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MIRANDA, Anderson Fontes Suzart. Avaliacdo dos efeitos da terapia fotodinamica
utilizando compostos fenotiazinicos sobre melanoma in vitro. 46 f. il. Dissertacdo (Mestrado)
— Fundagdo Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisa Gongalo Moniz, Salvador, 2015.

RESUMO

O cancer é considerado a segunda maior causa de morte em paises ocidentais. Nos Estados
Unidos da América (EUA) as mortes por cancer anualmente superam a soma das mortes
provocadas em guerras como Vietnd, Coreia e as Grandes Guerras Mundiais. Apresentando-se
como a mais agressiva das neoplasias dermatoldgicas, 0 melanoma cuténeo esta associado a
cerca de 75% das causas de morte por cancer de pele. Um dos tratamentos estudados para
aplicacdo em pacientes com esta e outras patologias € a Terapia Fotodindmica (TFD), que é
baseada no uso de corantes de baixa toxicidade, que tem seletividade por alguns tecidos ou
células e quando ativados por baixas doses de luz visivel induzam alteracdes celulares como a
producdo ERO. Os fenotiazinicos sdo moléculas catidnicas com, absorcdo de luz na regido
entre 620-660nm, espectro que permite maior penetracdo nos tecidos, promovendo maior acdo
do composto em tecidos mais profundos. A irradiacéo foi feita com luz lazer com A= 660nm,
com poténcia de 100 mW, densidade de energia de 150 J/cm? por 1 min. As quantificacdes de
viabilidade celular foram feitas por método colorimétrico, e realizada a leitura em leitor de
microplaca a 655 nm. A determinacdo das 1Cso do Azul de Metileno e Azul de Toluidina O
foi 25 uM e 8,4 uM, respectivamente. Utilizando a TFD observamos que os efeitos
citotoxicos dos compostos fenotiazinicos apresentam significancia estatistica (p<0,05) tanto
em AM quanto em ATO. Em microscopia 6ptica com coloracdo por May-Grunwald-Giemsa
observamos que existe uma aparente diminuicdo do contetddo citoplasmatico e preservacdo
nuclear nas células tratadas com TFD, além da diminuicdo da quantidade de células por
campo. A avaliacdo ultraestrutural por Microscopia de varredura mostra células com visivel
extracdo citoplasmatica apds a TFD, apontando uma lesdo membranar. Novas avaliacdes

precisam ser feitas como estabelecer um melhor protocolo para aumentar os efeitos da TFD.

Palavras chave: Palavras-Chave: Melanoma, Terapia Fotodinamica, Azul de Metileno, Azul

de Toluidina



MIRANDA, Anderson Fontes Suzart. Effects of Photodynamic Therapy using
phenothiazinium compounds on melanoma in vitro. 46 f. il. Dissertagdo (Mestrado) —
Fundagéo Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, 2015.

ABSTRACT

Cancer is considered the second leading cause of death in Western countries. In the United
States of America (USA) cancer deaths annually exceed the total of deaths in wars like
Vietnam, Korea and the Great World Wars. Presenting as the most aggressive of the skin
neoplasms, cutaneous melanoma is associated with circa 75% of the deaths from skin cancer.
One of the therapies used in patients with melanoma and other pathologies is Photodynamic
Therapy (PDT), which is based upon the use of dyes of low toxicity, which has selectivity for
certain tissues or cells and low doses when activated by visible light induce cellular changes
such as ROS production. The phenothiazic dyes are cationic molecules, absorption of light in
the region between 620-660 nm, allowing greater spectrum tissue penetration, promoting
higher activity of the compound in deeper tissues. The irradiation was performed with laser
light with A = 660 nm with 100 mW, energy density of 150 J/cm? for 1 min. Quantification of
cell viability was performed by the colorimetric method, and performed a reading in a
microplate reader at 655nm. Determination of 1Csy of Methylene Blue and Toluidine Blue O
was 2.5 uM and 8.4 uM respectively. Using the protocol of PDT observed that there is one of
the cytotoxic effects of phenothiazine compounds with statistical significance (p <0.05) in
both MB and in TBO. Through optical microscopy by staining with fast Panotic was observed
that there is an apparent decrease in the cytoplasm in cells treated with MB and TBO as well
as reduced number of cells per field. The Scanning Electron Microscopy, shows cells with
cytoplasm extraction, after PDT, indicated possibility, membrane damage. New assessments
need to be made to establish a better protocol to potentiate the effects of PDT.

Keys word: Melanoma, Photodynamic Therapy, Methylene Blue, Toluidine Blue
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1 INTRODUCAO

O cancer € uma doenca de grande relevancia para a saude publica por ser responsavel
pelas mortes de milhares de pessoas todos os anos. A Organizacdo Mundial de Salde
divulgou os dados referentes as mortes por melanoma e outros tipos de cancer de pele no ano
de 2008 e com base nos dados publicados, cerca de 78 mil individuos morreram por essas
neoplasias, em todas as regides do globo (OMS, 2011). Em 2012 esses nimeros mostram uma
relacdo de 1,6 mortes/100.000 individuos (OMS, 2013). O cancer é considerado como a
segunda maior causa de morte em paises ocidentais, sendo que nos Estados Unidos da
América (EUA) as mortes por cancer anualmente superam a soma daquelas provocadas em
guerras como Vietnd, Coreia e as grandes guerras mundiais (RUDDON, 2007).

Nos EUA a cada ano sdo diagnosticados cerca de 1,3 milhdes de novos casos de
cancer, excluindo os canceres de pele basal e escamoso que somados chegam a 1 milh&o de
novos casos todos os anos (RUDDON, 2007). Em 2010, foram registrados nos EUA mais de
570 mil mortes por cancer (SIEGEL et al., 2014). Entre 1975 e 2010 a incidéncia do
melanoma tem aumentado em ambos 0s sexos (SIEGEL et al., 2014), e é percebido que os
individuos do sexo masculino tem maior incidéncia e mortalidade que as mulheres (JEMAL
etal., 2011).

Uma estimativa feita pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA) indica que no biénio
2014-2015 cerca de 570 mil casos de cancer irdo acometer individuos brasileiros, destas
neoplasias a mais frequente € o cancer de pele (INCA, 2013). O melanoma, uma neoplasia
maligna que atinge os melandcitos, tem altas taxas de mortalidade, entretanto sua incidéncia e
baixa, sendo estimados mais de 5 mil novos casos no Brasil entre 2014 e 2015 (INCA, 2014).

Pessoas acometidas por melanoma possuem sobrevida global media de 8 (oito) a 18
(dezoito) meses (FINN et al., 2012), esta alta mortalidade pode estar diretamente relacionada
com fatores ambientais que facilitam o aparecimento dessa neoplasia, como exposi¢éo ao sol
e negligéncia do uso de protetores solares (FINN et al., 2012). Contradizendo 0 senso comum,
0 uso abusivo destes produtos pode ndo constituir um fator protetor, per se, até mesmo porque
ao usa-los hd uma tendéncia a se prolongar a exposicéo ao sol, podendo assim ser aumentada
a incidéncia de neoplasias dermicas (AUTIER et al., 2011)

A terapia fotodinamica (TFD) é uma alternativa para o tratamento de doencas,
utilizando compostos fotosensibilizados por uma radiagdo dentro do espectro de luz visivel e

que promove alteracfes biolégicas em diversos tipos celulares desde patdégenos como:
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Leishmania sp., bactérias resistentes a multiplas drogas, entre outros (PELOI et al., 2011;
SUNG et al., 2013) e diversas neoplasias (CAPELLA e CAPELLA, 2003).

Os compostos que séo utilizados pela TFD, chamados fotosensibilizadores, possuem
diversas caracteristicas que conferem a estes a capacidade de desenvolver alteracdes celulares
principalmente pela producao de espécies reativas de oxigénio (ERO). Os fotosensibilizadores
(FS) que sdo amplamente utilizados s&o os derivados de porfirina, um componente da via de
formacgédo do grupo Heme da hemoglobina que pode ser excitado em um comprimento de
onda dentro do espectro de luz visivel, entretanto outros compostos estdo sendo estudados
para supri as limitagOes decorrentes do uso das porfirinas e os casos de resisténcia a TFD
(CASTANO et al., 2004; e MILLA et al., 2011).

Os compostos fenotiazinicos estdo sendo utilizados como FS por apresentar
caracteristicas mais promissoras que os derivados de porfirinas, como: melhor absorséo pelo
tecido, ser excitado em um comprimento de onda com maior penetragcdo em tecidos (BUCK,
2009).

A acdo da TFD sobre cultura de células de melanoma murino da linhagem B16F10
ainda ndo estd completamente esclarecida, incluindo os efeitos que essa terapia pode causar
nas células a partir da excitacdo dos compostos fenotiazinicos como o azul de metileno (AM)
e 0 azul de toluidina O (ATO).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CARCINOGENESE

A carcinogénese depende de varios fatores, desde alteracdes epigenéticas e geneticas,
causadas por agentes carcinogénicos fisicos, quimicos e/ou bioldgicos (PEREZ-MORENO et
al., 2008). A partir destas alteragcdes foram propostas por HANAHAN e WEINBERG (2000),
seis caracteristicas que demonstram a transformacdo de uma célula normal em célula tumoral:
Imortalidade, ativacdo de oncogenes, inativacdo de genes supressores tumorais, evasao dos
mecanismos apoptoticos, angiogéneses e capacidade de metastase, entretanto outras alteracfes

foram recentemente propostas como: contetdo energetico desregulado, evasdo do sistema
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imune, inflamagdo promovida pelo tumor e instabilidade gendmica (HANAHAN e
WEINBERG, 2011).

A imortalidade pode ser iniciada pela acdo de diversos mecanismos como sinalizacao
de receptores com dominios tirosina cinase que por diversas vias de sinalizacdo induzem tanto
a proliferacdo celular quanto o aumento do volume celular. Essas alteragbes podem ser
desencadeadas nas células tumorais por mecanismos como producdo tumoral de fatores de
crescimento, bem como, inducdo de células adjacentes (que formam o estroma tumoral) a
produzir fatores de crescimento e a superexpressao de receptores para estes fatores tornando a
célula hiperresponsiva a estes (HANAHAN e WEINBERG, 2011).

Além dessas modificacdes celulares a imortalidade pode ser desencadeada pela acdo
de genes que regulam a divisdo celular, os proto-oncogenes, uma mutacdo nesses genes,
tornando-os oncogenes, desencadeiam transcricdes de proteinas que sinalizam a diviséo
celular, como as proteinas Ras-GTP, que iniciam diversos processos incluindo a ativagdo de
proteinas MAPK, envolvidas na proliferacdo celular (HEJMADI, 2009).

Outra alteracdo que pode desencadear a imortalidade é a inativacdo de genes
responsaveis por transcricdo de proteinas que impedem a progressdo na divisao celular, os
genes supressores tumorais, alteracdes nestes genes promovem a transcri¢ao de proteinas que
ndo bloqueiam a progressdo no ciclo celular, como a proteina p53, 0 que permite a
proliferacdo desordenada das células tumorais (HEJMADI, 2009; HANAHAN e
WEINBERG, 2011).

A imortalidade das células tumorais implica na evasdo de mecanismos de morte
programada, especificamente a apoptose, através de mutacGes em proteinas préapoptoticas,
como a p53. A p53 é responsavel para deteccdo de danos no DNA durante a divisdo celular
induzindo sinais de reparo do dano ao DNA ou induzindo apoptose caso ndo ocorra o reparo.
Uma mutacdo nessa proteina desencadearia ndo ativacdo dos mecanismos apoptoticos
tornando a célula tumoral menos responsiva a inducdo da apoptose. Alem da p53, outras
alternativas podem ser utilizadas pelas células tumorais para evadir os mecanismos de morte
por apoptose, como 0 aumento da expressao de reguladores antiapoptéticos como Bcl-2 que é
responsavel pelo controle das concentracBes de célcio citoplasmaticos, e a diminuicdo da
expressao de reguladores pro-apoptoticos como proteinas Bax/Bak, que estdo presentes na
membrana mitocondrial e promovem o aumento dos niveis de calcio citoplasmatico e
inativam a Bcl-2 (HANAHAN e WEINBERG, 2011; MALHI e KAUFMAN, 2011).

Para que essa imortalidade seja mantida as células tumorais precisam de substrato para

realizar producéo de energia e permitir a divisao celular, para isso a inducdo da angiogénese é
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necessaria e a massa tumoral utiliza da producéo de fatores de crescimento como o VEGF
(Fator de Crescimento do Endotélio Vascular), que além da formagdo de novos vasos
capilares também interagem com a matrix extracelular promovendo a passagem da
vascularizacdo na regido tumoral e consequentemente a formacdo do microambiente tumoral
com células acessorias a manutengdo das células tumorais, como: fibroblastos, macrofagos
tumorais e outras células e biomoléculas que compde o estroma tumoral. (VILLARES e
BAR-ELI, 2008; HANAHAN e WEINBERG, 2011).

A habilidade de invasdo e proliferacdo em tecidos diferentes do que se originou o
tumor e/distantes, chama-se metastase, essa possibilidade confere ao tumor malignidade, os
mecanismos pelos quais a mestastase ocorre depende da capacidade invasiva e motora das
células tumorais. Uma invasdo local é o primeiro passo para um tumor desencadear o
processo de metastase, passando pela camada basal que circunda o 6rgdo de origem das
células tumorais. Esse processo € seguido da passagem da célula tumoral pela parede dos
vasos capilares e/ou linfaticos, permitindo que a célula tumoral passe para a circulagdo
sanguinea. Na circulacdo as células podem sofrer danos pelas condi¢bes inapropriadas para
seu desenvolvimento, entretanto as células que sobreviverem podem formar pequenos
trombos nos capilares. Entdo, as células passam novamente pela parede do capilar de um
outro 6rgdo ou em uma outra regido do mesmo 6rgdo, formando novamente uma pequena
massa tumoral e desenvolvendo micromestastases. Um processo conhecido como colonizagdo
pode acontecer em consequéncia a adaptacdo das células tumorais ao novo microambiente
onde, a massa tumoral cresce e o turmor € macroscopicamente detectado (HEJMADI, 20009,
HANAHAN e WEINGBER, 2011).

Outros fatores que auxiliam na sobrevivéncia e proliferacdo do tumor foram descritos
por HANAHAN e WEINBERG (2011), sendo que uns possibilitam essas alteracdes, como a
instabilidade genética que promove mutacbes aleatérias que diferenciam o0s tumores,
incluindo os de mesma origem, e a inducdo tumoral de processos inflamatdrios, o que
contribui positivamente para sobrevivéncia tumoral, pela presenca de biomoléculas, como
fatores de crescimento, pela acdo de enzimas que modificam a matriz facilitando a
angiogénese, entre outros processos. Outros fatores sdo considerados caracteristicas
emergentes que devem ser avaliadas na carcinogénese e na massa tumoral, como
modifica¢Oes do perfil energético e evasédo dos mecanismos imunoldgicos. O efeito descrito
por WARBURG et al. (1927) , foi a primeira modificagdo dos mecanismos pelo qual a célula
tumoral produz energia, onde foi mostrado que a glicélise é o principal mecanismo para

obtencgéo de energia pelas células tumorais, e ja foi reportado associacao entre esse efeito e a
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ativacdo de oncogenes (HANAHAN e WEINBERG, 2011). O sistema imune pode reagir a
formag&o do tumor de diversas formas, entretanto, a secrecdo de TFG-f (fator de crescimento
tumoral) inibem a proliferacdio de linfécitos T (YOSHIMURA e MUTO, 2011),
possibilitando a progresséo tumoral (DERYNCK et al., 2001). O recrutamento de céluas Treg
pelo tumor também funciona como uma forma de evaséo da acdo imunolégica, uma vez que
esses linfécitos regulam a acdo de linfocitos T ativados (HANAHAN e WEINBERG, 2011
DEPPONG et al., 2013).

2.2 MELANOMA

A radiacdo UV pode desencadear na pele alteragdes como eritema e imunossupressao
(KYRGIDIS et al., 2010) e pode ser dividida em trés tipos: UVA, UVB e UVC, esta ultima é
filtrada pela camada de oz6nio (GRUPTA et al., 2013). A UVA pode promover danos ao
DNA pela absorcao de moléculas endégenas que sao sensibilizadas pela radia¢éo induzindo a
producdo de ERO, ja a UVB promove danos mais severos e diretos ao DNA pela formacéo de
dimeros de pirimidina ciclobutano em timinas e citosinas adjacentes (KYRGIDIS et al.,
2010). Essas alteragdes atreladas a ineficiéncia dos mecanismos de reparo do DNA que as
células tumorais apresentam (TOMESCU et al., 2001), sdo alguns dos fatores que
desencadeiam a formacédo do melanoma.

Uma mutagdo no gene BRAF afeta as vias de sinalizagdo celular aumentando a
proliferacdo celular, promovendo a proliferacdo e progressdo tumoral. A mutacdo que é mais
frequente nestes genes € a substituicdo da glutamina por valina no cdon 600 (V600E), outros
genes estdo envolvido na fisiopatologia do melanoma como exemplo o NRAS (EL-OSTA et
al., 2011). Estes genes estdo relacionados com a expressdao de proteinas que interferem no
ciclo celular — como as proteinas RAS que quando ativas regulam e estimulam a diferenciacao
e proliferacdo celular, e por possuirem um papel importante nas sinaliza¢cGes dependentes de
adenosina monofosfato ciclico (AMP-c) e fosfatidil-inositol-3-cinase (PI13K), sdo efetores
centrais nas cascatas de sinalizacdo celular. Na ocorréncia de mutacGes estas cascatas de
sinalizacdo ndo sdo reguladas por um gene importante no controle do ciclo celular, como a
p16, que age como gene supressor tumoral (HOCKER et al., 2008; VIDWANS et al., 2011).

Outros processos estdo envolvidos na progressdo do melanoma como a diminuigéo da
expressao de proteinas como a APAF-1, um fator que é responsavel pela ativagao de proteases
na via de morte celular por apoptose (SOENGAS et al., 2001; BAO et al., 2007). Além deste



15

e de outros mecanismos para evadir 0s processos que desencadeiam a morte por apoptose, as
células do melanoma utilizam da expressdo de outras moléculas que auxiliam na progressao e
malignidade dessa doenca, como a superexpressdao de NEDD9 que esta associado a metastase
(KIM et al., 2006; KYRGIDIS et al., 2010).

A dificuldade no diagnéstico clinico entre os afrodescendentes faz desta, uma das mais
letais neoplasias nestas populagées (BRADFORD, 2009). Estas neoplasias podem acometer
outras regides do corpo que contém melanocitos como leptomeninges, Uvea (regido que
compreende a iris, corpos ciliares e coroide) e regides mucosas como trato respiratorio,
urinario e gastrointestinal (ALGAZI et al., 2010; SEETHARAMU et al., 2010; LEE et al.,
2012a). Assim, podemos subclassificar os melanomas cutaneos em: mucosos, ocorrendo
principalmente na oro e nasofaringe, regido anal-genital e reto e os melanomas acrais que
afetam a pele nas extremidades, palma das maos, planta dos pés e regides ungueais (ALGAZI
et al., 2010).

A classificacdo histopatolégica do melanoma foi proposta por Clark e colaboradores
em 1969 observando cortes histoldgicos de 269 casos de melanoma, estabelecendo os
seguintes niveis: Nivel I, todas as células tumorais estdo contidas pela membrana basal,
sendo, por defini¢cdo, um melanoma in situ; Nivel 11, quando as células neopléasicas invadem a
membrana basal e se estendem até a derme papilar, mas nao atingem a derme reticular; Nivel
I11, invasdo neoplésica na regido entre a derme papilar e a derme reticular; Nivel IV, extenséo
das células neoplasicas para a derme reticular; Nivel V, invasdo das células no tecido
subcutaneo (CLARK et al., 1969). Outro pardmetro que deve ser avaliado no prognostico
desta neoplasia é a Escala de Breslow que determina a espessura tumoral, a partir do ponto
mais profundo de invasdo ao topo da camada granulosa ou a célula mais superficial em caso
de ulceracdo (FERNANDES et al., 2005). Esta escala foi desenvolvida por Alexander
Breslow, em seu estudo no qual, estimava uma espessura de 0,75 mm pra indicar uma leséo
de Nivel Il, comparativamente com o proposto por Clark anos antes (BRESLOW, 1970),
entretanto, para melhorar a avaliacdo da espessura tumoral, Bittner e colaboradores (1995),
aperfeicoaram esta leitura e propuseram que 0s tumores com espessura menor que 1,0 mm
para um bom progndstico, entre 2 e 4 mm para um prognastico ruim aumentando os riscos de
metastase tornando esta neoplasia mais letal.

Dentre os tipos de tratamento utilizados para o cancer a quimioterapia busca a
inativacdo das células cancerosas agindo no citoesqueleto, bloqueando a divisdo celular ou
induzindo processos de morte celular, (BHATIA et al., 2010). Cisplastina foi a primeira

substancia usada no tratamento do melanoma, sua ac&o modifica o Acido Desoxirribonucleico
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(DNA) e dificulta a acdo de fatores de transcri¢do de proteinas e a replicagdo celular, levando
a célula & morte por apoptose, atraves da ativacdo das caspases (CHODUREK et al., 2012;
BELLO et al., 2013), porém casos de resisténcia tem sido reportados devido ao aumento da
expressao de proteinas reparadoras de danos no DNA (WELSH et al., 2004; LI e MELTON,
2012). A vimblastina é um antineoplasico usado no tratamento de diversos tipos de cancer,
incluindo o melanoma, apresenta atividade em microttbulos, impedindo sua polimerizacéo e,
por consequéncia, inibindo o crescimento celular e induzindo apoptose (SELIMOVIC et al.,
2013), porém ja estdo descritos em literatura, casos de resisténcia relacionados a atividade de
P-glicoproteina, diminuindo por extrusdo a acumulacdo intracelular de compostos
potencialmente ativos, demonstrado em célula de carcinoma renal (LONG et al.,2013).
Paclitaxel uma outra opcdo para o tratamento antineopldsico que atua sobre [B-tubulina,
estabilizando o estado polimerizado de microtubulos, impedindo sua despolimerizacéo,
dificultando a formacdo de fuso mitdtico,bloqueando a progressdao da mitose, produzindo
células poliploides gigantes (ZHANG et al., 2014 a). Um dos mecanismos de resisténcia a
esse inibidor mitotico, estd relacionado a superexpressdo de proteinas, como a Six1, que
protegem as células cancerosas, inibindo as vias apoptoticas (COLLETA et al., 2008), e
aumentam suas caracteristicas malignas, como demonstrado por LI e colaboradores (2013),
em células de cancer de mama.

Nos EUA, até 2011, o tratamento quimioterdpico deste tipo de cancer de pele era
composto por apenas duas terapias: altas doses de Interleucina-2 (IL-2) e Dacarbazina (FINN
et al., 2012). As altas doses de IL-2 sdo muito toxicas para o paciente podendo levar o
individuo a sindrome de extravasamento vascular (Vascular Leakage Syndrome — VLS)
generalizado levando os individuos a quadros de edema pulmonar e lesdes hepéaticas (OTTER
et al., 2008; KRIEG et al., 2010; FINN et al., 2012). A dacarbazina tem uma baixa taxa de
resposta (FINN et al., 2012), tornando seu uso insatisfatorio em primeira instancia e outro
obstaculo € o fato deste composto ser mielossupressor, aléem de ser administrado por via
intravenosa, causando dor e, consequentemente, reduzindo a adesdo ao tratamento. Outro
ponto, sdo suas propriedades farmacocinéticas como, absorcédo irregular, lenta e incompleta
do medicamento, e caracteristicas quimicas como sua fotossensibilidade, instabilidade, e
possuir uma meia-vida curta, dificultando seu uso em terapias com combinacdo de
medicamentos (BEI et al., 2010). Os medicamentos citados acima ndo modificam a sobrevida
global dos pacientes com cancer (FINN et al., 2012), mas apenas melhoram a qualidade de

vida do individuo.
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Outros medicamentos foram recentemente propostos para o tratamento do melanoma:
os inibidores de BRAF e bloqueadores de CTLA-4. A mutacdo no gene BRAF estd
relacionada com a maioria dos casos de melanoma (REGAD, 2012). CTLA-4, é uma
molécula presente nos linfocitos T citotdxicos associados ao antigeno 4 de um tipo de
linfocitos Treg, 0S quais atuam fisiologicamente inibindo a acéo das células T (CHEVOLET et
al., 2015). O bloqueio das células CTLA-4 removeria as barreiras de acdo das células T,
deixando-as hiper-responsivas as células tumorais, sendo comum no melanoma a presenca de
infiltrados linfocitarios (FINN et al., 2012). Com as limitacGes apresentadas pelos farmacos
usados na terapia do melanoma, novas abordagens estdo sendo utilizadas, na tentativa de
diminuir a letalidade desta neoplasia. Um dos tratamentos atualmente estudados para

aplicacdo em pacientes com esta e outras doencas é a TFD

2.3 TERAPIA FOTODINAMICA (TFD)

O tratamento utilizando um composto ndo-tdxico e que seja possivel excita-lo por uma
radiacdo luminosa em um comprimento de onda visivel e ap0s essa excitagcdo este composto
possa interagir com estruturas celulares induzindo ou provocando a morte celular, esse
processo € conhecido como TFD (CASTANO et al., 2004). O protocolo para realiza¢do da
TFD segue algumas etapas que devem ser avaliadas para determinar se este tipo de
terapéutica é o recomendavel. A primeira etapa é o diagnostico e localizacdo da doenga, com
posterior administracdo do fotosensibilizador que tende a se acumular no local da lesdo, como
por exemplo, na tumefacdo neoplasica onde as células tumorais demoram mais tempo para
externalizar o fotosensibilizador (FS). Apés esse periodo é realizada a irradiacdo local da
lesdo e posterior avaliacdo da recuperacao do paciente na Figura 1 (KALKA et al., 2000)



18

Luz

L I1. I11. IV. V.

Figura 1. Etapas do Processo de TFD. Em um paciente diagnosticado com uma neoplasia ou lesdo causada por um
patégeno (1) é administrado o fotossensibilizador (FS) (1) este apresenta eliminacgdo lenta na regido afetada, garantindo a sua
acdo quando irradiado o local de interesse (I11), apds a irradiagdo o agente fotossensibilizador é gradativamente metabolizado
(1V) e eliminando o tumor ou lesdo (V) (Adaptado de KALKA el al. 2000).

A TFD no tratamento do cancer € indicada em estagios iniciais, quando métodos
tradicionais de tratamento ndo sdo recomendados, podem causar sequelas irreversiveis ou
tratamento de regides tubulares, como: esdfago, traqueia, brénquios (FERREIRA &
MENEZES, 2008). A TFD vem sendo empregada em casos humanos de neoplasias como
mostrado por Lim et al. (2013) em linhagens de cancer de pulmao, cancer de eséfago (Y1 et
al., 2013; YANO et al., 2014), lesdes orais pré-malignas (VOHRA et al., 2014), neoplasias
cervicais intraepiteliais (CHOI et al., 2014a). As contra indicacdes da TFD podem ser
divididas em contraindicacBes severas, como no caso de paciente com deficiéncia
cardiorrespiratoria, caquexia, lUpus eritematoso sisttmico, ou contraindicacdes restritas, no
caso de reacdes alérgicas e/ou metéstase regional ou distante (FERREIRA e MENEZES,
2008).

Por conta das limitagOes apresentadas a TFD conta com grande versatilidade de
aplicacdes podendo ser empregada em associagdo com outras metodologias utilizadas no
tratamento do céncer, como: quimioterapia (HONG et al., 2014) e radioterapia (BRODIN et
al., 2014). Além de juncdo a utilizacdo de vesiculas extracelulares (FUHRMANN et al.,
2014), nanoparticulas (YANG et al., 2014), lipossomos para modelos in vivo de cancer de
mama (SHEMESH et al., 2014), nanomateriais (LU et al., 2014) micelas poliméricas
(LAMCH et al., 2014), para melhorar a absorcéo e acdo dos fotosensibilizadores ja estéo
sendo estudadas. Outra associacdo recentemente estudada une a TFD com a terapia
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ultrassonodindmica como efetivo antitumoral em linhagens de células, e.g., sarcoma
(SADANALA et al., 2014; WANG et al., 2014).

2.3.1 Fotosensibilizadores

Os fotosensibilizadores efetivos para utilizacdo na TFD devem apresentar as seguintes
propriedades: baixa toxicidade quando n&o irradiado; estabilidade cinética e termodindmica;
baixo custo; seletividade por células-alvo; ser ampla e rapidamente absorvido pela célula; ndo
ser absorvido ou ser eliminado rapidamente pelas células ndo-alvo; apresentar um
comprimento de onda para sua ativacdo dentro do espectro de luz visivel; bem como alta
capacidade de produzir ERO; ndo apresentar efeito mutagénico (GONZALES, 2007). A
maioria dos FS tem seletividade por células alteradas (neoplésicas ou nao), isto ocorre porque
as células normais eliminam o corante em aproximadamente 24 h enquanto as células
neoplasicas, por exemplo, permanecem com os FS, num intervalo de 24 a 72 h (National
Cancer Institute, 2011).

Os FS de maneira geral, podem agir intracelularmente em duas vias. A primeira é a
interacdo dos FS com componentes celulares produzindo radicais livres que podem interagir
com oxigénio e gerar ERO; a outra via esta relacionada com a interacdo direta do FS com o
oxigénio molecular (estado triplete) tornando-o uma molécula mais reativa, oxigénio singleto.
Ambas as vias podem acontecer simultaneamente, dependendo do tipo de FS, da
disponibilidade de substratos moleculares e de oxigénio (CASTANO et al., 2004; MROZ et
al., 2011; VUMMIDI et al., 2013).

O oxigénio singleto é um dos principais mediadores do dano fotoquimico causado por
FS usados na TFD, por ter um tempo de meia vida curto (em adgua 4,0 us), por conta disso seu
raio de acdo é reduzido, corroborando o principio segundo o qual a TFD atua de maneira
localizada (CARVALHO, 2008).

Hematoporfirina foi o primeiro fotossensibilizador estudado, o qual teve uma ampla
aplicacdo durante a década de 80, quando foram desenvolvidos os derivados de
hematoporfirina ou porfirinas (CHRISTENSEN et al., 1981; BOHMER e MORSTYN, 1985;
CASTANO et al.,2004), os quais passaram a ser estudados e o sdo até hoje. As porfirinas sao
excitadas num comprimento de onda (1) maximo de 630 nm, 0 que confere a estes compostos

uma limitagdo porque neste comprimento de onda tecidos ricos em melanina ndo sofrem acéo
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dessa terapia porque a melanina absorve este comprimento de onda, sendo necessarios
compostos que possam ser estimulados por comprimentos de onda proximos ao
infravermelho, uma vez que a melanina absorve melhor comprimentos menores que 620 nm
(OU-YANG et al., 2004; VUMMIDI et al., 2013).

O é&cido 5-aminolevulinico (ALA) é uma pro-droga usada para aumentar
intracelularmente as concentragcOes de protoporfirina IX, um precursor do grupamento heme
que possui atividade citotoxica quando estimulado no comprimento de onda de 630 nm,
produzindo ERO, e j& demonstrada em modelos de glioblastomas poder levar as células a
morte por necrose, porém apresentam a mesma limitacao que os derivados de hematoporfirina
(COUPIENNE et al., 2011; VUMMIDI et al., 2013). Outro obstaculo enfrentado para o uso
do ALA e seus derivados € que ja foi reportado na literatura resisténcia em cancer de pele-nédo
melanoma, especificamente cancer de pele escamoso (MILLA et al., 2011). Por conta das
limitacdes apresentadas pelos fotosensibilizadores disponiveis, outros compostos tém sido
estudados para serem utilizados como FS em TFD.

2.4 COMPOSTOS FENOTIAZINICOS

2.4.1 Estrutura

Esta classe de FS é constituida de moléculas catidnicas, aromaticas, triciclicas, que
apresenta um sistema altamente conjugado, estas caracteristicas conferem aos compostos
fenotiazinicos propriedades como, absor¢do de luz na regido entre 620-660 nm, espectro que
permite maior penetracdo nos tecidos, e promove maior rendimento do oxigénio singleto
(ALISSON, et al., 2005; MEISEL e KOCHER, 2005; BUCK, 2009). Tendo como corantes
mais conhecidos o azul de metileno (AM) e o azul de toluidina O (ATO), os fenotiazinicos
atuam modificando lipidios de membrana, inativando proteinas de membrana indispensaveis
para processos bioldgicos, provocando a morte celular. Estes dois corantes possuem
caracteristicas semelhantes, contendo na sua estrutura (Figura 4) trés atomos de nitrogénio,

um pode atuar reagindo com protons e os demais estabilizam a molécula (BUCK, 2009).
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Figura 2. Estrutura das moléculas do Azul de Metileno e Azul de Toluidina O (Adaptado, BUCK, 2009).

2.4.2 Aplicacdes

Os compostos fenotiazinicos tem demonstrado diversos tipos de utilidade clinica desde

o0 tratamento ao auxilio no diagnostico e prognostico de diversas enfermidades.

O AM foi o primeiro composto a ser indicado para o tratamento da maléria, sendo
posteriormente estudado como possivel farmaco sinérgico com os quinolinicos que sdo 0s
farmacos atualmente utilizados no tratamento dessa doenca (GUTTMANN e EHRLICH,
1891; GORKA et al., 2013). Além da acdo antiparasitaria esse composto também mostrou,
em diversos estudos, ser eficiente na terapéutica de modelos de Alzheimer (PETZER et al.,
2014) e de cardiopatias como o Colapso Cardiovascular (LO et al., 2014), melhorando o
progndstico dessas doencas. Outra aplicacdo para o0 AM é a utilizacgdo como corante
auxiliando no rastreio e localizagdo de estruturas alvo como, por exemplo, na retirada de

linfonodo apds uma cirurgia de cancer gastrico (AOYAMA et al., 2014).

O ATO e seus derivados tem uma aplicacdo muito mais voltada para diagnostico e
prognostico sendo pouco estudado para finalidades terapéuticas, sem a aplicacdo da TFD.
Estudos mostram o ATO como potencial corante para marcacdo de células neoplasicas como
na deteccdo de células de carcinoma escamoso na regido perineural (DROSOU et al., 2014)
ou na deteccéo de estagios precoces do cancer oral (VASHISHT et al., 2014).

2.4.3 TFD empregando Compostos Fenotiazinicos

Os compostos fenotiazinicos séo estudados em diversos modelos, obtendo resultados
significantes, como a interagdo do AM com laser em culturas de Escherichia coli e
Staphyococcus aureus (PHOENIX e HARRIS, 2003) ou 0 uso do AM e do ATO irradiados

em culturas de Candida albicans, demonstrando uma reducéo das unidades formadoras de
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colonia (PUPO et al., 2011) e como demonstrado por BARBOSA e colaboradores (2012),
estes corantes tem efeito antiparasitario sobre Leishmania braziliensis.

Estes corantes ja apresentam efeito conhecido sobre diversas linhagens neoplasicas,
induzindo apoptose em células de cancer de pulméo (LIM et al., 2013) e demonstrando
reducdo da proliferacdo de células de melanoma in vitro (MIRANDA et al., 2014) e in vivo
(WAGNER et al., 2012), mas se faz necessario investigar as alteracdes que envolvem este

processo para melhor entender como essa reducdo acontece.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar os efeitos da terapia fotodindmica utilizando compostos fenotiazinicos como

fotosensibilizadores sobre células de melanoma.

3.2 ESPECIFICOS
e Determinar a atividade citotoxicade dos compostos fenotiazinicos (AM e ATO) sobre a
linhagem B16F10;
e Auvaliar o efeito da terapia fotodindmica sobre a proliferacdo de células da linhagem
B16F10;
e Identificar alteracGes celulares citoplasmaticas e/ou nucleares por microscopia optica;

e Avaliar as alteragc6es ultraestruturais originadas pela acéo da TFD;



24

4. METODOLOGIA

4.1. CULTURA DE CELULAS

As células de melanoma murino da linhagem B16F10 usadas neste estudo foram
cedidas pelo Laboratério de Inflamacéo, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da
Universidade Federal do Rio de Janeiro IBCCF® — UFRJ e mantidas em meio RPMI 1640
contendo 10% de Soro Bovino Fetal (SBF), 10 uM de Gentamicina e 10uM de Fluconazol, a
37 °C e atmosfera a 5% de CO..

4.1.1. Manutenc¢do da Cultura B16f10

As células foram mantidas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SBF,
Gentamicina e Fluconazol, ambos a 10 uM. As trocas dos meios de cultura foram feitos
dependendo da confluéncia das células nas garrafas: confluéncia abaixo de 30% a troca do
meio aconteceu a cada trés dias; entre 40% e 80% a cada dois dias; acima de 80% todos 0s
dias, realizava-se a passagem da cultura, ou era realizado experimento.

A passagem da cultura acontecia sempre que as garrafas atingiam confluéncia acima
de 80%. Utilizando solucdo antiaderente de Tripsina/EDTA (Gibco®) diluida 1:1 em meio
RPMI 1640, foram incubadas sobre a cultura B16F10 por 10-15 minutos observando em
microscopio invertido o descolamento das células do substrato, apds esse processo as células
foram centrifugadas a 200 g (for¢a G) por 10 min a temperatura ambiente. O pellet formado
foi resuspenso em meio RPMI 1640 suplementado, esse pool de células foi dispensado em
garrafas novas dependendo da necessidade de novas culturas pela equipe do laboratorio.

A avaliagdo da contaminagéo por Mycoplasma sp. foi realizada utilizando métodos de
microscopia eletronica realizados ao final dos experimentos de proliferacdo e microscopia

Optica.
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4.1.2. Preparo da Cultura para Experimento

As culturas ap0s a acdo da Tripisina/EDTA e centrifugacdo (descritas no Item 4.1.1)
foram homogeneizadas em 1mL de meio RPMI 1640 suplementado e realizado a contagem
em camara de Newbauer utilizando a exclusé@o por coloragdo com o azul trypan. (OLIVEIRA
etal., 2013)

4.2. TESTE COLORIMETRICO PARA QUANTIFICACAO DE
PROLIFERAGAO CELULAR E APLICACAO EM BIOENSAIOS

Para o teste colorimétrico foi avaliada a relacdo entre o ndmero de células e a
absorbancia, onde as células incubadas ap6s a TFD e incubadas foram posteriormente
processadas seguindo o meétodo descrito por LSHAI-MICHAELI e colaboradores (1990).
Apbs o tratamento as células foram fixadas com formol P.A. por 10 minutos e, em seguida,
foi adicionado o corante azul de metileno 0,1% diluido em tamp&o borato pH 8,7. Apos 10
minutos foram realizadas diversas lavagens com tampdao borato para retirar o excesso de azul
de metileno, com posteriori adi¢do de 500 pL de &cido cloridrico a 0,1N. Em seguida foram
transferidos 200 puL do sobrenadante para placas de 96 pocos pela realizacdo da leitura em

VersaMax™ Tunable Microplate Reader no comprimento de onda de 655 nm.

4.3. DETERMINACAO DA ICs, DOS COMPOSTOS FENOTIAZINICOS

Em placa de 24 pogos as células foram incubadas na concentracdo de 2x10°
células/poco e incubadas overnight para promover a aderéncia das células. Apos esse periodo
as ceélulas foram lavadas e incubadas com diferentes concentragfes dos compostos
fenotiazinicos seguindo a diluicdo de 1:10, por 24 h a 37 ° C e 5% de CO,. A quantificacdo da
proliferacdo celular foi feita de acordo com o protocolo descrito no topico 4.2 da
Metodologia. O célculo da ICsy foi realizado no GraphPadPrism 5.0, utilizando o teste

Regressdo Nao-linear.
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4.4, TERAPIA FOTODINAMICA UTILIZANDO COMPOSTOS
FENOTIAZINICOS

As células B16F10 foram inoculadas em placas de 24 pocos, na concentracao de 2 x10°
células por poco, a 37 °C e 5% de CO,, “overnight”, para promocdo da adesdo celular. Apds
esse periodo as células foram incubadas com a 1Cso do Azul de Metileno e Azul de Toluidina
O pelo tempo de pré-irradiacdo de 30 minutos, incubadas a 37 °C e 5% de CO; protegidas da
luz, as células, foram irradiadas usando Laser, TF PREMIER — MMOptics®, com 0s
parametros descritos na Tabela 1, e incubadas sob as mesmas condi¢fes de temperatura e
atmosfera por 24 h. (HUANG et al., 2008)

Tabela 1: Parametros utilizados da Luz Laser.

Parametros Valores
Comprimento de Onda 660 nm
Poténcia 100 mW
Densidade de Energia 150 J/cm?
Tempo de Irradiacéo 60 segundos

Estes parametros foram determinados, apds utilizacdo de outros valores de
poténcia e ndo obtencdo de inibicdo significativa da proliferacdo celular além da literatura
reportar o uso de dosagens similares em estudos in vivo e tratamentos clinicos (HADDAD et
al., 1998; SHELEG et al., 2004).

Os controles utilizados foram identificados como:

e Controle absoluto: cultura de células B16F10, auséncia de AM ou ATO e
sem irradiagao.

e Controle FS: Cultura de células B16F10 incubadas com AM ou ATO e
sem irradiagao.

e Controle Laser: Cultura de células B16F10, auséncia de AM ou ATO e
com irradiacéo.

A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo de inibi¢cdo da proliferacéo
das células B16F10 na concentracdo de 10 uM (MITTAL et al., 2014)

Para evitar que a radiacao fosse absorvida pelos grupos controle e controle FS, foi

adicionada tinta preta entre os pogos e os inoculos foram distribuidos em pogos alternados,
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esta medida também previne que os grupos controle laser e 0 grupo teste recebam mais

radiacdo do que determinado (Figura 5).

Figura 3. Modelo para placa usada em experimentos
com Terapia Fotodinamica. Os circulos negros
representam os pogos com tinta e os brancos, aqueles
irradiados.

45.  MICROCOPIA OPTICA COM COLORACAO

Para avaliar as condicdes nucleares e estruturais foi utilizada a coloracdo por pandtico
rapido (May-Grunwald-Giemsa). As células foram cultivadas em laminulas na concentracdo
de 2x10° células por poco e realizada a terapia fotodinamica. Apds 24 h as laminulas para
fixacdo foram tratadas como previsto pelo fabricante, i.e., foram fixadas com o panéticol,
posteriormente coradas com o pandtico 2, para compartimentos alcalinos e depois com o
pandtico 3 para coloracdo de compartimentos &cidos. As laminas foram cuidadosamente
lavadas com &gua corrente e observadas em microscopio éptico Olympus CX21 (BERNACKI
etal., 2013).

4.6. MICROSCOPIA ELETRONICA (ME)

46.1. ME Varredura

As células B16F10 apos a realizacdo da TFD foram fixadas com glutaraldeido a 2,5%
em tampdo cacodilato de soédio 0,1M pH 7,2, em seguida as amostras foram lavadas em
tampdo cacodilato 0,1 M. Entéo as celulas foram pés-fixadas com uma solugédo de tetroxido
de 6smio 1%, contendo 0,8% de ferrocianeto de potassio. Posteriormente desidratadas em
concentracdes crescentes de etanol (30- 100%) por 10 minutos em cada concentracdo. As

amostras foram processadas e secas em sistema de ponto critico de CO,, montadas em
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suportes metalicos, revestidas com ouro e observadas ao microscopio eletrénico de varredura
JEOL JSM 6390LV a 15 kV (VANNIER-SANTOS e LINS, 2001).

4.7. METODO ESTATISTICO

O experimento para determinacdo da ICso foi realizado em triplicada, os demais
experimentos de viabilidade foram feitos em triplicata e em trés experimentos independentes.
Para a verificacdo de significancia no crescimento celular foi utilizada a analise de variancia
(ANOVA) com pds-teste de comparacdo multipla de Tukey, com o auxilio do ‘software’
“GraphPadPrism 5.0
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5. RESULTADOS

5.1. DETERMINACAO DAS ICs, DOS COMPOSTOS FENOTIAZINICOS.

Com determinagdo das ICsy dos compostos fenotiazinicos obtivemos os valores de 2,5
MM para o azul de metileno e 8,4 UM para o azul de toluidina O (Figuras 6A e 6B,
respectivamente). Esses valores foram utilizados para realizacdo dos demais experimentos.

[ Controle
B Azul de Metileno

p< 0.0001

3 Controle
BB Azul de Toluidina O

655 nm

p< 0.0001

Figura 4. Determinacdo das 1Cs, dos compostos fenotiazinicos sobre células B16F10. O azul de metileno
e 0 azul de toluidina apresentaram valores de ICg, de 2,5 uM e 8,4 UM, respectivamente. Os resultados
demonstram quem em (A) a inibicdo da proliferacdo de células B16F10 pelo azul de metileno (AM) é
concenragdo-dependente e tem significancia estatistica apenas nas duas maiores concentracfes — 1 e 0,1 mM.
Em (B) o azul de toluidina O também apresentou inibicdo da proliferacdo celular, concnetracdo-dependente,
apresentando significancia estatistica nas concentragdes de 1, 0,1 e 0,01mM. A andlise estatistica foi realizada
aplicando a analise de variancia (ANOVA) e pds-teste de comparacdo multipla de Tukey, tendo, p<0,0001

(***) e p<0,001 (**).
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52. TDF POTENCIALIZA O EFEITO CITOTOXICO DOS COMPOSTOS
FENOTIAZINICOS SOBRE CELULAS B16-F10.

Os efeitos da TFD sobre a proliferacdo das células da linhagem B16F10 foram
determinados utilizando o método colorimétrico, onde foi observado que nas concentracdes
utilizadas do AM e do ATO, 2,5 UM e 8,4 uM, respectivamente, o efeito citotoxico dos
compostos ndo foi significante, entretanto, quando aplicados com a TFD a toxicidade dos
compostos foi estatisticamente significante quando comparados com o controle absoluto e
com o controle dos compostos sem irradiacdo. Numa comparacdo entre 0s compostos €
observado que na TFD com o AM (Figura 7A) existe uma inibigdo maior que em ATO
(Figura 7 B), apresentando médias 0,45 + 0,09 e 0,50 + 0,05, respectivamente. O efeito
citotoxico da TFD em células B16F10 foi menor quando comparado com o controle positivo
utilizando a doxorubicina.

A B
1.6+
1.2

E 129 g
?) n
[T 0 8 £ 08- *kk
O: . Kkk O | —
[a}

0.4 8 04

0.0- 0.0

L - + - + - L - + - +

AM - - + + - Pp<0.0001 ATO - - + + - p =<0.0001

Doxo - - - - + Doxo - - - - +

Figura 5. Avaliacdo da toxicidade da TFD sobre B16F10 utilizando os compostos fenotiazinicos. Em
(A) é estatisticamente significante a inibicdo da proliferacdo celular decorrente dos efeitos da TFD
utilizando o azul de metileno (AM) a 2,5 pM (L+ AM+), a inibicdo causada pela TFD utilizando o azul de
toluidina O (ATO) a 8,4 uM também mostou ser estatisticamente significante, ambos quando comparados
com o grupo controle absoluto (L- AM-; L- ATO-). A doxorubicina (Doxo) na concentracdo de 10 uM
apresenta uma inibicdo mais eficiente sobre as células B16F10 que a apresentada pela TFD utilizando
ambos 0s compostos fenotiazinicos.

5.3. MICROSCOPIA OPTICA MOSTRA ALTERACOES CELULARES APOS
TRATAMENTO COM COMPOSTOS FENOTIAZINICOS UTILIZADOS EM TFD.

ApOls o tratamento com 0s compostos fenotiazinicos por 24 h, as células B16F10
apresentavam prolongamentos citoplasmaticos, caracterizando espraiamento, semelhantes ao
controle (Figura 8C-D). As células irradiadas na auséncia dos compostos fenotiazinicos
também demonstraram espraiamento, além de observarmos a presenca de células em divisdo
celular (Figura 8B). Quando realizado o protocolo da TFD, é nitidamente percebida uma
reducdo do numero de células por campo, alem do aumento da relacdo nucleo/citoplasma
demonstrando que existe sim uma reducdo do contetdo citoplasmatico sem alteragdo nuclear
(Figura 8E-F).
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Figura 6 Efeito da TFD avaliada por coloragdo com pandtico rapido. (A) Células controle, apresentando padrdo de esperaimento caracteristico e nicleos delimitados,
mantendo o padrdo normal de relacéo nucleo/citoplasma; (B) Células irradiadas na auséncia dos compostos fenotiazinicos, mantendo caracteristicas semelhantes ao controle,
além disso é possivel observar células em divisdo celular (seta); (C) Células tratadas com 2,5 uM de Azul de Metileno (AM) com aparecimento de nicleos alterados com

aparente fragmentacdo (setas pretas). (D) Células tratadas com 8,4 UM de Azul de Toluidina O (ATO), presenca de nlcleo aparentemente fragmentado semelhante ao

encontrado em (AM (seta preta), além de células com vacutolos citoplasmaticos (seta branca). (E) Células submetidas a TFD utilizando AM mostrando células com possivel
fragmentacdo nuclear (seta preta) além da aparente formacéo de aglomerados indicativos de corpos apoptdticos (seta branca). (F) Células submetidas a TFD utilizando ATO
demonstrando diminui¢do da quantidade de células no campo e presenca de corpos apoptéticos semelhantes ao encontrado em (E) (seta branca). As imagens foram obtidas no
aumento de 200x.
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5.4. ALTERACAO ULTRAESTRUTURAL  APOS TRATAMENTO COM
COMPOSTOS FENOTIAZINICOS NA TFD.

Utilizando a Microscopia Eletronica de Varredura, observamos o padrdo dos
prolongamentos citoplasmaticos caracteristicos do controle (Figura 9A) e percebemos que 0
Laser ndo induz alteracdo nesse padrdo (Figura 9B). Ao avaliarmos os efeitos dos compostos
fenotiazinicos sem irradiacdo sobre células B16F10, observamos a presenca de células
arredondadas, demonstrando os efeitos toxicos desses compostos (Figura 9C-D). Na TFD
utilizando AM e ATO, figura 9 E e F, respectivamente, identificamos estruturas semelhantes a
remanescente membranares provenientes dos prolongamentos celulares, entretanto, existe
uma aparente auséncia do seu contetdo citoplasmatico, indicando possivel extracao celular.
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Figura 7 Alteracg@es ultraestruturais em células B16F10 ap6s TFD avaliadas por microscopia eletrénica de
varredura. (A) Célula do controle mostrando espraiamento citoplasmatico e tridimensionalidade celular; (B)
Células irradiadas com laser 150 J/cm?, na auséncia dos compostos fenotiazinicos, mostrando caracteristicas
semelhantes ao controle; (C) Células tratadas com 2,5 uM de Azul de Metileno (AM), apresentando algumas células
com padrdo de reduzido espraiamento; (D) Células tratadas com 8,4 uM de Azul de Toluidina apresentando mais
células com padrdo semelhantemente pouco espraiado com as quais encontradas em (C); (E) Células tratadas com
TFD utilizando AM mostrando estruturas membranares semelhantes ao espraiamento normal das células, entretanto
sem aparente contetdo celular; (F) Células submetidas & TFD utilizando ATO e presenca de células com padrdo
extraido semelhante & figura E.
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6. DISCUSSAO

O melanoma é o mais agressivo dos tipos de cancer de pele, levando o individuo ao
Obito entre 8 e 18 meses, além do tratamento atual ndo apresentar eficacia satisfatoria, fatores
ambientais facilitam o aparecimento dessa neoplasia, como exposi¢do ao sol e negligéncia do

uso de protetores solares (FINN et al., 2012).

Em nosso trabalho um efeito inibitorio da proliferacdo celular decorrente da acdo dos
compostos fenotiazinicos utilizados na TFD foi demonstrado valor de ICso de 2,5 pM para o
AM e 8,4 uM para o ATO foram eficientes usando uma concentragdo cerca de uma ordem de
grandeza abaixo daquela usada por CHEN et al. (2008), em linhagens de células de melanoma
tratadas com TFD mostrando a eficacia na TFD utilizando AM na concentracdo de 20 UM em

linhagens de melanoma.

A dosagem do laser utilizada foi de 150 J/cm?, é considerada alta para tratamentos in
vitro e em algumas situagdes para experimentacdo in vivo, entretanto existem dados que
reportam a utilizacdo de dosagens proximas a esta em tratamentos clinicos de casos de
melanoma como 120 J/cm2 (SHELENG et al., 2004) ou 200 J/cm2 (HADDAD et al., 1998)

A efetividade da TFD depende da selecdo de comprimento de onda adequado para
irradiacdo, bem como na escolha do FS, o qual exerce o efeito fotodinamico, usualmente pela
producdo de ERO (DAVILA, 2011). Neste sentido a TFD pode constituir uma valiosa
ferramenta na terapéutica do melanoma uma vez que a melanina, peptideo que protege 0s
epitélios de diferentes frequéncias de radiacdo (NATARAJAN et al., 2014) pode ser, per se, a
origem de ERO, como no caso do melanoma (FRUEHAUF e TRAPP, 2008). Sendo a
melanina capaz de absorver a radiacdo luminosa, entre outras, em algumas circunstancias
pode transduzir essa energia na geracdo de radical livre. Esse fato pode ser explorado no

desenvolvimento de novos farmacos.

O Azul de Metileno e o Azul de Toluidina O sdo os compostos utilizados em
associacao a radiacdo de luz visivel, uma vez que possuem caracteristicas que proporcionam
ampla aplicabilidade na TFD, incluindo o espectro de excitacdo desses compostos que permite
acao em tecidos mais profundos, sua baixa toxicidade a qual resulta em uma consideravel
tolerancia (BUCK, 2009).
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O uso desses compostos no tratamento de diversas doencgas ja foram reportadas em
modelos bacterianos como Helicobacter pylori (CHOI et al.,, 2014 b), parasitos e. g.,
Plasmodium sp. (GORKA et al.,, 2013), modelos de Alzheimer (PABAN et al., 2014,
PETZER et al., 2014) e de cardiopatias como o Colapso Cardiovascular (LO et al., 2014),
melhorando o progndstico dessas doencgas. Neste interim, nosso grupo e outros grupos vém
empenhando esforgos na padronizagdo de experimentos que usem a linhagem B16F10 como
modelo na terapia fotodindmica a fim de investigar as possiveis modificacdes que possam
estar associadas aos tratamentos quimioterapicos, visando a identificacdo de uma terapéutica
eficiente de baixo custo para esta neoplasia (DAVILA, 2011; MIRANDA et al. 2014).

A avaliacdo estrutural celular por microscopia Optica vem sendo utilizada
majoritariamente no diagnostico laboratorial de neoplasias e doencgas infecciosas. Entretanto
pode-se utilizar essa metodologia para observar alteracGes citoplasméaticas e nucleares
drésticas, detectaveis em menores aumentos. Ao observar, em nosso estudo, células tratadas
com os compostos fenotiazinicos sem irradiacdo, uma aparente vacuolizacdo e fragmentagédo
nuclear foi encontrada, sugerindo alteragdes encontradas em células apoptéticas (MROZ et
al., 2011).

A maioria das células observadas em microscopia Optica, além da evidéncia de
fragmentacdo nucelar, tanto as células tratas com a TFD utilizando o AM quanto ATO
apresentava reducdo do conteudo citoplasmatico, podendo entdo ndo ser apoptose o tipo de
morte celular envolvido, sugerindo alteragdes decorrentes de um processo necrético
(WACHOWSKA et al.,, 2011). Além disso, foram observados agregados de estruturas

celulares indicativos de formacao de corpos apoptéticos.

Quando avaliamos o perfil ultraestrutural através da microscopia eletronica de
varredura percebemos que as células tratadas apenas com 0s compostos fenotiazinicos
apresentam padrdo de reduzido espraiamento indicando um possivel dano celular (LIM et
al.,2013), uma vez que as células do controle apresentam espraiamento caracteristico. Esse
tipo de alteracéo sugere que a celula esteja em processo apoptotico, entretanto, em geral sob
MEV as células apoptdticas ndo apresentam padrdo de células espraiadas sobre o substrato
(KRYSKO et al., 2006). Quando irradiados os compostos fenotiazinicos promovem um tipo
de alteracdo onde aparentemente o conteudo celular foi extraido e mantendo parte do
citoplasma aderido e espraiado, 0 que nos leva a sugestdo de necrose, ja sendo reportado na

literatura, eficiente dano membranar causado pela acdo dos fenotiazinicos (BACELLAR et
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al., 2014). Assim sendo, nas condi¢cdes experimentais empregadas aqui, foram deflagradas
dois mecanismo de morte celular i.e. apoptose e necrose. Vale salientar que estes processos

ndo sdo reciprocamente excludentes, podendo ocorrer simultaneamente ou sucessivamente.

Os presentes dados indicam que a TFD sobre melanoma murino pode ser um processo
efetivo na reducdo da proliferacdo tumoral, entretanto novos estudos devem ser feitos para
elucidar com maior clareza os processos pelos quais essa terapéutica desencadeia essa
inibicdo e como diminuir as limitagdes dessa técnica em casos de metéstase ou méa absor¢édo

dos fotosensibilizadores.



37

7. CONSIDERACOES FINAIS

A TFD utilizando compostos fenotiazinicos pode vir a ser uma alternativa para o
tratamento do melanoma, entretanto é necessario identificar os alvos celulares e alteraces
que esta terapéutica pode provocar.

Sabendo da reducdo da quantificacdo celular in vitro, e da possivel alteragdo
membranar decorrente da TFD, podemos sugerir que a avaliagdo dos processos de morte,
deve ser realizada para concluirmos quais os eventos que desencadeiam os tipos de morte
celular envolvidos na TFD, utilizando compostos fenotiazinicos.

Contudo outras abordagens devem ser consideradas enfocando efeitos a TFD pode
desenvolver em outros tipos celulares incluindo células ndo neoplésicas de mamiferos.
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