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RESUMO

O melanoma é um grande problema de saude publica, pois, apesar da baixa incidéncia,
apresenta altas taxas de morbidade e mortalidade quando diagnosticado em estagios mais
avancados. Dessa maneira, existe a necessidade do desenvolvimento de opcOes terapéuticas. A
terapia fotodindmica (TFD) € uma técnica baseada no uso de um composto denominado
fotossensibilizador (FS), da luz em comprimento de onda adequado para a excitacdo do
fotossensibilidador e do oxigénio presente no tecido tumoral. A reagdo fotodindmica para
inducdo da morte celular ocorre principalmente pela producdo do oxigénio singleto, uma
espécie altamente reativa e oxidativa. No caso do melanoma cutaneo, em decorréncia da alta
concentragdo de melanina ser um dos principais absorvedores bioldgicos, a terapia
fotodinamica apresenta uma pobre resposta pela grande limitagcdo da penetragéo da luz no
tumor. Os agentes clareadores Opticos (“Optical Clearing Agents”, OCAs) vém sendo utilizados
para inimizar a atenuacdo da luz nos tecidos, especialmente em amostras bioldgicas para
microscopia confocal. Nossa estratégia foi usar a TFD associada ao pré-tratamento do
melanoma com agentes clareadores para otimizar a irradiacdo do tumor. O FS utilizado foi
Photodithazine (PDZ) e os clareadores PEG400 e 1,2-propanodiol foram associados na
proporcao 19:1. Foi realizada analise por espectroscopia Raman e analise histopatoldgica, a fim
de avaliar a modificacdo da terapia fotodinamica baseada nas alteracBes bioquimicas e
morfolégicas induzidas no tumor. Os grupos experimentais foram controle, TFD e OCA+ TFD.
A TFD foi realizada depois de 2h30min da administracdo do PDZ via intraperitoneal. Na analise
Raman, as principais modificacbes ocorreram em ligaces proteicas, lipidicas e de &cidos
nucleicos. Analisando em profundidade, os OCAs diminuiram a atenuacao da luz para regides
entre 225 e 325 pum, bem como tornaram o tumor mais opticamente homogéneo em todas as
profundidades. Além disso, a resposta fotodindmica foi otimizada, uma vez que se apresentou
mais homogénea demostrando uma mais efetiva distribuicdo da luz no tumor. Nas anélises
macroscopicas e histoldgicas, tanto com uma sessdo de TFD como com duas, 0S grupos com

pre-tratamento com OCA apresentaram maior dano no tumor e maior efetividade da terapia.

Palavras-chave: Melanoma. Terapia Fotodinamica. Agentes clareadores dpticos.
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ABSTRACT

Melanoma is a major public health problem because, despite its low incidence, it has high rates
of morbidity and mortality when diagnosed in more advanced stages. Thus, there is a need to
develop therapeutic options. Photodynamic therapy (PDT) is a technique based on the use of a
compound called photosensitizer (FS), light at an appropriate wavelength to excite the
photosensitizer and the oxygen present in the tumor tissue. The photodynamic reaction to
induce cell death occurs mainly by the production of singlet oxygen, a highly reactive and
oxidative species. In the case of cutaneous melanoma, due to the high concentration of melanin
being one of the main biological absorbers, photodynamic therapy has a poor response due to
the great limitation of the penetration of light into the tumor. Optical clearing agents (OCAS)
have been used to oppose the attenuation of light in tissues, especially in biological samples for
confocal microscopy. Our strategy was to use PDT associated with pretreatment of melanoma
with clearing agents to optimize tumor irradiation. The FS used was Photodithazine (PDZ) and
the clearing agents PEG400 and 1,2-propanediol were associated in a 19: 1 ratio. Analysis by
Raman spectroscopy and histopathological analysis was performed in order to evaluate the
modification of photodynamic therapy based on biochemical and morphological changes
induced in the tumor. The experimental groups were control, TFD and OCA + TFD. PDT was
performed after 2h30min of the administration of the PDZ via intraperitoneal. In the Raman
analysis, the main changes occurred in protein, lipid and nucleic acid bonds. Analyzing in depth,
the OCAs decreased the attenuation of light for regions between 225 and 325 um, as well as
making the tumor more optically homogeneous at all depths. In addition, the photodynamic
response was optimized, since it was more homogeneous, demonstrating a more effective light
distribution in the tumor. In macroscopic and histological analyzes, both with one PDT session
and with two, the groups with pretreatment with OCA showed greater damage to the tumor and

greater effectiveness of therapy.

Keywords: Melanoma. Photodynamic Therapy. Optical clearing agents.
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Capitulo 1 - INTRODUCAO

O melanoma é um tumor pigmentado que se origina dos melandcitos, de células
pigmentadas presentes no corpo produtoras de melanina, incluindo a pele e a iris. Tais céelulas
se localizam na camada inferior da epiderme, podendo se desenvolver em qualquer regido do
corpo.De acordo com o National Cancer Data Base (NCDB-US), aproximadamente 91,2% dos
melanomas se originam na pele; 5,2% nos olhos ou nos tecidos ao redor; 1,3% na mucosa e

2,2% em tecidos ndo conhecidos [1].

O céancer de pele é o tipo de cancer mais frequente no Brasil, correspondendo cerca de 30%
de todos os tumores malignos registrados no pais, de acordo com o Instituto Nacional do Cancer
(INCA). O melanoma representa, porém apenas 3% das neoplasias malignas do 6rgdo. Mesmo
sua porcentagem sendo pequena, é o tipo mais grave de cancer de pele, devido a sua alta
possibilidade de provocar metastase (disseminacdo do cancer para outros 6rgaos). O melanoma
tipo cutdneo é o mais agressivo e é caracterizado por lesfes pigmentadas com alta taxa de
invasdo dos tecidos.

Anualmente cerca de 2-3 milhdes de cancer do tipo ndo melanoma e 132 mil de cancer de
pele de melanoma sdo esperados em todo o0 mundo, de acordo com a Organiza¢do Mundial da
Saude. Embora o melanoma seja responsavel por apenas 5% de todos os tipos de cancer de pele,
ele representa cerca de 80% a 85% de todas as mortes por cancer de pele [2]. Estima-se que em
10 a 15 anos a incidéncia do melanoma cutaneo dobre e que a sobrevida seja cerca de 69%,
considerando o valor médio mundial e de 56% para os paises em desenvolvimento[3].

Segundo o INCA, o melanoma cutaneo pode surgir por exposi¢do prolongada ao sol,
principalmente na infancia e adolescéncia, devido aos raios ultravioletas (UV); exposicdo de
cameras de bronzeamento artificial; ter pele e olhos claros, cabelos ruivos ou loiros e ser albino;
ter historico na familia ou pessoal de cancer de pele. A exposicao a radiacdo UV é amplamente
considerada o principal fator de risco, com cerca de 80% de todos os casos de melanoma
atribuidos a danos causados pelo sol na pele sensivel. As vias causais parecem ser diferentes
para os principais subtipos. O risco aumenta significativamente se o individuo tiver deficiéncia

imunoldgica ou disposi¢édo genética [4].

O melanoma cutaneo pode ser classificado em 4 subtipos: melanoma extensivo superficial,
melanoma nodular, melanoma lentiginoso acral e lentigo maligno melanoma. Esses quatro tipos

séo considerados por alguns autores entidades clinico-patolégicas distintas que diferem uns aos
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outros em relacdo a etiologia, propriedades biologicas e prognéstico. As caracteristicas do
melanoma extensivo superficial € o aspecto irregular da forma e mdltiplas cores, sendo
assimétrico e enegrecido e mais comum em individuos de pele clara (70%). O melanoma
nodular é caracterizado por nédulo enegrecido que pode surgir em qualquer parte do corpo. O
lentiginoso acral € caracterizado por lesdo enegrecida localizada normalmente nas extremidades
do corpo, como pés e méos. E o segundo tipo clinico mais comum. Por fim, o lentigo maligno
melanoma é caracterizado por mancha em areas mais foto expostas, como o rosto, podendo
surgir de lesGes precursoras das sardas. Aparece mais na populacdo idosa, com evolucéo
lenta[5]-[7].

A deteccdo precoce do melanoma possibilita maiores chances de tratamento, aumentando
significativamente o progndstico do paciente, com altas possibilidades de cura. Os diagndsticos
de primeira linha incluem anélise clinica das lesbes, principalmente suas caracteristicas
macroscopicas, conhecidas como ABCDEs, os quais sdo avaliados em termos de assimetria,
bordas irregulares, mais de uma cor ou distribuicao desigual de cor, didmetro superior a 6 mm
e progressdo da lesdo (evolucdo). A bidpsia excisional de lesdes com margens de 1-2 mm de
pele normal deve ser realizada em pacientes com lesdes suspeitas e o diagnoéstico confirmado
pelo exame histopatoldgico [8]. Depois dessa analise mais visual, é feito um exame clinico,
normalmente pelo dermatologista. Para isso € necessario, as vezes, a utilizacdo da
dermatoscopia, que € um exame em que o aparelho permite visualizar camadas da pele nao

vistas a olho nu, e também a bidpsia, que é um exame mais invasivo.

A principal abordagem/tratamento para 0 melanoma cutaneo, nos dias de hoje, € a cirurgia,
com excisdo ampla, mapeamento linfatico e bidpsia de linfonodo sentinela e disseccdo de
linfonodo. No entanto, a taxa de recorréncia varia de 7 a 51%, de acordo com o estagio do tumor
[3-4]. O melanoma apresenta 4 estagios do tumor, variando a profundidade da lesdo, a presenca
de ulceracéo e metéstase. No estagio 0, os melandcitos sdo anormais e encontrados na epiderme
(regido mais externa da pele), se limitando a uma area especifica, ndo crescendo em camadas
mais profundas da pele. No estagio 1, o tumor é menor que 1 mm com ou sem ulceracdo, mas
ndo se espalha para outros tecidos. No estagio 2, o tumor tem entre 1 e 4 mm de espessura, com
ulceracdo, mas também nao se espalha para outras regides. No estagio 3, o tumor pode ter
qualquer espessura, com ou sem ulceragdo, porém o cancer ja se espalhou para areas proximas
como ganglios linfaticos e linfonodos, ou para outros lugares da pele proximo ao tumor

primario. No estagio 4, também conhecido como melanoma metastatico, o cancer ja se espalhou
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para orgaos internos, como pulmdo, figado, cérebro, 0sso, trato gastrointestinal, ou para
diversas regides da pele [10], [11].

Para 0s casos ou estagios mais avancados do tumor, o plano de tratamento pode variar e
depender de outros fatores como a idade e salde da pessoa, o local do tumor e nimero de
metastases, presenca de mutacbes genéticas especificas, e as preferéncias do paciente. Quando
0 céncer j& é metastatico também sdo utilizadas a quimioterapia paliativa, radioterapia e
imunoterapia adjuvante, mas essas técnicas tém efeito limitado com relagéo a expectativa de

vida dos pacientes.

A quimioterapia e radioterapia ndo funcionam tdo bem para o0 melanoma quanto para outros
tipos de cancer, mas podem ajudar a aliviar dores e evitar a recidiva do tumor. A imunoterapia
tem obtido avango no tratamento do melanoma metastatico, utilizando alguns medicamentos,
como anti-CLTA-4 (ipilimumab), que ativa as células T de defesa do organismo e elas passam
a atacar o cancer. Alguns dados mostram que essa droga pode curar o0 melanoma metastatico
em 20% dos casos. Alguns medicamentos imunoterapicos tem sido aprovados desde 2011 para
tratamento dos diversos estagios do melanoma, como pembrolizumab (anti-PD-1), nivolumab
(anti-PD-1) e a combinacédo de ipilimumab/ nivolumab, dentre outros, mostrando avango e a
importancia de novas terapias para tratamento do melanoma [12]-[14].

A falta de opgdes terapéuticas bem sucedidas e o aumento da incidéncia do melanoma
tornam critico o desenvolvimento de técnicas de diagndstico precoce, de preferéncia ndo

invasivas, bem como de tratamentos mais eficazes.

1.1. Terapia Fotodinadmica (TFD)

A Terapia Fotodindmica (TFD) é uma modalidade baseada na interacdo entre a luz e o
fotossensibilizador (FS), na presenca de oxigénio, induzindo a morte celular. A técnica se baseia
em reacOes fotoquimicas da interacdo do FS excitado com substratos organicos e/ou moléculas
circundantes que geram espécies reativas de oxigénio, como perdxido de hidrogénio, radical
superdxido e hidroxil - “mecanismo tipo I”, promovendo a oxidagdo de biomoléculas. Outro
mecanismo € a transferéncia de energia entre 0 FS e 0 oxigénio presente na célula [15]. O
fotossensibilizador excitado transfere energia principalmente para o oxigénio molecular. Entédo,
0 oxigénio é excitado para o estado singleto, altamente reativo e citotoxico, gerando a oxidacao

das estruturas celulares, como mitocéndrias e membranas - “mecanismo tipo I1’[16]. Dentre 0s
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fotossensibilizadores aprovados para uso clinico em TFD, o mecanismo tipo Il constitui a

principal via de acéo fotodinamica.

A TFD tem sido amplamente utilizada para tratamento localizado de varios tipos de cancer,
como o colo uterino, esdfago, estdmago, bexiga e pele ndo melanoma [17]-[19]. Os testes
clinicos da TFD no carcinoma de basocelular apresentam taxa de resposta de 85% [20]. Para
melanomas, ndo h& muitos ensaios que certificam a eficicia da técnica. Na maioria dos estudos,
a terapia fotodinamica reduz o volume da leséo, mas ndo o elimina, resultando em efeitos

prejudiciais para o paciente, portanto atualmente ndo existe aprovagéo para seu uso.

Alguns estudos recentes tém buscado novos fotossensibilizadores para diminuir a
resisténcia do melanoma a Terapia Fotodindmica. No trabalho de Pawel Mroz et al. foi
sintetizada novas bacterioclorinas com potencial de superagéo dessa resisténcia, mas ndo houve
a eliminagéo por completo do tumor in vivo [21]. Estudos feitos por Barbara Pucelik et al.
mostram o desenvolvimento de uma nova formulacéo incorporando redaporfina (derivado de
bacterioclorina sulfonamida fluorada) em Pluronic P123. Os resultados demonstraram alcancar

uma alta taxa de cura a longo prazo de camundongos portadores de tumor B16F10 [22].

J.P. Tardivo et al. tem realizado estudos para tratamento do melanoma utilizando a terapia
fotodindmica com o fotossensibilizador azul de metileno. Os resultados mostraram que ap6s 17
dias da indugdo do tumor nos animais, houve diferengas marcantes entre os grupos controle e
com a TFD. O grupo TFD com azul de metileno apresentou uma diminui¢do acentuada no
crescimento do tumor em comparagdo com o grupo ndo tratado. O grupo controle tinha tumores
de crescimento rapido, onde eram grandes, cerca de um terco do tamanho do animal,
proeminentes e bem delineados, enquanto que 0s tumores no grupo tratado eram menores e
superficiais, mostrando nenhum crescimento vertical. O grupo tratado teve uma diminuicgéo de
99% no volume do tumor em comparagdo com os camundongos ndo tratados. Em suma, o
tratamento de tumores melanoma com azul de metileno pode ser um tratamento alternativo Util
em casos de mdltiplos locais metastaticos na pele, podendo ser usada apos a cirurgia para
diminuir as chances de futuras metastases, devido ao seu potencial para reduzir a invasdo

tumoral [23].

Outros estudos de J.P. Tardivo et al. foram realizados em humanos, utilizando da TFD e do
azul de metileno como FS. O azul de metileno foi injetado localmente em um paciente com

multiplas lesbes de melanoma cutaneo nao considerado bom candidato a cirurgia. Trinta
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segundos apds a injecéo, foi aplicada a fonte de luz RL50® com fluéncia de 18 J / cm? por 3
minutos, durante cinco sessdes, a cada duas semanas. Apos o tratamento foi observado o
desaparecimento em cinco dos seis tumores, e reducdo de pelo menos 50% no volume do outro
tumor. Portanto, usando a terapia fotodinamica e azul de metileno, foi possivel obter resultados

bem interessantes e promissores [24].

De modo geral, em estudos realizados em animais, a TFD tem sido associada a diferentes
protocolos de FS e irradiacdo em células de melanoma humano e de camundongos. Isso induz
apoptose significativa, regressdo, parada do crescimento do tumor, necrose tumoral e
sobrevivéncia prolongada dos animais. No entanto, a TFD raramente alcangcou remissdo
completa do melanoma experimental in vivo; a maioria dos relatos mostrou remissao parcial
e/ou foi seguida por recorréncia de melanoma. Na oncologia humana, a TFD € usada para tratar
principalmente melanomas oculares. Contudo, ainda existe uma resposta limitada da TFD no

melanoma cutaneo [25].

De acordo com Huang et al. 2013, a resposta da TFD no melanoma é limitada
principalmente devido a interferéncia dptica da melanina, efeito antioxidante da melanina,
sequestro de FS dentro dos melanossomas, defeitos nas vias apoptoéticas e efluxo de FS pela
ligacdo ATP cassete [26].

A interferéncia Optica é causada pela melanina, um pigmento produzido pelos
melanossomas com alta absorcdo em todo o espectro visivel. A melanina pode ser dividida em
duas classes principais: eumelanina, um material insolivel de preto a marrom escuro,
encontrado em cabelos pretos e na retina dos olhos, e feomelanina, um material alcalisoltvel

de amarelo a marrom-avermelhado encontrado em cabelos ruivos e penas vermelhas [27], [28].

A melanina se acumula dentro das ceélulas em granulos com diferentes tamanhos, o que
implica n&o apenas um componente absorvedor como também espalhador. Essas caracteristicas
limitam a penetracdo da luz em profundidade, restringindo qualquer técnica Optica as camadas

mais superficiais do tumor.

Ela também desempenha um papel significativo na fotoprotecéo celular, atuando como um
composto antioxidante, evitando danos celulares causados por espécies reativas de oxigénio
induzidas por quimioterapia [21]. Essa caracteristica também esta relacionada ao sequestro de
FS pelos melanossomas. Durante a TFD, o FS absorve a luz e passa para um estado tripleto

excitado, e entdo transfere energia para o oxigénio presente na célula. O oxigénio é excitado
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para o estado singleto que é altamente reativo, causando oxidagdo das organelas, membranas,
proteinas, e assim induzindo a morte da célula. Se o fotossensibilizador é sequestrado pelos
melanossomas, as espécies reativas de oxigénio produzidas serdo neutralizadas pela melanina,
reduzindo o efeito da TFD. Essas caracteristicas do melanoma que limitam a resposta a TFD
podem ser superadas com estratégias para alterar as propriedades 6pticas do tecido, a
combinacdo de fotossensibilizadores e talvez novos regimes de irradiacdo de luz, como a

excitacdo de 2 fétons.

A maioria dos FSs usados na terapia do cancer é baseada em uma estrutura de tetrapirrol,
semelhante a da protoporfirina contida na hemoglobina. O fotossensibilizador deve ter um pico
de absorcdo alto entre 600 e 800 nanémetros nm, ja que a absorcao de fétons com comprimentos
de onda maiores que 800 nm ndo fornecem energia suficiente para excitar 0 oxigénio ao seu
estado singleto e formar um rendimento substancial de espécies reativas de oxigénio. A maioria

dos FSs sdo clorinas, bacterioclorinas e ftalocianinas [29], [30].

O primeiro FS a ser empregado clinicamente na terapia do cancer foi uma mistura soltvel
em agua de porfirinas, denominada derivado de hematoporfirina (HPD), cuja forma purificada
se tornou mais tarde conhecida como Photofrin. Embora esse FS seja o mais amplamente
empregado, o produto apresenta algumas desvantagens, incluindo uma fotossensibilidade da
pele de longa duracdo e uma absorvancia relativamente baixa no 630 nm. Sendo assim, ha um
grande esforco entre 0s quimicos medicinais para descobrir novos fotossensibilizadores com

potencial util para a TFD no tratamento dos diversos tipos de cancer [30].

Alguns FS estdo em processo de aprovacao para uso clinico, enquanto outros estdo sendo
testados ainda. Um dos fotossensibiliadores em estudo, é o Photoditazine (PDZ). Na Russia,
Radachlorin e Photoditazine tém sido utilizados em estudos clinicos de TFD em tumores
malignos da pele, cavidade oral, laringe, estémago, bronquio, bronquio, eséfago e outros.
Resultados do estudo mostram resposta completa em 53,7% e resposta parcial em 46,3% dos
casos. Pacientes em tratamento utilizando a TFD com PDZ nédo apresentaram complicacdes
sistémicas e locais, e o tratamento teve bons resultados com baixa fotossensibilizagdo da pele
[29], [31].

O PDZ foi desenvolvido por Stranadko et al., sendo um derivado de glucosamina da clorina
e6, soltvel em agua. Foi produzido comercialmente na VETAGRAND Company (Moscou,

Russia) com base em derivados de clorofila A. Photodithazine tem uma banda de absorcéo na
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regido vermelha, com A max = 663-668 nm, podendo penetrar profundamente nos tecidos

biologicos [32].

Uma das principais vantagens da TFD com PDZ é uma fototoxicidade da pele a curto prazo,
cerca de trés dias. Também o uso de Photodithazine como um fotossensibilizador para TFD
permite concluir o procedimento de tratamento em 2 a 3 horas. Isso é especialmente importante
para os pacientes que podem ser tratados em uma clinica ambulatorial. Os estudos da TFD com
PDZ estdo em andamento e num estado inicial. Contudo, essa combinacgdo € muito promissora,
mas mais pesquisas sdo necessarias para estimar doses adequadas de farmaco e de luz para

varios tipos de tumores [31].

1.2. Agentes Clareadores Opticos (OCAS)

Uma abordagem para aumentar a eficiéncia do TFD seria mudar as caracteristicas opticas
do melanoma, especialmente relacionadas a absorcdo e ao espalhamento, e melhorar a
penetracdo da luz em profundidade. Uma maneira de atingir esses objetivos é utilizar os agentes

clareadores opticos (“Optical Clearing Agents”, OCAS).

Os OCA s sdo agentes hiperosmicos nao tdxicos como glicerol, polietilenoglicol 400 (PEG-
400), sacarose, sulfoxido de dimetilo (DMSO) e outros. Possuem indice de refracdo préximo
ao da pele (aproximadamente 1,4). Assim, quando aplicado a pele, eles efetivamente diminuem
o alto espalhamento de luz causada por microinterfaces de tecido. Além desse efeito, 0s agentes
clareadores dpticos promovem a desidratacdo osmética local, onde ocorre a saida da dgua da
célula mais rapidamente do que a entrada dos OCAs apds a aplicacdo. Consequentemente, é
extraida agua das células e/ou fibras de colageno. Esses processos fornecem um efeito adicional
de correspondéncia do indice de refracdo devido a reducdo do conteldo de agua no espaco
intersticial, além de reduzir a espessura geral do tecido e torna-lo mais denso (mais ordenado),

fazendo com que haja empacotamento do colageno e elastina [33],[34].

Todos os efeitos citados acima aumentam a transmitancia éptica do tecido. Os OCAs,
portanto, reduzem a atenuagéo da luz e aumentam a penetracdo da luz em profundidade [35].
Também s&@o usados principalmente para melhorar a imagem do tecido usando microscopia

confocal e de 2 fotons e também a tomografia de coeréncia dptica [35], [36].

Nosso grupo foi o pioneiro na associagdo dos OCAs e TFD para o tratamento do melanoma

cutaneo [37]. Nesse estudo, obtivemos um resultado bastante favoravel quando empregado o
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uso combinado do OCA e a terapia fotodindmica com dois fotossensibilizadores, no entanto, os

mecanismos envolvidos nao foram elucidados.

Neste estudo presente, foi avaliado o efeito do uso de OCAs para reduzir a atenuagéao da luz
no melanoma cutaneo, avaliando a modificacéo da terapia fotodinamica baseada nas alteracfes
bioquimicas e morfoldgicas induzidas no tumor. Para isso foi utilizada como técnica Optica a
espectroscopia Raman e anélises histologicas para analizar mudancas morfoldgicas decorrentes
do uso dos OCAs.

1.3. Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é um método dptico para determinar a composicao quimica de
diferentes amostras organicas e inorganicas, e também a distribuicdo de certos compostos em
uma amostra. Mudancas significativas nos espectros Raman sdo geradas por alteracoes
bioquimicas em células e tecidos, podendo ou nado ser causadas devido a uma doenga, como por
exemplo, mudanca na intensidade relativa de um pico, mudanca conformacional de proteinas,
gerando novos picos ou mudanca de intensidade dos picos, etc. Essa técnica pode ser usada
para diagnosticos, progndsticos ou como uma ferramenta para avaliar novas terapias, como a
TFD [38].

Quando um objeto ou amostra ¢ irradiado pela luz, ela pode ser refletida, absorvida ou
espalhada. No espalhamento, a maioria dos fétons sdo espalhados elasticamente. Esses fotons
dispersos elasticamente tém a mesma energia (frequéncia) e, portanto, 0 mesmo comprimento
de onda que os fétons incidentes. Se a dispersdo é elastica, o processo é chamado de dispersédo
Rayleigh. No entanto, uma pequena fracio de luz (aproximadamente 1 em 10’ fdtons) é
espalhada em frequéncias Opticas diferentes e, geralmente, mais baixas que a frequéncia dos
fotons incidentes. Esse processo ndo é elastico, levando a uma dispersédo inelastica. Tal
dispersdo € denominada efeito Raman. O espalhamento Raman pode ocorrer com uma mudanca

na energia vibracional, rotacional ou eletrénica de uma molécula [39], [40].

Quando a frequéncia da radiag&o incidente € maior que a frequéncia da radiacao dispersa,
as linhas de Stokes aparecem no espectro Raman. Mas quando a frequéncia da radiacéo
incidente € menor que a frequéncia da radiacdo dispersa, as linhas anti-Stokes aparecem no
espectro Raman. As bandas Raman deslocadas por Stokes envolvem as transi¢es dos niveis
vibracionais de energia mais baixa para a mais alta e, portanto, as bandas Stokes sdo mais

intensas que as bandas anti-Stokes[39], [41].
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O modelo classico de espectroscopia considera uma molécula simples como um oscilador
harménico. Forgas atrativas e repulsivas sdo equilibradas no estado de equilibrio. A radiacéo
monocromatica se propaga através da amostra e exerce uma forca sobre as cargas. Essa forca
deforma as ligacGes da amostra, fazendo com que a molécula néo esteja mais em equilibrio e
sim, polarizada. O efeito Raman depende da mudanca na distribuigdo de carga que da origem a
essa polarizacdo. As deformacges periddicas acionam transi¢des vibracionais e rotacionais da
ligacdo que vibram em uma frequéncia caracteristica, excitando a molécula para um estado
virtual. Uma pequena fracdo dos fétons que interagem com a molécula experimentara uma
transferéncia de energia e induzird uma mudanca no estado vibracional de uma molécula. A
radiacdo emitida pelas moléculas polarizadas oscilantes sera de diferentes frequéncias que
descreve a excitacdo de fotons para estados virtuais de energia e a perda resultante (Stokes) ou
ganho (anti-Stokes) de energia que ocorre devido a interacdo da luz com os modos vibracionais

associados com ligacGes quimicas na amostra [40], [41].

Uma molécula pode absorver e emitir energia interagindo com fétons que podem excitar
moléculas para estados vibracionais mais altos. Essas vibra¢des sdo quantizadas e sdo chamadas
de modos normais de vibracdo da molécula. Uma molécula linear com N atomos possui 3N-5
modos normais, enquanto uma molécula ndo linear possui 3N-6 modos normais. O movimento
que caracteriza cada modo normal pode ser: movimento de ligacdo entre trés &tomos conectados
por duas ligacGes, alongamento de movimento entre dois atomos ligados, modos de deformacéo
fora do plano que alteram uma estrutura planar para uma nao-planar [40]-[42].

O espectro vibracional de uma molécula é composto por bandas que representam algumas
vibracfes normais ativas. O espectro depende das massas dos atomos da molécula, da forca de
suas bandas quimicas e do arranjo atdmico. Sendo assim, moléculas diferentes tém espectros
vibracionais diferentes ou “impressoes digitais” (“finger prints”), ou seja, cada molécula tem
um espectro Raman Unico. Os espectros vibracionais sdo Uteis para elucidar a conformagéo /
estrutura molecular. Por exemplo, a frequéncia de alongamento das ligag6es fosforo-fésforo
varia de 460 a 610 a 775 cm® para os casos de ligagdo simples, dupla e tripla, respectivamente
[40], [41].

A interpretagdo do espectro se torna mais dificil com moléculas mais complexas que podem
assumir numerosas conformacdes e também em tecidos e amostras mais complexas que

possuem mais de uma molécula.
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Um espectro Raman é apresentado como uma mudanca de intensidade versus comprimento
de onda. Os espectros Raman podem ser registrados em um intervalo de 4000 a 10 cm™. No
entanto, os modos normais ativos de vibracdo de moléculas orgéanicas de Raman ocorrem na
faixa de 4000-400 Acm™ [39].

A espectroscopia Raman apresenta um método de analise de amostra com um alto grau de
flexibilidade, permitindo que os dados sejam registrados a partir de uma variedade de tipos de
amostras, como células e tecidos fixos, frescos ou vivos. A aplicagdo da microscopia Raman a
caracterizacdo de materiais biol6gicos é um campo em réapida expansao e tem sido utilizada na

farmacologia, microbiologia, toxicologia, ciéncia vegetal e biologia humana [42].

Varios pesquisadores relataram a espectroscopia Raman de tecidos bioldgicos, que inclui
investigacGes em 0ssos, cornea, tecido cervical, tecido epitelial, pulméo, mama, pele, tecido
gastrointestinal, cérebro, tecido oral, figado, proteina heme, artérias coronarias humanas,
linfocitos, glébulos vermelhos humanos, células cancerigenas mistas, células vivas humanas ,

microbianas células, células individuais, saliva, DNA, etc [43].

Avancos considerdveis foram feitos, principalmente em relacdo ao diagnostico e
prognostico do cancer. A espectroscopia Raman em conjunto com outras técnicas e analises,
podem classificar neoplasias, por exemplo, no cérebro, mama, bexiga, colorretal, laringe,

pulmao, linfonodo, tecidos esofagicos, prdstata, uterinos e cervicais [42].

Sigurdsson et al. pesquisou sobre a deteccdo de cancer de pele utilizando espectros Raman.
Foi relatada uma classificacdo correta de 80,5 + 5,3% para melanoma maligno e 95,8 + 2,7%
para carcinoma basocelular (BCC), o que é excelente e semelhante ao de dermatologistas
treinados. Os resultados mostraram-se reprodutiveis, e pequenas bandas distintas no espectro,
correspondentes a lipidios e proteinas especificos, também mostraram informacdes

discriminantes que foram usadas para diagnosticar lesdo cutanea [44].

O diagnostico do cancer de pele mais comum, o carcinoma basocelular foi realizado por
Gniadecka et al. utilizando a espectroscopia Raman. Bidpsias de BCC histopatologicamente
verificadas e pele normal foram colhidas e analisadas por espectroscopia NIR-FT Raman
usando um laser de 1064 nm Nd: YAG como fonte de radiagdo. Os resultados indicaram
alteracdes na estrutura de proteinas e lipidios em amostras de céancer de pele. Alteracoes
espectrais foram observadas nas bandas de proteinas, amida 1 (1640-1680 cm™), amida Il

(1220-1300 cm™) e alongamento de ligagdo C-C (provavelmente nos aminoacidos prolina e
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valina, 928-940 cm™) e nas bandas caracteristica dos lipidios, vibragdo CH2 (1420-1450 cm™)
e - (CH2) vibragio de torgdo em fase em torno de 1300 cm™. A analise das intensidades da
banda nas regides de 1220 a 1360, 900 a 990 e 830 a 900 cm™ permitiu uma separagdo completa
entre 0 BCC e 0s espectros normais da pele. Em conclusédo, os espectros Raman do BCC
diferiram consideravelmente dos da pele normal e a técnica pode ser vista como uma ferramenta

promissora para o diagndéstico de cancer de pele [45].

Para os diferentes tipos de cancer, alguns picos sdo mais pronunciados que outros, ou menos
intensos, possibilitando a diferenciacdo de um céancer de pele para outro. Por exemplo, o
espectro Raman do melanoma é caracterizado pelo aumento da intensidade da banda
vibracional lipidica em 1310 cm™, enquanto no carcinoma basocelular, o aumento da
intensidade da banda é observado em torno de 1330 cm™. Em certos tipos de cancer, também
sdo observados niveis mais altos de hidratagdo da pele [41], [46].

Caracteristicas de espectros de componentes de tecidos como melanina, coléageno tipo | e
I11, actina, trioleina e DNA também foram usadas para configurar modelos, a fim de comparar
sua sensibilidade em relacdo a separacdo de BCC, melanoma e tecido normal. O colageno e a
actina do tipo Il tiveram um bom desempenho na separa¢do do BCC do tecido normal e do
melanoma. As caracteristicas do DNA foram de maior intensidade para 0 BCC em comparacao
com o tecido normal e ainda mais altas para 0 melanoma. Isso é esperado na transformacao

maligna devido ao aumento das taxas de replicacdo celular [41], [47].

O espectro Raman da pele apresenta alguns picos ou regides caracteristicas, que
correspondem a determinadas moléculas. Na faixa de 3200 a 3600 cm™, o espectro Raman da
pele mostra uma banda larga associada as vibragdes (OH) da &gua do tecido e as vibragdes (NH)
das proteinas. Uma banda intensa e assimétrica com o maximo em 2938 cm™ é a banda
correspondente a vibragGes de alongamento das cadeias laterais dos aminoacidos CH2 e CH3,
bem como as cadeias lipidicas, enquanto uma banda intensa com 0 maximo em torno de 1450

cm! corresponde as suas vibragdes de deformacio [46].

Na faixa de 1200-1700 cm™, sdo observadas as bandas de amidas associadas as vibragoes
das ligacdes amidas nas cadeias polipeptidicas. A banda amida I € dominada pelas vibracoes (C
= 0), enquanto a banda amida Il pelas vibrac6es (C — N) e (N — H). No espectro Raman da
epiderme humana, 0 maximo da banda de amida I esta localizado em torno de 1652 cm™, o que

é tipico de queratinas de mamiferos com a conformacdo principalmente alfa-helicoidal. No
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espectro Raman de toda a pele, 0 maximo dessa banda € observado em nimeros de onda mais
altos de aproximadamente 1658 cm™. Essa banda corresponde principalmente ao colageno tipo
| [46].

Dentro da banda de amida 11, existem dois maximos observados no espectro da pele: 1271
cm? (atribuido a fragmentos n&o polares com alto contetido de prolina que formam uma hélice
tripla de colageno tipica) e 1244 cm™ (atribuido a fragmentos polares de colageno
caracterizados por baixo contetdo de prolina). As vibra¢Ges observadas na regido de 1050 a
1150 cm s&o atribuidas principalmente aos modos (C — C) dos componentes lipidicos do
tecido. As bandas de 935 e 817 cm™ surgem das vibragoes C — C esqueléticas das proteinas. As
caracteristicas espectrais na regido de 450-1050 cm s&o atribuidas aos aminoacidos: 1003 cm"
1 a fenilalanina, 919 cm™ a prolina, 877 cm™ a hidroxiprolina e triptofano, 855 cm™ a prolina e
tirosina. As vibragdes de alongamento das ligacBes S-S da cistina sdo visiveis na regido 510-
545 cm [46].

Haishan Zeng et al. realizou um estudo, em que foi obtido o espectro Raman in vivo de
melanina da pele humana usando um espectrdmetro Raman rapido de infravermelho préximo
(NIR). Os sinais Raman da melanina cutanea in vivo foram semelhantes aos observados nas
eumelaninas naturais e sintéticas. O espectro da melanina Raman é dominado por dois picos
intensos e amplos de 1580 e 1380 cm™, que podem ser interpretados como originarios do
alongamento no plano dos anéis aromaticos e do alongamento linear das ligacdes C-C nos anéis,
ao longo com algumas contribuicGes das vibragbes de CH nos grupos metil e metileno.
Variagdes nas frequéncias de pico e largura de banda desses dois sinais Raman foram
observadas, devido a diferentes ambientes bioldgicos circundantes da melanina. Também foi
observado varia¢fes na posicao de pico e largura de banda dessas duas bandas Raman devido
a diferentes condicGes patoldgicas na pele, bem como a diferentes ambientes bioldgicos em
amostras de diferentes fontes [27].

1.4. Objetivos
O objetivo principal do presente estudo é avaliar a eficiéncia da terapia fotodindmica

associada ao clareamento dptico para o tratamento do melanoma cutaneo em modelo animal.
Obijetivos especificos:

2. Avaliar a modificagdo da interacdo da luz empregando a espectroscopia de fluorescéncia no

melanoma cutaneo com a aplicacdo de agentes clareadores opticos.
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3. Auvaliar a resposta fotodindmica no melanoma cutaneo com e sem o uso de clareadores
Opticos a partir da andlise das alteracBes bioquimicas (espectroscopia Raman) e

morfoldgicas (histopatologia).
Capitulo 2 - MATERIAIS E METODOS

2.1. Linhagem celular

A linhagem de células de melanoma pigmentado utilizada foi a B16F10, adquirida da
American Type Cell Collection (ATCC), cultivada em meio “Dulbecco’s Modified Eagle
Medium” (DMEM) com 10% de soro bovino fetal e 1% de penicilina-estreptomicina, mantidas

a 37 °C em uma estufa com 5% de CO..

2.2. Modelo Animal

Os camundongos utilizados foram os da linhagem balb/c nude com 6 semanas de vida,
adquiridos do Biotério Central de Medicina da USP, unidade de S&o Paulo. Foram mantidos
sob iluminacdo em um ciclo claro escuro de 12 horas, alimentados com racdo e agua
autoclavadas, com alojamento com exaustéo de ar rack ventilado Alesco e inje¢éo individuais
e direta de ar. Para a realizacdo dos procedimentos, os camundongos foram anestesiados usando
5% de isoflurano para inducéo e 2% para manutencdo. A lesdo do melanoma foi induzida por
uma injecdo intradérmica de 10° células B16F10 em 30 uL de PBS nas regides do flanco direito,
utilizando uma agulha 30G. Os tumores foram avaliados a cada dia pela medi¢do de seu
tamanho e aspectos macroscépicos. Todos os procedimentos animais foram aprovados pelo
Comité de Etica do Instituto de Fisica de Sdo Carlos (USP - Sdo Carlos / Brasil), documento
nimero 5500080618 (anexo 1). Os animais foram examinados diariamente, avaliando
especialmente se apresentavam letargia excessiva, postura curvada ou anormal e convulséo,
sendo realizada a morte quando necessario. Uma fotografia exemplificando o tumor cutaneo de

desenvolvimento tipico a 2 dias ap0s a inducdo € mostrada na Figura 2.1.
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Figura 2.1: Fotografia do camundongo com melanoma cutaneo pigmentado (regido delimitada em vermelho) dois dias apés a
induc&o.

Fonte: Elaborada pela autora

2.3. Agentes clareadores opticos

Foram investigados, em um trabalho anterior do grupo [37], os efeitos de diminuicdo da
atenuacdo da luz em pele usando varias misturas de OCA, envolvendo glicerol em diferentes
concentragdes e solugbes de mistura de PEG-400, 1,2 propanodiol. Glicerol, PEG-400 e 1,2-
propanediol foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich®. Os indices de refracdo de glicerol
70%, PEG-400 e 1,2-propanodiol séo 1,42, 1,46 e 1,43, respectivamente (indice de refracdo
semelhante ao indice de pele de 1,4). A solucdo que apresentou melhores resultados foi da
associacdo entre PEG-400 e 1,2-propanodiol na proporcdo de 19:1, respectivamente. Ela foi
escolhida para ser usada em todos os seguintes experimentos da TFD. Além disso, a solucao
OCA (aproximadamente 300 pL) foi aplicada topicamente massageando a regido por 15

minutos antes da irradiacdo de luz e reaplicada quando necessario.

2.4. Cinética do Photodithazine (PDZ)

O fotossensibilizador utilizado na TFD para o estudo presente foi o Photodithazine. O PDZ
é um sal comercial de glucosamina da clorina e6, sendo sollvel em &gua e uma molécula
anfifilica, que em meio bioldgico apresenta carga negativa, como porfirinas. Foi produzido
comercialmente na VETAGRAND Company (Moscou, Rdssia) de solucdo estoque de
concentragdo 5mg/mL, possuindo uma banda de absor¢do na regido vermelha, com A max =

663-668 nm e alta penetracdo nos tecidos bioldgicos (Figura 2.2) [48], [49].


https://www.google.com/search?q=photodithazine&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiPlpmdkrrhAhXI1FkKHah0BjMQkeECCCooAA
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Figura 2.2: A- Estrutura quimica da molécula Photodithazine e B - Espectro de fluorescéncia do PDZ de 600 a 800 nm.
Fonte: A- Adaptada de Layla Pires [48], B- Elaborada pela autora
A cinética do PDZ foi feita usando o sistema de espectroscopia de fluorescéncia, onde um
espectrofotdmetro USB2000 (Ocean Optics®, EUA) é acoplado a um computador portétil,
pertencente ao grupo CePOF, do Instituto de Fisica de Sdo Carlos —IFSC/USP. A fluorescéncia
foi medida de maneira ndo invasiva posicionando a sonda de investigacdo na superficie da pele

que cobre o melanoma e a fonte de excitacdo de luz utilizada foi de 532 nm (Figura 2.3).

Figura 2.3: llustracdo da medida de fluorescéncia da sonda de investigacdo na superficie da pele que cobre o melanoma.
Fonte: Elaborada pela autora
O espectro de fluorescéncia foi obtido no tumor antes e ap0s a inje¢cdo com PDZ em
fungéo do tempo (de 0 a 24 horas), nos intervalos de tempo de 30 em 30 minutos até 3h30min,
depois de 1 em 1 hora até 7h30min, com uma ultima medida em 24h. O PDZ foi administrado
via intraperitoneal na dose de 9 mg/kg em 3 camundongos balb/c nude apo6s 2 dias de

crescimento do tumor melanoma.

2.5. Protocolo Terapia Fotodindmica
Apo0s a inducdo do tumor, esperou-se 2 dias até que o crescimento atingisse 1 mm de
espessura e foi realizada, posteriormente a TFD. Os animais foram anestesiados com isoflurano

inalado 5% para inducdo e 2% para manutencdo. O fotossensibilizador utilizado foi o
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Photodithazine (PDZ) a uma concentragédo de 9,0 mg/Kg, sendo injetado por via intraperitoneal.
A irradiagdo foi realizada 2h30min, tempo definido pela cinética avaliada, apds a injecdo de
PDZ. O OCA foi aplicado topicamente com massageamento leve na lesdo durante um periodo
de 15 min antes da irradiacdo. Para o PDZ mediado pela TFD, foi usado um laser diodo a 660

nm como fonte de luz, a irradiacdo a 100 mW/cm? e energia de 100 J/cm? (Figura 2.4).

S

Figura 2.4: llustragdo da irradiacéo da luz a 660 nm no melanoma cutaneo pigmentado ap6s 2h30min da administragéo do
PDZ para realiza¢do da TFD.

Fonte: Elaborada pela autora
Durante a irradiacdo foi feita uma mascara de papel aluminio para protecdo dos tecidos
normais adjacentes com um orificio que envolvia o tumor. A descricdo geral dos grupos

experimentais é apresentada na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 — Grupos experimentais controle, OCA e OCA+TFD. O grupo controle é 0 animal com melanoma sem tratamento;
0 grupo OCA é o animal com melanoma com aplicagdo apenas do OCA, sem o tratamento com TFD; e o grupo OCA+TFD ¢
0 animal com melanoma, em que foi feita a injecdo do PDZ, com a aplicacdo do OCA, e por fim o tratamento com TFD.

Grupos Experimentais Numero de animais
Controle 6
OCA 6
OCA +TFD 6

Fonte: Elaborada pela autora

Foram obtidos espectros de fluorescéncia do tumor antes e apds a administracdo do

fotossensibilizador e ap0s a irradiacdo da TFD, a fim de monitorar a distribuicdo e intensidade
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relativa do fotossensibilizador no tumor, tanto no grupo com ou sem tratamento prévio com
OCA.

Os animais foram mortos por overdose anestésica via inalatoria, sendo confirmada a
morte pela auséncia de batimentos cardiacos, movimentos respiratdrios, palidez de mucosas,
temperatura corporea e auséncia de reflexos. Logo ap6s a morte dos animais, foi feita a coleta
do tecido irradiado logo apds a TFD para a analise da espectroscopia Raman. Também foi feita
a coleta depois de 3 e 7 dias apds a TFD para analise histoldgica. Para a espectroscopia Raman,
a amostra foi congelada em Tissue Tek OCT, enquanto para analise histoldgica, o tumor foi
retirado e colocado em formol para posterior emblocamento em parafina. Para ambas as analises

o corte da lesdo foi feito com uma margem de tecido normal.

2.6. Protocolo Terapia Fotodindmica 2 doses

Os mesmos parametros anteriormente descritos foram utilizados para a TFD com 2 doses,
assim como 0S mesmos grupos experimentais. Para a primeira sessdo, a concentracdo do PDZ
foi de 9,0 mg/Kg, sendo injetado por via intraperitoneal. A irradiacao foi realizada 2h30min
apos a injecdo de PDZ e o OCA foi aplicado topicamente com massageamento leve na lesao
durante um periodo de 15 min antes da irradiacdo. A fonte de luz foi o laser diodo a 660 nm, a

irradiacdo a 100 mW/cm? e energia de 100 J/cm?.

A segunda sessdo da TFD foi feita apds 3 dias da primeira sessao. Esse tempo foi escolhido,
porque, do terceiro ao quarto dia ap0s a terapia, o tumor volta a crescer. Sendo assim,
novamente foi realizada a terapia sob as mesmas condi¢fes da primeira, ou seja, mesma
concentragdo do PDZ, mesmo tempo de espera para irradiar o tumor, aplicacdo do OCA durante

15 minutos antes da irradiacdo, com mesma energia e irradiancia.

O mesmo monitoramento por espectroscopia de fluorescéncia foi feito para esse protocolo.
Apbds a segunda sessao de TFD, foi feita a coleta do tecido irradiado ap6s 3 e 7 dias para analise

histoldgica. A preparacdo das amostras foram as mesmas descritas anteriormente para 1 sessao.

2.7. Avaliacdo da resposta da Terapia Fotodinamica
Foram realizadas medidas empregando técnicas Opticas de espectroscopia Raman,
avaliando as alteragcBes bioquimicas induzidas pela TFD associada ou ndo ao OCA, como

também analise histoldgica.
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2.7.1. Microespectroscopia Raman

Na instrumentalizacdo da espectroscopia Raman, de um modo geral, o espectrémetro
Raman esta acoplado a um microscopio optico. A luz laser incide na amostra numa regido com
poucos micrdmetros de didmetro através da lente objetiva do microscépio, retornando para a
lente até o filtro hologréafico e apenas os fétons de comprimento de onda alterados alcangam a
fenda de entrada do espectrometro. Tais fotons sofrem dispersdo por uma grade e detectados
pela cdmera CCD[16-17].

O equipamento utilizado foi um sistema Microscopia Raman Confocal pertencente ao
Grupo de Optica do Instituto de Fisica de Sao Carlos —IFSC/USP. O sistema WITec Alpha 300
RAS (Alemanha) possui dois lasers de trabalho, um em 532 nm e o outro em 785 nm, além de

varias objetivas de 20, 50, 63 e 100x de aumento.

Depois de feita a indugdo do tumor, foi esperado 4 dias para que ele atingisse 2 mm de
espessura e posteriormente feita sua extracdo. Logo em seguida, o tumor foi colocado no liquido
Tissue Tek OCT para congelamento em nitrogénio liquido. No dia seguinte ao congelamento,
o tumor foi cortado transversalmente no criostato pertencente a Universidade Federal de S&o
Carlos (UFSCar) e aderido a uma lamina de vidro. A analise dos tumores foi feita em 785 nm
na objetiva de aumento de 20x. Os espectros foram medidos em triplicata para cada
profundidade, sendo que as medidas foram feitas entre 25 um a no maximo 2000 pum, de 100

em 100 um da superficie da epiderme (Figura 2.5).

Figura 2.5: Fotografia Microscopia Raman das medidas dos espectros em profundidade. Os espectros foram obtidos em
triplicata, em 3 pontos diferentes, mas numa mesma profundidade. A primeira foi em 25 pm, com incrementos de 100 em
100 pm a partir dai.

Fonte: Elaborada pela autora

Os grupos analisados séo descritos na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2 — Grupos de tratamento analisados na Microscopia Raman

Grupo de Tratamento NUmero de animais
Controle 3
OCA 3
TFD 3
OCA +TFD 3

Fonte: Elaborada pela autora

Os dados foram processados pelo programa Project-FOUR-4.1, da WITec software
(Ulm, Alemanha) e Origin 9.1 (USA).

Para tirar o sinal de fundo de fluorescéncia de cada espectro, foi criada uma linha de
base manualmente, em que foram escolhidos alguns pontos minimos, a fim de criar uma curva
suave de grau polinomial 2. Depois de criada a linha de base, foi feita a subtracdo desta com os

dados do espectro original, gerando os espectros a serem analisados.

As analises dos espectros Raman foram realizadas inicialmente de maneira qualitativa
para a identificagdo de modificagdes entre os grupos controle e tratados (com ou sem OCA), ou
seja, de alteragdes do espectro, especialmente de deslocamento de pico, supressdo ou
aparecimento de picos, intensidades relativas de regides espectrais de interesse. Posteriormente
a identificacdo dessas alteracOes, foi realizada a correlacdo com as ligacdes quimicas e

consequentes biomoléculas de interesse.

2.7.2. Analise Macroscopica

Os animais foram monitorados diariamente, desde o primeiro dia de indugdo do tumor,
até o ultimo dia apds o tratamento, sendo esse dia o terceiro dia ou o sétimo dia, tanto apos a
primeira sessdo de TFD como apds a segunda sessdo. Foram monitoradas as lesGes de maneira

macroscopica e tiradas fotos dos tumores.

2.7.3. Analise Histoldgica

Depois de 3 e 7 dias ap06s o tratamento, foram retirados os tumores e colocados em
cassetes no formol, a fim de serem emblocados em parafina, cortados e corados em H&E
(hmatoxilina e eosina). Também foi realizada a remogéo do tumor apds 3 e 7 dias da segunda
sessdo de TFD. O processo de emblocamento, corte e coloragéo foi feito em colaboragdo com

0 Departamento de Odontologia da UNESP-Araraquara.
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As laminas foram escaneadas e digitalizadas num dispositivo escaneador de laminas
histolégicas (Panoramic DESCK, 3DHISTECH, Hungria) pertencente ao grupo do
Departamento de Genética e Evolucdo (DGE) da UFSCar.

Capitulo 3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Cinética do Photodithazine (PDZ)

Foram realizadas 3 medidas de fluorescéncia em cada tumor, para cada tempo escolhido,
variando primeiramente de 30 em 30 minutos até 3h30min, depois de 1 em 1 hora até 7h30min,
com uma ultima em 24h. A Figura 3.1 apresenta os espectros de fluorescéncia para os animais
investigados. Cada curva do gréfico, representa a média das 3 medidas e dos 3 animais. A curva
em cor preta (t0) representa a autofluorescéncia do tumor com baixa emissdo na regido entre
650 e 700 nm. A emissdo de fluorescéncia caracteristica do PDZ sob excitacdo em 532 nm é
uma banda entre 650 e 700 nm, com maior amplitude em 667 nm. Na Figura 3.1 é possivel
observar como a intensidade de fluorescéncia ao redor de 667 nm apresentou uma variagdo em
funcéo do tempo apos a administragdo do fotossensibilizador, com o aumento de intensidade

com o0 aumento do tempo de medida.
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Figura 3.1: Espectros de fluorescéncia em funcdo do tempo apds a fotossensibilizacdo do animal com PDZ dos 3 animais.

Fonte: Elaborada pela autora


https://www.google.com/search?q=photodithazine&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiPlpmdkrrhAhXI1FkKHah0BjMQkeECCCooAA
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A intensidade relativa da emissdo do PDZ pode ser utilizada como uma medida indireta
da distribuicdo e concentracdo relativa desse fotossensibilizador, ou seja, quanto maior a
intensidade de fluorescéncia, maior a concentracdo no tecido investigado. Esse tipo de analise
vem sendo empregada em estudos para definicdo de protocolo e avaliacdo da eficiéncia para
TFD [52]. Vollet Filho et al. relata que a deteccdo e quantificagdo da presenca do
fotossensibilizador no tecido por espectroscopia de fluorescéncia oferece duas vantagens: ela
pode ser usada como uma técnica ndo invasiva para lesdes topicas e também permite a coleta
de informacgdes em tempo real devido a rapida resposta de fluorescéncia das moléculas
excitadas [53]. Alessandra Lima et al. realizou a cinética da Protoporfirina IX (PplX) também
por fluorescéncia para criar novos protocolos na aplicacéo clinica do medicamento 5-ALA e
MAL, ja comercialmente utilizado e produzido na PDTPharma, Brasil [54],[55]. Hilde Buzza
et al. também realizou estudos de cinética de diferentes fotossensibilizadores utilizando a
espectroscopia de fluorescéncia na membrana corioalontdica [56].

Um dos principais fatores para uma efetiva reacdo fotodinamica é a distribuicdo
homogénea e uma quantidade suficiente do fotossensibilizador em todo o tumor a ser tratado.
Dessa forma, se busca a irradiacdo no tempo de concentracdo maxima do FS. Sendo assim,
inicialmente foi realizada a normalizacao pela amplitude em tO e, posteriormente, calculada a
razdo da amplitude da fluorescéncia no pico de 667 nm, pela amplitude da autofluorescéncia
em 667 nm (t0) para cada tempo e para cada animal. A Figura 3.2 apresenta a média dos 3

animais.
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Figura 3.2: Monitoramento da amplitude da banda de emisséo do PDZ em fungéo do tempo ap6s a administracéo
intraperitoneal.

Fonte: Elaborada pela autora

As variacdes do maior tempo de acumulo do fotossensibilizador que ocorrem entre 0s
animais sdo esperadas, uma vez que a cinética e os mecanismos de concentra¢do do farmaco no
tumor dependem da vascularizagdo do local, assim como de caracteristicas metabolias e
teciduais do tumor, propriedades individuais e inerentes. Além disso, o proprio
desenvolvimento do tumor ndo é completamente similar, ocorrendo variagfes no volume e
bioquimica no tumor induzido. Todos esses fatores ndo sdo controlaveis ao longo do

experimento.

A concentracdo do PDZ no tumor atingiu seu maximo no tempo de 2h30min. Esse
tempo, portanto, foi o escolhido como tempo 6timo para realizacdo da TFD. A fluorescéncia
ainda foi medida para o periodo de 24h depois da administracdo do PDZ. Praticamente todo
fotossensibilizador ja havia sido eliminado pelo tumor. Contudo pouca seletividade foi vista
qguando comparado ao tumor e a pele normal (Figura 3.3). Vale aqui ressaltar, que no presente
modelo de indugdo tumoral, existe uma espessura de pele normal sobre 0 melanoma cuténeo,

induzido subcutaneamente. Esse fator, contribui para o sinal final do espectro de fluorescéncia
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medido, ou seja, o sinal de fluorescéncia considerado do tumor é a soma do sinal da pele normal

acima do tumor com o sinal do tumor em si.
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Figura 3.3: Intensidade de fluorescéncia PDZ normalizada em funcgéo do tempo para pele normal (preto) e melanoma
(vermelho).

Fonte: Elaborada pela autora

3.2. Analise do melanoma por Espectroscopia Raman

Né&o existe ainda um conhecimento completo da acdo dos agentes clareadores em pele in
vivo ou em melanoma. Por esse motivo, inicialmente buscou-se verificar que modificagdes séo
ocasionadas no melanoma pelos OCAs, assim como até que espessura 0s agentes penetram apds

a administrag&o topica.

Os tumores foram observados e medidos apo6s a inducdo das células até atingirem a
espessura desejada. Para a analise por Microscopia Raman com e sem clareador, a espessura
foi de 2 mm e para a analise apos a TFD de 1 mm. O tamanho do tumor foi maior para a primeira

analise, uma vez que ndo era conhecido até que profundidade os agentes clareadores poderiam
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penetrar, sendo este um dos principais descobertas dados a serem encontrados nesse estudo. Ja
para analise apos a TFD, o tamanho foi mantido segundo o protocolo estabelecido pelo trabalho
anteriormente feito pelo grupo. O crescimento do tumor se apresentou rapido, de
aproximadamente 4 dias para a espessura de 2 mm e de 2 dias para a de 1 mm. Mesmo com o

crescimento rapido, ndo foram detectados efeitos colaterais ou reacdo dolorosa nos animais.

Para avaliar as caracteristicas bioquimicas no melanoma cutaneo previamente tratado

com agentes clareadores opticos foi feita a analise dos espectros Raman.

3.2.1. Anélise Raman dos tumores com e sem OCAs
Quimicamente, as moléculas PEG-400 e 1,2-propanediol da solucdo do agente clareador,
apresentam grupos metila, alcool e ligacdes C-C, sendo cadeias poliméricas, como pode ser

visto na Figura 3.4.
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Figura 3.4: Estrutura quimica do A-PEG-400 e B-1,2-propanodiol.

Fonte: Elaborada pela autora
Sabendo as caracteristicas quimicas dos compostos do agente clareador, foi obtido o
espectro Raman dessa solucdo, que apresentou picos bem caracteristicos, como pode ser visto

na Figura 3.5.
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Figura 3.5: Espectro Raman do agente clareador dptico (PEG-400 e 1,2-propanodiol).

Fonte: Elaborada pela autora

O pico de 888 cm™ corresponde a vibrag&o do grupo metila presente no 1,2-propanediol
e 0 1136 cm™ & conformacéo C-C do esqueleto de ambas as moléculas. Além disso, o espectro
do PEG400 encontrado na literatura corrobora com o obtido[57].

A seguir foram obtidos os espectros dos tumores controle e dos tumores com OCA e
comparados entre si.

A Figura 3.6 apresenta os espectros coletados entre 225-325 um da superficie do tumor,
normalizados no pico da fenilalanina, e com a presenca do sinal fluorescéncia. Em uma anéalise
qualitativa, pode-se observar auséncia de picos estreitos e pronunciados. Esse tipo de espectro
é caracteristico de investigacdo de tecidos bioldgicos, uma vez que devido a grande variedade
de moléculas presentes e consequente grande variedade de grupos quimicos, o sinal resultante
coletado € composto pela contribuicdo de todas as biomoléculas presentes. Além disso, as
interagcdes da luz com o tecido sdo bem mais complexas quando comparadas com as que
ocorrem em células ou solucGes.

Os espectros foram tirados desde a superficie do tumor até seu interior. A primeira
informacdo importante vista nos espectros, é que para uma mesma profundidade, o tumor

apresentou espectros variados, confirmando sua heterogeneidade, como mostra a Figura 3.6.
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Figura 3.6: Varios espectros Raman do tumor, mostrando a heterogeneidade de um mesmo melanoma a uma profundidade de

225-325 pm.

Fonte: Elaborada pela autora

Para serem feitas as analises e possiveis comparacdes, verificou-se quais picos sempre
eram presentes nos espectros, mesmo com a heterogeneidade do tumor. Sendo assim, foram
escolhidos dois espectros representativos, tanto para o tumor apenas, como para 0 tumor com
clareador.

Na Figura 3.7 é possivel ver os espectros da regido mais superficial do tumor (25-125
pum).



38

852
400 i
] Controle
. 25-125 pum
~ 300 -
=
= .
S 0 1100
g ' 1124 1443
£ 200- 1004 N 1250
A i
S 150~ 1081
[38]
.-9 . L
2 488
T 100 -
E .
50 -
04
i I i I i I i I i I i I
400 600 800 1000 1200 1400 1600

NUmero de onda (cm?)

Figura 3.7: Espectro Raman da regido de 25-125 um do melanoma ap6s a aplica¢do do OCA comparado com o controle.

Fonte: Elaborada pela autora

Os picos mais caracteristicos tanto do controle quanto do tumor com OCA para a regiao
mais superficial foram 488-90 cm™, 850-854 cm™, 1004 cm™,1031 cm™, 1100 cm™, 1124 cm
11250 cm™ e 1443 cm™. O pico em 488-90 cm™ corresponde ao polissacarideo glicogénio, uma
das moléculas responsaveis pela reserva energética das células. A regido 850-854 cm
corresponde a vibracOes de estiramento de ligacdo simples dos aminoacidos, e polissacarideos;
tirosina e a respiracdo do seu anel (proteinas); estiramento C-C do anel de prolina; (C-O-C)
modo esquelético de andmeros. Os picos de 1000-1004 cm™ correspondem a ligagGes da
fenilalanina. Em 1004 cm™ € a ligagdo C-C no anel, principalmente do colageno. Em 1031 cm-
! corresponde a ligagdo C-H da fenilalanina; residuos de colageno; ligacido C-N de proteinas.
Os picos em 1100 cm™ e 1124 cm, se referem as ligagGes C-C de lipideos e acidos graxos. Em
1250 cm™ & amida I11; guanina e citosina (NH2). E, por fim, em 1443 cm, & deformacéo de
CH2 de lipidios e proteinas; triglicerideos (acidos graxos) e colesterol [43], [47], [58]-[61].

N&o foi observado nenhum pico referente apenas ao espectro do agente clareador.

Contudo, se for considerada a banda de 750 & 875 cm™ (Figura 3.8), o pico 841 cm™ do agente
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clareador e o pico do tumor em 854 cm™ estdo na mesma regifo. Sendo assim, 0 aumento

relativo de intensidade dos picos nessa regido pode ser devido ao efeito do agente clareador.
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Figura 3.8: Zoom da regido de 760 a 900 cm™* da Figura 3.7.

Fonte: Elaborada pela autora

A maior mudanga, portanto, ocorreu na regifo de 850-1130 cm, onde estéo localizados
0s picos de Raman do ndcleo C-C das proteinas e lipidios, indicando que as vibracGes do
esqueleto de proteinas e lipidios juntamente com a conformacdo de proteinas (colageno) e

vibracdes de C-H de lipidios estdo entre os mais afetados apds a aplicacdo de clareamento
optico.

Ja na regido mais central do tumor (225 e 325 um), é possivel ver, alem dos picos

anteriormente citados, outros picos, que surgem com maior ou menor intensidade (Figura 3.9).
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Figura 3.9: Espectro Raman da regido de 225-325 um do melanoma ap6s a aplicagdo do OCA comparado com o controle.

Fonte: Elaborada pela autora

Dentre eles estdo o 728 cm™, 780 cm™?, 1083 cm™, 1236 cm™ e 1296 cm™. O primeiro
pico em 728 cm™ corresponde a ligagdo C-C da prolina do colageno e ao aminoacido alanina.
O pico em 780 cmt, aos modos de respiracéo dos anéis das bases no DNA / RNA. O pico em
1032 cm?, corresponde as ligagdes CH2CH3 de colageno e fosfolipidios. Em 1083 cm™, a
ligacdo C-N de proteinas e lipideos. Em 1236 cm™, amida IIl e, por fim, em 1296 cm™ a
deformagdo CH2. Os picos na regido de 1235 a 1245 cm™ também se referem a conformagdes
de colageno / elastina de beta-folha e random coil [43], [47], [58]-[61]. As diferencas de
intensidade entre os picos podem ser devidas as mudancas conformacionais no colageno, sendo
que a quantidade de alfa-hélices pode estar diminuindo e a proporcéo de conformacdes de folha-
beta e random coil estar aumentando. Os agentes clareadores aparentam causar uma expansao
nos biotecidos e a dissociacdo das fibrilas de colageno em microfibrilas, mudando, portanto, o

empacotamento de coldgeno no tumor [12, 19, 20].
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Por fim, na regido entre 525 um e 725 um (Figura 3.10) outros picos, anteriormente ndo

Vvistos e pouco pronunciados, apresentaram intensidade maior e mais pronunciada.
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Figura 3.10: Espectro Raman da regido de 525-725 pm do melanoma apos a aplicagdo do OCA comparado com o controle.

Fonte: Elaborada pela autora

S&o eles 928, 960, 1206, 1224, 1241, 1261, 1298 cm™. O pico em 928 cm™ corresponde
a ligagdo C-C de aminoacidos como prolina e valina. O pico em 960 cm™, & vibragdo PO4*.
Em 1206 cm™, a hidroxiprolina e tirosina. Em 1224 cm™ a amida I11 de folhas B. Em 1241 cm’
L ao fosfato assimétrico PO2 originado dos grupos fosfodiésteres de acidos nucleicos em tecidos
malignos. Em 1261 cm™ a amida I11 e ligagdo CH2 de lipideos. Em 1298 cm™a deformacéo e
torcédo da ligacdo CH2 de lipideo [43], [47], [58]-[61].

As regides do espectro Raman que mais sofreram mudancas se referem a proteinas,
lipideos e acidos nucleicos. Tanto na regido de 225-325 pum como a 525-725 pm, picos
referentes a acidos nucleicos s@o mais evidentes do que na regido mais superficial. 1sso ocorre
devido ao fato que, no interior do tumor, existe uma quantidade muito grande de células e elas

estdo, em sua maioria, no processo de necrose (identificado na microscopia Raman e nas
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laminas de histologia). Sendo assim, grande parte do material genético estd aglomerado e

exposto em regides mais profundas do tumor, amplificando o sinal Raman.

A partir da profundidade de 725 um, os espectros apresentaram pouca diferenga quando
comparados o controle com o tumor com clareador. Devido ao fato da diferenca entre os
espectros ser pouco significante, isso pode indicar que o clareador provavelmente ndo penetrou
até essa profundidade e causou pouco ou nenhum efeito no tumor e, por consequéncia, no

caminho da luz.

Para todas as profundidades, € possivel observar mudancas em proteinas, lipideos e
acidos nucleicos. Os aminoacidos como prolina, tirosina, valina e fenilalanina foram os mais
afetados na presenca do agente clareador. Isso pode ter acontecido, porque os OCAs substituem
a agua presente do tecido/tumor, podendo entdo interferir na estrutura desses aminoacidos ou

na tor¢do ou rotacionamento de algumas ligagdes quimicas.

Dentre os picos referentes a mudancas em proteinas, algumas ligacGes sdo especificas
para determinada proteina, como por exemplo, ao colageno, enquanto outras aparecem em
diversas proteinas. Contudo, algumas proteinas existem no melanoma em maior quantidade que
outras, sendo o pico Raman provavelmente devido as ligacGes dessas proteinas. As proteinas,
portanto, que possivelmente sofreram alguma mudanca com a presenca dos agentes clareadores,
sdo fatores de crescimento, moléculas de adesdo celular e proteases, colageno, integrinas,

lamininas, fibronectina, tenascina e tirosina quinases.

Dois fatores de crescimento produzidos por células de melanoma estimulam a
proliferacdo da prépria célula originadora: os fatores de crescimento autocrinos, como bFGF
(fator de crescimento de fibroblastos basicos) e os fatores de crescimento paracrinos, como
PDGF (Platelet-derived growth fator) e também o VEGF (Vascular endothelial growth factor),
que modulam o microambiente promovendo o crescimento e invasdo tumoral. Os efeitos
parécrinos incluem proliferacdo de fibroblastos, angiogénese e inflamagéo. Outros fatores de
crescimento derivados do melanoma com potencial indutor de estroma sdo o TGFf, que ¢ um
fator de crescimento transformante ; o fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) e
a insulina, sendo IGF-1 um fator de motilidade para células de melanoma e produzido por
fibroblastos [64].

As moléculas de adesdo celular (CAMs) permitem que as células se classifiqguem em

grupos e formem estruturas complexas e, portanto, sdo importantes na organogénese e na
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reconstrucdo tecidual. As com maior expresséo no melanoma séo CAM-1 intracelular (ICAM-
1) e MUCI18. As células do melanoma também secretam as proteases, que se acredita estarem
envolvidas na invasdo e metastase. Pelo menos cinco grupos de proteases podem ser
encontrados nos sobrenadantes de cultura de células de melanoma, incluindo ativadores de
plasminogénio do tipo tecido e urocinase , colagenases tipo IV, estromeolisina, heparanase,
catepsinas e fator tecidual [64], [65].

As membranas basais sdo compostas de diversos tipos de colageno. Dentre eles, as
moléculas de coldgeno tipo IV tem relacdo direta com o melanoma. Essas moléculas s&o
heterotrimeros compostos de trés cadeias a, que existem em seis formas geneticamente
distintas, al (IV) a a6 (IV). A adesdo de células de melanoma a cadeia al (IV) j& foi bem
documentada, sendo que a primeira sequéncia da al (IV) se liga a integrina a3p1. A cadeia a3

(V) também promove a adesdo das células do melanoma [66]-[68].

As Integrinas sdo heterodimeros com uma subunidade o e B e sdo divididas em
subfamilias definidas pela subunidade B expressas na superficie da célula. Podem transmitir
informacBes fornecidas por colagenos dérmicos através da membrana plasmatica. Uma
subfamilia sdo as integrinas avB3 que se ligam a um grande nimero de proteinas da matriz
extracelular, incluindo vitronectina, fibrinogénio, trombospondina, fibronectina, osteopontina
e colageno. Sua expressao esta diretamente ligada a progressdo neoplasica e a tumorigenicidade

no melanoma maligno [64], [69], [70].

As lamininas sdo uma familia de glicoproteinas heterotriméricas afy, comumente
encontradas nas membranas basais. Tém funcdes adesivas, promotoras de migracdo e
sinalizacdo. Estas moléculas promovem adesao celular e migracéo via integrinas, assim como

o0 colageno, e outros receptores de superficie celular [71].

Fibronectina e tenascina sdo duas proteinas da matriz extracelular também secretadas
por melanomas. A fibronectina é uma grande glicoproteina com massa molecular de 440.000
daltons. Possue diversas ligagfes dissulfureto, mas algumas das sequéncias contém grupos
sulfidrilo livres. Ela interage com colageno, fibrinogénio, fibrina, glicosaminoglicanos, etc. A

secrecdo de tenascina, por sua vez, esta associada a progressado tumoral [64], [72]-[74].

Por fim, as células de melanoma também expressam as proteinas tirosina quinases, que
sdo receptores transmembrana ou quinases citoplasmaticas, sendo frequentemente implicadas
na transducdo de sinal e incluem EPH, FGF-R, INS-R, TYRO-3, NF-R, CSK e FES [64].
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Os clareadores também demonstraram modificar estruturas lipidicas. A medida que o
melanoma progride, as células tumorais passam da derme para o tecido subcuténeo, que é
amplamente preenchido com adipdécitos. As células de melanoma também entram em contato
direto com adipdcitos quando se metastatizam e secretam fatores lipoliticos. Além disso, 0s
adipocitos liberam lipidios e véarias adipocinas, como a leptina, que podem impulsionar o
crescimento do melanoma. A oxidagdo de &cidos graxos nas células de melanoma sugerem que
elas podem influenciar o metabolismo das células de melanoma [75]. Portanto, sendo o
melanoma rico em lipideos, foi possivel ver, pela especroscopia Raman, mudancas nas

estruturas lipidicas causadas pelos OCAs.

3.2.2. Anédlise Raman dos tumores com e sem OCAs logo ap6s TFD
Foram também obtidos espectros de microscopia Raman para a analise dos grupos apos

a TFD. Segue abaixo os espectros da regido mais superficial do tumor (Figura 3.11).
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Figura 3.11: Espectro Raman da regido de 25 a 125 pm do melanoma com e sem OCA ap6s a TFD.
Fonte: Elaborada pela autora
Uma diferenca pouco evidente foi notada nos espectros dos tumores com e sem

clareador apo6s a TFD para a regido mais superficial. Isso pode ter ocorrido, uma vez que na
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parte mais superficial do tumor ndo existe diferenca da distribuigéo da luz e consequentemente
vai ocorrer maior morte ou dano celular do que em regiGes mais profundas. Nesse caso, como
nessa camada ndo existe o efeito da atenuacéo da luz, ndo se observa modificacdo da resposta

fotodindmica, com ou sem o tratamento com os OCAs.

Para a regido entre 225 pum e 325 um, 0s espectros apresentaram mudancas bem

relevantes (Figura 3.12).
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Figura 3.12: Espectro Raman da regido de 225 a 325 um do melanoma com e sem OCA apés a TFD.

Fonte: Elaborada pela autora

Os picos 730, 850, 1301 e 1441 cm™ ja eram evidentes nos espectros sem a aplicagio
da TFD (Figura 3.9) para a mesma profundidade. Contudo, outros picos importantes que
exibiram algum tipo de mudanca de ligagdes ou conformacdes foram 866, 888, 968, 1259 e
1079 cm™. O pico 866 cm™ corresponde & vibragio da ribose no RNA; o 888 cm™ a bandas de

proteinas, modos proteicos estruturais de tumores e B-andmeros; 0 968 cm™ a lipideos; 0 1259
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a guanina e citosina e 0 1079 cm™ a fosfolipidios, estiramento C-C ou C-O lipidico, C-C ou

estiramento PO2 de &cido nucléico e ao colageno [43], [47], [58]-[61].

E possivel observar que todos os picos descritos anteriormente apresentaram sua
intensidade diminuida quando houve a aplicacdo do agente clareador antes da TFD. Isso indica
que a maior mudanca ocorreu em proteinas, lipideos e acidos nucléicos. Esse espectro se
assemelha aos espectros coletados na parte mais superficial do tumor, indicando que o OCA

minimizou o efeito da atenuacdo da luz.

Para a regido mais profunda do tumor, entre 525 pm e 725 pum, 0s picos mais expressivos

foram os mesmos citados anteriormente (Figura 3.13).
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Figura 3.13: Espectro Raman da regido de 525 a 725 pm do melanoma com e sem OCA apds a TFD.

Fonte: Elaborada pela autora
Foram observados também espectros muito semelhantes, tanto no tumor com clareador,
como no sem clareador ap6s a TFD. Em sua maioria, 0s espectros foram semelhantes entre os
dois grupos. Mas também foram observados espectros semelhantes aos das regides superficiais
e aos de com OCA na espessura entre 225 um e 325 um, evidenciando uma resposta
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fotodindmica. A variacao espectral é decorrente a heterogeneidade tumoral, mas também da
heterogeneidade da resposta fotodindmica em maiores profundidades. Espectros mais
semelhantes entre o grupo com e sem a aplicacdo do clareador, demostram uma resposta
fotodindmica mais homogénea, enquanto que espectros com uma maior variacdo de

intensidades, demostram uma resposta menos homogénea.

Foi observado, também, que o agente clareador em todas as profundidades tornou o
tumor mais opticamente homogéneo, bem como a resposta fotodindmica, ja que ndo houve
grandes variagcOes nos espectros do tumor com o clareador mesmo em diferentes pontos, como
pode ser visto na Figura 3.14. Esse é um resultante relevante, uma vez que a heterogeneidade
de irradiacdo tumoral € um dos efeitos mais importantes que resultam em um tratamento falho,
uma vez que ilhas de células tumorais permanecem vivas [22, 23]. Como o tratamento com 0s
OCAs vem demonstrando o potencial de tornar o tumor mais “opticamente homogéneo”, a

consequente resposta fotodinamica devera ser otimizada.
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Figura 3.14: Espectros Raman da parte mais profunda do melanoma com e sem OCA apés a TFD, mostrando pouca variagao
dos espectros com OCA.

Fonte: Elaborada pela autora
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Os espectros Raman apresentam um sinal de fluorescéncia, como mostrada na Figura
3.14. Esse sinal pode também possuir certa importancia, uma vez que ela muda apds o
tratamento com a terapia e 0s agentes clareadores. Trés principais aminoacidos apresentam
fluorescéncia: triptofano, tirosina e fenilalanina. Se as proteinas contém um deles ou todos, elas
apresentam fluorescéncia devido a presenca desses aminodcidos. Alteracdes nos espectros de
emissdo de fluorescéncia, geralmente ocorrem em resposta a transi¢des conformacionais,
associacdo de subunidades, ligacdo ao substrato ou desnaturacdo. Essa fluorescéncia também
muda se 0 meio que o0 envolve possui mais ou menos agua, por exemplo, se ele esta ligado com
outras moléculas além do substrato, como ions, ou outros aminoacidos [78]. No caso do
melanoma, ap6s a TFD com os OCAs, a fluorescéncia mudou, tornando o0s espectros mais
semelhantes entre si e com menor fluorescéncia, quando comparados aos espectros sem OCAsS.
Isso, portanto, é também um indicativo que houve mudangas conformacionais ou desnaturacédo

de proteinas e que tornou o tumor, assim como a TFD, mais homogéneo.

3.2.3. Andlise Raman dos tumores com e sem OCAs apds 7 dias de TFD

Com apenas uma sessdo de TFD e utilizando a dose de PDZ de 9 mg/Kg, houve a
diminuicdo do tumor nos primeiros dias, mas também seu recrescimento. A fim de ver se o
recrescimento apresentava modificacfes estruturais e bioquimicas, foi feita a andlise Raman
apos 7 dias da terapia fotodindmica. Na Figura 3.15 é possivel ver os espectros da regido mais

superficial do tumor (25-125 pm).
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Figura 3.15: Espectro Raman da regido de 25 a 125 pm do melanoma com e sem OCA ap0s 7 dias de TFD.

Fonte: Elaborada pela autora

Nesse grafico é possivel ver alguns picos e regides ja vistos anteriormente, com apenas

algumas mudancas no valor corresponde ao pico, podendo apenas estar um pouco deslocado.

Comparando a Figura 3.11 com a 3.15, por serem espectros da mesma regido do tumor
(25-125 pm), ndo héa tanto ruido no espectro ap6s 7 dias de TFD, como no referente a logo ap6s
a terapia. Como ja descrito anteriormente, as analises logo ap6s a TFD apresentaram tais
espectros na parte mais superficial do tumor, por ser a regido que recebe maior quantidade de
luz e consequentemente por ocorrer maior morte ou dano celular, além de ndo existir o efeito
da atenuacéo da luz. Apds 7 dias, a camada de pele que cobre o tumor e até mesmo o tumor, ja
se refizeram ou reconstruiram, eliminando as células mortas da regido mais superficial. Por esse

motivo, 0s espectros ndo sdo tdo ruidosos, como na Figura 3.11.

Além disso, as maiores mudancas ocorreram em regides dos espectros, que ja haviam
sido vistas anteriormente, sendo as principais de 800-1000 cm™, 1000-1200 cm™ e 1440-1444
cmt. Portanto, para regides mais superficiais do tumor recrescido, ndo houve diferenca

significativa.
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Para a regido mais central do tumor (225 e 325 um) foi tirado os espectros Raman
(Figura 3.16).
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Figura 3.16: Espectro Raman da regido de 225 a 325 um do melanoma com e sem OCA apds 7 dias da TFD.
Fonte: Elaborada pela autora
Comparando a Figura 3.12 com a 3.16, é possivel ver que 0s picos mais evidentes sdo

0S mesmos ou um pouco deslocados (Tabela 3.1).
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Tabela 3.1 - Picos Raman dos grupos com e sem clareador logo apds a TFD e ap6s 7 dias de TFD para a regido de 225 a 325
pum do melanoma

Picos dos Tumores com e Picos dos Tumores com e
sem OCA logo ap6s TFD sem OCA logo ap6s 7 dias
(cm™) de TFD (cm™)
730 -
850 846
866 860
888 881
968 964
1004 1004
1079 1075
1259 1266
1300 1292
1441 1437

Fonte: Elaborada pela autora

N&o houve, entretanto, um padrdo na intensidade com e sem OCA, ou seja, ha Figura
3.12, o espectro com maior intensidade foi sem o clareador, enquanto que na Figura 3.16 foi
com o OCA. Mesmo assim, a intensidade relativa (razdo entre intensidades) permanece proxima
ou a mesma. Por conseguinte, as mudangas bioquimicas que ocorreram na regido de 225-325

pm foram as mesmas.

Por fim, segue abaixo 0s espectros da regido mais profunda do tumor, 525-725 pum
(Figura 3.17).
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Figura 3.17: Espectro Raman da regido de 525 a 725 pm do melanoma com e sem OCA ap6s 7 dias da TFD.

Fonte: Elaborada pela autora

Para a regido mais profunda do tumor, 0s espectros apresentaram mais ruido e também
maior semelhanca com e sem os agentes clareadores. Na Figura 3.13, alguns espectros foram
semelhantes entre si, com e sem OCA, mas também houve espectros com maior variacdo de
intensidade. Isso exprimi uma heterogeneidade da resposta fotodindmica em maiores
profundidades. No caso da Figura 3.17, ndo houve tanta discrepancia entre oS espectros.
Contudo, essa semelhanca entre 0s espectros, ndo se da pela maior efetividade da TFD. Nesse
caso, existe o recrescimento do tumor, e, portanto, a regido mais interna tem mais células em
necrose e maior aglomerado de células, o que, provavelmente faz com que a presenca do agente
clareador ndo chegue nessa regido ou tem pouco efeito, tornando os espectros semelhantes e

ruidosos.

O recrescimento do tumor, ndo gerou grandes mudancas bioquimicas estruturais, o que
é vantagem, uma vez que a ideia ndo € provocar alteragdes no tumor apés a TFD com agentes
clareadores, e sim, aumentar a penetracao de luz no tumor pela presenca dos OCAs, tornando a

TFD mais efetiva e homogénea.
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3.3. Analise Macroscopica ap6s a TFD

Foram feitas analises macroscépicas do tumor, depois da terapia fotodindmica para os
grupos com e sem clareador, tanto para com uma sessao de TFD, como para duas sessdes. As
fotos foram tiradas por um periodo de 7 dias em 3 animais diferentes para cada grupo. Para
apenas uma sessao de terapia, a primeira foto corresponde ao tumor apds 24 horas da TFD e a
Gltima, depois de 7 dias. Para duas sessdes, a primeira foto se refere ao tumor 24 horas ap6s a

segunda sessdo da TFD (3 dias depois da primeira sessao).

3.3.1. Com uma sessao

Segue abaixo a Figura 3.18.

Dias1 2 3 4 5 6

|

Figura 3.18: Imagens dos tumores sem (A- preto) e com (B- vermelho) clareador ap6s a TFD, por um periodo total de 7 dias.
Fonte: Elaborada pela autora

E possivel observar em todos os animais a presenca de um halo esbranquicado ao redor

do tumor nos primeiros dias ap6s a TFD. Isso acontece, principalmente devido ao rompimento
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de vasos sanguineos nessa regido, provocado pela terapia. Houve a formacdo, na maioria dos
animais, de uma crosta na pele acima do tumor. Ela é formada principalmente pelo efeito da

terapia e sdo as células que sofreram necrose na regido mais superficial do tumor.

Novamente é possivel ver a variedade da resposta da TFD de cada animal, como por
exemplo, diferenca no tamanho, cor, aspecto do tumor e a presenca de crosta em dias diferentes.
Contudo as mesmas caracteristicas sdo possiveis de serem visualizadas em cada animal, sendo,
portanto, a essa resposta fotodinamica similar de modo geral. Com apenas uma sessdo da terapia
fotodinamica, o tumor apresenta uma regressao em seu tamanho, mas depois de alguns dias ele
volta a crescer e se desenvolver normalmente. No 7° dia, o tamanho do tumor sem clareador
apos a TFD é menor do que o tumor sem tratamento nesse mesmo periodo de tempo, sendo o

tumor tratado com clareador ainda menor.

3.3.2. Com duas sessoes
Para duas sess6es foram tiradas fotos depois de 24h da segunda sessdo até 7 dias. Segue

abaixo a Figura 3.19.
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Dias 1

Figura 3.19: Imagens dos tumores sem (A- preto) e com (B- vermelho) clareador apés 2 sessdes de TFD, por um
periodo total de 7 dias ap6s a segunda sesséo.

Fonte: Elaborada pela autora

Como ja explicado anteriormente, apos a primeira sesséo de terapia, ha a formacéo de uma
crosta na pele acima do tumor. Ela é mais evidente em alguns animais que outros, mas sempre
a pele fica mais escura e danificada, ja que essa regido ja sofreu um dano da primeira TFD.
Quando foi feita a segunda sesséo, nédo foi feito raspagem nem nenhum procedimento no tumor
para a retirada das células mortas. Esse pode ser um dos motivos dessa regido ficar ainda mais

escura com o passar dos dias e mais espessa, como visto na figura acima.

Mesmo com duas sessdes de TFD, houve o recrescimento do tumor, tanto sem ou com 0s
OCAs. Ha um boom no crescimento do 5 ao 7° dia apds a segunda sessdo. 1sso pode ter ocorrido
por alguns fatores: o fotossensibilizador talvez ndo tenha chegado ao melanoma como antes,
uma vez que essa regido ja foi danificada na primeira sessao; talvez a segunda sessao deveria
ser feita antes de 3 dias ap0s a primeira. Devido & presenca da crosta na pele, a luz irradiada

pela segunda vez ndo penetre tanto quanto anteriormente, sendo mais uma barreira a ser
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transposta por ela. Pode ser que nesse caso, a luz tenha sido um estimulo para o crescimento do
tumor. Se a distribuicdo da luz ndo fosse apenas na vertical e sim multilateral, talvez esse

problema diminuiria.

3.4. Andlise Histologica apo6s a TFD
As amostras para a analise histoldgica foram coletadas 3 e 7 dias ap6s a TFD e também
apos 2 doses de TFD nesse mesmo periodo de tempo. Para possiveis comparacoes, foram feitas

laminas do tumor controle, sem tratamento algum, e escolhida uma representativa (Figura 3.20).

Figura 3.20: Imagem obtida pelo programa CaseViewer do tumor de melanoma cutaneo controle (sem tratamento). A-Tumor
inteiro, B-Zoom da regido selecionada em A, em que 1 é epiderme, 2 a derme e 3 o tumor. As regifes 2 e 3 se mesclam
porque o tumor esta intradérmico.

Fonte: Elaborada pela autora
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E possivel notar que existe uma camada de pele acima do tumor, como ja discutido

anteriormente, além de ser distinguivel a epiderme da derme e do tumor.

3.4.1. Com uma sessao
A Figura 3.21 A e B se referem aos grupos tratados sem e com 0s OCAs ap0s 7 dias de
TFD, respectivamente. A Figura 3.21 C e D correspondem aos grupos tratados sem e com 0s

OCAs ap06s 3 dias de tratamento.

A OCA

Figura 3.21: Tumores A e B ap6s 7 dias de TFD, sem e com OCA, respectivamente. C e D ap6s 3 dias de TFD, sem e com
OCA, respectivamente.

Fonte: Elaborada pela autora

Apds 7 dias de tratamento, € possivel ver o estrato cdrneo (regido mais superficial, acima
da epiderme, com coloracdo mais escura), que é uma camada de células mortas que protegem
o tecido. A presenca dessa camada também é decorrente da TFD, ja que houve a irradiacdo das
células fotossensiveis e, por consequéncia, sua morte. Como ja descrito anteriormente na
anélise macroscopica, hd formagdo de uma crosta acima do tumor, causando maior dano na
superficie, do que em mais profundas do tumor. Para os tumores com clareador, o tamanho foi
reduzido em comparacdo aos tumores sem OCAs, contudo, por serem muito heterogéneos de
um animal para outro, ndo é possivel quantificar de maneira exata quanto foi essa diminuig&o.
Para ambos os casos, houve recrescimento do tumor, todavia era necessario que isso

acontecesse, a fim de ser feita a visualizacdo do efeito dos agentes clareadores.
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Na Figura 3.21B, o tumor com clareador apresentou uma regido central onde parece
haver mais dano celular do que a Figura 3.21A. Isso pode ser melhor visto dando um zoom

nessa regido (Figura 3.22A).
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Figura 3.22: Zoom da Figura 3.21B, em que A é da regido central do tumor com maior dano (*) e B da regido sem
dano (#).

Fonte: Elaborada pela autora

A maior parte das células ndo apresenta estrutura definida ou conservada, ndo possuindo
nicleo bem demarcado, enquanto que em outras regides do tumor (Figura 3.22B), as células
sdo bem organizadas, definidas, e mais bem estruturadas. Essas diferencas evidenciam que
houve um dano maior na regido tanto superficial do tumor, como na regido central em
profundidade. Esse fato pode significar que o clareador aumentou a penetracdo de luz no tumor,
e por consequéncia, o efeito da terapia fotodindmica também foi mais eficaz. As células
necroticas ndo sO estavam presentes na regido mais superficial do tumor, com também em
regides mais profundas, podendo ser devido a resposta da TFD ser mais homogénea, em razao
da melhor distribuicéo de luz no tumor. Esses fatos corroboram com os resultados obtidos por
Microespectroscopia Raman, fortalecendo as conclusdes precedentes.
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Apo6s 3 dias de tratamento (Figura 3.22 C e D), o tumor regrediu de tamanho e
apresentou uma diminuic¢do ainda maior com a presenca dos OCAs. Houve maior presenca de
células necréticas do que vivas, quando comparados apés 7 dias de tratamento, porque a
irradiacdo de luz e o processo de morte celular eram mais recentes. Observa-se um tumor menor
com a presencga dos OCAs, indicando mais uma vez o potencial dos clareadores em melhorar a

penetracdo da luz no melanoma.

Com uma sessao de terapia, portanto, tanto apds 3 como 7 dias, o clareador mostrou
melhorar o efeito da TFD e aumentar a homogeneidade do tumor, diminuindo seu tamanho e

causando maior dano em profundidade.

3.4.2. Com duas sessoes
Andlises histologicas apds duas sessGes também foram realizadas. Segue abaixo a
Figura 3.23.

A B OCA

Figura 3..23: Tumores A e B apds 7 dias da segunda sessdo de TFD, sem e com OCA, respectivamente. C e D apés 3 dias da
segunda sessdo de TFD, sem e com OCA, respectivamente.

Fonte: Elaborada pela autora
A Figura 3.23 A e B se referem aos grupos tratados sem e com os OCAs apds 7 dias da
segunda sessdo de TFD, respectivamente. A Figura 3.23 C e D correspondem aos grupos
tratados sem e com 0s OCAs ap06s 3 dias de tratamento da segunda sesséo.
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Apos 7 dias de tratamento (Figura 3.23 A e B), € possivel ver além do estrato cdrneo,
algo acima dele com um aspecto diferente das camadas da pele ou do tumor, sendo isto a crosta,
que é bem mais espessa devido as duas sessdes de TFD. Com apenas uma sessdo, ocorre 0
aparecimento da crosta fina, entre terceiro e quarto dias. Como a segunda sesséo foi feita depois
de 3 dias ap6s a primeira, essa crosta se manteve e ficou mais espessa com o passar do tempo,
0 que € consistente, ja que o dano foi maior depois de duas sessbes da terapia fotodindmica.
Mesmo ja existindo uma pequena crosta decorrente da primeira sessdo, 0S tumores com
clareador diminuiram de tamanho em comparagdo com os tumores sem OCAs. Pode-se dizer
que a fina crosta ndo foi um impedimento para a penetragdo dos clareadores no tumor nem da

luz, uma vez que seu efeito desejado foi gerado.

Apos 3 dias de tratamento (Figura 3.23 C e D), o tumor regrediu de tamanho e
apresentou uma diminui¢do ainda maior com a presenca dos OCAs, mais até que com apenas
uma sessao (Figura 3.22 C e D). Esse grupo, portanto, para analise de 3 dias, foi o que
apresentou melhores resultados se comparados aos demais, no que diz respeito a diminuicéo do
tamanho dos tumores e aumento da efetividade da terapia fotodindmica. Contudo, mesmo
matando maior nimero de células malignas, as células remanescentes conseguiram se

multiplicar e continuar se desenvolvendo, até atingirem tumores como os da Figura 3.23 A e B.

Com duas doses e duas aplicacdes dos OCAs, no tempo de analise de 3 dias, 0s
resultados foram melhores, ja que os tumores ficaram menores, manifestando seu efeito e poder
ao aumentar a penetracdo da luz no tumor e potencializar a resposta fotodindmica. Contudo
apos 7 dias ndo houve diferenca entre os grupos com ou sem 0s OCAs. Portanto, o protocolo

para duas sessbes da TFD ndo mostrou efetividade no tratamento do melanoma.

Capitulo 4 - CONCLUSOES

O presente estudo mostrou por analise Raman, que as maiores mudancas bioquimicas
detectadas, causadas pelos agentes clareadores no tumor foram em ligacOes de proteinas,
lipideos e acidos nucleicos. Além disso, na analise em profundidade, os clareadores tornaram o
tumor mais opticamente homogéneo. Considerando os tumores com e sem clareador ap6s o
tratamento com a TFD, alem do tumor ter se tornado mais homogéneo opticamente, a resposta
fotodinamica apresentou uma efetividade maior com a presenca dos agentes clareadores. Esse
é um resultado importante, ja que a heterogeneidade de irradiacdo tumoral gera um tratamento
ineficaz. Essa limitacdo pode ser minimizada com os OCAs, e o tumor, sendo mais

“opticamente homogéneo”, pode otimizar a resposta fotodinamica.
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Tanto pela analise macroscopica, como pela histoldgica, com uma sessao de terapia, 0
clareador mais uma vez, mostrou melhorar o efeito da TFD, podendo isso ser visto pela
diminuicdo do tumor e aumento do dano em profundida. Esse efeito foi presente tanto apds 3
dias como 7 dias apds o tratamento, fortalecendo e consolidando os resultados obtidos pela

Microscopia Raman.

Os agentes clareadores aumentaram a homogeneidade do tumor, e isso, por sua vez, fez
com que a efetividade da resposta fotodinamica fosse maior, além de fazer com que a luz

penetrasse em maior profundidade no tumor, causando maior dano.

Os préximos passos desse projeto ou ideias para estudos futuros sdo estudar mais a
fundo o efeito dos OCAs no tratamento do melanoma cutaneo utilizando outras técnicas além
da Microsespectroscopia Raman, como o OCT (Optical Coherence Tomography). Além disso,
para aumentar a efetividade da terapia fotodindmica, serd necessario tratar o melanoma com

outros fotossensibilizadores ou com uma composic¢ao de mais de um FS.
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