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RESUMO

A Terapia Fotodinamica (PDT) pode ser uma alternativa para o tratamento das
desordens orais potencialmente malignas ou nos casos de carcinoma espinocelular
em estagios iniciais. Os fotossensibilizadores com menor custo poderiam ser
desenvolvidos e testados; dentre eles, o Azul de Metileno. O objetivo da pesquisa foi
avaliar in vitro a agéo da Terapia Fotodinamica utilizando o Azul de Metileno na forma
de gel, em linhagem de célula derivada de carcinoma espinocelular de boca (SCC-4).
O gel de Azul de Metileno foi desenvolvido em concentragao preestabelecida e com
pH 6. Apds o preparo do gel base foram realizados testes de incorporacdo e
citotoxicidade do gel com Azul de Metileno em concentra¢des que variam de 25um a
400um. A viabilidade celular foi determinada através de experimentos com
dimetiltiazoldifeniltetrazolium (MTT), buscando verificar a eficacia do gel. Com base
nos dados obtidos, conclui-se que a PDT com gel de AM induz uma diminuicdo na
viabilidade celular de células SCC-4 passados 30 minutos de exposicdo, porém sem
apresentar citotoxicidade.

Palavras-chave: Neoplasias bucais. Azul de metileno. Fotoquimioterapia. Carcinoma
espinocelular de boca. SCC-4. 3T3.



ABSTRACT

Photodynamic Therapy (PDT) could be an alternative for the treatment of potentially
malignant oral disease or for early-stage squamous cell carcinoma. Less costly
photosensitizers could be developed and tested, including methylene blue. The aim of
this research was to investigate in vitro the effect of photodynamic therapy using
methylene blue as a gel in a cell line derived from oral squamous cell carcinoma (SCC-
4). The methylene blue gel was developed at a predetermined concentration and pH
of 6. After preparation of the base gel, incorporation and cytotoxicity tests of the gel
were performed with methylene blue at concentrations ranging from 25um to 400um.
Cell viability was determined by experiments with dimethyltiazoldiphenyltetrazolium
(MTT) to verify the efficacy of the gel. Based on the data obtained, we conclude that
PDT with AM gel causes a decrease in cell viability of SCC-4 cells after 30 minutes of
exposure, but without cytotoxicity.

Keywords: Oral Cancer. Squamous Cell Carcinoma. Methylene Blue.
Photochemotherapy. antineoplastic agent.
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1 INTRODUCAO

O Instituto Nacional de Céancer (INCA) estima que para cada ano do triénio
2020/2022 sejam diagnosticados, no Brasil, 15.190 novos casos de cancer em boca
e orofaringe, sendo 11.180 casos em homens e 4.010 em mulheres. A idade média
da maioria dos diagnosticadas com cancer em boca e orofaringe € de 63 anos,
podendo ocorrer em pessoas mais jovens. Aproximadamente um quarto dos casos

ocorre em pessoas com menos de 55 anos (INCA, 2021).

O histérico de tabagismo e etilismo estdo presentes na maioria dos pacientes
diagnosticados, tornando-os importantes fatores associados ao desenvolvimento do

carcinoma espinocelular em boca e orofaringe (HARRIS et al., 2010).

Geralmente, o tratamento do cancer em boca e orofaringe envolve cirurgia
oncologica, radioterapia e quimioterapia, sozinhos ou em associa¢do. A maioria dos
doentes sdo identificados em estagios tardios, o que leva ao comprometimento na
sobrevida e aumento do sofrimento, pois a resseccao cirargica extensa pode levar a
desfiguracéo fisica e funcao oral limitada, causando o insucesso do tratamento em
muitos casos (HONORATO et al. 2009; ONYANGO et al., 2006). Sendo assim, é de
grande relevancia buscar tratamentos mais conservadores que possibilitem controle
da doenca ou melhora da qualidade de vida dos individuos (SAJISEVI et al., 2015).

Durante os ultimos anos, a Terapia Fotodinamica (PDT — Photodinamic
Therapy) tem sido muito estudada como uma modalidade de tratamento para casos

de lesdes potencialmente malignas de cancer em boca (SILVA et al., 2009).

A PDT é um tratamento minimamente invasivo, que envolve a ativacdo de um
farmaco fotossensibilizador (FS) - capaz de focar a luz com precisdo no local da leséo
- e uma fonte de luz em comprimento de onda especifico, 0s quais geram espeécies
reativas de oxigénio e radicais livres, que causam a destruicdo seletiva do tecido alvo
(HAMDOON at al., 2011). Parte importante deste processo é o controle local ativo de
processos malignos ou infecciosos sem danos extensos as estruturas normais
circundantes e também a possibilidade de ser usada em combinacdo com outras

terapias (FERREIRA e CORREA 2006). Além disso, ndo devem ocorrer perturbacdes
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nas migracoes celulares, sem formacgéo de ulceracéo ou fibrose (DILKES et al., 1996;
PRASMO et al., 2017).

A PDT tem apresentado grandes vantagens por causar menos efeitos
colaterais que outras terapias no pés-tratamento (HOPPER; NIZIOL; SHIDHU, 2004).
E além de ser reprodutivel e ndo resistente a medicamentos, diminui o risco de
recorréncias tumorais regionais por eliminar células residuais (TARDIVO et al., 2005).
Ja a desvantagem da PDT é que ela s6 pode tratar areas onde a luz pode alcancar.
Ou seja, s6 pode ser usada para tratar cancer na pele ou logo abaixo da pele ou no

revestimento de alguns érgaos (MedlinePlus, 2022).

A PDT utiliza farmacos fotossensibilizantes que sdo classificados de acordo
com o periodo cronolégico de desenvolvimento ou caracteristicas quimicas como
porfirinas (ex.: ALA — Acido Aminolevulinico), clorinas (ex.: temoprofina), ftalocianina
(aluminio-sulfonada-ftalocianina). Em casos de carcinoma espinocelular em boca
destacam-se ALA, Foscan® (m-Tetra(hydroxyphenyl)chlorin) e Photoprin® (LONGO;
LOZZI; AZEVEDO, 2011).

O azul de metileno (AM) é um FS cujas propriedades fotodinAmicas sao
atingidas em um comprimento de onda de 630 nm e seu uso j& foi investigado em
outras neoplasias malignas, como cancer de mama e de pulméo (OBSTOY et al.,
2016). Além disso, o AM tem baixo custo em relacédo aos outros fotossensibilizantes,
nao possui efeitos colaterais, € pouco ativado pela luz ambiente e rapidamente
eliminado do organismo (ANDREADIS et al.,, 2016). J4 sua eficacia como
fotossensibilizante esté ligada a rapida geracao do oxigénio singleto (RODRIGUEZ-
CORDOVA et al., 2019).

Dentre as terapias antineoplasicas, a PDT com AM ja foi usada em estudos
ligados ao cancer de mama, pulmao, melanoma, de eséfago inoperavel, carcinoma
cervical, sarcoma de Kaposi e carcinoma de células basais (SCOTTINI, 2021). No
Brasil o uso da terapia fotodinamica é liberado apenas para pesquisas clinicas. Um
fator limitante de seu uso clinico € a falta de estudos que comprovem sua eficacia
(EDUARDO et al., 2015).

Diante do que foi exposto, constata-se que ha poucos estudos na literatura que
levam a uma padronizacdo de formulacédo topica de AM. Esta pesquisa tem como
objetivo desenvolver uma formulacdo de gel contendo azul de metileno e avaliar o

efeito da PDT em linhagem celular derivada de carcinoma espinocelular (SCC4),



14

comparando os efeitos da solucdo e gel de AM em diferentes concentracdes, bem

como comparar com uma linhagem nao neoplasica (fibroblastos).

2 REVISAO DE LITERATURA

O céancer € um termo que abrange mais de 100 diferentes tipos de neoplasias
malignas, tendo como caracteristicas a alta velocidade de multiplicacdo das células,
capacidade de invadir tecidos adjacentes e 6rgaos vizinhos, geracdo de metastase,
insensibilidade a fatores de supressdo de crescimento, resisténcia a apoptose,
instabilidade gendmica, capacidade angiogénica, promocdo de inflamacédo e
mecanismos de escape do sistema imunologico (INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER, 2019; SA JUNIOR et al., 2017).

Para o Brasil, a estimativa para cada ano do triénio 2020-2022 aponta que
ocorrerdo 625 mil casos novos de cancer. Sendo 15.190 novos casos de cancer de
boca e orofaringe (INCA, 2019). O célculo global corrigido para o sub-registro aponta
a ocorréncia de 685 mil casos novos (MATHERS et al., 2003).

O cancer é considerado um problema de salude publica, tanto nos paises
desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento. Esta entre as quatro principais
causas de morte antes dos 70 anos de idade, sendo a segunda principal causa de
morte no mundo, responsavel por 9,6 milhdes de mortes em 2018 (WHO, 2002; WHO,
2008; WHO, 2018).

O desenvolvimento de cancer bucal possui como fatores de risco o uso de
tabaco e o consumo de alcool; e a exposicao frequente ao sol (tumores malignos nos
labios). Além disso, a infeccdo por alguns subtipos de HPV (papilomavirus humano
16 e 18) também tem sido associada ao desenvolvimento de tumores malignos em

boca, principalmente na orofaringe (AMENABAR et al., 2019).

O carcinoma de células escamosas (CEC) é a neoplasia maligna mais comum
da cavidade oral, correspondendo de 90% a 96% dos canceres orais (DIB et al., 1994),
podendo acometer todas as regides topograficas da boca, sendo o labio inferior e a
lingua os locais de maior incidéncia, seguidos pelo assoalho bucal e osso alveolar
inferior, suas formas mais comuns de apresentagéo clinica sdo as exofiticas e as
infiltrativas (BERTAO, 2003).
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Varias razdes contribuem para o diagnostico tardio do carcinoma espinocelular,
como: desconhecimento e falta de percepcéo dos sinais e sintomas pelo paciente
(lesdes iniciais oligossintomaticas); ignorancia sobre os fatores de risco; auséncia de
exame clinico rotineiro da boca; e deficiéncia no acesso e qualidade da assisténcia
meédica e odontoldgica (SOARES et al., 2014).

A escolha do tratamento esta diretamente relacionada a complexidade do
cancer e ao fato de que quanto mais tardio o diagndstico e inicio do tratamento, maior
a morbimortalidade do paciente, devido ao maior risco de metastase em linfonodos e
a distancia (SAINI et al., 2016). Portanto, o diagndstico precoce € o meio mais eficaz
para melhorar o prognostico do cancer e a sobrevida (INCA, 2019). Vale ressaltar
também que quando o diagnéstico deste tipo de céncer é tardio, a escolha da
terapéutica ideal torna-se desafiadora, pois a medida que aumenta o risco de vida,
aumenta também o risco de sequelas, que podem interferir permanentemente na
qualidade de vida do paciente (RIGUAL et al., 2013).

O tratamento do carcinoma espinocelular em boca é estabelecido de acordo
com a localizagéo, o grau de malignidade, estadiamento clinico do tumor, tamanho
(tumores pequenos sao mais acessiveis para resseccao cirurgica), proximidade com
o osso (mandibula ou maxila), envolvimento dos linfonodos cervicais, tratamento
prévio, achados histopatolégicos e condicdo de saude bucal e geral do paciente. O
tratamento pode envolver cirurgia, radioterapia e quimioterapia (DA SILVA et al.,
2011). Observa-se que em lesdes neoplasicas iniciais ou intermediarias, geralmente,
cirurgias com margens de seguranca e/ou RT em neoplasias proporcionam um
prognéstico favoravel (CURI; DIB; KOWALSKI, 2000).

Em casos de lesdes mais avancadas, o mais indicado é a associacdo de
terapias. No cancer de boca, a cirurgia para remo¢édo do tumor € o tratamento de
escolha, associada ou ndo a radioterapia. A radioterapia pode ser também indicada
no pré ou pos-operatoério, pretendendo diminuir o volume do tumor ou amenizar 0s
sintomas do paciente (ORD; KOLOKYTHAS; REYNOLDS, 2006). Particularidades do
paciente também devem ser consideradas durante a decisdo do tratamento: idade,
aceitacdo, tolerdncia ao tratamento, condicdo de saude geral, profissao,
consideracdes socioeconémicas e estilo de vida (SHAH; GIL, 2009). Observa-se que

quando utilizada apenas quimioterapia a taxa de recorréncia é alta em comparacao
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com outros tumores de cabeca e pescoco. No entanto, mesmo apoOs cirurgia e

radioterapia esta taxa ainda pode atingir valores entre 37% e 40% (SAINI et al., 2016).

Em casos de uso de proteses no pds-cirargico o paciente € afetado de forma
fisica e emocional devido a ocorréncia de algum grau de desfiguracdo facial,
promovendo defeitos estéticos e funcionais. Mesmo que a cirurgia seja feita com
ampla margem de seguranca e o paciente seja curado, sua qualidade de vida sera
afetada negativamente de maneira permanente (HOSNI et al., 2021).

A radioterapia tem como reacOes adversas: mucosite, candidose,
hipossalivacao, cérie de radiacéo, dificuldade de deglutir, perda do paladar, trismo
muscular, alteragdes vasculares e osteorradionecrose, e outras complicagbes mais
graves (SANNOMIYA; FURUKAWA, 2000). Algumas dessas manifestacdes podem
levar a necessidade de um ajuste ou até interrupcéo da radioterapia ou quimioterapia,
demonstrando que as complicagbes bucais devem ser prevenidas ou reduzidas ao
minimo (FERRAZ et al, 2004).

Os tratamentos disponiveis sao eficazes a longo prazo devido a alta taxa de
retorno do tumor. Terapias para Carcinoma Espinocelular em boca (CEC) séao
invasivas e com alto custo, portanto, é fundamental o desenvolvimento de novas
tecnologias que possibilitem uma terapia eficiente em causar dano/morte celular as
células neoplasicas sem afetar as células ndo neoplasicas, diminuindo os efeitos
colaterais e sequelas decorrentes dos tratamentos (GANGLOFF et al., 2012).
Alternativas vém sendo estudadas visando um tratamento mais eficaz e acessivel. A
Terapia Fotodinamica (PDT — do termo em inglés — Photodinamic Therapy) esta
ganhando destaque como uma dessas alternativas por ser minimamente invasiva,
preservar a integridade funcional e anatdbmica, possuir poucos efeitos colaterais e
seletividade para as células tumorais e ter baixa toxicidade, favorecendo a utilizagao
de multiplos ciclos de tratamento (FRANCO et al., 2008; DOLMANS et al., 2003;
RODINI et al., 2017).

A PDT consiste na administracdo sistémica ou tdpica de agentes
fotossensibilizantes (FS) que apés se localizarem nos tecidos neoplasicos séo
ativados pela luz (em comprimento de onda entre 400nm e 800nm) (FERNANDES,
2017), e na presenca de oxigénio molecular levam a producédo de oxigénio singleto
(*O2) e radicais livres (espécies reativas de oxigénio Oz e 'OH, denominadas EROS)
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gue sdo toxicos, promovendo dano/morte celular (MARANHO, 2008). O farmaco
fotossensibilizante ou a luz, isolados, ndo apresentam toxicidade para o organismo
(MIRONOV et al., 2003).

A PDT tem vantagem por apresentar poucos efeitos colaterais no pos-
tratamento (LONGO, 2007). Também pode ser repetida diversas vezes na mesma
area, podendo ser aplicada topicamente sem envolvimento sistémico e sem acumulo
de toxicidade, além de poder ser associada com outros tratamentos sem o risco de
desenvolvimento de clones resistentes e nem causar danos no DNA que possam levar
ao desenvolvimento de outro tumor. Além disso, diminui o risco de recorréncias

tumorais regionais pois elimina células residuais (TARDIVO et al., 2005).

Para uso clinico como terapia antineoplasica em pacientes com cancer de
mama, pulmao, melanoma, de esdfago inoperavel, carcinoma cervical, sarcoma de
Kaposi e carcinoma de células basais a PDT j& esta aprovada em paises como EUA,
Canad4, Russia, Japao e alguns paises da Unido Europeia (PETRELLIS et al., 2019).
No Brasil, estd aprovada apenas para pesquisa clinica (LONGO, 2008;
PRIHANTONO, 2018). Dessa forma, pesquisas a respeito deste tema desenvolvidas
no Brasil tornam de extrema importancia para o avanco de técnicas utilizadas para o

tratamento deste tipo de cancer.

As primeiras aplicacdes da PDT no tratamento de tumores em humanos foram
realizadas por Tappenier e Jesionek, em 1903, empregando a eosina como
fotossensibilizador no tratamento de cancer de pele. Embora os resultados tenham

sido positivos, esse trabalho néo teve continuidade (ROLIM et al., 2012).

A PDT tem demonstrado eficacia em diversos tratamentos, em areas
oncologicas e nao-oncologicas (degeneracdo macular relacionada a idade,
aterosclerose, psoriase, ceratose actinica e algumas doencas infecciosas como

onicomicose) (RODRIGUEZ-CORDOVA et al., 2019; GONCALVES, 2021).

A PDT com aplicacdo local de AM foi testada com sucesso em um estudo piloto
em trés pacientes com cancer de es6fago. O azul de metileno foi injetado diretamente
em carcinomas inoperaveis e recorrentes sob orientacdo endoscopica, e a irradiacao
a laser foi realizada 1 hora depois. 72 horas apds o procedimento foi comprovada

necrose tumoral de 4mm a 5mm. Apos dois tratamentos no periodo de 2 semanas nao
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houveram efeitos adversos e nenhuma evidéncia macroscopica de tumor. Dentro de
6 meses apos a realizacdo de PDT néo houve crescimento do tumor (ORTH et
al.,1995).

A aplicacdo da PDT induz dano irreversivel as macromoléculas celulares,
morte das células tumorais por mecanismos de apoptose, necrose ou autofagia e,
induz uma resposta inflamatoria local aguda que participa da remocao de células
mortas e restaura as células do tecido normal (STAJER et al., 2018; FAN et al.,
2020; AGOSTINIS et al, 2011).

A aplicabilidade da PDT pode ser afetada por alguns fatores, o principal
deles € a profundidade da leséo, pois a luz dificilmente penetra no tecido devido as
barreiras biologicas (PETRELLIS et al., 2019).

Estudos demonstraram que a PDT direcionada contra tumores murinos

resultou na geracdo de memodria imune (KORBELIK; DOUGHERTY, 1999).
Também foi demonstrado que a PDT antitumoral aumenta a imunidade antitumoral.
A PDT em angiossarcoma multifocal da cabeca e pescoc¢o resultou em aumento da
infiltrac@o de células imunes em tumores distantes ndo tratados, acompanhados por
regressado do tumor (THONG et al., 2007). No carcinoma basocelular (CBC) a PDT
aumentou a reatividade das células imunes contra um antigeno associado
(KABINGU et al., 2009).

Ha relatos na literatura de PDT em combinacdo com outras terapias (cirurgia,
radioterapia, quimioterapia) para tratamento de carcinomas de cabeca e pescoco e
basocelulares e canceres de pele ndo melanoma. A PDT também tem sido associada
a estudos de cancer de coélon, pulmao, bexiga, gastrico, esofagico e cervical (JERJES;
HAMDOON; HOPPER, 2017; TARDIVO et al., 2005).

Um estudo em Nova York (EUA) acompanhou pacientes entre os anos de 2006
e 2011 apos terapia adjuvante a cirurgia com PDT intraoperatéria com HPPH (2-[1-
hexiloxietil]-2 devinil pirofeoforbida-a) em tumores localizados na cabeca e/ou
pescoco, primario ou recorrente, e concluiu que a PDT com HPPH nesta situacéo €
segura e relativamente bem tolerada, além de um tratamento mais eficaz da doencga
(RIGUAL et al., 2013).

Diversas fontes de luz podem ser usadas na PDT topica. A literatura descreve

trés classes principais de fontes de luz utilizadas: as lampadas de amplo espectro, as
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lampadas de diodo e os lasers. As fontes de luz ndo coerentes descritas em estudos
clinicos em PDT incluem as lampadas hal6égenas projetoras de diapositivos, as

lampadas de diodo (LED) e a luz intensa pulsada (LIP).

O laser apresenta um comprimento de onda especifico, correspondente ao pico
de absorcdo do fotossensibilizante. Sua capacidade de emissdo de luz
monocromatica de alta fluéncia, associada a preciséo do foco, permite tratar pequenas
les6es com minimo dano ao tecido ao redor e em curto intervalo de tempo. Entretanto,
para o tratamento de condi¢cfes dermatoldgicas com PDT e sensibilizantes a base de
protoporfirinas, os lasers ndo apresentam vantagem sobre os equipamentos mais
baratos e préaticos, como as fontes de luz ndo coerentes. Embora, tanto os lasers
quanto os LEDs produzam luz monocromatica, em termos de comprimento de onda,
0s LEDs e as lampadas halégenas ndo possuem a mesma especificidade dos lasers
e podem ser utilizados com diferentes fotossensibilizantes e apresentam o mesmo
potencial de inativacdo, além da vantagem de emitir grande campo de irradiacéo,
possibilitando tratar maior area da superficie cutanea (WILSON; PATTERSON, 2008;
CALZAVARA; VENTURINI, 2017; QIANG; ZHANG; HUANG, 2006).

A luz irradiada pode ser absorvida, transmitida ou espalhada, mas em geral, a
luz ndo refletida penetra no tecido biolégico e a maior parte da luz é absorvida devido
aos fotossensibilizadores (Figura 1) (MANOTTI; ARANHA; EDUARDO, 2008).
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Figura 1 - Profundidade de penetracdo da luz na pele humana em funcdo do comprimento de

onda.
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Fonte: Barolet, 2008.

Os LEDs sao uma alternativa econémica e com maior alcance de iluminacao
em relacdo aos lasers, além disso, a propagacado da luz do LED é ndo colimada,
incoerente e monocromatica, conseguindo emitir um grande campo de irradiacédo e

possibilitar o tratamento de uma area maior de superficie cutdnea (RODINI, 2017).

Para que a PDT seja efetiva € imprescindivel que a fonte de luz interaja com o
FS. Assim, a escolha da fonte de luz depende do FS que sera utilizado e vice-versa.
Existem muitos agentes FS descritos na literatura para este fim, o mais estudado deles
€ 0 azul de metileno e a luz mais utilizada para interagir com este FS é a luz vermelha
visivel, que pode ser emitida pelo laser de baixa poténcia vermelho ou por LEDs
vermelhos (EDUARDO et al., 2015).

Fotossensibilizadores sdo moléculas capazes de interagir com a luz de modo a
gerar espécies altamente reativas de oxigénio como o0 oxigénio singleto. Esta
propriedade pode ser utilizada para o tratamento de cancer, remocdo de

contaminantes ambientais, inativacdo de agentes patogénicos no sangue e
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hemoderivados, bem como na esterilizacdo de alimentos (NARVAEZ; CORCUERA,
2016; SILVA, 2007).

Algumas propriedades dos FS sao desejaveis para sua utilizacéo clinica, como
a sua pureza quimica, estabilidade biologica, sintese facil, reprodutibilidade, baixo
custo e estrutura bem definida. Além disso, deve possuir: capacidade de localizacao
especifica nos tecidos (maior absor¢cdo em células tumorais); pequeno intervalo entre
a administracdo da droga e o acumulo méximo no tecido; eficiéncia fotoquimica; meia-
vida curta; eliminacao rapida do tecido normal; elevada absorcao na regido da janela
terapéutica (entre 600-800nm); minimo efeito toxico causado as células normais
circunvizinhas; capacidade de produzir grande quantidade de produtos citotoxicos
(FANG, 2018; ISSA; AZUALY, 2010).

Torezan (2002) esclarece que, até o momento, ndo sdo bem esclarecidos 0s
mecanismos pelos quais ocorre retengao seletiva dos fotossensibilizantes nos tecidos
malignos. Hipodteses incluem a permeabilidade alterada da membrana celular, o
aumento da quantidade de vasos sanguineos e de sua permeabilidade, o pH baixo no

fluido intersticial, além da diminuicdo da drenagem linfatica.

Obstoy et al. (2016) realizaram um estudo com aplicacdo de PDT em
xenoenxertos de células cancerigenas brénquicas em camundongos e em carcinomas
induzidos nas bolsas jugais (presentes nas bochechas) de hamsters. Nesse estudo
utilizou injecéo de azul de metileno 1% (v/p), laser 200J e difusor de 600mW por um
periodo de 750 segundos nos camundongos, e nos hamsters utilizou difusor de
400mW por 500 segundos. Como resultado obteve uma diminui¢cdo do volume tumoral

de 52% nos camundongos e de 85,8% nos hamsters.

Outro experimento utilizando PDT foi realizado em camundongos com
xenoenxertos de células tumorais. O AM, nas concentracdes de 1%, 0,1% e 0,01%,
foi injetado diretamente nos tumores que em seguida foram irradiados com lasers de
100J ou 200J, de modo continuo ou fracionado, ocorrendo dois esquemas de
fracionamento (longo e curto), no fracionamento longo o tratamento teve um tempo
total de 8,3 minutos (sendo interrompido duas vezes em intervalos de 2 minutos), ja o
fracionamento curto intercalou fases com e sem irradiacdo, com duracdo de 15
segundos. O AM na concentragcdo de 1% e sem irradiacdo causou estagnacdo no
volume do tumor apdés 3 semanas da aplicacdo; na concentracédo de 0,1% gerou
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atraso no crescimento do tumor, que foi significante depois da segunda aplicacéo na
segunda semana de tratamento; por fim, a aplicacdo de AM na concentracéo de 0,01%

inibiu apenas o crescimento das margens do tumor (ORTH et al., 2000).

Em geral, nos estudos, o AM é injetado por via intravenosa e concentra-se nas
células tumorais, gerando efeitos colaterais sistémicos como metahemoglobinemia e
variagdo na cor da urina, esses efeitos podem ser evitados se o FS for aplicado
intralesionalmente ou localmente (ORTH et al., 2000).

O mecanismo de acdo da PDT deve-se a interacdo do FS com moléculas na
sua vizinhanca por transferéncia de elétrons ou hidrogénio, levando a producéo de
radicais livres (reacao do tipo I) ou por transferéncia de energia ao oxigénio (reacao
do tipo 1), levando a producéo de oxigénio singleto. Estes fendmenos sao provocados
visando a morte celular e a destrui¢do do tecido doente (PERUSSI, 2007).

Devido a presenca de lipideos insaturados na membrana celular, esta fica
propensa a sofrer danos causados pelo oxigénio singleto. Os constituintes celulares
formados por compostos organicos insaturados (grande maioria das estruturas), ficam

sujeitos as injarias causadas pelo oxigénio singleto (PERUSSI, 2007).

No estado tripleto excitado, o agente fotossensibilizante é passivel de reagir
com moléculas biol6gicas através de dois principais mecanismos que Ssao
dependentes de oxigénio, denominados de reacdo tipo | e reacgdo tipo Il (SEVERINO
et al., 2003).

A excitacdo do FS em células tumorais resulta na producdo de EROS que é
responsavel por gerar danos irreparaveis as macromoléculas celulares, induzindo a
morte de células tumorais por um mecanismo apoptoético, necrético ou autofagico. O
tipo de dano é dependente de qual reacdo ocorre em maior quantidade, por exemplo,
guando ocorre principalmente a reacgéo tipo Il, relacionada a oxigénio singleto, a
apoptose € mais presente, ja a reacdo tipo | esta mais relacionada a necrose. Um
mesmo protocolo de PDT pode induzir necrose, apoptose e autofagia ao mesmo
tempo, mas um mecanismo pode ser favorecido em detrimento de outro (SEVERINO
et al., 2003).

As espécies de reacdo em cascata geradas apos a aplicagcdo da PDT séo
fatores fundamentais na citotoxicidade induzida por esta terapia devido a sua alta
capacidade de interagir com diferentes biomoléculas (lipidios, proteinas e acidos
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nucléicos), podendo induzir dano oxidativo na membrana celular e na parede celular,
além de gerar oxidacao dos constituintes celulares tais como o DNA, mitocondrias,

lisossomos e nucleos das células alvo (DOUGHERTY et al., 1998).

O AM pode induzir a formacao de EROs (mecanismo tipo I) ou oxigénio singleto
(mecanismo tipo 1), de modo que sua aplicacdo pode ser estendida a tumores com

areas de tecido hipéxico prejudicadas pelo mecanismo tipo Il (RUCK et al., 1997).

Hayes et al. (2020) sublinham que as espécies reativas a oxigénio influenciam
a evolucdo do cancer de maneiras aparentemente contraditorias, iniciando e
estimulando a tumorigénese e apoiando a transformacao e a proliferacdo de células
cancerigenas ou causando a morte celular. As EROs séo as principais responsaveis
por causar danos e morte de células tumorais malignas na PDT, podem favorecer o
desenvolvimento da neoplasia maligna ao passo que o microambiente tumoral,
mantido em ambiente acido, de hipdxia e associado ao estresse oxidativo, é
alimentado por uma alta producédo de EROs mitocondrial que podem favorecer a
heterogeneidade do cancer aumentando a resisténcia do tumor (resposta adaptativa
ao stress) (SA JUNIOR et al., 2017). As EROs s&o reguladoras de diversas vias de
transducdo de sinais, podendo participar de diversas etapas da transformacgao e
progressdo tumoral, como a autossuficiéncia em sinais de crescimento,
insensibilidade a sinais antiproliferativos, evasao da apoptose, potencial replicativo
ilimitado, angiogénese sustentada, invasdo e metastase, metabolismo e inflamacéo
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Entre os processos patolégicos em que ja foi descrita a participacao do estresse
oxidativo estdo as doencas cardiovasculares, neuroldgicas, o diabetes e o cancer.
Diversos tumores humanos, incluindo melanoma, leucemias, carcinomas gastrico,
prostatico, mamario e de célon, apresentam niveis elevados de EROs (REUTER. et
al., 2010). Células tumorais estdo comumente expostas a condi¢cdes de estresse,
como hipéxia, perda de adesao célula-célula e célula-matriz extracelular, desbalanco
no metabolismo oxidativo e diversos fatores ambientais (DHILLON et al., 2007).

O oxigénio singleto & extremamente reativo e pode danificar sistemas
biologicos pela oxidagdo de macromoléculas como lipideos, &cido nucleico e
proteinas. Produtos da oxidag&o por oxigénio singleto ou radicais podem apresentar
diferencas, as quais podem identificar quais reacdes estdo ocorrendo: o0 oxigénio

singleto tem tendéncia de induzir a apoptose (NUNEZ et al., 2013).
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Trés mecanismos sao responsaveis pela eficacia da acdo antitumoral da PDT
devido a sua geracao das EROs: a) destruicdo direta da massa tumoral pela acdo das
espécies reativas de oxigénio; b) alteracdo da vascularizagcdo tumoral, gerando areas
de hipoxia e c) ativagdo do sistema imunologico pela necrose e/ou apoptose que
atuaria em uma fase secundaria na reducdo da massa tumoral (DOLMANS et al.,
2003; PAZOS; NADER, 2007).

a) Danos diretos nas células tumorais:

Induzido pela geracdo de 'O: (oxigénio singleto) e EROs, levando a morte
celular por necrose ou apoptose. A permeabilidade mitocondrial € afetada pelo stress
oxidativo, podendo levar a ruptura da membrana e liberacdo de fatores pro-
apoptoticos (FREITAS et al., 2017). A localizacédo intracelular do FS leva a formacao
de agregados que podem induzir a producdo de diferentes substancias citotoxicas,

ocasionando diferentes mecanismos de morte celular (SEVERINO et al., 2003).
b) Danos a vascularizacdo do tumor:

A PDT pode causar vasoconstricdo, alteracdo na permeabilidade vascular,
adesao leucocitaria, trombose e hemorragia prejudicando a homeostase (PETRELLIS
et al., 2019). Restricdo do suprimento de oxigénio e nutrientes (hipéxia), induzindo as
reacles inflamatdrias locais agudas que participam da remocao de células mortas
(STAJER et al., 2020; FAN, 2020; AGOSTINIS, 2011).

c) Efeitos no sistemaimunoldgico:

O stress oxidativo ativa a liberacédo de varios marcadores inflamatorios como
fatores de transcricao (NF-kB e AP-1), interleucinas ( IL-1q, IL-18, IL-2, IL-6, IL-8, IL-
10), TNF-a, quimiocinas (proteina inflamatéria IP-10, quimiocinas derivadas de
queratindcitos, proteinas inflamatérias de macrofagos MIP-1a e MIP-B, MIP-2),
interferons (IFN-a e IFN-B), COX 2, leucotrienos, tromboxano e prostaglandinas, que
sdo responsaveis pela ativacdo do sistema complemento, maturacdo de células
dendriticas, recrutamento de macrofagos e ceélulas Natural Killer, e infiltracdo
neutrofilica no local do tumor. Este stress oxidativo contribui no desenvolvimento da
resposta imune antitumoral pois estimula o sistema imune a reconhecer células

tumorais malignas em locais isolados possibilitando que haja uma resposta imune
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adaptativa para controle da progressao do tumor a longo prazo (PETRELLIS et al.,
2019).

Apoptose, por autofagia ou por necrose, é a forma de morte celular que pode
ser gerada pela PDT. A resposta tecidual é afetada pelo tipo de morte celular, que por
serem diferentes entre si, influenciam nas respostas teciduais, conforme demonstrado
na Figura 2:

Figura 2 — PDT e morte celular
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O azul de metileno € um corante que pertence a classe dos corantes
fenotiazinicos, suas propriedades fotodinamicas sdo atingidas em um comprimento
de onda de 630 nm e seu uso ja foi investigado em outras neoplasias malignas,
como cancer de mama e de pulméo (OBSTOY et al., 2016). Este corante tem se
destacado como um efetivo fotossensibilizante de grande potencial para a aplicagéo
meédica como agente terapéutico na PDT devido as suas caracteristicas
fotodinamicas e fototdxicas e por demonstrar alta afinidade com a membrana
mitocondrial celular, causando importantes alteracdées funcionais e levando ao

qguadro de faléncia mitocondrial que promove morte celular por apoptose (CHEN et
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al., 2008; NOODT et al., 1998; ORTH et al., 2000). Além disso, 0 AM tem baixo custo
em relacdo aos outros fotossensibilizantes, ndo possui efeitos colaterais, € pouco
ativado pela luz ambiente e rapidamente eliminado do organismo (ANDREADIS et
al., 2016). Também reduz o efeito colateral de fotoqueimadura e permite uma
distribuicdo mais eficiente do agente fotossensibilizante no tumor, permitindo que o
procedimento possa ser repetido quantas vezes forem necessarias, ja que nao ha
efeitos tdéxicos cumulativos (PERUSSI, 2007).

Ja sua eficacia como fotossensibilizante é provada por apresentar excelentes
propriedades fotoquimicas em funcgédo de possuir alto rendimento na geragéo de 102
e EROs na presenca de agentes redutores (CHEN et al., 2008; GABRIELLI et al.,
2002; PELOI et al., 2008; TARDIVO et al., 2005).

Na odontologia, o0 AM j& foi utilizado como tratamento de lesdes pré-malignas
de mucosa, como adjuvante na terapéutica periodontal e endodbntica, bem como na
PDT antimicrobiana contra doencas periodontais, les6es endodonticas (tratamento de
canal) e no tratamento de infec¢cdes como candidose bucal ou causadas pelo virus do
herpes simples - HSV (NUNEZ; RIBEIRO; GARCEZ, 2013; MAISCH, 2007).

Obstoy et al. (2016) utilizaram a PDT com AM em experimentos in vivo por meio
do desenvolvimento de tumores colicos em ratos e hamsters, como resultado obteve
uma reducéo significativa do volume das lesGes cancerigenas, apresentando morte
celular por necrose. Embora existam estudos com PDT e AM sdo escassas as
pesquisas que tratam especificamente de cancer de cabeca e pescoco (KOFLER et
al., 2018).

Sobre a localizacdo do AM na célula ndo ha consenso na literatura. A
dificuldade em estabelecer os padres de acumulo se deve as propriedades
fotofisicas do AM que sofreriam interferéncias de diferentes microambientes dentro da
célula. Alguns estudos como o de Nunez, Ribeiro e Garcez (2013) apontam que a
molécula do AM (Figura 3) apresenta carga positiva e é atraida pelo potencial negativo
das mitocondrias. Ja para Petrellis et al. (2019), a principal localizag&o intracelular é
nos lisossomos, pois sua natureza lipofilica demonstra alta afinidade por membranas

celulares facilitando sua ancoragem e podendo induzir a apoptose.
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Figura 3. Estrutura molecular do Azul de Metileno.

(CH3)oN NG

Fonte: Gabrielli et al., 2002.

Outro fator que afeta a eficiéncia fotodindmica é o meio em que o
fotossensibilizador é dissolvido. A dissolugdo de AM em meio aquoso favorece
reacoes redox porque as proprias moléculas de H,O podem participar ativamente na
formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs), e o meio solvente também pode
afetar os niveis de agregacao de corantes (NUNEZ, 2007; BACELLAR et al., 2015).

As formulacdes géis sao categorizadas de acordo com a origem do solvente
utilizado, podendo ser oleogéis (géis lipofilicos) ou hidrogéis (géis hidrofilicos)
(SALGADO, 2008). Em formulac6es odontoldgicas, os polimeros (géis hidrofilicos)
sdo utilizados como adjuvantes farmacotécnicos, normalmente com funcbes de
contribuir na manipulacao do produto, aumentar a retencao do farmaco na boca e, por
consequéncia, aumentar seu tempo de acdo. Além disso, podem ser usados numa
formulacdo para proporcionar estabilidade fisico-quimica e microbiologica, assim
como assegurar maior conforto e aceitacao do produto pelo paciente (VILLANOVA et
al., 2010). Mucoadesividade e bioadesividade sado caracteristicas comuns aos
polimeros utilizados na odontologia, os quais em formulacbes semi-sélidas
proporcionam maior dispersao, umedecimento e retencao na cavidade bucal (COOK;
KHUTORYANAKIY, 2015). Acredita-se que isto ocorre pela transferéncia de
moléculas de 4gua da saliva para o polimero, assim como pela interacdo deste com
as glicoproteinas salivares (FINI; BERGAMANTE; CESCHEL, 2011; BAGAN et al.,
2012).

A Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) apresenta rapida interagcdo com a mucosa

bucal pois € um polimero sintético e hidrofilico que interage com a mucina (proteina
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salivar) por ligacdes de hidrogénio, além disso, é considerado um polimero gelificante
e celulosico, que garante viscosidade ao produto final (FINI et al., 2011). Em
formulagbes de uso odontologico é preparada pela dispersao do polimero em meio
aquoso, o qual servird de base para a consisténcia e aparéncia de gel. Ademais, 0
HPMC € um polimero com capacidade de controlar a liberacédo de farmacos de uma
formulacé@o (VILLANOVA et al., 2010; ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2005).

Assim como o HPMC, o propilenoglicol € um polimero hidrofilico sintético ndo-
ibnico, amplamente utilizado em formulagdes odontoldgicas semi-solidas e sélidas.
Ele é empregado como solubilizante e fornece estabilidade ao produto (VILLANOVA
et al., 2010). O propilenoglicol possui higroscopicidade, que proporciona retencao e
absorcdo de umidade, tornando-o um excipiente lubrificante e hidratante,
principalmente em preparacdes semi-sélidas como géis, cremes e pomadas
(SEVERINO et al., 2011). Ja o polietilenoglicol € um liquido viscoso miscivel em agua
e alcool, € um solvente que tem varias aplicac6es e frequentemente substitui a

glicerina nas modernas férmulas farmacéuticas (SOUZA, 2016).

Os géis aquosos tém vantagens como: rapida interagdo com a mucosa bucal,
alta retencéo do farmaco na boca, prolongado tempo de ac¢éo, controle da liberacédo
de farmacos de uma formulacéo e facilidade de eliminacdo na lavagem. No entanto,
apresentam tendéncia a desidratar, perdendo sua textura original. Para evitar que isso
ocorra € adicionada a formulacédo alguma substancia higroscépica como a glicerina
ou o propilenoglicol (SALGADO, 2008).

Segundo Chorilli et al. (2007), existem varios fatores que interferem na
penetracdo transdérmica, como concentracdo do farmaco, area de aplicacéo,
afinidade do farmaco com a pele, hidratacao da pele, local de aplicacéo, persisténcia
do farmaco na pele, tempo e intensidade da massagem. Portanto, em condicdes
normais, a penetracdo de substancias na pele e mucosas € muito dificil, o que
depende ndo apenas das propriedades fisico-quimicas do farmaco, mas também de

seu comportamento quando colocado em um carreador farmaceuticamente aceitavel.

Sao vérias as causas que afetam a estabilidade da formulacdo, incluindo
condicdes externas as quais o produto esta exposto, como: tempo, temperatura, luz,
oxigénio, umidade, embalagem, microrganismos e vibracdo; interagcbes com as

propriedades da formulagcdo e seus ingredientes relacionados com funcdes
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intrinsecas. Eles criam principalmente incompatibilidades fisicas e quimicas, que
podem levar a alteracbes nas propriedades organolépticas das formulacoes,

separacéo de fases e reducédo do teor de principios ativos (DE-PAOLA, 2001).

Costa et al. (2017) desenvolveram uma formulacdo simples na forma gel de
carbopol 940®, para aumentar o tempo de contato do FS com o ponto de aplicacéo,
buscando aumentar a eficacia da terapia fotodindmica tépica. Como resultado
obtiveram géis que se apresentaram estaveis com a presenca do ativo, sugerindo que
a formulacéo propicia um ambiente fisico-quimico adequado para a amplificacdo do
efeito fotodinamico. Os testes de deteccdo de EROs sugerem certo grau de interacao
entre o AM e a malha polimérica, diminuindo a sua dimerizacdo (processos
responsaveis por reduzir a eficiéncia do AM) que gera um aumento da producado de
EROs (NUNEZ et al., 2015). A reducdo da eficiéncia de producdo de EROs nas
formulacdes foi observada mais extensivamente nas amostras incorporadas de ureia,
0 que sugere alguma interferéncia desta espécie no mecanismo de formacédo das

espécies reativas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito in vitro da Terapia Fotodindmica com o uso do fotossensibilizador
Azul de Metileno na forma de gel em linhagem de células derivadas de carcinoma

espinocelular de boca (SCC-4).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desenvolver formulacdo base de gel de hidroximetilpropilcelulose (HPMC) para
uso topico de azul de metileno nas concentracdes de 25 pM/mL; 50 pM/mL,
100pM/mL, 200pM/mL e 400puM/mL;

2. Avaliar o pH, as caracteristicas reolédgicas da formulacdo em diferentes periodos
(0, 10 e 20 dias);

3. Analisar o grau de incorporacdo do Azul de Metileno pelas células neoplasicas
(SCC-4), quando utilizado na forma de gel;

4. Comparar as acdes citotoxicas (morte celular) e da Terapia FotodinAmica com Azul
de Metileno em diferentes formulacdes de gel, sobre as linhagens de células

derivadas de carcinoma espinocelular de boca (SCC-4).
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4 METODOLOGIA

Este estudo € de natureza experimental e foi realizado entre 2020-2022, no
Laboratério de Laboratério de Biologia Celular e Protozoologia - DEBIOGEN e nos
Laboratorios de Cosmetologia, Farmacotécnica e Controle de Qualidade
Farmacéutica da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG). O estudo foi

realizado em etapas, como segue o fluxograma (Figura 4).

Figura 4. Fluxograma com o delineamento da parte laboratorial da pesquisa.

—
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Fonte: Propria autora, 2022.

4.1 ETAPA A — PREPARO DAS FORMULAGOES

O preparo das formulacdes ocorreu no Laboratério de Cosmetologia da UEPG,
onde foram manipuladas as formulacdes dos géis desenvolvidos com base a
metodologia descrita por Melo, Domingues e Lima (2018). Realizou-se,

primeiramente, um estudo de pré-formulacdo dos géis, baseando-se nas
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incompatibilidades do azul de metileno e viscosidade do gel (baixa viscosidade

necessaria para ensaios em placa de 96 pocos).

O gel foi formulado com o0s seguintes componentes, buscando suas respectivas
funcdes: HPMC (viscosidade), PEG 4000 (mucoadesividade, hidratacdo e
estabilidade), propilenoglicol (solubilizacdo), e agua purificada (solvente). Como
indicadas no Quadro 2.

Quadro 2: componentes do gel base de hidroxietilcelulose.

Componente % Finalidade
HPMC 1 Espessante
PEG 4000 1 Mucoadesividade, hidratacéo e
estabilidade
Propilenoglicol 3 Solubilizagéo
Agua destilada Qsp 100 Solvente
mL

b Obs.: gsp: quantidade suficiente para.

Este gel apresenta caracteristica transparente, incolor, com pH entre 5 e 6
(MELO; DOMINGUES; LIMA. 2018).

As formulacdes foram manipuladas de acordo com as praticas corretas de
fabricacdo e controle preconizadas pela Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC)
67/2007 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (ANVISA, 2016). Para
o0 preparo das formulagbes, primeiramente foram separados 0s componentes
utilizados e foram calculadas e pesadas as quantidades necessarias de cada

componente em uma balanca semi-analitica.

Na manipulagcdo, em um béquer aqueceu-se a agua purificada numa
temperatura de 70°C e nela foi solubilizado o HPMC. O béquer com a solucéo foi
agitado lentamente até a sua consisténcia ficar igual a um gel fluido. Este béquer foi
reservado e iniciou-se a etapa da trituragéo dos soélidos. Em um gral de porcelana foi
inserido o PEG 4000, que foi triturado com um pistilo, sendo pré dissolvidos em
propilenoglicol. Apés este processo, a solucdo foi repassada ao béquer (com a

solucdo de agua e HPMC) e foi misturada.
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Durante a preparacdo e analise foi evitado a exposicdo das amostras a luz
ambiente para todas as formulacdes contendo fotossensibilizadores. Todas as

amostras foram preparadas e testadas no 1°, 10° e 20° dias.

A incorporacdo do azul de metileno no gel foi realizada somente nos dias dos
ensaios para obter o fotossensibilizante nas concentracdes de 25 pM/ml; 50 uM/ml,
100 uM/ml 200 pM/ml; 400 uM/ml, com pH final de 6,0.

Figura 5- A) Sélidos presentes no gel (PEG 4000), ainda néo triturados. B) Manipulagéo e trituracédo

dos solidos da formulacao em gral e pistilo. C) Pré-dissolu¢do dos componentes soélidos triturados com

propilenoglicol em um gral.

Fonte: Prépria autora.

O AM (C16H18N3SCI*3H20, Nuclear), com peso molecular de 373,92, foi avaliado

em concentragdes que variaram de 25 pM a 400 puM.

Para cada experimento foi preparada uma solucao-estoque na concentracédo de 27
mM, em que 10 mg de AM foi diluido proporcionalmente em 01 mL de 4gua destilada.
A homogeneizagéo do tubo era realizada em aparelho vértex por 30 segundos e em
seguida realizava-se a incorporacdo da solugcdo mée de azul de metileno no gel de

tratamento através de diluicao seriada.
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Figura 6: Gel incorporado com diferentes concentra¢des de azul de metileno.

Fonte: Propria autora.

4.2 ETAPA B - CARACTERIZACAO DOS GEIS

Com as formulacdes finalizadas, realizou-se a caracterizagdo dos géis. Foram
analisados como parametros fisico-quimicos os valores de pH, densidade dos géis e
estabilidade da incorporacdo de azul de metileno no gel.

No Laboratorio de Controle de qualidade da UEPG foram realizados os testes
para determinar os valores de pH. Foram realizados dois métodos diferentes para
determinar o pH (Figura 7). O primeiro método consistiu na medicdo dos valores de
pH através de um pHmetros digital de bancada PHS-3E calibrado. Para calibracdo do
aparelho, utilizou-se as solu¢cdes padrdo de pH 6,86 e pH 4,00, conferindo
sensibilidade ao equipamento. Apés calibracdo, foram inseridos os eletrodos dos
aparelhos lentamente na solucdo (evitando bolhas de ar) até o valor indicado se
estabilizar. Para limpar o eletrodo utilizou-se agua destilada e papel absorvente. E o
segundo método utilizaram-se fitas indicadoras de pH Macherey-Nagel. Cada fita foi
submergida por um minuto na solugcéo e depois compararam-se as cores das fitas de
pH com uma escala de cores (presente na embalagem das fitas) e seus valores
correspondentes. Os dois métodos foram aplicados com as solu¢cdes em temperatura
de 23°C £ 2°C. As medicbes de pH foram realizadas em trés tempos diferentes: no
dia em que os géis foram preparados, logo apés os preparos, 10° dia, 20° dia.

Nos dias de experimentacdo em células o pH do gel foi conferido apenas
através da utilizacéo das fitas indicadoras de pH.
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Figura 7: Métodos de medicao de pH utilizados no gel de azul de metileno.

MACHEREY-NAGEL
REF 92110
pH-Fix 0-14

100 farbfixierte Indikatorstabehen
100 color-fixed indicator strips
100 Indicateurs & couleurs fixées

Nota- A) Tira indicadora de pH (Macherey-Nagel); B) peagametro digital de bancada (PHS- 3E).
Fonte: Propria autora.

No Laboratério de Controle de Qualidade Farmacéutica da UEPG a densidade
relativa dos produtos foi determinada para caracterizacao dos produtos, pelo método
da Picnometria (Figura X). O teste foi realizado no 1°, 10° e 20° dias ap0s a preparacao
das formulacdes. Para determinar a massa do picndmetro utilizou-se uma balanca
analitica X. O picnémetro vazio foi pesado e depois colocou-se agua destilada no seu
interior até seu total preenchimento. Pesou-se 0 picndémetro novamente para
determinar a massa da agua destilada. Para pesar os géis, inseriu-se o Gel base com
uma pipeta Pasteur até completar o picnémetro e o0 pesou, apls limpeza do
picnémetro, identificando a massa do gel base (sem incorporacdo de azul de
metileno). Para cada produto utilizado (agua destilada e Gel base) foi obtido a massa
pela equacéo:

Massa do produto (g) = Massa do picnédmetro com o produto (g) — Massa do
picnémetro vazio (g)



36

A 4gua destilada e os dois géis estavam na temperatura de 25°C e todos o0s
valores foram anotados para o célculo final das densidades, a qual utiliza a seguinte

equacao:
Densidade do gel (g/mL) = Massa do gel (g) / Massa da agua destilada (mL)

Figura 8 — Picnometria dos géis.

42 1263+ 9

Fonte: Prépria autora.
Nota - A) Pesagem realizada numa balanca analitica referente ao picnémetro vazio. B) Pesagem
realizada numa balanca analitica referente ao picndmetro contendo agua destilada em seu interior. C)

Pesagem realizada numa balanga analitica referente ao picndmetro contendo o gel 2 em seu interior.

4.3 ETAPA C — EXPERIMENTOS IN VITRO

4.3.1 Linhagens celulares

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

A linhagem celular 3T3 (ATCC: CRL- 1658), derivada de fibroblastos murinos,
foi adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro BCRJ — Rio de Janeiro, RJ, Brasil-
codigo 0017).
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4.3.1.1 SCC-4 (Linhagem derivada de CEC)

Conforme as orientacdes do fornecedor, as células foram mantidas em garrafas
plasticas proprias para cultivo celular (25 e 75 cm2) em meio de cultura DMEM/F12
(Hyclone, GE Healthcare ou Vitrocell) suplementado com 10% de soro fetal bovino,
400 mg/mL de hidrocortisona, 100 Ul/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina
(Hyclone, GE Healthcare). As garrafas foram armazenadas em incubadora de CO:
para cultivo celular e mantidas a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% de

umidade.

4.3.1.2 3T3 (Fibroblastos)

A linhagem 3T3 foi mantida intacta em frascos plasticos (25 e 75 cm?)
adequados para meio de cultura celular, RPMI (Vitrocell, S&o Paulo, Brasil)
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 Ul/mL de penicilina e 100 mg/mL de
estreptomicina (Hyclone, GE Healthcare). As garrafas também foram armazenadas
em incubadora de COz2 para cultivo celular e mantidas a 37°C em atmosfera contendo
5% de CO:2 e 95% de umidade.

4.3.2 Gel de azul de metileno

O Azul de Metileno (Ci6H1sN3SCI*3H20, Nuclear), com peso molecular de
373,92, foi utilizado em concentragdes que variaram de 25 pM a 400 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 agua
destilada. A homogeneizagdo do tubo era realizada em aparelho voértex por 30
segundos e em seguida realizava-se o preparo das solu¢des de tratamento com
diferentes concentragoes.

Apbs obter a solucéo estoque, foi realizado a incorporacdo do azul de metileno
no gel de tratamento, individualmente em tubos transparentes de 15 mL. Em cada

frasco foi acrescentado 01 mL de gel de tratamento base (independente do
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experimento) e o volume da solucdo-estoque correspondente a concentracao que
estava sendo preparada. O volume da solucédo-estoque correspondente a cada
concentracéo a ser preparada foi acrescentada e a quantidade suficiente de gel para
completar o volume de 1 mL como demonstrado na tabela 1.

Quadro 1 - Concentracdes dos géis de tratamento e volumes correspondentes da solucdo-estoque.

Solugéo de Volume da solugéo
estoque (uL)

tratamento (UM) GEL
g.s.p

25 0,93 1mL

50 1,87 1mL

100 3,75 1mL

200 7,5 1mL

400 15 1mL

Fonte: A autora

As solucdes de tratamento utilizada para o controle foram o meio de cultura
DMEMI//F12 e o gel.

Os ensaios de citotoxicidade, de incorporacédo e PDT foram realizados em
triplicata e repetidos pelo menos em 3 ocasides diferentes.

4.3.3 Cultura de células

Para iniciar os experimentos, foram utilizadas garrafas com cultura celular
apresentando confluéncia de aproximadamente 70%. Para tanto, 0 meio de cultura foi
removido, as células lavadas com 10ml de solucao salina tamponada com fosfato pH
7,4 (PBS) e entdo incubadas a 371C com 0,5 ml ou 2 ml de tripsina a 2% para frascos
de 25 cm? ou 75 cm?, respectivamente. Apds um periodo de 15 minutos, as células
perdem a adeséo ao frasco e ficam suspensas no meio de cultura (). A agao da tripsina
é interrompida pela adicdo de 5ml (garrafas de 25 cm?) ou 10ml (garrafas de 75 cm?)
de meio de cultura DMEM com 10% de SFB. Em seguida, a suspenséo de células foi
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transferida para Tubo Falcon de 15 ml estéreis e centrifugadas a 3000 rpm por 3
minutos. O sobrenadante era removido e descartado, ja o “pellet” de células era
ressuspendido em 5 ml de meio de cultura DMEM/F-12 com 10% de SFB. Entéo, as
células foram contadas em camara hemocitométrica de Neubauer e na sequencia
foram divididas em duas fracdes: primeira fracdo foi utilizada para o plaqueamento
(densidade 10x103 células por poco na placa de 96 pocos); segunda fracéo foi
incubada em novos frascos de 25 cm? ou 75 cm? (1x102 células em 5 ml de meio para
frascos de 25 cm? e 1x10° células em 10 ml de meio para frascos de 75 cm?). O meio

de cultura foi trocado a cada 48 horas.

4.3.4 Plagueamento celular

Através de visualizacdo em microscopio Optico invertido, determinou-se que a
densidade 10x10° células por poco (placa de 96 pocos) apresentou a melhor

confluéncia celular para se realizar as demais etapas do experimento.

4.4 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

A primeira etapa da pesquisa observou o efeito de citotoxicidade do gel
incorporado com AM nas células SCC-4 e 3T3 nas seguintes concentracdes: 0 UM,
(controle - Gel), 0 uM (controle — Meio), 25 uM, 50 uM, 100 pM, 200 uM, 400 uM
(Figura 9).

Apos 24 h do plaqueamento das células (SCC-4 ou 3T3) em placas de 96
pocos, removeu-se 0 sobrenadante, acrescentou-se 100 puL do gel 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. O tempo de
incubacéao foi definido apos pesquisa com solugcédo de azul de metileno (SCOTTINI,
2021). Ao final do tempo de incubacao 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-tetrazdlio).
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Figura 9 — Incubacao do Azul de Metileno em diferentes concentracdes em linhagem SCC-4

Fonte: A autora

A reducdo do MTT baseia-se na capacidade que a enzima succinato
desidrogenase (presentes nas mitocondrias de células viaveis) tém de converter o sal
de tetrazolium (dimetiltiazol difenil tetrazolium, ou MTT), que € hidrossoluvel e de cor
amarelada, em cristais de formazan, que sao de cor purpura. Esta capacidade que
somente células vivas possuem, indica atividade mitocondrial e consequente
viabilidade celular. 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 insollvel de coloracédo
purpura cuja absorcdo € mensurada em espectrofotometro (FREITAS, 2017).

Para realizar o ensaio foi acrescentado 100 pL da solucdo de MTT (0,5 pg/mL
diluido em DMEM quando se utilizava SCC-4 ou RPMI quando se usava a linhagem
3T3) em cada poco e a placa armazenada em estufa (a 37°C em atmosfera contendo
5% de CO:2 e 95% de umidade) por 60 minutos. Em seguida, removeu-se o
sobrenadante e foi acrescentado 100 pL de solucéo de alcool isopropilico acido (0,1M
HCI) para eluicdo dos cristais de formazan. Apos leve homogeneizagdo dos pocos,
realizou-se a leitura da placa em espectrofotbmetro em um comprimento de onda de

570 nm com o objetivo de quantificar o formazan formado a partir do calculo a seguir:

Viabilidade celular= (Absorbancia x 100) / Média das absorbéancias do controle.
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4.5 ENSAIO DE INCORPORACAO DO AM

Conforme descrito por Santos (2017) foi realizado o ensaio de incorporagao de
Azul de metileno com o objetivo de quantificar o azul de metileno incorporado pelas

linhagens celulares testadas.

Apo6s plagueamento de células SCC-4 e incubacdo com varias concentracdes
de AM por 30 min e lavagem conforme descrito no ensaio de citotoxicidade, 100 pL
de uma solucdo contendo SDS (50 mM) foram adicionados para promover a lise da
membrana celular e liberagdo de azul, que foi absorvida pelas linhagens celulares
testadas. Logo em seguida foi realizada a leitura da placa em espectrofotometro em

comprimento de onda de 660 nm.

Os célculos sao feitos apods plotar o grafico com a linha de tendéncia e equacédo

da reta.

Equacédo de uma reta:
Y = mX+b

Y - incorporacao
m- inclinagdo da reta
b- intersecdo emy
X- absorbancia

4.6 AVALIACAO DA TFD COM AZUL DE METILENO EM CELULAS SCC-4 E 3T3

As células foram plagueadas (concentracdo de 1x10° em 1 ml de DMEM/F-12
com 10% de SFB em cada poco de placas de cultura de 96 pocos. Entdo o meio de

cultura foi removido e os pocos distribuidos em quatro grandes grupos experimentais:

e Grupo 1 (Controle - sem tratamento com laser e fotossensibilizador): 3 pocos
de cultura, contendo, cada poco, 100 [IL da suspensao de células a ser testada e
100 L de meio DMEM/F12. Nesse grupo néo foi aplicado qualquer tratamento,

sendo manipulado e avaliado no mesmo momento dos outros grupos
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experimentais.

e Grupo 2 (Controle — com gel base e laser): 3 pocos de cultura, contendo, cada
poco, 100 DL da suspensao de células a serem testadas €100 L do gel base de
tratamento, irradiados com laser na dosimetria de 50 mW por 120 segundos (6J),
em aplicacdo unica.

e Grupo 3 (gel de azul de metileno): 3 pocos de cultura contendo, cada poc¢o, 100
OL da suspenséo de células a serem testadas, 100 [JL de gel de tratamento com
diferentes concentragdes testadas (25, 50, 100, 200, 400 [1M) e incubado por 30
minutos.

e Grupo 4 (gel de azul de metileno e laser): 3 pogos de cultura contendo, cada
poco, 100 L da suspensdao de células a ser testada, 100 L de gel de tratamento
de Azul de Metileno nas concentragdes testadas, incubado por 30 minutos. Em
seguida foi realizada irradiacdo com laser na dosimetria 50 mW por 120 segundos
(6J), em aplicacdo Unica. Apoés a irradiacdo do laser o gel foi descartado e
procedeu-se a lavagem das células em 1500L de meio.

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 cmz, laser condutor GaAlAs, e cujo protocolo definido para

esta pesquisa apés 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/cm2 (SCOTTINI, 2021).Para diminuir a interferéncia da luz entre 0os 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 concentracdo
de 27 M).Todo os experimentos foram realizados em trés momentos diferentes, com

a finalidade de obter-se no final 9 leituras de cada grupo e concentragéo testada.

Apoés o tratamento realizado, nos diferentes grupos, o gel foi removido e os
pocos foram lavados por 03 vezes com meio DMEM. Na sequéncia para avaliacao do
efeito da terapia fotodindmica foi acrescento 100 pL da solugcédo de MTT. A placa foi
armazenada por 60 min em estufa para cultivo celular até que a metabolizagdo do
MTT pudesse ser observada. Em seguida, removeu-se o sobrenadante e foi
acrescentado 100 pL de solucéo de DMSO (dimetil sulfoxido) para eluicéo dos cristais

de formazan.
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Figura 10 - Aparelho de laser

Fonte: A autora

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram tabulados no programa Microsoft Excel Versao
2016 e submetidos a analise estatistica no programa Jamovi. Apos a realizacédo
do teste de normalidade, os experimentos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA de uma via e de duas vias) com o pos teste de Tukey. Adotou-
se o nivel de significancia de 5% (p<0,05). Para testes com nivel de significancia
p<0.001 em relagao ao controle foram aplicados os testes ndo paramétricos de
Teste Kruskal-Wallis e DSCF Pairwise comparisons, utilizado na comparacéo de

trés ou mais amostras independentes.



44

5 RESULTADOS

5.1 FORMULACAO

Com os estudos de pré-formulacao foi desenvolvido um gel com viscosidade baixa,
adequado para o uso em placa de 96 pocos. A incorporacdo do principio ativo era
realizado apenas nos momentos de experimentacdo sem interferir na estabilidade do
gel base, com o objetivo de manter a integridade do Azul de Metileno.

Para proporcionar a viscosidade e aspecto de gel, utilizou-se o HPMC. Ele
também fara a liberacdo controlada dos farmacos. Assim como o HPMC, foram
utilizados mais dois polimeros: o PEG 4000 e o propilenoglicol. O PEG 4000 foi
incluso para proporcionar mucoadesividade, bem como estabilizar o produto. O
propilenoglicol foi utilizado para facilitar a solubilizacdo do Azul de Metileno (AM)

junto ao gel. Como veiculo e solvente foi utilizada a agua purificada.

5.2 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

Para a caracterizacao fisico-quimica do gel fluido, o pH foi analisado usando
dois métodos diferentes: medidor de pH digital de bancada e fitas indicadoras de pH.
Foi obtido o pH 6 pelos dois métodos, ndo apresentando variacdo significativa entre
os periodos estabelecidos (inicial, 10° dia e 20° dia).

Quadro 02: Resultados da analise pH inicial, 10° dia e 20° dia.

Afericdo do pH pHmetro de bancada Fita indicadora de pH
Inicial 6 6

10 dias depois 6 6

20 dias depois 6 6

Fonte: A autoraA densidade dos géis foi determinada por Picnometria. No primeiro
dia utilizou-se um picndmetro vazio de massa 16,831g, no qual apresentou massa

correspondente a 42,2509 quando cheio de agua destilada, obtendo a massa da 4gua
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destilada de 25,419g. Com o uso das equac0es, verificou-se que o Gel pesava
25,888g (picndmetro com Gel = 42,718g). Desta forma, a densidade do gel é de
1,018g/mL. Foi possivel observar uma queda na densidade apds 20 dias, conforme
demonstrado na Tabela 02.

Quadro 02: Resultados da analise de viscosidade por Picnometria do gel base de HPMC.

Dia Massa do Massa da agua (g) Densidade
picndmetro (g) Massa do (g/mL)
gel (9)
Inicio 16,83 25,419 25,888 1,018
10° 16,700 25,517 25,828 1,012
20° 16,731 25,295 25,541 1,009

Fonte: A autora, 2022.

5.3 ENSAIOS DE INCORPORACAO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE AM
NAS LINHAGENS CELULARES DE SCC-4 E 3T3

Na linhagem SCC-4 a média de incorporacéo da concentracdo do AM foi de 6,16
UM (24,64%) para a concentracéo de 25 uM. Para a concentracdo de 50 pM, a média
foi de 10,60 uM representando 21,20% do corante incorporado pelas células (Gréfico
1). A linhagem 3T3 incorporou mais de 100% do corante na concentragéo de 25 uM e
aproximadamente 60% do corante foi absorvido na concentracdo de 50 uM. Em todas
as concentracdes a linhagem ndo neoplasica apresentou maior capacidade de
incorporacdo comparado a linhagem neoplasica. Para as concentracdes de 25 uM, 50
UM e 100 puM a linhagem néo neoplasica apresentou mais do que o dobro da

capacidade de incorporacao que a linhagem neoplasica.
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Quadro 3: Média da incorporacéo de azul de metileno em diferentes concentracées pelas células SCC-

4
SCC -4 3T3
Concentragdao Concentracéao Porcentagem de Concentragéao Porcentagem de
(UM) incorporada incorporacéo incorporada incorporacao
25 6,16 24,64 26,10 104,4
50 10,60 21,20 29,5 59,00
100 17,10 17,10 44,50 44,50
200 31,90 15,95 45,00 22,50
400 46,20 11,55 83,00 20,75

Fonte: A autora

Paratodas as concentracdes a capacidade de incorporacao do azul de metileno

pelas células foi inferior a 30%, para concentracdo de 400 pM a incorporacao foi

inferior a 12%. As concentra¢cfes superiores a 100 uM apresentaram potencial de

incorporacdo inferior a 20%. Houve diferenca estatistica entre todas as concentracdes

em estudo.
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Graéfico 1: Porcentagem de incorporacao de azul de metileno em diferentes concentracdes pelas células
SCC-4.
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Nota: Os dados foram analisados pela analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de
Tukey quando p foi significativo. Dados expressos em média da porcentagem de incorporacao celular
(n=4). Diferentes letras representam diferenca estatistica entre todas as concentra¢bes p<0,05 (Teste
Kruskal-Wallis e DSCF Pairwise comparisons p 0.001).

Fonte: A autora, 2022.

As células da linhagem 3T3 demonstraram maior capacidade de incorporar o
AM em comparacao com as celulas da linhagem SCC-4 em todas as concentragdes.
As células ndo neoplasicas apresentaram alta capacidade de incorporacédo do AM, na
concentracdo de 25 puM (104%), ndo apresentando capacidade de incorporacao
inferior a 20% em nenhuma das concentragBes. Houve diferenca estatistica entre

todas as concentracdes em estudo (Tabela 2).
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Graéfico 2: Porcentagem de incorporacao de azul de metileno em diferentes concentracdes pelas células
3T3.
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Nota: Os dados foram analisados pela analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de
Tukey quando p foi significativo. Dados expressos em média da porcentagem de incorporacao celular
(n=4). Diferentes letras representam diferenca estatistica entre todas as concentracdes p<0,05 (Teste
Kruskal-Wallis e DSCF Pairwise comparisons p 0.001).

Fonte: A autora, 2022.

Na avaliacdo do grau de incorporacao do AM, foi observada maior quantidade
de corante incorporado pela linhagem ndo neoplasica do que pela linhagem
neoplasica, nas diferentes concentracfes testadas foi possivel observar que a
linhagem neoplasica possui menos da metade da capacidade de incorporagdo que a
linhagem nédo neoplasica. Na concentracao de 25 uM o valor de AM incorporado pela

linhagem SCC-4 foi menor que 10% e 3T3 incorporou 100% na mesma concentragao.

As células ndo neoplasicas apresentaram alta capacidade de incorpora¢ao do
AM, na concentracéo de 25 pM (104%), enquanto a linhagem SCC-4 teve 24,64% do
corante foi incorporado e na mesma concentracdo. Na linhagem néo neoplasica as
concentracdes superiores a 100 uM apresentaram potencial de incorporacao inferior
a 20%, ja na linhagem ndo neopladsica nenhuma concentracdo apresentou

incorporacdao inferior a 20% (Grafico 3).
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Grafico 3 — Diferencas no grau de incorporacéo do AM pela linhagem 3T3 e SCC-4 apds exposicao 30
minutos (concentracdes de 25 UM até 400 pM)
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Nota: Dados expressos em média da porcentagem de viabilidade celular (n=4). *representando
diferenca estatistica entre todas as concentragdes p<0,05 (Teste Kruskal-Wallis e DSCF Pairwise
comparisons p 0.001).

Fonte: A autora, 2022.

5.4 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE AM
NAS LINHAGENS CELULARES SCC-4 E 3T3

O AM afetou a viabilidade celular das células SCC-4 a partir da concentracdo de
50 uM (p<0,05). Ocorreu diferenca estatistica nas concentracdes de 25 e 50 em
relacdo a concentracdo de 400 pM. Na concentracdo de 400 apresentou elevada
diminuicao da viabilidade celular, ou seja, citotoxicidade que segundo a normativa ISO
€ a reducéo da viabilidade celular abaixo de 70%. Apenas as concentracdes de 200
UM e 400 pM apresentaram diferenca estatistica em relagdo ao controle. As
concentracdes de 25 pM, 50 uM e 100 pM foram as que menos afetaram a viabilidade

celular (Grafico 4).
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Graéfico 4 — Avaliacao da viabilidade celular da linhagem SCC-4 apds 30 minutos de incubacdo com AM
(concentragdes de 25 uM até 400 puM)
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Nota: Os dados foram analisados pela andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de
Tukey quando F foi significativo. Dados expressos em média da porcentagem de viabilidade celular
(n=4). *quando p<0,05 em comparacgdo ao grupo controle (Teste Kruskal-Wallis e DSCF Pairwise
comparisons). a. representa os grupos que ndo tiveram diferenca estatistica e os grupos que tiveram
diferenca estatistica entre Si estdo representados por b e C.

O AM afetou a viabilidade celular das células 3T3 a partir da concentracdo de
25 UM (p<0,05), sem apresentar diferenca estatistica apenas entre as concentracées
de 25 e 50 uM, apresentando reducao drastica da viabilidade celular a partir da
concentracéo de 100 puM (59,20%). Apenas as concentragdes de 25 uM e 50 uM néo

afetou significativamente a viabilidade celular (Gréfico 5).
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Grafico 5 — Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem 3T3 ap6s 30 minutos de incubacdo com AM
(concentragdes de 25 uM até 400 puM)

Nota: Os dados foram analisados pela andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de
Tukey quando F foi significativo. Dados expressos em média da porcentagem de viabilidade celular
(n=4). *quando p<0,05 em comparagdo ao grupo controle (Teste Kruskal-Wallis e DSCF Pairwise
comparisons). a. representa as concentragdes sem diferenca estatistica e as letras b e c representam
grupos que apresentam diferenca estatistica entre si.

Fonte: A autora, 2022.

A diminuicdo da viabilidade celular foi semelhante nas concentracdes de 25 e
50 uM das duas linhagens. A partir de 100 uM a linhagem 3T3 (77,50%) apresentou
maior sensibilidade a acdo do azul de metileno que a linhagem SCC-4 (p<0,05). Nas
concentracdes a partir de 200 uM foi observado acentuada diminui¢éo na viabilidade
celular nas células ndo neoplasicas, jA para as células neoplasicas o AM diminui
significativamente a viabilidade somente na concentragao de 200 uM. O AM comecou
a interferir na viabilidade de 3T3 na concentracdo de 25 uM, para a linhagem
neoplasica a diminuicéo da viabilidade passa a ser visivel apenas na concentracao de
100 uM. Foi observado diferenca estatistica entre 0os grupos nas concentracdes de
200 pM (SCC-4 84% - 3T3 52%) e 400 uM (SCC-4 78%- 3T3 42%). Nao foi observado
viabilidade a baixo de 70% para as células neoplasicas, ja a linhagem néao neoplasica

apresentou viabilidade abaixo de 50% (Grafico 6).
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Grafico 6 — Diferencas na viabilidade celular da linhagem 3T3 e SCC-4 ap6és exposi¢cdo ao AM por 30
minutos (concentracdes de 25 UM até 400 pM)
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Nota: Os dados foram analisados pela andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de
Tukey quando F foi significativo. Dados expressos em média da porcentagem de viabilidade celular
(n=4). *quando p<0,05 diferenca estatistica entre os grupos (Teste Kruskal-Wallis e DSCF Pairwise

comparisons).
Fonte: A autora, 2022.

5.5 EFEITO DA PDT NAS LINHAGENS CELULARES SCC-4 E 3T3

O efeito da PDT na linhagem SCC-4 foi avaliado nos grupos controles e nas
concentracdes de 25 pM, 50 uM e 100 pM em dois grupos distintos: no grupo 1, a
viabilidade celular foi avaliada sem a utilizagdo da PDT, apds 30 minutos de incubacéo
com AM e no grupo 2, apés a incubacédo de AM por 30 minutos a PDT foi aplicada

sobre as células.

No grupo sem aplicacdo da Terapia Fotodinadmica (grupo 1) néo foi observado
diferenca significativa na viabilidade celular entre as concentragdes em estudo, nao
apresentando viabilidade abaixo de 95% em nenhuma das concentragdes. A
viabilidade celular foi alterada no grupo de Terapia Fotodinamica (grupo 2), nas
concentracdes de 50 puM (75,8%) e 100 uM (75,3%) apresentou viabilidade abaixo de
80%, sem apresentar citotoxicidade (viabilidade abaixo de 70%). Observou-se

diferenca estatistica entre o controle e todas as concentragées em estudo (grafico 7).
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Graéfico 7 — Avaliacao da viabilidade celular da linhagem SCC-4 apds 30 minutos de incubacdo com AM
sem e com a aplicagcao da PDT (concentragfes de 25 uM até 100 uM).
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1- Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem SCC-4 ap6s 30 minutos de incubagdo com
AM.

2- Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem SCC-4 apds 30 minutos de incubagdo com
AM e aplicacdo da Terapia Fotodinamica.

Nota: Os dados foram analisados pela andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de
Tukey quando p foi significativo. Dados expressos em média da porcentagem de viabilidade celular
(n=4). *quando p<0,05 em comparagdo ao grupo controle (Teste Kruskal-Wallis e DSCF Pairwise
comparisons).

Fonte: A autora, 2022.

A viabilidade celular da linhagem 3T3 foi avaliado nos grupos controles, nas
concentracbes de 25 pM, 50 uM e 100 pM em dois grupos distintos: no grupo 1, a
viabilidade celular foi avaliada sem a utilizacao da PDT, apds 30 minutos de incubacéo
com AM e no grupo 2, apés a incubacédo de AM por 30 minutos a PDT foi aplicada

sobre as células.

No grupo 1, todas as concentragdes alteraram a viabilidade celular, no
entanto, apenas a concentracao de 100 uM apresentou citotoxicidade e diferenca
estatistica em relacédo ao controle e em relagédo a concentracao de 25 uM. Com a PDT,
no entanto, as concentracées de 50 uM e 100 uM apresentaram diferenca estatistica
em relacéo ao controle (p<0,05). Neste grupo (2) os tratamentos de PDT 50 uM e PDT

100 puM apresentaram diminui¢cdo consideravel da viabilidade celular (Grafico 8).
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Grafico 8 — Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem 3T3 ap6s 30 minutos de incubacdo com AM
sem e com a aplicagcao da PDT (concentragdes de 25 uM até 100 uM).
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1- Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem 3T3 apds 30 minutos de incubagdo com AM.
2- Avaliagdo da viabilidade celular da linhagem 3T3 ap6s 30 minutos de incubagdo com AM e
aplicacdo da Terapia Fotodinamica.

Nota: Os dados foram analisados pela andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de
Tukey quando F foi significativo. Dados expressos em média da porcentagem de viabilidade celular
(n=4). *quando p<0,05 em comparagéo ao grupo controle (Teste Kruskal-Wallis e DSCF Pairwise
comparisons).

Fonte: A autora, 2022.

O efeito da PDT nas linhagens de SCC-4 e 3T3 foram avaliados nas

concentracdes de 25 uM, 50 uM e 100 puM apds 30 minutos de incubacdo com AM.

Nas trés concentracdes testadas para SCC-4 houve alteragéo significativa na
viabilidade em relacdo ao controle, no entanto, sem apresentar citotoxicidade
(viabilidade abaixo de 70%). Para 3T3 as concentracbes de 50 e 100 uM
apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao controle e citotoxicidade. ApGs a
concentracdo de 50 uM foi observado a diferenca estatistica entre os grupos,
culminando em uma evidente queda de viabilidade na linhagem ndo neoplasica
(grafico 9).
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Grafico 9 — Avaliacao da viabilidade celular da linhagem SCC-4 apds 30 minutos de incubacdo com AM

e aplicacdo da PDT nas linhagens celulares SCC-4 e 3T3 (concentracdes de 25 uM até 100 pM).
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Nota: Os dados foram analisados pela andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de
Tukey quando F foi significativo. Dados expressos em média da porcentagem de viabilidade celular
(n=4). *quando p<0,05 em comparagdo ao grupo controle (Teste Kruskal-Wallis e DSCF Pairwise

comparisons).
Fonte: A autora, 2022.
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6 DISCUSSAO

Recentemente, muitas tentativas de melhorar os efeitos terapéuticos da PDT
foram relatadas. LIM et al (2013) obtiveram como resultado de sua pesquisa um
aumento da apoptose induzida por PDT em associacdo com a regulacdo negativa de

proteinas antiapoptoticas e uso de solucao de AM.

No tratamento das lesdes cutaneas, quanto mais superficial a lesédo, melhores
os resultados obtidos, devido administracdo topica da solucdo de fotossensibilizador
ser facilitada pela proximidade/acessibilidade do local de acdo (WAINWRIGHT et al.
1997; RICE; WAINWRIGHT; PHOENIX, 2000; CERIZE, 2012). De maneira analoga,
0 presente estudo trata do desenvolvimento de um gel de AM, o qual torna-se
candidato a ser utilizado no tratamento de lesGes de facil acesso, ou seja, sua
aplicacao néo requer métodos invasivos.

Estudos mostraram que o AM é um fotossensibilizador seguro e que
apresenta poucos efeitos colaterais, principalmente em seu uso tépico (LINK et al.
1998; RINDADE et al. 2000), e ndo mostram relatos de toxicidade local na maioria dos
tecidos (WAINWRIGHT e CROSSLEY 2002). No presente estudo foi possivel
observar que na presenca de gel de AM houve uma maior alteracdo na viabilidade
celular das células da linhagem nao neoplasicas em relacéo as células neoplasicas.
Nos experimentos com AM e PDT a concentracdo de 100 puM apresentou
citotoxicidade para a linhagem celular ndo neoplasica, indicando que ndo ha
seguranca para aplicacao tdpica do gel em tecidos saudaveis.

Nas formulacdes odontoldgicas, os géis hidrofilicos geralmente contribuem na
manipulac¢do do produto, aumentando a reten¢éo do farmaco na boca e seu tempo de
acdo. Também proporcionam estabilidade fisico-quimica e microbiologica as
formulacdes, o que garante maior adesao do produto pelo paciente (VILLANOVA et
al., 2010). Para o presente estudo a utilizagdo de gel com caracteristicas tradicionais
para uso oral (maior densidade) mostrou-se inviavel pois em conjunto com 0s
materiais usados apresentava dificuldades de manuseio. A necessidade de
manipulagdo no momento da experimentacdo carecia da entrada do mesmo nos
pequenos orificios da placa de 96 pocos. Para tal, o polimero de HPMC em baixa
concentracéo (1%) foi disperso em meio aquoso para obter uma formulagdo com

consisténcia e aparéncia de gel fluido, com densidade maior que a da agua (1,000
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g/mL), porém menor que a densidade de um gel de uso oral (densidade superior a
1,100 g/mL)(PEDRAZZI et al., 2009).

Santos (2018) desenvolveu um gel fluido de HPMC 2% e obteve a densidade
de 1,038 g/mL, pouco superior a densidade de 1,018 g/mL obtida pelo presente
estudo. Os géis presentes no mercado apresentam densidade entre 1,100 g/mL —
1,300 g/mL (Pedrazzi et al., 2012; SILVA et al., 2019).

Costa et al. (2017) fizeram uma formulacao simples de gel de carbopol 940®
com intuito de aumentar o periodo de contato do FS e eficacia da PDT. Obtiveram
géis estaveis com a presenca do ativo, sugerindo que a formulacao gera um ambiente
fisico-quimico adequado para o aumento do efeito fotodinamico. Os testes de
deteccdo de EROs mostram interacdo entre o AM e a malha polimérica, onde
amostras incorporadas com ureia geraram reducédo da eficiéncia de producédo de
EROs, indicando que os excipientes da formulacdo podem interferir no resultado da
PDT. Na atual pesquisa optou-se por uma formulacdo com poucas matérias primas
visando mitigar a interferéncia dos componentes na acgéo, incorporacao e eficacia da
formulagéo gel de AM.

A citotoxicidade do AM nas células depende da dose utilizada. Nas
concentracfes a partir de 200 uM observou-se acentuada diminui¢cdo na viabilidade
celular em ambas as linhagens. Nos testes in vitro de Lamarque et al. (2020) notou-
se que o aumento da citotoxicidade do AM esta ligado ao aumento da concentragao,
corroborando os resultados. O desafio € descobrir uma concentracdo que tenha alto
potencial citotoxico, gerando maior estresse oxidativo e danos celulares seletivamente
contra as células neoplasicas sem afetar a viabilidade dos tecidos saudaveis.

Assim como no presente estudo, Scottini (2021) observou que a porcentagem
de incorporacéo do AM pelas células decrescia junto com o aumento da concentracéo
da solucdo de AM. Como resultado observou que mesmo em baixas concentracées
as células neopléasicas foram muito mais suscetiveis a incorporacdo do AM do que as
células saudaveis e ambas as linhagens incorporaram mais de 50% da solucéo de AM
em algumas concentracfes. Contudo, no presente estudo nota-se um potencial menor
de incorporacdo de AM na formulacado de gel pelas células de linhagem SCC-4, ndo
apresentando absorcgéo superior a 25% em nenhuma das concentragdes testadas.

Comparando os resultados da pesquisa com os resultados de Scottini (2021)
nota-se algumas semelhancas. Scottini (2021) observou viabilidade celular de 98,6%
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em células que foram expostas a solucdo com concentracdo de 25uM de AM, e
viabilidade celular de 71,9% em células expostas a solucdo com concentracdo de
50uM. No presente trabalho, foi observada viabilidade celular de 98,5% em células
expostas ao gel com concentragao de 25uM de AM, e viabilidade celular de 75,8% em
células expostas ao gel em concentracao de 50uM.

Kofler et al. (2018) ndo encontraram diferenca estatistica nas células tratadas
apenas com o laser mesmo apo0s a exposi¢cao por 15 minutos com densidade de
energia de 95 J/cm2. Em nosso estudo apos a avaliacdo da PDT, foram observadas
diferencas significativas entre os grupos tratados com laser PDT 25, PDT 50 e PDT
100 em relacdo ao grupo tratado apenas com gel de AM. Esses resultados indicam
que a combinagcdo de luz laser e gel AM interferiu na viabilidade celular em

comparacao aos controles.

Entre as limitacBes deste estudo, estdo a impossibilidade de identificar as
organelas de afinidade com o AM na linhagem SCC-4 e os principais processos de
morte celular envolvidos. Quanto a localizacdo do AM nas células, seja mitocondria
ou lisossomo, ndo ha consenso na literatura, assim como ndo ha consenso se a
principal via de morte celular induzida por PDT e AM € apoptose ou necrose. Em varias
linhagens celulares foi observada morte celular por apoptose (WONDRAK, 2007; LIM
et al., 2013), que é o tipo de morte celular desejavel durante a PDT. Em contraste, 0
grupo de Santos et al. (2017) encontrou mais marcadores necroticos na morte celular
induzida por PDT usando AM em linhas celulares derivadas de cancer de mama.
Determinar a localizacdo do AM nas células e entender os mecanismos que levam a
morte celular podem facilitar o desenvolvimento de novos protocolos e novas
abordagens, como o uso de moléculas e nanoparticulas de ligacdo AM para melhorar
o PDT (SER et al., 2020). Wainwright (2005) também descreveu que os derivados do
azul de metileno exibem maior citotoxicidade em cultura devido a uma combinacéo de

lipofilicidade e reducao da forma reduzida.

Dos estudos in vitro encontrados até agora, o estudo de Kofler et al. (2018) foi
realizado em linhagem derivada de carcinoma espinocelular de boca (SCC-25)
apresentou resultados promissores especialmente sobre a capacidade desta terapia
de impedir a reproducdo das células tumorais malignas. Assim como no presente

estudo, Scottini (2021) demonstrou que a PDT com solugédo de AM pode ser uma
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alternativa eficaz no tratamento antineoplasico de carcinoma espinocelular derivado

de lingua.

Com base nos fatos mencionados, estudar a localizagdo do AM, pesquisar 0s
mecanismos de morte celular e quantificar o oxigénio singleto ou ERO, sao outras
variaveis a serem exploradas para definir melhores protocolos de pesquisa in vitro e
in vivo. Uma melhor compreenséo dos efeitos da PDT nas células tumorais leva ao
desenvolvimento de novas tecnologias. Essas inovagfes podem permitir que os
fotossensibilizadores se liguem as organelas e gerem EROs para uma morte celular

mais eficiente das células tumorais.

7 CONSIDERACOES FINAIS

O gel base de HPMC 1% apresentou estabilidade de pH (6,0) e pouca alteracao
na densidade, nos periodos de 0, 10 e 20 dias. As células da linhagem SCC-4
demonstraram baixa capacidade de incorporacdo do AM por parte das células
neoplasicas, além disso, o uso do Gel de AM isolado ndo afetou a viabilidade celular
das células neoplasicas, exceto quando se utilizou uma concentracdo igual ou maior
que 400 uM.

Notou-se diferenca estatistica entre a viabilidade celular do grupo controle e
células que foram submetidas a PDT, indicando que a PDT proporcionou diminui¢cao

na viabilidade celular das linhagens testadas.



60

REFERENCIAS

1. AGOSTINIS, P. et al. Photodynamic therapy of cancer: an update. CA Cancer J
Clin. 2011.

2. ALLEN, L.V., POPOVICH, N.G., ANSEL, H.C. Ansel’s pharmaceutical dosage
forms. 8th ed. Lippincot Williams & Wilkins, Baltimore. 2005.

3. AMENABAR, J.M.; TORRES-PEREIRA, C.C.; TANG, K.D.; PUNYADEERA, C.
Two enemies, one fight: An update of oral cancer in patients with Fanconi anemia.
Cancer. 2019.

4. ANDREADIS, D. et al. Utility of photodynamic therapy for the management of oral
potentially malignant disorders and oral cancer. Translational Research in Oral
Oncology, v. 1, p. 1-19, 2016.

5. BACELLAR, I. et al. Photodynamic Efficiency: from molecular photochemistry to
cell death. International Journal of Molecular Sciences, v. 16, n. 9, p. 20523-
20559, 2015.

6. BAGAN J.; PADERNI, C.; TERMINE, N.; CAMPISI, G.; LO RUSSO, L.
COMPILATO, D.; DI FEDE, O. Mucoadhesive polymers for oral transmucosal drug
delivery: a review. Curr Pharm Des. 2012.

7. BAROLET, D. Light-Emitting Diodes (LEDs) in Dermatology. Seminars in
Cutaneous Medicine and Surgery. Canada. 2008.

8. BERTAO, J.M. Andlise clinica e histoquimica comparativa computadorizada
pelo método da Agnor de carcinoma espinocelular de diferentes regides da
boca de humano. 2003.

9. Biel, M.A. Antimicrobial Photodynamic Therapy for Treatment of Biofilm-Based
Infections. In: Donelli, G. (eds) Biofilm-based Healthcare-associated Infections.
Advances in Experimental Medicine and Biology, v. 831. Springer, Cham. 2015.

10.CALZAVARA-PINTON, P.G.; VENTURINI, M. SALA R. Photodynamic therapy:
update 2006. Part 1. Photochemistry and photobiology. J Eur Acad Dermatol
Venereol. 2007;

11.CARVALHO, A.L.; SINGH, B.; SPIRO, R.H.; KOWALSKI, L.P.; SHAH, J.P. Cancer
of the oral cavity: a comparis between institutions in a developing and a developed
nation. Head Neck. 2004.

12.CASTANO, A.P.; MROZ, P.; HAMBLIN, M.R. Photodynamic therapy and anti-



61

tumour immunity. Nat Rev Cancer. 2006.

13.CERIZE, N.N.P. Sistemas nanocarreadores com aplicacdo na terapia
fotodindmica do cancer: nanoremérdios. S&o Paulo, 2012.

14.CHEN, X.; LU, Y.; JIAO, R.; ZHONG, J.; JI, J.; Shen, P. Methylene blue-mediated
photodynamic therapy induces mitochondria-dependent apoptosis in HeLa Cell. J.
Cell. Biochem. 2008.

15.CHORILLI, Marlus et al. Free radicals and antioxidant agents: concepts to
application in pharmaceutical and cosmetic formulations. 2007.

16.COOK, M. T.; KHUTORYANAKIY, V. V. Mucoahesion and mucosa-mimetic
materials. International Journal of Pharmaceutics. 2015.

17.COSTA L.A.G. et al. Géis poliméricos contendo azul de metileno como novas
formulacdes para terapia fotodinamica. 2017.

18.CURI, M.M.; DIB, L.L.; KOWALSKI, L.P. Management of refractory
osteoradionecrosis of the jaws with surgery and adjunctive hyperbaric oxygen
therapy. Int J Oral Maxillofac Surg Rev, 2000.

19.DA SILVA, S.D. et al. Advances and applications of oral cancer basic research.
Oral Oncol. 2011

20.DE PAOLA, Maria Valéria Robles Velasco. Avaliacdo da disponibilidade de formas
farmacéuticas solidas comercializadas no mercado brasileiro empregando o teste
de dissolucéo. J. Health Sci. Inst. 2001.

21.DHILLON, A.S. etal. MAP kinase signalling pathways in cancer. Oncogene, vol.
26, n° 22. 2007.

22.DIB, L.L.; SABBA, L.M.B.; MARQUES, L.A.; ARAUJO, N.S. Fatores prognosticos
em carcinoma de bordas de lingua: analise clinica e histopatolégica. Acta Oncol
Bras. 1994.

23.DILKES, M.G.; DEJODE, M.L.; ROWNTREE-TAYLOR, A. et al. m-THPC
photodynamic therapy for head and neck cancer. Laser Med Sci 11, 23-29. 1996.

24. DOLMANS, D.E.; FUKUMURA, D.; JAIN, R.K. Photodynamic therapy for cancer.
Nat Rev Cancer. 2003.

25.DOUGHERTY, TJ.; GOMER, CJ.; HENDERSON, BW.; JORI, G.; KESSEL, D,
KORBELIK, M.; MOAN, J.; PENG Q. Photodynamic therapy. J Natl Cancer Inst.
1998.



62

26.EDUARDO, A.P. et al. Photodynamic therapy as a complementary benefit in the

dental clinic. Revista da Associacéo Paulista de Cirurgides Dentistas. 2015.

27.FAN, H.Y. et al. Light stimulus responsive nanomedicine in the treatment of oral
squamous cell carcinoma. Eur J Med Chem. 2020.

28.FANG, C.Y. et al. miR-145 mediates the anti-cancer stemness effect of
photodynamic therapy with 5-aminolevulinic acid (ALA) in oral cancer cells. J
Formos Med Assoc. 2018.

29.FERNANDES, K.P.S.; FERRARI, R.AM.; FRANCA, C.M. Biofotbnica-
Principios e Aplicacdes. Sédo Paulo, 2017.

30.FERRAZ, F.C.; SIMOES, W.; RAPAPORT, A.; BOZZO, R.O. O uso de localizador
apical endoddntico em pacientes irradiados. Rev Gaucha Odontol. 2004.

31.FERREIRA, J.; CORREA, T. P. Terapéutica no carcinoma de células escamosas
cutaneo em gatos. Ciéncia Rural. 2006.

32.FINI, A.; BERGAMANTE, V.; CESCHEL, G. C. Mucoadhesive gels designed for
the controlled release of chlorhexidine in the oral cavity. Pharmaceutics, 3, 665-
679. 2011.

33.FRANCO, R.; SCHONEVELD, O.; GEORGAKILAS, A.G.; PANAYIOTIDIS, M.I.
Oxidative stress, DNA methylation and carcinogenesis. Cancer Lett. 2008.

34.FREITAS, L. M. et al. Photodynamic therapy combined to cisplatin potentiates cell
death responses of cervical cancer cells. BMC Cancer.v. 17, n. 1, p. 1-12, 2017.

35.GABRIELLI, D.; BELISLE, E.; SEVERINO, D.; KOWALTOWSKI, A.J.; BAPTISTA,
M.S. Binding, aggregation and photochemical properties of methylene blue in
mitochondrial suspensions. Photochemistry and Photobiology, 79: 227-232.
2002.

36.GAD, A.; KIYOSAWA, K..;, UMEMURA, T.; ICHIJO, T.; MATSUMOTO, A,
YOSHIZAWA, K.; TANAKA, E. Hepatocellular carcinoma: Recent trends in Japan.
Gastroenterology. v. 127, Issue 5, Supplement 1. 2004.

37.GANGLOFF, P.; PHULPIN, B.; CORTESE, S.; GALLET, P.; BRAVETTI, P,
MASTRONICOLA, R.; GUILLEMIN, F.; DOLIVET, G. Photodynamic therapy as
salvage treatment for recurrent head and neck cancer. Médecine Buccale
Chirurgie Buccale. 2012.

38.GONCALVES, P.J. et al. Inativacdo Fotodinamica: aspectos fotofisicos e
aplicacdes no combate a microrganismos. 2021.


http://revodonto.bvsalud.org/scielo.php?script=sci_serial&pid=0004-5276&lng=pt&nrm=iso

63

39.HAMDOON, Z. Optical coherence tomography-guided photodynamic therapy
for skin cancer: case study, 2011.

40.HANAHAN, D.; WEINBERG, R.A. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell,
vol. 144, n°5. 2011.

41.HARRIS, SL.; KIMPLE, RJ.; HAYES, DN.; COUCH, ME.; ROSENMAN, JG. Never-
smokers, never-drinkers: unique clinical subgroup of young patients with head and
neck squamous cell cancers. Head Neck. 2010.

42 .HAYES, John D.; DINKOVA-KOSTOVA, Albena T.; TEW, Kenneth D. Oxidative
Stress in Cancer. Cancer Cell. v. 38, Issue 2. 2020.

43.HONORATO, J.; CAMISASCA, D.R.; SILVA, L.E.; DIAS, F.L.; FARIA, P.AS;;
LOURENCO, S.Q.C. Analise de sobrevida global em pacientes diagnosticados
com carcinoma de células escamosas de boca no INCA no ano de 1999. Rev Bras
Epidemiol. 2009;12(1):69-81.

44.HOPPER, C.; NIZIOL, C.; SHIDHU M. The cost-effectiveness of foscan mediated
photodynamic therapy (foscan-pdt) compared with extensive palliative surgery and
palliative chemotherapy for patients with advanced head and neck cancer in the
UK. Oral Oncol. 2004.

45.HOSNI, A. et al. Non-operative management for oral cavity carcinoma: definitive
radiation therapy as a potential alternative treatment approach. Radiotherapy and
Oncology, v. 154, p. 70-75, 2021.

46.INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA
SILVA. Estimativa 2020: incidéncia de cancer no brasil. Rio de Janeiro: Ministério
da Saude, 2019.

47.1SSA, Maria Claudia Almeida.; AZULAY, Mbénica Manela. Terapia fotodinamica:
revisdo da literatura e documentagao iconografica. 2010.

48.JERJES, W.; HAMDOON, Z.; HOPPER, C. Photodynamic therapy in the
management of potentially malignant and malignant oral disorders. Head & Neck
Oncology, v. 4,n. 1, p. 01-07, 2012.

49.JERJES, W.; HAMDOON, Z.; HOPPER, C. Photodynamic therapy in the
management of basal cell carcinoma: retrospective evaluation of
outcome. Photodiagnosis And Photodynamic Therapy, v. 19, p. 22-27, 2017.

50.JULIANA, P.M.L. The antimicrobial activity of photodynamic therapy against

Streptococcus mutans using different  photosensitizers. Journal  of


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1011134411002181?via%3Dihub#!

64

Photochemistry and Photobiology B: Biology.

51.KABINGU, E.; OSEROFF, A. R.; WILDING, G. E.; GOLLNICK, S. O. Enhanced
systemic immune reactivity to a Basal cell carcinoma associated antigen following
photodynamic therapy. Clin Cancer Res. 20009.

52.KARAKULLUKCU, M.B. Photodynamic Therapy of Malignancies of the
Nasopharynx, the Nasal Cavity, and the Paranasal Sinuses. In: Wong, BF., ligner,
J. (eds) Biomedical Optics in Otorhinolaryngology. Springer, New York, NY.
2016.

53.KOFLER, B.; ROMANI, A.; PRITZ, C.; STEINBICHLER, T.B.; SCHARTINGER,
V.H.; RIECHELMANN, H.; DUDAS, J. Photodynamic Effect of Methylene Blue and
Low Level Laser Radiation in Head and Neck Squamous Cell Carcinoma Cell
Lines. Int. J. Mol. Sci. 2018.

54. KORBELIK, M.; DOUGHERTY, G.J. Photodynamic therapy-mediated immune
response against subcutaneous mouse tumors. Cancer Res. 1999.

55.LAMARQUE, G.C.C. et al. Cytotoxic effect and apoptosis pathways activated by
methylene blue-mediated photodynamic therapy in fibroblasts. Photodiagnosis
And Photodynamic Therapy, v. 29, p. 101654, 2020.

56.LIM, E.J. et al. Methylene blue-mediated photodynamic therapy enhances
apoptosis in lung cancer. Oncology Reports. 30: p. 856-862, 2013.

57.LONGO, J.P.F. Avaliacdo da aplicacdo da Terapia Fotodinamica mediada
pela Aluminio-Cloro-Ftalocianina em formulacao lipossomal sobre o Cancer
Bucal em modelos experimentais in vivo e in vitro. 2008.

58.LONGO, J.P.F.; LOZZI, S.P.; AZEVEDO, R.B. Oral cancer and photodynamic
therapy as a treatment. 2011.

59.MACHADO, A.E.H. Terapia fotodinamica: principios, potencial de aplicacdo e
perspectivas. Quimica Nova. 2000; 23(2): 237-43.

60.MAFRA, D.; FERNANDES, A.G. Zinco e cancer: uma revisao. 2005.

61.MAISCH, T. Anti-microbial photodynamic therapy: useful in the future? Lasers Med
Sci. 22, 83-91 2007.

62.MANOTTI, J.; ARANHA, A.C.C.; EDUARDO, C.P. Tratamento do herpes labial
pela terapia fotodindmica. Assoc. Paul. Cir. Dent. 2008.

63.MARANHO, D. S. Estudo da associacdo de complexos nitrosilos de
ruténio liberadores de NO com o agente fotossensibilizador Zinco



65

ftalocianina ZnPC em sistemas de liberacdo utilizados na Terapia
Fotodinamica. 2008.

64.MARX, R.E. Osteoradionecrosis: a new concept of its pathophysiology. J Oral
Maxillofac Surg. 1983.

65.MATHERS, C.D. et al. Global burden of disease in 2002: data sources, methods
and results. World Health Organization, 2003.

66.MEDLINEPLUS. National Library of Medicine (US). Acesso em: 21/06/2022
Disponivel em: <https://medlineplus.gov/ency/patientinstructions/000906.htm>

67.MELO, C.A.S.; DOMINGUES, R.J.S.; LIMA, A.B. Elaboracéo de géis e analise
de estabilidade de medicamentos. Universidade do Estado do Para, 2018.

68.MILLER, C.S.; JOHNSTONE, B.M. Human papillomavirus as a risk factor for oral
squamous cell carcinoma: A metaanalysis, 1982-1997. Oral Surg Oral Med Oral
Pathol Oral Radiol Endod. 2001.

69.MIRONOV, A.F. et al. New photosensitizers of bacteriochlorin series for
photodynamic cancer therapy. Russian Journal of Bioorganic Chemistry,
2003.

70.MOLON, A.C. Andlise da expressao de ligantes de células Natural Killer em
linhagens celulares derivadas de carcinoma epidermoide oral submetidas a
terapia fotodinamica. 2021.

71.NARVAEZ, A.C.; CORCUERA, M.M. Terapia fotodinamica para el tratamiento de
lesiones orales potencialmente malignas. Rev Colomb Cancerol. 2016.

72.NGUYEN, S.; HIORTH, M. Advanced drug delivery systems for local treatment of
the oral cavity. Therapeutic Delivery, v. 6, n°5. 2015.

73.NOODT, B.B.; RODAL, G.H.; WAINWRIGHT, M.; PENG, Q.; HOROBIN, R.;
NESLAND, J.M.; BERG, K. Apoptosis induction by different pathways with
methylene blue derivative and light from mitochondrial sites in V79 cells. Int. J.
Cancer, 75: 941-948. 1998.

74.NUNEZ, S.C. Estudo da dindmica de fotodegradacéo e agregacao das fenotiazinas
azul de metileno e azul orto-toluidina com relagdo a eficiéncia fotodinamica.
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo. 2007

75.NUNEZ, S.C.; RIBEIRO, M.S.; GARCEZ, A.S.; AZAMBUJAJR., N.; FREGNANI,
E.R.; RODRIGUEZ, H.M.H.; HAMBLIN, M.R.; SUZUKI, H. Effects of Photodynamic


https://medlineplus.gov/ency/patientinstructions/000906.htm

66

Therapy on Gram-Positive and Gram-Negative Bacterial Biofiims by
Bioluminescence Imaging and Scanning Electron Microscopic Analysis.
Photomedicine and Laser Surgery. 2013.

76.0BSTOY, B. et al. Photodynamic therapy using methylene blue in lung
adenocarcinoma xenograft and hamster cheek pouch induced squamous cell
carcinoma. Photodiagnosis And Photodynamic Therapy. v. 15, p. 109-114,
2016.

77.0ONYANGO, J.F.; MACHARIA, I.M. Delays in diagnosis, referral and management
of head and neck cancer presenting at Kenyatta National Hospital, Nairobi. East
Afr Med J. 2006.

78.0ONYANGO, P.; IRIZARRY, R.; LADD-ACOSTA, C.; WEN, B. et al. The human
colon cancer methylome shows similar hypo- and hypermethylation at conserved
tissue-specific CpG island shores. Nat Genet. v. 41, 178-186. 2009.

79.0RD, R.A.; BLANCHAERT, R.H. Current management of oral cancer. J Am Dent
Assoc. 2001.

80.0ORD, R.A.; KOLOKYTHAS, A.; REYNOLDS, M.A. Surgical salvage for local and
regional recurrence in oral cancer. J Oral Maxillofac Surg. 2006.

81.0RTH, K.; BECK, G.; GENZE, F.; RUCK, A. Methylene blue mediated
photodynamic therapy in experimental colorectal tumors in mice. Journal of
Photochemistry and Photobiology B: Biology. Volume 57. 2000.

82.0RTH, K.; RUCK, A.; BECK, G.; STANESCU, A.; BEGER, H.G. Photodynamic
therapy of small adenocarcinomas with methylene blue. Der Chirurg; Zeitschrift
fur Alle Gebiete der Operativen Medizen, 1995.

83.PASCHOAL, M.A.; LIN, M.; SANTOS-PINTO, L.; DUARTE, S. Photodynamic
antimicrobial chemotherapy on Streptococcus mutans using curcumin and
toluidine blue activated by a novel LED device. Lasers in Medical Science. 2015.

84.PAZOS, Md. C.; NADER, H.B. Effect of photodynamic therapy on the
extracellular matrix and associated components. 2007

85.PEDRAZZI V, et al. Métodos mecanicos para o controle do biofilme dentéario
supragengival. Rev. Periodontia, 2009;

86.PELOI, L.S.; SOARES, R.R.S.; BIONDO, C.E.G. et al. Photodynamic effect of
light-emitting diode light on cell growth inhibition induced by methylene blue. J
Biosci 33, 231-237. 2008.



67

87.PERUSSI, J.R. Inativacao fotodinamica de microrganismos. Rev Quim Nova.
2007.

88.PETRELLIS, M.C. et al. Proinflammatory effects of photoactivated methylene blue
on rat moel of walker 256 carcinosarcoma. Experimental Oncology, v. 2, n. 41, p.
112-122, 2019.

89.PIFFARETTI, D. et al. Protoporphyrin IX tracer fluorescence modulation for
improved brain tumor cell lines visualization. J Photochem Photobiol B. 2019

90.PRASMO, E.J.; GODLEWSKA, R.A.; MIELCZAREK, A.B. Effectiveness of
repeated photodynamic therapy in the elimination of intracanal Enterococcus
faecalis biofilm: an in vitro study. Lasers In Medical Science, v. 32, n. 3, p.655-
661, 2017.

91.PRIHANTONO, P. Adjuvants therapy in oral cancer. International Journal of
Surgery and Medicine, p. 183-187, 2018.

92.QIANG, Y.G.; ZHANG, X.P.; LI, J.; HUANG, Z. Photodynamic therapy for malignant
and non-malignant diseases: clinical investigation and application. Chin Med J
(Engl). 2006.

93.QUEIROZ, B.M. Desenvolvimento e estudo da estabilidade de gel com extrato
de matricaria recutita (I.) e avaliacdo da atividade anti-inflamatéria tépica
comparada com gel de diclofenaco sodico. 2008.

94.REUTER, S. et al. Oxidative stress, inflammation, and cancer: how are they
linked?. Free Radic Biol Med, v. 49, n°® 11. 2010.

95.RIAZ, A. et al. Methylene blue as an early diagnostic marker for oral precancer and
cancer. Springerplus, v. 2, n. 1, p. 01-07, 2013.

96.RIBEIRO, M.S.; SILVA, D.F.T.; NUNEZ, S.C.; ZEZELL, D.M. Treaty of aesthetic
medicine, 2 ed. S&o Paulo, Brasil, 2011.

97.RICE, L., WAINWRIGHT, M., PHOENIX, D.A. Phenothiazine Photosensitizers. lll.
Activity of Methylene Blue Derivatives against Pigmented Melanoma Cell Lines.
Journal of Chemotherapy, 12:1, 94-104. 2000.

98.RIGUAL, N.R. et al. Adjuvant Intraoperative Photodynamic Therapy in Head and
Neck Cancer. Jama Otolaryngology—Head & Neck Surgery, v. 139, n. 7, p. 706-
711, 2013.

99.RIGUAL, N.R. et al. Photodynamic Therapy for Head and Neck Dysplasia and
Cancer. Arch Otolaryngol Head Neck Surgery, v. 135, n. 8, p. 784-788, 20009.



68

100. RIGUAL, N.R. et al. Photodynamic Therapy with 3-(1-Hexyloxyethyl)
Pyropheophorbide a for Cancer of the Oral Cavity. Clinical Cancer Research, v.
19, n. 23, p. 6605-6613, 2013.

101. RINDADE, G.S. et al. Methylene blue reverts multidrug resistance: sensitivity of
multidrug resistant cells to this dye and its photodynamic action. Cancer Letters,
v. 151, n. 2, p. 161-167, 2000.

102. RISI JUNIOR, J. P.; NOGUEIRA, R. P. As condicdes de saude no Brasil. In:
FINKELMAN, J. (Org.) Caminhos da saude publica. Rio de Janeiro: Ed. Fiocruz,
2002. p. 115-234.

103. RODINI, C.0O.; LOPES, N.M.; LARA, V.S.; MACKENZIE, I.C. Oral cancer stem
cells - properties and consequences. J Appl Oral Sci. 2017.

104. RODRIGUEZ-CORDOVA, R.J. et al. Differential Response of BEAS-2B and H-
441 Cells to Methylene Blue Photoactivation. Anticancer Research, v. 39, n. 7, p.
3739-3744, 20109.

105. ROLIM, Juliana P.M.L.; DE-MELO, Mary A.S.; GUEDES, Sarah F,;
ALBUQUERQUE-FILHO, Fernando B.; DE SOUZA; Jackson R.; NOGUEIRA,
Nadia A.P.; ZANIN, Iriana C.J.; RODRIGUES, Lidiany K.A. The antimicrobial
activity of photodynamic therapy against Streptococcus mutans using different
photosensitizers. Journal of Photochemistry and Photobiology. Biology. v. 106.
2012.

106. RUCK, A. et al. Nonlinear Dynamics of Intracellular Methylene Blue During Light
Activation of Cell Cultures. Photochemistry and Photobiology, Hoboken, v. 6, n.
66, p. 837-841, 1997.

107. SA JUNIOR, P.L. et al. The Roles of ROS in Cancer Heterogeneity and
Therapy. Oxidative Medicine And Celular Longevity, v. 2017, p. 1-12, 2017.
108. SAINI, R. et al. Prospects in the Application of Photodynamic Therapy in Oral

Cancer and Premalignant Lesions. Cancers, v. 8, n. 9, p. 83-97, 2016.

109. SAJISEVI, M.; RIGUAL, N.R.; BELLNIER, D.A.; SESHADRI, M. Image-guided
Interstitial Photodynamic Therapy for Squamous Cell Carcinomas: Preclinical
investigation. Journal of Oral Maxillofacial Surgery Medicine Pathology, v. 27,
n.2, p. 159-165, 2015.

110. SALGADO, C.G.B. Desenvolvimento galénico de um gel para o tratamento

de dermatites no couro cabeludo. 2008.



69

111. SANNOMIYA, E.K.; FURUKAWA, S. Diferentes métodos de tratamento
radioterapico em tumores da cavidade bucal e suas complicacdes. Rev Bras Odontol.
2000.

112. SANTOS, A.F. et al. Methylene blue photodynamic therapy induces selective and
massive cell death in human breast cancer cells. BMC Cancer, v. 17, n. 1, p. 1-15,
2017.

113. SCHERER, K.M.; BISBY, R.H.; BOTCHWAY, S.W.; PARKER, AW. New
approaches to photodynamic therapy from types I, Il and Il to type IV using one or
more photons. Anticancer Agents Med Chem. 2017.

114. SCOTTINI, A. Terapia fotodindmica com azul de metileno em células
derivadas de carcinoma espinocelular: estudo in vitro. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias da Saude). Universidade Estadual de Ponta Grossa. Ponta Grossa.
2021.

115. SER, J. et al. Enhanced Efficacy of Photodynamic Therapy by Coupling a Cell-
Penetrating Peptide with Methylene Blue. International Journal Of
Nanomedicine, v. 15, p. 5803-5811, 2020.

116. SEVERINO, D. et al. Influence of Negatively Charged Interfaces on the Ground
and Excited State Properties of Methylene Blue. Photochemistry and
Photobiology, v. 5, n. 77, p. 459-468, 2003.

117. SHAH, J.P.; GIL, Z. Current concepts in management of oral cancer —
Surgery. Oral Oncology, v. 45, n. 4-5, p. 394-401, 2009.

118. SILVA, C.R. Avaliacdo do efeito fotodinamico de fotossensibilizadores com
aplicacao em terapia fotodinamica. Instituto Quimico de Séao Carlos. SP, 2007.

119. SILVA, J.L. et al. Effects of low level laser therapy in cancer cells-a systematic
review of the literature. Lasers In Medical Science, 2019

120. SILVA, M.D. Estudo da associacdo de complexos nitrosilos de ruténio
liberadores de NO com o0 agente fotossensibilizador Zinco ftalocianina ZnPC
em sistemas de liberacéao utilizados na Terapia Fotodinamica, 2008.

121. SOARES, J.M.A. et al. Por que tratamos cancer de boca em estadios
avancados? 2014.

122. SOUZA, H.C. Apostila Tedrica de Farmacotécnica Il. 2016

123. STAJER, A. et al. Utility of Photodynamic Therapy in Dentistry: Current
Concepts. Dent J (Basel). 2020.



70

124. STAJER, A.; KAJARI, S.; GAJDACS, M.; MUSAH-EROJE, A.; BARATH, Z.
Utility of Photodynamic Therapy in Dentistry: Current Concepts. Dent J (Basel).
2020.

125. SUN, Y. et al. Recent progress of hypoxia-modulated multifunctional
nanomedicines to enhance photodynamic therapy: opportunities, challenges, and
future development. Acta Pharmaceutica Sinica B, v. 10, n. 8, p. 1382-1396,
2020.

126. TARDIVO, J.P. et al. Methylene blue in photodynamic therapy: from basic
mechanisms to clinical applications. Photodiagnosis And Photodynamic
Therapy, v. 2, n. 3, p. 175-191, 2004.

127. TARDIVO, JP.; DEL GIGLIO, A.; DE OLIVEIRA, CS.; GABRIELLI, DS,
JUNQUEIRA, HC.; TADA, DB.; SEVERINO, D.; DE FATIMA, TURCHIELLO, R.;
BAPTISTA MS. Methylene blue in photodynamic therapy: From basic
mechanisms to clinical applications. Photodiagnosis Photodyn Ther. 2005

128. The World Health Report 2000. Health systems: improving performance.
Geneva, World Health Organization, 2000.

129. THONG, P.S. et al. Photodynamic-therapy-activated immune response against
distant untreated tumours in recurrent angiosarcoma. Lancet Oncol. 2007.

130. THUN, Michael J.; DELANCEY, John Oliver; CENTER, Melissa M.; JEMAL,
Ahmedin; WARD, Elizabeth M. The global burden of cancer: priorities for
prevention, Carcinogenesis, v. 31, Issue 1, January 2010,

131. TOREZAN, L.A.R. Terapia Fotodinamica em Dermatologia. editors. Laser em
Dermatologia. Sao Paulo: Editora Roca; 2002.

132. VILLANOVA, Janaina C. O.; OREFICE, Rodrigo L. e Cunha; ARMANDO, S.
Aplicagbes farmacéuticas de polimeros. Polimeros. 2010,

133. WAINWRIGHT, M. The development of phenothiazinium photosensitisers.
Photodiagnosis And Photodynamic Therapy, v. 2, n. 4, p. 263-272, 2005.

134. WAINWRIGHT, M., CROSSLEY, K.B. Methylene Blue — a Therapeutic Dye for
All Seasons?. Journal of Chemotherapy. 14:5, 431-443. 2002.

135. WARNAKULASURIYA, S. Global epidemiology of oral and oropharyngeal
cancer. Oral Oncol., 45 (4-5). 2009.

136. WILSON, Brian C.; PATTERSON, Michael S. The physics, biophysics and
technology of photodynamic therapy. Physics in Medicine and Biology. v. 53.



71

n° 9. 2008.

137. YANG, L.; SUN, R.; TAN, X.; WANG, X.; ROBERTSON, ES.; LAN, K. Epigenetic
Landscape of Kaposi's Sarcoma-Associated Herpesvirus Genome in Classic
Kaposi's Sarcoma Tissues. PLoS Pathog. 2017.



