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RESUMO

Atualmente o cancer em boca € uma das neoplasias malignas mais frequentes do
mundo e os principais tratamentos sdo a cirurgia, quimioterapia e radioterapia. No
entanto, tais terapias causam muitos efeitos adversos e prejudicam a qualidade de
vida do paciente. A terapia fotodinamica (TFD) pode vir a ser uma opc¢ao no tratamento
nesses casos, uma vez que gera menos efeitos colaterais. Esta terapia consiste no
uso de um fotossensibilizador que é ativado por uma luz especifica e na presenca de
oxigénio, causa a liberacdo de espécies reativas de oxigénio, promovendo danos e
morte celular. Dentre os fotossensibilizadores existentes, o azul de metileno (AM) é
um dos mais utilizados por apresentar efeito antimicrobiano comprovado, poucos
efeitos colaterais e baixo custo. No entanto, ainda ha poucos estudos sobre a TFD
com AM em carcinoma espinocelular que se origina na mucosa bucal. Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da TFD com AM em linhagem celular derivada
de Carcinoma Espinocelular de lingua (SCC-4), bem como comparar com uma
linhagem néo neoplasica (fibroblastos 3T3). Para tanto, as células SCC-4 e 3T3 foram
incorporadas com solucdes de AM em concentracdes que variaram de 25 pM a 3200
UM nas linhagens SCC-4 e 3T3 por 30 min. Apés a definicdo das concentracdes
menos citotdxicas, a TFD foi realizada nas células SCC-4 com aparelho laser com
comprimento de onda 660 nm, poténcia de 50 mW, energia de 6 J por ponto, 120
segundos e densidade de energia de 150 J/cm?2. A viabilidade celular foi avaliada em
dois momentos diferentes (24 h e imediatamente apods o tratamento com TFD) atraves
do teste de MTT. Na linhagem SCC-4 o fotossensibilizador (AM) alterou a viabilidade
celular a partir da concentracéao de 200 uM e foi citotéxico para a linhagem 3T3 a partir
da concentracdo de 100 uM. A TFD com AM foi realizada nas células SCC-4 nas
concentracfes de 25 uM e 50 uM de AM. Nos dois tempos de pés tratamento (0 e 24
h) a TFD com AM afetou a viabilidade celular da linhagem SCC-4 nas duas
concentracdes, no entanto apenas na avaliagdo pds-24 h o tratamento com TFD foi
considerado citotoxico (viabilidade celular < 70%). Com base nos dados obtidos,
conclui-se que a TFD com AM afeta negativamente a viabilidade celular de células
SCC-4 ap6s 30 minutos de exposicdo ao fotossenbilizador nas concentracdes de 25
e 50 uM e 02 minutos de irradiacdo com laser (660 nm, 50 mW, area de 0,04 cm?, ou
seja,150 J/cm?).

Palavras-chave: Fotoquimioterapia. Cancer de boca. Espécies reativas de oxigénio.



ABSTRACT

Nowadays, oral cancer is one of the most frequent cancer in the world and the gold
standard treatments are surgery, chemotherapy and radiotherapy. However, such
therapies cause many side effects and damages the patient's quality of life.
Photodynamic therapy (PDT) usually induces fewer side effects and may be an option
in these cases. This therapy consists in the use of a photosensitizer that is activated
by a specific light and in the presence of oxygen releases reactive oxygen species,
promoting cell damage and death. Among the existing photosensitizers, methylene
blue (MB) is one of the most used because of its proven antimicrobial effect, few side
effects and low cost. Nonetheless, there are still few studies on PDT with MB in oral
squamous cell carcinoma (OSCC). The aim of this study was to evaluate the effect of
PDT with MB in a cell line derived from squamous cell carcinoma of tongue (SCC-4),
as well as to compare it with a non-neoplastic cell line (3T3 fibroblasts). For this
purpose, the SCC-4 and 3T3 cells were incubated with MB solutions at concentrations
ranging from 25 uM to 3200 pM for 30 min. After defining the least cytotoxic
concentrations, PDT was performed on SCC-4 cells with a laser device with a
wavelength of 660 nm, 50 mW, 6 J, 120 seconds of irradiation and energy density of
150 J/cm2. Cell viability was evaluated at two different times (immediately after
treatment with PDT and after 24 h) using the MTT test. In the SCC-4 line, the
photosensitizer (MB) reduced cell viability from a concentration of 200 pM and was
cytotoxic to the 3T3 line from a concentration of 100 uM. MB PDT was performed on
SCC-4 cells at concentrations of 25 uM and 50 uM. In the two post-treatment times (0
and 24 h) the PDT with MB affected the cell viability of the SCC-4 line at both
concentrations, however only in the evaluation post-24 h treatment with PDT was
considered cytotoxic (cell viability < 70%). Based on the data obtained, it is concluded
that PDT with MB negatively affects the cell viability of SCC-4 cells after 30 minutes of
exposure to photosensitizer at concentrations of 25 and 50 uM and 02 minutes of laser
irradiation (660 nm, 50 mW, area of 0.04 cm2, that is, 150 J/cm?).

Keywords: Photochemotherapy. Mouth Neoplasms. Reactive Oxygen Species.
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1 INTRODUCAO

Atualmente o cAncer em boca € uma das neoplasias malignas mais frequentes
do mundo, com prevaléncia de 6,4/100 mil em homens e 2,9/100 mil em mulheres
(PRIHANTONO, 2018; SHAH; GIL, 2009). Dentre os fatores de risco mais associados
a este tumor estdo o consumo de tabaco, principalmente quando associado ao alcool,
e a exposicao a radiacao ultravioleta (radiacdo solar) (LIU et al.,2018). Muitas vezes
o tumor € de crescimento lento e pode ser antecedido por uma desordem com
potencial de malignizacao. Infelizmente muitos casos sédo diagnosticados tardiamente,
uma vez que apresentam sintomas apenas quando estdo em estagios mais
avancados e assim levando ao prognostico desfavoravel (LIU et al.,2018).

Os principais tratamentos para carcinoma espinocelular (CEC) em boca séo
a cirurgia, quimioterapia e radioterapia, associadas ou ndo, de acordo com o
estadiamento e protocolo escolhido pela equipe médica (LONGO; LOZZI; AZEVEDO,
2011; SHAH; GIL, 2009). Tais terapias causam muitos efeitos adversos e prejudicam
a qualidade de vida do paciente (RIGUAL et al., 2009), sendo assim de grande
importancia o desenvolvimento de novas terapias que ao mesmo tempo que S&ao
efetivas contra o tumor e preservam a qualidade de vida do paciente, causando o
minimo possivel de efeitos colaterais (GANGLOFF et al., 2012; SAINI et al., 2016).

Neste contexto, a terapia fotodindmica antineoplasica (TFD), tratamento que
consiste na liberacdo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio que irdo causar
dano e morte celular através da ativacdo de um fotossensibilizador por uma fonte
luminosa, tem se mostrado uma alternativa promissora ao passo que apresentou bons
resultados no tratamento contra diferentes doencas, incluindo cancer de mama, de
pulmao, de cérebro e eséfago (HOSSEINZADEH; KHORSANDI; JOHANSHIRI, 2017).
Contudo especificamente sobre o efeito da TFD no cancer de boca ainda ha poucos
estudos, especialmente com o uso do fotossensibilizador azul de metileno
(HARTMANS et al., 2017).

Além da diminuigdo dos efeitos colaterais observados no pos-tratamento em
comparacao com as outras modalidades terapéuticas (HIRSCHBERG; BERG; PENG,
2018), a TFD apresenta como vantagens o0 custo operacional inferior quando
comparado aos demais tratamentos, a possibilidade de repeticdo na mesma area sem
acumulo de toxicidade e o fato de poder ser associada a outras terapias
concomitantemente. Ainda, € uma opcdo na eliminacdo de células residuais
diminuindo o risco de recorréncias tumorais regionais (TARDIVO et al., 2005).

O azul de metileno (AM) é um corante fenotiazinico que foi sintetizado em
1876 por Heinrich Caro para ser utilizado na industria téxtil (YANG et al., 2017). No
entanto, desde a década de 1930 tem apresentado diversas aplicacfes na area da
saude como antidoto para metemoglobinemia, envenenamento por cianeto e
tratamento de encefalopatia induzida por ifosfamida e vasoplegia associada a choque
séptico (PETRELLIS et al., 2019).

Este fotossensibilizador apresenta vantagens em relacdo a outros
fotossensibilizadores pelo seu baixo custo e por ndo apresentar muitos efeitos
colaterais, ja que é pouco ativado pela luz ambiente e rapidamente eliminado do
organismo (ANDREADIS et al., 2016). Uma das caracteristicas mais interessantes do
AM como fotossensibilizador, no entanto, € sua eficAcia na geracdo de oxigénio
singleto (RODRIGUEZ-CORDOVA et al., 2019).

Dentre as terapias antineoplasicas, a TFD com AM ja foi explorada em
estudos relacionados a cancer de mama, de pulm&o, melanoma, de esbdfago
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inoperavel, carcinoma cervical, sarcoma de Kaposi e carcinoma de células basais
(TARDIVO et al., 2005; YANG et al., 2017).

Considerando este contexto e a escassez de estudos na literatura, esta
pesquisa teve como objetivo avaliar o efeito da TFD em linhagem celular derivada de
carcinoma espinocelular (SCC4) utilizando diferentes concentracbes de AM, bem
como comparar com uma linhagem néo neoplésica (fibroblastos).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 CANCER EM BOCA

O céancer é um conjunto de doencas caracterizadas por proliferacao
descontrolada e invaséo aos tecidos préximos e/ou a distancia (metastase). Apresenta
caracteristicas complexas além da hiperproliferacdo e metdstase (migracao), como
insensibilidade a fatores de supressdo de crescimento, resisténcia a apoptose,
instabilidade gendmica, capacidade angiogénica, promotor de inflamacdo e
mecanismos de escape do sistema imunoldgico, as quais acabam por dificultar o
sucesso das terapias antineoplasicas (SA JUNIOR et al., 2017).

O cancer em boca € uma das neoplasias malignas mais frequentes do mundo,
especialmente em paises do sul da Asia, como a india, com prevaléncia de 6,4/100
mil em homens e 2,9/100 mil em mulheres (PRIHANTONO, 2018; SHAH; GIL, 2009).
No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), é atualmente o 5°
tipo de cancer com maior incidéncia nos homens e 13° nas mulheres, conforme
evidenciado na Figura 1 (INCA,2019).

Figura 1 — Incidéncia estimada dos principais tipos de cancer no Brasil para o ano de 2020
Distribui¢ao proporcional dos dez tipos de cidncer mais incidentes estimados para 2020 por

sexo, exceto pele nao melanoma*®

Prostata 65.840 29 2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 29.7%
Colon e reto 20.520 91% Colon e reto 20.470 9,2%
Traqueia, bronquio e pulméo 17.760 79% Colo do utero 16.590 7.4%
Estomago 13.360 59% Traqueia,bronquio e pulmao 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 50% Glandula tireoide 11.950 54%
Esofago 8.6%0 3,9% Estomago 7.870 3,5%
Bexiga 7.590 3.4% Ovario 6.650 3,0%
Linfoma nao Hodgkin 6.580 29% Corpo do utero 6.540 29%
Laringe 6470 29% Linfoma nao Hodgkin 5.450 24%
Leucemias 5.920 26% Sistema nervoso central 5.220 2.3%
*Numeros arredondados para multiplos de 10.

Fonte: Adaptada de INCA, 2020

Infelizmente além de ser um dos paises com maiores indices de incidéncia, o
Brasil também apresenta alta mortalidade associada com cancer de cabeca e
pescoco. Como muitos outros paises em desenvolvimento, os principais fatores
envolvidos no aumento desses indices sdo desigualdade social, disparidades no
acesso aos servicos de saude nas diferentes regiées do pais, baixo nivel educacional,
falta de infraestrutura para dispor de tratamento oncoldgico fora dos grandes centros
urbanos e dificuldade de acesso a novas tecnologias (CHAVES et al., 2017).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento de cancer bucal sédo o
consumo de tabaco, principalmente quando associado ao consumo de alcool, e
exposicao frequente ao sol (em casos de tumores malignos nos labios). Estilo de vida,
ma higiene bucal, dieta e caracteristicas genéticas sdo outros fatores que podem
influenciar no desenvolvimento das neoplasias em boca (LIU et al.,2018). Além disso,
a infeccao por alguns subtipos de HPV (papilomavirus humano 16 e 18) também tem
sido associada como fator de risco para o desenvolvimento de tumores malignos em
boca (SHAH; GIL, 2009).
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Este tumor pode acometer diversas estruturas da boca, como: labio, gengiva,
palato duro, palato mole, lingua (sobretudo a regido posterior de borda) e assoalho
bucal. Aproximadamente 90% destas lesGes séo histologicamente condizentes com
carcinoma espinocelular (CEC), ou seja, neoplasias decorrentes da proliferacao
descontrolada de células epiteliais estratificadas da mucosa bucal de origem epitelial
(SHARWANI et al., 2006).

Muitas vezes, a lesdo cancerosa é de crescimento lento com aspecto ulcerado
e pode ser antecedida por uma desordem oral potencialmente maligna como
leucoplasias, eritroplasias, queilite (ceratose) actinica e doencas autoimunes (liquen
plano ou lUpus eritematoso sistémico). Quando esta lesdo com potencial de
malignizacdo é diagnosticada a chance de cura é alta, o tratamento é mais
conservador e a qualidade de vida do paciente € preservada (RIAZ et al., 2013).

O diagnostico tardio pode ocorrer porque sintomas como dor e dificuldade
para engolir, muitas vezes séo clinicamente detectaveis apenas em estagios mais
avancados da doenca, pela falta de consultas odontoldgicas de rotina ou mesmo um
olhar desatento do profissional sob lesdes suspeitas durante a consulta odontoldgica
(SAINI et al., 2016). Outro fator que prejudica o diagnéstico precoce é a dificuldade de
acesso ao tratamento. Além disso, quanto mais avancado o estagio do tumor maior é
o risco de metastase em linfonodos e a distancia, condi¢cdes que também afetaréo a
escolha de tratamento (SAINI et al., 2016). Consequentemente o tratamento do
cancer torna-se mais complexo, diminuindo a taxa de sobrevivéncia a longo prazo e
alto risco de mortalidade (PINHEIRO; CARNEIRO; CREMA, 2020; SAINI et al., 2016).
A escolha da terapia ideal torna-se mais desafiadora conforme a gravidade do caso
clinico do paciente, pois a medida que aumenta o risco de vida também aumenta o
risco de sequelas que irdo interferir permanentemente na qualidade de vida do
paciente (RIGUAL et al., 2013).

Atualmente, o padrao-ouro de tratamento para o CEC em boca consiste
primariamente em cirurgia, associada ou ndo a radioterapia e/ou quimioterapia
(RIGUAL et al., 2013). Quando a cirurgia ndo € recomendada, por exemplo em casos
muito avancados, opta-se por radioterapia, associada ou ndo a quimioterapia
(PRIHANTONO, 2018). Observa-se que quando utilizada apenas quimioterapia a taxa
de recorréncia é alta em comparagdo com outros tumores de cabeca e pescoco. No
entanto, mesmo apos cirurgia e radioterapia esta taxa ainda pode atingir valores entre
37% e 40% (SAINI et al., 2016).

A escolha do protocolo de tratamento é afetada por fatores como localizacéo
primaria, tamanho (tumores pequenos sdo mais acessiveis para ressec¢ao cirlrgica
que tumores maiores), proximidade com o osso (mandibula ou maxila), envolvimento
dos linfonodos cervicais, tratamento prévio e achados histopatoldégicos. O CEC em
labio se comporta de maneira similar ao cancer de pele com um excelente potencial
de cura a longo prazo e prognéstico favoravel. J& o CEC no palato duro e gengiva
superior tem um comportamento relativamente indolente com baixo risco de
metastase nos linfonodos regionais. Nos casos de cancer na lingua, assoalho bucal e
gengiva inferior ha um alto risco de metastase nos linfonodos regionais com um
impacto desfavoravel no prognostico. Por fim, condi¢cbes referentes ao paciente
também devem ser levadas em consideracdo no momento da decisao de tratamento:
idade, condicdo de saude geral, tolerdncia ao tratamento, profisséo, aceitagéo, estilo
de vida e consideragdes socioecondmicas podem dificultar ou facilitar a escolha do
protocolo (SHAH; GIL, 2009).

Os efeitos colaterais causados por estas terapias afetam profundamente a
qualidade de vida do individuo nos ambitos fisico, social e emocional (LONGO, 2008).
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Dentre os efeitos colaterais associados a radioterapia e quimioterapia destacam-se a
mucosite oral, xerostomia (hipossalivagéo), alteracdo do paladar, trismo, queimadura
na pele do local da irradiacdo e osteorradionecrose (SAINI et al., 2016).

A cirurgia deve envolver uma ampla margem de seguranca ao redor da leséo
e ocasiona uma mutilacdo permanente que afeta o paciente de forma fisica e
emocional, além de elevar o custo de tratamento devido a necessidade de reabilitagdo
com prétese. Em suma, mesmo que 0 paciente seja curado sua qualidade de vida
sera afetada negativamente de maneira permanente (HOSNI et al., 2021).

Tendo em conta os desafios envolvidos no tratamento do cancer bucal é
fundamental a descoberta e o desenvolvimento de novas tecnologias e modalidades
terapéuticas que sejam eficientes em causar dano/morte celular as células
neoplasicas malignas sem afetar as células saudaveis (ndo neoplésicas), diminuindo
os efeitos colaterais e sequelas decorrentes dos principais tratamentos (GANGLOFF
et al., 2012). Neste universo de possibilidades, a TFD ja apresentou bons resultados
no tratamento com diferentes doencas, incluindo na area da oncologia
(HOSSEIZADEH; KHORSANDI; JOHANSHIRI, 2017).

A diminuicéo dos efeitos colaterais observados no pos-tratamento € a grande
vantagem na utilizacdo desta terapia em comparacdo com as outras modalidades
terapéuticas (HIRSCHBERG; BERG; PENG, 2018). Além do menor risco de efeito
adverso, a TFD tem o custo operacional inferior quando comparado aos demais
tratamentos, pois pode ser realizada em ambiente ambulatorial dispensando em
alguns casos as internacdes hospitalares (JERJES; HAMDOON; HOPPER, 2017).
Também pode ser repetida diversas vezes na mesma area sem acumulo de
toxicidade, além de pode ser associada com outros tratamentos. A TFD ndo esta
associada ao desenvolvimento de clones resistentes e nem causa danos no DNA que
possam levar ao desenvolvimento de outro tumor. Em boca, a TFD tem como
vantagem a visualizacdo do campo operatério e pode ser aplicada topicamente sem
envolvimento sistémico. Por fim, € uma opcédo na eliminacdo de células residuais
diminuindo o risco de recorréncias tumorais regionais (TARDIVO et al., 2005).

De acordo com Saini et al. (2016) a eficacia da TFD em céncer na regido de
cabeca e pescoco ja foi demonstrada em alguns estudos cientificos, mas a literatura
de TFD em céancer bucal ainda é escassa. Para uso clinico como terapia
antineoplasica a TFD ja esta aprovada em paises como EUA, Canada, Rassia, Japao
e alguns paises da Unido Europeia (PETRELLIS et al., 2019). No Brasil, esta aprovada
apenas para pesquisa clinica (LONGO, 2008; PRIHANTONO, 2018). Embora existam
diversos estudos sobre a TFD, a falta de conhecimento de alguns de seus
mecanismos moleculares pode justificar sua utilizacdo restrita (BACELLAR et al.,
2015).

2.2 A TERAPIA FOTODINAMICA (TFD)

O termo “fotodinamico” foi cunhado por Jodlbaner e Von Tappeiner em 1904
para descrever reacdes quimicas dependentes de oxigénio como um resultado de
fotossensibilizagdo (ANDREADIS et al., 2016). A TFD consiste na associacdo de 03
elementos: luz, fotossensibilizador e oxigénio. Quando o fotossensibilizador é ativado
por uma luz com um comprimento de onda especifico na presenca de oxigénio causa
a liberacéo de espécies reativas de oxigénio (em especial, oxigénio singleto (*0O2)) que
promovem danos celulares e morte celular (TARDIVO et al., 2005). E um tratamento
relativamente seguro e bem tolerado, apresentando poucos efeitos adversos, 0s quais
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sdo mais comuns nas aplicacdes sistémicas do fotossensibilizador (TARDIVO et al.,
2005).

A TFD ja se mostrou eficaz no tratamento de diversas enfermidades como
degeneracdo macular relacionada a idade, aterosclerose, psoriase, ceratose actinica
e algumas doencas infecciosas como onicomicose (RODRIGUEZ-CORDOVA et al.,
2019). Uma das maiores vantagens da TFD é o fato de causar menos efeitos
colaterais que outras terapias (ANDREADIS et al., 2016)

Especificamente na odontologia a TFD possui eficacia comprovada no
tratamento de doencas periodontais e lesbes endodonticas como terapia
antimicrobiana, além de auxiliar no diagnostico e tratamento de les6es com potencial
de malignizacdo em boca (JERJES; HAMDOON; HOPPER, 2012; PRASMO et al.,
2016). Maloth et al. (2016) obtiveram bons resultados do 5-ALA (acido 5-
aminolevulinico) na regressao de lesdes bucais com potencial de malignizacdo, como
leucoplasia e liquen plano.

Como tratamento antineoplasico a TFD ja foi associada em estudos com
cancer na regido de coélon, pulmao (estagio inicial e avancado), estbmago, es6fago,
bexiga e também cancer cervical. Ha relatos na literatura do uso da TFD no tratamento
paliativo de cancer de cabeca e pescoc¢o e de carcinoma de células basais e cancer
de pele ndo melanoma (JERJES; HAMDOON; HOPPER, 2017; TARDIVO et al.,
2005). Um estudo em Nova York (EUA) acompanhou pacientes entre os anos de 2006
a 2011 apos terapia adjuvante a cirurgia com TFD intraoperatoria com HPPH (3- (1’ -
hexyloxyethyl) pyropheophorbide) em tumores localizados na cabeca e/ou pescoco,
primarios ou recorrente, e concluiu que a TFD com HPPH nesta situacdo é segura e
relativamente bem tolerada, além de apresentar maior eficacia na cura da doenca
(RIGUAL et al., 2013).

A eficacia da TFD pode ser afetada por diversos fatores (Quadro 1). A
profundidade da lesédo pode ser uma das maiores limitagdes da TFD aplicada de forma
tépica, uma vez que ha dificuldade na penetracdo da luz nos tecidos por conta das
barreiras biologicas (PETRELLIS et al, 2019). Essa fato faz, com que se diminua a
eficacia da TFD em casos avancados (ANDREADIS et al., 2016). Neste ambito, o
estudo de Figueira e Veltrini (2017) demonstrou que lesdes mais superficiais e com
camadas mais finas de queratina apresentam maiores evidéncias de morte celular que
lesbes mais profundas. Outro fator que interfere na eficacia é o tempo de incubacéo
do farmaco, ou seja, exposicao da célula ao fotossensibilizador sem exposicao a luz,
pois afeta a biodisponibilidade do fotossensibilizador (GOMES; NEVES; CAVALEIRO,
2018).

Outro fator que pode interferir na eficacia fotodinamica é o meio onde o
fotossensibilizador € solubilizado. A solubilizacdo do AM em meio aquoso pode
favorecer as reacdes de oxidacao-reducéao devido a prépria molécula H20, a qual pode
participar ativamente da formacéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (NUNEZ,
2007) e o meio solvente também afeta o nivel de agregacéo do corante (BACELLAR
et al., 2014).

A resisténcia a TFD pode ocorrer devido a producdo de substancias
antioxidantes sollveis em agua (como por exemplo: Glutationa e Vitamina C) ou
lipossoluveis (Vitamina E) pelas células tumorais, assim como a producdo de
substéancias inibidoras de EROs como a superdxido dismutase: esta enzima quando
ligada a manganés esta associada a perda da sensibilidade das células a TFD. Além
disso, tumores malignos com alta producdo de Oxido nitrico, um excelente
vasodilatador, também séo resistentes a TFD (NUNEZ; RIBEIRO; GARCEZ, 2013). A
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disseminacédo da doenca no organismo, com metastase em outros 6rgaos, também
pode ser um fator limitante na eficacia da TFD diminuindo as taxas de sucesso.

Quadro 1 - Fatores que podem interferir na eficacia da Terapia Fotodinamica (TFD)

NEOPLASIA FOTOSSEN- FONTE DE LUZ PROTOCOLO OPERADOR
SIBILIZADOR
Caracteristicas Caracteristicas Tipo de emissor Tempo de Uniformidade
histolégicas do guimicas incubacéo do durante a
tumor Comprimento de | fotossensibilizador aplicacdo
Espectro de onda
Dimensdes absorbéncia Dose de energia Angulo de
Poténcia aplicacdo
Localizacéo Concentracéo Tempo de
Area da ponteira irradiacéo da luz Distancia entre o
Estadiamento Solvente ponto focal e 0
Densidade de Numero de tecido alvo
Nivel de energia sessbes
oxigenacgdo do
tecido

Fonte: Adaptado de Nunez; Ribeiro e Garcez, 2013
2.2.1 Fonte emissora de luz

Diversas fontes emissoras de luz podem ser utilizadas na TFD sendo as mais
comuns as do tipo LED (Light Emitter Diode) e LASER (Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation) (Quadro 2).

Quadro 2 - Principais fontes emissoras de luz utilizadas na terapia fotodinamica (TFD)

FONTE DE LUZ VANTAGEM DESVANTAGEM

Uso de filtros
Aumento de temperatura
Acoplamento de fibras
Célculo de densidade de
energia (mais dificil)

Lampada convencional
(branca — em geral, emissao
do azul ao infravermelho
proximo)

Alta densidade de poténcia

Aumento de temperatura
Acoplamento de fibras
Célculo da densidade de
energia

Fotopolimerizador

L Alta densidade de poténcia
(emisséo azul)

LED
(emisséo vermelha e
emissao azul)

Monocromaético.
Baixo componente térmico

Acoplamento em fibras

Acoplamento em fibras

Laser Célculo da densidade de energia
(emisséo vermelha e (mais facil)
infravermelho proximo) Monocromético
Atérmico

Fonte: Adaptado de Nunez; Ribeiro e Garcez, 2013
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Em contato com o tecido, a radiacéo luminosa pode ser absorvida, transmitida
ou espalhada (Figura 2). Em geral, a luz que nao é refletida penetra no tecido
bioldgico, e por conta da acdo do fotossensibilizador a maior parte desta luz é

absorvida.

Figura 2 — Propagacéao da luz nos tecidos bioldgicos
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Fonte: Adaptada de Agostinis et al., 2011

O comprimento de onda da luz corresponde a distancia em que um ciclo se
repete e é medido em nanémetros (nm) (Figura 3). Embora possam ser utilizados
fontes de luz com comprimento de onda na faixa de 400 e 500 nm, o intervalo mais
utilizado na TFD corresponde aos comprimentos de onda préximos do vermelho e
infravermelho por apresentar maior profundidade de penetracdo nos tecidos
bioldgicos e também porque a maior parte dos fotossensibilizadores sédo absorvidos
nessa faixa (NUNEZ; RIBEIRO; GARCEZ, 2013).

Figura 3 — Espectro eletromagnético
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Fonte: Adaptado de Helerbrock, 2021
2.2.2 Fotossensibilizador

O fotossensibilizador (FS) é um farmaco que ao ser ativado por uma fonte de
luz reage com as biomoléculas gerando espécies reativas de oxigénio que causarao
danos ou morte celular. Para ser considerado um bom FS, o farmaco deve apresentar
algumas caracteristicas como: ser um composto Unico e puro obtido em poucos
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passos de uma metodologia sintética bem estabelecida, ser estavel e com
caracteristicas anfifilicas (composto quimico que possui parte hidrofilica e outra
hidrofébica), bom gerador de oxigénio singleto, ter absorbancia na janela terapéutica
e pouca ou nenhuma toxicidade dark (quando aplicado sem o uso da luz) (NUNEZ;
RIBEIRO; GARCEZ, 2013).

Existem diversas classes de fotossensibilizadores como corantes, clorinas,
porfirinas, entre outros (ANDREADIS et al., 2016). O primeiro FS aprovado
clinicamente é o Photofrin®, derivado da hematoporfirina, que pode apresentar como
efeito colateral a fotossensibilidade. O Foscan® (temoporfina) é outro FS utilizado na
Unido Europeia desde 2001 para tumores de cabeca e pescoco, cérebro e pulmao.
Este tem como vantagem utilizar doses menores que Photofrin® (GOMES; NEVES;
CAVALEIRO, 2018). Em carcinoma basocelular um estudo retrospectivo em pacientes
tratados com 5-ALA (lesdes superficiais) e Foscan® (lesbes profundas) observou uma
resposta completa de sobrevida de 3 a 5 anos em mais de 90% dos casos (JERJES;
HAMDOON; HOOPER, 2017).

O FS Foscan® também apresentou resultados positivos no estudo de
Gangloff et al. (2012) em pacientes com tumores avancados na regido de cabeca e
pescoco. Andreadis et al. (2016) observaram menor toxicidade e morbidade na TFD
com este FS que a terapia convencional em tratamento de tumores malignos de
cabeca e pescoco. Em céncer de lingua recorrente ou avancado a temoporfina
apresentou boa resposta em aproximadamente dois tercos dos casos no estudo de
Jerjes et al. (2011).

Segundo Kwiatkowski e colaboradores (1998) os fotossensibilizadores se
acumulam em concentra¢des mais altas em células tumorais que em células normais.
Isso pode estar relacionado a alta atividade mitética das células tumorais que, na
grande demanda por colesterol para construir suas membranas, mostram uma maior
captacao de lipoproteinas de baixa densidade, como a LDL. Na sua biodistribuicéo os
fotossensibilizadores tendem a se acumular nessas lipoproteinas, tornando essas
estruturas verdadeiros transportadores de fotossensibilizadores.

O FS pode ser administrado topicamente ou sistemicamente por meio de
injecdo intravenosa. Em seguida, aguarda-se um periodo pré-determinado para
distribuicdo do FS e sua acumulag¢ao no tumor que pode variar de minutos a 72 horas.
Apés irradiacdo com a fonte de luz especifica, o FS reage com o oxigénio molecular
dando origem a espécies reativas de oxigénio (EROs), como o 1Oz (oxigénio singleto).
Os danos as macromoléculas celulares causados por estas EROs levam a morte
celular por apoptose, necrose ou autofagia, acompanhado da inducdo de uma
resposta inflamatoéria que participa da remocédo de células mortas, restauracdo da
homeostase do tecido normal (NUNEZ; RIBEIRO; GARCEZ, 2013).

2.3 TFD ANTINEOPLASICA: MECANISMO DE ACAO

Os danos causados pela TFD nos tecidos afetados sdo diversos: oxidagcao
proteica com consequente fragmentagcdo, reacdes de transferéncia de elétrons
(ligagbes cruzadas, carbonilacdo, agregacdo, formacdo de adutos e mudancas
conformacionais proteicas), rea¢des bioquimicas que provocam ativacdo de proteinas
individuais ou em cascata que culminam com a morte celular. No caso das neoplasias
malignas também causa danos no sistema vascular do tumor e alteracdes dos
padrdes de imunidade tumoral (NUNEZ; RIBEIRO; GARCEZ, 2013).

Ocorrem dois mecanismos principais na agédo da TFD:
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e Tipo I: Apds transferéncia de elétrons entre moléculas ocorre a formagéo
de radicais livres como superoxido, radicais hidroxila e peroxido de
hidrogénio. Estas espécies reativas de oxigénio (EROs) causam danos
as biomoléculas alvo como: membranas, proteinas e DNA (ANDREADIS
et al., 2016).

e Tipo Il: Mediada por oxigénio singleto (10O2), molécula extremamente
reativa que pode reagir com diversas moléculas biologicas induzindo
apoptose via mitocondrial e necrose nos lisossomos e membranas
celulares (SEVERINO et al., 2003).

Ambos os mecanismos podem ocorrer ao mesmo tempo durante a aplicacéo
da luz sobre o fotossensibilizador. O caminho terapéutico da TFD é alterado
dependendo de qual reacdo ocorre em maior quantidade, por exemplo, quando ocorre
principalmente a reacao tipo I, relacionada a oxigénio singleto, a apoptose é o evento
de morte celular mais presente. J4 a relacao tipo | estd mais relacionada a necrose
(SEVERINO et al.,, 2003). Um mesmo protocolo de TFD pode induzir necrose,
apoptose e autofagia ao mesmo tempo, mas um mecanismo pode ser favorecido em
detrimento de outro.

2.3.1 Espécies Reativas de Oxigénio (EROSs)

As EROs possuem um papel ambiguo no cancer: ao mesmo tempo que séo as
principais responsaveis por causar os danos e morte de células tumorais malignas na
TFD, podem favorecer o desenvolvimento da neoplasia maligna ao passo que o
microambiente tumoral, mantido em ambiente &cido, de hipdéxia e associado ao
estresse oxidativo, € alimentado por uma alta producdo de EROs mitocondrial que
podem favorecer a heterogenicidade do cancer aumentando a resisténcia do tumor
(resposta adaptativa ao stress) (SA JUNIOR et al., 2017).

O oxigénio singleto € extremamente reativo e pode danificar sistemas
bioldgicos pela oxidacdo de macromoléculas, como lipideos, acido nucleico e
proteinas. Produtos da oxidacdo por oxigénio singleto ou radicais podem apresentar
diferencas, as quais podem identificar quais reacdes estdo ocorrendo: o oxigénio
singleto tem a tendéncia de induzir a apoptose (NUNEZ; RIBEIRO; GARCEZ, 2013).

A atividade antitumoral da TFD acontece em trés maneiras principais:
citotoxicidade direta nas células tumorais, danos a vasculariza¢ao do tumor e inducéo
de uma resposta imune contra as células tumorais (PETRELLIS et al., 2019).

2.3.2 Acao antitumoral da TFD

A acao antitumoral da TFD envolve trés maneiras principais:

a) Danos diretos nas células tumorais: Induzido pela geracdo de 'Oz (oxigénio
singleto) e espécies reativas de oxigénio (EROSs), levando a morte celular por
necrose ou apoptose. O stress oxidativo modifica a permeabilidade
mitocondrial, podendo levar a ruptura da membrana e liberagcéo de fatores proé-
apoptoticos (FREITAS et al, 2017). A localizagdo intracelular do
fotossensibilizador leva a formacao de agregados que podem induzir a geragao
de diferentes espécies citotoxicas e, portanto, diferentes mecanismos de morte
celular (SEVERINO et al., 2003).
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b) Danos a vascularizacdo do tumor: A TFD pode causar vasoconstricao,
alteracdo na permeabilidade vascular, adesdo leucocitéria, trombose e
hemorragia prejudicando a homeostase. No entanto pode também levar a
hipoxia (a qual possui um papel paradoxal no desenvolvimento do tumor e é
prejudicial a terapia com TFD) (PETRELLIS et al., 2019).

c) Efeitos no sistema imunoldgico: O stress oxidativo ativa a liberacao de diversos
marcadores inflamatérios como fatores de transcricdo (NF-kB e AP-1),
interleucinas ( IL-1q, IL-18, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10), TNF-a, quimiocinas (proteina
inflamatoria 1P-10, quimiocinas derivadas de queratindcitos, proteinas
inflamatoérias de macrofagos MIP-1a e MIP-B, MIP-2), interferons (IFN-a e IFN-
B), COX 2, leucotrienos, tromboxano e prostaglandinas), os quais sao
responsaveis pela ativacdo do sistema complemento, maturacdo de células
dendriticas, recrutamento de macréfagos e células Natural Killer, e infiltracao
neutrofilica no local do tumor. Todos estes eventos contribuem no
desenvolvimento da resposta imune antitumoral pois estimulam o sistema
imune para reconhecer células tumorais malignas em locais isolados
possibilitando que haja uma resposta imune adaptativa para controle da
progressao do tumor a longo prazo (PETRELLIS et al., 2019).

Podem ocorrer basicamente 3 formas de morte celular: por apoptose, por
autofagia ou por necrose. Cada tipo de morte celular apresenta caracteristicas
diferentes que influenciam inclusive nas resposta tecidual a agressédo, conforme
demonstrado na Figura 4:

Figura 4 — Agéo antitumoral da TFD e morte celular
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Fonte: Adaptado de Sun et al., 2020

Quando o farmaco se localiza na mitocondria a tendéncia é que as células
morram por apoptose: a mitocdndria contém uma variedade de proteinas como
citocromo C e fatores indutores de apoptose que quando liberados no citosol ativam
a apoptose. Os fotossensibilizadores podem ser seletivos para a mitocondria quando
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apresentam cargas positivas e lipofilicidade suficiente para atravessar membranas e
séo atraidos pelo ambiente negativo eletroquimico da matriz mitocondrial (BACELLAR
et al., 2015; GABRIELLI et al., 2004). No entanto, a apoptose pode ser dificultada por
alguns farmacos que interferem na abertura dos poros de transi¢céo ou permeabilidade
da mitocondria ou quando a célula expressa em excesso proteinas anti-apoptéticas.

A necrose, por outro lado, geralmente € induzida quando o fotossensibilizador
encontra-se ligado na membrana plasmatica (GABRIELLI et al., 2004; NUNEZ;
RIBEIRO; GARCEZ, 2013). A morte celular por necrose estimularia mais a resposta
imune do que a morte por apoptose. O estimulo imunoldgico poderia gerar eventos
inflamatoérios clinicamente desfavoraveis aos pacientes, porém estimularia o
desenvolvimento de respostas imunes especificas contra os tumores tratados e
promoveria a regulagdo do volume tumoral pela pressdo imunolégica contra 0s
tumores (LONGO, 2008).

Por muito tempo considerou-se a apoptose o melhor mecanismo de morte
programada em TFD devido a sua falta de efeitos colaterais em comparacdo a
necrose, pois esta pode ser indesejavel pelo fato de os danos fotocelulares causarem
a liberacdo de biomoléculas de células mortas ndo programadas no espaco
extracelular e iniciarem uma resposta inflamatéria no tecido ao redor. No entanto
células tumorais malignas podem ser resistentes a apoptose (BACELLAR et al., 2015).

Outro fator importante no sucesso da TFD é a disponibilidade de oxigénio para
as reacdes quimicas que devem ocorrer dentro das células através dos radicais livres.
No entanto tumores sélidos, principalmente em estagio mais avancado, possuem
muitas areas com hipoxia (a alta taxa de replicagdo consome muito oxigénio)
prejudicando a eficacia da TFD. Além disso, o proprio consumo de oxigénio molecular
pela TFD aumenta a hipoxia tumoral e pode levar a falha do tratamento e resisténcia
(SUN et al., 2020).

24 ATFD COM AM

Apesar de seu inicio na industria téxtil, desde a década de 1930 o AM tem
sido utilizado como antidoto de 12 escolha para metemoglobinemia e envenenamento
por cianeto, e desde 1990 auxilia no tratamento de encefalopatia induzida por
ifosfamida e vasoplegia associada a choque séptico (PETRELLIS et al., 2019).

E um corante fenotiazinico, lipofilico, com absorcéo de luz a partir de 630 nm,
tem baixo custo em relacdo a outros fotossensibilizadores e sem efeitos colaterais,
pois € pouco ativado pela luz ambiente e rapidamente eliminado do organismo
(ANDREADIS et al., 2016). Considerado um excelente fotossenbilizador com eficacia
de geracdo de oxigénio singleto em torno de 50% (RODRIGUEZ-CORDOVA et al.,
2019), este fotossensibilizador apresenta cor azulada em um ambiente oxidativo que
se torna mais clara conforme ocorre sua reducdo. Pode ser utilizado topicamente,
reduzindo o efeito colateral de fotoqueimadura e permitindo uma distribuicdo mais
eficiente do agente fotossensibilizador ao tumor (OBSTOY et al., 2016).

Na odontologia 0 AM é muito utilizado na TFD antimicrobiana contra doengas
periodontais, lesdes endoddnticas (tratamento de canal) e no tratamento de infec¢des
como candidose bucal ou causadas pelo virus do herpes simples - HSV (NUNEZ;
RIBEIRO; GARCEZ, 2013).

Suas propriedades também sdo exploradas na terapia antineoplasica por
meio de estudos relacionados a cancer de mama, de pulmé&o, melanoma, cancer de
esbfago inoperavel, cancer cervical, sarcoma de Kaposi e carcinoma de células basais
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(TARDIVO et al.,, 2005; YANG et al.,, 2017). H4 estudos que exploram suas
propriedades no rastreamento de linfonodo sentinela (RAMAMURTHY et al., 2014) e
na deteccdo de tumores gastricos, prostata e de bexiga (RIAZ et al., 2013).

A literatura é escassa sobre estudos de TFD com AM especificamente em
cancer de cabeca e pescoc¢o (KOFLER et al., 2018). No estudo de Obstoy et al. (2016)
a TFD com AM foi testada in vivo por meio do desenvolvimento de tumores “célicos”
em ratos e hamsters e foi capaz de reduzir significantemente o volume das lesdes
cancerizaveis, apresentando caracteristicas de morte celular por necrose.

Sobre a localizagédo na célula ndo ha consenso na literatura. Alguns estudos
apontam que a molécula do AM apresenta carga positiva (Figura 4) e é atraida pelo
potencial negativo das mitocéndrias (NUNEZ; RIBEIRO; GARCEZ, 2013). Segundo
Petrellis et al. (2019), a principal localizac&o intracelular € nessas organelas, pois sua
natureza lipofilica demonstra alta afinidade por membranas celulares facilitando sua
ancoragem e podendo induzir a apoptose. No entanto outros autores afirmam que o
AM se acumula preferencialmente nos lisossomos (GABRIELLI et al., 2004).

Figura 5 — Estrutura molecular do Azul de Metileno

(CH3)oN N(CH3),

Fonte: Adaptado de Severino et al., 2003

O AM tem uma propriedade redutora Unica que existe em equilibrio entre o
estado oxidado na condigdo “dark” e estado reduzido mais claro (leucometileno),
sendo pré oxidante e antioxidante sob diferentes condi¢des. Yang et al. (2017)
afirmam que o AM é um carregador de elétron pela acdo de acelerar a reducéo do
citocromo C na mitocondria isolada. O potencial redox do AM é dependente de pH:
sua reducao € favorecida em pH baixo e a sua habilidade como agente oxidante é
aumentada quando ativado pela luz (RUCK et al., 1997).

O AM pode induzir tanto a formacdo de EROs (mecanismo tipo ) ou oxigénio
singleto (mecanismo tipo Il), e assim sua aplicacdo pode ser estendida para tumores
gue tem éareas de tecido hipoxicas onde os mecanismos tipo Il sdo prejudicados
(RUCK et al., 1997).

Embora diversos autores tenham avaliado o potencial do AM na TFD contra
células tumorais malignas, ndo ha um consenso sobre o melhor protocolo a ser
utilizado no que diz respeito a concentracdo do fotossensibilizador (pode variar de 0.2
a 160 uM) e fonte de luz (a densidade de energia varia de 2.4 a 95 J/cm?), incluindo o
tempo de incubacgé&o do FS e tempo de irradiacdo, conforme observado no Quadro 3.

Especificamente sobre o uso de TFD com AM no tratamento antineoplasico de
carcinoma espinocelular em boca ha pouquissimos relatos na literatura, in vitro e in
vivo. Kofler et al. (2018) investigaram TFD com AM em duas linhagens diferentes:
SCC-25, caracterizada por nao sintetizar p53 (comum em CEC) e Detroit 562,
caracterizada por induzir metastase em ratos. Em seus resultados observou que a
concentracéo de 120 yM com incubagao de 4 min. e exposi¢céo do laser de 660 nm
(350 mw, 95 J/cm?2) em 8 min. obtinha o resultado com maior morte celular. Observou
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também que o tratamento com TFD+AM diminui a capacidade reprodutiva das células
tumorais através de estudos clonogénicos. No entanto, ndo ha relatos na literatura de
estudos de TFD com AM em outras linhagens celulares derivadas de CEC em boca.

Considerando a escassez da literatura e o potencial do uso do AM como
fotossensibilizador na terapia antineoplasica TFD no tratamento de carcinoma
espinocelular em boca, esta pesquisa buscou avaliar os efeitos da TFD com AM em
diferentes concentracbes na viabilidade celular de linhagem celular derivada de
carcinoma espinocelular em boca.



Quadro 3 - Estudos in vitro sobre TFD com AM no tratamento de neoplasias malignas

(Continua)

Autor

Blazquez Castro et al.
(2009)

Freitas et al. (2017)

Guan et al. (2013)

Hosseizadeh; Khorsandi
e Jahanshiri (2017)

Khorsandi; Hosseinzadeh
e Chamani (2020)

Célula

Pam 212 (Queratinécitos
de ratos)
HelLa (Céncer de colo de
Gtero)

SiHa (Carcinoma cervical
com HPV 16)
C-33 A (Carcinoma
cervical sem HPV)
HaCat (Queratindcitos)

UMR106 (Osteossarcoma
de ratos)

MDA — MB- 231
(Adenocarcinoma
mamario)

A375 (Melanoma)
HDF (Fibroblasto)

Azul de Metileno

Concentracéao Tempo de Incubacéao
10°M
10M 60 min.
107 M
19,5 uM 20 min.

Solugéo estoque 3 M
(com PBS)
0-100 pyM

0 pg/mL
10 pg/mL
25 ug/mL
50 pg/mL
75 ug/mL

0 yg/mL
1 pg/mL
5 ug/mL
10 pg/mL
15 pg/mL
25 pyg/mL

60 min.

24 horas

60 min.

Fonte emissora de luz

Modelo

LED

LED

LED

LED

LED

Comprimento de Onda

636 nm

630 Nnm
660 Nnm

630 Nnm

630 nm

660 nm
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(Continuacéo)

Autor

Kofler et al. (2018}

Lim et al. (2013)

Rodriguez-Cérdova et al.

(2019)

Célula

SCC-25 (Carcinoma de
lingua)
Detroit 562 (Carcinoma
de faringe)

A549 (Adenocarcinoma
de pulmao)

BEAS-2B(Células
epiteliais normais de
pulm&o)
H-441(Adenocarcinoma
de pulmao)

Azul de Metileno

Concentracéo Tempo de Incubacéo
0 (glicose 5%) 0 min.
40 uM 2 min.
80 uM 4 min.
120 uM 8 min.
160 puM 10 min.
2 ug/mL 60 min.
0 uM
31 uM
63 uM .
94 uM 180 min.
125 uM

156 uM

Fonte emissora de luz

Modelo Comprimento de Onda
Laser Diodo 660 nm
Laser Diodo 650 nm
Laser 660 nm




Quadro 3 - Estudos in vitro sobre TFD com AM no tratamento de neoplasias malignas

27

(Conclusao)

Azul de Metileno

Autor Célula Concentracéo Tempo de Incubacéao

MCF — 10A
(Linhagem mamaria nédo
cancerigena)

0.2 uM .
Santos, et al. (2017) MCF — 7 2 uM 120 min.
(Adenocarcinoma
. 20 uM
mamario)
MDA — MB- 231
(Adenocarcinoma
mamario)
Santos, et al. (2018) B16F10 (Melanoma) 12.5 pyg/mL 30 min.

Fonte emissora de luz

Modelo Comprimento de Onda
LED 640 nm
Laser Diodo 660 nm

Fonte: A autora




3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da TFD em linhagem celular derivada de CEC (SCC-4)
utilizando diferentes concentracdes de AM.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Avaliar a citotoxidade e incorporacao de diferentes concentragdes do AM em
linhagem SCC-4.

2 Comparar o efeito de citotoxicidade e incorporacdo do AM entre uma linhagem
neoplasica (SCC-4) e uma linhagem celular ndo neoplasica (3T3).

3 Avaliar o efeito da TFD com fotossensibilizador AM nas concentragdes nao
citotoxicas em linhagem celular SCC-4.
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4 MATERIAIS E METODO
4.1 LINHAGENS CELULARES

Foram utilizadas duas linhagens celulares neste estudo: SCC-4 (derivada de
carcinoma espinocelular) e 3T3 (derivada de fibroblastos).

4.1.1 SCC-4 (Linhagem derivada de CEC)

A linhagem celular SCC-4 (ATCC: CRL-1624), derivada de CEC de lingua de
um paciente de 55 anos, foi adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ
— Rio de Janeiro, RJ, Brasil — codigo 0195).

Conforme as orientacdes do fornecedor, as células foram mantidas em
garrafas plasticas proprias para cultivo celular (25 e 75 cm?) em meio de cultura
DMEM/F12 (Hyclone, GE Healthcare ou Vitrocell) suplementado com 10% de soro
fetal bovino, 400 ng/mL de hidrocortisona, 100 Ul/mL de penicilina e 100 mg/mL de
estreptomicina (Hyclone, GE Healthcare). Os frascos foram armazenados em
incubadora a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO:2 e 95% de umidade.

4.1.2 3T3 (Fibroblastos)

A linhagem 3T3, derivada de fibroblastos murinos, foi adquirida do Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ — Rio de Janeiro, RJ, Brasil-cédigo 0017) e foi
mantida em garrafas plasticas proprias para cultivo celular (25 e 75 cm?) em meio de
cultura completo, RPMI (Vitrocell, S&o Paulo, Brasil) suplementado com 10% de soro
fetal bovino, 100 UI/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina (Hyclone, GE
Healthcare). As garrafas foram armazenadas em incubadora a 37°C em atmosfera
contendo 5% de CO2 e 95% de umidade.

4.1.3 Plagueamento celular

Com o objetivo de determinar a melhor confluéncia celular para a linhagem
SCC-4 as seguintes densidades foram distribuidas em uma placa de cultivo de 96
pocos (cada densidade foi avaliada em quadruplicata):
a) 03 x 102 células
b) 05 x102 células
c) 10 x 102 células
d) 15 x 102 células
Apés 24 h deste plaqueamento, através de visualizagdo em microscopio
éptico invertido, determinou-se que a densidade 10x102 células por poco (placa de 96
pocos) apresentou a melhor confluéncia celular para se realizar as demais etapas do
experimento.

4.2 SOLUCOES DE AM
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O AM (Ci6H18N3SCI*3H20, Nuclear), com peso molecular de 373,92, foi
avaliado em concentrac¢des que variaram de 25 pM a 3.200 pM.

Para cada experimento foi preparada uma solucdo-estoque na concentracao
de 27 mM, em que 10 mg de AM foi diluido proporcionalmente em 01 mL de meio
DMEM/F12 sem adicdo de soro fetal bovino, hidrocortisona ou antibiético. A
homogeneizacdo do tubo era realizada em aparelho vortex por 30 segundos e em
seguida realizava-se o preparo das solucdes de tratamento.

Para o grupo de 24 h, o azul de metileno da solugdo estoque foi diluido
proporcionalmente em 01 mL de agua bidestilada. Em seguida, a solucéo foi filtrada
com auxilio de filtro de seringa com poro de 0,22 um para garantir a esterilidade do
experimento e armazenada em congelador.

Apbs obter a solucao estoque, as solugdes de tratamento foram preparadas
individualmente em tubos transparentes de 15 mL. Em cada frasco foi acrescentado
01 mL de meio de cultivo DMEM/F12 (independente do experimento) e o volume da
solucéo-estoque correspondente a concentracao que estava sendo preparada (alguns
valores foram aproximados para a realizagdo do preparo). O volume da solugéo-
estoque correspondente a cada concentracdo a ser preparada foi acrescentada e a
quantidade suficiente de DMEM/F12 (sem soro fetal bovino, hidrocortisona e
antibiotico) para completar o volume de 1 mL como demonstrado na tabela 1.

Tabela 1 - Concentracdes das solugéos de tratamento e volumes correspondentes da solugdo-estoque

Solugéo de tratamento Volume da solugéo DMEM/F12

(UM) estoque (uL) g.s.p

25 0,93 1mL

50 1,87 ImL
100 3,75 ImL
200 7,5 1mL
400 15 1mL
800 30 1mL
1600 60 1mL
3200 120 1mL

Fonte: A autora

A solucdo de tratamento utilizada para o controle foi o meio de cultura
DMEM/F12 sem soro fetal bovino, hidrocortisona e antibiotico.

Os ensaios de citotoxicidade e TFD foram realizados em quadruplicata,
enguanto os ensaios de incorporacéo foram realizados em triplicata e repetidos pelo
menos em 3 ocasides diferentes.

4.3 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

A primeira etapa da pesquisa observou o efeito de citotoxicidade de AM nas
células SCC-4 e 3T3 nas seguintes concentragdes: 0 UM (controle), 25 uM, 50 uM,
100 pM, 200 puM, 400 pM, 800 puM, 1600 uM, 3200 pM.

Apoés 24 h do plagueamento das células SCC-4 em placas de 96 pocos,
removeu-se 0 sobrenadante, acrescentou-se 100 pL da solugcéo de tratamento
correspondente e em seguida a placa foi armazenada em incubadora a 37°C em
atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% de umidade por 30 minutos (tempo de
incubacdo definido apos experimentos prévios) (Figura 6). Ao final do tempo de
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incubacéo a placa foi lavada com meio DMEM/F12 por 3 vezes para ser realizado o
ensaio com MTT (brometo de 3(4,5 dimetiltiazol-2il) -2,5-difenil-tetrazolio).

Fonte: A autora
4.3.1 Ensaio de viabilidade celular (MTT)

Para avaliag&o da viabilidade celular foi utilizado o ensaio de MTT (brometo de
3(4,5 dimetiltiazol-2il) -2,5-difenil-tetrazélio). Este ensaio de viabilidade -celular
consiste na reducdo do sal MTT pelas mitocondrias das células viaveis em um
composto insolivel denominado formazan. As células mortas ou com seu
metabolismo afetado por eventos citotoxicidade tem comprometimento dessas
organelas e ndo conseguem realizar a reducdo do sal da mesma forma que células
viaveis. O reagente MTT apresenta coloracdo amarela e quando é reduzido forma um
composto insolavel de coloracdo purpura cuja absor¢do € mensurada em
espectrofotometro (FREITAS, 2015).

Para realizar o ensaio foi acrescentado 100 pL da solu¢do de MTT (0,5 pg/mL
diluido em DMEM ou RPMI) em cada poco e a placa armazenada em estufa (a 37°C
em atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% de umidade) por 60 minutos pelo menos,
até que a metabolizacdo do MTT pudesse ser observada. Em seguida, removeu-se 0
sobrenadante e foi acrescentado 100 pL de solucdo de DMSO (dimetil sulféxido) ou
alcool isopropilico acido (0,1M HCI) para eluicdo dos cristais de formazan. Apés leve
homogeneizacéo dos pogos, realizou-se a leitura da placa em espectrofotbmetro em
um comprimento de onda de 570 nm.

4.4 ENSAIO DE INCORPORAGCAO DO AM

Com o objetivo de quantificar o azul de metileno incorporado pelas linhagens
celulares testadas foi realizado um ensaio de incorporacdo do AM (SANTOS, 2016).

Apos plaqueamento das células SCC4 conforme descrito no item 4.3.1 e a
incubacdo com AM conforme item 4.2 em diferentes concentragcdes e lavagem como
descrito no ensaio de citotoxicidade, foram adicionados 100 pL de uma solucdo



32

contendo SDS (50 mM) para promover a lise da membrana celular e a liberacédo do
azul de metileno incorporado pelas células. A absorbancia do azul de metileno
incorporado foi medida em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 660 nm.

4.5 AVALIACAO DA TFD COM AM EM CELULAS SCC-4
4.5.1 Aparelho emissor de luz

Com base nas caracteristicas Opticas do azul de metileno e a acessibilidade
por equipes da area da saude em geral, optou-se pelo seguinte aparelho emissor de
luz: o Laser Duo MMoptics Twin Flex Evolution (Figura 7), cujo comprimento de
onda é de 660 nm (vermelho), area da ponteira era de 0,04 cm?, laser condutor
GaAlAs, e cujo protocolo definido para esta pesquisa ap0s experimentos preliminares
foi de 50 mW de poténcia, 6 J de energia por ponto, 120 segundos de tempo de
irradiacdo e densidade de energia de 150 J/cm?2 .

Figura 7 - Aparelho de laser

660N 838, 8] /cmz ‘

18 mld  @2:06 4

Fonte: A autora

4.5.2 Ensaio de Citotoxicidade — Grupos TFD com AM

A terapia fotodindmica com azul de metileno foi avaliada na linhagem SCC-4
em dois grupos diferentes: no grupo 1 (0 h) o ensaio de viabilidade celular foi realizado
imediatamente apds o término da TFD, enquanto no grupo 2 (24 h) este ensaio foi
realizado 24 h apods a realizacdo da TFD. Em ambos os grupos foram avaliados os
seguintes subgrupos:

a. Controle (sem uso de fotossensibilizador e sem aplica¢ao do laser).
b. Laser (sem uso do fotossensibilizador).

c. AM (concentragcdes de 25 uM e 50 uM; sem aplicacéo do laser).

d. TFD (Laser e AM nas concentracdes 25 pM e 50 pM).
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Para diminuir a interferéncia da luz entre os pocos a distribuicdo destes foi
intercalada nas linhas e colunas, e nos pocos vazios foi utilizada uma solucdo de
bloqueio da luz (azul de metileno diluido em agua na concentracao de 27 M). Apoés 24
h do plaqueamento das células em placas de 96 pocos, realizou-se a remocéao do
sobrenadante e acrescentou-se 100 pL da solucado de tratamento correspondente por
30 minutos, tanto para o grupo 1 como para o0 grupo 2.

Ao final do tempo de incubacgéo, cada subgrupo do grupo 1 recebeu o seguinte
tratamento:

a. Laser: os pocos foram irradiados por 02 min com a densidade de energia de
150 J/cm? e, em seguida, o sobrenadante foi removido, os pocos foram lavados
por 03 vezes com meio DMEM e acrescentou-se 100 uL da solugcéo de MTT.

b. AM: o sobrenadante foi removido, os pocos foram lavados por 03 vezes com
meio DMEM e acrescentou-se 100 uL da solucéo de MTT.

c. TFD: os pogos foram irradiados por 02 min com a densidade de energia 150
J/icm2 e, em seguida, o sobrenadante foi removido, os poc¢os foram lavados por
03 vezes com meio DMEM e acrescentou-se 100 uL da solu¢do de MTT.

A placa foi armazenada por 60 min ou até a metabolizacdo do MTT em estufa
e o protocolo de citotoxicidade foi realizado segundo o 4.3.1.

O grupo 2 recebeu tratamento semelhante em fluxo laminar, no entanto, ao
término do tratamento de cada subgrupo a solucao de tratamento foi substituida
por 100 uL de meio de cultivo completo e a placa armazenada em incubadora
(37°C em atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% de umidade) por 24 h. No dia
seguinte, realizou-se a lavagem de todos os pocos por 03 vezes com meio DMEM
e foi acrescentado 100 uL da solucdo de MTT em cada poco por pelo menos 60
min. Apos o tempo determinado para o ensaio de MTT, realizou-se a eluicdo dos
cristais de formazan e leitura da placa em espectrofotdmetro conforme item 4.3.1.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram tabulados no programa Microsoft Excel Versao
2008 e submetidos a analise estatistica no programa GraphPad Prisma 8.4.2. Apos a
realizacdo do teste de normalidade, os experimentos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA de uma via e de duas vias) com o pdés teste de Tukey. Adotou-se 0
nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE E INCORPORACAO DE DIFERENTES
CONCENTRACOES DE AM NA LINHAGEM CELULAR SCC-4

O AM afetou a viabilidade celular das células SCC-4 a partir da concentragcao
de 200 uM (p<0,05), mas apresentou potencial citotoxico (segundo normativa 1SO)
apenas em concentracdes proximas a 800 uM. As concentracdes de 25 uM, 50 uM e
100 uM foram as que menos afetaram a viabilidade celular (Gréfico 1).

Graéfico 1 — Avaliacao da viabilidade celular da linhagem SCC-4 apds 30 minutos de incubacdo com AM
(concentracBes de 25 UM até 3.200 uM)
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Nota: Cada barra representa a média e desvio padrdo de pelo menos 03 experimentos distintos.
*  p<0,05 em relagdo ao controle (Teste Anova de uma via e pOs teste de Tukey).
Fonte: A autora

A média e o desvio padrao de incorporacao da concentracdo do AM foi de 0,6
UM para a concentracdo de 25 uM. Para a concentracao de 50 uM, a média foi de 2,1
e o desvio padréo de 1,7 uM (Tabela 2).

Tabela 2: Média e desvio padrdo da incorporacdo de azul de metileno em diferentes concentracdes
pelas células SCC-4

Concentracéo (uM) Média de incorporagao da
concentracéo (Desvio padréo)

25 0,6 (0,6)

50 2,1(1,7)

100 11,4 (9,4)

200 19,5 (12)

400 19,4 (20,8)

800 40,9 (25,6)

1600 48,3 (28,2)

3200 52,7 (29,1)

Fonte: A autora
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O grau de incorporacdo do AM pelas células SCC-4 também foi observado
diretamente através de visualiza¢cdo em microscoépio invertido a partir da concentracéo
de 100 uM (fotomontagem e na fotomicrografia da placa apos a incubacdo com AM e
lavagem com meio DMEM) (Figuras 8 e 9). A coloragdo azulada do AM é dificil de ser
observada macroscopicamente e microscopicamente em concentracdes abaixo de
100 pM.

Figura 8 — Incorporacgéo do Azul de Metileno pelas células SCC-4 (aspecto macroscopico)

Controle 100puM  200uM 400 UM 800 UM 1600 UM 3200 uM

Nota: Fotomacrografia dos pogos de cultivo celular apds experimento de incorporagdo com AM.
Fonte: A autora
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Figura 9 — Incorporacéo do Azul de Metileno pelas células SCC-4 (aspecto microscépico)

AR

incorporagdo com AM.
Fonte: A autora



37

5.2 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE E INCORPORACAO DE DIFERENTES
CONCENTRACOES DE AM NA LINHAGEM CELULAR 3T3

O AM afetou a viabilidade celular das células 3T a partir da concentracdo de
100 uM (p<0,05). Também a partir desta concentracdo apresentou potencial citotdxico
(58%). Apenas as concentracfes de 25 uM e 50 uM néo afetaram significativamente
a viabilidade celular (Gréfico 2).

Gréfico 2 — Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem 3T3 ap6s 30 minutos de incubacdo com AM
(concentracg6es de 25 pM até 3.200 uM)
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Nota: Cada barra representa a média e o desvio padrdo de pelo menos 03 experimentos distintos.
* p<0,05 em relacdo ao controle (Teste Anova de uma via e pés teste de Tukey).
Fonte: A autora

As células da linhagem 3T3 demonstraram menor capacidade de incorporar o
AM em comparacdo com as células da linhagem SCC-4 nas concentragfes de 25 e
50 uM (n&o citotoxicas para esta linhagem). A incorporacdo do AM nas concentracfes
maiores que 100 uM também foram menores, mas séo dificeis de avaliar devido a
intensa citotoxicidade induzida pelo AM, a qual pode explicar a intensa variagao
representada pelo grande desvio padrao (Tabela 3).

Tabela 3: Média e desvio padrdo da incorporacdo de azul de metileno em diferentes concentracdes
pelas células 3T3

Concentracéo (uM) Média de incorporagao da
concentracdo (Desvio padréo)

25 0 (0)

50 0 (0)

100 6,4 (11)

200 5,5 (9,6)

400 57(9.9)

800 8,7 (15)

1600 9 (15,5)

3200 12,8 (22,1)

Fonte: A autora
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5.3 COMPARACAO DA CITOTOXICIDADE E INCORPORACAO DO AM ENTRE AS
LINHAGENS SCC-4 E 3T3

A citotoxicidade foi semelhante para as duas linhagens até a concentragao de
50 pM. A partir de 100 uM a linhagem 3T3 (58%) apresentou maior sensibilidade a
acao do azul de metileno que a linhagem SCC-4 (p<0,0001) (Gréfico 3).

Gréfico 3 — Diferengas na viabilidade celular da linhagem 3T3 e SCC-4 apos exposi¢do ao AM por 30
minutos (concentracdes de 25 uM até 3.200 uM)
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Nota: Média e desvio padrédo de pelo menos 03 experimentos distintos. *p<0,0001 (Teste de Anova de
duas vias)
Fonte: A autora

Na avaliacdo do grau de incorporacao do AM, foi observada maior quantidade
de corante incorporado pela linhagem neoplasica do que pela linhagem néo
neoplasica. Nas concentracbes de 25 e 50 uM o valor de AM incorporado pelos
fibroblastos ficou proximo a zero (Grafico 4).

Gréfico 4 — Diferengas no grau de incorporagdo do AM pela linhagem 3T3 e SCC-4 apds exposi¢édo 30
minutos (concentracdes de 25 pM até 3.200 uM)
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Nota: Média e desvio padréo de pelo menos 02 experimentos distintos.
Fonte: A autora
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5.4 EFEITO DA TFD NA LINHAGEM CELULAR SCC-4

O efeito da TFD na linhagem SCC-4 foi avaliado nas concentracdes de 25 e 50
UM em dois momentos distintos: no grupo 1, a viabilidade celular foi avaliada logo ao
término do tratamento e no grupo 2, 24 h apoés a finalizagdo do tratamento.

No grupo 1 os subgrupos laser, TFD 25 e TFD 50 alteraram a viabilidade
significativamente em relagdo ao controle, no entanto, sem apresentar citotoxicidade
(viabilidade abaixo de 70%). Apos 24 h, no entanto, todos os subgrupos apresentaram
diferenca estatistica em relacdo ao controle (p<0,05). Neste grupo (2) os tratamentos
de AM 50, TFD 25 e TFD 50 foram considerados citotéxicos (Grafico 5).

Gréfico 5 - Viabilidade celular da linhagem SCC-4 apés tratamento com laser, TFD e AM nas
concentracdes de 25 e 50uM em 2 grupos diferentes
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Nota: Cada barra representa a média e desvio padrao de pelo menos 03 experimentos independentes.

* p<0,05 em relagdo ao controle (Teste Anova de uma via e pos teste de Tukey).
Fonte: A autora

Em todos os subgrupos ndo houve diferenca estatistica no que se refere a
diferenga na concentragdo (25 ou 50 uM), mas foi observada diferenca estatistica
(p<0,0001) entre os tratamentos (TFD e AM) dentro do mesmo grupo (1 ou 2),
inclusive na mesma concentracao (ex. AM 25 x TFD 25) (Tabela 4).

Tabela 4: Viabilidade celular das células SCC-4 apés tratamento com TFD ou AM utilizando a mesma
concentracdo de AM nos grupos 1 e 2

Grupo 1 Grupo 2
Média (desvio Valor de p Média (desvio Valor de p
padréo) padréo)
AM 25 uM 95,91 (13,01) 71,72 (11,96)
TED 25 uM 75.91 (6,629) <0,0001 47.19 (6.978) <0,0001
AM 50 uM 102,3 (5,278) 67,61 (12,25)
TED 50 uM 95,91 (13,01) <0,0001 40,40 (4,690) <0,0001

Fonte: A autora

Foi observada diferenca estatistica entre os subgrupos de TFD e AM do grupo
1 e seus correspondentes no grupo 2, em que na avaliacdo pés 24 horas todos os
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subgrupos apresentaram queda na viabilidade celular (Grafico 6). O percentual de
reducdo na viabilidade celular apds 24 horas e valor de p para os 4 subgrupos podem

ser observados na tabela 5.

Grafico 6 — Diferencas na viabilidade celular entre os subgrupos correspondentes de cada grupo 1 (0

h) e grupo 2 (24 h)
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Nota: Cada barra representa a média e desvio padrdo de pelo menos 03 experimentos distintos.
* p<0,05 em relacdo ao controle (Teste Anova de uma via e pés teste de Tukey).

Fonte: A autora

Tabela 5: Viabilidade celular das células SCC-4 apds tratamento com TFD ou AM utilizando
diferentes concentracfes de AM nos grupos 1 e 2

Reducéo na viabilidade

Subgrupo Grupo 1 Grupo 2 celular ap6s 24 horas Valor de p
AM 25 98,6% 71,7% 27,3% <0,0001
AM 50 102,1% 67,6% 33,8% <0,0001
TFD 25 75,9% 47,2% 37,9% <0,0001
TFD 50 71,9% 40,4% 43,8% <0,0001

Fonte: A autora
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6 DISCUSSAO

A TFD causa danos celulares por meio da interagao entre fotossensibilizador,
luz e oxigénio através da producédo de EROs como radicais hidroxila (OH") e o oxigénio
singleto (NUNEZ, 2007). A toxicidade da TFD com AM é fortemente associada com a
producdo de oxigénio singleto (WAINWRIGHT; CROSSLEY, 2002), mas o tipo de
reacdo que ocorre pode variar em funcdo da quantidade de oxigénio e outras
moléculas disponiveis no meio.

Na literatura foram encontrados resultados positivos do uso da TFD com AM
no tratamento de diversos tipos de tumores como sarcoma de Kaposi, carcinoma
esofagico e cancer superficial de bexiga (GUAN et al., 2014; SILVA et al., 2018),
cancer de mama (HOSSEIZADEH; KHORSANDI; JAHANSHIRI, 2017; SANTOS et
al., 2017), cancer cervical (BLAZQUEZ-CASTRO et al., 2009; FREITAS et al., 2017),
osteossarcoma (GUAN et al., 2013), melanoma (KHORSANDI; HOSSEIZADEH,;
CHOMANI, 2020), cancer de pulméo (LIM et al., 2013; RODRIGUEZ-CORDOVA et
al., 2013), e cancer de boca e de faringe (KOFLER et al., 2018). Além disso, hé relatos
de estudos em que células resistentes a alguns quimioterapicos foram suscetiveis a
mistura de drogas padrdo como doxorrubicina com corantes como azul de metileno
(WAINWRIGHT, 2005). Na maior parte dos relatos a TFD com AM é utilizada em
tumores localizados e de facil acesso, ainda que sejam inoperaveis (WAINWRIGHT
et al., 1997; RICE; WAINWRIGHT; PHOENIX, 2000).

Este fotossensibilizador também apresenta sob certas condigbes a dark
toxicidade: efeitos citotoxicos como producédo de EROs (por exemplo H202) e inibicdo
de enzimas (como Oxido nitrico sintase, guanilato ciclase solavel e
monoaminaoxidase) que ocorrem mesmo na auséncia de luz (TACAL et al., 2021).
Este fenbmeno pode ocorrer devido ao processo de oxidacdo espontanea por
moléculas como citocromo ¢ da forma leucometileno, que por sua vez foi reduzida
através agentes redutores biolégicos como NAD(P)H (WONDRAK, 2007; IONG et al.,
2017).

Em nosso estudo o efeito da dark toxicidade em células SCC-4 foi observado
em concentracoes a partir de 800 uM em que a viabilidade celular ficou abaixo de 70%
(ISO, 2009). Kofler et al. (2018), cujo estudo avaliou os efeitos do AM e da TFD com
AM em células derivadas de carcinoma espinocelular de lingua (SCC-25), observaram
efeitos de dark toxicidade do AM na concentracdo de 160 uM apéds incubacao de 08
minutos (viabilidade celular maxima de 34%). Para a mesma faixa de concentracéo
(100 e 200 pM) e com maior tempo de incubacgéo (30 minutos) em nosso estudo o AM
pouco afetou a viabilidade celular, a qual permaneceu entre 90 e 80%. O momento de
avaliacdo da viabilidade celular pode justificar esta diferenca, pois as reacdes de
oxidacdo-reducdo e seus consequentes danos celulares possivelmente continuam
ocorrendo dentro das células mesmo apos a remocdo do fotossensibilizador.
Enquanto Kofler et al. (2018) avaliaram a viabilidade celular 96 h apds o experimento,
nosso estudo realizou o teste de MTT imediatamente apos o periodo de incubacéo do
AM. No experimento em que o teste de MTT foi realizado 24 h ap0s os tratamentos
foi observada uma diferenca de 30,55% (média) no decaimento da viabilidade celular
NosS grupos expostos apenas ao corante em relacdo ao grupo de 0 h. O estudo de
Santos et al. (2017) apresentou dark toxicidade com AM em linhagens mamaéarias
(malignas e ndo-maligna) até 08 h apds a exposicao por 02 h na concentracdo de 20
UM. E certo que os efeitos da dark toxicidade do AM podem variar em funcdo da
concentracdo do fotossensibilizador, solvente, tipo de célula, tempo de exposicéo e
tempo de avaliagao da viabilidade celular (NUNEZ, 2007).
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Na maior parte dos tecidos nédo ha relatos de toxicidade local relacionada ao
AM (WAINWRIGHT; CROSSLEY, 2002) e 0 AM é um fotossensibilizador considerado
bastante seguro e com poucos efeitos colaterais, especialmente quando aplicado
topicamente (LINK et al., 1998; RINDADE et al., 2000). Nesta pesquisa, entretanto, foi
observada uma tendéncia de queda na viabilidade celular muito mais acentuada para
a linhagem 3T3 (fibroblastos) do que a linhagem SCC-4 (derivada de CECQC),
especialmente em concentracfes acima de 50 uM. Resultados semelhantes foram
encontrados no estudo de Rindade et al. (2000), o qual demonstrou que células
neoplasicas (euritroleucémicas) foram mais resistentes ao efeito citotoxico do AM do
que células derivadas de tecido saudavel de rim para concentracdo de 2,7 M. Por
outro lado, o grupo observou que a citotoxicidade do AM foi maior para células
neoplasicas derivadas do sangue do que células normais para concentracfes abaixo
de 1.350 pM, mas acima desta concentracdo ndo houve diferenca estatistica
(KIRSZBERG; RUMJANEK; CAPELLA, 2005).

A citotoxicidade do AM em células saudaveis é dose-dependente: estudos que
ndo encontraram efeitos citotéxicos do AM em fibroblastos utilizaram concentracdes
menores que 20 uM (YANG et al., 2017), enquanto em nosso experimento a menor
concentragéo utilizada foi 25 pM. De fato, embora a linhagem de fibroblasto tenha sido
muito mais suscetivel aos danos causados pelo AM no geral, nas menores
concentragdes (25 e 50 pM) a viabilidade das células 3T3 nédo foi afetada de forma
significativa. Nos experimentos in vitro de Lamarque et al. (2020) também né&o foi
observada citotoxicidade em fibroblastos derivados de ratos expostos a baixas
concentracfes de AM em até 06 horas ap0s o tratamento. No entanto, foi observado
que o aumento da citotoxicidade estava diretamente associado ao aumento da
concentracdo. Outras pesquisas demonstram que células derivadas de melanoma
(G361) foram mais afetadas pelo uso de AM em baixas concentracées quando
comparadas as células ndo-neoplasicas de pele (Hs27) e fibroblastos (WONDRAK,
2007).

Os efeitos citotdxicos do AM estédo bastante associados com a concentracdo
utilizada: altas concentracfes tendem a gerar um estresse oxidativo maior nas células
e causam mais danos celulares, e apesar de este efeito ser desejavel no tratamento
antineoplasico, ndo é adequado para os tecidos saudaveis pelo risco de efeitos
colaterais. O desafio é encontrar uma dose de concentracdo que tenha o maior
potencial em TFD contra o tumor ao mesmo tempo que nao afete o tecido saudavel
ao redor do tumor. Neste contexto, em nosso experimento as duas concentracdes
mais seguras para o uso em SCC-4 e 3T3 foram as de 25 e 50 uM.

Outro fato a ser considerado € que a aparente resisténcia das células SCC-4
neste experimento pode ser devido a caracteristicas genéticas especificas da
linhagem celular que as conferem maior resisténcia a diversos mecanismos que
induzem a morte celular, razdo pela qual muitas terapias acabam falhando na
eliminacao destas células. A linhagem SCC-4 foi isolada em 1981 nos EUA de um
homem de 55 anos de idade que realizou tratamento com radioterapia e metotrexato
por 16 meses para um cancer de lingua por 16 meses antes de se obter a amostra
para cultivo celular (RHEINWALD; BECKETT, 1981), o que caracteriza um tumor
resistente a terapias antineoplasicas empregadas (radioterapia e metotrexato).

Em solucdo o AM apresenta caracteristicas hidrofilicas, e a partir do momento
gue entra em contato com a célula pode ser reduzido a forma leucometileno que
possui carga neutra, € mais lipofilica e por isso consegue atravessar a membrana
celular com maior facilidade (NUNEZ, 2007; BLAZQUEZ-CASTRO et al., 2008). O
leucometileno absorve luz apenas em comprimentos de onda da faixa ultravioleta e,
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portanto, ndo é atil na TFD em que a maior parte das fontes de luz encontra-se na
janela terapéutica fora desta regidao (WAINWRIGHT et al., 1997). Ainda assim em
condicbes fisiolégicas esta forma reduzida do AM pode sofrer auto oxidagéo
espontanea e gerar EROs que causam danos celulares (WONDRAK, 2007). Embora
nao seja Util para a TFD proposta neste experimento, o AM incorporado como
leucometileno pode ter afetado a viabilidade celular dos grupos onde utilizou-se
somente o AM em diferentes concentracfes. Embora ndo seja interessante para a
TFD a presenga do leucometileno, se esta for a forma mais prevalente em tecidos
saudaveis do que em tecidos tumorais o risco de toxicidade sera menor
(WAINWRIGHT et al., 1997).

E importante ressaltar que ndo foi possivel identificar a quantidade de AM
presente na forma leucometileno (incolor), pois o ensaio de incorporacdo utilizado
nesta pesquisa busca quantificar o AM incorporado pela célula na forma oxidada que
€ absorvida nos comprimentos de onda acima de 620 nm (o qual foi utilizado no
espectrofotdometro), e mais estudos sdo necessarios para investigar os efeitos do
leucometileno sobre a viabilidade celular.

Apesar da dificuldade de visualizar a incorporacdo do AM pelas linhagens
SCC-4 e 3T3 na metodologia utilizada neste estudo, foi possivel observar que mesmo
em baixas concentracdes as células neoplasicas foram muito mais suscetiveis a
incorporacdo do AM do que as células saudaveis.

Nas concentracbes acima de 100 pM esta diferenca observada no
comportamento das células, pode estar relacionada a resisténcia das células
neoplasicas a toxicidade do AM; uma vez que, a linhagem 3T3 apresentou menor
viabilidade celular do que SCC-4. Isso pode ser devido ao fato do maior nimero de
células mortas na linhagem de fibroblasto em comparacédo a SCC-4, o que poderia
impactar na incorporacao do fotossensibilizador.

Entretanto, mesmo nas menores concentragdes (25 e 50 uM) a incorporacéo
do corante pelas células neoplasicas foi maior do que na linhagem nao-neoplasica.
Este resultado vai de encontro a literatura que afirma que o corante fenotiazinico tem
uma tendéncia a se ligar melhor a tecidos tumorais do que tecidos saudaveis (PENG
et al., 1993). Por sua afinidade com tecidos tumorais o0 AM também é utilizado como
marcador visual tumoral para diagnéstico, cirurgia e rastreamento de linfonodo
sentinela (KIRSZBERG; RUMJANEK; CAPELLA, 2005). Kwiatkowski et al., 2018
sugerem que a presenca de LDL nas células tumorais malignas pode ser um fator de
afinidade para moléculas fotossensibilizadoras, especialmente como o AM, as quais
tem comportamento lipofilico no meio celular. Da mesma maneira, o potencial elétrico
das células pode afetar essa ligacéo, onde o potencial de membrana citoplasmatica
levemente negativo até a membrana mitocondrial interna altamente negativa
apresentam uma afinidade melhor para fotossensibilizadores carregados
positivamente, como o AM (SER et al., 2020).

Apos identificar as concentracbes de AM que menos afetaram a viabilidade
celular de uma linhagem nao-neoplasica, e, portanto, apresentariam maior seguranca
para experimentos futuros in vivo, os experimentos com TFD foram realizados com as
concentracdes de 25 e 50 uM na linhagem SCC-4.

Na avaliagcdo imediatamente apds o uso do laser ou da TFD foi possivel
observar diferenca significativa nos grupos tratados com laser, TFD 25 e TFD 50,
guando comparado ao aos grupos tratados apenas com o fotossensibilizador. Estes
resultados demonstram que a associagdo do laser com o fotossensibilizador ja
interfere na viabilidade celular em comparacao ao controle e ao uso do AM sozinho.
Kofler et al. (2018) ndo encontraram diferenga estatistica nas células tratadas apenas
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com o laser mesmo apds a exposicdo por 15 minutos, ao contrario de nossos
experimentos, cuja viabilidade celular foi afetada, mesmo com um tempo menor de
exposicao (02 minutos). Outra diferenca em relacao ao estudo de Kofler et al. (2018)
a densidade de energia utilizada foi de 95 J/cm?, nosso grupo utilizou 150 J/cm?.

O uso do laser de baixa poténcia pode ter efeitos distintos sobre as células. A
energia da luz quando aplicada sobre a matéria interage com os elétrons e produz
diferentes efeitos bioldgicos. Em estudo com células hepaticas de ratos, o laser de
baixa poténcia induziu um aumento no estresse oxidativo que estimulou resposta
inflamatoria e reparo tecidual (MUMIC et al., 2016). Mas em altas doses de energia o
laser pode gerar efeitos inibitérios que diminuem a proliferacdo celular ou levam a
morte celular. Células de adenocarcinoma de colon de utero (HelLa) irradiadas com
densidade de energia até 15 J/cm? apresentaram proliferacdo celular, enquanto a
densidade de energia de 50 J/cm? diminuiu a viabilidade celular (SILVA et al., 2019).
Assim, os efeitos da fotobiomodulacdo com laser de baixa poténcia podem estimular
ou inibir o crescimento celular dependendo da linhagem celular, comprimento de onda,
densidade de energia, tempo de aplicacéo no tecido e tempo de avaliagéo.

Além do grupo de laser, todos os outros grupos apresentaram diferenca
estatistica em relacdo ao controle nos experimentos avaliados 24 horas ap0s
tratamento, incluindo os que foram tratados apenas com AM, mas somente foram
considerados citotoxicos os grupos de TFD 25, TFD 50 e AM 50 (ISO, 2009). Portanto,
a acao do laser potencializa o efeito citotoxico do AM. Por outro lado, nédo foi
encontrada diferenca significante entre as concentragbes de AM (25 e 50 pM) em
relacdo os diferentes tempos em que foi verificada a viabilidade celular.

Concentracdes maiores do que 10° M tendem a agregar e formar dimeros,
moléculas cuja absorcdo da luz ocorre em uma faixa um pouco menor daquela
utilizada neste estudo (em torno de 610-633 nm) e que podem também servir como
um escudo 6ptico para as mondmeros, prejudicando a eficacia da TFD (BLAZQUEZ-
CASTRO et al., 2018). Neste sentido, concentragcdes menores sdo mais desejaveis
por sua maior eficiéncia na TFD (NUNEZ, 2007).

Para experimentos futuros € interessante optar por utilizar a concentracao de
25 puM, posto que os resultados obtidos por esta concentracao foram semelhantes aos
obtidos com 50 uM e quanto menor a concentracao possivelmente menor sera o efeito
nas linhagens ndo neoplésicas, como demonstrado nos experimentos em que se
utilizou fibroblastos murinos (3T3). No estudo de Santos et al. (2017) foi observado
que concentracdes menores de AM pouco afetaram as células da linhagem normal na
TFD e ainda causaram morte celular expressiva nas linhagens malignas. Como em
nosso estudo nao foi avaliado o efeito da TFD sobre a linhagem 3T3 néo é possivel
afirmar qual seria o efeito da TFD com AM nestas condi¢cdes. Assim, sugere-se novos
estudos de TFD com AM em células derivadas de fibroblastos nas concentracfes de
25 e 50 uM.

Outro fator a ser considerado em estudos futuros € o tempo de avaliagdo pos
tratamento, pois quanto mais formas oxidadas e instaveis (devido a transferéncia de
energia da luz, por exemplo, como na TFD) presentes, maior sera a quantidade de
EROs formadas e maior seré o estresse oxidativo que a célula ira sofrer. A avaliacdo
em tempos maiores apos o tratamento pode demonstrar uma melhor compreensao da
influéncia do tempo sobre os efeitos da TFD na viabilidade celular de células SCC-4.

Dentre as limitacdes de nosso estudo, ndo foi possivel identificar qual a
principal organela de afinidade do AM na linhagem SCC-4, bem como o principal
processo de morte celular envolvido. Ndo ha um consenso na literatura sobre a
localizacéo intracelular do AM, seja em mitocéndria ou lisossomos, assim como nao
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ha consenso sobre a principal via de morte celular induzida pela TFD com AM, seja
apoptose ou necrose. Em diversas linhagens celulares foi observada morte celular por
apoptose (WONDRAK, 2007; LIM et al., 2013), sendo este o tipo de morte celular mais
desejado no processo da TFD. Em contrapartida, o grupo de Santos et al. (2017)
identificou uma maior presenca de sinalizadores de necrose na morte celular induzida
por TFD com AM em linhagens celulares derivadas de céancer de mama. ldentificar a
localizac&o intracelular do AM bem como entender os mecanismos que levam a morte
celular pode favorecer no desenvolvimento de novos protocolos ou mesmo novas
abordagens como o uso de moléculas e nanoparticulas conjugadas com o AM para
potencializar a TFD (SER et al., 2020). Neste sentido, a literatura descreve também o
comportamento de derivados de azul de metileno. A eficacia da TFD com AM pode
ser melhorada com a adi¢do de um grupo metil na molécula de AM, diminuindo a taxa
da forma reduzida da molécula dentro da célula (ICE et al., 1998). Wainwright (2005)
também descreveu que derivados de azul de metileno exibem efeitos citotoxicos em
cultura muito melhores devido a combinacao de lipofilicidade e diminuicdo da forma
reduzida.

E interessante ressaltar que a maior parte das EROs sdo liberadas na
mitocondria por causa dos processos de metabolismo celular. A mitocondria de
células tumorais malignas, no entanto, esta alterada e mutagdes no DNA podem levar
a uma superproducao de EROs, que por sua vez podem também estimular oncogenes
e favorecer o processo neoplasico. Neste sentido, terapias que modulem a producéo
de EROs e sistemas antioxidantes séo interessantes no tratamento antineoplasico
(YANG et al, 2016). O AM é considerado um excelente gerador de EROs,
especialmente oxigénio singleto, e embora seja dificil detectar a producdo de EROs
em sistemas biolégicos devido as quantidades dessas espécies serem muito baixas e
as reacOes ocorrerem de forma muito rapida, alguns métodos indiretos podem ser
utiizados para estimar essa producdo como o0s espectrofotométricos e
cromatométricos que medem a atividade enzimatica (SOD, catalase, GSH-Px e GSH-
Rd) e/ou a concentracao de tripeptideos (GSH, GSSG) e aldeidos (MDA) (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997). Para estudos futuros, a quantificacdo dessas EROs,
especialmente do oxigénio singleto, sera importante para melhor entendimento da
acado da TFD com AM em células SCC-4.

Dos estudos in vitro encontrados até o momento apenas o estudo de Kofler et
al. (2018) foi realizado em linhagem derivada de carcinoma espinocelular de boca
(SCC-25), o qual apresentou resultados promissores especialmente sobre a
capacidade desta terapia de impedir a reproducao das células tumorais malignas.

Nosso estudo demonstrou que a TFD com AM pode ser uma alternativa eficaz
no tratamento antineoplasico de carcinoma espinocelular derivado de lingua, assim
como o estudo de Kofler et al. (2018). Porém, considerando a complexidade do
microambiente tumoral e caracteristicas genéticas da linhagem SCC-4, estudos sobre
a localizacdo do AM, evidéncias de morte celular e quantificacdo de oxigénio singleto
ou EROs séo necessarios para a definicdo de melhores protocolos para estudos in
vitro e in vivo. A melhor compreensdo do efeito da TFD em células de natureza
neoplasica, podem contribuir para o desenvolvimento de novas tecnologias que
auxiliem o fotossensibilizador na ligagdo com as organelas celulares e na producao
de EROs, atingindo de forma mais eficiente a morte celular das células tumorais.
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7 CONCLUSAO

O AM alterou a viabilidade celular de células SCC-4 a partir da concentracao
de 200 uM, mas foi considerado citotoxico (viabilidade menor que 70%) apenas a partir
de 800 pM.

Na comparacéo entre as linhagens, o AM apresentou maior citotoxicidade para
a linhagem 3T3 (a partir de 100 uM). No entanto, a incorporagéo do fotossensibilizador
foi maior para a linhagem neoplasica, sendo praticamente nula para a linhagem de
fibroblasto nas concentragdes de 25 e 50 M.

Entre os grupos tratados com laser, somente fotossensibilizador e TFD, o
grupo de TFD foi o que causou maior queda na viabilidade celular nas células SCC-4
nas concentracdes de 25 e 50 uM quando irradiadas com laser de 660 nm por 02
minutos e dose de 150 J/cm? (poténcia de 50mW e area de irradiacdo de 0,04cm?).

Diante dos dados apresentados € possivel concluir que que a TFD com AM
nas concentracdes de 25 e 50 puM afetam negativamente a viabilidade celular de
células derivadas de carcinoma espinocelular de lingua (SCC-4).
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