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RESUMO

Rosa de Bengala (RB) é um fotossensibilizador (FS) promissor para terapia fotodinamica
(TFD), mas sua aplicacdo ao carcinoma colorretal permanece amplamente inexplorada.
Neste cenario, ensaios in vitro foram utilizados para demonstrar que a incorporacdo do
RB apresenta consideravel fototoxicidade contra células Caco-2, com reducdo de mais de
80% na viabilidade celular por 24 horas de incubagdo com 5 x 10 mol/L de RB seguida
de irradiacdo. Em contraste, 0 RB apresentou toxicidade minima quando ndo irradiado.
Os mecanismos de acdo do RB foram elucidados utilizando microscopia confocal de
fluorescéncia, monocamadas de Langmuir como modelos de membrana celular e
citometria de fluxo para determinar as vias de morte celular. A citometria de fluxo revelou
que o principal processo de morte celular foi a apoptose tardia. A incorporacdo de RB
afetou a morfologia da membrana plasmatica de Caco-2 sob irradiacéo, e as interacfes de
membrana foram confirmadas usando monocamadas de Langmuir de extratos celulares
de Caco-2. A incorporacdo do RB nas monocamadas deslocou as isotermas n-A para areas
moleculares maiores, especialmente em baixas pressdes superficiais e com 0 aumento da
concentracdo de RB (1, 10 e 25 x 10® mol/L). A adsorc¢do de RB também causou uma
diminuicdo no mddulo de compressibilidade (Cs™) das monocamadas Caco-2, levando a
elevacdo na flexibilidade da monocamada a medida que a concentracdo de RB aumentava.
De acordo com a espectroscopia de absorcéo de reflexdo infravermelha modulada por
polarizacdo (PM-IRRAS), o RB anibnico interagiu eletrostaticamente com grupos
fosfolipidicos carregados positivamente. Além disso, as mudangas na area superficial
observadas nas monocamadas ap0s incorporacao e irradiacdo de RB foram atribuidas a
reacGes de hidroperoxidacdo desencadeadas pela geracdo de oxigénio singleto (*Oy).
Esses achados indicam que o RB pode ser utilizado como FS na terapia fotodinamica do
cancer colorretal, fornecendo informacdes detalhadas sobre seu mecanismo de acgéo e
fototoxicidade.

Palavras-chave: terapia fotodindmica, Caco-2, xanténicos, Filmes de Langmuir



ABSTRACT

Rose Bengal (RB) is a promising photosensitizer (PS) for photodynamic therapy (PDT),
but its application to colorectal carcinoma remains largely unexplored. Herein, we
employ in vitro assays to demonstrate that incorporation of RB has substantial
phototoxicity against Caco-2 cells, with more than 80% reduction in cell viability for 24
h incubation with 5 x 10~® mol/L RB followed by irradiation. In contrast, RB had minimal
toxicity without irradiation. The mechanisms of RB action were further elucidated using
confocal fluorescence microscopy, Langmuir monolayers as cell membrane models, and
flow cytometry to determine the cell death pathways. Flow cytometry revealed that the
primary mode of cell death was late apoptosis. RB incorporation affected Caco-2 plasma
membrane morphology under light irradiation, and membrane interactions were
confirmed using Langmuir monolayers of Caco-2 lipid extracts. Incorporation of RB into
the monolayers shifted the pressure-area isotherms toward larger molecular areas,
especially at low surface pressures and increasing RB concentrations (1, 10, and 25 x 10
® mol/L). RB adsorption also caused a decrease in the compressibility modulus (Cs™') of
the Caco-2 monolayers, with a large increase in monolayer flexibility as RB concentration
increased. According to polarization-modulated infrared reflection absorption
spectroscopy (PM-IRRAS), the anionic RB interacted electrostatically with positively
charged phospholipid groups. Moreover, the changes in surface area observed in the
monolayers upon RB incorporation and irradiation could be attributed to
hydroperoxidation reactions triggered by the generation of singlet oxygen (*O2). These
findings indicate that RB may be used as a PS in the photodynamic therapy of colorectal

cancer, providing detailed insights into its mechanism of action and phototoxicity.

Keywords: photodynamic therapy, Caco-2, xanthenes, Langmuir Films
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo de mestrado teve como ponto de partida estudos anteriores do
grupo, que investigaram o fotossensibilizador Rosa de Bengala (RB) em sistemas modelo
de membranas celulares, utilizando lipidios sintéticos para analisar sua interagdo e 0s
efeitos foto-oxidativos. A partir desses estudos, o presente projeto foi delineado com o
objetivo de aplicar o conhecimento adquirido em sistemas mais complexos, além de
explorar os efeitos fototoxicos do RB em sistemas in vitro. A intencdo foi estabelecer
correlagOes entre os resultados obtidos em sistemas modelo e aqueles observados em
sistemas mais complexos.

Nesse contexto, o cancer colorretal foi escolhido como objeto de estudo devido a
sua alta incidéncia e mortalidade. Além disso, a aplicagdo do RB na terapia fotodindmica
(TFD) deste tipo de cancer ainda era pouco explorada, 0 que motivou sua sele¢do para o
projeto. O objetivo principal foi investigar o uso do RB como fotossensibilizador (FS) na
TFD do cancer colorretal, através de duas abordagens complementares. A primeira
consistiu na aplicacdo do RB em culturas celulares de cancer colorretal, visando avaliar
sua eficacia na inducdo de morte celular e identificar quais vias de morte celular eram
ativadas nesse processo. A segunda abordagem focou na utilizagdo do extrato celular
obtido diretamente dessas células para a construcdo de modelos de membrana por meio
das técnicas de Filmes de Langmuir e Langmuir-Blodgett (LB). Isso permitiu uma analise
aprofundada dos mecanismos de interacdo do RB com a membrana celular e dos efeitos
foto-oxidativos induzidos pela sua fotoativacao.

A dissertacdo esta estruturada em quatro capitulos. O Capitulo 1 apresenta a
contextualizacdo do estudo e define conceitos tedricos fundamentais para a compreensdo
da pesquisa. No Capitulo 2, sdo detalhados os objetivos, materiais e métodos utilizados
ao longo do trabalho. O Capitulo 3 exp6e o0s resultados obtidos, acompanhados de uma
discussdo sobre suas implicagdes. Finalmente, o Capitulo 4 traz as conclusdes do projeto,

sintetizando os principais achados ao longo do mestrado.
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CAPITULO 1

1. Introdugéo

O céncer representa uma das principais causas de morte na faixa etaria de 30 a 70
anos, sendo considerado uma barreira para 0 aumento da expectativa de vida em todos os
paises.t? Em 2020, cerca de 20 milhdes de pessoas foram diagnosticadas com cancer e 10
milhdes morreram desta doenca ao redor do mundo.??® Neste cenario, o cancer colorretal
(CCR) aparece em terceiro lugar no ranking de novos casos e em segundo no ranking de
mortalidade. Esta alta mortalidade esta associada, principalmente, ao diagnostico tardio e
a pouca eficicia das terapias convencionais.®** O tratamento do CCR é composto
principalmente de cirurgia para retirada do tumor seguida de quimioterapia, radioterapia
e imunoterapia.*®> Esta abordagem é invasiva e desencadeia efeitos colaterais
significativos para o paciente, como dor, fadiga, perda de cabelos, nduseas e vomitos.®> As
altas taxas de ressurgimento associadas ao comprometimento organico causado por essas
intervencdes tém liderado uma busca crescente por novas terapias, mais eficientes, e em
especial, menos invasivas.® Neste quesito, o desenvolvimento de terapias baseadas em luz
(fototerapias) tem sido alvo de estudos, especialmente aquelas fundamentadas nos efeitos
da interacdo da luz com os tecidos bioldgicos.”® A luz pode ser facilmente focada e
ajustada para realizar o tratamento localizado, causando relativamente menos danos aos

tecidos saudaveis, sendo assim consideradas ndo invasivas e diretas.®

1.1. Terapia Fotodinamica (TFD)

A terapia fotodindmica (TFD) tem se mostrado uma modalidade inovadora em
tratamentos clinicos menos invasivos.'*** Por exemplo, tem sido aplicada no tratamento
de infeccOes bacterianas, principalmente de espécies com certo grau de resisténcia aos
antibioticos,® no tratamento de canceres, desde tumores mais superficiais como o de pele,
até os tipos mais profundos como o de pulméo, na area dermatoldgica, como opgéo de
tratamento de acne,!’ psoriase, e queloide,'® na area oftalmoldgica,'®?° cardiovascular,
para o combate a aterosclerose,? e na area neuroldgica, principalmente para doenca de
Alzheimer.222

A técnica se baseia na administracdo controlada de um fotossensibilizador (FS)
em um ambiente tumoral contendo oxigénio, seguido por irradiacdo utilizando uma fonte

luminosa de comprimento de onda especifico.>?% Estados excitados do FS podem
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transferir energia ou elétrons para seu entorno, gerando espécies reativas de oxigénio
(EROs) através das reagdes de Tipo | e Tipo 11.%5%7

A reacdo do Tipo | é um processo quimico que ocorre quando os radicais livres
sdo gerados através da transferéncia de elétrons ou da abstracdo de um atomo de
hidrogénio de uma molécula vizinha.?® Esses radicais livres podem interagir com
moléculas de oxigénio no ambiente circundante, levando a formac&o de espécies reativas
de oxigénio (EROs), como ions peroxido, superoxidos e radicais hidroxila. As EROs
podem causar danos as células e tecidos, levando ao estresse oxidativo e leséo celular. Os
efeitos nocivos das EROs sdo devidos a sua capacidade de reagir e modificar
biomoléculas importantes, como lipidios, proteinas e DNA. Isso pode levar a uma
variedade de respostas celulares, incluindo inflamag&o, apoptose e morte celular.??’

A reacdo do Tipo Il, por sua vez, resulta na transferéncia de energia para o
oxigénio molecular (*0,) formando oxigénio singleto (*O2), uma espécie altamente
reativa capaz de oxidar componentes biolégicos e desencadear os processos de morte
celular.2+-2528 Estima-se que o tempo de vida do 1O, em meio bioldgico é de 0,04 ps, o que
limita sua capacidade de difusdo (~100 nm) e permite a geracdo de danos confinados nos
arredores dos sitios de ligacdo dos FSs.?*3! Portanto, o controle sobre a localizacdo do FS
é crucial para a eficécia da TFD, o que tem impulsionado a uma busca por FSs capazes
de interagir especificamente com o alvo, além de possuirem elevado rendimento quéntico
(®A) para formagio de 10,.30%

1.2. Fotossensibilizadores (FSs)

A eficécia da TFD depende essencialmente dos fotossensibilizadores (FSs), que
devem apresentar uma série de caracteristicas como: acumulacdo seletiva em tumores,
elevada eficiéncia na geracdo de 'O, baixa taxa de photobleaching, baixa toxicidade
quando ndo irradiado e um equilibrio adequado entre hidrofilicidade e hidrofobicidade
para favorecer a acumulacdo em tumores.®3* Além desses elementos, a absor¢do no
infravermelho proximo (>700 nm), conhecida como janela terapéutica (Figura 1),
desperta grande interesse quando se trata da potencial aplicacdo in vivo da TFD. A luz
nesse intervalo é capaz de penetrar mais profundamente nos tecidos, devido ao seu baixo
coeficiente de absorgdo por substancias como a hemoglobina, melanina e agua.® Para
contextualizar, é valido mencionar que a regido do espectro correspondente a cor verde

(~530 nm) permite uma penetracdo de aproximadamente 0,32 mm, enquanto a utilizagdo
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de comprimentos de onda préximos ao infravermelho (700 nm) aumenta a capacidade de

penetragdo para cerca de 0,55 mm.3®

10§
g - Janela terapéutica
= )
o 13
UT =
o =
o =)
(72
2 |
(y+]
o 0.1 =
© =
o =}
=t —
[
3 =1
£ 0.01=
Q =
(o) =
) =]

| | I | | | l
400 500 600 700 800 900 1000

Comprimento de onda (nm)

Figura 1. llustracdo da janela terapéutica considerando a absorcdo bioldgica da agua
(H20), hemoglobina (Hb) e hemoglobina na presenca de oxigénio (HbO2) no espectro de
absorcdo visivel e infravermelho préximo. Adaptado de ¥.

O efeito fotossensibilizador foi observado pela primeira vez em 1841, quando a
hematoporfirina foi sintetizada através da remogéo do ferro presente no sangue seco.®
Apesar do potencial fotossensibilizador da hematoporfirina, a necessidade de altas doses
e a baixa acumulacdo nos tecidos alvo motivaram a criacdo de novos FSs, originando a
classe porfirina. Mesmo assim, esses FSs, considerados de primeira geracao,
apresentaram baixo coeficiente de absor¢do de luz na faixa do infravermelho e fraca
penetracio na regido tumoral.383°

A segunda geracdo de FS vem como resposta as deficiéncias da primeira, tendo
uma melhor absorgéo na regido proxima ao infravermelho, e alto rendimento quantico de
10,49 Dentre exemplos de FSs de segunda geracdo estdo: compostos derivados de
porfirina, como as clorinas, ftalocianinas, purpurinas e protoporfirinas, e composi¢éo néo-
porfirinicos, como as cianinas, ADPMs, corantes fenotiazinicos.® Atualmente, a area de
pesquisas sobre novos FSs baseia-se no aprimoramento das moléculas ja existentes, na
sintese de nanoestruturas, e confeccao de estruturas conjugadas que confiram a molécula

17



fotossensibilizadora uma melhor penetracdo em tecidos tumorais, maior producdo de
EROs, principalmente de 102, e maior seletividade ao tecido no qual é assimilado. 340
Esses novos FSs sdo considerados como a terceira geragcdo de FSs e tem como
representantes: conjugados metalicos com FS, nanodots e carbon-dots. 384

A utilizacdo de compostos metalicos em combinacdo com FSs é fundamentada na
amplificacdo da geragdo de 'O, alcangada por meio da interacdo entre materiais
nanoestruturados e um FS.*8 Por exemplo, essa estratégia foi utilizada para a incorporagio
de nanoparticulas de cobre e selénio juntamente com o FS clorina e-6, resultando na
criacdo de uma nanoplataforma empregada no tratamento de cincer de mama.*
Adicionalmente, nanodots se referem a nanoestruturas com tamanhos na faixa de 2 a 20
nm. Estruturas ainda menores sdo denominadas nanoclusters, os quais podem ser
fabricados utilizando um ou mais materiais distintos.*? Entre as variedades de nanodots,
destacam-se os carbon-dots, que sdo nanoestruturas de carbono de até 15 nm. Eles tém
despertado interesse significativo devido a sintese ambientalmente amigavel, baixa
toxicidade e alta biocompatibilidade, aliadas a uma alta estabilidade sob exposicdo a luz.*
As aplicagdes potenciais dos hanodots e carbon-dots na TFD abrangem tratamentos como
o cancer de mama #4* e de figado, *® bem como a abordagem de infecgGes causadas por

bactérias gram-negativas.*

1.3. Rosa de Bengala (RB)

O Rosa de bengala (RB, 4,5,6,7-tetracloro-2’,4’,5”,7’-tetraiodofluoresceina),
também conhecido como Acid Red 94 no Color Index, é um corante pertencente a segunda
geracdo de FS, que foi sintetizado pela primeira vez no século XIX. ?® Sua descoberta
remonta a Ghnem, 2 que adicionou halogénios a fluoresceina na tentativa de criar novos
corantes para 1a. O nome "Rosa de Bengala" é um nome fantasioso que provavelmente
foi escolhido devido a sua semelhanga com o ponto rosa tradicionalmente desenhado na
testa de mulheres bengalis casadas na india.*"#

A forma inicial da molécula sintetizada continha dois dtomos de iodo, mas
posteriormente foi modificada pela adicdo de mais dois 4&tomos de iodo para obter sua
forma atual, 3', 4', 5', 6'-tetracloro-2,4,5,7-tetraiodo-fluoresceina.*® A Figura 2 mostra a
distribuicéo eletrostatica da molécula, destacando as porcoes eletrofilicas e nucleofilicas.
O RB tem capacidade de coloracgéo significativas para células bacterianas, protozoarios e

tecidos, tornando-se uma ferramenta valiosa para fins de pesquisa. Nos Gltimos anos,
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devido seu potencial fotocatalitico, estudos envolvendo sua utilizagdo em TFD tem

crescido tanto na area de tratamento de cancer quanto para infecgdes bacterianas. 4¢-°

—0.3 = ' . 0.03
Rosa de Bengala

Figura 2. Mapa eletrostatico da molécula rosa de bengala, em que a fracdo ilustrada em
azul representa a porcdo eletrofilica, e a fracdo ilustrada em vermelho representa a por¢édo
nucleofilica. Adaptado de Buck et al.>!

O RB pertence a classe dos derivados xanténicos, que recebem destaque por
apresentarem ndo somente um elevado ®A 1O,, mas também alta afinidade por estruturas
bioldgicas.5>%* O RB, Eritrosina B (EB), Eosina Y (EY) e Fluoresceina (FL), possuem
como base o0 mesmo cromoforo central, formado por trés anéis aromaticos, com um atomo
de oxigénio no anel central, sendo os derivados com maior potencial de aplicacdes
terapéuticas.® Especificamente, 0 RB se destaca em relacdo aos demais xanténicos
mencionados, por apresentar o maior ®A'0, (RB>EB>EY>FL),* além de ser o (nico
classificado como anfifilico a partir do Log de seu coeficiente de particdo (Log P = 0,66).
% Este carater anfifilico favorece uma insercio mais eficiente do RB em membranas
celulares, o que pode aumentar significativamente os danos fotodindmicos sobre as
estruturas lipidicas.

Diante deste contexto, o presente estudo esta inserido em uma sequéncia de
trabalhos realizados pelo grupo na &rea dos xanténicos e seu comportamento em
diferentes modelos de membrana plasmatica. Em trabalhos anteriores, mostramos que a
hidroperoxidacio pode ser fotoinduzida quando os derivados xanténicos EB >’ e EY *8 sdo
incorporados em monocamadas de Langmuir, que atuam como modelos de membrana
celular. Este efeito foi observado para monocamadas de Langmuir de 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DOPC) e 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC),

que possuem insaturacdes em suas cadeias hidrofobicas. Em contraste, a irradiacdo ndo
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teve efeito em monocamadas saturadas de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(DPPC). A evidéncia da hidroperoxidacdo foi obtida a partir do aumento da &rea
molecular média das monocamadas lipidicas sob irradiagdo, acompanhada de uma
diminuicdo de espessura dos filmes. A origem deste efeito foi apontada pelos dados de
espectroscopia vibracional de absorcdo e reflexdo no infravermelho com polarizagédo
modulada (PM-IRRAS), que indicaram a migracdo dos grupos hidroperdxidos em direcdo
as cabecas polares dos lipidios. Esses efeitos foram confirmados em modelos mais
complexos, aplicando a EB em filmes produzidos a partir de extrato celular de células de
cancer de orofaringe (linhagem Hep-2). 2%

Recentemente, Moreira et al.>® avaliaram os efeitos desencadeados por um
derivado da eosina Y, modificado quimicamente com uma calda de dez carbonos
(EosDec), em sistemas modelos de membrana de Escherichia coli. Seus resultados
demonstraram que o principal efeito da fotoativacdo da EosDec foi a clivagem de cadeias
lipidicas, sendo contraponto aos resultados obtidos até 0 momento. Essa divergéncia foi
explicada devido ao carater hidrofébico da molécula, que auxiliou na maior penetracao
do FS no modelo de membrana.?>® Neste contexto, temos empregado nesta dissertacio
o FS RB, o (nico do conjunto que possui carater anfifilico.>® Modelos complexos de
membrana celular vém sendo utilizados, baseados em filmes de Langmuir fabricados a
partir do extrato celular de células derivadas do cancer colorretal (Caco-2). O objetivo
tém sido determinar os mecanismos moleculares de interacdo com o0s modelos de
membrana, além dos mecanismos subjacentes a oxidacdo lipidica fotoinduzida. A meta
final serd correlacionar as informagdes em escala molecular com a eficiéncia

fotodindmica do RB em cultivo in vitro de células Caco-2.
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2. Conceitos Teoricos
2.1. Processos de absorcdo, emissao de luz e geragdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs)

A Figura 3 mostra o diagrama de Jablonski, no qual processos de absorcéo de

fotons, conversao interna, fluorescéncia, cruzamento intersistemas e fosforescéncia sao

detalhados.
S2
A T
¥ E 2 1
* ] cruzamento 02
x i intersistema
S, AW~ 7 Tipo 2
Absor¢do : : 3
. = 0,
Fluorescéncia z T
| 1
Fosforescéncia
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S v
0

Fotossensibilizador

Figura 3. Esquema ilustrativo para geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
baseado no diagrama de Jablonski simplificado. Adaptado de

Ao absorver energia, a molécula é excitada, alcancando um nivel de energia
superior ao seu estado fundamental. Uma vez que a molécula esta nesse estado excitado,

varias opcdes se apresentam para que ela retorne ao estado fundamental:

1. Fluorescéncia: em estados singletos excitados (S1), o elétron no orbital excitado
apresenta spin oposto em relacdo ao segundo elétron no orbital do estado
fundamental (So). Isso possibilita o retorno ao estado fundamental com a emissao
de um foton. As moléculas em estado excitado podem permanecer em Si por
periodos que variam de dezenas de picossegundos a algumas centenas de
nanossegundos, dependendo das caracteristicas moleculares e ambientais.8*2

2. Conversdo interna: transicdo ndo radiativa que ocorre entre dois estados

eletrobnicos. Apés a absorcdo de luz, frequentemente ha um processo de
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relaxamento vibracional até o nivel vibracional mais baixo do estado
eletronico.51:62

3. Cruzamento intersistema: de relaxamento ndo radiativo do estado excitado S:
para o estado triplo T1. Em principio, a transi¢do entre estados de multiplicidades
diferentes é proibida, mas a influéncia do acoplamento spin-Orbita pode ser
suficientemente forte para permitir essa transicao.®%2

4. Fosforescéncia: envolve a emisséo de luz do estado excitado T para o estado
fundamental So, sendo deslocada para comprimentos de onda maiores (energia
mais baixa) em comparacao com a fluorescéncia. A transicdo T para So é proibida
devido a paridade dos spins, 0 que resulta em taxas de emissdo mais lentas. O
tempo de vida de um estado triplo varia de microssegundos a segundos, sendo
mais longo do que o estado singleto.®1:62

5. Geracdo de EROs: devido ao tempo de vida prolongado do estado Ti, uma
molécula em estado excitado pode interagir com outras moléculas presentes no

ambiente, pelas reagdes de tipo | e 11,5162

2.2. Célula e a Membrana Plasméatica

A célula é a unidade basica da composicéo de um ser vivo, sendo classificada em
células procaridticas e eucaridticas. A principal diferenca entre as duas classes esta na
presenca de um nudcleo organizado, nos eucariotos, e na sua auséncia, nos seres
procariotos. Seres vivos mais complexos, como plantas, animais e fungos, sdo compostos
por células eucarioticas.®® A célula eucaridtica, ilustrada na Figura 4a, é composta por
uma membrana plasmatica, um nulcleo organizado envolto por uma membrana
denominada envelope nuclear, e uma diversidade de organelas: mitocdndria, reticulo
endoplasmatico (liso e rugoso), aparelho de Golgi, lisossomo, peroxissomos, e vesiculas

que se encontram no citoplasma.®®
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Figura 4. Esquema de (a) uma célula eucarittica e suas organelas basicas, e da (b)
composicao e organizacdo da membrana plasmatica. Adaptado de 364

A estrutura de maior proeminéncia na célula é o nicleo, onde toda a informagéo
genética da célula € armazenada. Os reticulos endoplasmaticos sdo responsaveis pela
producdo dos componentes da membrana celular e moléculas, principalmente proteinas,
a serem secretadas pela célula. O aparelho de Golgi € quem finaliza e encapsula as
moléculas produzidas pelo reticulo. A digestdo e excre¢do de particulas € realizada pelos
lisossomos, sendo capazes de liberar nutrientes oriundos de alimentos ingeridos, e
também expulsar particulas e moléculas indesejadas. Os peroxissomos sdo uma classe de
organelas que possuem capacidade de aplicar peroxido de hidrogénio para neutralizar
possiveis moléculas toxicas que porventura entrem no interior celular.%® O nicleo e todas
as organelas citadas séo protegidas por uma estrutura fluida denominada membrana
plasmatica.

As membranas celulares desempenham um papel fundamental na preservacao da
homeostase celular. Elas participam da sintese de ATP, coordenam o transporte de
substancias e operam como barreiras seletivas, regulando o fluxo de entrada e saida de
materiais da célula. Além disso, funcionam como sensores celulares para as condi¢des do
ambiente extracelular.53%* S&o constituidas de lipidios e proteinas, organizados na forma
de bicamada, conforme ilustra a Figura 4b. A porcéo lipidica é totalmente anfifilica, tendo
suas moléculas uma regido hidrofilica e outra hidrofébica. O constituinte principal sdo os
fosfolipideos (Figura 5) que possuem uma regido polar, popularmente denominada de
cabeca, e outra regifo apolar, denominada de cauda e constituida de hidrocarbonetos.®
Nos animais, os fosfolipideos mais prevalentes séo os fosfoglicerideos, compostos por

uma estrutura central de glicerol, duas cadeias de acidos graxos e um grupo fosfato que
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esté ligado com os grupos polares da cabeca da molécula. Além dos fosfolipideos, outros

importantes componentes da membrana sdo os glicolipideos e colesterol.%*
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Figura 5. Estrutura de um fosfolipideo, mais especificamente da fosfatidilcolina.
llustrada como (a) um esquema, (b) uma férmula, (c) um modelo de preenchimento
espacial. Adaptado de .

2.3. Processos de morte celular

A morte celular € um componente essencial para o desenvolvimento do organismo
e para manutencdo da homeostase.®® A eliminacio de materiais supérfluos para o
organismo é importante também para assegurar a morfonogénese, ou seja, a formacéo e
diferenciacdo de tecidos e 6rg3os.®® Tradicionalmente os processos de morte celular
podem ser divididos em mortes celulares acidentais (MCA) e mortes celulares
programadas (MCP).% Enquanto as MCA sdo processos bioldgicos ndo controlados pelo
organismo, as MCP envolvem sinalizacéo e ativacdes de cascatas bioldgicas que acabam
culminando na morte da célula.%® Além dessa divisdo tradicional, as mortes celulares
podem ser classificadas com base na sua morfologia danos decorrentes a sua ativagéo,
sendo que os principais tipos sdo: apoptose, necrose, autofagia, piroptose, e necroptose.

A apoptose, também conhecida popularmente como “morte celular programada”,
é caracterizada pelo condensamento do citoplasma e do ndcleo celular sem compromissar

a integridade da membrana.%® Com isso ndo é uma rota que causa diretamente a lise
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celular e, por isso, ndo possui carater inflamatorio, diferentemente das respostas por
piroptose, necroptose e necrose.®’

A necrose, por sua vez, é caracterizada pela perda precoce da integridade da
membrana e consequente expansio do citoplasma.’® Além disso, na necrose ocorre a
deformacéo e inchago de organelas e da célula como um todo, resultando em lise celular
e processos inflamatdrios na regido.®®’

A autofagia é um processo que se baseia na formacao de vesiculas, sendo essa sua
principal caracteristica.®® A juncdo das vesiculas com os lisossomos leva a degradagio de
organelas que ndo possuem mais serventia para a célula.’® Dessa forma, a membrana
celular permanece intacta durante o processo ¢ a célula ¢ destruida “de dentro para fora”
através dos lisossomos.%®

A piroptose € uma forma de MCP que ocorre em resposta a perturbacoes
associadas a imunidade inata sendo dependente da enzima inflamatéria CASP1.%” Nesse
tipo de morte celular ocorre lise celular e ruptura da membrana, além da liberacdo de
citocinas pré-inflamatorias que favorecem a ocorréncia respostas inflamatdrias
acentuadas no local.®’

Por fim, a necroptose trata-se de uma necrose que é regulada pela propria célula,
sendo independente de caspases.®® Esse processo de morte celular é caracterizada pela
deformacéo de organelas, degradacdo generalizada da célula, danos ao DNA e a formacéo

de poros na membrana plasmatica, levando a lise celular.56¢7

2.4. Filmes de Langmuir

Filmes ultrafinos e resistentes podem ser formados pela dispersao de uma gota de
6leo sobre a superficie da dgua. Apesar de Irving Langmuir e Katherine Blodgett serem
considerados os pioneiros da técnica atual de Langmuir e Langmuir-Blodgett, o primeiro
registro desse fenémeno, ocorreu muito antes, no império babildénico, como escrito nas
tabuas cuneiformes durante o reinado de Hamurabi.%8%° Em 1774, Benjamin Franklin
conduziu o primeiro experimento no qual conseguiu observar a formagéo de um fino filme
de dleo sobre a agua.®® No inicio do século XX, Irving conseguiu compilar os dados
experimentais e tedricos que explicam ndo somente as caracteristicas, como também as
propriedades fundamentais, dos filmes monomoleculares.”® Esses estudos marcaram o

inicio do que hoje conhecemos como filmes de Langmuir.

25



A fabricacdo desses filmes monomoleculares ultrafinos e insolliveis em agua
exige o uso de moléculas que possuam um equilibrio entre grupos hidrofilicos e
hidrofébicos. Os grupos hidrofilicos ajudam a dispersar as moléculas na superficie da
agua, enquanto os grupos hidrofébicos evitam que as moléculas se misturem
completamente com a 4gua.’* Geralmente, uma solugdo que contém o material dissolvido
em um solvente organico altamente volétil é espalhada sobre uma subfase de &gua
ultrapura (18,2 MQ.cm). Apds a evaporacao do solvente, as moléculas do material sdo
comprimidas por barreiras méveis, formando uma monocamada conhecida como filme
de Langmuir. A caracterizacdo basica desses filmes é feita atraves de isotermas de pressédo
de superficie versus area molecular média (n-A).”* A pressdo de superficie (1) é medida
pela diferenga entre a tensdo superficial da agua pura (yo) € a tensdo superficial da

combinagdo de agua pura com a monocamada (y), conforme mostrado na Eq. 1.
T= Yy =7 Eq.1

A isoterma de uma monocamada de Langmuir € composta por trés fases distintas:
primeiro, a fase gasosa, onde as moléculas estdo dispersas e ndo interagem de forma
significativa entre si; em seguida, a fase liquida, caracterizada por interacGes iniciais entre
as moléculas; e, por fim, a fase condensada, onde as moléculas se organizam de maneira
densa em uma estrutura monomolecular. Se a compressao do filme continuar além desse
ponto, o ponto de colapso pode ser atingido, onde as moléculas comegam a se sobrepor
de maneira desordenada, levando ao colapso do filme (Figura 6a e 6b). Enquanto
compostos mais simples como &cidos graxos (como o acido estearico) tendem a formar
arranjos regulares e bem orientados sobre a subfase, nos materiais com moléculas maiores
e mais complexas, como extratos lipidicos de células, essas trés fases nem sempre séo
claramente distintas.”>"2 A fabricacdo de monocamadas lipidicas através da técnica de
Langmuir, sdo consideradas um modelo simplificado de biomembranas, e vém sendo
amplamente utilizadas para estudar processos biolégicos em nivel molecular.®®™ Por
exemplo, a utilizacdo da técnica para determinagdo mecanismos moleculares na ac¢éo de
farmacos e moléculas de interesse bioldgico, relevantes para diversas areas da saude,

principalmente para o eixo médico-farmacoldgico.’
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Figura 6. (a) isoterma n-A mostrando as trés fases (b) de compressdo do filme de
Langmuir, até o colapso.

Para a fabricagéo desses filmes ultrafinos, utiliza-se um dispositivo experimental
conhecido como cuba de Langmuir. Este equipamento € composto por uma cuba de teflon
que contém a subfase liquida e é equipada com duas barreiras moveis que controlam a
compressdo do filme de maneira regulada, além de um sensor que monitora a pressdo da
superficie. Adicionalmente, o sistema pode incluir uma sonda para medir o potencial de
superficie e um braco mecanico, conhecido como dipper, que transfere o filme para um
substrato solido. Hoje em dia, técnicas avancadas, como o microscopio de angulo de
Brewster (BAM), o elipsdometro e a espectroscopia de absorcdo e reflexdo no
infravermelho com polarizacdo modulada (PM-IRRAS), sdo frequentemente acopladas a
cuba de Langmuir para proporcionar uma caracterizacdo mais detalhada dos filmes. A
producdo desses filmes requer um ambiente controlado, livre de contaminacdo e com
temperatura estavel. As isotermas m-A sdo amplamente utilizadas para examinar a
estrutura da monocamada e detectar transicdes de fase, que podem ser associadas a
mudancas na orientacdo molecular. A medicdo da pressdo de superficie revela variacoes
na tensdo superficial da agua ultrapura causadas pela presenca da monocamada, um
processo que é cuidadosamente descrito pelo método de Wilhelmy.

O método de Wilhelmy, que oferece medi¢bes extremamente precisas com
sensibilidade de até 5 x 10 mN/m, emprega um sensor constituido por uma placa de
platina ou papel de filtro parcialmente imerso na subfase, suspenso por um fio muito fino
conectado a uma balanca de alta precisdo. Durante a compressdo das moléculas na

interface agua/ar, tanto a pressdo de superficie quanto a area molecular média séo
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continuamente monitoradas. Esse método mede as variagdes na tensao superficial da agua
resultantes da formagdo da monocamada, especificamente através das alteragdes na forca
de tragio exercida sobre a placa parcialmente submersa. A medida que a monocamada se
forma, ocorre uma mudanca na tensdo superficial da subfase, inicialmente agua pura,
depois 4gua com a monocamada, 0 que leva a uma variacdo na forca de tracdo no fio.
Essa variacdo esta diretamente ligada & mudanca na tensdo superficial da subfase e a
geometria da placa.

2.5. PM-IRRAS

A espectroscopia vibracional de absorcdo e reflexdo no infravermelho com
polarizagdo modulada (PM-IRRAS) é uma técnica de espectroscopia que utiliza do
infravermelho para a mensuracdo dos modos vibracionais de moléculas e compostos
presentes em uma superficie.” E utilizada para a caracterizacio de materiais organicos e
inorganicos. A regido de comprimento de onda investigada pela técnica abrange a faixa
de 12100 um, possibilitando a absorg¢éo em distintas frequéncias vibracionais, cada uma

associada a tipos especificos de ligacoes.

Fonte de radiagao

infravermelha
Detector

PBS +RB

Figura 7. llustracdo da espectroscopia PM-IRRAS e pardmetros utilizado na medida,
posicionada sobre a cuba de Langmuir contendo lipidios em subfase contendo PBS e RB.
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Uma das primeiras aplicacdes da técnica de PM-IRRAS em filmes de Langmuir
se deu por Blaudez et al.”"® onde a modulacdo da radiagdo polarizada incidente
(polarizagdo “s” ¢ “p”, Figura 7) é responsavel pelo aumento da sensibilidade de absor¢do
de radiacéo infravermelha pela superficie. Sendo assim, o sinal resultante é detectado pela
refletividade diferencial expressa pela Eq. 2.5

AR R,—R
- ﬁ Eq.2

O interferdmetro presente no equipamento é o responsavel por essa modulacdo da
polarizacdo da radiacdo infravermelha, que passa por um polarizador de ZnSe e um
modulador fotoelastico de frequéncia fixa. O feixe é direcionado para a amostra em um
angulo de incidéncia desejado e convergido para o detector. Os sinais (Rp — Rs) e (Rp +
Rs) sdo entdo extraidos, filtrados e demodulados, resultando no sinal PM-IRRAS, onde
Rp é a refletividade da polarizacdo "p" da radiacdo incidente e Rs é a refletividade da
polarizacdo "s" da radiacdo eletromagnética incidente. °° As bandas no sinal PM-IRRAS
dependem da orientagdo do momento dipolar de transicdo de um determinado grupo

funcional. % ¢
2.6. Microscopia BAM

A microscopia de angulo de Brewster € uma técnica capaz de analisar a
organizacdo 2D de uma monocamada de um material, incluido aspectos como tamanho,
formato e heterogeneidade em filmes de Langmuir.”* E uma metodologia muito versatil
pelo fato de dispensar o uso de uma sonda e poder ser realizada diretamente na interfase
liquido-ar.%° Desta forma esse microscopio é capaz ndo apenas de possibilitar a
visualizacdo da passagem da fase LE para a LC como também de investigar as mudancas
ocasionadas pela adsorcdo da molécula de interesse na monocamada.®®

A microscopia BAM tem como base a diferenca dos indices de refracdo de dois
meios isotropicos e ndo absorventes distintos, o que ocasiona em uma reflexdo da luz
polarizada na interface entre esses meios. A refletividade, nesse caso, € afetada pela
diferenca entre os indices de refracdo dos dois meios (n2 > n1), pela polarizacdo da luz e
pelo angulo de incidéncia. Quando uma fonte luminosa polarizada incide em uma
interface liquido-ar com o angulo de Brewster (53,1°), nenhuma luz é refletida da
interface entre esses dois meios de diferentes indices refrativos. Entretanto, nessa

situacdo, a introducdo de um filme de Langmuir modifica as condigdes de angulo de
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Brewster fazendo com que parte da luz seja refletida e seja utilizada para visualizacao e
imageamento da regi&o.”

Em termos matemaéticos, temos que a condi¢do para que o angulo de Brewster
ocorra é que o angulo de incidéncia da luz deve ser capaz de fazer com que as luzes
refletida e refratada figuem em um angulo de 90° graus entre si, conforme ilustrado na
Figura 8a. Nessa situacdo, & possivel estabelecer uma relacdo ente os angulos de
incidéncia (Eq. 3) e reflex&@o da luz e a equacéo de Snell sobre a refragdo da luz (Eq. 4).
A juncdo dessas duas equacOes origina a Eq.5, que pode ser reescrita conforme a Eg. 6

sendo uma forma simples de calcular o angulo de Brewster.

6, =90 — 6; Eq.3
n, X senf; = n, X senb, Eq.4
n, X senl; =n, X sen(90 — 6;) = n, X coso; Eq.5
tgl; = T Eq.6
nq

Sob as condi¢Bes em que ni representa o indice de refracdo do ar, igual a 1, e no
corresponde ao indice de refracdo da agua, com o valor de 1,333, 0 angulo de Brewster
serd de 53,1°. Em teoria, nessas circunstancias, nenhuma luz é refletida quando a luz
polarizada incide sobre o meio nz, considerando um sistema ideal sem interferéncias
atmosféricas ndo controladas e com uma interface plana (Figura 8b). Na prética,
entretanto, a luz refletida sera minima, mas ndo totalmente inexistente, devido a presenca
de vapor d'agua na atmosfera sobre a interface dos meios, e a organizacdo rugosa da agua
na superficie, causada pelas forcas de tensdo superficial e capilaridade das moléculas.
Além disso, a existéncia de uma camada lipidica ultrafina sobre a interface ar/agua
modifica o indice de refragdo (n3), que passa a ser diferente do da agua, fazendo com que
a luz seja refletida e captada pelo microscépio (Figura 8c). A intensidade da luz refletida
pela camada lipidica dependera do tamanho da cadeia lipidica, da densidade molecular e

das interagdes entre as moléculas da monocamada e a interface aquosa.
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Figura 8. Esquema ilustrativo do principio da reflexdo e refracdo da luz, para (a) refracao

de luz n&o polarizada; (b) refracdo de luz polarizada ao incidir no angulo de Brewster; e
(c) areflexdo da luz polarizada em uma subfase contendo uma monocamada de Langmuir.

2.7. Microscopia de Forga Atbmica

A microscopia de forca atdmica (AFM, do inglés Atomic Force Microscopy,
Figura 9) foi desenvolvida por Binning, Quate e Gerber em 1984.”” Esse grupo foi
responsavel pela construgdo de um microscopio capaz de detectar forgas na casa de 1072
a 10 N entre uma agulha e a superficie de uma amostra.’® Este mecanismo possibilitou
a captura de imagens na escala nanomeétrica realizando uma varredura perfilométrica sem
destruir a amostra e sem necessitar de vacuo ou reagentes para contraste.’s’®

A técnica de AFM baseia-se na utilizacdo de uma sonda muito pequena que
percorre a superficie da amostra sem tocé-la diretamente. Durante o escaneamento, a
sonda se movimenta nos trés eixos (X,y e z) por um mecanismo de feedback para manter
a forca de interacio sonda-amostra 0 mais constante possivel.”® O posicionamento da
sonda em escala nanométrica é possivel através de scanners piezoelétricos (sensores que
medem a capacidade de transformar tensdo mecénica em elétrica e vice-versa). Esses
sensores funcionam através da aplicacdo de diferentes voltagens e proporcionam o
movimento da sonda na amostra e, consequentemente, a obtencdo de imagens em trés

dimensdes em escala nanométrica de mais diversos tipos de materiais.
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Figura 9. Diagrama esquematico de um microscopio de forca atdbmica. O laser emitido
pelo diodo laser é focado na extremidade do cantiléver (ou alavanca). O raio laser
refletido é redirecionado para um fotodiodo quadrante. Os movimentos verticais e laterais
do cantiléver sdo detectados pelo fotodiodo. O circuito fechado de feedback é
implementado no controlador. O computador € usado para configurar parametros para o
controlador e coletar dados dele para formar imagens.

Além dos sensores piezoelétricos, a utilizacdo da sonda correta é fundamental para
se chegar na melhor qualidade de imagem possivel. De modo geral, as sondas consistem
em um cantiléver com uma ponta afiada em sua extremidade, essa ponta pode ter
diferentes tamanhos e formatos dependendo da sua aplicacio. ° Essa pontas normalmente
vao até 30 nm, sendo que o cantiléver podem ter ente 125 a 420 um de comprimento e 30
a 40 um de largura.”® Essas pontas ainda podem ser desenhadas conforme o modo de
operacdo para que serdo utilizadas, os modos de operacdo da técnica de AFM mais
comuns s&o a pdr contato, 0 modo tapping ou intermitente, e 0 modo de ndo-contato.”®&

O modo contato € operado aplicando uma forgca constante durante todo o
escaneamento da imagem.”® O modo intermitente por sua vez é caracterizado pela
oscilacdo do cantiléver a uma determinada frequéncia, essa oscilagédo é causada por uma

pequena peca de matéria piezoelétrico fundido ao suporte da sonda.”® Por fim, no modo

32



ndo-contato, o interesse esta na mensuragédo precisa da forca de interacdo entre a sonda e

a superficie através da oscilagdo da sonda em sua frequéncia de ressonancia. 798

2.8. Ensaio de MTT

O ensaio de MTT foi o primeiro ensaio colorimétrico projetado para triagem de
alto rendimento da viabilidade celular em um formato de 96 pocos. * O ensaio foi criado
para oferecer um substituto ndo radioativo para a incorporacao de timidina tritiada no
DNA, em ensaios de proliferacdo celular.8! Ganhou amplo uso em laboratérios
académicos devido a sua viabilidade econdmica e precisdo.®? Além disso, o ensaio MTT
é um método rapido e direto, que elimina a necessidade de etapas de lavagem. Isso o torna
extremamente benéfico para a triagem de muitas amostras ao mesmo tempo, servindo
para realizar um screening inicial de uma substancia, visando identificar a faixa de
concentracéo ideal para trabalho. &

O ensaio funciona medindo a reducdo do MTT amarelo (brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio, Sigma-Aldrich ref. M5655) em formazan
(Figura 10), de coloracéo purpura.t®2 Para realizar o ensaio, o sal de MTT é introduzido
as células em uma concentracao de 0,2-0,5 mg/mL e incubado por 1-4 horas. Depois
disso, um solvente organico (como isopropanol ou dimetilsulfoxido) € adicionado para
solubilizar o formazan. A absorbdncia em 560 nm é entdo medida usando um
espectrofotdbmetro de varredura de multiplos pocos. Como a metabolizacdo do sal €
diretamente proporcional a taxa metabdlica celular, os dados de absorbancia possibilitam

inferir a mortalidade/viabilidade celular em cada pogo analisado.

CHa

Formazan

Figura 10. Reacéo caracteristica do ensaio MTT, no qual o sal de MTT (amarelo), torna-
se formazan (roxo purpura) através da atividade mitocondrial celular.

2.9. Ensaio de LDH
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O ensaio com a enzima lactato desidrogenase (LDH) avalia sua liberagéo
extracelular em células que tenham perdido a integridade da membrana.®® A enzima LDH
é normalmente encontrada no citoplasma das células e sua reducgdo indica que houve
danos a membrana plasmatica, desencadeando sua liberacdo no meio de cultura celular.
A LDH extracelular pode ser quantificada por uma reacdo enzimatica acoplada em que a
LDH catalisa a converséo de lactato em piruvato via reducdo de NAD + em NADH. A
oxidacdo de NADH pela diaforese leva a reducdo de um sal de tetrazdlio
(iodonitrotetrazdlio (INT)) a um produto formazan (Figura 11), cuja absorbancia pode ser
medida em 560 nm. O nivel de formacdo de formazan € diretamente proporcional a
quantidade de LDH liberada no meio, o que é indicativo de citotoxicidade causada a
integridade da membrana celular.

—_—
- /N Piruvato NADH Sal tetrazélico
TN o
\/ o \ Liberagdo de Diaforese
N\ LDH
= /
~ Lactato NAD+ Formazam

Danos a membrana celular

Figura 11. Mecanismo de avaliacdo da citotoxicidade causada a membrana celular via
ensaio de LDH.

2.10. Microscopia de fluorescéncia confocal

O principio de funcionamento da iluminacdo e observacdo por fluorescéncia
baseia-se na marcacdo do material de interesse com uma molécula fluorescente.®* A
amostra € iluminada com luz de comprimento de onda especifico para a excitacdo do
marcador. Essa luz é refletida por um espelho dicroico até a amostra. A luz emitida por
fluorescéncia é coletada pela objetiva do microscépio. Em seguida, passa pelo mesmo
espelho dicroico e finalmente é separada da luz de excitacdo através do "filtro de
emissdo”. O principio de funcionamento da microscopia de fluorescéncia é exibido na
Figura 12a. A microscopia confocal também é baseada na observacdo por fluorescéncia.
Comparada a microscopia de fluorescéncia convencional, a microscopia confocal
combina iluminacdo pontual com captacdo da luz emitida pela amostra através de um
orificio (pinhole). Essa combinagao permite eliminar a luz proveniente de regides fora do
plano focal, deixando a imagem com melhor defini¢do, conforme exibido na Figura 12b.

Outra vantagem sobre a microscopia de fluorescéncia € a capacidade de realizar imagens
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em seccOes Opticas para amostras com maior espessura, possibilitando posterior
sobreposicdo destas imagens para a formacdo de uma imagem em 3D. Porém, como
apenas um ponto na amostra é iluminado por vez, as imagens 2D ou 3D exigem
digitalizacéo através de uma varredura pontual, o que faz com que a aquisicao de imagens

seja mais longa.

(a) Y Amostra (b) —— —
/ " Pinhole
7 Objetiva i \
— / ESpelhO J /;/
I & dicroico !
——— Filtrode ;
emissio :
==
v

[
CCD

Figura 12. (a) Principio de funcionamento de um microscopio de fluorescéncia. (b)
Sistema de orificio utilizado na microscopia confocal. A definicdo de uma imagem no
plano focal (vermelho) é aumentada pela eliminacdo da luz proveniente de regides fora
do plano fora do plano focal (verde).

Plano focal

2.11. Citometria de Fluxo

Em 1936, T. Casperson provou ser possivel detectar e quantificar DNA
cromossomal e citoplasmatico utilizando diferentes comprimentos de onda dentro do
UV.% Na década de 1940, Wallace H. Coulter criou uma técnica afim de solucionar a
necessidade de contar particulas em suspensdo de maneira mais eficiente.®® Coulter, um
engenheiro e inventor, introduziu o "Principio de Coulter", capaz de medir as mudancas
na resisténcia elétrica provocadas por particulas que passam através de um pequeno
orificio.?’

Apbs isso, na década de 1960, O. Casperson conseguiu aplicar uma técnica
separada para comparar a distribuicdo do DNA em células cervicais normais, carcinomas
cervicais e em células pré-malignas, representando um avanco nos estudos iniciados pelo

seu pai T. Casperson.®® Entretanto, o primeiro equipamento mais proximo de um
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citometro de fluxo foi construido em 1951 por Robert Mellors, que construiu um
instrumento semi-automéatico chamado scanner microfluométrico usando luz UV com o
objetivo de mensurar a autofluorescéncia de células que passavam por esse scanner.8® Foi
também Mellors que introduziu o uso de lasers e fluorocromos para a deteccéo de sinais
de fluorescéncia pelas células.® Esse avanco foi essencial para ampliar as aplicagdes da
citometria de fluxo que atualmente € aplicada para inUmeras &reas como:
imunofenotipagem 8°, anélise de fluxo de fons, anélise de citocinas e engenharia de
proteinas. 8 As vantagens dessa técnica residem na capacidade de realizar analises
multiparamétricas®® de modo simultdneo por meio de avangos na area Optica e de
softwares de anélise.

A citometria de fluxo (Figura 13) é amplamente utilizada para a andlise rapida e
detalhada de células ou outras particulas em suspensdo. Um passo critico para garantir
resultados confiaveis é a preparacdo adequada da amostra. As células, que podem estar
aderidas ou ndo a uma superficie, sdo primeiramente ressuspendidas em um fluido
apropriado para citometria. Dependendo do objetivo do experimento, as células podem
ser marcadas com fluoréforos especificos, que se ligam a moléculas-alvo, permitindo a
deteccdo de diferentes biomarcadores simultaneamente. Apds a marcacdo, as células séo
conduzidas através de um sistema no qual passam, uma a uma, por uma camara de fluxo,
onde sdo expostas a feixes de luz gerados por lasers. A interacdo de cada célula com o
feixe de laser resulta na dispersao da luz, que € detectada e analisada com base em dois
parametros principais: a dispersdo frontal (forward scatter - FSC), que fornece
informacdes sobre o tamanho celular, e a dispersdo lateral (side scatter - SSC), que esta
relacionada a granularidade e complexidade interna da célula. Esses parametros, em
conjunto com a fluorescéncia dos marcadores, possibilitam uma analise quantitativa
detalhada da populacdo celular.®.

A deteccdo de fluorescéncia, além da dispersdo de luz, desempenha um papel
central na citometria de fluxo, ampliando a capacidade de analise celular. Normalmente,
as células sdo fixadas com fluorocromos conjugados a anticorpos que se ligam a
moléculas especificas presentes nas células. Quando estimulados por um laser, esses
fluorocromos emitem luz em diferentes comprimentos de onda, que sdo captados por
maltiplos detectores.”> A emissdo de fluorescéncia resultante oferece informacdes
cruciais, possibilitando a identificacdo e quantificacdo da expressdo de proteinas
especificas, além de fornecer importantes informagdes sobre o estado funcional das

células, como sua atividade metabolica e se a célula esta saudavel ou passando por algum
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processo de morte celular.®® Os dados de dispersdo e fluorescéncia obtidos s&o
convertidos em sinais elétricos e processados por softwares avancados, que quantificam
a intensidade dos sinais para distinguir e classificar diferentes populagdes celulares em
uma amostra complexa. Essa capacidade de analisar rapidamente grandes quantidades de
células individualmente é vital tanto para a pesquisa biomédica quanto para aplicacdes
clinicas.%* Na pratica clinica, a citometria de fluxo é indispensavel para o diagndstico e
acompanhamento de doencgas hematoldgicas, como leucemias e linfomas, oferecendo
avaliacOes rapidas e precisas das células sanguineas. Além disso, a técnica é essencial no
desenvolvimento e avaliagdo de terapias imunoldgicas inovadoras, como o uso de células
CAR-T,*>% que sdo modificadas para atacar células cancerigenas, possibilitando
diagndsticos mais rapidos e a otimizacdo de tratamentos, tornando-se uma tecnologia

pioneira para se obter avancos na pesquisa e na area de tratamentos médicos.
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Figura 13. Principio do funcionamento e um citdmetro de fluxo. Adaptado de .

3. Objetivos

Este trabalho tem como objetivo geral contribuir para a area de nanobiotecnologia
e para o0 melhor entendimento das tecnologias empregadas em fototerapias. Os objetivos

especificos do projeto incluem:
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Fabricar um sistema modelo de membrana celular via filmes de Langmuir,
construidos a partir do extrato celular de células de adenocarcinoma colorretal
(Caco-2);

Determinar os mecanismos moleculares de interacdo entre o xanténico Rosa de
Bengala (RB) e os modelos de membrana fabricados;

Determinar os efeitos da oxidacdo lipidica fotoinduzida sobre as propriedades
fisico-quimicas da membrana, desencadeados pela fotoativacdo do RB;

Avaliar a eficiéncia fotodinamica do RB em cultivo in vitro de células Caco-2;
Promover a colaborag¢do com outros grupos de pesquisa nacionais e internacionais

para construcdo de conhecimento multidisciplinar.

Dentre os objetivos propostos inicialmente, todos foram cumpridos. Os resultados

e dificuldades enfrentadas serdo discutidas nas proximas sessdes da dissertacao.
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CAPITULO 2

4. Materiais e Métodos

4.1. Cultivo celular in vitro

As células de adenocarcinoma colorretal da linhagem Caco-2 (BCRJ ref. 0059)
foram cultivadas em frascos de cultura de 75 cm? (SLP ref. 70025 e 70075), incubadas
em estufa umedecida a 37°C e 5% de CO2 em meio RPMI (Gibco™ ref. 31800022),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab ref. 0521-500), antibiéticos e
antimicéticos (Gibco™ ref. 15240062). A troca do meio de cultura foi feita em dias
alternados. O crescimento celular foi acompanhado diariamente através de um
microscopio invertido (ECLIPSE TS100, Nikon, Spectron, Sdo Paulo, SP, Brasil) e as
manipula¢cdes com a cultura de células foram realizadas em uma capela de fluxo laminar.

O cultivo foi feito até as células atingirem uma confluéncia > 80%. As células
foram entdo lavadas com PBS (Sigma-Aldrich ref. P4417), seguida da adi¢do de 1 mL de
tripsina (Gibco™ ref. 12604-021) e incubacgdo por 4 minutos em condic¢des de cultivo.
Na sequéncia, adicionou-se 10 mL meio de cultivo para neutralizagéo da tripsina e 20 pL
da suspensao foram utilizados para contagem de células em cdmara de Neubauer. A partir
do valor obtido, foram realizados os calculos necessarios para 0s ensaios com 0 Xanténico
Rosa de Bengala a fim de avaliar sua toxicidade (sem irradiacdo) e fototoxicidade
(irradiado).

4.2. Fotoativacdo do Rosa de Bengala incorporado nas células Caco-2

Células Caco-2 foram semeadas em placas de 96 pogos (5 x 10* células/poco),
diluidas em meio RPMI e incubadas por 24 horas em estufa umedecida a 37 °C e 5% de
COo. Ap0s 24 horas, 0 meio foi descartado e substituido por 100 puL de solugdo de RB
(Sigma-Aldrich ref. 330000) diluida em meio DMEM F12 (Sigma-Aldrich ref. D8900-
10X1L) nas seguintes concentragdes: 0,25, 0,5, 1, 2,5, 5, 10 e 25 x 10 mol/L. Células
cultivadas apenas em meio de cultura DMEM F12 foram consideradas 100% viaveis e
utilizadas como controle celular (CC). O controle de luz (CL) foi obtido irradiando as
células cultivadas na auséncia de RB e o controle de morte (CM) foi feito através da
adicdo de peroxido de hidrogénio (50 x 10 mol/L). As placas contendo todos 0s grupos
(tratamento e controle) foram incubadas em estufa a 37°C e 5% CO: por periodos de 0,5,

3 e 24 horas. Ap0s este periodo, o metabolismo celular foi avaliado por ensaios de MTT.
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Os grupos expostos a luz para fotoativacdo do RB foram irradiados por 1 hora, com
poténcia de 32,26 mW/cm?, utilizando um LED BioLambda com comprimento de onda
em 525 nm, resultando em uma irradiancia de 116 J/cm?2. Apds o tratamento, a solugdo
de RB e meio foram descartados e substituidos por meio DMEM F12 e incubadas por
mais 24 horas antes da realizacdo dos ensaios de MTT. Uma imagem obtida por
microscopia de campo claro das células em tratamento e do sistema de irradiacdo utilizado
séo apresentadas nas Figuras 14a e 14b, respectivamente.

4 27 = m Stop
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Figura 14. (a) Imagem obtida via microscopia de campo claro do cultivo celular e (b)
foto do sistema utilizado para irradiacdo das células tratadas com fotossensibilizador.

4.3. Ensaios de MTT
Os ensaios de MTT foram realizados apés o tratamento da célula Caco-2 com

diferentes concentracdes de RB (de 0,25 a 25 x 10° mol/L) e diferentes tempos de
incubacdo (0,5, 3 e 24 horas). O sal de MTT foi diluido em meio DMEM F12 seguindo a
concentracdo recomendada pelo fabricante (0,5 mg/mL). O meio com 0 respectivo
tratamento de cada pogo foi descartado e substituindo por 100 uL da solugdo de MTT. As
células foram entdo incubadas por 1 hora, quando o meio contendo MTT foi descartado
e 50 puL de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich ref. D4540-1L) foi adicionado para
a solubilizacdo dos cristais de formazan. A absorbancia da solucéo foi mensurada em 560
nm (Multiskan™ FC Microplate Photometer, ref. 51119000), especifico para coloracao
resultante da metabolizacdo do sal. Para evitar contribuicdo do espectro de absorcéo do
RB na leitura do sinal de formazan, as células foram lavadas 2 vezes com PBS, antes da
adicédo do sal de MTT.
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4.4. Ensaio de LDH

A liberagdo de LDH foi avaliada para as células Caco-2 (3 x 10%/poco) tratadas
com diferentes concentracdes de RB (1, 2,5 e 10 x 10 ® mol/L) diluidas em meio de
cultura DMEM F12 juntamente com 0s seguintes grupos controle: i) apenas em meio de
cultura; ii) adicdo de 10 uL de agua ultrapura filtrada aos 100 uL de meio DMEM F12
para liberacdo espontanea de LDH; e iii) adicdo de 10 puL do tampdo de lise 10x, para a
maxima liberagcdo de LDH. O ensaio foi realizado utilizando o kit CyQUANT™ LDH
Cytotoxicity Assay (ref C20301, Invitrogen, ThermoFisher). Ao final do tempo de
exposicdo celular e fotoativacdo, 50 pL do meio sobrenadante de cada poco foram
transferidos para outra placa e receberam 50 pL da mistura de reacdo (54 x 107 mol/L
L(+) lactato, 0,66 x 10" mol/L cloreto de 2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil tetrazdlio, 0,28 x
107 mol/L metossulfato de fenazina, e 1,3 x 10" mol/L NAD 0,2 mol/L tamp&o Tris, pH
8.2). Apds 30 minutos de incubacéo, foram adicionados, em cada poco, 50 pL da solucéo
de parada. A absorbéncia foi medida através do leitor de placa Multiskan™ FC e a

porcentagem de LDH liberado seré obtida através da formula:

, [(Tratamento RB) — (Liberagio espontanea)]
% LDH liberada = - — — - — — x 100
[(Liberagdo maxima) — (Liberagio espontinea)]

4.5. Microscopia de fluorescéncia e confocal

A marcacéo celular foi mediada por dois fluor6foros, WGA Alexa Fluor® 488
(Wheat Germ Agglutinin Conjugates with Alexa Fluor® 488; Invitrogen, Gaithersburg,
MD, USA, ref. W11261) e DAPI (4,6- diamidino- 2- phenylindole; Invitrogen,
Gaithersburg, MD, USA, ref. R37606). O WGA Alexa Fluor® 488 possui afinidade a
membrana celular e, quando excitado em 495 nm, emite fluorescéncia na regido do verde,
caracterizando entdo a membrana das células. O DAPI liga-se ao DNA, emitindo
fluorescéncia na regido do azul ao ser excitado no comprimento de onda de 358 nm,
demarcando assim o ndcleo celular. O FS RB foi excitado em 525 nm, emitindo
fluorescéncia na regido do vermelho, caracterizando a regido celular na qual foi
incorporada. As imagens foram adquiridas utilizando o microscopio confocal (Eclipse Ti-

E C2-C2SI, Nikon), disponivel na FCT/UNESP de Presidente Prudente.
As células Caco-2 (3 x 10%/ poco), diluidas em meio de cultivo DMEM F12, foram
semeadas em placas de 24 pogos previamente preparadas, com a presenca de laminulas,
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e incubadas por 24 horas a 37 °C para atingirem confluéncia > 80%. O FS RB foi entéo
adicionado e posteriormente incubado por 24 horas. Ap6s o periodo de incubagdo, o
sobrenadante foi retirado para adi¢do de 400 puL do corante de membrana WGA Alexa
Fluor® 488 (5 x 10 g/ml). Apds 10 minutos, o excesso de WGA Alexa Fluor® 488 foi
retirado e os poc¢os foram lavados com PBS, por no minimo 4 vezes. Na sequéncia, as
laminulas foram retiradas do poco, sobe as quais 5 x 10 L de DAPI foram adicionados.
Ap0s o periodo de secagem, as laminulas foram finalizadas com base incolor de unha

(Risque) e mantidas na geladeira até realizacdo do experimento.

4.6. Citometria de Fluxo

O processo de determinacdo da via de morte celular foi avaliado para tanto as
células que ndo foram expostas a radiacdo quanto as que foram, por meio da técnica de
citometria de fluxo. Células foram diluidas em um meio de cultivo e distribuidas em
placas de cultura com 24 pocos (1 x 10° células por pogo), sendo incubadas a 37°C por
24 horas até alcancarem 80% de confluéncia. Em seguida, foram adicionados 0,25, 1 e
10 x 10 mol/L de RB ao meio de cultura, com incubagio subsequente de 3 e 24 horas.
Ap0s a incubacdo, para o grupo irradiado, a irradiacdo foi realizada utilizando um LED
BioLambda com comprimento de onda em 525 nm e poténcia de 32,26 mW/cm? (dose de
luz: 116 J/cm?).

A andlise por citometria de fluxo foi conduzida utilizando um equipamento BD
Accuri/C6 Plus Cytometer (Becton Dickinson, Nova Jersey, EUA), em conjunto com o
kit de Apoptose/Necrose (Annexin V Alexa Fluor® 488 e Propidium lodide (PI)/Dead
Cell; referéncia V13245, Invitrogen), seguindo as instrucdes do fabricante. As células
foram tratadas com tripsina (5 minutos a 37°C), suspensas e transferidas para tubos de
citometria. Posteriormente, apés centrifugacao, as células foram ressuspendidas em 400
x 10 L de um tampéo de ligacio para Anexina V (1X; 50 x 10~ mol/L de HEPES, 100
x 10 mol/L de NaCl e 12,537 x 10 mol/L de CaCly) e incubadas por 15 minutos com 5
x 10 L de Alexa Fluor® 488 de Anexina V (25 x 10-3 mol/L de HEPES, 140 x 10 mol/L
de NaCl, 10 mol/L de EDTA). Finalmente, foi adicionado 10 L de lodeto de Propideo
(PI).

As células foram categorizadas como necréticas na auséncia de sinal da Anexina
V Alexa Fluor® 488 e presenca de sinal do PI. No caso de apoptose, a classificacdo foi

atribuida quando as células exibiam sinal para Anexina V Alexa Fluor® 488 e auséncia
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de sinal para PI. Células foram consideradas viaveis quando ndo havia marcacéo dupla,
enquanto estagio tardio de apoptose foi designado para aquelas que apresentavam dupla
marcagdo positiva. Adicionalmente, um controle com RB foi conduzido para avaliar o

impacto da fluorescéncia na analise dos resultados.

4.7. Extrato celular de células Caco-2

O extrato celular das células Caco-2 foi obtido adaptando protocolos
anteriores.%% As células Caco-2 foram destacadas do frasco de cultura e transferidas para
um tubo Falcon. Em seguida, as amostras foram centrifugadas utilizando uma centrifuga
(Rotina 380 R, Tuttlingen, Alemanha) a 1500 rpm por 5 minutos. Apos a centrifugacao,
0 sobrenadante foi descartado, deixando o pellet de células no fundo do tubo. A este
pellet, foi adicionado 1 mL de agua ultrapura, e a mistura foi agitada em vortex por 10
minutos. Apés a agitacdo, 4 mL de cloroférmio foram adicionados a solugédo, que foi
novamente agitada por mais 10 minutos. A mistura resultante foi sonicada por 30 minutos
e, em seguida, submetida a uma nova centrifugagdo a 1500 rpm por 10 minutos. Esse
processo gerou trés fases distintas: uma fase superior contendo componentes solUveis em
agua, uma fracdo intermediaria com a massa celular, e uma fase inferior rica em
fragmentos lipidicos soltveis em cloroférmio. A fase inferior, contendo os lipidios
extraidos das células Caco-2, foi cuidadosamente transferida para um frasco ambar e
armazenada a -20 °C.

4.8. Filmes Langmuir do extrato celular de Caco-2

Filmes de Langmuir foram preparados em uma cuba de Langmuir (KSV-
NIMA/KN 2002) espalhando uma solucdo de extrato celular de Caco-2 em PBS ou PBS
contendo RB a 1, 10 e 25 x 10 mol/L. O extrato celular espalhado foi deixado em
repouso por 10 minutos para garantir a completa evaporacdo do cloroférmio. O material
remanescente na interface ar-liquido foi entdo submetido a compresséo simétrica usando
barreiras méveis, com uma taxa de compressdo de 3,75 cm2/min. Isotermas de pressao
superficial () versus area (A) superficial foram obtidas pelo método de Wilhelmy,
usando uma haste de platina. A area nas isotermas serdo apresentadas como area por mL
de extrato, em vez da area molecular tradicional, pois a composicéo exata do extrato ndo
é conhecida. A temperatura da subfase foi mantida a 21°C com um banho termostéatico

(SSDu-10L, SolidSteel, Piracicaba, Brasil). Embora lipidios insaturados expostos ao ar
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possam resultar em mudancas na pressdo superficial devido a oxidagdo dos lipidios,
nenhuma precaucdo foi tomada aqui para evitar a oxidacdo. No entanto, as isotermas
foram reprodutiveis, com variacdes de pressao superficial dentro de 2 mN/m. O modulo
de compressibilidade das monocamadas (Cs™) foi determinado a partir das isotermas 7-
A aplicando a equagio Cs™ = — A(Gm/0A).

Os efeitos do RB na estabilidade da monocamada de Caco-2 foram investigados
a uma pressdo superficial fixa de 30 mN/m, enquanto se monitorava a area superficial ao
longo de uma observacao de 2 horas. A escolha dessa pressao superficial foi baseada na
literatura, segundo a qual a pressdo lateral nas membranas plasmaticas de células
eucaridticas é em torno de 30 mN/m.1® Testes de estabilidade foram conduzidos em
monocamadas de extrato celular de Caco-2 em subfases de PBS ou RB. De maneira
similar, testes foram conduzidos em monocamadas de extrato celular de Caco-2 em
subfases de RB fotoativado, onde a irradiagdo comegou assim que a monocamada atingiu
uma pressdao de 30 mN/m. Para isso, um sistema de irradiagdo LED (a 525 nm) da
BioLambda (32,26 mW/cm2; Sdo Paulo, Brasil) foi empregado, posicionado 20 cm acima
da cuba de Langmuir com um angulo de 30°. O comportamento dinamico do sistema foi
caracterizado monitorando-se mudancas dependentes do tempo na area relativa média.

MedicOes de espectroscopia de absorcdo-reflexdo infravermelha modulada por
polarizagdo (PM-IRRAS, KSV PMI550) foram realizadas com um angulo de incidéncia
de 81° e uma resolucdo de 8 cm™ para avaliar as interagdes moleculares entre
monocamadas de extrato celular de Caco-2 e RB. Os espectros de PM-IRRAS foram
obtidos de monocamadas de extrato celular de Caco-2 em PBS e PBS contendo RB (25 x
10° mol/L), a uma pressdo superficial constante de 30 mN/m. Para monocamadas
irradiadas, os espectros de PM-IRRAS foram prontamente adquiridos ap06s o periodo de
irradiacdo de 20 minutos, realizado com uma fonte de LED (50 W de poténcia). A
reprodutibilidade espectral foi garantida pela conducdo de pelo menos trés experimentos
para cada condicdo. Portanto, modificacfes na posicdo das bandas e/ou intensidade
relativa néo derivaram de dispersao espectral, mas sim de interagGes entre a monocamada
de extrato celular de Caco-2 e RB. As imagens de microscopia de angulo de Brewster
(BAM) foram obtidas usando um elipsémetro de imagem I-EIli2000 (I-EIli2000,
Nanofilm Technologies) acoplado a uma cuba de Langmuir (Nima Technology). Este
instrumento est4 equipado com um laser Nd de 50 mW (A =532 nm), e as imagens foram
obtidas usando uma lente de ampliagdo de 20x com resolucdo lateral de 1 um e angulo

de incidéncia de 53,15°. As monocamadas foram comprimidas a uma taxa de 5 cm2/min.
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A Microscopia de Forca Atdmica (AFM) foi usada para obter imagens dos filmes
lipidicos de Caco-2 em PBS e RB (25 x 10 mol/L). Os filmes foram transferidos para
substratos de mica (qualidade V1, da Electron Microscopy Sciences) usando a técnica de
deposi¢dao Langmuir—Blodgett (LB) da interface ar/liquido. Neste método, uma folha de
mica recém-cortada foi imersa na subfase antes da dispersdo do lipidio.
Subsequentemente, o substrato foi retirado da subfase a uma taxa controlada de 3,75
cm#min, mantendo a pressao superficial constante a 15 ou 30 mN/m. Um microscépio
Bruker Multimode 8HR Nanoscope 9.7 (Digital Instruments, Santa Barbara, CA) foi
usado para adquirir as imagens de AFM na interface ar-sélido em condi¢des ambientais.
As imagens foram capturadas usando o modo de tapping, a uma taxa de varredura de 0,3-
1 Hz, empregando uma sonda SCANASYST-AIR (com uma alavanca de nitreto de
silicio, frequéncia de ressonancia de 70 kHz, constante de mola nominal de 0,4 N/m e
raio de ponta de 2 nm). A analise das imagens foi conduzida usando o software

Nanoscope versao 2.0.

4.9. Tratamento de dados
Os dados experimentais de citotoxicidade e fototoxicidade foram analisados com

os softwares Microsoft Excel®, Origin® e GraphPad Prism® 8 e avaliados com anélise
de variancia (one-unpaired multiple t test), sequido de correcdo de Bonferroni, utilizando
nivel de significancia p < 0,05. Todos os testes foram realizados em triplicata. Para a
concepcdo dos esquemas ilustrativos e de formulas estruturais foram utilizados os
softwares Adobe Illustrator 2020® e ChemDraw 19.0°.
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CAPITULO 3

5. Resultados e Discusséo

5.1. Determinacgé&o da toxicidade e fototoxicidade do RB

5.1.1. Ensaiosde MTT

Com o objetivo de avaliar se o tempo de exposicao ao fotossensibilizador (FS)
tem influéncia sobre os efeitos toxicos e fototoxicos, foram conduzidos ensaios de MTT
em trés periodos de incubacdo com RB, 0,5, 3 e 24 h. As concentrag¢fes de RB estudadas
variaram de 0,25 a 25 x 10 mol/L, todas expostas a mesma dose de luz (116 J/cm?) em
525 nm. Apos 24 h da irradiacdo, o ensaio de MTT foi realizado e os resultados obtidos
sdo apresentados na Figura 15a, 15b e 15c para os periodos de incubacédo de 0,5, 3 e 24h,
respectivamente. O célculo da concentracdo de RB necesséria para reduzir a viabilidade
celular em 50% (CCsp), foi realizado via uma regressdo nédo-linear dos dados de cada um

dos periodos de incubacéo.
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Figura 15. Efeitos toxicos (preto) e fototoxicos (verde) do FS RB em cultivo in vitro de
ceélulas Caco-2, mensurados em ensaios de MTT. A viabilidade celular foi determinada
para células incubadas por (a) 0,5, (b) 3 e (c) 24 h com diferentes concentracbes e 0
calculo de CCs feito através de regressdo nao-linear.

As diferentes concentracdes de RB (0,25 a 25 x 10 mol/L) incubadas no escuro
(néo irradiadas) por 0,5, 3 e 24 h n&o afetaram de maneira significativa a viabilidade do
cultivo celular, sugerindo baixa toxicidade do FS nestas condigdes. A viabilidade so
diminui de maneira significativa em presenca de luz, dependendo das concentracdes de
RB e dos periodos de incubacdo. A capacidade do RB de produzir espécies reativas de
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oxigénio (EROs), especialmente o 'O, ¢ a justificativa para sua fototoxicidade, uma vez
que essas espécies desencadeiam reacdes oxidativas nas células que as levam a morte. 1%
Ao considerar o periodo de incubacdo de 0,5 h, a concentracdo de RB necessaria para
reduzir a viabilidade celular em 50% (CCso) foi de 2,26 x 10 mol/L. No entanto, para os
periodos de incubagdo de 3 e 24 h, essa concentragdo foi reduzida para 0,68 € 0,63 x 10°®
mol/L, respectivamente, evidenciando que o efeito terapéutico é influenciado pelo tempo
de exposicdo ao FS. A tendéncia de diminui¢do da viabilidade com o aumento da
concentracdo de RB ¢ observada para todos os periodos de incubacao até a concentracéo
de 5 x 10 mol/L, a partir da qual a viabilidade celular se estabiliza em valores proximos
a10%. A dependéncia dos efeitos fototoxicos com as concentracdes de RB e os diferentes
periodos de incubacdo deve estar relacionada aos mecanismos de incorporacdo do FS as
células, o que abordaremos a partir de experimentos de citometria de fluxo e filmes de
Langmuir. De fato, trabalhos anteriores com o xanténico eritrosina demonstraram que o
aumento do tempo de incubagéo resulta em uma diminuicdo do CCsp, indicando uma
maior incorporagdo do FS com o passar do tempo.? Outro exemplo é o estudo de
Sztandera et al.'®? que observou uma reducdo menor na viabilidade celular com a
incorporacio de RB em células Caco-2 usando uma concentragdo de 5 x 10 mol/L de
RB, uma incubacgéo de 5 h e 30 min de irradiacédo, levando a uma diminuic¢éo de 50% na
viabilidade celular.

De modo geral, a aplicacdo do RB na TFD nédo segue um padrdo, uma vez que 0S
parametros experimentais utilizados nos estudos sao variaveis, dificultando a comparacao
direta com os resultados obtidos. Em um estudo realizado por McEwan et al.1%, o RB foi
testado em células de melanoma murino na concentracio de 0,5 x 10 mol/L. As células
foram incubadas com RB por 3 h e irradiadas com luz branca por 30 e 60 segundos,
resultando em uma dose de luz total de 11,4 e 22,8 J/cm?, respectivamente. Para essas
condigdes, houve uma reducéo de cerca de 20% e 30% na viabilidade celular para a menor
e maior dose de luz, respectivamente. Dhillon et al.’** realizou um trabalho semelhante
utilizando concentragdes de RB entre 0,05 e 1 x 10°® mol/L em quatro linhagens distintas
de cancer, a B16-F10-Luc2 (melanoma), MCF-7 (cancer de mama), Panc-01 (cancer de
pancreas) e HelLa (cancer cervical). As células foram incubadas com RB durante 3 h,
seguidas de irradiagdo com uma dose de luz branca de 22,8 J/cm?2. A diminuicdo da
viabilidade celular observada para a concentragio maxima (1 x 10 mol/L) foi de cerca
de 30% para a B16-F10-Luc2, 20% para a MCF-7, 35% para Panc-01 e de 40% para

HeLa. Por outro lado, no estudo realizado por Uppal et al.1%, a fotoativacio de RB em

47



cancer oral (linhagem 4451) e de mama (linhagem MCF-7), incubado por um periodo 4
h e fotoativado com luz branca (dose de luz ndo mencionada), resultou em uma reducéo
de cerca de 50 + 5% (para a 4451) e 15 + 10 % (para a MCF-7) na viabilidade celular
utilizando uma concentragéo de 24 x 10 mol/L.

A Tabela 1 sumariza os principais resultados reportados na literatura e nesta
dissertacdo. Com base nestes dados, é possivel que a eficacia da TFD utilizando RB esteja
condicionada a linhagem celular, uma vez que os mecanismos de incorporacdo do FS
podem variar entre diferentes tipos de células. Até o momento, ndo foram encontrados
estudos na literatura que tenham utilizado o RB em células Caco-2. No entanto, para essa
linhagem celular, o tratamento com RB demonstrou ser mais eficaz do que o tratamento
estudado por Sueki et al.1%, que utilizou um precursor de porfirinas 5-ALA em conjunto
com curcumina como potenciais FS, resultando em uma reducéo de viabilidade de 62,4%

com uma concentracio de 25 x 10 mol/L.

Tabela 1. Relacdo de estudos que aplicaram o FS RB na TFD utilizando diferentes
condicdes e linhagens celulares.

. . Redugdo na
Estudo Linhagem I_Derlodo 96 Fonte de Dose dezluz viabilidade
celular incubacéo luz (J/em?)
celular
Aproximadamente
Presente Caco-2 05,3e24h LEDe 116 91% com 24 h de
Dissertacéo 525 nm . x
incubacéo
Aproximadamente
0,
McEWan et g16-F10-Lucz 3h Luz 114e228  Sd%pama
al. branca irradiancia de 22,8
Jlem?

Aproximadamente
30% para a B16-

B16-F10-Luc?2, F10-Luc2, 20%

Dhillon et Luz

al MCF-7, Panc-01 3h branca 22,8 para a MCF-7,
' e HelLa 35% para Panc-01
e de 40% para
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5.1.2. Ensaios de LDH

Com o objetivo de complementar os resultados de MTT, foram realizados ensaios
de LDH, um método para avaliar a toxicidade através da mensuragdo da toxicidade na
membrana celular, baseado na liberagcdo da enzima lactato desidrogenase (LDH) para o
meio extracelular em decorréncia de danos na membrana. As concentracGes de 0,25, 1 e
10 x 10® mol/L foram incubadas por 3 h para a realizagio destes ensaios. Essas condicdes
foram selecionadas com base nos dados de MTT, os quais indicaram que as concentragdes
escolhidas resultam em uma reducéo leve, moderada e acentuada na viabilidade celular

guando irradiadas, respectivamente. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 16.

LDH - 3 h de incubacao
125 T | | |

E N3jo Irradiado -
B [rradiado J

Liberacdo de LDH (%)

1 1 1 1
CLM 0.25 1 10

Concentracdes de RB (x 10°mol/L)

Figura 16. Liberacdo de LDH para diferentes concentrages de RB considerando um
periodo de incubacédo de 3 h. CLM é o controle positivo de liberagdo maxima de LDH.

Os niveis de liberacdo de LDH observados nos grupos néo irradiados foram
proximos a 0%, indicando que houve pouco ou nenhum dano a membrana celular. Esse
resultado estd em concordancia com os ensaios de MTT, os quais ndo demonstraram
efeitos tdxicos significativos, confirmando uma viabilidade celular préxima a 100%.
Entretanto, mesmo em concentracgdes de 1 e 10 x 10 mol/L, que apresentaram elevada
mortalidade celular mensurada por MTT, ndo foi observada liberagcdo de LDH nos grupos
irradiados, o que néo era esperado. Tomados em conjunto, esses resultados indicam uma

alta taxa de mortalidade celular provocada pela irradiagédo do RB (MTT para 1 e 10 x 10°
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® mol/L), sem causar danos significativos & membrana celular que possam resultar no
extravasamento do LDH. A principio, esses resultados parecem contraditorios pois (i) ndo
encontramos evidéncias na literatura que corroborassem com esses efeitos e (ii) em
trabalhos anteriores envolvendo outros derivados xanténicos a eficiéncia fotodinamica
esteve diretamente relacionado aos danos causados & membrana celular.?>%

A fim de descartar possiveis artefatos experimentais que possam ter afetado os
resultados para os grupos irradiados, experimentos subsidiarios foram realizados para
verificar a possibilidade do LDH liberado estar sendo degradado neste periodo de 24 h
entre o tratamento e o ensaio. Contudo, os experimentos realizados logo apds a irradiagédo
do sistema também ndo mostraram aumento nos niveis de LDH extravasado. Portanto,
antes de concluir que ndo ha permeabilizagdo celular, experimentos adicionais de

citometria de fluxo (detalhes na secdo 5.3.) foram realizados.

5.2. Alteragdes morfoldgicas induzidas pela incorporacéo e fotoativacdo do
RB

Assim como para 0s ensaios de LDH, as microscopias confocais foram realizadas
para o periodo de 3 h de incubacio e as concentra¢des de 0,25, 1 e 10 x 10 mol/L. As
imagens obtidas séo exibidas na Figura 17, para os grupos néo irradiados (Figuras 17a a
17d) e irradiados (Figuras 17e a 17h). Para o grupo ndo irradiado observou-se a
manutencdo da morfologia das células, independente da concentracdo de RB, o que €
consistente com a auséncia de toxicidade nessa faixa de concentracdo. Na maior
concentragdo de RB (10 x 10° mol/L) foi possivel detectar a fluorescéncia do FS,
especialmente na regido das membranas celulares. Esse € um indicativo de que a interacéo
RB — membrana plasmaética deve desempenhar um papel importante nos mecanismos de
incorporacdo celular, o que sera abordado com os filmes de Langmuir. Além disso, a
fluorescéncia do RB reforca a hip6tese levantada pelos dados de MTT, de que 0 aumento
da concentracdo de RB esta diretamente relacionado ao aumento da quantidade de
moléculas incorporadas pelas células. Bistaffa et al.?>®® investigaram os efeitos da
eritrosina em células HEp-2 e MCF-7 e também ndo observaram mudancas morfologicas
significativas para 0s grupos ndo irradiados. A incorporacdo da eritrosina nessas celulas
foi detectada apenas a partir da concentragéo de 10 x 10" mol/L, principalmente na regiéo
da membrana. No entanto, a intensidade do sinal para essa concentragdo foi menor do que

a observada na Caco-2 com RB, sugerindo uma maior incorporacéo do RB.
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Figura 17. Microscopia de fluorescéncia confocal de células Caco-2 incubadas por 3 h
com 0,25, 1 e 10 x 10°° mol/L de RB n#o irradiadas e ap6s irradiacdo. A membrana celular
(verde) foi marcada com WGA Alexa Fluor® 488 enquanto o nucleo (azul) com DAPI.
A fluorescéncia do RB foi registrada em 620 nm (vermelho).

Ao observar os grupos irradiados, é possivel notar uma alteragdo morfoldgica
significativa que aumenta com as concentrages de RB. Na concentracio de 0,25 x 107
mol/L de RB observa-se uma mudan¢a na marcacdo da membrana que se repete nos
grupos de concentracdes superiores. Na concentragdo de 10 x 10® mol/L, assim como no
grupo ndo irradiado, foi possivel identificar a fluorescéncia do RB. No entanto, a presenca
de RB neste grupo foi mais difusa em comparacdo ao grupo nao irradiado, o que pode
sugerir uma possivel permeacdo e interiorizacdo do FS na célula. Além das mudancas
observadas na marcagdo da membrana celular, foi observada também modifica¢des no
tamanho dos nucleos das células. Para a analise desse parametro, foram medidas as
dimensdes do nucleo de 40 células usando o software ImageJ® e, em seguida, foi
calculada a média e o desvio padrdo para cada grupo. Na Figura 18 sdo apresentados 0s
resultados obtidos, os quais indicam que houve uma reducéo significativa (p < 0,05) no
tamanho dos ndcleos em todas as concentracdes de RB irradiadas comparadas a

populagéo néo irradiada.
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Figura 18. Valores médios do didmetro dos ndcleos celulares da Caco-2 antes e apos
irradiacdo. Aproximadamente 40 células foram contadas para cada grupo utilizando o
software ImageJ®. * p < 0.05 (teste t multiplos, Bonferroni), em relacdo a populacéo ndo
irradiada.

O conjunto de mudancas na morfologia da Caco-2 sdo indicativos de que
processos apoptoticos e necréticos possam ter sido desencadeados pelo estresse oxidativo
gerado pela irradiagdo. A diminui¢do dos nucleos pode estar relacionada a processos
apoptoticos, caracterizados principalmente pela compactacdo do citoplasma,
condensacdo da cromatina e fragmentacdo do DNA.7 Por outro lado, as modificacdes
sobre a membrana plasmatica podem resultar em permeabilizacdo, o que é consistente
com processos de necrose.?>1% Em trabalhos anteriores utilizando eritrosina observamos
a ativacao de apoptose tardia e necrose nas células HEp-2 e principalmente apoptose nas
células da linhagem MCF-7. 2% Esses resultados indicam que os mecanismos de morte
celular ativados podem variar de acordo com a linhagem celular estudada, ainda que para
0 mesmo FS. Buscando complementar os dados de MTT, LDH e de microscopia confocal,
medidas de citometria de fluxo foram realizadas para determinar as rotas de morte celular

fotoinduzidas pelo RB nas células Caco-2.

5.3. Mecanismos de morte celular desencadeados pela fotoativacdo do RB
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A técnica de citometria de fluxo foi utilizada para dois propositos distintos. A
primeira a fim de investigar a incorporacdo do RB nas células via captura do sinal de
fluorescéncia emitida pelo FS e a segunda visando a mensuragéo da viabilidade celular
apos a TFD e identificacdo das rotas de morte celular ativadas pela terapia. Os dados
relacionados a incorporacdo do RB estao apresentados na Figura 19, onde é demonstrado
um aumento progressivo na fluorescéncia detectada pelo canal FL3 (excitagdo a 488 nm
e filtro de 670 LP), o mesmo utilizado para a detec¢do do iodeto de propideo (PI).
Observa-se que, a medida que a concentracdo de RB aumenta, a incorporacgéo nas células
também se eleva. Esse resultado confirma as observacdes feitas nas imagens de
microscopia, especialmente nas Figuras 17d e 17h, que também evidenciam essa relagdo
dose-dependente. No entanto, a fluorescéncia gerada pelo RB comprometeu os dados de
citometria de fluxo para o grupo tratado com 10 x 10° mol/L de RB, inviabilizando a

apresentacdo desses resultados.
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Figura 19. Analise da incorporagdo do RB através da citometria de fluxo observando o
canal FL3 (excitagcdo com laser 488 nm e filtro de 670 LP) para (a) controle, (b) 0,25, (c)
1 e (d) 10 x 10° mol/L de RB néo-irradiados ap6s 3 h de incubagcéo.
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Para determinar as vias de morte celular ativadas, a apoptose e a necrose foram
avaliadas usando o protocolo de coloragdo dupla de Anexina V Alexa Fluor® 488 / PI
ap6s 3 h de incubacdo com 0,25 e 1 x 10°® mol/L de RB (Figura 20). Em células
apoptoticas, as fosfatidilserinas translocam-se para a membrana externa, permitindo a
ligacio da Anexina V Alexa Fluor® 488, enquanto as células necréticas expdem o material
nuclear, que se liga ao Pl. As celulas vidveis sdo identificadas pela auséncia de
fluorescéncia (duplo-negativo), células apoptdticas iniciais pela coloragdo Anexina V
Alexa Fluor® 488-positiva/Pl-negativo, células necroticas pela coloragdo Pl-positiva/
Anexina V Alexa Fluor® 488-negativa e células apoptoticas tardias pela fluorescéncia

duplo-positiva, 109110
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Figura 20. Citometria de fluxo para marcagio de Anexina V Alexa Fluor® 488 e PI. A
distribuicdo da populagdo celular nos canais de Anexina V Alexa Fluor® 488 e PI esta
representada em (a) controle néo irradiado, (b) 0,25 x 10~¢ mol/L de RB néo irradiado, e
(¢) 1 x 10°° mol/L de RB néo irradiado. Ja os graficos (d) mostram os dados para o
controle irradiado, (e) 0,25 x 10° mol/L de RB irradiado e (f) 1 x 10 mol/L de RB
irradiado. Os graficos mostram os dados compilados para (g) controles celulares, (h) 0,25
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e (i) 1 x 107° mol/L de RB, tanto para células irradiadas quanto ndo irradiadas apds 3
horas de incubacdo.

A anélise dos graficos de distribuicdo da populacdo celular (Figuras 20a-20f)
revelou que, nos grupos ndo irradiados, cerca de 90% das células permaneceram no
quadrante de células viaveis (Figuras 20a-20c). No entanto, nos grupos irradiados,
observou-se uma clara migragéo das células do quadrante de viaveis para o de apoptose
tardia. Essa transicéo foi evidenciada pela presenca de aproximadamente 44% e 94% das
células no quadrante de apoptose tardia para as concentragdes de 0,25 e 1 x 107° mol/L
de RB, respectivamente. As Figuras 20g-20i sumarizam essa distribui¢do da populacao.
O aumento nas células apoptéticas tardias correlaciona-se com uma maior incorporagéo
de RB, conforme indicado pelos dados de microscopia confocal e pela anélise de
incorporagdo mostrada na Figura 19. Embora os dados de viabilidade celular obtidos no
ensaio MTT sugiram outro cendrio, a ativacdo da cascata apoptotica foi claramente
observada apds 3 h de incubagdo com 1 x 10°¢ mol/L de RB, seguida da irradiagdo. Isso
sugere que a eficacia da TFD mediada por RB pode ser mais elevada do que os resultados
do MTT inicialmente indicaram.

Os resultados acima indicam um papel importante das modificacbes na membrana
plasmatica para a terapia fotodinamica (TFD). No entanto, eles ndo sdo suficientes para
determinar as interacbes moleculares responsaveis pelos efeitos na membrana durante a
TFD. Isso pode ser alcangado utilizando modelos de membrana celular, como foi feito

aqui com monocamadas de Langmuir,% que seréo discutidos a seguir.

5.4, Monocamadas de Langmuir como Modelos de Membrana de Células
Caco-2
A membrana plasmatica das células Caco-2 pode ser mimetizada usando
monocamadas de Langmuir a partir do extrato celular de Caco-2. As isotermas de pressao
superficial (1) em relagdo a area (cm?*mL) deste extrato em PBS e em diferentes
concentracdes de RB sdo mostradas na Figura 21a. A incorporacdo de RB nos filmes de
Caco-2 deslocou as isotermas para areas maiores a medida que a concentracdo de RB na
subfase aumentava, especialmente em baixas pressdes superficiais. Em pressdes
superficiais mais altas, as isotermas convergiram, sugerindo que algumas moléculas de

RB adsorvidas nas monocamadas foram expelidas para a subfase. A Tabela 2 lista os
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deslocamentos relativos de area calculados pela extrapolacdo da area de 30 mN/m

(insercdo da Figura 2l1a) para 0 mN/m. Essa pressdo superficial & considerada

representativa da pressdo lateral nas membranas celulares.'!!
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Figura 21. (a) Isotermas de pressdo de superficie (mN/m) versus area (cm?/mL de extrato
espalhado) do extrato celular de Caco-2 em PBS e RB (1, 10 e 25 x 10 mol/L). A
insercdo fornece uma visao aproximada das curvas de isotermas a 30 mN/m, a partir das
quais os deslocamentos na érea relativa foram medidos. (b) Mddulo de compressibilidade
(Cs™!) do extrato celular de Caco-2 em solugéo de PBS e RB. Cs ! foi estimado a partir
das isotermas n-A com a equagdo Cs ' = — A(on/0A).

. . A—-A
Tabela 2. Deslocamentos de &rea relativos (] - 2

] x 100), onde A e Ao séo as areas
0

extrapoladas a 30 mN/m para o extrato celular de Caco-2 em solucBes de PBS e RB,
respectivamente.

Concentracoes de RB Mudancas de area relativas no extrato de

(mol/L) células Caco-2 (%)
1x10° 2242
10x10¢ 60 + 1
25%1076 140 £ 6

Pesquisas anteriores sobre derivados Xxanténicos anidnicos revelaram uma
interacdo mais forte com grupos lipidicos catiénicos, atribuida a atracfes eletrostaticas.
Isso resultou em taxas de adsor¢do mais altas com monocamadas de fosfatidilcolinas
(PC)®57 zwitteridnicas e mais baixas com fosfatidilserinas anionicas.?®> Em células
mamiferas saudaveis, a camada externa da membrana plasmaética é predominantemente
composta de PC, enquanto a camada interna consiste principalmente de
fosfatidilserina.!*2!® Tal assimetria lipidica esta ausente em células tumorais.'* Apesar
da complexidade variada nas estruturas lipidicas, pode-se presumir que o principal
mecanismo que facilita a inser¢cdo do RB aniénico na monocamada do extrato de Caco-2

é a atracdo eletrostatica com os grupos carregados positivamente dos fosfolipidios.** A
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medida que a concentracdo de RB na subfase aumentou, 0 médulo de compressibilidade
(Cs™1) para as monocamadas de Caco-2 diminuiu (Figura 21b), indicando uma maior
flexibilidade dos filmes. A capacidade de modular a elasticidade da membrana celular
facilita o transporte de massa através das membranas celulares, reduzindo sua
seletividade, aumentando assim a adsorcdo de moléculas de FS no filme lipidico.!™®
Resultados comparaveis foram observados com o uso de diferentes fotossensibilizadores,
incluindo EB, éster decilico de eosina (EosDec), azul de toluidina e nanoestruturas como
nanoparticulas de ouro isoladas com casca de silica (AuSHINs).>75%:98.99,116

O mecanismo de insercdo de RB em nivel molecular em monocamadas de Caco-
2 foi avaliado usando PM-IRRAS, com experimentos realizados em solugdes de PBS e
de RB (25 x 10°® mol/L). Os espectros sdo mostrados na Figura 22, enquanto a atribuicio
de bandas é dada na Tabela 3. A incorporacdo de RB teve efeitos mais fortes nos grupos
polares dos fosfolipidios (Figuras 22a) do que na regido alifatica (Figura 22b). Por
exemplo, 0 vs (CN) em 829 cm™ mudou para 821 cm™ e 0 vas (PO?) deslocou de 1238
cm™ para 1226 cm™, acompanhado por um aumento na intensidade. Esses deslocamentos
indicam que a incorporacdo de RB pode resultar na hidratacio dos grupos fosfatos.!
Outras modificagdes incluiram o deslocamento do vas(COO") de 1597 cm™ para 1605 cm
! & 0 desaparecimento do vas (CN+(CHs)s) em 956 cm™, o primeiro relacionado aos grupos
carboxilato do FS e o Gltimo aos grupos colina da PC.1%118 portanto, pode-se presumir
que as interacdes eletrostaticas sdo um fator-chave na adsorcao de RB em filmes de Caco-

2, como previamente hipotetizado.
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Figura 22. Espectros de PM-IRRAS de monocamadas de extrato celular de Caco-2 em
PBS e em RB (25 x 10 mol/L), antes e apos irradiacdo. Os modos vibracionais dos
grupos da cabeca sdo exibidos em (a), enquanto os dos grupos da cadeia sdo apresentados
em (b).

Tabela 3. Atribuicbes das principais bandas para as monocamadas de Caco-2 e
deslocamentos induzidos pela interacao e irradiacdo do RB.

Extrato celular de Caco-2 (cm™) Atribuicédo
PBS RB RB + irradiacéo
829 821 821 and 841 vs (CN)
922 - - S(NH3 "rocking + v(C-N)
956 - - Uasv(CN+(CH3)3)
1026 1014 1010 vas (CNC)
1045 - - vas (C-O-PO?)
1088 - - vs (PO2)
1238 1226 1203 vas (PO2)
1597 1605 1608 vas (COO)
1736 1740 1744 v (C=0)
2847 2847 2847 vs (CH2)
2916 2916 2916 vas (CH2)
3009 3020 3005 v (HC=CH)

Em relacdo a cadeia hidrofobica, a Unica diferenca discernivel nos espectros foi
observada no modo vas (HC=CH), que mudou de 3009 cm para 3020 cm™. N&o houve
alteragdo no modo de ordenagdo, como indicado pela razéo I vs (CH2) /I vas (CH2), que
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permaneceu relativamente inalterada (0,57 £ 0,01 em PBS e 0,60 + 0,05 em RB néao
irradiado). Esse comportamento difere de estudos anteriores envolvendo outros derivados
de xanténicos como EB, EY e EosDec.>"%119120 Og (jItimos derivados tiveram interacoes
mais substanciais com grupos polares, o que levou a mudangas na ordenacao das caudas
alifaticas. Esse comportamento distinto de RB sugere que forcas eletrostaticas atrativas
podem confinar a adsor¢do de RB aos grupos catidnicos das cabecas de fosfolipidios

Caco-2, conforme ilustrado no esquema da Figura 23.
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Figura 23. Esquema da interacdo proposta entre o extrato celular Caco-2 e o Rosa
Bengala (RB) com base nos dados do PM-IRRAS. O extrato apresenta diferentes
fosfolipidios com diferentes tamanhos de cadeias (representados pelos nimeros 2 e 3). A
molécula RB interage principalmente com os grupos de cabeca dos fosfolipidios, por
exemplo, os fosfatos, e grupos catidnicos, por exemplo, a colina (nimero 1).

Imagens de microscopia de angulo de Brewster (BAM) de monocamadas de
Caco-2 em PBS e RB (25 x 10 mol/L) em pressoes de superficie de 15 e 30 mN/m s&o
exibidas na Figura 24 (paineis esquerdos). A 0 mN/m (resultado ndo mostrado), a
morfologia da superficie de ambas as condi¢fes (na presenca ou auséncia de RB) é
homogénea devido a interacdes intermoleculares minimas. A medida que as barreiras se

fecharam e a pressdo da superficie da monocamada aumentou até 30 mN/m, uma fase
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caracterizada por dominios circulares emergiu. Esse comportamento pode estar
relacionado ao arranjo estrutural inicial dos fosfolipidios Caco-2. A 15 mN/m, h4 uma
influéncia perceptivel no tamanho dos dominios com RB, enquanto a 30 mN/m a
morfologia se assemelha aquela vista em PBS, indicando um impacto minimo na
organizacdo das monocamadas em escala micrométrica.

O impacto da incorporagdo de RB em monocamadas de Caco-2 é mais
pronunciado na escala nanométrica, conforme evidenciado por imagens de AFM
registradas para filmes LB depositados a 15 mN/m e 30 mN/m em subfases de PBS
(Figuras 24c e 24d) e RB (Figuras 24g e 24h). A Tabela 4 lista a altura e o didmetro
médios dos dominios, além da rugosidade do filme derivada das imagens analisadas. Para
um filme LB depositado a 15 mN/m de uma monocamada de Caco-2 em PBS, aparecem
dominios elipticos junto a outros mais difusamente organizados. A 15 mN/m, had dominios
elipticos maiores que estdo a menos de 1 nm acima da matriz de fundo, e dominios
menores e mais brilhantes sobre os dominios elipticos, aproximadamente 1,4-1,5 nm
acima do fundo, além de alguns pequenos agregados que sao muito mais altos e bastante
varidveis em altura, levando a uma altura média de 4,4 nm (alturas dos dominios na
Tabela 4). Quanto ao filme LB contendo RB, o didametro médio dos dominios mais
brilhantes aumentou de 1,0 um para 2,4 um, ¢ a altura média aumentou de 4,4 nm para
10,6 nm. Essas diferentes populacdes permanecem a 30 mN/m, embora com ligeiras
reducdes nas diferencas de altura, provavelmente devido ao aumento da espessura da
matriz liquido-expandida conforme €é comprimida. Nessa pressdo superficial
biologicamente relevante, ndo ha diferencas significativas nas morfologias, o que sugere
que a incorporacdo de RB na membrana em si ndo € prejudicial as suas propriedades.
Apenas a altura média dos dominios é afetada pela incorporacdo de RB, aumentando de
2,6 nm para 4,4 nm; ambos os valores sdo elevados para um dominio de monocamada e
sugerem que estruturas de dupla ou multiplas camadas séo formadas. Esses achados estéo
alinhados com os dados obtidos das isotermas de presséo superficial, sustentando que as
moléculas de RB tém uma insercdo limitada nas monocamadas densamente compactadas
(a altas pressdes), tendendo a se localizar principalmente abaixo da monocamada. Isso
também esta de acordo com as isotermas que mostram que o RB comeca a ser expelido

do filme nessa presséo superficial.
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Figura 24. Imagens de microscopia de angulo de Brewster (BAM) de monocamadas de
Caco-2 em PBS (a-b) e em 25 x 107° mol/L de RB (e-f). Imagens de AFM de filmes LB
depositados a partir de monocamadas de Caco-2 em PBS (c-d) e de monocamadas de
Caco-2 em 25 x 10° mol/L de RB (g-h).

Tabela 4. Altura e didmetro medios dos dominios mais brilhantes e rugosidade dos filmes
LB produzidos com uma monocamada de Caco-2 em PBS e com uma monocamada de
Caco-2 em RB de 25 x 10® mol/L. Os dados s&o mostrados para filmes LB fabricados a
15 e 30 mN/m, sendo obtidos usando o software Nanoscope 2.0 Particle Analysis.

15 mN/m 30 mN/m
Média PBS RB PBS RB
Altura (nm) 4,4 10,6 2,6 54
Diametro (um) 1,0 2,4 0,9 0,9
Rugosidade (nm) 0,2 0,2 0,3 0,3

5.5. Fotoativacdo do RB nas monocamadas de extrato de Caco-2

O impacto da fotoativacdo do RB em monocamadas de Caco-2 foi investigado sob
uma pressao de superficie constante de 30 mN/m durante um periodo de 2 h. A Figura 25
mostra a evolucgdo da &rea de superficie relativa (A/Ao) para monocamadas em PBS, e
monocamadas irradiadas e ndo irradiadas em 25 x 10 mol/L RB. Experimentos
subsidiarios indicaram que a irradiacdo das monocamadas em PBS néo levou a mudancas

significativas, conforme indicado na Figura 26. A diminui¢do na &rea relativa em todas
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as monocamadas ndo irradiadas pode ser devido a oxidacdo lipidica descontrolada,

resultando na perda de material na subfase. 21122

1,10
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T — PBS + RB irradiado
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Figura 25. Evolucdo da area relativa (A/Ao) da monocamada do extrato celular Caco-2
em PBS nio irradiado (azul) e solugdo PBS + RB (25 x 10~ ® mol/L) ndo irradiada (preto)
e irradiada (vermelho).

A incorporagdo do RB resultou em uma estabilidade melhorada, evidente pela
menor diminuicdo na area de superficie relativa de monocamadas contendo 25 x 107
mol/L de RB (0,77 £ 0,03) ao longo de 120 min, em comparacdo com aquelas em PBS
(0,70 £ 0,01). Alem disso, com a presenca de RB, os filmes irradiados apresentaram areas
de superficie relativas maiores que 0s ndo irradiados, aumentando para 0,95 + 0,02, 0,96
+0,01 e 0,98 £ 0,04 apds 30, 60 e 120 min, respectivamente. A diferencga na area entre 0s
filmes irradiados e ndo irradiados, atingindo aproximadamente 22% * 7% apds 120 min,
supera 0 pequeno aumento de 3,5% observado com EB em monocamadas de extrato
celular de MCF7.%8 Essa diferenca pode ser atribuida a eficiéncia aprimorada do RB na
geracdo de ROS, o que deve afetar a estrutura das monocamadas.*® De fato, o0 RB excitado
interage com o O circundante produzindo oxigénio singleto (*O2), uma espécie
altamente reativa capaz de oxidar cadeias lipidicas insaturadas.'?®> A formacdo de
hidroperdxidos é o resultado mais provavel das reagdes oxidativas, interrompendo o
equilibrio hidrofilico-hidrofobico da membrana e expandindo a area de superficie da

monocamada.?*
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Figura 26. Evolucdo da area relativa (A/AQ0) da monocamada do extrato celular de Caco-
2 em solugéo PBS ndo irradiada (preto) e irradiada (vermelho).

Os dados de PM-IRRAS (Figura 22) mostram que a irradiacdo de monocamadas
de Caco-2 na presenca de RB induz modificacdes considerdveis nos espectros de PM-
IRRAS para grupos polares. Por exemplo, o y(CHz) em 821 cm™ se divide em duas
bandas em 821 cm™ e 841 cm™, acompanhadas por uma diminui¢do na intensidade
relativa. O deslocamento do vas (PO?) de 1226 cm™ para 1203 cm* sugere modificacoes
na ligacdo de hidrogénio entre grupos fosfato e moléculas de agua circundantes,*?® o que
é consistente com a presenca de hidroperoxidos na interface monocamada-subfase.®” Na
regido ndo polar, 0 vs(CH2) e vas(CH2) ndo foram afetados durante a fotoativagéo. A razao
I vs(CH2) / T vas(CH2) mudou ligeiramente de 0,60 + 0,05 para 0,55 £ 0,05, sugerindo que
a fotoativacdo de RB ndo afeta a conformacio das caudas alifaticas.'?® Uma concluséo
semelhante foi alcangada para EosDec, da mesma familia de RB. A EosDec teve impacto
minimo em grupos alifaticos em monocamadas de DOPE irradiadas, mas reduziu
ligeiramente a desordem da cadeia em monocamadas de DOPG.*? Além disso, 0 modo
vibracional HC=CH mudou de 3020 cm™ para 3005 cm™ no filme irradiado, o que é
consistente com a geracio de hidroperdxidos no local de insaturacdo.’?® A clivagem da
cadeia poderia potencialmente resultar da propagacéo das reacdes de hidroperoxidacao,
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levando a subprodutos truncados, como cetonas, aldeidos ou &cidos carboxilicos.*?’

Portanto, pode-se questionar se a banda (HC=CH) no espectro irradiado indica quebra da
cadeia lipidica e permeabilizacdo da membrana. No entanto, é provavel que os
subprodutos da clivagem da cadeia sejam expelidos para a subfase aquosa, deixando

principalmente lipidios hidroperoxidados na monocamada.'?
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CAPITULO 4
6. Conclusao

Este projeto de mestrado teve como objetivo elucidar os mecanismos pelos quais
0 Rosa de Bengala (RB) atua como fotossensibilizador (FS) na terapia fotodinamica
(TFD) direcionada ao cancer colorretal. Ensaios de MTT indicaram toxicidade minima
contra linhas celulares Caco-2 do RB sem irradiacdo, mesmo em altas concentracfes e
exposicdo prolongada. No entanto, com a irradiagdo de luz, houve uma redugéo
significativa na viabilidade celular, acima de 80% em concentragdes superiores a 5 x 10°
® mol/L. A microscopia confocal revelou mudancas na morfologia celular e nuclear
indicativas de apoptose tardia, com incorporacio eficaz de RB a 10 x 10 mol/L, que foi
confirmada pelos dados obtidos via citometria de fluxo. A importancia da agédo do RB nas
membranas celulares foi confirmada simulando a membrana Caco-2 usando
monocamadas de Langmuir feitas com extrato celular de Caco-2. O RB foi incorporado
nas monocamadas do extrato, indicado por um deslocamento na isoterma n-A de até
140% em uma concentracéo de 25 x 10® mol/L. A espectroscopia de absorcao-reflexdo
infravermelha modulada por polarizagdo (PM-IRRAS) forneceu evidéncias da interacdo
do RB com as membranas celulares, impulsionada pela atracdo eletrostatica com grupos
polares dos fosfolipidios. Na escala micrométrica, a microscopia de angulo de Brewster
(BAM) mostrou mudanc¢as minimas na morfologia apés a incorporagdo do RB. Mudancas
detalhadas na estrutura da monocamada, determinadas pela microscopia de forga atbmica
(AFM), mostraram um aumento na altura média dos dominios de 2,63 nm em PBS para
4,37 nm em RB, mas morfologias semelhantes em pressdes biologicamente relevantes.
Isso destaca que € apenas a irradiacdo, ndo a incorporacdo do RB, que causa danos a
membrana celular, em concordancia com os ensaios de toxicidade. Testes de estabilidade
indicaram que a irradiacdo de RB leva a reacfes de hidroperoxidagdo, mostrando uma
diferenca significativa de 22% + 7% na area entre monocamadas irradiadas e nédo
irradiadas. Em resumo, os mecanismos de acdo do RB puderam ser correlacionados com
sua interacdo com as membranas celulares Caco-2, ao mesmo tempo que confirmaram

sua viabilidade como FS na TFD para o tratamento do cancer colorretal.
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