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Figura 10  –  Representação esquemática do Método de levitação magnética. a) Nanopartículas ferromagnéticas 
(NS) são adicionadas em garrafas de 25cm² com células de melanoma em 80% de confluência e 
incubadas overnight (16 horas). No dia seguinte, as células são desprendidas com tripsina e 
ressuspensas em meio de cultura McCoy, resultando em 400 µL por poço, para o caso de placas de 
24 poços. As células então levitam na interface ar – meio ao se colocar imã de neodímio sobre a 
placa multipoços. b) Células de melanoma (G361) antes e após incubação com NS. Há 
permanência da morfologia celular aderente mesmo com adição de nanopartículas. Escala 200µm. 
c) Esquema de uma placa de Petri com imã e visão de um tumor de melanoma. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Tabela 1   –  Medidas da padronização do método de levitação magnética em diferentes placas multipoços. 

Placa multipoços 
Volume de meio de 

cultura (µL) / poço 

Número de células 

transferidas / 

poço 

Intensidade do 

campo magnético / 

poço (G) 

6 2000 1x106 500 

24 400 1x105 50 

96 200 1x105 120
 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

                                                 
*  O valor de campo magnético para a placa de 96 poços é maior do que para a de 24 poços, devido às suas 

menores dimensões (largura e profundidade dos poços) e o fato dos imãs estarem abaixo da placa, 
considerações que conferem uma maior proximidade da cultura tridimensional formada com os magnetos 
(aproximadamente 4 mm de distância). Quanto mais distante do imã, menor é o campo magnético. 
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de neodímio na base da placa, formando esferoides como na Figura 14. As vantagens desse 

método remetem à grande quantidade de amostras obtidas, corroborando na reprodutibilidade 

de testes com várias substâncias em diferentes concentrações (triplicata), facilidade na troca 

de soluções sem perda de culturas e menor tempo de experimentação.  

Os esferoides foram formados, inicialmente, com a prévia levitação em placas de 6 

poços, gerando tumores de melanoma com, aproximadamente, 1x106 células por poço. Após 

24 horas de levitação, tempo necessário para promover interação célula a célula que induz a 

síntese de matriz extracelular (como reportado por Souza e colaboradores37), as culturas foram 

dissociadas mecanicamente com auxílio de pipeta. Em seguida, a solução resultante foi 

centrifugada a 1400 rpm por cinco minutos e, o pellet contendo células e matriz, ressuspenso 

em meio McCoy. O resultado foram agrupamentos celulares de vários tamanhos para 

montagem da impressão celular. Logo, alíquotas de 200 µL, correspondendo a 1x105 células, 

foram acrescentadas em cada poço na placa de 96 poços (Ultra-Low Attachment Multiwell 

Plates, Corning®). Assim, posicionaram-se os magnetos e, a placa, levada à incubadora (37°C 

e 5% CO2). Os esferoides foram construídos em 1h de levitação. Essa metodologia é resumida 

na Figura 15.  

 

 
Figura 15  ±  Método de impressão celular magnética. Após 24h de levitação, o tumor de melanoma é 

³TXebUado´ poU diVVociaomo mecknica e cenWUifXgado. ApyV UeVVXVpenVmo aV cplXlaV e maWUi] 
extracelular são igualmente distribuídas em placas de 96 poços (1x105 células por poço). Por fim, 
o arranjo de imãs é colocado abaixo da placa e os esferoides são formados com 1 hora de 
levitação.  Escala: 200µm. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Esse tempo avançado na obtenção de amostras teciduais é comparável com outros métodos de 

cultivo tridimensionais, como esferoides em duas semanas de cultura, o que não corrobora na 

vantagem no uso do MLM.48 Dessa forma, com intuito de se otimizar a padronização e o 

tempo da obtenção dos tumores, a troca do tipo de placa foi imprescindível e o método 

escolhido nesse trabalho.40  

Portanto, as placas de cultura escolhidas para realização do MLM foram as de baixa 

adesão celular (Ultra-Low Attachment Multiwell Plates, Corning®), que possuem um hidrogel 

não iônico covalentemente ligado ao poliestireno, reduzindo ou eliminando interações iônicas 

e hidrofóbicas entre as células e a placa. Esse tratamento na superfície do plástico maximiza o 

número de células em suspensão, o que facilita a formação de tumores de melanoma maiores 

e mais coesos. Assim, o protocolo experimental otimizado foi de incubação (overnight) das 

nanopartículas na cultura em monocamada de melanoma, seguido da ressuspensão celular e, 

passagem de 1x106 células em 2mL de meio McCoy, contadas pelo teste de exclusão do 

corante trypan blue, para cada poço na placa de baixa aderência. Como resultado, tumores 

grandes de aproximadamente 4 mm de diâmetro foram obtidos em apenas 24 horas de 

levitação (Figura 18). Esses tumores padronizados foram os utilizados para posterior 

formação de esferoides. 
 

 
Figura 18  –  Tumor de melanoma após 24 horas de levitação, em placa de 6 poços. Imagens do tumor foram 

tiradas em trechos, dado o seu grande tamanho. O diâmetro aproximado da cultura formada foi de 
4mm. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

3.2.2 Avaliação da viabilidade e espessura dos tumores de melanoma 

 

Tomando por base que as placas de baixa adesão foram as melhor indicadas para 

realização do MLM, o acompanhamento dos tumores formados ao longo dos dias foi captado 

por imagens em microscopia óptica das culturas em placas de 24 poços (Figura 19), como 

descrito na seção 3.1.4.  
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Figura 19  –  Culturas tridimensionais de melanoma humano em função do tempo de levitação. Imagens em 

microscopia dos tumores em placa de 24 poços. Escala: 200 µm. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

A sequência de imagens ilustra a rápida formação dos tumores de melanoma, mesmo 

com baixa concentração celular de 1x105 células por poço. Após 48 horas de levitação já se 

pôde observar uma estrutura mais densa, como mostrada na região escura indicando 

crescimento em outros planos, e íntegra já que os aglomerados celulares se agregaram em 

uma única cultura. Com o passar dos dias, as poucas lacunas presentes começaram a se fechar 

e em cinco dias de levitação, o tumor sólido foi formado, mantendo sua morfologia nos 

demais dias. O diâmetro médio dos tumores obtidos foi de 1,4 mm, menor que àqueles 

padronizados em placa de 6 poços (4 mm) devido ao menor tamanho dos 24 imãs, 

concentrando mais as culturas 3D formadas. Nota-se que não houve quebra da cultura ao 

longo do tempo, o que se infere que não ocorreu morte celular relevante dos tumores. Embora 

em teoria seja possível a presença de necrose no interior do tumor, devido à menor entrega de 

nutrientes do meio, esse efeito é pouco significativo, pois como reportado por Souza36, isso 

ocorre para muitos dias de levitação (em torno de oito dias). Consequentemente, para 
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confirmar a viabilidade dos tumores, foi realizado o ensaio de MTT cujo resultado está 

demonstrado na Figura 20. De fato, os tumores de melanoma continuaram viáveis com o 

passar dos nove dias de levitação, em torno de 95%, com viabilidade similar ao controle 

(células antes da levitação e com nanopartículas). Isso permite avaliar posteriormente a TFD 

com a garantia que foi o tratamento que causou morte celular e não o próprio tempo de 

levitação das culturas. 
 

 
Figura 20  ±  Viabilidade celular dos tumores de melanoma ao longo dos dias de levitação. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Por outro lado, para avaliar a espessura dos tumores de melanoma por microscopia 

confocal, as células foram cultivadas em placa de 24 poços, após 48 horas de levitação e, os 

esferoides em placa de 96 poços com 1 hora de impressão de magnética. O resultado foi como 

apresentado na Figura 21. De modo geral, os tumores em 96 poços por terem os magnetos 

abaixo da placa durante a impressão, obtiveram menor espessura, em torno de 80 µm, 

enquanto que para o outro arranjo de 24 imãs, os tumores adquiriram profundidade 

aproximada entre 120 a 130 ȝm. EVVeV Yalores são condizentes para casos de melanomas 

primários, de espessura menor que 1 mm.  

Sabe-se que a taxa de crescimento do melanoma se relaciona com diversos fatores, 

sendo maior para tumores mais espessos, pacientes de idade avançada e neoplasias cujas 

características histológicas são agressivas, como presença de ulcerações. Usualmente, o 

crescimento acentuado acompanha o tipo de melanoma, onde a ordem decrescente seria dos 
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nodulares, seguido dos expansivos superficiais e, por fim, os lentigo malignos.10,49 Desse 

modo, a rápida invasão do tumor em camadas inferiores da pele influencia na dificuldade no 

tratamento do melanoma, principalmente com as técnicas convencionais de baixa eficácia 

(cirurgia, quimioterapia e radioterapia). Portanto, o diagnóstico prévio aliado aos estudos com 

tratamentos alternativos como a TFD em tumores sólidos primários, obtidos com sucesso 

nesse trabalho, são fundamentais. Esses resultados confirmam que, o MLM para obtenção dos 

tumores de melanoma, pode ser considerado um melhor modelo in vitro de estudo para avaliar 

a resposta de um tratamento, em um ambiente mais próximo ao tecido presente no organismo.  

 
 

 
Figura 21  ±  Imagens em microscopia confocal de fluorescência dos tumores de melanoma. a) Os esferoides 

obtiYeram espessXra apro[imada de 80 ȝm deYido ao arranjo de imms abai[o da placa de 96 pooos 
dXrante a impressmo magnptica, conferindo Xm maior ³achatamento´ do tXmor. Os magnetos 
podem ser retirados após a formação dos esferoides sem perda da estrutura. b) Os tumores em 
placas de 24 pooos adqXiriram espessXra entre 120 a 130 ȝm. Isso ocorreX porqXe o arranjo de 
imãs, nesse caso, ficou acima da placa de cultivo, permitindo maiores graus de liberdade e 
interações em diferentes planos das células de melanoma. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Figura 30  –  Imagens espectrais, com aumento de 20 vezes, de tumores de melanoma incubados com 

Photodithazine® e Photogem®, em diferentes tempos. Escala: 1 mm. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 Outro resultado importante para se avaliar melhor a distribuição dos 

fotossensibilizadores nas amostras tumorais tratadas foi a aquisição de imagens de 

fluorescência em dois canais (em vermelho correspondendo às moléculas 

fotossensibilizadoras e em verde o laranja de acridina). Esse método permite discriminar a 



77 
 

fluorescência dos dois compostos utilizados, bem como a caracterização da sua difusão e 

localização em estruturas celulares, nesse caso quando na presença de barreiras criadas pela 

própria organização em crescimento tridimensional, como a produção de matriz extracelular.  

As imagens são apresentadas na Figura 31. 

 
Figura 31  ±  Imagens de fluorescência em microscopia confocal de tumores de melanoma imersos em solução 

de PDZ e Photogem®, ambRV Qa cRQceQWUaomR de 50 ȝg/mL. DeVWaTXe SaUa a diVWUibXição 
homogênea do PDZ nas culturas em detrimento da heterogênea para o Photogem®. As imagens 
foram obtidas com aumento de 40 vezes e a escala refere-Ve j 50 ȝm. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 São notáveis as diferenças nas distribuições de ambos fotossensibilizadores nos 

tumores de melanoma. Embora não tenha sido possível se afirmar a exata localização dos 

fotossensibilizadores nas estruturas celulares, pode-se inferir pelas imagens que eles se 

difundiram tanto para o arcabouço da cultura tridimensional, matriz extracelular, quanto para 

todo o citoplasma. Futuros estudos utilizando marcadores específicos são necessários para 



79 
 

 
Figura 32  –  Curvas de padronização do PDZ e Photogem® a partir das intensidades de fluorescência em 660 

nm e 630 nm, respectivamente. A excitação foi de 405 nm e ambos fotossensibilizadores estavam 
diluídos na solução de lise, contendo DMSO 90% e PBS 10%. Os experimentos foram realizados 
em triplicata. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 
Assim, foram feitas as leituras de fluorescência das culturas previamente incubadas 

com os fotossensibilizadores em diferentes tempos de incubação (4 horas, 8 horas, 16 horas e 

24 horas), e lisadas com solução de DMSO 90% e PBS 10%, ou seja, dos 

fotossensibilizadores intracelulares liberados em solução pós-lise. Por fim, de acordo com as 

equações de reta das curvas de padronização, foi possível se obter a concentração de 

Photogem® e Photodithazine® intracelular conforme as Tabela 6 e Tabela 7, sendo que a 

primeira é referente aos experimentos realizados com culturas 2D e a segunda com culturas 

3D. Os resultados estão representados de acordo com a média e o erro associado à medida, 

isto é, o desvio padrão.  

 
Tabela 6  –  Resultados da quantificação de fotossensibilizadores intracelulares em culturas de melanoma 

humano em monocamada. 

Fotossensibilizador Tempo de incubação (horas) 
Concentração de FS 

intracelular (ȝg/mL) 

Photodithazine® 

4 (3,00 ± 0,05) 
8 (3,24 ± 0,05) 

16 (5,70 ± 0,11) 
24 (3,45 ± 0,06) 

Photogem® 

4 (1,52 ± 0,05) 
8 (2,71 ± 0,50) 

16 (3,25 ± 0,59) 
24 (6,14 ± 0,82) 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Tabela 7  ±  Resultados da quantificação de fotossensibilizadores intracelulares em culturas tridimensionais de 
melanoma humano. 

Fotossensibilizador Tempo de incubação (horas) 
Concentração de FS 

intracelular (ȝg/mL) 

Photodithazine® 

4 (0,82 ± 0,02) 
8 (1,60 ± 0,03) 

16 (2,67 ± 0,04) 
24 (1,90 ± 0,03) 

Photogem® 

4 (0,25 ± 0,03) 
8 (0,80 ± 0,10) 

16 (1,08 ± 0,12) 
24 (1,97 ± 0,19) 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

A quantificação dos fotossensibilizadores intracelulares toma por base a relação de 

100% cRPR a cRQceQWUaomR iQiciaO QR TXaO aV cXOWXUaV fRUaP iQcXbadaV, RX Veja, 50 ȝg/PL, e 

o uptake como sendo a porcentagem correspondente à concentração encontrada pelo método 

da leitura de fluorescência.  

Observam-se em ambas as tabelas que houve um aumento no acúmulo de 

Photodithazine® nas 16 horas iniciais de incubação, porém, após 24 horas ocorreu uma 

diminuição da concentração do fotossensibilizador intracelular. Esse resultado corrobora com 

a rápida eliminação do PDZ no organismo, como já reportado.51 Além disso, as diferenças na 

incorporação do PDZ em culturas bidimensionais e tridimensionais foram claras, uma vez que 

para o maior valor de concentração intracelular, em 16 horas de incubação, o uptake 

encontrado foi de 11,4% para as células em monocamada e 5,34% para os tumores sólidos de 

melanoma. A menor quantidade de fotossensibilizador em um modelo tridimensional já era 

esperada, pois o maior volume celular e a presença de matriz extracelular são limitantes ao 

processo de difusão das moléculas incubadas na cultura, embora a via de entrega neste 

experimento seja tópica e nos modelos animais e clínicos endovenosa. Além disso, esse 

resultado da diminuição na concentração intracelular de Photodithazine® em maiores tempos 

é similar ao apresentado em estudos com injeção de PDZ em diferentes tumores, como de 

carcinoma basocelular, câncer pulmonar e no estômago, onde aproximadamente 6% do 

composto administrado permaneceu nos tecidos após 24 horas da administração.63  

As diferenças na captação de fotossensibilizador por culturas 2D e 3D foram 

verificadas nos experimentos de Chan et al., onde foi observado que a incorporação de 

espécies sulfonadas de alumínio ftalocianina em esferoides foi menor que nas células de 
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4.2.5 Resposta fotodinâmica de tumores em diferentes espessuras com Photodithazine® 

 

x Terapia foWodinkmica em WXmores com 80 ȝm de espessXra 

 

Após o estabelecimento dos tumores de melanoma em esferoides (80 ȝm de espessura) 

distribuídos em placas de 96 poços, como descrito na seção 3.1.5, seguiu-se a aplicação da 

terapia fotodinâmica, com incubação dos tumores com Photodithazine® por 16 horas 

(overnight) e iluminação mediante o uso de dispositivo à base de LED em 660 nm, nas doses 

de 10 J/cm², 20 J/cm² e 60 J/cm². Os resultados da TFD pelo ensaio de MTT estão 

apresentados na Figura 33. 

 
Figura 33  ±  Grifico normali]ado dos e[perimenWos de TFD em WXmores de 80 ȝm de espessXra (placa de 96 

poços) com diferentes doses de irradiação, através do ensaio de MTT. Cada dose de luz define um 
determinado tempo de iluminação, sendo em ordem crescente 7min e 58 s, 15 min e 55 s, 47 min e 
45 s. Os respecWiYos grXpos conWrole designados por ³0´, represenWam as amosWras WXmorais nmo 
incubadas com Photodithazine®. Os grupos identificados por * se referem aos que apresentaram 
diferença estatística significativa (p<0,05), com relação aos seus respectivos grupos controle. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 A avaliação dos resultados obtidos pelo ensaio de MTT deixa evidente o potencial da 

TFD sobre os tumores de melanoma humano. Considerando-se que as concentrações de 

Photodithazine® utilizadas correspondem a doses sub letais, salvo a concentração de 150 

ȝg/mL qXe demonsWroX cerWa Wo[icidade no escuro, pode-se garantir que o dano oxidativo 

resultante do tratamento ocorreu pelo efeito associativo do fotossensibilizador intracelular 

com a quantidade de luz entregue às amostras tumorais. Também podem-se excluir 
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viabilidade obtidos foram de 15,5 ± 0,7 %, 11,5 ± 2,1 % e 1,5 ± 0,7 %.67 Dessa forma, é 

possível notar que para a dose de 100 J/cm², o resultado foi semelhante ao encontrado nesse 

trabalho com Photodithazine® 100 ȝg/mL com iluminaoão a 60 J/cmð. Contudo, vale salientar 

que os resultados in vitro encontrados por Haddat tomaram por base células em culturas 2D 

que não são representativos de tumores presentes no organismo e, que não exibem 

aglomerados tridimensionais sólidos que dificultam difusão de fotossensibilizador em 

estruturas intracelulares. Portanto, todos esses aspectos reforçam a idéia que a aplicação de 

Photodithazine® traz resultados promissores para o tratamento de tumores de melanoma 

humano por TFD. 

 Com o objetivo de se averiguar e comprovar que houve dano celular pela TFD, 

imagens em microscopia óptica e microscopia confocal de fluorescência (espectral) com uso 

de marcadores específicos que discriminam células vivas e mortas (descrição na seção 4.1.9), 

foram adquiridas. Para tanto, foi escolhida uma condição experimental, isto é, dos tumores de 

melanoma com 80 ȝm de espessura  distribuídos em placas de 96 poços, incubadas com 

Photodithazine® nas concentrao}es atp 150 ȝg/mL e iluminadas com 20 J/cmð. As imagens 

estão apresentadas nas figuras 34 e 35. 

 

 

Figura 34  ±  Imagens em microscopia óptica dos tumores de melanoma humano (com 80 ȝm de espessura) 
após 24 horas da TFD em 20 J/cm². A letra C representa o grupo controle, enquanto os demais 
números as concentrações de Photodithazine® utilizadas. Escala: 200 ȝm. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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proposta é mais coerente, pois a lavagem das amostras é realizada três vezes justamente para 

evitar excessos de fotossensibilizador nas amostras e, essa análise condiz com os resultados 

obtidos pelo ensaio de MTT, onde nas concentrao}es de 25 ȝg/mL e 50 ȝg/mL hi morte 

celular significativa, mas não total das células presentes no tumor. 

 

 
Figura 35  ± Imagens em microscopia confocal da fluorescência natural de tumores de melanoma humano (com 

80 ȝm de espessXra) incXbados com marcadores, apys 24 horas da TFD em 20 J/cmð. A emissmo 
de fluorescência em verde representa as células mortas (SYTOX®), enquanto em vermelho as 
vivas (C12-resofurin). A letra C é o controle e, os outros números, as concentrações de 
Photodithazine®. Escala: 1 mm. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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características que dificultam a difusão dos fotossensibilizadores e a entrega de luz em 

amostras tumorais de maior profundidade. Dessa forma, tumores menos espessos necessitam 

de menores concentrações de fotossensibilizador para exibir uma morte celular mais 

acentuada.  

 
Figura 38  –  Comparativo da resposta fotodinâmica em tumores de diferentes espessuras, para a mesma dose de 

irradiação (20 J/cm²) e intervalo de concentrações de Photodithazine®. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 No entanto, como foi observado que o aumento na dose de irradiação não acarretou 

em mudanças muito significativas na morte celular (resultados mostrados nos experimentos 

com tumores de 80 ȝm de espessura), um possível parâmetro que pode ser alterado para 

aumentar a eficiência da TFD com o Photodithazine® seria o número de seções, já que os 

experimentos foram realizados com uma única seção de TFD e o melanoma, por ser um tumor 

altamente agressivo, necessitaria de uma completa eliminação das células neoplásicas. 

Atualmente existem protocolos clínicos que indicam o tratamento de doenças com duas ou 

mais seções,68 como é o caso do tratamento empregando duas seções de TFD com 

aminolevulinato de metila (MAL), em pacientes com carcinoma basocelular, que apresentou 

92 % de remissão da doença para os casos superficiais e, 87 % para os nodulares.69 Além 

disso, para a queratose actínica, resultados similares foram encontrados aplicando o mesmo 
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