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Titulo: Desenvolvimento de modelos de cultivo tridimensional in vitro de
células tumorais como sistema-teste para avaliacdo de eficacia de

radiofarmacos produzidos pelo IPEN.

Participantes: - Pesquisadores do Centro de Biotecnologia (CB) e do Centro de
Radiofarmacia (CR) IPEN

- Pesquisadores e Colaboradores do Lab. Biosintesis

- Pesquisadores do Depto. De Ciéncias Exatas e da Terra da
Universidade Federal de Sao Paulo - UNIFESP

Objetivos: Atendimento ao Edital Interno Radiofarmacia - IPEN N° 3/2016,
referente a demanda “ d) Cultivo de células e desenvolvimento de modelos

tumorais. ”

Resumo: Testes de farmacos com atividade antitumoral vem sendo realizados
em modelos in vitro tridimensionais, em detrimento aos modelos bidimensionais.
O Centro de Radiofarmacia IPEN/CNEN-SP €& o principal produtor de
radiofarmacos do pais. O processo de avaliagdo da atividade desses
radiofarmacos depende de modelos experimentais e se faz presente tanto nos
produtos ja em seu portfélio, quanto naqueles em desenvolvimento. O projeto
propde a uma rede de trabalho composta principalmente por pesquisadores do
CB e CR com objetivo principal de desenvolver na qual modelos de cultivo celular
suspenso capazes de fornecer esferdides tumorais. A utilizacdo desses
esferbides apresenta expressivas vantagens em relagdo ao cultivo tradicional,
uma vez que reproduzem o formato e as interagdes célula-célula existentes em
tumores solidos in vivo. Além disso, durante o decorrer do projeto o CB
continuara colaborando com cultivos tradicionais em placas (2D) de células de
interesse do CR, cultivo esse que devera ser realizado de forma mais

centralizada e seguindo normas de qualidade.
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Identificacdo da proposta; Area de atuagdao do CR

A presente proposta de projeto de pesquisa pretende atender ao Item 1-d) do
Edital Interno Radiofarmacia - IPEN N° 3/2016, a saber: “Cultivo de células e
desenvolvimento de modelos tumorais. Cultivar células tumorais, com
possibilidade de determinagdo da expressao de receptores de membrana. As
células serdo utilizadas em estudos in vitro de ligacdo e internalizacdo de
radiofarmacos tumor-especificos. Desenvolver, a partir das células tumorais,
modelos tumorais em animais de experimentagao para atendimento aos projetos

de pesquisa de novos radiofarmacos do CR.”

Os principais objetivos neste sentido séo:

a) Cultivar células tumorais, com possibilidade de determinagdo da expressdao de
receptores de membrana. Para isto as células serao utilizadas em estudos in vitro de
ligacdo e internalizagéo de radiofarmacos tumor-especificos.

b) Desenvolver, a partir das células tumorais, modelos tumorais em animais de
experimentagao para atendimento aos projetos de pesquisa de novos radiofarmacos do
CR”

a) Qualificagao do principal problema a ser abordado

O cultivo in vitro de células tumorais fornece a configuragdo bioldgica minima
necessaria para o estudo da fisiologia dos tumores. A capacidade que linhagens
tumorais possuem de, mediante fornecimento adequado de nutrientes e gases,
reproduzir-se em recipientes € utilizada para obter estes sistemas-teste em
quantidades suficientes para estudos pré-clinicos de diversas moléculas, com o

intuito de se observar atividade antitumoral.

Os protocolos usuais baseiam-se no denominado cultivo em monocamada,
onde as células reproduzem-se aderidas em superficies de vidro ou plastico,
dispondo-se de forma lateral umas as outras. No decorrer de alguns dias, as
células cobrem a superficie de cultivo formando uma estrutura que lembra um

“tapete”.

Apesar da utilizagdo em larga escala e ha cerca de 50 anos (1,2), ja ha

consistente evidéncia cientifica de que a disposicédo bidimensional impede que



Daniel Perez Vieira — Centro de Biotecnologia

as células tumorais expressem suas caracteristicas de forma andloga a
encontrada no organismo (3). Para que tais linhagens se comportem de maneira
mais préxima aquelas observadas diretamente in vivo, € necessaria a interagao
tridimensional entre células (4). Desta forma, fica favorecida a produgao e certo

nivel de encapsulamento e interagdo com as proteinas da matriz extracelular (5).

De muitas formas, a literatura recente vem descrevendo os modelos
bidimensionais como compostos por complexidade insuficiente. Nestes cultivos,
o nivel de interagcao célula-célula, meramente lateral, impede que seja formado
um nicho que simule a distribuicdo espacial natural dos tumores. Por sua vez, a
disposigéo das células de maneira tridimensional em determinado agrupamento
tecidual forma uma dispersao de forcas mecanicas que se relacionam com sua
morfogénese (6). Em outros termos, pode-se considerar que o comportamento
fisioldgico de um agrupamento celular é resultante, ndo sé do tipo celular em
questdo, mas também, da organizagcdo espacial dessas células (7), da
distribuicdo das zonas de comunicacgao existentes nas suas superficies (8). Além
disso, o estresse mecanico oriundo do agrupamento celular, parece conferir
fungdes fisioldgicas muito préoximas das apresentadas pelos tumores in vivo.

No processo de desenvolvimento de novas drogas, observa-se baixa
percentual de sucesso apesar de muitas moléculas apresentaram significativa
atividade antitumoral em ensaios pré-clinicos. De fato, o que se observa é que
menos de 5% das moléculas com efeito antitumoral in vitro demonstram
capacidade antitumoral em ensaios clinicos (9). Este fendmeno é atribuido a
incapacidade dos modelos bidimensionais em simularem adequadamente a
fisiologia tumoral (10).

Com o intuito de solucionar a problematica exposta no paragrafo acima,
varias metodologias, capazes de criar agrupamentos tridimensionais de células,
vem sendo desenvolvidas. A forma mais simples de cultivo de tais agrupamentos
€ constituida pela deposigcéo das células em substratos cuja carga elétrica seja
nao-adesiva ou repelente as células. Tradicionalmente, a cobertura de placas ou
garrafas de cultura com agarose permite a formacao de esferdides, que séo
agregados celulares com formato carateristico (11). Esferdides também podem
ser formados em garrafas rotativas, cujo movimento impede a adesdo das

células no substrato, causando a agregacao celular (12).
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Além da organizagao em esferdides, as células podem ser cultivadas em
substratos porosos (scaffolds), compostos de polimeros biocompativeis (13),
organizados em redes compostas por derivados do acido hialurénico (14),
fibroina (15), hidrogéis de alginato (16) ou polietilenoglicol (PEG) (17), entre

outras técnicas possiveis (18).

O emprego de uma mistura de proteinas produzida pelo sarcoma murino do
tipo Engelbreth-Holm-Swarm (nome comercial: Matrigel® — BD Biosciences) é
muito usual. Esta mistura € composta majoritariamente por laminina, mas
também apresenta varios componentes préoprios de matrizes extracelulares
encontradas em tumores, como colageno IV e heparan-sulfato (19). Essa mistura
adquire a forma de gel em temperaturas de cultura celular (até 37°C), e além de
oferecer suporte fisico ao crescimento celular, também é proficiente em reter
fatores de crescimento e adesao celular. Desta forma, a mistura € adequada ao

crescimento tridimensional de tumores.

Outra alternativa para o cultivo tridimensional, € a levitacdo de células
cultivadas na interface ar-liquido (20). A suspensao das células se da pela
internalizagdo de microparticulas paramagnéticas biocompatibilizadas (21) ou
pela adesdo de nanoparticulas na superficie celular (20,22-25). O sistema
apresenta muitas vantagens em relagdo ao apresentado anteriormente. Nele,
nao se necessita de equipamentos especiais para agitacdo de culturas, mais
sim, imas com fluxo magnético moderado ou forte; além disso possibilita e
estimula as células a produzirem sua propria matriz extracelular (22).

Sem induzir toxicidade significativa nas células, o cultivo por levitagao
magnética pode produzir esferdides de até 1mm de didmetro e mantidos por até
quatro semanas em cultura (26), em escala de tempo e dimensdes fisicas
impraticaveis em cultivos bidimensionais. Sua estrutura e sua capacidade de
manutengdo em cultivo torna os esferdides candidatos a analises prolongadas
em relacdo as usuais 4 ou 24 horas de exposicdo a compostos-teste (27). A
capacidade de um composto-teste em penetrar varias camadas celulares

também pode ser avaliada (28).

Em relagao a difusao de nutrientes e gases ao interior dos esferoides, € aceita

a nogcdo de que os mesmos podem ser transportados passivamente em
profundidades de até 200um (5). Em corpos com 500-1000um de didametro, ha a
4
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formacdo de um nucleo necrotico, com dindmica de difusdo parecida com a

presente em micro metastases (29).

Além das vantagens mencionadas nos paragrafos anteriores, a levitagédo
magnética ainda parece ser capaz de possibilitar a organizagao espontanea de
varias linhagens celulares em culturas organotipicas. Células de melanoma
murino (B16F10) apresentam redugao da produ¢do de melanina em culturas
bidimensionais. Quando cultivadas por levitagdo magnética, retomam a
producao desta molécula (21). Adipdcitos cultivados por levitagdo magnética sao
capazes de produzir perilipina, um marcador de adipogénese, ao contrario de
sua contraparte bidimensional. A co-cultura destes adipocitos com linhagens
endoteliais da ao esferdide uma configuragdo natural, com as ultimas
expressando CD31, o que indica atividade angiogénica (30). Outra publicagéo
relata a formagao de unidades minimas bronquiolares em culturas suspensas
compostas por linhagens de quatro tipos celulares diferentes (epiteliais,
musculares lisas, fibroblasticas pulmonares e endoteliais pulmonares). Os
resultados deste estudo mostraram a organizagdo espacial espontanea das
quatro linhagens sem a utilizacdo de fatores de crescimento ou de citocinas

quimiotacticas (31).

A implantacdo de tais procedimentos de cultura pelo Centro de
Biotecnologia IPEN/CNEN-SP ja estda em andamento, com algumas etapas da
prova de conceito ja concluidas. E do entendimento dos envolvidos no estudo
que o modelo trara beneficios ndo s6 ao Centro de Radiofarmacia, mas a todos
os pesquisadores do IPEN que trabalham com modelos tumorais in vitro.
Também faz parte dessa nocgéo a ideia que o conhecimento adquirido a partir da
padronizacao do modelo de cultivo tridimensional é crucial e estritamente
necessario para a criagao de culturas organotipicas mais avangadas, como as

denominadas “organ-on-a-chip”.
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b) Objetivos a serem alcangados

Geral

Producéo por levitagdo magnética em formato unitario (em placas
de cultura de 60mm? de area de cultivo) e coletivo (em placas de
24 pocos) de esferdides de linhagens de tumores humanos de
prostata (LnCAP e PC3), avaliando sua sustentabilidade em cultivo

e a producao de proteinas de matriz extracelular.

Especificos

Producdo de nanoesferas cobertas com aminoacidos (lisina),
associadas ou nao a outro coloidal que possam ser aderidas as
membranas celulares e possibilitar a suspensao magnética de
massas celulares.

Testes de eficacia: Avaliagdo da capacidade de radiofarmacos ou
seus constituintes em reduzir o didmetro de esferdides

Testes de ligagao: Avaliagdo da capacidade de radiofarmacos ou
seus constituintes em penetrar e ser retidos em esferdides, mesmo
em condicdes de deslocamento (competititive kinetic binding assay
/ retencdo de radioatividade).

Comparagao histolégica e imunohistoquimica entre cultivos
bidimensionais, tridimensionais e modelos de tumores induzidos in
Vivo, visando ressaltar diferencas e semelhancgas da expressao de
proteinas de matriz extracelular

Fornecimento de células tumorais cultivadas em monocamada de
acordo com as necessidades do CR.

Treinamento sistematico de pesquisadores/estudantes no cultivo
de células.
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c) Metodologia a ser empregada

Linhagens celulares

Células de tumores humanos prostaticos (LnCAP e PC3) serdo mantidas
em monocamadas bidimensionais aderidas em garrafas de 25cm? de area de
cultivo (Corning) em incubadoras especificas (37° C, 5% CO2) pelo Laboratoério
Biosintesis Ltda. Ambas serdo cultivadas em meio RPMI 1640 (Life
Technologies) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Life Technologies)
e mistura de antibidticos (penicilina e estreptomicina, 10.000U/mL, Life
Technologies). Apds 60-70% de confluéncia, as células serdo destacadas com
0 uso de solugao de tripsina e EDTA (0,25%, 0,05M) e semeadas em novas
garrafas. Caso seja necessario, no decorrer do projeto poderdo ser utilizadas
outras linhagens celulares, de preferéncia obtidas de fonte conhecida e com

qualidade controlada.

Farmaco — PSMA

PSMA (Prostate-specific membrane antigen) € uma glicoproteina
transmembrana com um dominio extracelular (32), expressa na superficie de
células tumor de prostata. As estratégias de terapia e diagndstico exploram sua
caracteristica de ser internalizada apés ligacdo ao alvo especifico. E
superexpressa em tumores prostaticos mestastaticos insensiveis a androgénios

e nao expressa em formacdes benignas ou células prostaticas saudaveis (33).

Formulages de PSMA, livre ou associado is6topo 177 do Lutécio ('77Lu)
serdo testadas em concentracbes a ser determinadas pelo Centro de
Radiofarmacia — IPEN/CNEN-SP. "7Lu é um is6topo com meia-vida de 6,65
dias, e que emite particulas B (beta) com energias entre 175 e 497 keV, e y
(gama) 113 e 208 keV. A partir destas energias, os ensaios serdo realizados de
forma a radioatividade de uma amostra ndo invadir a cultura adjacente na placa

ou estufa.
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Nanoesferas biocompativeis

Nanoesferas (30nm) de 6xido de ferro (FesO4, Sigma-Aldrich, n® 747335)
sao disponiveis comercialmente em formato funcionalizado, associado ao acido
carboxilico. Suspensdes destas esferas serdao associadas a lisina ou outros
aminoacidos pelo grupo de pesquisadores do Departamento de Ciéncias Exatas
e da Terra da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), coordenados pela
Prof? Dr? Lilia Coronato Courrol, colaboradora do estudo, segundo protocolo
descrito anteriormente (34). A formulagao ja foi testada, e demonstrou sucesso
ao aderir nas membranas citoplasmaticas e magnetizar células. Durante o
desenvolvimento do trabalho, as particulas serdo associadas a particulas de
ouro coloidal, conforme descrito na literatura (35). Outras formulagdes seréo
testadas como parte da padronizacido do modelo. Brevemente, esta prevista a
preparagao das nanoesferas de 6xido de ferro a partir do seguinte procedimento

experimental:

12mL de solugéo aquosa de FeCls de 0,2 M serao misturados com 12mL
de 0,5 M da solugdo de NH4OH sob sonicacédo a temperatura ambiente por 2
minutos. Nesta etapa o coldide Fe(OH)s € formado. Em seguida sob sonicagao,
serdo adicionados 6mL de solugao aquosa de 0,2 M de FeCl2e 36mL de 0,5 M
de solugdo aquosa de NH4OH. Apdés 15 minutos em repouso a magnetita
resultante sera magneticamente separada repetidamente (de 7 a 10 vezes) com
lavagem (com deionizada para remover todas as impurezas (NH4Cl)
remanescentes apos a sintese). Finalmente, 1,5mL de citrato de sédio 0,1 M
serao adicionados sob sonicagao, e a magnetita sera oxidada pela adigao lenta
de 1mL de solugao de hipoclorito de sddio 5% para melhorar a estabilidade redox
do maghemite. O procedimento de lavagem descrito acima sera repetido para

produzir o coloide primario.

A funcionalizagcao das solugdes coloidais de ferro sera obtida adicionando
0,2 mL de L-lisina aquosa ou outros aminoacidos (concentracdo de 1 mg/mL)
gota a gota, agitando a 10 mL de éxido de ferro coloidal primario, diluido a uma
concentragao de 6xido de ferro de 2,2 mg/mL. A mistura obtida sera lisada por 5

min e utilizada em experiéncias.
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Solugdes bimetalicas de ferro e ouro coloidais em acido aminlevulinico (ALA)

- ALA:AuNPs, ou metil aminolevulinico (MALA) - MALA:AuNPs serao

preparadas acrescentando ao ALA/MALA: 0,0135 g, o HAuCl4: 0,0045 g , a

limalha de ferro: 0,0135 g, o polietileno glicol: 0,02 g em 30 mL de deionizada. A

solugcdo sera entdo iluminada com lampada de Xenbnio de 300 W por 10
minutos.

As técnicas de caracterizagdo dos materiais empregadas serao: Difragao

de Raios-X, Uv-Vis, FIT-IR, Zeta potencial e analises de microscopia eletrénica

de transmiss3o.

imas

imds anelares de neodimio enclausurados em aco inoxidavel,
denominados fixadores magnéticos serao utilizados para suspensao das células.
Nas culturas em placas de 60mm?, imas com 32mm de didametro externo
(Imashop) e fluxo magnético de ao menos 6000G na superficie serao utilizados.
Para cultivos em placas de 24 pogos, imas cilindricos com cerca de 10mm de
diametro e fluxo minimo de 50G na superficie serao dispostos sobre 0s pogos

da placa de 24 pocgos, conforme descrito na literatura (35).

Esferoides — Magnetizacao das células e cultivo

As células serao associadas as esferas paramagnéticas segundo dois
protocolos distintos. O primeiro consiste em adicionar a suspensao de esferas
com lisina as culturas bidimensionais e manter por 24 horas. Apdés a
tripsinizagdo, as células (5x 10* a 5x 10° /mL) serdo depositadas em placas
repelentes a adesédo celular (Nunc), ou pré-tratadas com agarose (1,5%) em
solucdo salina fosfato tamponada (PBS). Os imas serdo posicionados
imediatamente apos a deposicdo em placa, e as culturas permanecerdao em
incubacao conforme descrito por 96 horas, quando havera a troca de meio de

cultura. Nestas ocasides, os imas serao posicionados abaixo das placas, para

9
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que a remocado do meio de cultura envelhecido nao atinja os esferdides
formados. Apds a troca de meio de cultura, os imas serao reposicionados acima
das placas e as trocas serao feitas a cada 4 dias em cultura. Os esferdides seréo
cultivados até atingirem 200um de didametro, avaliado mediante aquisigdo de
imagens por microscopia em microscopio invertido Nikon Eclipse TS100, ou por

periodo ou didametro a ser estabelecido durante o estudo.

Caracterizacdo da matriz extracelular

Esferdides serédo retirados das culturas apds atingirem didmetros ou
tempo de cultura padronizados. Na etapa inicial do projeto, serao coletados
esferdides a cada 4 dias, a partir do 12° dia em cultura, fixados em solucéo de
metanol e acido acético ou paraformaldeido a 4% em solugao salina-fosfato
tamponada (PBS), emblocados em parafina e cortados histologicamente em
micrétomo (Leica RM2245).

ApoOs pré-processamento adequado (remogao de parafina, exposigao/
recuperagao antigénica e bloqueio de epitopos inespecificos), os cortes
histolégicos serao submetidos a ligagdo com anticorpos especificos para
laminina, colageno tipo | e fibronectina, para avaliacdo da formagado de matriz
extracelular durante o crescimento do esferdide. A expresséo destas proteinas
sera detectada apds ligagao dos anticorpos especificos a anticorpos secundarios
fluorescentes, contra-coloragdo do DNA nuclear com DAPI (4',6-diamidino-2-

fenilindol) e observagéo em microscopio de fluorescéncia (Nikon 80i).

Teste de eficacia — Diametro dos esferoides

Esferdides cultivados como descrito serdo submetidos a concentracoes a
serem determinadas de radiofarmacos candidatos a teste e disponiveis para
estudo no Centro de Radiofarmacia IPEN/CNEN-SP. O modelo tumoral
escolhido é o de préstata, que compreende cerca de 50% dos casos em homens
e tera um crescimento absoluto em cerca de 60.000 novos casos em 2016 (36).
Desta forma, o primeiro farmaco a ser testado sera o PSMA (prostate specific

membrane antigen), marcado ou ndo com o is6topo 177 do Lutécio ('"’Lu). O

10



Daniel Perez Vieira — Centro de Biotecnologia

didmetro dos esferdides sera avaliado em periodos entre 5 a 24 dias apds
atingirem o didmetro padrao determinado anteriormente. Redug¢des do diametro

de esferdides significardo controle da proliferagdo do tumor.

Ensaio de ligacdo/deslocamento cinético (kinetic binding assay)

A capacidade de penetracdo de compostos nos esferdides sera
comprovada a partir de um ensaio de incorporagdo de Dextran® associado a um
fluorocromo (FITC ou TRITC). Esferdides serdo incubados em solugéo contendo
o composto fluorescente por até 120 minutos. A fluorescéncia sera monitorada
a cada 10 minutos mediante aquisicao de imagens com filtros especificos de
fluorescéncia em microscépio invertido (Nikon TS100). A quantidade arbitraria
de fluorescéncia de cada esferdide sera avaliada por densitometria dptica das

imagens, utilizando o software ImageJ.

Apds avaliagdo da penetracdo de Dextran®, os esferdides serdo avaliados
segundo sua capacidade de reter a radioatividade do farmaco a ser testado
(PSMA-"""Lu), seguindo protocolo ja descrito (37). Resumidamente, 10-25
esferéides/amostra serdo expostos 24 com concentragdes variadas (a ser
determinadas) de PSMA-""7Lu ou PSMA livre. Apos a incubagao, serdo lavados
em solucdo salina-fosfato tamponada (PBS) e a radioatividade retida sera
medida em detector especifico. Aliquotas distintas de esferdides serao
dissociadas previamente para a contabilizacdo da fracdo de viabilidade celular
(células viaveis / total), por exclusdo do corante azul de tripano, ou outra
metodologia disponivel. A atividade medida em cada esferdide sera corrigida

para a unidade “atividade/1000 células viaveis” e comparada com os controles.

Modelo in vivo

Camundongos atimicos e imunodeficientes (nude), criados e mantidos no
Biotério IPEN/CNEN-SP serao utilizados para a produgao de modelos tumorais
prostaticos humanos. E importante ressaltar que a importacdo de uma nova
colonia desses animais ja esta em tramitagao via projeto de auxilio FAPESP,

coordenado pela Dr. Cibele Nunes Peroni, pesquisadora do CB Durante o

11
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desenvolvimento do projeto, sera escolhido ou um modelo xendlogo subcutaneo
que, embora ndo apresente evolucdo metastatica, fornecera tumores solidos
mensuraveis e com caracteristicas morfologicas avaliaveis (38,39). Ao menos
10 células tumorais vidveis serdo injetadas subcutaneamente na regido
subescapular dos camundongos imunodeficientes. O tamanho do nddulo
formado sera acompanhado a cada 48 horas com o uso de um paquimetro. Os
camundongos serao sacrificados humanitariamente apds os nddulos atingirem
2cm?® ou apresentarem sinais de erosdo cutdnea ou inflamagdo, segundo
protocolo ja descrito (40). Nodulos retirados serao processados para microscopia
Optica de fluorescéncia com o mesmo protocolo utilizado para os esferdides.
Detalhamento sobre manuten¢do, numero de animais e uso de anestesia sera
discutido junto aos pesquisadores do Biotério do IPEN, que é coordenado pela
Dra. Nanci do Nascimento. O projeto sera submetido & Comiss&o de Etica em

Experimentacdo Animal do IPEN.

d) Principais contribuig¢oes cientificas do trabalho

- Instauracdo de modelos de cultura celular tridimensional para estudos de

fisiologia tumoral in vitro;

- Desenvolvimento de novas nanoparticulas paramagnéticas para o cultivo

suspenso de tecidos (Potencial inovagao tecnologica);

- Instauragcédo de modelos de cultura celular tridimensional para testes de eficacia
de qualquer outro farmaco ou bioproduto produzido pelo IPEN, tais como
nanocompostos, polimeros biocompativeis, biofarmacos, farmacos de origem

natural, novos marcadores tumorais, etc;

- Base cientifica e tecnoldgica para exploragao futura de modelos com maior

complexidade, como as culturas organotipicas em microcircuitos fluidicos.

- Abrir possibilidades de interacdo com outros pesquisadores de outros centros

e/ou instituicdes, que tenham interesse no cultivo tridimensional.

12
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- E importante ressaltar o nosso forte interesse na produgdo cientifica e
tecnologica decorrente desse projeto, assim como o compromisso de buscar

fomento externo para complementar o desenvolvimento desse projeto.
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e) Orcamento detalhado

Recurso Permanente

Daniel Perez Vieira — Centro de Biotecnologia

Utilidade no projeto Quantidade Prego (US$)

Estacdo automatizada para
manipulacéo de culturas celulares em
placas e microplacas (PIPETMAX
Gilson)

Manipulagéo precisa e
reprodutivel de culturas celulares 1 30000,00
em microplacas

Estufa incubadora (Thermo)

Manuteng&o dos cultivos in vitro 1 7000,00

Agitador orbital (Thermo)

Necessario para o processo de
aderéncia das particulas na 1 1300,00
superficie das células

Muse Cell Analyzer (Millipore)-

Analisador de viabilidade celular e Analisador de viabilidade celular 1 15000,00
insumos
Lampada Cermax Excelitas de Xendnio
300 Watts (PE 300BF), sistema de Sinterizacdo das nanoparticulas
refrigeracdo e fonte de alimentacéo ! lﬁiligadas no trabZIhol Y 1 7000,00
(CEP301AXE) com mddulo de
acoplamento para fibra 6ptica.
Total (US$) 60300,00
Consumivel Utilidade no projeto Preco (R$)
Anticorpos primarios e secundarios para
= . 4000,00
deteccao de matriz extracelular
Dextran TRITC 3000,00
Material plastico para cultura celular 3000,00
Reagentes para cultivo celular (meio de
gculturapsoro fetal antibiéti((:os) Manutenc&o dos cultivos in vitro e condugéo de 10000,00
— _ S bioensaios
Lamlnas hlstologlgas_para 1000,00
imunofluorescéncia
Navalhas para micrétomo 4000,00
Reserva técnica - Assisténcia e servicos 10000,00
Citometria de fluxo - viabilidade celular 3500,00
imas de neodimio circulares, anelares e
encabecados. Fluxos magnéticos na Levitagdo magnética das culturas 3000,00
superficie entre 50 a 9000G
FeCls
NH+OH
FeCl>
Citrato de sédio
L-lisina Produgéo das nanoparticulas 5000,00

Acido cloroaurico (HAUCls)

Acido 5-aminolevulinico (ALA)

Metil aminolevulinico (MALA)

Polietilenoglicol

Total (R$) 46500,00
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f) Cronograma Fisico

Trimestre
1° 2° 3° 4° 5° 6° 7° 8°
Cultura bidimensional X X X X X X X X
Producéo de
X X X X
nanoesferas
Producéo de
] X X X X X X X X
esferdides
Imunohistoquimica de
. X X X
esferoides
Ensaios de eficacia X X X
Ensaios de captacéo
o X X X
radioativa
Induc&o tumoral em
X X X X
camundongos
Imunohistoquimica de
o X X X X
tumores in vivo
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g) ldentificagao dos participantes

e Daniel Perez Vieira, Ph.D. — Pesquisador do Centro de Biotecnologia IPEN -
Coordenador.

e Carlos Roberto Jorge Soares, Ph.D. — GERENTE e Pesquisador do Centro de
Biotecnologia IPEN — Colaborador.

e Elaine Bortoleti de Araujo, Ph.D. - Pesquisadora do Centro de Radiofarmacia IPEN —
Colaboradora

e Emerson Soares Bernardes, Ph.D. — Pesquisador do Centro de Radiofarmacia IPEN —
Colaborador

e Fabiana Medeiros da Silva, Ph.D. — Diretora do Lab. Biosintesis — Colaboradora.

e Lilia Coronato Courrol, Ph.D. — Pesquisadora do Depto. de Ciéncias da Exatas e da Terra
da UNIFESP - Colaboradora.

e Maria Helena Bellini Marumo, Ph.D. — Pesquisadora do Centro de Biotecnologia IPEN —
Colaboradora.

e Nanci do Nascimento, Ph.D. — Pesquisadora do Centro de Biotecnologia IPEN —
Colaboradora.

¢ Regina Affonso, Ph.D. — Pesquisadora do Centro de Biotecnologia IPEN — Colaboradora.

e Alunos de pos-graduacao — 3 ME (Dr. Daniel Perez Vieira)
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h) Estrutura Fisica e Equipamentos

- Sala de cultura celular para manejo dos cultivos in vitro e devidamente

autorizada para abrigar trabalhos com compostos radiomarcados;

- Citdbmetro de fluxo Accuri C6 para ensaios de viabilidade celular;

- Microscopio de fluorescéncia Nikon 80i;

- Microscépio invertido de fluorescéncia Nikon TS100;

- Laboratério de histologia equipado com micrétomo Leica RM2245;
- Sala para esterilizacdo de material;

- Sistema de descarte quimico, biolégico e radioativo adequado;

- Equipamentos triviais: centrifugas, banhos-maria, medidores de pH, agitadores,

pipetadores.

i) Resultados preliminares

17
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Figura 1 - Topo: Esferdides de célula de melanoma humano (SK-MEL-37)
cultivados sem suspensado magnética. Baixo: esferdide cultivado suspenso por
levitagdo magnética. Nota-se a melanizagao do esferdide levitado, caracterizada

pela coloragéo castanha

VIDEO 1 — ATRAGAO MAGNETICA DE CELULA: http://goo.gl/9gxhfH

VIDEO 2—- ATRACAO MAGNETICA DE ESFEROIDE: goo.gl/lUOwJKw
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