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Resumo

A terapia fotodindmica (TFD) € baseada na producédo de espécies oxidativas por
um fotossensibilizador, que é uma molécula capaz de converter energia luminosa
especifica em potencial quimico. O estresse oxidativo gerado por esta terapia pode
induzir a morte celular imunogénica (MCI) e desencadear uma resposta imunologica.
Esse tipo de morte gera diferentes padrdes moleculares associados a danos (DAMPS)
para o sistema imunoldgico, que podem resultar na ativacdo das células dendriticas,
especializadas na apresentacdo de antigenos. Portanto, a TFD surge como uma
alternativa para o tratamento do cancer, uma vez que desempenha um papel importante
na ativacdo do sistema imunolégico e consiste em um tratamento local ndo invasivo. No
entanto, 0 uso dessa terapia ainda enfrenta algumas limitagbes, como baixa
fotossensibilidade de longo prazo e baixa biodisponibilidade dos fotossensibilizadores.
Para promover maior eficacia terapéutica e ativacdo do sistema imunoldgico, o grupo de
trabalho atual desenvolveu um novo sistema de fotossensibilizador de terceira geracédo
composto por aluminio cloro ftalocianina associada a nanoparticulas lipidicas solidas
baseadas em manteiga amazénica (AIPcNLS). Foram realizados experimentos para
avaliar seu potencial terapéutico, com o objetivo de verificar se o protocolo estabelecido
pode induzir a morte celular imunogénica e a ativacdao das células dendriticas (CDs).
Nos ensaios in vitro, foi utilizado a linhagem celular de melanoma B16-F10 e células
dendriticas precursoras da medula 6ssea de camundongos C57BL/6. Para o tratamento,
as células de melanoma foram expostas ao nanocarregador por 15 minutos, mantidas no
escuro ou irradiadas por 10 minutos com luz LED (660 nm a uma densidade de energia
de 25,88 J/cm?). Mitoxantrona foi utilizado como controle positivo para a morte celular
imunogénica. Os ensaios de viabilidade celular mostraram que o nanocarreador
desempenhou bem sua fungdo citotdxica quando foi excitado pela luz, o que
desencadeou na producdo de espécies reativas de oxigénio. A imunomarcacao para
microscopia confocal e para microscopia eletronica de transmissdo mostraram que 0
tratamento induziu a producdo de DAMPs. Apds tratamento das células B16-F10, foi
possivel observar a producdo de autofagossomos e de citocinas como IL-12, que
desempenham um papel importante no processo de resposta imunoldgica. A avaliagdo
de células dendriticas por microscopia mostraram alteracbes morfoldgicas, ap6s o co-
cultivo com células tumorais tratadas. Além disso as CDs, apresentaram uma maior
expressdo de componentes de membrana como MHCII e CD86, bem como produgéo de
citocinas como IL-12 e IFN- vy, que sdo fatores importante para a ativagdo do sistema
imunitario. Desta forma, os resultados indicam que o protocolo estabelecido com a
nanoestrutura desenvolvida tem o potencial de melhorar a eficacia da TFD, promovendo
a morte celular imunogénica e induzindo alteracdes fenotipicas nas células dendriticas,
indicativas de sua ativacao.

Palavras Chaves: Melanoma; B16-F10; Terapia Fotodindmica; Nanocarreadores;
Morte celular imunogénica e Células Dendriticas.



Abstract

Photodynamic therapy (PDT) is based on the production of oxidative species by
a photosensitizer, which is a molecule capable of converting specific light energy into
chemical potential. The oxidative stress generated by this therapy can induce
immunogenic cell death (ICD) and trigger an immune response. This type of death
generates different molecular patterns associated with damage (DAMPs) for the
immune system, which can result in the activation of dendritic cells, specialized in
antigen presentation. Therefore, PDT emerges as an alternative for cancer treatment, as
it plays an important role in activating the immune system and consists of a non-
invasive local treatment. However, the use of this therapy still faces some limitations,
such as low long-term photosensitivity and low bioavailability of photosensitizers. To
promote greater therapeutic efficacy and immune system activation, the current working
group has developed a new third-generation photosensitizer system composed of
aluminum chloro phthalocyanine associated with solid lipid nanoparticles based on
Amazonian butter (AIPcSLN). Experiments were conducted to evaluate its therapeutic
potential, aiming to verify if the established protocol can induce immunogenic cell
death and dendritic cell activation. For in vitro assays, the B16-F10 melanoma cell line
and precursor bone marrow dendritic cells from C57BL/6 mice were used. For
treatment, melanoma cells were exposed to the nanocarrier for 15 minutes, then kept in
the dark or irradiated for 10 minutes with LED light (660 nm at 25.88 J/cm? energy
density). Mitoxantrone was used as a positive control for immunogenic cell death. Cell
viability assays showed that the nanocarrier performed well in its cytotoxic function
when excited by light, leading to the production of reactive oxygen species.
Immunostaining for confocal microscopy and transmission electron microscopy
demonstrated that the treatment induced the production of DAMPs. After treatment of
B16-F10 cells, the production of autophagosomes and cytokines such as IL-12 was
observed, playing a significant role in the immunological response. Evaluation of
dendritic cells by microscopy showed morphological changes after co-culture with
treated tumor cells. Additionally, dendritic cells exhibited increased expression of
membrane components such as MHCII and CD86, as well as production of cytokines
such as IL-12 and IFN-y, which are important factors for immune system activation. In
conclusion, the results indicate that the established protocol with the nanostructure has
the potential to improve PDT efficacy by promoting immunogenic cell death and
inducing phenotypic changes in dendritic cells, indicative of their activation.

Keywords: Melanoma; B16-F10; Photodynamic Therapy; Nanocarriers; Immunogenic
Cell Death; Dendritic Cells.
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1. Introdugéo

1.1. Cancer

O Cancer é considerado um dos principais problemas de salde puablica da
atualidade, por ser uma das principais causas de morbidade e mortalidade global.
Conforme os dados do Global Cancer Observatory (GLOBOCAN), o total de novos
diagndsticos de cancer em 2020 atingiu 19,3 milhdes, resultando em quase 10,0 milhdes
de oObitos atribuidos a doenca como pode ser observado na Figura 1. As projecdes do
GLOBOCAN indicam um aumento significativo, prevendo que o nimero de casos de
cancer alcancara 28,4 milhGes em 2040. No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional

do Cancer, sdo esperados 704 mil casos novos de cancer para o triénio 2023-2025 .

Nimero de casos em 2020 em ambos os sexos e em todas as idades

Mama

W 2261419 (11.7%)

Pulmao
2206771 (11.4%)

Colorretal
1931 590 (10%)

Outros canceres
10 389 647 (53.9%)
Prostata
1414 259 (7.3%)

Estdmago
11089 103 (5.6%)

Total: 19 292 789

Figura 1. Incidéncia de cancer mundial 2020. A figura mostra o nimero de casos dos principais tipos
de cancer em 2020, em ambos 0s sexos e em todas as idades. (Adaptado de OMS 2020) °.

O cancer é definido como um conjunto de doencas caracterizadas pelo crescimento
desordenado de células anormais, devido a uma variedade de fatores, como aspectos
genéticos, exposicdo a substancias carcinogénicas, estilo de vida e fatores ambientais.
Esses fatores podem levar a alteragdes no &cido desoxirribonucleico (DNA) das células,
que ocasionam em mutacdes que podem afetar os genes que controlam o crescimento e
a diviséo celular, levando a um crescimento descontrolado das células e a formacéo de
tumores®®,

Durante o crescimento neoplésico, as células anteriormente consideradas normais
adquirem capacidades funcionais que séo cruciais para a formacao de tumores malignos,
uma vez que permitem o crescimento, sobrevivéncia, invasdo e metastase do tumor °*°.
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Dentre estas caracteristicas podemos citar a proliferacdo descontrolada e a imortalidade
de células somaticas, que sdo importantes para o processo de metéstase, que consiste na
saida das células cancerosas do seu local primario, circulagdo na corrente sanguinea e
adaptacdo ao novo ambiente celular num local secundério 2.

Outra caracteristica presente no cancer € a evasdo ao sistema imune, ocasionado por
um desequilibrio na distribuicdo e atividade celular do sistema imunoldgico dentro do
microambiente tumoral. Esse fator envolve diversos mecanismos, como producdo de
moléculas inibitorias e o recrutamento de células imunossupressoras, 0 que contribui
para que os tumores escapem da vigilancia imunoldgica, crescam e se espalham sem se
tornarem alvos de eliminacdo imunolégica™. A compreensdo dos mecanismos de
imunoedicdo e imunossupressdo possui um papel crucial para o desenvolvimento de
estratégias para novos tratamentos e imunoterapias eficazes, a fim de superar essas
evasdes e fortalecer as respostas imunes contra o cancer “**°. As demais caracteristicas
fundamentais para o desenvolvimento do cancer estio presentes na Figura 2.

M o da sinali: ," Evasdo aos supressores de
prollferatlva v crescimento

Desbloqueio da
plasticidade fenotipica Reprogramagao epigenética niao
N mutacional

Desregulagao do
metabojlfmo -
energético

__ Evasdo ao sistema imune

Aquisicao de
< mortalidade
replicada

Imortalidade celular —>

Instabilidade

gendmica e Promogéao da
mutagenicidade Inflamacgéo
Microbiomas
Células senescentes polimérficos
dugdo da iogé N Ativagdo de invasdo e metastases

5195

Figura 2. Caracteristicas fundamentais para o desenvolvimento do céncer. A imagem descreve 0s
principais pardmetros relacionados descritos na literatura, que sdo evasdo aos supressores de crescimento,
reprogramacdo epigenética ndo mutacional, evasdo ao sistema imunologico, aquisicdo de mortalidade
replicada, promocéo da inflamacdo, microbiomas polimorficos, ativagdo de invasdo e metastase, inducao
da angiogénese, células senescentes, instabilidade gendmica e mutagenicidade, imortalidade celular,
desregulacdo metabdlica, desbloqueio da plasticidade fenotipica e manutencdo da sinalizagdo
proliferativa. (Adaptado de Hanahan et al., 2022) °.
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1.2. Melanoma

O melanoma é um tipo de cancer maligno originrio dos melandcitos, que séo
células responsaveis pela producdo do pigmento melanina. Essas células estdo
predominantemente localizadas na pele, mas também podem ser encontradas nos olhos,
ouvidos, leptomeninges, trato gastrointestinal, mucosas orais, genitais e nasossinusais.
O melanoma cuténeo representa a maior parte dos casos de pacientes diagnosticados
com melanoma (mais de 90%), enquanto melanomas de origem mucosa e do trato uveal
do olho sdo diagnosticados mais raramente (menos de 1-5%, com variacdes especificas
por pais) .

O Melanoma é o tipo de céncer de pele que causa mais mortalidade e sua
ocorréncia tem aumentado nas Ultimas décadas em paises desenvolvidos, especialmente
na populacdo caucasiana. Atualmente, o melanoma ocupa a quinta posi¢do entre 0s
principais diagndsticos de cancer nos Estados Unidos. Ja no Brasil corresponde a 4%
das neoplasias malignas da pele com prevaléncia nas regides Sudeste e Sul (Figura 3),
embora ndo seja a mais frequente é o tipo mais grave, devido a sua alta possibilidade de
provocar metastase. Conforme os dados do GLOBOCAN em 2020, foram registrados
globalmente 324.635 casos de melanoma, equivalendo a 1,7% de todos os canceres,

resultando em 57.043 mortes por melanoma, representando 0,6% da mortalidade

relacionada ao cancer 8%,
Homens Mulheres
2,70-10,05 . 2,88-7,99

1,72-2,69 8 160-287

1,35-1,71 1,26-1,59

0,65-1,34 0,51-1,25

Figura 3. Incidéncia de melanoma cutaneo em 2020 no Brasil. Representacdo espacial das taxas
ajustadas de incidéncia por 100 mil habitantes, estimadas para o ano de 2020, segundo Unidade da
Federacdo para melanoma maligno da pele. O mapa amarelo representa a incidéncia para o0 sexo
masculino e 0 mapa em azul representa a incidéncia para o sexo feminino. As regides do Sudeste e Sul
apresentam o maior niimero de casos em ambos os sexos. (Adaptado INCA 2020) .

O surgimento do melanoma € influenciado por diversos fatores, resultantes da

interacdo entre predisposicdo genética e exposicdo ambiental. Certos padrbes de
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ocorréncia do melanoma estdo associados aos padrdes de exposicao solar, antecedentes
de queimaduras solares e sexo®. A relagdo entre a exposicdo solar e 0 aumento do risco
de desenvolvimento de céncer de pele, incluindo o melanoma, é bem estabelecida,
devido aos raios ultravioletas (UV). Diversos estudos indicaram que maior exposi¢do a
luz ultravioleta, especialmente ao longo de muitos anos em ambientes ocupacionais com
alto indice solar (>20 anos), esta associada a um aumento no desenvolvimento de
melanoma .

A identificacdo precoce de lesbes é essencial, uma vez que 0s estagios iniciais
apresentam uma elevada taxa de sobrevivéncia. Contudo, em alguns casos o cancer so €
diagnosticado posteriormente, o que piora o0 progndstico do paciente devido as
caracteristicas agressiva e metastatica do melanoma®. Além disso, o diagnéstico de
neoplasias melanociticas continua sendo um desafio, pois estudos mostram uma alta
divergéncia entre patologistas, principalmente em situacbes em que a histologia
apresenta caracteristicas ambiguas. Dessa maneira, estes fatos prejudicam o
rastreamento e o estadiamento da doenga, o que influencia de forma direta na
elaboracdo de um regime de tratamento que ofereca ao paciente a melhor chance

possivel de recuperacéo ou sobrevivéncia prolongada 2°.

1.3. Tratamentos

O avanco cientifico ao longo dos anos resultou em diversas opcBes terapéuticas
para enfrentar o cancer, tais como cirurgia, radioterapia, quimioterapia e terapia alvo. A
escolha entre essas abordagens é determinada pelo tipo especifico de cancer, seu estagio
e localizagcdo no organismo. A remocdo cirdrgica do tumor, juntamente com o tecido
saudavel ao redor, representa a abordagem principal no tratamento do melanoma
localizado, que corresponde ao estdgio inicial da doenca. A dissecgdo eletiva de
linfonodos e de génglios linfaticos, também podera ocorrer caso forem identificadas
células de melanoma. Em alguns casos, tumores metastaticos também podem ser
submetidos a remogdo cirdrgica. Contudo, é importante observar que o tratamento
cirirgico em contextos de doenga metastatica reconhecida ndo visa a cura e, portanto,
exigira outras modalidades de tratamento 2%

A quimioterapia € uma das opc¢Oes para melanoma metastatico, dentre o0s
quimioterépicos disponiveis, os mais utilizados sdo a Dacarbazina e Temozolomida?.
Estes medicamentos possuem acgéo sistémica e atuam como agente alquilante, causam

danos no DNA e impedem que as células cancerosas se dividam, se multipliquem, o que
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leva, em Ultima instancia, a sua destruicdo. Porém, esse tipo de tratamento ndo é
altamente seletivo para as células tumorais em relagdo as células saudaveis, o que causa
efeitos adversos nos pacientes. Além disso, estudos mostraram que esta modalidade de
terapia apresentou eficacia antitumoral modesta e ndo demonstrou um prolongamento
da sobrevida significativo %,

Até pouco tempo atrds, a Unica alternativa de tratamento para pacientes com
melanoma metastatico era a quimioterapia. Atualmente, com o avango da ciéncia outras
estratégias estdo sendo utilizadas para combater o cancer, como terapias direcionadas e
imunoterapias®. Dentre essas abordagens, tem bloqueio da sinalizacdo das vias de
transducdo, como por exemplo o inibidor de BRAF, que é o oncogene com mutagao
mais frequente no melanoma®’. Outra categoria terapéutica que tem sido aplicada para o
melanoma € o uso de inibidores do checkpoint imunoldgico (Figura 4), cuja atuacéo é
por meio da inibicdo de proteinas que estdo presentes nas células tumorais e células do
sistema imunitario. Entre essas proteinas, podemos citar a proteina 1 de morte celular
programada (PD-1) e o antigeno 4 associado a linfocitos T citotoxicos (CTLA-4) séo
pontos de verificacdo que regulam negativamente a ativacdo de células T, produzidas
por células cancerosas, a fim de escapar do sistema imunoldgico, logo a inibicdo destas

proteinas podem evitar essa imunossupressdo 2%,
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Figura 4. Linha do tempo de agentes de imun-ooncologia aprovados para terapias contra o
melanoma. A linha do tempo mostra os principais imunoterapicos (inibidores do checkpoint
imunolégico) aprovados para o tratamento de melanoma desde 2011 a 2020 pela Food and Drug
Administr%ion (FDA), 6rgéo federal regulador dos Estados Unidos da América. (Adaptado de Kuryk et
al., 2020) .
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Apesar das descobertas recentes terem melhorado o progndstico para pacientes com
melanoma, ainda existem varios desafios na escolha para a abordagem terapéutica e
para o combate & doenca. As terapias tradicionais, como cirurgia e quimioterapia,
podem apresentar uma recidiva do tumor, efeitos colaterais adversos, baixos indices
terapéuticos e falta de especificidade®. Além disso, as abordagens mais atuais com
terapias alvo e imunoterapias, também apresentam limitacbes, como a resisténcia
secundaria aos medicamentos e a inducdo de toxicidades que mimetizam doencas
autoimunes, 0 que compromete a resposta do paciente ao tratamento. Por esse motivo, a

busca por novas terapias no tratamento do melanoma permanece uma prioridade .

1.4. Terapia Fotodinamica

Em meio a necessidade de novas estratégias para melhorar a eficacia das terapias
disponiveis ou a busca por novas abordagens terapéuticas contra o cancer, que oferecam
uma natureza ndo invasiva e uma baixa toxicidade sisttmica, uma que se destaca é a
terapia fotodinamica (TFD) **%,

A terapia fotodinamica foi identificada ha mais de um século por Oscar Raab, um
estudante de medicina que colaborava com o Prof. Hermann von Tappeiner. Raab notou
que os paramécios incubados com um corante fluorescente e expostos a luz morriam, ao
passo que aqueles mantidos no escuro néo eram afetados®’. Desde entdo a TFD evoluiu
e a partir de 1970 comecou a ser amplamente utilizada em diversas areas, incluindo a
medicina. Esta metodologia, ndo invasiva, € uma abordagem terapéutica promissora,
devido ao seu potencial de alta seletividade para o cancer, o que leva a0 aumento da
eficacia no local do tumor com reducéo da toxicidade ao tecido normal *.

A TFD ¢é baseada na agdo combinada de trés elementos principais: um
fotossensibilizador, uma fonte de luz e oxigénio molecular. O fotossensibilizante é uma
molécula capaz de converter energia luminosa especifica em potencial quimico. A
ativacdo de farmacos fotossensibilizadores pela fonte de luz converte o oxigénio triplete
(0,) na espécie fortemente oxidativa de oxigénio singlete (*O,) ou na liberagdo de
radicais livres, 0 que ocasiona 0 estresse oxidativo. Os reativos citotdxicos,
principalmente espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, induzem a morte celular de
células cancerosas (Figura 5), o bloqueio vascular com subsequente isquemia tumoral, 0

que pode aumentar a resposta imunolégica aos antigenos tumorais *°.
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Figura 5. llustracdo esquematica do mecanismo da Terapia fotodindmica (TFD), destacando as
reacles de fotodindmica e as possiveis vias de morte celular. Um FS absorve energia da luz para
eliminar as células tumorais atraves da geragdo de EROS. Os modos de morte celular induzidos pela
TFD, incluem apoptose, necrose, necroptose e autofagia entre outros e dependem do tipo celular, tipo ou
concentragdo da FS, localizagdo intracelular, dose de luz e pressdo parcial de oxigénio. TFD (terapia
fotodindmica), FS (fotosensibilizador), ER (reticulo endoplasmatico).(Adaptado de Sai et al., 2021) *'.

O tipo de morte celular e a ativacdo do sistema imunoldgico, devido a modulacao
do microambiente tumoral por meio da terapia fotodinamica, estdo relacionados com os
pardmetros como dose de luz, concentragdo do fotossensibilizante selecionado e o seu
intervalo entre a administragdo e a irradiagdo do tecido alvo. A escolha desses
parametros é de extrema importancia para estabelecer um protocolo de tratamento
eficaz e superar as limitacdes desta terapia. Dentre os obstaculos que a TFD possui
atualmente podemos citar: penetracdo da luz, hipoxia, baixa solubilidade e agregacéo
em agua dos fotossensibilizantes “>**.

Ao longo dos anos, varios estudos tém buscado estratégias para superar estas
limitagdes. Em relacdo ao uso da luz, a melhor opcéo é selecionar equipamentos que
tenham os comprimentos de onda entre 620 e 850 nm, pois apresentam uma melhor
capacidade penetrante para atingir a permeabilidade maxima da pele, este intervalo é
chamado de “janela fototerapéutica™. Para superar as dificuldades devido a baixa
disponibilidade de oxigénio no microambiente tumoral, tem-se optado por utilizacdo de
fotoativos que gerem TFD Tipo I, uma vez que é capaz de funcionar bem em ambiente
hipéxico. Além disso, uma estratégia cada vez mais empregada, com resultados
positivos, consiste na producdo de nanoparticulas para otimizar o potencial terapéutico

dos agentes fotossensiveis “°*’.
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1.5. Nanobiotecnologia e Terapias Alternativas

O campo da nanotecnologia experimentou um avanco significativo na Gltima
década, e atualmente, muitos produtos contendo nanoparticulas sdo empregados em
varias aplicaces, incluindo ciéncia de alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos.
Nanoestruturas séo caracterizadas por terem dimensdes que variam entre 1 e 100 nm,
exibindo propriedades distintas influenciadas por seu tamanho e funcionalidades de
superficie. As nanoparticulas séo categorizadas em diversas classes, de acordo com sua
composicdo e formato, como por exemplo: nanoparticulas a base de lipideos,

nanoparticulas inorgéanicas e nanoparticulas poliméricas (Figura 6) *®*.
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Figura 6. Tipos de nanocarregadores utilizados para a entrega de medicamentos na terapia do
cancer. (A) Nanocarregadores a base de lipidios; (B) Nanoparticulas inorganicas; (C) Nanoparticulas
poliméricas.( Adaptado de L6bo et al., 2021) .

O uso de nanotecnologia estd em constante ascensao no campo da medicina, devido
sua alta capacidade de inovacdo, 0 que permite que esta tecnologia seja amplamente
explorada para diversas areas, inclusive para o tratamento de cancer. A aplicagdo de
nanoparticulas pode aprimorar a eficacia da entrega de agentes terapéuticos nos tecidos

afetados, por meio da preservacdo de sua carga durante a circulacdo prolongada e
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entrega-la de maneira bem-sucedida aos locais desejados. A nanotecnologia proporciona
oportunidades para superar as limitagdes dos tratamentos convencionais, facilitando
uma resposta eficaz contra os tumores >,

Na terapia fotodindmica a nanotecnologia esta sendo utilizada como uma estratégia
para o desenvolvimento de novos fotossensibilizantes, uma vez que diminui a
toxicidade para o tecido normal tanto em ensaios in vitro quanto in vivo, aprimora sua
solubilidade no ambiente biolégico e potencializa os efeitos terapéuticos. Dessa
maneira, 0 uso de nanocarreadores pode auxiliar a superar as limitacdes existentes nesta
terapia >+ °°.

Um exemplo deste fato € que diversos pesquisadores entdo buscando formulagdes
para associar com as ftalocianinas, uma vez que representam um grupo de
fotossensibilizantes de segunda geracdo com uma alta capacidade terapéutica devido ao
fato de responderem a comprimentos de ondas mais extensos. Dentro desse grupo, o
aluminio cloro ftalocianina (AlPc) se destaca por possuir uma absor¢do de luz entre 660
e 770 nm, apresenta alta eficiéncia na fluorescéncia quantica para a geracdo de estresse
oxidativo, aléem de manifestar rapida e duradouro acumulo em células cancerosas,
acompanhada por um tempo de meia-vida reduzido®’. Contudo, apresenta uma baixa
solubilidade em &gua, o que afeta a administracéo e a atividade do farmaco®®.

A fim de solucionar esta problematica, surgiu o desenvolvimento de
fotossensibilizantes de terceira geracdo, que sdo caracterizados pela associacdo de
fotoativos de segunda geracdo com nanocarreadores que sejam biocompativeis. Logo, é
notério que o uso de nanoestruturas pode promover maior eficacia da terapia

fotodindmica e maior ativacdo do sistema imunitério >*.

1.6. Morte Celular Imunogénica

O efeito antitumoral da terapia fotodindmica é desencadeado por uma acao
citotoxica direta nas células cancerosas, pela destruicdo dos vasos sanguineos do tumor
e pelo estimulo da imunidade antitumoral. Esse ultimo fator contribui para o controle da
doenca a longo prazo, o que é vantagem em relagdo as terapias convencionais, como
cirurgia ou quimioterapia. Contudo, para reverter o cenario imunossupressor do
microambiente pela TFD, é crucial ter um bom fotossensibilizante e estabelecer um
protocolo adequado, uma vez que dependendo das escolhas para o tratamento pode-se

obter diferentes tipos de morte celular ®*%.
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Anteriormente as principais vias de morte celular conhecidas eram a apoptose e a
necrose. ApoOs varios estudos, foi possivel identificar a existéncia de varias outras
modalidades de morte celular, incluindo a morte celular imunogénica (MCI). A MCI é
uma forma de morte celular que promove respostas imunes inatas e adaptativas, o que
leva a formacdo de memoria imunoldgica a longo prazo. A imunogenicidade da morte
das células cancerosas é influenciada pela presenca de antigenos associados a tumores e
pela liberacdo de padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) %4,

Os DAMPs sdo moléculas imunoestimulantes que podem ser secretados de forma
ativa, liberados de maneira passiva para o ambiente extracelular ou expostos na
superficie de células que estdo em processo de morte. Dentre essas substancias, estdo a
adenosina trifosfato (ATP), a calreticulina (CRT), o grupo de alta mobilidade Box 1
(HMGBL1), as proteinas de choque térmico (HSPs) 70 e 90, bem como as
citocinas/quimiocinas que facilitam o recrutamento e maturacdo de células
apresentadoras de antigenos (APCs) pelas células cancerosas em processo de morte.
Dessa maneira, o reconhecimento destas moléculas pelas APCs é de extrema
importancia para ativacdo do sistema imunoldgico adaptativo, principalmente de células
T CD8", uma vez que é a forca motriz para o controle e a destruicdo de células
tumorais®>.

Portanto, é importante entender quais 0s processos imunitarios relacionados a
tumorigénese para elaborar protocolos mais eficientes para o tratamento do cancer. O
uso da terapia fotodindmica com enfoque na inducdo de MCI possui um papel
promissor no combate ao cancer, uma vez que pode promover a imunidade antitumoral
por meio da sinalizacdo de diferentes padrées moleculares associados a danos para o

sistema imunitario 878,

1.7. Sistema Imunologico e Células Dendriticas

O sistema imunoldgico é um mecanismo essencial para manter a saude, combater
infeccbes e doengas, a fim de promover o equilibrio do organismo como um todo. O
sistema imune possui a capacidade de discernir entre o proprio e 0 ndo proprio,
eliminando assim patdgenos e células danificadas. Por conseguinte, tem o potencial de
erradicar células cancerosas que apresentam autoantigenos mutados ou expressos de
forma anémala. Para evitar a eliminacdo por respostas imunitarias, os tumores nédo

apenas desenvolvem a capacidade de evitar o reconhecimento imunoldgico, mas
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também estabelecem um ambiente imunossupressor e ativamente modulam células
imunolégicas para favorecer a progressdo tumoral °*™.

O microambiente tumoral interfere no reconhecimento das células cancerosas por
meio da inibicdo da acdo de células apresentadoras de antigenos e consequentemente a
ativacdo do sistema adaptativo. As respostas imunes adaptativas exigem a ativacdo das
vias de processamento e apresentacdo de antigenos. Essas vias possibilitam que as
glicoproteinas codificadas pelo Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC)
sejam carregadas com seus ligantes apropriados. Somente as moléculas de MHC ligadas
e expressas na superficie das APCs tém a capacidade de ativar as células T (Figura 7),
as quais desempenham funcdes efetoras, como citotoxicidade, apoio as células B e

producio de citocinas "2,
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Figura 7. Interagdo de imundcitos nos linfonodos. As células dendriticas (CDs) interagem diretamente
com as células T e apresentam os antigenos a elas nos linfonodos. As células dendriticas englobam,
processam e apresentam fragmentos oligopeptidicos antigénicos expressos em sua superficie as células T
auxiliadores (Ty) dos linfonodos, por meio de moléculas MHC de classe Il (cinza) para essa fungdo. As
células Ty expressam seu proprio receptor de célula Ty distinto, T cell receptor (TCR, verde) sobre sua
superficie. Ocorre o reconhecimento do antigeno apresentado pelas CDs com a ativacdo das células Ty,
(Adaptado de A Biologia do Cancer. Weinberg et al., 2008) ”.

Dentre as células apresentadoras de antigenos, as células dendriticas (CDs)
desempenham um papel crucial no sistema imunitario. Sdo reconhecidas como as APCs
mais eficazes, pelo fato de serem especialistas em interligar respostas imunes inatas e
adaptativas. As CDs representam um grupo de células, que surgem de progenitores da
medula 6ssea conhecidos como progenitores mieloides comuns’. Ao longo do seu

processo de maturacdo sofrem influéncia de varios sinais, como fatores de crescimento,
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citocinas e DAMPs, que irdo modular o perfil fenotipico para que estas células possam
efetuar plenamente seu papel na resposta imune "

No processo de morte celular imunogénica em células cancerosas, ocorre a
liberacdo e exposicdo de DAMPs, moléculas importantes para o recrutamento e ativacao
de APCs™. A proteina calreticulina, por exemplo, normalmente encontrada no reticulo
endoplasmatico, pode se deslocar para a membrana plasmatica em resposta a danos
causados pelo estresse oxidativo nessa organela. Quando exposta na membrana
plasmatica, a calreticulina atua como um sinal "coma-me" para as APCs, o que facilita a
fagocitose da célula em processo de morte™. A ligacdo dos DAMPs aos receptores
especificos de reconhecimento de padrGes expressos nas células dendriticas,
desencadeia uma cascata celular que ativa respostas imunes inatas e adaptativas. 1sso
inclui gquimiotaxia, direcionamento, ativacdo e/ou maturacdo das CDs, culminando na
apresentacdo cruzada de antigenos tumorais para os linfocitos T citotoxicos (CTLS)
CD8+ (Figura 8)"".
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Figura 8. Deteccdo de morte celular imunogénica e ativacdo de células dendriticas. Ilustragdo
esquematica da exposicdo e liberacdo de padrfes moleculares associados a danos (DAMPs) por células
cancerosas em processo de morte celular imunogénica. Os DAMPs sdo reconhecidos por receptores
especificos de reconhecimento de padrbes expressos nas células dendriticas (CDs), quando ocorre a
ligagdo com essas moléculas ocorre uma cascata celular que pode ativar o sistema imunoldgico inato e
adaptativo. As células dendriticas, ap6s sua maturacdo podem ativar células T CD8" para um perfil
citotoxico, apresentando os DAMPs via complexo de histocompatibilidade.

No contexto do microambiente tumoral, as CDs possuem a capacidade Unica de
transportar antigeno tumoral para os néddulos linfaticos de drenagem para iniciar a
ativacdo de células T. Além disso, as células dendriticas residentes no tumor também
podem influenciar na regulacdo da resposta das células T nos tumores durante a
terapia’®. Assim, é evidente que as interacées entre diferentes populagdes de células
dentro dos tumores desempenham um papel importante no desenvolvimento da doenca

e avaliar como a morte celular imunogénica ocasionada pela terapia fotodindmica pode
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interferir nessas interagdes, como mostra a Figura 9, é essencial para melhorar a sua

eficiéncia ”°.
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Figura 9. Inducdo de Imunidade Antitumoral pela Terapia Fotodinamica. llustragdo esquematica da
indugdo de Imunidade Antitumoral pela TFD. A terapia fotodindmica utilizada para o tratamento de
tumores, pode causar morte celular imunogénica, caracterizada pela liberacdo de padrdes moleculares
associados a danos (DAMPs) que ativam o sistema imunoldgico e é acompanhada pela inducdo de uma
inflamagdo aguda que leva & infiltrac8o de neutrofilos, dependente de I1L-17, no leito tumoral tratado e no
nédulo linfatico periférico do tumor. Os DAMPs estimulam a maturacdo das células dendriticas, que sdo
células apresentadoras de antigenos, que migram para os linfonodos para ativar células do sistema imune
adaptativo. As células dendriticas maduras trabalham em conjunto com os neutrofilos para potencializar a
ativacdo de células T CD8+ especificas contra o tumor e aumentar a morte celular tumoral. (Adaptado de
Falk-Mahapatra e Gollnick, 2020) ™.

2. Justificativa

Apesar dos avancos nos tratamentos, infelizmente ndo foi ainda possivel atingir um
patamar satisfatério no combate ao cancer, o que ocasiona na sua permanéncia como um
grave problema de saude publica em todo o mundo. Dentre os varios tipos de cancer, o
melanoma, a cada ano que passa, aumenta a sua taxa de incidéncia, o que é um fator
preocupante uma vez que € o tipo de cancer de pele mais agressivo, que causa mais
mortalidade, possui uma alta taxa de metastase e 0s tratamentos convencionais
utilizados provocam uma serie de reacOes adversas. Dessa maneira, a aplicacdo de
novas estratégias para melhorar a eficacia das terapias disponiveis ou a busca por novas
abordagens terapéuticas sdo de extrema importancia para alterar o cenario atual. A

Terapia Fotodindmica se torna uma forte candidata para ser um tratamento alternativo
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para 0 melanoma, por ser um procedimento local ndo invasivo. Além disso, a
capacidade da TFD de ocasionar morte celular imunogénica é um ponto chave para
inibir o desenvolvimento da doenca. Assim, a Terapia Fotodindmica pode ter além da
capacidade de destruir o tumor primario, acionar o sistema imunitario para reconhecer,
rastrear e destruir quaisquer células tumorais remanescentes, sejam elas no local do
tumor primario, proximo a ele ou micrometéstases distantes.

Dessa maneira, para que a TFD alcance todo o seu potencial como uma
imunoterapia é de extrema importancia a utilizacdo de um fotossensibilizante eficiente.
Logo, o desenvolvimento de nanocarreadores podem aprimorar os efeitos dos
fotossensibilizantes, como a nanoparticula AIPcNLS, que foi avaliada neste trabalho.
Além disso, a compreensdo de quais 0s mecanismos estdo envolvidos na ativacao das
células imunes e na modulacdo do microambiente tumoral ocasionado por este

tratamento, sdo essenciais para permitir sua aplicacéo na clinica.

3. Objetivos

3.1. Objetivos gerais

Avaliar o potencial da Terapia Fotodindmica em conjunto com o nanocarreador
lipidico contendo o fotossensibilizante Aluminio Cloro Ftalocianina (AIPCNLS), na
inducdo de morte celular imunogénica e na ativacdo de células dendriticas, em modelo

de melanoma (B16-F10) in vitro.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar a viabilidade celular da célula B16-F10 apds TFD com AIPCNLS.

e Auvaliar a producdo de espécies reativas de oxigénio ap0s a terapia fotodinamica
com AIPcNLS em células B16-F10.

e Investigar o potencial de morte celular imunogénica e das citocinas produzidas
pelas células tumorais (B16-F10) apos tratamento com TFD e AIPCNLS.

e Estudar as alteraces na morfologia celular apés o tratamento com TFD e AIPCNLS
em células B16-F10.

e Auvaliar a ativacdo de células dendriticas co-cultivadas com células tumorais (B16-
F10) pds-tratamento com TFD e AIPCNLS, por meio da expressédo de moléculas de
adesdo e de receptores de quimiocinas (CD80, CD86 e MHCI|I).
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e Estudar a producéo de citocinas pro e anti-inflamatorias, derivados da co-cultura de

células dendriticas com células de melanoma (B16-F10), ap0s o tratamento com

TFD e AIPcNLS.

4. Material e Métodos

4.1. Delineamento Experimental

Os experimentos realizados nesse trabalho estdo esquematizados na figura 9

abaixo.

Avaliacdo do perfil de morte celular

—  Experimentos invitro

1)  Avaliagdo da viabilidade
celular;

2) Microscopia Confocal;
3)  Microscopia Eletrdnica
de Transmissdo;

4 Avaliacdo de producio
de EROs;

Analise da producio de
citocinas — ELISA.

. Delineamento Experimental I

Obtencdo de células dendriticas
murinas € co-cultura com células
tumorais

— Experimentos invitro

1) Microscopia de Luz;

2) Microscopia Eletrénica
de Varredura;

3) Estudo da maturagio de
células dendriticas;

4) Analise da produgio de
citocinas — ELISA.

Figura 10. Diagrama do delineamento experimental desenvolvido no trabalho.

4.2. Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (NLS)

As nanoparticulas utilizadas durante o projeto foram preparadas de acordo com o

processo descrito por Mello et al., (2022)%°. Nanoparticulas lipidicas sélidas foram

preparadas pelo método de baixa energia. A manteiga de Murumuru foi selecionada

como o lipidio sélido, e o surfactante selecionado foi o Brij™ O10, na proporcdo de 2:1,

0 que corresponde a 5% (p/v) da formulagéo,

e a concentracdo final do

fotossensibilizante Aluminio Cloro Ftalocianina (AlPc) foi de 20 puM. Foram analisadas

em dois diferentes grupos, nanoparticulas lipidicas sélidas com Aluminio Cloro
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Ftalocianina (AIPCNLS) e nanoparticulas lipidicas sélidas sem o fotossensibilizante
(NLS-BRANCA).

4.3. Manutencdo das linhagens celulares

A linhagem celular utilizada para o trabalho foi a B16-F10 (melanoma
murino), e as células foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 1% de
solucdo antibidtica (100 unidades/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina)
e 10% de soro fetal bovino (SFB). As células foram mantidas em incubadora imida
a 37°C com 5% de CO.. Os repiques foram realizados por meio da acéo proteolitica
de solucdo 0,25% de tripsina-EDTA (Gibco, USA). A contagem de células foi por
contagem direta em camara de Neubauer utilizando-se 0 método de exclusdo por

Azul de Tripan (Sigma) para distin¢do de células viaveis.

4.4. Ensaio de Viabilidade Celular

Para 0 ensaio de viabilidade, as células B16-F10 foram tratadas com duas
nanoparticulas AIPCNLS e NLS-BRANCA, desenvolvidas no Laboratério de
Nanotecnologia da Universidade de Brasilia e também foi utilizado o farmaco
mitoxantrona (MTX), uma vez que, de acordo com a literatura, este firmaco gera morte
celular imunogénica®’. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio padrdo por
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolium) (MTT) segundo as
recomendacdes do fabricante. Um total de 3x10° células B16-F10, por pogo, foram
semeadas em placas de 96 pocos e incubadas overnight a 37°C. Apds sua adesdo, as
células foram tratadas com diferentes concentracGes dos nanocarreadores (0,39; 0,78;
1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25 e 50 nM), de mitoxantrona (0,03; 0,07; 0,15; 0,31; 0,62; 1,25;
2,5; 5; 10 e 20 uM) ou foram mantidas apenas com meio de cultivo. Em seguida, as
ceélulas tratadas com os nanocarreadores por 15 minutos e depois foram mantidas no
escuro ou irradiadas por 10 min com luz LED (660 nm a 25,9 J/cm? de densidade de
energia), como mostra o esquema na figura 11. Apos o periodo de tratamento de 24h, os
pocgos foram incubados por 4h, no escuro e a 37°C, com 150 pL da solucdo de MTT
(0,5 mg/mL em meio de cultura) e em seguida esta solugéo foi retirada e 200 pL de
DMSO foram adicionados em cada um dos pocos para a dissolucdo dos cristais de
formazan. As placas foram lidas no espectrofotbmetro Spectramax M5 (Molecular
Devices — USA).
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LED (660 nm
at 25.88 J/
cm?)

AIPcNLS por
15 min

Células irradiadas por
10 min

Células B16-F10

Células mantidas no
escuro

Figura 11. Esquema do protocolo da Terapia Fotodindmica com AIPcNLS para os ensaios de
viabilidade celular.

O ensaio de MTT foi feito em triplicata para cada composto e concentracdo
utilizada e trés experimentos independentes foram realizados. A porcentagem de
inibicdo foi determinada comparando a densidade celular das células tratadas com as

células controle no mesmo periodo de incubacéo.

% inibicdio = (1- den05|dade de (l:elulas tratadas) £100
densidade de células controle

4.5. Protocolo da Terapia Fotodinadmica

A terapia fotodinamica consiste no uso de um sistema de iluminagéo baseado em
matriz de diodo emissor de luz (LED) para irradiar as células, juntamente com o
nanocarreador AIPCNLS. Para o tratamento com o TFD as células foram expostas por
15 min ao nanocarreador (ICso = 1,7 nM). Em seguida, as células foram lavadas duas
vezes com PBS e mantidas no escuro ou irradiadas por 10 min com luz LED (660 nm a
25,9 J/lcm? de densidade de energia). Os controles positivo para MCI consistiu em
células B16F10 tratadas com mitoxantrona (ICsp = 0,6 pM) por 24 horas, como

ilustrado da figura 10.
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Figura 12. Esquema ilustrativo do protocolo utilizado para a terapia fotodindmica nos
experimentos.

4.6. Quantificacdo da producdo de EROs por Citometria de fluxo

Para a quantificacdo da producdo de EROs ap0s tratamento, foram realizados
experimentos utilizando o Cellular ROS Assay Kit (Orange, Abcam) em citémetro de
fluxo FACSCalibur (BD, EUA). Foram plaqueadas 5x10° células em placas de 6 pocos
que, posteriormente, foram tratadas com TFD (AIPcNLS em 1,7 nM), MTX (0,6 pM),
H,O, (26mM) como controle positivo, N-acetil-L-cisteina (NAC) (10mM) como
controle negativo. Apos o tempo de tratamento de 1h, as células foram incubadas com
ROS Orange (Ex/m = 540/570nm) por 1h a 37°C. Em seguida, as linhagens passaram
pelos processos de desaderéncia, lavagem em PBS 1X e, somente ap0s essas etapas,

foram analisadas por citometria de fluxo.
4.7. Alteragdes Morfologicas por Microscopia Eletronica de Transmissdo

As células foram plaqueadas em placas de 6 pocos com 1x10°. Apés a adesdo as
células foram tratadas com MTX (0,6 uM) ou irradiadas com a TFD (AIPcNLS na
concentracdo de 1,7 nM. Em seguida, as células foram desaderidas dos pogos com
tripsina, lavadas com PBS e foram fixadas overnight em fixador Karnovisk (4% de
paraformaldeido e 2% de glutaraldeido em tampdo cacodilato de sédio 0.1 M, pH 7,2);
lavadas no mesmo tampdao; pds-fixadas por 30 minutos em tetréxido de 6smio 1% e
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0,8% de ferrocianeto em tampdo cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7,2; desidratadas
gradualmente em acetona (30%-100%) e incluidas com resina Spurr. Os cortes
ultrafinos obtidos em ultramicrotomo (Leica Microsystems, Alemanha) foram
contrastados em acetato de uranila e analisadas em Microscépio Eletrénico de

Transmissao Jeol 1011 (Jeol, USA) a uma tensdo de aceleracéo de 80 kV.

4.8. Avaliacdo de mediadores de Morte Celular Imunogénica

4.8.1. Imunomarcacéo e Microscopia Confocal

Imunomarcacdo de HMGBL e de Calreticulina, para analisar a liberagdo ou o
aumento de Padr6es Moleculares Associados a Danos (DAMPSs) devido ao tratamento
com a Terapia Fotodindmica. Foi feita a marcacdo das células com anticorpo anti-
HMGBL1 ou anti-calreticulina. 1 x 10° células B16-F10 foram semeadas sobre laminulas
redondas em placas de 24 pocos. Apos a adesdo, as células receberam ou ndo o
tratamento da Terapia Fotodindmica (AIPCNLS na concentracdo de 1,7 nM) ou
Mitoxantrona na concentracdo de 0,6 uM/mL. Apds 24 horas, as células foram lavadas
com PBS, fixadas com formaldeido 3,7% por 30 min. A solucdo de bloqueio (leite
desnatado 1%, albumina sérica bovina (BSA) 2,5%, soro fetal bovino (SFB) 8% em
PBS) foi adicionada e deixada por 20 min e logo apds, as células foram incubadas com
anticorpo primario de camundongo anti-HMGBL1 ou anti-calreticulina, overnight a 4°C.
Os pocos foram lavados com PBS e o anticorpo secundario Alexa-488 ou Alexa-647
anti-camundongo (5 pg/mL), respectivamente, foram adicionados por 1h a 37°C
protegido da luz. Os pogos foram entdo lavados com PBS e incubados por 5 min com
DAPI (300 nM) para marcagdo do DNA celular. Entdo os pogos foram lavados com
PBS e as laminas foram montadas com ProLong Gold Antifade e analisadas em
Microscopio Confocal de Varredura a Laser TCS SP5 (Leica Microsystems,
Alemanha).

4.8.2. Imunomarcacgéo e Microscopia Eletrénica de Transmisséo

Para observar a organizagdo da calreticulina apds o tratamento com TFD, 2 x
10° células foram semeadas em placas de 6 pocos e tratadas com AIPCNLS na
concentracdo de 1,7nM e com MTX na concentracdo de 0,6uM por 24h, enquanto o
controle ndo recebeu nenhum tratamento. As celulas foram fixadas (4% de

paraformaldeido, 0,5% de glutaraldeido e 0,2% de &cido picrico em tampéo cacodilato
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de sodio 0.1 M, pH 7,2), a 4°C por 2h. O material foi lavado com tampéo cacodilato de
sodio e imerso em solucdo bloqueio (50mM de cloreto de aménia) duas vezes por 30
minutos. Logo apds, foi adicionado acetato de uranila 2% em 15% de acetona nas
amostras no escuro por 2 horas. Em seguida, as células foram desidratadas em acetona
(30%-90%) a 4°C e embebidas em LR Gold em -20°C sob luz ultravioleta. Secgdes
ultrafinas de 50 nm a 70 nm foram obtidas com facas de diamante em ultramicrétomo
(Leica Microsystems, Wien, Austria). As seces foram montadas em telas de niquel.
Depois as amostras foram imersas em solucéo bloqueio (1% de BSA e 0,01% de Tween
20) por 1 hora em temperatura ambiente. A imunomarcacao foi realizada com anticorpo
primario anti-calreticulina e anticorpo secundario conjugado com ouro 10nm. As
amostras foram examinadas em microscdpio eletronico de transmissdo Jeol 1011 (Jeol,
MA, EUA) a uma tensao de aceleracéo de 80 kV.

4.9. Analise da producéo de citocinas por células B16-F10 tratadas com TFD

Células tumorais (5 x 10*) foram plaqueadas em placas de 24 pocos e apds 24 horas
foram tratadas com TFD (AIPcNLS em 1,7 nM), ou mantidas no escuro e tratadas com
MTX (0,6 uM) e H,0O, (26mM). Apos o tratamento, os sobrenadantes foram coletados a
fim de fazer um mapeamento da producdo de citocinas estimulada pela terapia, por meio
Kit ELISA. As citocinas IL-12 e IL-10 foram analisadas com kits comerciais da BD
Biosciences e conforme as especificacbes dos protocolos elaborados pelo fabricante. Os
valores de absorbancia foram gerados a partir da leitura no espectrofotdmetro
(Varioskan - ThermoFisher, EUA), em um comprimento de onda de 450nM. A
determinacdo da concentragdo das citocinas foi realizada utilizando as curvas padréo
especificas para cada uma delas, apresentadas em valores absolutos em picogramas por

mililitro (pg/mL).

4.10. Obtencéao de células precursoras e cultura de populacgédo enriquecidas

em células dendriticas

As ceélulas dendriticas (CDs) foram obtidas da medula éssea de camundongos
C57BL/6. A manipulacdo dos animais foi realizada de acordo com as diretrizes do
Comité de Etica no Uso Animal do Instituto de Ciéncias Bioldgicas — CEUA/IB
(046/19). Para a realizacdo do estudo in vitro, células de medula 6ssea isoladas de

fémures e tibias foram cultivadas por 7 dias a uma densidade de 2 x 10° por placa de 10
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cm (10 ml) em meio doravante denominado "meio de diferenciacdo completa”. Este
meio de cultivo consiste em RPMI suplementado com SFB a 10% (PAA Laboratories),
antibiotico 1% v/v (penicilina 10.000 unidades/mL, estreptomicina 10.000 pg/mL
Gibco), GM-CSF (20 ng/mL - Sigma-Aldrich), B-mercaptoetanol (50uM -Sigma-
Aldrich) e IL-4 (20 ng/mL - Sigma-Aldrich). As células foram mantidas em placas de
petri estéreis, em uma incubadora umidificada, com 5% de CO, e 95% de ar e na
temperatura de 37 °C. No dia 3, foi adicionado mais 10 mL de meio de diferenciagio
completo fresco. As células foram diferenciadas por mais 4 dias. ApGs esse periodo, as
células flutuantes foram examinadas separadamente quanto as suas expressdes de
CD11c, marcador de superficie, por citometria de fluxo FACSCalibur (BD, EUA).

4.11. Analises Morfoldgicas do co-cultivo

4.11.1. Microscopia de Luz

Para avaliar as alteracdes morfoldgicas nas células dendriticas em co-culttivo
com a linhagem B16-F10, 5x10* células de B16-F10 foram semeadas em placas de 24
pocos. Apos a adesdo das células elas foram tratadas com TFD (AIPcNLS = 1,7nM),
MTX (0,6 uM), LPS (1pg/mL) como controle positivo para a ativagdo das células
dendriticas. Logo apds o tratamento foram adicionadas as células dendriticas em uma
proporcao de 1:1, as células permaneceram em uma estufa imida a 37°C acoplada ao
Microscopio Evos (Thermo Fisher Scientific, USA), o qual foi utilizado para as

analises, por meio de time lapse durante o periodo de 24h, com 10x de aumento.
4.11.2. Microscopia Eletronica de Varredura

A fim de analisar as diferencas morfologicas presentes na superficie celular em
decorréncia da terapia fotodindmica, as células tumorais e células dendriticas foram
analisadas em Microscépio Eletronico de Varredura (MEV). Inicialmente, 5x10* células
tumorais foram plaqueadas em laminulas 18x18 mm colocadas em placas de 6 pocos.
No dia seguinte, as células foram tratadas com TFD (AIPCNLS = 1,7nM) e em seguida
foi realizado o co-cultivo com as células dendriticas. Apds 15, 30, 45 minutos e 24
horas do co-cultivo, foi feito descarte do meio de cultivo e do tratamento e as células
passaram pelo processo de lavagem. A seguir, foram fixadas em 2% de
paraformaldeido, 2% de glutaraldeido em tampéo cacodilato de soédio 0,1 M, pH 7,2

overnights a 4°C. Posteriormente ao descarte do fixador, as linhagens foram lavadas
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com tampdo cacodilato de sédio 0,1 M, pods-fixadas, por 30 min, com tetroxido de
6smio 1% em tampdo cacodilato de sddio 0,1 M, pH 7,2. As células passaram por uma
desidratacdo seriada com concentragdes crescentes de acetona (30%-100%), pela
secagem ao ponto critico CPD 030 (BALZERS, EUA) e metalizacdo SCD 500 (LEICA,
Germany) e foram analisadas no Microscopio Eletrénico de Varredura JSM-7001F
(JEOL, Japan).

4.12. Estudo da ativacdo da populacdo enriquecida em células dendriticas

Para o estudo da maturacdo das células dendriticas, as células foram co-cultivadas
com células B16-F10 tratadas com TFD (AIPcNLS = 1,7nM), MTX (0,6 uM), LPS
(1pug/mL) como controle positivo para perfil pro-inflamatério, por 24 horas em uma
proporcao de 1:1 a 37 °C (total de células =1x10°). Apés esse periodo de co-cultivo as
celulas foram desaderidas por meio do espalhador de células (SCRAPER), lavadas com
PBS 1X, foi adicionado a solucdo blogueio (2,5% de BSA) por 15min. Em seguida, as
células foram marcadas com os anticorpos anti-CD11c, CD86, CD80 e MHCII por 1
hora no gelo e analisadas por citometria de fluxo. O marcador anti-CD11c foi utilizado
para fazer a selecdo de gate da populacdo enriquecida em células dendriticas e os

demais marcadores foram analisados dentro desta subpopulacdo selecionada.

4.13. Anélise da producdo de citocinas por células dendriticas ap6s a co-

cultura com células tumorais tratadas com TFD

Células tumorais (5x10°) foram plaqueadas em placas de 6 pocos e ap6s 24 horas
foram tratadas com MTX (0,6 puM), mantidas no escuro ou tratadas com TFD
(AIPcNLS = 1,7nM). Apo6s o tratamento células dendriticas foram adicionadas nos
pogos, em uma proporcdo de 1:1, pelos tempos de 24 horas. Como controle positivo
para ativagdo de um perfil pro-inflamatério das células dendriticas, as células foram
tratadas com LPS (1ug/mL) por 24h. Em seguida, ao término do tempo estipulado para
a co-cultura, os sobrenadantes foram coletados a fim de fazer um mapeamento da
producdo de citocinas estimulada pelos tratamentos, utilizando o Kit ELISA. As
citocinas 1L-12, IL-10, TNF-o e IFN-y foram analisadas com kits comerciais da BD
Biosciences e conforme as especificacdes dos protocolos elaborados pelo fabricante. Os
valores de absorbancia foram gerados a partir da leitura no espectrofotémetro

(Varioskan - ThermoFisher, EUA), em um comprimento de onda de 450nM. A
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determinacdo da concentracdo das citocinas foi realizada utilizando as curvas padrédo
especificas para cada uma delas, apresentadas em valores absolutos em picogramas por
mililitro (pg/mL).

4.14. Anélises Estatisticas

Os dados das analises foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA). As
analises estatisticas foram conduzidas utilizando o Software GraphPad Prism 9 e os
resultados com a média +/- SEM. Os valores de P < 0.05 foram considerados

estatisticamente significativos.

5. Resultados

5.1. Ensaio de Viabilidade Celular

A fim de investigar o potencial da nanoparticula para 0 seu uso na Terapia
Fotodinamica, foi realizado o ensaio de MTT em células B16F10 para avaliar a
citotoxicidade da AIPCNLS e do MTX. Os resultados foram comparados com o grupo
controle e a NLS-BRANCA também foi avaliada. As células foram tratadas com as
nanoestruturas nas concentragcdes 0,39; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25 e 50 nM
equivalentes de Aluminio Cloro Ftalocianina, apds 15 minutos um grupo foi mantido no
escuro (Figura 13) e o outro grupo foi irradiado por 10 min com luz LED (660 nm a
25,9 J/cm? de densidade de energia) (Figura 14). Para as anélises da NLS-BRANCA, foi
feito diluicBes nos volumes equivalentes utilizados para o tratamento com a AIPCNLS.
Também foi realizado o teste de MTT para o farmaco MTX, que foi utilizado como
controle positivo para morte celular imunogénica. As concentracGes testadas foram de
0,03; 0,07; 0,15; 0,31; 0,62; 1,25; 2,5; 5; 10 e 20 uM (Figura 15). Todas as analises de
viabilidade celular foram feitas 24h ap0s os tratamentos.
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Figura 13. Anélise da viabilidade celular da B16-F10 por MTT tratadas com NLS-BRANCA e
AIPCNLS apos 24h. Gréfico de viabilidade da linhagem B16-F10 apds os tratamentos NLS-BRANCA e
AIPCcNLS apds 24 horas de tratamento. As barras representam a viabilidade celular em percentual apos os
tratamentos nas concentracBes indicadas. Os dados representam a média + SEM de trés experimentos
independentes em triplicata *P<0,05: **P<0,01; ***P<0,001 e ****P<0.0001 comparados ao controle
ndo tratado.
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Figura 14. Andlise da viabilidade celular da B16-F10 por MTT ap6s Terapia fotodinamica com
NLS-BRANCA e AIPcNLS apo6s 24h. Grafico de viabilidade da linhagem B16-F10 ap6s o tratamento
com a Terapia fotodinamica, com o uso de NLS-BRANCA e AIPcNLS ap6s 24 horas de tratamento. As
barras representam a viabilidade celular em percentual ap6s os tratamentos nas concentragdes indicadas.
Os dados representam a média £+ SEM de trés experimentos independentes em triplicata *P<0,05;
**p<0,01; ***P<0.001 e ****P<(0.0001 comparados ao controle ndo tratado.
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Figura 15. Grafico de viabilidade da linhagem B16-F10 apds o tratamento com Mitoxantrona ap6s
24 horas de tratamento. Grafico de viabilidade da linhagem B16-F10 apdés o tratamento com
Mitoxantrona apds 24 horas de tratamento. As barras representam a viabilidade celular em percentual
apos os tratamentos nas concentracBes indicadas. Os dados representam a média £+ SEM de trés
experimentos independentes em triplicata *P<0,05; **P<0,01 e ****P<0.0001 comparados ao controle
n&o tratado.

Os resultados mostraram que a NLS-BRANCA possui baixa citotoxicidade in vitro
e a AIPcNLS, quando mantida no escuro, manteve o mesmo padrdo que o0
nanocarreador sem o fotossensibilizante. Quando irradiada a NLS-BRANCA ndo
reduziu significativamente a viabilidade celular ao comparar com a AIPcNLS. Logo, é
possivel evidenciar que a nanoestrutura contendo o fotossensibilizante resultou na
diminuicdo da viabilidade celular de modo significativo apenas quando irradiado, o que
reforca a hipotese de que o fotossensibilizante s6 se torna toxico quando excitado pelo
LED e que a NLS-BRANCA é um bom nanocarreador.

Apos as anélises, foi calculado o valor necessério para reduzir a populacdo de
células em 50% (ICsp), 0s valores obtidos para AIPCNLS foi de 1,7 nM e de MTX foi
0,6 uM, essas concentracdes foram usadas nos tratamentos posteriores pois permitiria

avaliar a diferenca entre os diferentes tratamentos.
5.2. Quantificacdo da produc¢do de EROs por Citometria de fluxo.

A Terapia Fotodindmica esta intrinsecamente ligada & geracdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs). Portanto, a quantificagdo da producdo de EROs desempenha um

papel fundamental na compreensdo do mecanismo de acdo do nanossistema
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desenvolvido. A avaliacdo da producdo de EROs foi conduzida utilizando citometria de
fluxo, duas horas apds a aplicagdo do tratamento. Foi utilizado perdxido de hidrogénio

(H.0,) como controle positivo e N-acetil-L-cisteina (NAC) como controle negativo
(Figura 16).
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Figura 16. Histograma de produ¢do de EROs por B16-F10 apés tratamentos. Histograma
representativo da produgdo de espécies reativas de oxigénio das B16-F10 pré e pds tratamentos. As
células foram tratadas com NAC (controle negativo), H,O, (controle positivo), Terapia fotodindmica
(TFD) e Mitoxantrona (MT X).

Na Figura 17 observa-se que nas células B16F10, a producdo de EROs apresenta
maior pico no grupo tratado com H,O, e em seguida no grupo tratado com TFD. Desse
modo, a Terapia Fotodindmica se assemelhou com o resultado do grupo usado como

controle positivo, em comparac¢do com o controle, para um aumento de espécies reativas
de oxigénio.
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Figura 17. Anélise de produc¢do de EROs da B16-F10 apds tratamentos. Quantificacdo do percentual
de células em cada tratamento apds 2 horas. As células foram tratadas com NAC (controle negativo),
H,0, (controle positivo), Terapia fotodindmica (TFD) e Mitoxantrona (MTX). Os resultados apresentados
sdo de trés experimentos independentes, com a porcentagem média de células em cada tratamento + SEM.
* P < 0.05 quando comparado ao controle.

5.3. Avaliacdo de mediadores de morte celular imunogéncia e alteracGes

morfologicas por Microscopia Eletrénica de Transmissao

O tipo de morte celular influencia diretamente nas mudangas do microambiente
tumoral e no sistema imunitario. Desse modo, foram realizados experimentos para
analisar o potencial da terapia fotodinamica com AIPcNLS na inducdo de morte celular
imunogénica. Dentre os padrées moleculares associados a danos, foram escolhidas duas
proteinas principais que estdo correlacionadas com a ativagdo de células dendriticas, a
calreticulina e a proteina de alta mobilidade box 1(HMGB1).

Os resultados de Microscopia Confocal ap6s 24h de tratamento, mostraram que
houve um extravasamento da proteina HMGB1, marcada em verde, do ndcleo da célula
para o citoplasma, nos grupos tratados com TFD e MTX (Figura 18). Ja nas imagens
obtidas das células marcadas com anti-calreticulina foi possivel observar uma alteracéo
no padrdo de marcacgéo de proteina. No grupo controle, a proteina marcada em vermelho
se encontra mais peri-nuclear e nos grupos tratados € notéria um aumento da

intensidade e florescéncia mais perto da membrana celular. Além disso, o grupo tratado
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com TFD apresenta alteracfes no arranjo estrutural da célula e o tratado com MTX

apresentou formacéo de vesiculas com calreticulina (Figura 19).

DAPI Anti-HMGB1 Sobreposicao
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Figura 18. Imunomarcacdo de HMGB1 em B16-F10 ap6s 24 horas de tratamento. DAPI marcando
0 nucleo de azul, o verde marcando a proteina HMGBL1 e a sobreposi¢do das duas marcacfes. As setas
indicam o extravasamento de HMGB1 para fora do nucleo e a sua presenta no citoplasma celular.
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Figura 19. Imunomarcacdo de calreticulina em B16-F10 ap6s 24 horas de tratamento. DAPI
marcando o nicleo de azul, o vermelho marcando a proteina calreticulina e a sobreposicdo das duas
marcacles. As setas indicam o aumento da presenca da calreticulina nas proximidades da membrana
plasmatica das células e a formacdo de vesiculas contendo esta proteina.

Para investigar mais detalhadamente as alteracOGes celulares provocadas pelos
tratamentos e o padrdo de localizacdo de calreticulina foram realizados ensaios de
Microscopia Eletronica de Transmissdo. Na Figura 20.A ¢ visivel a formacdo de
autofagossomos em ambos 0s grupos tratados, tanto com TFD quanto com MTX. Nas
micrografias com imunomarcacdo (Figura 20.B), foi possivel observar que no grupo
tratado com a Terapia Fotodindmica ha um acumulo de calreticulina em regides do
citoplasma, que posteriormente se desloca para a exposi¢do desta proteina na membrana

celular. Nas células tratadas com MTX, também foi possivel ver o acumulo da
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calreticulina na membrana celular, juntamente com a formacao de vesiculas contendo
essa proteina. Essas vesiculas podem desempenhar um papel sinalizador para as outras

células presentes no microambiente tumoral.

A) Controle MTX TFD

B)

Figura 20. Analise de alteraces morfoldgicas e imunomarcagdo por Microscopia Eletrénica de
Transmissao de células B16-F10 apds 24h de tratamento. Imagens obtidas por meio de Microscopia
Eletrnica de Transmissdo ap0s 24 horas dos tratamentos com Terapia fotodindmica (TFD) e
Mitoxantrona (MTX) de células B16-F10. A) Observacdo de autofagossomos apOs 0s tratamentos,
indicados nas setas brancas. B) Imunomarcacédo para a proteina calreticulina, as setas vermelhas indicam
o0 deslocamento desta proteina para a membrana celular das células B16-F10 apés os tratamentos. O N
indica o ndcleo celular.

5.4. Andlise da producéo de citocinas por células B16-F10 tratadas com TFD

As citocinas presentes no microambiente tumoral sdo de extrema importancia e
podem estar correlacionadas com a progressao do tumor, a evasdo da resposta imune e 0
potencial metastatico. Logo, a fim de compreender melhor quais as altera¢cdes que a
Terapia Fotodindmica pode gerar no padrdo de expressdo de citocinas foram realizados
Ensaios Imunoenzimaticos de Ligacdo (ELISA) das citocinas IL-12 e IL-10. A citocina

IL-12 estimula a resposta imune, principalmente a ativacdo de células dendriticas e uma
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resposta Thl. Ja a citocina IL-10 Inibe a producéo de citocinas pré-inflamatorias e reduz

a ativacdo de células do sistema imune.
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Figura 21. Andlise da producdo de citocinas por células B16-F10 apds 24h de tratamento.
Quantificacho de citocinas apés o tratamento de 24 horas com Terapia Fotodindmica (TFD),
Mitoxantrona (MTX) e com H,0,, ocorreu um aumento significativo da producéo de I1L-12 no grupo TFD
e um pequeno aumento na producéo de IL-10, contudo néo foi significativo ao comparar com o controle.
Os dados representam a média + SEM de trés experimentos independentes em triplicata *P<0,05 e
**P<0,01 comparados ao controle ndo tratado.

Nos resultados obtidos, foi evidente que houve um aumento da citocina IL-12 no
tratamento com TFD (Figura 21). O nivel de concentracdo desta citocina no grupo
tratado com TFD foi maior que o nivel de concentragdo do grupo H,O, que foi utilizado
como controle positivo. Contudo o valor da concentracdo de IL-12 ficou a baixo da
curva de calibracdo do Kit, o que pode demonstrar uma tendéncia, mas ndo sdo valores
significativos. J& o grupo de células B16F10 tratadas com Terapia Fotodindmica
apresentou uma baixa concentracdo de IL-10, comparado com 0s grupos de MTX e
H.O,, mas ndo apresentou diferenca significativa comparado com o0 grupo nao
estimulado.

5.5. Obtencéao de células precursoras e cultura de populacéo enriquecida em
células dendriticas

As células dendriticas (CDs) foram obtidas da medula déssea de camundongos

C57BL/6. Para a realizacdo do estudo in vitro, células de medula dssea isoladas de

fémures e tibias foram cultivadas por 7 dias de acordo com a descri¢cdo presente na

metodologia. Apds esse periodo, as células flutuantes foram examinadas separadamente

guanto as suas expressdes de CD11c, marcador de superficie, por citometria de fluxo
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FACSCalibur (BD, EUA). 0 CD11c é uma subunidade do integrina CR4, que é uma
proteina envolvidas na aderéncia celular e na sinalizacdo presente em células do sistema
imunolégico, principalmente em células dendriticas e macréfagos®. Logo, o marcador
para CD11c é frequentemente usado para identificar e isolar subpopulacGes de células
dendriticas®.

Foram realizados trés ensaios independentes e na Figura 22 observa-se que em
média 70% das células analisadas apresentaram um aumento na expressao de CD11c, o
que indica o processo de diferenciacdo celular de células precursoras da medula 6ssea
em células dendriticas imaturas. O resultado de diferenciacdo e de cultivo celular
obtidos foram considerados satisfatorios e o0 mesmo protocolo foi utilizado para os

demais testes realizados neste estudo.
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Figura 22. Analise de diferenciacdo de mondcitos em células dendriticas por citometria de fluxo. As
células obtidas da medula 6ssea de camundongos passaram por um processo de diferenciacdo celular para
a obtencdo de células dendriticas imaturas que foram utilizadas para a realizagdo deste trabalho. A)
Distribuicdo celular de acordo com o perfil de marcagdo, ap6s o periodo de diferenciacdo e em B)
Histogramas das células obtidas ap0s o periodo de diferenciagdo. As células positivas para o marcador de
CD11c foram consideradas células dendriticas imaturas.
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5.6. Analises Morfoldgicas do co-cultivo

Apo6s a obtencdo das células dendriticas, iniciamos os estudos com essas células
para compreender como a terapia fotodindmica poderia estar influenciando na
populacdo enriquecida em CDs. Os primeiros testes realizados foram para analisar a
morfologia destas células em co-cultivo com a linhagem celular B16F10 depois dos
tratamentos.

A Figura 23, obtida por meio de microscopia de luz, mostrou os primeiros indicios
de alteracdes morfologicas da populagdo enriquecida em células dendriticas de acordo
com cada grupo de tratamento. As células dendriticas foram adicionadas nas placas que
continham as células B16-F10 logo apds o tratamento. As imagens do co-cultivo foram
realizadas no tempo Oh, 4h e 24h. Nas imagens no tempo de 24h (Figura 24) é possivel
observar um aumento dos dendritos celulares e uma diminuicdo do formato esferoide
das células dendriticas nos grupos tratados com TFD e MTX. Além disso, nesses
tratamentos as células dendriticas com morfologia alterada estavam proximas de celulas
tumorais em processo de morte celular. Ja em comparacdo com as células co-cultivadas
com o controle e as células dendriticas mantidas em cultura sozinhas, o padrdo
morfoldgico observado foi uma maior presenca de células esferoides e com dendritos

reduzidos ou praticamente nulos.
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Figura 23. Microscopia de Luz de células B16-F10 apds tratamentos co-cultivadas com CDs. Observagdo das alteracfes de células dendriticas (CDs) co-cultivadas com células B16-
F10 tratadas com Terapia fotodindmica (TFD), Mitoxantrona (MTX), lipopolissacarideo (LPS) nos tempos de 0, 4 e 24 horas apds o inicio do co-cultivo. Também foram analisadas a
morfologias de CDs sozinhas e CDs co-cultivadas com B16-F10 néo tratadas. As setas em branco mostram células dendriticas imaduras com seu formato esférico e setas em vermelho
indicam células dendriticas com morfologia alterada, com presenca de alongamento de dendritos e interagdo com células B16-F10.
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Figura 24. Microscopia de Luz de células B16-F10 ap6s 24 horas dos tratamentos co-cultivadas com
CDs. Observagdo das alteracfes de células dendriticas (CDs) co-cultivadas com células B16-F10 tratadas
com Terapia fotodindmica (TFD), Mitoxantrona (MTX), lipopolissacarideo (LPS), 24 horas ap6s o inicio
do co-cultivo. As setas em branco mostram células dendriticas sem alteracdes com seu formato esférico e
setas em vermelho indicam células dendriticas com morfologia alterada, com presenca de alongamento de
dendritos e interacdo com células B16-F10.

Para obter mais detalhes sobre as caracteristicas morfoldgicas das células, também
foi realizado Microscopia Eletrénica de Varredura e as imagens correspondem ao
periodo apds 24h de tratamento. Na microscopia referente ao tratamento da terapia
fotodindmica é notorio que ocorreu um aumento tanto no tamanho da célula dendritica
quanto nos seus prolongamentos e uma maior interacdo com células B16-F10 em
processo de morte celular (Figura 25.A), 0 que corrobora com os resultados observados
na microscopia de luz. Alem disso, também foi feita uma analise dessas mudangas em
trés tempos iniciais, apos o tratamento com TFD: 15 minutos, 30 minutos e 45 minutos.
Nestes intervalos j& foi possivel perceber que o tratamento induziu mudangas
morfoldgicas, como aumento do citoplasma celular, estruturas mais alongadas e

aumento das proje¢des das células dendriticas (Figura 25.B).
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Figura 25. Microscopia Eletrdnica de Varredura de células dendriticas co-cultivadas com células
B16-F10 apods tratamentos. Observacdo das alteracdes de células dendriticas (CDs) co-cultivadas com
células B16-F10 tratadas com Terapia fotodinamica (TFD). A) Imagens de CDs sozinhas ou de co-cultivo
ap6s 24 horas de tratamento com TFD. B) Imagens de co-cultivo celular ap6s o tratamento de TFD nos
tempos de 15, 30 e 45 minutos. As setas indicam células dendriticas.

5.7. Estudo da ativacdo da populacdo enriquecida em células dendriticas

A maturacdo das células dendriticas € um estdgio crucial em seu ciclo de vida e
envolve varias mudancas morfoldgicas e funcionais. Ap6s as andlises morfoldgicas
realizadas por microscopia, foi feito um experimento para investigar expressdo e
regulacdo de marcadores de membrana celular, que estéo relacionados com a maturagdo
e o perfil de ativacdo destas células do sistema imunitario. Dessa maneira, foram feitos
trés ensaios independentes de fenotipagem celular do co-cultivo por citometria de fluxo
e as moléculas analisadas foram CD11c, MHCII, CD80 e CD86 (Figura 26).

Os resultados mostram que o LPS, utilizado como controle positivo, aumentou a
expressdo dos marcadores. Os grupos da terapia fotodindmica também aumentaram a
expressdo dessas moléculas em compara¢do com o grupo controle e com 0S grupos
tratados com MTX. As células que foram tratadas com TFD apresentaram um aumento
significativo de MHCII e de CD86, sendo que a expressdo de MHCII ficou ainda maior
que no grupo do controle positivo (Figura 27).
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Figura 26.Dotplot e histograma de fenotipagem de células dendriticas em 24h de co-cultivo celular
apos os tratamentos. A) Dotplot da estratégia de selecdo de gate, utilizando o marcador CD11c, a fim de
avaliar a subpopulacdo enriquecida em CDs. B) Histograma do percentual de células dendriticas co-
cultivadas com células B16-F10 em cada tratamento apdés 24 horas. As células foram tratadas com
lipopolissacarideo (LPS), Terapia fotodindmica (TFD) e Mitoxantrona (MTX). Os marcadores utilizados
foram MHCII, CD80 e CD86.
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Figura 27. Andlise de fenotipagem de células dendriticas apds 24h de co-cultivo celular.
Quantificacdo e representacdo grafica do percentual de células dendriticas co-cultivadas com células B16-
F10 em cada tratamento apds 24 horas. As células foram tratadas com lipopolissacarideo (LPS), Terapia
fotodindmica (TFD) e Mitoxantrona (MTX). Os marcadores utilizados foram MHCII, CD80 e CD86. Os
resultados apresentados sdo de trés experimentos independentes, com a porcentagem média de células em
cada tratamento £ SEM. * P < 0.05, **P<0,01 e ***P<0.001 quando comparado ao controle.

Ja nas células tratadas com MTX é possivel ver que ocorreu um aumento na
expressdao de MHCII e de CD86, semelhante ao observado no grupo TFD, contudo a
expressao de CD80 ficou abaixo da porcentagem observadas nos demais grupos

analisados, inclusive quando comparado com o controle.

5.8. Analise da producao de citocinas por células dendriticas ap6s a co-cultura

com células tumorais tratadas com TFD

As citocinas desempenham um papel fundamental na ativagdo do sistema imune,
pois sd0 mensageiros quimicos que coordenam e regulam as respostas imunoldgicas.
Dessa maneira, para compreender melhor qual o padrdo de citocinas que foram
estimuladas apds a Terapia Fotodinamica em co-cultivo de celulas de melanoma com

celulas dendriticas, foi realizado um screening dessas moléculas por ELISA.

As citocinas mapeadas foram IL-12, TNF-a, IL-10 e IFN-y. Na figura 28 é possivel
observar que houve um aumento na producdo de IL-12, TNF-a e IFN-y, que sdo

consideradas citocinas pro-inflamatdrias, nos grupos tratados com TFD em relacdo ao
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grupo controle. O IL-12 e o IFN-y apresentaram um aumento significativo em relacéo
ao controle e o IFN-y apresentou uma concentracdo muito préxima ao LPS, usado como
controle positivo para ativacdo de células dendriticas. Em relagdo a producéo de
citocinas anti-inflamatérias como a IL-10, o padréo de concentracdo permaneceu similar

entre 0s grupos, ou seja, nao houve diferenca significativas entre eles.
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Figura 28. Anélise da producéo de citocinas por células dendriticas e células B16-F10 apds 24h de
tratamento. Quantificagdo de citocinas ap0s o tratamento de 24 horas com Terapia Fotodindmica (TFD),
Mitoxantrona (MTX) e com lipopolissacarideo (LPS). As citocinas avaliadas foram 1L-12, TNF-a, IL-10
e IFN-y. Os dados representam a média + SEM de trés experimentos independentes em triplicata
*P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001 comparados ao controle ndo tratado.

6. Discusséo

O Cancer é considerado um dos principais problemas de saude publica da
atualidade, por ser uma das principais causas de morbidade e mortalidade global. Entre
0s varios tipos de cancer, alguns, como o melanoma, apresentam um prognostico
desfavoravel devido & sua agressividade e alta propensdo & metastase ?°. Atualmente, 0s
tratamentos clinicos para 0 melanoma incluem cirurgia, radioterapia, quimioterapia e,
mais recentemente, a imunoterapia. Contudo, os tratamentos convencionais ainda

apresentam algumas limitacdes e desvantagens, como o surgimento de efeitos colaterais
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graves nos pacientes e a alta taxa de reincidéncia. Dessa maneira, € notdria a
necessidade de novas estratégias para melhorar a eficacia das terapias disponiveis ou a
busca por novas abordagens terapéuticas contra o melanoma. Entre as metodologias
alternativas, uma que se destaca é a terapia fotodinamica >°5*.

A terapia fotodindmica (TFD) surge como um tratamento local ndo invasivo
alternativo para o cancer. A TFD é baseada na producéo de espécies oxidativas por um
fotossensibilizante, que é uma molécula capaz de converter energia luminosa especifica
em potencial quimico %. Os reativos citotoxicos, principalmente espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, induzem a morte celular de células cancerosas, o bloqueio
vascular com subsequente isquemia tumoral e podem aumentar a resposta imunolégica
aos antigenos tumorais %%’

A ativacdo do sistema imunolégico, devido a modulacdo do microambiente tumoral
por meio da terapia fotodinamica, esta relacionada com parametros como dose de luz,
concentragdo do fotossensibilizante e o intervalo entre a administragdo do
fotossensibilizante e a irradiacdo do tecido alvo. Dessa maneira, a fim de melhorar o
potencial da TFD, o uso de nanoparticulas se tornou uma estratégia para superar as
limitacbes de baixa biodisponibilidade dos fotossensibilizantes e pouca
fotossensibilidade de longo prazo. O uso de nanocarreadores pode promover maior
eficacia da terapia e maior ativacdo do sistema imunitario 2.

Diante das vantagens encontradas no desenvolvimento de nanossistemas, para o
presente estudo foi selecionada uma nanoparticula desenvolvida pelo nosso grupo de
pesquisa para ser avaliado o seu potencial de modular o sistema imunoldgico. O
nanocarreador lipidico contendo o fotossensibilizante Aluminio Cloro Ftalocianina
(AIPcNLS), em estudos anteriores®®, demonstrou ser um bom transportador de
fotossensibilizante, uma vez que foi capaz de carrear um composto hidrofébico em meio
aquoso, aumentar a estabilidade do composto e apresentar atividade fotodindmica. Em
comparacdo aos carreadores convencionais, as nanoparticulas lipidicas solidas (NLSs)
apresentam varias vantagens, como alta estabilidade fisica, liberacdo sustentada do
farmaco e a capacidade de serem produzidas em larga escala a partir de lipidios
biodegradaveis fisiologicos. Devido & sua composi¢do e tamanho nanométrico, as NLSs
demonstram uma propensdo a penetrar, se acumular e serem retidas nas células
tumorais. Essas caracteristicas fazem das NLSs uma escolha promissora e inteligente
para aplicacBes em terapia direcionada contra o cancer *%. Assim, com base nos

resultados anteriores a AIPcNLS demonstrou ser um o6timo fotossensibilizante de

52



terceira geracdo feito com produtos naturais do bioma brasileiro e motivou esse trabalho
a querer compreender melhor os seus possiveis potenciais.

Dessa maneira, apds a sintese e caracterizacdo das nanoparticulas, foi realizada a
avaliacdo da possivel citotoxicidade da AIPCNLS em células tumorais de melanoma
(B16-F10) tendo em vista que esse tipo de analise € um quesito indispensavel para o
desenvolvimento de novos materiais com aplicacdes biomédicas. O teste de viabilidade
celular demonstrou que a linhagem tumoral foi sensivel ao tratamento com a Terapia
Fotodinamica. Um fator importante a se destacar é que quando as células tumorais
foram tratadas com o nanocarreador e mantidas no escuro, foi observado citotoxicidade
baixa (~70% de células viaveis), o que demonstra que o efeito foto-oxidante do
fotossensibilizante ocorre apenas quando é excitado pelo comprimento de onda de luz
especifico. De acordo com Rodrigues et al. (2020)¥', tem se observado que
nanoparticulas contendo cloro aluminio-ftalocianina podem ser consideradas
biocompativeis e provocam queda da viabilidade celular com uma concentracdo de
fotossensibilizante a partir de 80 nM, fato que corrobora com os resultados encontrados
apos os testes com AIPCNLS realizados neste trabalho. Além disso, o fato da AIPCNLS
ter apresentado uma concentracdo citotoxica de 50% de 1,7 nM permitiu obter a morte
das células tumorais com uma menor concentracdo da nanoparticula em comparacao
com outros estudos **.

A partir das andlises de viabilidade celular também foi possivel observar que houve
um aumento na taxa de células viaveis no grupo NLS-BRANCA quando comparamos o
grupo irradiado com o grupo de células que foram mantidas no escuro. O aumento de
mais de 70% de células viaveis no grupo irradiado pode ter ocorrido devido aos efeitos
do comprimento de onda de luz em excitar a proliferacdo celular e a auséncia do
fotossensibilizante na NLS-BRANCA. Varios estudos relatam a fototerapia como um
método para cicatrizacdo de tecidos, uma vez que a exposi¢cdo de celulas a diferentes
comprimentos de onda, como luz vermelha e infravermelha, podem modular a atividade
celular e a sintese de colageno®®.0 estudo realizado por Frigo et al. (2018)*
demostrou que células B16-F10, apos a exposi¢do a um laser com 21 Jlcm? de fluéncia,
teve um aumento na sua replicacdo celular e um aumento no volume tumoral. Logo, é
evidente que a exposicdo a luz sem a presenca do fotossensibilizante pode estimular
positivamente a proliferacdo celular, o que contrasta com o efeito observado na
presenca do fotossensibilizante, no qual ocorre a morte celular devido a produgédo de

espécies reativas de oxigénio.
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Devido a Terapia Fotodinamica levar a morte celular pela elevada producéo de
EROs, foram realizadas andlises dessa producéo, pois decorrente do estresse oxidativo
pode ser induzido diferentes tipos de morte celular, como a apoptose, necrose e
autofagia celular *. Por citometria de fluxo foi possivel concluir que o tratamento
utilizando a AIPCNLS apresentou uma maior producao de espécies reativas de oxigénio.
No grupo TFD, mais de 90% das células foram marcadas positivamente para espécies
reativas de oxigénio, o que demostra o grande potencial do nanossistema desenvolvido
para o combate ao melanoma.

A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) apresentam uma contribuicéo
direta na morte de células tumorais, uma vez que o nivel moderado de EROs atua na
regulacdo de alguns fendmenos fisioldgicos, como a ativacdo de enzimas, expressdo
génica e trafego intracelular. O excesso desses componentes oxidativos danificam
organelas, suprimem a proliferacdo celular, inibem o ciclo celular e ocasionam no

desligamento da vasculatura tumoral®

. Dessa maneira, diversos autores, como Zhang et
al. (2020)®° e Yu et. al. (2022)°" buscam por fotossensibilizantes que sejam capazes de
gerar EROs de maneira eficiente, a fim de gerar distarbios metabolicos e celulares para
alcancar efeitos antitumorais. O resultado obtido com a AIPCNLS durante o estudo
sugere que 0 estresse oxidativo foi a principal causa da morte celular observada ao
longo dos experimentos de citotoxicidade das células tumorais, corroborando com o0s
resultados encontrados na literatura que evidenciam como um dos fatores-chave, para
aplicacdes eficazes de TFD, as espécies reativas de oxigénio que se originam de
fotossensibilizadores ap6s irradiacéo luminosa %%,

A partir do estresse oxidativo, dependendo das escolhas de protocolo para o
tratamento com TFD, pode-se obter diferentes tipos de morte celular. No estudo anterior
realizado com a AIPcNLS, Mello et al. (2022)%° demostrou que o protocolo utilizado
ocasionou na indugdo de morte celular por apoptose, com aumento da expressédo de
caspase 3 e uma diminuicdo na expressdo de Bcl-2. Este tipo de morte, favorece a
exposicdo e/ou liberacdo de moléculas pelas células tumorais, que podem induzir a
morte celular imunogénica (MCI). Uma das consequéncias derivada da TFD pode ser a
inducdo da MCI, que é caracterizada por ativar uma resposta imune adaptativa contra
antigenos exogenos (patdgenos) e enddgenos (tumorais) apresentados nas células que
estdo morrendo. O uso da terapia fotodindmica com enfoque na inducédo de MCI possui

um papel promissor no combate ao cancer, uma vez que pode promover a imunidade
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antitumoral por meio da sinalizacdo de diferentes padrdes moleculares associados a
danos (DAMPSs) para o sistema imunitério %.

Ao longo dos experimentos realizados para avaliar a producdo de mediadores de
MCI, foi possivel observar por Microscopia de Florescéncia Confocal que a Terapia
Fotodinamica induziu um aumento na producdo de DAMPs. Nas micrografias obtidas é
visivel que o tratamento com TFD ocasionou no deslocamento da proteina de histona
HMGBL1 para o citoplasma, resultado que corrobora com o obtido pelo farmaco
Mitroxantrona que foi utilizado como controle positivo. A terapia também ocasionou
em uma alteracdo na producdo e localizacdo da calreticulina (CRT), comparado com o
controle foi possivel visualizar que ocorreu um aumento na intensidade do marcador
florescente em regides mais distantes do ndcleo celular e préximos a membrana celular.
Outro fator interessante observado foi a formacdo de vesiculas contendo a proteina nos
grupos tratados com MTX. Estes resultados corroboram com a ideia de que o
tratamento utilizado pode provocar respostas imunes adaptativas por meio do
desencadeamento de DAMPs e MCI®. A presenca de calreticulina na superficie da
membrana celular ¢ conhecida como um sinal de “coma-me” que acompanhada pela
liberacdo de HMGBJ1, pode ativar células apresentadoras de antigenos como as células
dendriticas (CDs). Estas células possuem receptores Toll-likes que podem interagir com
esses DAMPs e promover fatores pré-inflamatérios, o que induz a maturagdo das CDs
99.

Assim, como liberacdes dos DAMPs avaliados neste estudo sdo essenciais para a
morte celular imunogénica, foram feitas andlises de Microscopia Eletronica de
Transmissao, para investigar melhor o deslocamento da calreticulina para a membrana
celular. A partir das micrografias feitas por meio de imunomarcacdo foi possivel
observar, no tratamento com TFD, um acimulo de calreticulina em pontos especificos
do citoplasma e o direcionamento destes aglomerados para a regido da membrana
plasmatica. Esse movimento das proteinas estd de acordo com o que diz a literatura,
uma vez que a fototerapia estd causalmente ligada a ocorréncia de estresse do reticulo
endoplasmatico, que induz a translocacdo de CRT do reticulo endoplasmaético para a
superficie celular . Também foi possivel observar um actimulo de calreticulina na
membrana celular e formacdo de vesiculas nas células tratadas com MTX. Dessa
maneira, as imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissdo corroboraram
com os resultados mostrados pela microscopia de florescéncia e evidenciaram o

potencial da terapia em ocasionar na liberagdo de DAMPs.
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Outro resultado obtido por meio da Microscopia Eletrénica de Transmissao, foi a
presenca de autofagossomos nos grupos tratados. A autofagia é um processo que faz
parte da regulacdo da homeostase celular, as células quando se encontram em condic¢des
estressantes acionam o fluxo autofagico para capturar componentes degradados de

organelas e posteriormente recicla-los*™

. O papel da autofagia é controverso em relacéo
a tratamentos para o combate ao cancer, pois ele pode tanto auxiliar no processo de
morte de células tumorais como também pode facilitar a sobrevivéncia destas células. A
terapia fotodindmica gera um estresse por meio das espécies reativas de oxigénio que
causam danos as organelas, principalmente o reticulo endoplasmaético e as mitocéndrias,
a autofagia € um mecanismo natural da célula em tentar reverter a o estado no qual se
encontra 1%,

Contudo, a alta producao de EROs e o alto nivel de autofagia podem ser favoraveis
para 0 processo pro-morte, uma vez que o estresse celular seria muito alto ao ponto da
célula ndo conseguir mais alcancar a homeostase. Assim, o aparelho autofagico pode
contribuir intrinsecamente para outros programas de morte celular, como apoptose ou
necroptose, ocasionando em uma morte celular mediada por autofagia (AMDC). O
processo autofagico pode estar correlacionado a uma producdo maior de sinais da morte
celular imunogénica, uma vez que vesiculas podem ser liberadas com sinais para o
sistema imunoldgico, como por exemplo, a calreticulina. De acordo com Pietro et. al.
(2020) ' a inibicdo precoce da autofagia pode atenuar a exposicdo da CRT. Dessa
maneira, a alta presenca de autofagossomos e a producdo de ROS, geradas pelo estresse
foto-oxidativo apés a aplicacdo da TFD com AIPcNLS, podem regular o processo
autofagico para um perfil de pr6-morte, com a liberacdo de DAMPs e desempenhar um
papel fundamental no aumento dos mediadores de morte, provavelmente levando a
AMCD juntamente com a apoptose 203104,

Apdbs o tratamento com a terapia fotodindmica, foi investigado alguns padrdes de
citocinas liberados, uma vez que sdo moléculas sinalizadoras que modulam o sistema
imunolégico e o microambiente tumoral’®. O tratamento com TFD apresentou uma
maior concentragdo de IL-12 em comparagdo com os demais grupos, contudo o valor da
concentracdo desta citocina em pg/mL é considerada sem significancia uma vez que
ficou abaixo da curva de calibracdo do kit. Porém, este resultado inicial permitiu o
levantamento de hipoteses de que a TFD poderia modular a producéo desta citocina e
em resultados posteriores de andlises de citocinas do co-cultivo, que seré discutida ao

longo do texto, foi possivel ver uma diferenga significativa. Outros trabalhos também
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encontraram dificuldades em quantificar citocinas por teste ELISA e optaram por
utilizar RT-gPCR como método de quantificacio’®*'%’,

Jd as concentracbes de IL-10 presentes no sobrenadante, apresentaram
concentracdes dentro da curva de calibragdo, o que permitiu uma melhor analise desta
citocina. No grupo TFD, a concentracdo de IL-10 ndo mostrou diferencas significativas
quando comparadas ao controle, mas mantiveram-se baixas. O tratamento TFD com
AIPcNLS mostrou que pode estimular uma maior liberacdo de mediador pro-
inflamatdrio e manteve reduzido o mediador anti-inflamatério, o que pode resultar em
imunidade antitumoral sistémica e morte secundaria de células tumorais %%,

Dentre as células presentes no microambiente tumoral, as células dendriticas
desempenham um papel crucial no impulso a resposta imunolégica de células T
antitumorais, tornando-se assim um ponto chave para terapias contra 0 melanoma .
As populagdes enriquecida em células dendriticas utilizadas neste estudo foram obtidas
por meio de diferenciacdo de células precursoras da medula 6ssea de camundongos
C57BL/6. A partir da medula 6ssea é possivel obter células percussoras que irdo
originar varios tipos celulares diferentes, logo a fim de obter uma populacéo de células
com um maior percentual de células dendriticas imaturas foi utilizados 0 GM-CSF e IL-
4 como fatores de diferenciacdo. Estes dois componentes sdo utilizados na literatura
para diminuir o nimero de outas células precursoras da medula, como macréfagos, e

obter uma porcentagem maior de CDs'*

. A metodologia utilizada neste estudo foi a
mesma empregada por Jin et. al. (2018)'2, que gerou uma populagdo de células
altamente pura de CDs (90-96%).

Apo6s a obtencdo destas células foram realizados experimentos para avaliar se o
tratamento proposto poderia influenciar na sua ativagéo celular. As imagens obtidas por
microscopia de luz, ap6s o co-cultivo celular, mostraram que o tratamento induziu uma
mudanga no comportamento e morfologia das células dendriticas. Comparado com o
grupo controle, as CDs do grupo TFD apresentaram formatos mais alongados e com
presenca de prolongamentos. Estas imagens corroboram com os resultados encontrados
pela microscopia eletrbnica de varredura, que permitiram uma visualizacdo mais
detalhada das alteracdes morfoldgicas. Estes resultados estdo de acordo com a literatura,
uma vez que as células dendriticas imaturas (imCDs) apresentam caracteristicas mais
esféricas e com poucos prolongamentos, ja as células dendriticas maduras (mCDs)
apresentam morfologia estrelada com processos citoplasmaticos longos (> 10 um) e

finos, espinhosos ou em forma de folha (saliéncias ricas em actina) ***. A reorganizacéo
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da estrutura celular das mCDs vizualida nas micrografias pode estar diretamente ligada
a uma motilidade aprimorada e ao processo fagocitico, logo estas caracteristicas, podem
indicar o reconhecimento, a fagocitose e a apresentacdo de antigenos tumorais pelas
células dendriticas, a fim de promover uma maior ativacdo e comunicacdo do sistema
imune inato para o adaptativo "%,

Além das alteragdes morfoldgicas, a expressdo de moléculas co-estimulatorias séo
de extrema importancia para avaliar a fenotipagem das ceélulas dendriticas. Os
resultados obtidos por citometria de fluxo mostraram que a terapia fotodinamica
estimulou um aumento na expressao destas moléculas na superficie de membrana e do
complexo de histocompatibilidade. No fen6tipo maduro, as CDs apresentam o MHC 11
regulado positivamente e moléculas, como CD80 e CD86, presentes na membrana para
a apresentacdo do antigeno tumoral e ativagdo de células T ¥ %, Os dados encontrados
neste trabalho estdo de acordo com descri¢do de outros autores, que também obtiveram
esse padrao de expressdao molecular em mCDs, assim a TFD mediada pela AIPCNLS foi
capaz de induzir a maturacéo das células dendriticas *#*%,

O perfil de citocinas do co-cultivo celular também é de extrema relevancia para
compreendermos melhor como que a terapia fotodinamica pode estar influenciando nas
células dendriticas e consequentemente no microambiente tumoral . Os resultados
obtidos por ELISA do sobrenadante do co-cultivo, mostraram um aumento de IL-12,
TNF-a e IFN-y nos grupos tratados com TFD em comparag¢do com o grupo controle, ja
a concentracdo de IL-10 se manteve-se semelhante em todos os grupos.

Um fator observado neste estudo, foi que quando a citocina IL-12 foi avaliada
apenas do sobrenadante de B16-F10, ap6s o tratamento de TFD mediada pela AIPCNLS,
os valores da concentracdo foram baixos em comparagdo com a curva de calibracéo.
Contudo, ao analisar o sobrenadante do co-cultivo celular obteve-se valores maiores
desta citocina no meio. A obtencdo de resultados significativos de 1L-12 a partir da
avaliacdo do sobrenadante do co-cultivo pode estar relacionado com modulacdo de
liberacdo de citocinas apos a interacdo das células cancerosas e células dendriticas. De
acordo com a literatura, 0 microambiente tumoral altera o perfil de secrecdo das células
dendriticas, que em condigBes normais, sintetizam IL-12, para impulsionar a resposta
imune antitumoral e reforcar a vigilancia imunologica para combater as células
tumorais'®. Assim, o aumento de IL-12 observado nos resultados pode estar

correlacionado com a ativagéo de CDs.
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Os mediadores pro-inflamatérios como TNF-a e IFN-y também possuem um papel
importante para a comunicacdo e ativacdo da imunidade adaptativa, em especial
estimulando células Th1l, que sdo importantes para a eliminagdo de células cancerosas.
Além disso, a producdo de IFN-y esta associada a producdo de IL-12 e regula células
Natural killer para atuarem no controle de metastase tumoral >*?*. O aumento destas
citocinas ap6s a terapia fotodindmica, também foi descrita por Zhang et. al. (2022)*®, o
que permite inferir que a morte celular imunogénica gerada por TFD pode aumentar a
resposta imune antitumoral *%°.

Ja a citocina IL-10 pode antagonizar a funcdo de citocinas Thl, logo, é considerada
um fator supressor das fungdes das celulas dendriticas. Os resultados deste trabalho
mostraram que a concentracdo de IL-10 ndo apresentou alteracdes entre 0s grupos e que
a producdo desta citocina nao foi o suficiente para impedir a producdo de IL-12 e de
IFN- v, que sdo um dos critérios de avaliacdo para a geracdo de mCDs **°. A presenca
de IL-10 ap6s a TFD também foi descrita por Lobo et. al. (2020) *?", que associou este
fato a uma tentativa de resposta anti-inflamatdria compensatéria para limitar respostas
imunes excessivamente reativas perigosas, reduzindo assim os danos colaterais aos
tecidos causados pela foto-oxidacdo. Outro fator interessante, foi que nas analises desta
citocina do sobrenadante apenas de B16-F10, o valor mais alto obtido da concentragédo
de IL-10 foi de 2000 pg/mL, ja na andlise do sobrenadante do co-cultivo a maior
concentracdo foi de 1000 pg/mL. A reducdo de IL-10 ao comparar os resultados obtidos
destes experimentos pode indicar uma modulacdo do perfil de resposta imunoldgica e
uma ativacdo de células dendriticas.

Em resumo, os resultados obtidos nesse estudo disponibilizam evidéncias sobre a
utilizacdo de nanoparticulas lipidicas sélidas acopladas com aluminio cloro ftalocianina
para o possivel tratamento do cancer de melanoma. O nanocarreador desenvolvido foi
capaz de elevar a producédo de espécies reativas de oxigénio e ocasionar a morte celular
imunogénica da célula tumoral estudada. A terapia fotodinamica mediada pela
AIPcNLS apresentou-se importante na modulacdo e ativagdo das células dendriticas,
logo, pode se tornar um tratamento promissor, pois pode ocasionar na ativacdo do
sistema imunoldgico para o reconhecimento e combate de células tumorais localizadas

préximas ao tumor primario ou em micrometastases mais distantes
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7. Concluséo

A partir dos resultados deste trabalho é possivel concluir que a utilizacdo de
nanoparticulas lipidicas solidas, especificamente o0 nanocarreador contendo o
fotossensibilizante Aluminio Cloro Ftalocianina (AIPCNLS), mostrou-se promissor para
aprimorar a eficacia da terapia fotodindmica. A nanoparticula demonstrou potencial
citotoxico em células tumorais de melanoma, sendo capaz de induzir morte celular
quando excitada por luz especifica. A TFD mediada pela AIPCNLS promoveu a
liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em niveis que favorecem a morte
celular. A observacdo de alteracbes na expressdo de proteinas como calreticulina e
histona HMGBL1 sugere uma inducao eficaz de morte celular imunogénica, fomentando
a resposta imunoldgica. A avaliacdo das células dendriticas que foram co-cultivadas
com células B16-F10, previamente expostas a terapia, revelou mudancas morfolégicas e
expressdo aumentada de moléculas co-estimulatorias, indicando ativacao celular. Além
disso, a TFD estimulou a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, incluindo IL-12,
TNF-a e IFN-y, o que fortalece a resposta imunologica antitumoral.

Portanto, os resultados obtidos fornecem suporte promissor para a utilizacdo da
AIPcNLS na terapia fotodindmica contra o melanoma, destacando seu potencial na
ativacdo do sistema imunoldgico e na inducdo de morte celular imunogénica. Essa
abordagem representa uma perspectiva significativa para avancar no tratamento do
cancer de pele tipo melanoma, oferecendo uma terapia mais eficaz e com menos efeitos
adversos nos pacientes. No entanto, sdo necessarias pesquisas adicionais para validar e

aprimorar ainda mais essa estratégia terapéutica.

8. Perspectivas

As perspectivas propostas para a continuidade deste trabalho sé&o:

* Avaliar os mecanismos envolvidos na produgdo de EROs ap6s a TFD;

* Investigar a atividade de AIPCNLS na ativacdo do sistema imunoldgico in vivo;

* Avaliar in vivo o0s efeitos da terapia mediada por AIPCNLS por meio de analises
clinicas, bioquimicas, hematoldgicas assim como a regressdo tumoral e sobrevida de

camundongos;
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