tratamento quando in vivo, 0
que demonstra maior mimetizagcdo do que os estudos envolvendo o crescimento celular
bidimensional e abrindo novas oportunidades de estudo para os demais tipos de

neoplasias e doencas.
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