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RESUMO

A terapia fotodindmica (TFD) € uma alternativa de tratamento para o cancer de
mama, demonstrando seletividade e importante citotoxicidade aos tecidos
malignos. Este tipo de terapia envolve o uso de dois componentes nao toxicos:
uma substancia fotossensibilizante e uma fonte de luz (como lasers de baixa
poténcia). Em combinacgédo, eles podem induzir efeitos celulares e teciduais por
meio de processos dependentes de oxigénio, levando as células tumorais a
morte por necrose, apoptose e autofagia. Assim, o objetivo foi avaliar a
atividade antitumoral da terapia fotodindmica utilizando células tumorais
mamarias em modelos experimentais in vitro. A linhagem celular de tumor de
mama 4T1 foi cultivada em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e 1% de antibi6tico a 37°C e 5% de CO2. O azul de metileno (AM)
foi dissolvido em meio RPMI nas concentragdes 5, 10, 15, 20, 25, 50, 100 e
150 uM, filtrado e as células foram incubadas durante 30 min a 37°C. Logo
apos esse periodo de incubacdo, a solugcdo de AM foi removida, as placas
lavadas eu um novo meio RPMI adicionado. A irradiacédo foi realizada com
laser vermelho de baixa poténcia (660nm - AsGaAl), perpendicularmente e
pontualmente, nos seguintes parametros: poténcia 100mW, densidade de
energia 100 Jcm, energia por ponto 2,8 J, modo de emiss&o de luz continua e
tempo de exposicao 28s. Apds a irradiagdo, viabilidade celular foi testada
através de MTT, a migracao celular foi realizada pelo método wound healing e
niveis relativos de mRNA através de real time PCR. Os resultados de
viabilidade celular indicam que as concentragées de AM de 5 a 50 pM néo
foram toxicas para as células 4T1, enquanto as concentragbes de 100 e 150
MM apresentaram citotoxicidade. Por outro lado, células 4T1 incubadas com
AM e irradiadas com laser de baixa poténcia apresentaram reducao da
viabilidade e na migracao celular na concentracdo de 50 uM. Niveis relativos de
mMRNA para caspase-6 ndo foram alterados nos tratamentos testados; ja os
niveis para Bcl-2 foram reduzidos apés TFD 25 pM. Em concluséao,
concentragdes superiores a 100 uM de AM no tempo de incubagédo de 30 min
geram efeitos citotoxicos nas células, reduzindo a viabilidade. Concentracdo de
50 pM demonstrou diminuicdo na viabilidade e migracao celular apos a TFD,
indicando uma boa dose-resposta do tratamento para esse tipo de célula.

Palavras-chave: Terapia fotodinamica. Laser de baixa poténcia. Célula

neoplasica da mama. Azul de metileno.



ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) is an alternative treatment for breast cancer,
demonstrating selectivity and important cytotoxicity to malignant tissues. Such
therapy involves the use of two non-toxic components: a photosensitizing
substance and a light source (such as low-power lasers). In combination, they
can induce cellular and tissue effects through oxygen-dependent processes,
leading tumor cells to death by necrosis, apoptosis and autophagy. Thus, the
objective was to evaluate the antitumor activity of photodynamic therapy using
breast tumor cells in experimental models in vitro. 4T1 breast tumor cell line
was cultured in RPMI medium supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS) and 1% antibiotic at 37°C and 5% CO2. Methylene blue (MB) was
dissolved in RPMI medium at concentrations 5, 10, 15, 20, 25, 50, 100 and 150
pM, filtered and the cells were incubated for 30 min at 37°C. Shortly after this
incubation period, the MB solution was removed, the plates washed and a new
RPMI medium added. Irradiation was performed with a low power red laser
(660nm - AsGaAl), perpendicularly and punctually, in the following physical
parameters: power 100mW, energy density 100 Jcm™, energy per spot 2.8 J,
continuous light emission mode and exposure time 28s. After irradiation, cell
viability was tested by MTT, cell migration was performed by wound healing
method and mRNA relative levels by real time PCR. Cell viability results
indicate that MB concentrations from 5 to 50 pM were not toxic to 4T1 cells,
while concentrations of 100 and 150 pM showed cytotoxicity. On the other
hand, 4T1 cells incubated with MB and irradiated with low power laser showed
reduced viability and cell migration at 50 pM concentration. Caspase-6 mRNA
relative level was not altered in the treatments tested; Bcl-2 mRNA relative level
was reduced after PDT 25 pM. In conclusion, concentrations up to 100 uM and
30 min of incubation time generate cytotoxic effects on cells, reducing viability.
Concentration of 50 pM demonstrated a decrease in cell viability and migration
after PDT, indicating a good dose-response treatment for this cell type.

Keyword: Photodynamic therapy. Low-power red laser. Breast tumor cell.
Methylene blue.
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1. INTRODUGAO

De acordo com o ultimo relatério publicado pela Organizagdo Mundial de
Saude (OMS, 2022), no ano de 2020, quase 10 milhdes de pessoas morreram
de cancer no mundo. Mundialmente, uma em cada seis mortes é relacionada a
doenca, representando cerca de 30% de todas as mortes prematuras por
doencas nao transmissiveis entre adultos com idade entre 30-69. Ainda de
acordo com esse relatorio, os canceres diagnosticados com mais frequéncia no
mundo foram os canceres de mama seguido do cancer de pulmao, 2,26 e 2,21
milhdes, respectivamente. E esperado que nas préximas décadas, pessoas
irdo a oObito mais por consequéncia do cancer do que por consequéncia de
doencas comuns, como diabetes (MATHERS; LONCAR, 2006). O cancer é
uma patologia multifatorial, resultante da interagcdo entre fatores genéticos e
ambientais (INCA, 2021) e apesar da maioria dos canceres derivarem de uma
célula anormal, uma unica mutacdo nao € o suficiente para causar a doenca,

ou seja, ha a necessidade de sucessivas mutagoes (ALBERTS et al., 2008).

No Brasil, dados divulgados pelo Instituto Nacional do Céncer (INCA)
referentes ao ano de 2020 revelam que o cancer de mama nas mulheres
representou 29,7% de todos os casos de canceres diagnosticados. Esse
numero foi superior até ao cancer mais comum nos homens, o de prostata.
Ainda segundo o INCA, no pais, nhesse mesmo ano, 0 cancer de mama
representou a doenga com maior taxa de mortalidade entre as mulheres, sendo

confirmado um total de 17.825 dbitos.

Dentre os fatores de risco para o cancer de mama incluem-se o histérico
familiar (como um dos principais), idade, menarca precoce e menopausa tardia,
obesidade, tabagismo, primeira gestacdo a termo apdés os 30 anos ou
nuliparidade, terapia de reposicdo hormonal, consumo de alcool, dieta
inadequada, e o fato de ter apresentado tumor em outra mama (MCPHERSON;
STEEL; DIXON, 2000). Ha ainda, os fatores fisiolégicos celulares, conhecidos
como “Hallmarks of cancer”, autossuficiéncia de fatores de crescimento,
insensibilidade a sinais anti-crescimento, invasao tecidual e metastase, evasao
a apoptose, potencial replicativo ilimitado, angiogénese sustentada, evasao a

resposta imunoldgica, inflamacgao induzida pelo tumor, instabilidade genémica,



reprogramacao do metabolismo energético, desbloqueio da plasticidade
fenotipica, reprogramacdo epigenética nao mutacional, microbiomas
polimorficos, e células senescentes (HANAHAN & WEINBERG, 2000;
HANAHAN & WEINBERG, 2011; HANAHAN, 2022).

E inegavel que os ultimos 50 anos foram de grande avanco nas terapias
contra o céancer, principalmente devido as terapias sistémicas, como a
quimioterapia e a imunoterapia. Essa ultima, inclusive, € menos prejudicial para
o individuo, pois é especifica na modulagao de diferentes eventos celulares proé-
morte (como por exemplo, a apoptose) nas células tumorais. Entretanto, devido
as habilidades de proliferacdo e plasticidade, além do fenédmeno conhecido
como quimio-adaptacdo, as células tumorais consideradas "stemness"
gradualmente se tornam resistentes aos tratamentos utilizando diferentes
mecanismos celulares. Devido a isso, faz-se necessario o desenvolvimento

continuo de novas terapias para o combate do cancer (MARTINS et al., 2021).

Assim como ocorre no cancer de mama humano, o modelo biolégico de
tumor murino utilizando as células 4T1 & altamente tumorigénico e invasivo,
podendo metastizar espontaneamente do tumor primario na glandula mamaria
para varios locais distantes, incluindo linfonodos, sangue, figado, pulmao,
cérebro e osso (PULASKI e OSTRAND-ROSENBERG, 1998; LELEKAKIS et
al.,, 1999). Com isso, esse modelo animal experimental torna-se adequado
para estudos comparativos com o cancer de mama humano e, gragas a sua
resisténcia a 6-tioguanina, permite a quantificacdo precisa de células
metastaticas, mesmo quando disseminadas e em niveis sub-microscopicos em
orgaos distantes (PULASKI e OSTRAND-ROSENBERG, 2001).

Ainda, devido a sua facil manipulagao /in vitro e in vivo, o tumor 4T1
também vem sendo alvo de diversos estudos para testar estratégias de
imunoterapia baseadas em células visando a ativacdo de linfécitos T CD4+ e
CD8+ especificos de tumor (PULASKI e OSTRAND-ROSENBERG, 1998;
PULASKIet al., 2000 a,b).
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1.1 Terapias para tratamento de cancer de mama

Segundo a National Comprehensive Cancer Network (NCCN, 2020), os
tratamentos convencionais para o cancer de mama podem ser: local, sistémico
ou a combinagao de ambos. A terapia local concentra-se em uma determinada
area, incluindo a cirurgia, ablacdo ou terapia por radiacdo. Ja a terapia
sistémica consiste em uma terapia que afeta todo o corpo, incluindo a terapia

endocrina e a quimioterapia.

A cirurgia é o principal ou o primeiro tratamento para o cancer de mama
invasivo, podendo antes da cirurgia ser utilizado a terapia sistémica ou
radioterapia para diminuir o tumor ou reduzir o numero de células cancerosas,
ja a radioterapia utiliza a radiacéo de alta energia a partir de raios-x, raios gama
ou protons para matar células cancerosas e reduzir os tumores, podendo ser
administrada isoladamente antes ou apos a cirurgia, com a finalidade de

retardar o crescimento do cancer (NCCN, 2020).

Ainda segundo a NCCN, (2020), com relagdo as terapias sistémicas
para o tratamento do cancer de mama, a primeira inclui a terapia enddcrina
utilizando horménios, que consiste na redugcdo e/ou bloqueio na producao
desses, diminuindo assim o crescimento tumoral. J& o segundo tipo € a
quimioterapia, a qual consiste na utilizagcdo de farmacos que induzem a morte
de células com crescimento rapido, sejam células malignas (cancer) ou células
normais do proprio corpo, através da alteracdo do DNA dessas células. Por
isso, sao relatados diversos efeitos colaterais em pacientes submetidos a esse
tipo de terapia, incluindo perda de cabelos, alteragdes nas unhas, enteropatias
e hipoplasia medular. Ja alteragbes hormonais ou problemas de fertilidade
(menopausa precoce ou infertilidade) também s&o relatados apos uso dos
outros tipos de terapias como a radioterapia, terapia hormonal ou remocao

cirurgica. Tais efeitos podem ser transitorios ou permanentes.

Muitas vezes esses efeitos colaterais das terapias convencionais podem
superar qualquer beneficio clinico num paciente com um estado de saude
comprometida. Por isso, novas terapias de combate ao cancer sao testadas
diariamente no mundo. Dentre elas, a terapia fotodindmica (TFD) tem se

destacado, especialmente nos Estados Unidos da América (EUA) e Europa,
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onde ja sao aprovados diversos fotossensibilizadores utilizados nesse tipo de
terapia no tratamento de determinados tipos de céncer (NATH; OBAID;
HASAN, 2019).

1.2 Terapia Fotodinamica (TFD)

Terapias utilizando a irradiagcdo com luz foram descritas em diversas
civilizagdes do antigo Egito, india e China contra doencas, como psoriase,
vitiligo e céncer de pele (ACKROYD et al., 2001). No século passado, varios
cientistas também descobriram que a combinag&do da luz com certos produtos
quimicos pode induzir a morte celular (tabela 1), e por isso a TFD passou a ser
considerada uma boa opcéao clinica para o tratamento do cancer. A TFD € uma
terapia bem documentada e em evolucédo. E uma terapia levemente invasiva
qgue combina um fotossensibilizador (FS) e um comprimento de onda especifico
de irradiacdo de luz para gerar espécies reativas de oxigénio (EROs)
intracelulares capazes de desencadear uma sequéncia de eventos que
culminam na morte das células tumorais (GUNAYDIN; GEDIK; AYAN, 2021). O
comprimento de onda da luz ira depender diretamente das caracteristicas
quimicas do FS utilizado (ALZEIBAK et al., 2021). As bandas de absor¢cdao em
comprimentos de onda curtos (inferiores a 600 nm) possui uma menor
capacidade de penetracdo no tecido, sendo mais propensas a causar
fotossensibilidade da pele, ja as bandas de absor¢cdo em comprimentos de
onda mais elevados (superiores a 800 nm) ndo sdo capazes de gerar oxigénio
singleto, uma vez que seus fétons nao terdo energia suficiente para o estado
tripleto do PS transferir energia para a molécula de oxigénio (CASTANO et al.,
2004). TFD atualmente também €& usada para tratar algumas doencas
autoimunes (RKEIN; OZOG, 2014) e doencgas infecciosas (CIEPLIK et al.,
2018; OLIVEIRA et al., 2019). Além disso, recentemente, uma nova classe de
PS foi aprovada pelo governo japonés para o tratamento de células tumorais
avangados ou recorrentes na cabeca e no pescogo. Este € o primeiro FS

conjugado a um anticorpo aprovado para uso (GOMES-DA-SILVA et al., 2020).

Essa nova geragcdo de FS conjugados a anticorpos permite uma maior

seletividade da TFD no tratamento das células tumorais, ja que eles se ligam
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especificamente a receptores superexpressos em células tumorais
(direcionamento ativo), levando a uma melhor internalizacdo. Com isso, as
principais limitagbes da TFD atualmente, que sdo a dificuldade de
administracao sistémica, pouca especificidade e baixo acumulo dos FS nas
células-alvo, passam a ser superadas (GOMES-DA-SILVA et al., 2020). Além
dessas dificuldades, vale ressaltar que gracas a proliferacdo excessiva de
células tumorais e, muitas vezes, ao fornecimento insuficiente de sangue aos
tumores, o conteudo de O2nos tumores é gravemente insuficiente, em especial

em seu interior, resultando em uma reducao da eficacia da TFD (HU et al.,

2021).

Ano

Fotossensibilizador (FS)

Descoberta

1900-1903

Corante vermelho de
acridina

Na Alemanha, Oscar Raab e Hermann von Tappeiner
descobriram toxicidade do corante quando exposto a
luz em colonias de Protozoarios (Infusérios),
vinculando esse fendmeno a transferéncia de energia
luminosa para o corante, semelhante a fotossintese.

1907

Dr. Jodlbauer e o Dr.Tappeiner provaram que o
desenvolvimento das reagdes fotodindmicas requer a
presenca de oxigénio em seu meio.

1948

Porfirinas

Figge demonstrou que porfirinas injetadas podem se
acumular seletivamente em tumores murinos. Nesses
anos, surgiram possibilidades de usar porfirinas para
detectar doengas malignas no corpo.

1955

Hematoporfirinas

Schwartz obteve uma mistura purificada de
hematoporphyrinderivative (HpD), a primeira geracao
de fotossensibilizadores.

1978

HpD

Thomas Dougherty (Roswell Park Cancer Institute,
Buffalo, NewYork, EUA) usou o HpD para tratar
tumores de varias localizagoes.

1980

Photofrin®

Dougherty sintetizou a partir do HpD a droga
Photofrin®, uma mistura de oligbmeros de
hematoporfirina conectados uns aos outros por
ligacoes éster e éster complexo. Ao mesmo tempo,
substancias analogas a Photofrin® foram obtidas em
diferentes paises, incluindo Photosan (Alemanha),
Photogem (Russia), Hiporfin e Deuteporfin.

>1981

Novas geracdes de
fotossensibilizadores estao

surgindo até os dias atuais.

A partir da década de 80 houve um rapido
desenvolvimento da TFD, com o surgimento de novos
medicamentos e recursos para sua aplicagdo. FS de
diferentes  naturezas quimicas estdo sendo
desenvolvidos a cada ano e as areas de aplicagao da
TFD estdo se expandindo: terapia anticancer, acne,
terapia antimicrobiana, psoriase, aterosclerose, herpes
e degeneracao macular relacionada a idade.

Tabela 1. Descoberta e primeiras aplicagcdes da Terapia Fotodindmica (TFD). Adaptado de
Alzeibak e col. 2021.
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1.3 Fotossensibilizadores (FS)

Idealmente, as caracteristicas que os FS devem exibir para um bom
resultado da TFD é uma forte absor¢do de luz de comprimento de onda
especifico e ndo serem toxicos quando ndo expostos a luz, especificidade ao
tumor, com uma retencao de longo prazo e, que ao final do tratamento possam
ser removidos facilmente do corpo (JORI, 1996). Os FS mais adequados para
a TFD sao substancias anfifilicas, possuindo caracteristicas hidrofilicas e
hidrofébicas, as quais sédo ajustaveis em ambientes biolégicos (HU et al.,
2021). A localizagao intracelular do PS é governada pela sua natureza quimica
como, peso molecular, lipofilicidade, anfifilicidade, carga ibnica, capacidade de
ligagdo a proteinas, a concentragdo do PS, o tempo de incubacgdo, a
concentracao seérica e o fenétipo da célula alvo (CASTANO, et al., 2004). Os
principais locais intracelulares para acumulo dos FS incluem as mitocondrias,
os lisossomos, o reticulo endoplasmatico (RE), o aparelho de Golgi, a

membrana plasmatica ou suas combinagdes (ALZEIBAK et al., 2021).

Em alguns casos, devido ao baixo indice de depuracdo de alguns FS, foi
observada uma reacdo de fotossensibilidade na pele dos pacientes meses
apos a aplicacédo da TFD, sendo necessaria a ndo exposi¢cao solar para esses
pacientes, interferindo entdo em sua qualidade de vida (DETTY et al., 2004;
RIBEIRO et al., 2005). Assim, o ideal € que a nova geragdo de
fotossensibilizadores seja muito seletiva as células tumorais, de forma que
possa ser administrada em baixas doses, minimizando possiveis efeitos

colaterais que possam interferir na vida dos pacientes (DUAN et al., 2016).

Os FS clinicamente aprovados pela Food and Drug Administration (FDA)
para TFD anticancer sdo divididos em duas geracdes: 12 geracao inclui o
porfimero de sodio (Photofrin®), 2- (1-hexiloxietil) -2-devinil pirofeoforbeto-a,
verteporfina, temoporfina, silicio ftalocianina 4, porfirina, redaporfina,
talaporfina, fotolon (clorina €6 (Ce6 ) sddio-polivinil pirrolidona), hemoporfina,
padeliporfina, foto ditazina, fotosens, hiporfina, fotocianina e radaclorina,
apesar de sua ampla utilizagdo na pratica clinica, demonstram absorcao

limitada na janela fototerapéutica e, dessa forma, tendo sua eficacia reduzida
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no tratamento de lesdes profundas (DONOHOE et al., 2019; LI et al., 2020). Ja
a 22 geracdao € composta pelas ftalocianinas (zinco ftalocianina (ZnPc)),
bacterioclorinas, hipericina, fenotiazinas (azul de metileno (AM) e azul de
toluidina), cianinas (merocianina-540), metaloporfirinas, xantenos (rosa de

Bengala (RB)) e porficenos, porém essa geragdo também tem seu uso clinico

dificultado

pelas

questoes

de direcionamento e

estabilidade dos

fotossensibilizadores. Esses FS, bem como local onde sdo acumulados no

interior das células, estdo resumidos na tabela 2.

Fotossensibilizador Familia Geragao Localizagao
HpD Porfirina 1@ Organelas multiplas e membrana celular
BPD Porfirina 22 MitocOndria e RE, ou vasculatura,
dependendo do intervalo fotossensibilizador-
luz
NPe6 Cloro 22 Lisossomos
Tookad Bacterioclorina 28 Vasculatura tumoral
Photofrin Porfirina 128 Membrana plasmatica e aparelho de Golgi
Foscan Cloro 28 Aparelho RE e Golgi
ZnPc Ftalocianina 22 MitocOndrias e lisossomos
ALA Porfirina 28 PplIX produzida na mitocOndria, alguns se
realocam para a membrana plasmatica e
lisossomos.
AM Fenotiazina 22 Mitocondria, reticulo endoplasmatico, nucleo
e lisossomos.

Tabela 2. Fotossensibilizadores comumente usados na clinica e em estudos pré-clinicos.
Adaptado de SORRIN e col., 2020.
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Novos FS estdo surgindo e uma terceira geracdo esta em estudos
(HU et al.,, 2021), o que inclui o cetuximabe saratolacan, o primeiro FS
conjugado a um anticorpo. Ele consiste no derivado de silicio-ftalocianina
soluvel em agua, IRDye700DX (IR700), conjugado com cetuximabe.
Cetuximab, que é aprovado pelo FDA, tem como alvo o receptor do fator de
crescimento epidérmico (FCE), que é superexpresso em muitos tipos de
cancer. Neste tratamento, apds o cetuximabe saratolacan ser injetado por via
intravenosa, ele se liga as células cancerosas de cabeca e pescogo que
expressam altos niveis de FCE. A subsequente irradiacdo com luz vermelha
(690 nm) leva a inducdo de morte celular imunogénica (MCI) em tumores e
uma potente resposta imune anticancer (GOMES-DA-SILVA et al., 2020).

Entretanto, a maioria desses FS ainda ndo esta disponivel para
utilizacdo nos tratamentos de cancer no Brasil. Com isso, devido ao seu baixo
custo e disponibilidade comercial e de utilizagdo em diferentes praticas clinicas,
o azul de metileno (AM) tem sido usado com seguranca por décadas (GALVAN
et al., 2021), e tem demonstrado n&o gerar toxicidade no escuro, um recurso
que pode aumentar a especificidade local e a segurangca do tratamento em
comparagao com outros FS (SCHIRMER et al., 2011; SANTOS et al., 2017),
tornando assim o TFD + AM uma alternativa barata e disponivel para testes no

tratamento do cancer de mama.

1.3.1 Azul de Metileno (AM)

O azul de metileno (AM) é bem conhecido por ser capaz de gerar
oxigénio singleto (TUITE; KELLY, 1993). E um quimico aromatico heterociclico
(figura 1) pertencente a classe de medicamentos das fenotiazinas, tem sido
utilizado clinicamente ha cerca de um século para uma ampla gama de
tratamentos principalmente com base em suas propriedades de antissepsia e
capacidade de destruir acidos nucleicos de forma semelhante a nucleases
(DUNN; LIN; KOCHEVAR, 1991; ORTH et al., 1995; ATAMNA et al., 2008;
CONGDON et al., 2012).

Suas propriedades farmacoldgicas permitiram que o AM fosse aplicado

no tratamento de doencas como (tabela 3), metemoglobinemia, encefalopatia
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induzida por ifosfamida, tratamento para malaria e condi¢cdes da tireoide que
requerem cirurgia, tratamento de lesdes bucais, em praticas odontolégicas,
além da utilizaggo do MB como um PS seguro na TFD para atividade
anticancerigena (TORATANI et al., 2016; LIM et al., 2013; YAMAUCHI et al.,
2015; BERNDT-PAETZ et al., 2017; LIM DJ, 2021).

N .
~ Cl
HBC\I}I g \N:CHB
CHs CHy °XH0

Figura 1. Estrutura quimica do Azul de Metileno (MERCK, 2022).

E um corante ja aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) e
pela Agéncia Nacional de Vigildancia Sanitaria (ANVISA) aqui no Brasil
(ORMOND; FREEMAN, 2013) e cabe destacar ainda que o AM pode ser
administrado no paciente por via intravenosa, intraperitoneal ou ainda de forma
topica nas células de interesse (VAN DONGEN GA et al., 2004; MOAN; PENG,
2003).

Com forte absor¢cdo na regido entre 550 - 700nm e maxima
absortividade molar em 664nm (JUNQUEIRA et al., 2002), o AM promove tanto
a reacao fotoquimica do tipo | quanto a reagao fotoquimica do tipo Il (producéo
de oxigénio singleto) na TFD (TARDIVO et al., 2005). Estudos em humanos
tem demonstrado atividade antitumoral em tumores superficiais da bexiga,
carcinomas de es6fago e melanoma, sem demonstrar toxicidade para as
células normais e tém sido utilizado ainda como FS em estudos clinicos para o
tratamento de carcinoma de célula basal e sarcoma de Kaposi, adicionalmente,
AM-TFD tém demonstrado ser efetivo no combate a tumores em camundongos
e em estudos in vitro contra melanoma e tumor cervical de células Hela
(TARDIVO et al., 2005; LOU et al., 2008).
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Indicagao

Descricao

Doenca de Alzheimer

Efeitos positivos sdo propostos através de multiplos sistemas
neurolégicos, como sistemas de neurotransmissores colinérgicos,
serotoninérgicos e glutamatérgicos. AM reduz o peptideo agregado
de amiloide-B (AB) enquanto previne a agregacao de tau. Uma dose

recomendada de 3 x 60 mg/dia para tratamento (LIM DJ, 2021).

Sindrome hepatopulmonar

Dose intravenosa de MB (3 mg por kg) para tratamento (LIM DJ,
2021).

Encefalopatia induzida por

ifosfamida

Dose intravenosa de MB (6 x 50 mg/dia) para tratamento (LIM DJ,
2021).

Malaria

AM tem alta poténcia antimalarica (IC50 = 4 nM) contra Plasmodium
falciparum, inibindo a glutationa redutase (PfGR) conhecida como
alvo de drogas contra a malaria. AM é um medicamento parceiro para
terapias combinadas (LIM DJ, 2021).

Metemoglobina

MB é um doador de elétrons para a reducdo ndo enzimatica da
metemoglobina (LIM DJ, 2021).

SARS-CoV-2

Apesenta atividade antiviral contra o COVID-19 causado pela
sindrome respiratéria aguda grave. Dificulta a interacdo de ligacao
entre a proteina spike SARS-CoV-2 e a enzima conversora de
angiotensina 2 (ACE2), conhecida como o ponto de entrada do virus
(SVYATCHENKO et al., 2021).

Odontologia

Atua no controle microbiolégico da cavidade oral, diminuindo assim o
uso de medicamentos (. PRASMO et al., 2016).

Tumores

Estudos mostram a atividade antitumoral em tumores superficiais da
bexiga, carcinomas de esbéfago, melanoma, tumor cervical de células
Hela e sarcomas de Kaposi (TARDIVO et al., 2005; LOU et al., 2008;
LIM et al., 2013; YAMAUCHI et al., 2015; TORATANI et al., 2016;
BERNDT-PAETZ et al., 2017).

Virus, bactérias e fungos

O controle do crescimento microbiano por MB+TFD deriva de uma
mistura de processos tipo | e tipo Il, e a eficiéncia relativa de cada um
deles depende do tipo de célula e das condigbes experimentais
(TARDIVO et al., 2005; . PRASMO et al., 2016; CAMACHO-ALONSO
etal., 2017).

Dermatologia de pacientes

nao cancerosos

A TFD para o tratamento de lesGes pré-cancer e cancer cutaneos,
bem como de afecgbGes cutdneas benignas revelaram-se eficazes
(TARDIVO et al., 2005; RKEIN; OZOG, 2014; ISSA; BOECHAT;
FASSINI, 2016).

Tabela 3. Aplicabilidade do uso do Azul de metileno.
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1.4 Principios celulares da terapia fotodinamica

Dois mecanismos de fotobiomodulagao por laser de baixa poténcia estao
envolvidos durante a interacdo da luz com os tecidos bioldgicos (sem FS). Um
€ a aceleracdo da transferéncia de elétrons na cadeia respiratoria da
mitocondria, o outro € a producdo de pequenas quantidades de EROs
induzidas pela absor¢cao de luz, principalmente pelo citocromo c oxidase,
acelerando a producédo de adenosina trifosfato (ATP) e proliferacao celular
(KARU; KOLYAKOV, 2005; PASSARELLA; KARU, 2014). A energia do féton
emitida pelo laser pode ser absorvida pelos componentes da cadeia
respiratéria mitocondrial, resultando em niveis aumentados de EROs, ATP e/ou
adenosina monofosfato ciclico (AMP). Esse aumento inicia uma cascata de
sinalizacao intracelular através de segundo mensageiro e fatores de
transcricdo, promovendo assim a proliferacdo celular, sintese de proteinas e
controle da apoptose (KUSHIBIKI et al., 2013).

Atribuem-se os resultados clinicos positivos em terapias baseadas em
lasers a uma sequéncia de eventos em nivel molecular e celular, nas quais os
fatores determinantes na resposta fotoquimica, fotofisica e/ou fotobiol6gica séo
o comprimento de onda, a intensidade, a dose, a concentragao de cromoforos
ativos e as propriedades Opticas (reflexdo, transmissdo, absorcao,
espalhamento e anisotropia) do tecido tratado, bem como o seu estado
fisiolégico (KARU, 1998; KARU, 2003).

A luz mais comumente utilizada na TFD com azul de metileno possui um
comprimento de onda especifico que coincide com a banda de absorgcdo de
comprimento de onda mais longa do fotossensibilizador, entre 650 e 800 nm
(figura 2). Essa faixa de comprimento de onda permite a luz uma maior
penetracdo no tecido, bem como o suficiente para gerar estados excitados
capazes de reagir com o oxigénio molecular presente no meio, gerando EROs
altamente citotdxicas para as células (MOAN et al., 1998; AGOSTINIS et al.,
2011; DONOHOE et al., 2019; NI et al., 2020). A eficiéncia da TFD depende do
coeficiente de transmissdo do meio de propagacdo da radiagdo, ou seja,
quanto maior o comprimento de onda da radiacao incidente, maior seu grau de
penetracado no tecido e maior a possibilidade de tratar tumores maiores e mais
profundos (KUSHIBIKI et al., 2013).
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Figura 2 — Espectro eletromagnético. As bandas de absor¢do em comprimentos de onda curtos
(inferiores a 600 nm) possui uma menor capacidade de penetra¢do no tecido. Ja as bandas de
absor¢cao em comprimentos de onda mais elevados (superiores a 800 nm) ndo sdo capazes de
gerar oxigénio singleto. Na TFD com azul de metileno, a luz mais utilizada possui um
comprimento de onda especifico que coincide com a banda de absor¢cdo de comprimento de
onda mais longa do fotossensibilizador, entre 650 e 800 nm (luz vermelha). Disponivel em:

https://www.todamateria.com.br/espectro-eletromagnetico/. Acesso em: 02 ago. 2022.

Em muitos tratamentos com TFD tem sido observado que ao utilizar
agentes fotossensibilizantes, apds estes serem excitados pela luz, ocorre um
aumento exacerbado de EROs levando a morte das células cancerosas
(KARU, 1999; SAUER et al., 2001; GAVISH et al., 2004; HAWKINS e
ABRAHAMSE, 2006). Essa terapia consiste na utilizacdo de trés importantes
elementos, sendo o primeiro a luz irradiada, o segundo consiste em uma
substancia fotossensibilizante (como o azul de metileno), com boas
absortividades na regidao vermelha e o terceiro elemento € o oxigénio no meio
celular (OLIVEIRA et al., 2015).

A TFD tem como consequéncia para as células irradiadas duas reacdes

(Figura 3): reacoes do tipo |, formadas a partir da transferéncia de elétrons que
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pode reagir diretamente com um substrato, como a membrana celular ou outra
molécula, e transferir um préton ou um elétron para formar um anion ou cation
radical ou ainda, interagir diretamente com o oxigénio molecular formando
EROS que sao as espécies radicais como o ion superoxido (O2%) e o radical
hidroxila (OH") e reacbes do tipo Il que é formado a partir da transferéncia de
energia do estado triplo de um fotossensibilizador, podendo transferir sua
energia diretamente para o oxigénio molecular para formar o oxigénio singleto
('02) no estado excitado (HU et al., 2021).
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Figura 3- Reacgdes do tipo | e Il. Na reagao fotoquimica tipo | (6), 3PS - reage diretamente com
um substrato (por exemplo, acidos graxos poli-insaturados em lipidios da membrana celular) e
transfere um elétron ou préton, formando radicais organicos. Esses radicais podem ainda reagir
com o oxigénio celular para produzir espécies reativas de oxigénio (EROs), como &nion
superoxido (O2- ), radical hidroperéxido (HOO -), peréxidos (H202, ROOH) e radical hidroxila
(HO -), também podem iniciar reagdes em cadeia de radicais livres. Na reacao fotoquimica tipo
Il (7), o tripleto 3PS - pode sofrer transferéncia de energia tripleto-tripleto para o oxigénio
molecular para formar o oxigénio singleto no estado excitado ('0z2). As reagdes fotoquimicas do
tipo | e do tipo Il podem ser simultineas, e a relagao entre elas depende principalmente do tipo
de PS utilizado, das concentragcdes de substrato e da disponibilidade de oxigénio. Como
resultado da reacdo fotodinamica, varios mecanismos moleculares sao ativados, levando a
diferentes modalidades de morte celular, recrutamento e ativacdo de células imunes e danos
vasculares. Adaptado de (ALZEIBAK et al., 2021; MARTINS et al., 2021).

Conforme descrito por Castano e col., 2004, o estado fundamental do FS
tem dois elétrons com spins opostos, trata-se de uma grandeza
vetorial apresentando mddulo, direcdo e sentido (GOMES e PIETROCOLA,;

2011), isto & conhecido como estado singleto, no orbital molecular de menor
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energia, apds a absorcao dos fotons (luz), um desses elétrons é impulsionado
para o orbital de maior energia, mas mantém seu spin (primeiro estado singleto
excitado), esta é uma espécie de vida curta (nanossegundos) e pode perder
sua energia emitindo luz (fluorescéncia) ou por conversao de calor, retornando
pro seu orbital de origem. O estado singleto excitado do FS também pode
sofrer o processo conhecido como cruzamento inter-sistema, no qual o spin do
elétron excitado se inverte para formar o estado tripleto excitado, nesse
momento sua meia vida é relativamente mais longa (durando microssegundos)
mantendo os spins dos elétrons paralelos (CASTANO et al., 2004). Muitos
pigmentos organicos possuem niveis de energia adequados para realizar
transferéncias de energia para o oxigénio molecular (O2). Assim, o O2 que
ocorre naturalmente no estado tripleto (302) é foto-excitado pelo FS indo para o
estado singleto. Ambas as reagdes podem ocorrem simultaneamente e
dependem do tipo de FS, concentracdo de substrato no meio e oxigénio
disponivel (HU et al., 2021).

A reacao tipo Il é a de maior interesse para a TFD, visto que € o
mecanismo mais simples e comum (OLIVEIRA et al., 2015; ROSSIN et al.,
2020). As EROs geradas nessa terapia sao prejudiciais a varias biomoléculas
ap6s a oxidacdo, levando & modificacdo estrutural e perda de funcdo. E
geralmente aceito que a TFD em altas doses, seja pela aplicagdo de uma alta
concentracao de FS e/ou uma alta dose de luz irradiada, tende a levar a morte
celular. O tropismo do FS pela membrana plasmatica também esta associado a
morte celular, pois curtos periodos de incubagcdo favorecem o acumulo de
fotossensibilizadores na membrana plasmatica, enquanto periodos de
incubagcdo mais longos permitem o acumulo de FS nas diferentes organelas
(NOODT et al., 1998; DEVI et al., 2008).

O oxigénio singleto é particularmente eletrofilico, podendo oxidar
ligacbes duplas ricas em elétrons em moléculas de macroescala, sendo o
principal produto citotoxico da TFD (OCHSNER et al., 1997; VERMA et al.,
2018) com uma meia-vida em sistemas biologicos de < 40 ns, tendo um raio de
acado na ordem de 20 nm (MOAN; BERG, 1991). O oxigénio singleto nas
células tem como alvos primarios as ligacbes duplas que constituem os

hidroperoxidos alilicos (SER et al., 2020). Ainda, quando as EROs reagem com
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o préprio FS, pode fazer com que sua eficiéncia seja reduzida ou ocorrer foto-
destruicdo, fenbmeno denominado foto-branqueamento (SPIKES, BOMMER,;

1993) reduzindo a eficacia da terapia.

A resposta da TFD nas células tumorais gera o que diversos autores
denominam de “imunoterapia tumoral” ((figura 4) e conforme citado por Duan et
al., (2016) utiliza a premissa de que essas células podem ser reconhecidas e
eliminadas pelas células T citotdxicas CD8+ do préprio paciente. E descrita
como uma terapia indutora de morte celular imunogénica (MCI) ao gerar EROs,
ocorrendo exposicao a padrdes moleculares associados a danos (PMADs),
exposicao pré-apoptotica a calreticulina (CRT) e liberagcdo pos-apoptotica de
proteina box 1 de alta mobilidade (HMGB1), levando a apoptose de células
tumorais e a propagacao de antigenos associados a tumor (AATs) (TANAKA et
al.,, 2016). O sistema imunolégico €& capaz de reconhecer os AATs
apresentados por moléculas de complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) de classe | na superficie das células tumorais, permitindo os linfocitos T
citotoxicos destruirem essas células cancerosas atacando-as por perforinas e
granzimas (OBEID et al., 2006; PANDEY et al., 2012; KROEMER et al., 2013;
GALLUZZI et al., 2016; YANG et al., 2018; WEI et al., 2018; LI et al., 2019;
TURUBANOVA et al., 2019; YANG et al., 2019; NI et al., 2020). As moléculas
de MHC de classe | podem exibir peptideos derivados de proteinas endogenas
que funcionam como auto-antigenos e apos a TFD um aumento significativo
desta molécula é observado no tecido tumoral (ANZENGRUBER et al., 2015; LI
et al.,, 2019;). A aplicacdo local de luz ndo apenas erradica os tumores
primarios, mas também previne complicacbes como metastases, levando a
inibicdo completa de tumores metastaticos pré-existentes, gerando imunidade
antitumoral sistémica (DUAN et al., 2016).
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Figura 4 — Imunoterapia tumoral da TFD. Células tumorais podem ser reconhecidas e

eliminadas pelas células T citotdxicas CD8+. O sistema imunologico é capaz de reconhecer os
AATs apresentados por moléculas MHC-I na superficie das células tumorais, permitindo os
linfécitos T citotoxicos destruirem essas células. As moléculas de MHC de classe | podem
exibir peptideos derivados de proteinas enddégenas que funcionam como auto-antigenos.
Adaptado de (GUNAYDIN et al., 2021).

Portanto, o efeito antitumoral da TFD é mediado por uma combinacao de
trés acodes principais: efeito citotoxico direto nas células cancerosas, destruicao
dos vasos sanguineos do tumor através de privacédo tecidual de oxigénio e
nutrientes e consequente infarto tumoral e, estimulacdo da imunidade
antitumoral. Contribuindo para o controle da doengca a longo prazo e
constituindo uma grande vantagem sobre as terapias tradicionais, como a
cirurgia ou a quimioterapia, que sao imunologicamente silenciosas ou mesmo
imunossupressoras (CHEN et al., 2006; AGOSTINIS et al., 2011; DgBROWSKI,
ARNAUT, 2015). Conforme descrito por Castamo et al., 2005, os danos aos
vasos sanguineos associados ao tumor se dao através do colapso
microvascular observado ap6s PDT podendo levar a hipéxia tumoral, embora

0s mecanismos envolvidos nesse processo seja variavel conforme o FS
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utilizado, os autores descrevem ainda que pode ocorrer constricao do vaso,
vazamento macromolecular do vaso, adesdo leucocitaria e formacao de
trombos, ambos fendmenos ligados a ativacao plaquetaria e liberagdo de
tromboxano como causas a esses danos, ainda segundo Castamo et al., 2005,
a ativagao do sistema imunologico e producao de resposta imune de memoria
pode ocorrer através dos efeitos provocados por dano fototdxico que nem
sempre é letal para todas as células tumorais e criando assim um estimulo
inflamatério no qual ainda estimula uma invasdo regulada macica de

neutrofilos, mastocitos e mondcitos/macréfagos.

Os macrofagos fagocitam um grande numero de células cancerosas
mortas ou danificadas pelos efeitos citotoxicos da PDT e as células
apresentadoras de antigenos processarao os peptideos especificos do tumor e
0s apresentardo em suas membranas no contexto das principais moléculas de
histocompatibilidade classe Il, criando condi¢coes para o reconhecimento de
antigenos tumorais pelos linfocitos T auxiliares CD4 e, por sua vez,
sensibilizando as células T CD8 citotdxicas aos epitopos especificos do tumor,
essa atividade dos linfécitos sensibilizados pelo tumor ndo esta limitada ao
local original tratado com PDT, podendo ainda incluir lesbes disseminadas e
metastaticas do mesmo cancer. Assim, embora o tratamento com TFD seja
realizado no local do tumor, seu efeito pode ter atributos sistémicos devido a
inducao de uma reagao imune (CASTAMO et al., 2005).

1.5 Principais mecanismos de mortes induzidas pela TFD

O mecanismo de morte celular na TFD é dependente da localizacdo do FS
na célula, além das doses efetivas de TFD administradas a célula tumoral. O
tipo de célula também pode determinar o sitio intracelular aonde o FS ira se
acumular (NATAL, 2007). Em células tumorais de melanoma, céncer de
pulmao e mama foi evidenciado uma maior inducédo de apoptose quando os FS
se acumularam na mitocOndria, ja outros estudos indicaram que o FS pode se
concentrar nos lisossomos das células tumorais de mama, fazendo dessa

organela, outro alvo oxidativo nesta terapia (CHEN et al., 2008; LIM et al.,
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2013; MARTINS et al., 2018; MONROE et al., 2019; SANTOS et al., 2020;). E
evidenciado ainda que na TFD, multiplas vias de morte celular podem ocorrer
simultaneamente, por exemplo, autofagia e apoptose podem ser iniciadas
concomitantemente apos dano nos lisossomos e  mitocéndrias
(respectivamente) (ANDRZEJAK et al., 2011). Conforme citado por Sorrin et al
(2020) a TFD também pode causar respostas imunologicas através da
estimulacdo da necrose, permitindo que os leucdcitos liberem citocinas, como

os fatores de necrose.

A apoptose durante a TFD é deflagrada por um sinal intra ou extracelular
que ativa a caspase e inicia a fragmentacdo do DNA, a célula encolhe, a
cromatina nuclear sofre picnose e o nucleo é disperso em corpos apoptoticos,
ja a necrose, por outro lado, geralmente ocorre por meio de danos na
homeostase dos ions celulares, o que causa influxo de agua e perda da
integridade da membrana (PLAETZER et al., 2005; LEMASTERS, 2005).

Conforme descrito por Lemasters, (2005), cada uma das varias organelas
(membrana plasmatica, mitocondria, nucleo, reticulo endoplasmatico,
lisossomo) da origem a sinais que induzem a morte celular. Na maioria das
vezes, esses sinais convergem nas mitocondrias para iniciar uma via comum
para apoptose dependente de caspase ou necrose dependente de deplecio de
ATP.

1.5.1 Apoptose

A apoptose € um mecanismo auto-limitante da morte celular em que células
indesejadas s&o removidas de forma biologica, para manter a homeostase
tecidual. Esse mecanismo e sua regulacdo sao essenciais para a homeostase
celular normal e como forma de defesa, como em reagdes imunologicas para
evitar que doencas como o cancer se desenvolvam (ELMORE, 2007). O
processo de apoptose envolve a permeabilizagdo da membrana mitocondrial

pelas proteinas da familia Bcl-2, para liberar citocromo c, que se liga ao fator
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ativador de protease apoptético 1 (APAF1), ativando as caspases que levam a
morte celular (ANIOGO; GEORGE; ABRAHAMSE, 2020).

E descrito na literatura que as mitocondrias sdo organelas chave para os
mecanismos apoptoticos, uma vez que a dano oxidativo permite a liberagao do
citocromo ¢ ao citoplasma. Isso ativa cascatas de caspases resultando na
apoptose (DONOHOE et al., 2019) conforme observado na figura 5. A TFD tem
consideravel poder para promover um aumento na atividade da caspase-3,
indicando um aumento na morte por apoptose (SALVESEN; DIXIT, 1997
NATAL, 2007; DEVI et al.,, 2008). As células nao tumorigénicas sdao mais
propensas a montar uma resposta antioxidante eficiente contra a TFD,
tornando essa terapia menos agressiva aos tecidos saudaveis adjacentes visto
que eles conseguem efetuar mecanismos de reparo de forma mais eficiente
(SANTOS et al., 2020).

Caspase 3 Lizossomo

-5 Apoptose

Figura 5. Mecanismo de acdo da PDT pelo MB localizado na mitocondria. AM penetra na
mitocOndria liberando citocromo C, desencadeando caspase 9, caspase 3 e algumas proteinas
poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) para induzir a apoptose celular (SER et al., 2020).
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Conforme descrito por Nath, Obaid e Hasan (2019), no mecanismo de
apoptose induzida por TFD, os fotossensibilizadores localizados nas
mitocondrias ou lisossomos podem danificar diretamente essas organelas sob

irradiacao de luz através da fototoxicidade lisossomal (figura 6).
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Figura 6. Mecanismo de acdo das vias apoptoéticas na morte celular induzida por TFD.
Fotossensibilizadores localizados nas mitocéndrias ou lisossomos ao serem fotoexcitados
promovem a liberacdo de proteases (catepsinas) do lisossomo para o citosol, clivando a
proteina pré apoptética BID e gerando o BID truncado (tBID). Em seguida, tBID ira ativar BAX e
BAK (proteina BH123) formando poros (canais de membrana externa mitocondrial). Como
resultado, o citocromo ¢ e o segundo ativador de caspases derivado da mitocondria (SMAC)
sdo liberados levando a ativagcdo do iniciador caspase-8/9 e caspases executoras (caspase
3/7). A liberacdo de SMAC leva a inibicdo de IAPs (inibidor de proteinas de apoptose),
impedindo-as de se ligarem e inibindo as caspases ativadas. Por fim, as caspases executoras
ativadas iniciam a degradagdo de componentes celulares e nucleares, incluindo proteinas e
acidos nucléicos, levando a morte celular por apoptose. Adaptado de (NATH et al., 2019).
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Quando Bcl-2 e Bcl-x (proteinas anti-apoptéticas) sao inibidas, sua
funcado de prevenir a liberagdo de fatores mitocondriais apoptogénicos como
citocromo c e fator indutor de apoptose (FIA) no citoplasma esta comprometida.
A liberagcdo destes fatores apoptogénicos no citoplasma ativa caspases,
promovendo as vias apoptoticas. Entretanto, sabe-se que as células tumorais

podem ser resistentes a apoptose (BACELLAR et al., 2015).

O foto-dano mitocondrial pode fornecer ndo apenas morte celular
apoptodtica, mas também desencadear necrose ou autofagia, a depender da
dose de TFD (incluindo a concentracdo de FS e parametros fiscos da luz).
Altos niveis de dose de TFD causam permeabilidade mitocondrial drastica e
esgotamento dos niveis de ATP, levando a necrose. Niveis leves de dose de
TFD desencadeiam apoptose (como ja mencionado), e baixos niveis de dose
de TFD promovem permeabilidade mitocondrial limitada e induzem a autofagia
("mitofagia") (BACELLAR et al., 2015; ANIOGO et al.,, 2020). O inicio da
apoptose pelo foto-dano mitocondrial direto é significativo na terapia do cancer
porgue essa via contorna muitos dos mecanismos de escape e reparo por meio
dos quais as células tumorais sdo capazes de desenvolver resisténcia aos
tratamentos tradicionais (SORRIN et al., 2020).

1.5.2 Necrose

A necrose foi considerada uma morte celular acidental, causada por
danos fisicos ou quimicos e era considerada um processo nao programado,
caracterizando-se por um nucleo picnético, inchagco citoplasmatico e
desintegracdo progressiva das membranas citoplasmaticas, no qual levam a
fragmentacdo celular e liberagdo de componentes intracelulares no
compartimento extracelular, sendo ainda considerada uma forma violenta e
rapida de degeneracdao (CASTANO et al., 2005). Um estudo anterior de
Kroemer e Jaattela, (2005) descobriu que os lisossomos contendo numerosas

hidrolases, liberam proteases lisossdmicas, levando a necrose celular.

Embora haja um consenso de que na TFD a morte celular pode ocorrer
seletivamente em células de cancer de mama sem afetar significativamente as

células ndo malignas, a via apoptética ndo € a unica via de morte celular, ou
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seja, multiplas vias de morte podem ser ativadas, como por exemplo, as vias

de necrose reguladas (necroptose) (SANTOS et al., 2017).

Conforme descrito por Nath, Obaid e Hasan (2019), a via necrética no
geral é considerada a via mais pro-inflamatoria, gracas a liberagcao
descontrolada de PMADs ativando o sistema imune inato e adaptativo. Estudos
sugerem que o foto-dano do reticulo endoplasmatico (RE) e,
consequentemente, a liberacdo de uma explosao de célcio no citosol afeta a
viabilidade celular, induzindo a morte celular necrética programada através de
um efeito inibitério da ciclosporina A no inicio do poro de transicdo de
permeabilidade mitocondrial (ZONG, 2006). Entretanto, a ativacdo de
proteases dependentes de calcio (calpains) demonstrou ser o principal
responsavel pela morte celular programada por necrose (BACELLAR et al.,
2015).

Baccellar e col. (2015), descreveram que altas doses de TFD e/ou foto-
danos descontrolados levam a liberagdo descontrolada de biomoléculas de
morte celular ndo programada para o espaco extracelular, iniciando uma
resposta inflamatéria no tecido circundante. Por essa razdo, a necrose era
geralmente vista como um mecanismo indesejavel. Alguns estudos tem
demonstrado que a terapia fotodinamica com azul de metileno em diferentes
tipos de células tumorais em concentragdes baixas do AM (0-25uM), nao foram
capazes de causar significante morte celular por necrose (LU et al., (2008);
CHEN et al., (2008); LUO et al., (2015); (GOMES, 2021).

1.5.3 Autofagia

Dependendo do tipo de foto-dano e da biologia subjacente das células-
alvo, a TFD também pode causar niveis letais de autofagia ou, como foi
relatado mais recentemente, pode desencadear a paraptose (SORRIN et al.,
2020).

A autofagia € um processo no qual o citosol e organelas danificadas
permanecem envoltos em vacuolos denominados autofagossomos, que se

fundirdo com os lisossomos para digerir esse conteudo, sob condigbes
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fisiolégicas normais, as hidrolases lisossbmicas participam da renovacao de
organelas e macromoléculas por meio da autofagia, desempenhando um papel
crucial na protecdo da célula apdés a TFD, reciclando mitocdndrias ou reticulo
endoplasmatico danificados que possam desencadear a apoptose como ultima
tentativa das células para lidar com o estresse oxidativo e sobreviverem
(KROEMER, JAATTELA, 2005).

Dependendo da intensidade, a autofagia pode proteger as células contra
a morte celular ou mediar a chamada morte celular autofagica (SHINTANI,
KLIONSKY., 2004). A conversdo de um mecanismo de autofagia citoprotetora
para uma via letal se da através da inibicao da formagao do autofagossoma no
processo da autofagia (KESSEL et al., 2006; MARTINS et al., 2021).

Na via apoptética previamente resumida, a fototoxicidade na mitocéndria
desencadeara uma reagao em cascata que leva a célula a morte. No entanto,
quando o FS se localiza no lisossomo, a toxicidade da TFD levara a
fotodegradacao das enzimas lisossémicas e, assim, pode levar a morte gradual
da célula. A resposta posterior pode levar a morte ou sobrevivéncia: quando a
producdo de EROs ndo € adequada para causar danos irreversiveis ao
lisossomo, especialmente em células que ndo possuem proteina Bax e enzima
procaspase-3, diz-se que a autofagia é ativada em resposta a sobrevivéncia e
proliferacao celular (ANIOGO; GEORGE; ABRAHAMSE, 2020), o que pode ser
ruim para as respostas desejaveis da TFD no controle e morte das células

tumorais.

Essa via desempenha um papel importante na apresentacdo de
antigenos. Antigenos endogenos sao processados por meio de proteases
citosélicas para entao serem apresentados por moléculas MHC | para células T
CD8 + (PANDEY et al., 2012; ANZENGRUBER et al., 2015) em contraste aos
antigenos exdgenos que sao endocitados e processados através da via
endossomal-lisossomal para apresentar o antigeno no contexto de MHC de
classe Il para células T CD4 + (NATH; OBAID; HASAN, 2019).

Conforme descrito por GOMES, (2021) a TFD com AM em linhagem de

célula tumoral de préstata, induziu um aumento de vacuolos autofagicos, o que
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pode indicar um possivel aumento da autofagia. Santos e col. (2017)
investigaram a relagdo entre a localizagao do AM intracelular e o tipo de morte
no contexto da TFD em linhagens de células tumorais mamarias e reafirmaram
que a mitocondria ndo é o alvo primario de localizagdo do AM. Pelo contrario, o
AM parece estar envolvido diretamente com os lisossomos, o que leva a uma
intensificagcao da via autofagica nessas células estudadas. Sabe-se que o efeito
de protecao ou toxicidade celular esta diretamente relacionado com o tipo de
FS, sua localizacdo celular, altas ou baixas doses de irradiacdo da luz e

principalmente, o tipo celular analisado (ANIOGO et al., 2020).

2. JUSTIFICATIVA

A crescente utilizacdo da TFD em diferentes praticas clinicas tem
despertado grande interesse na comunidade cientifica sobre seus efeitos
moleculares e celulares e, principalmente, sobre a utilizagcdo desse tipo de
terapia em diversos tipos de neoplasias. Na pratica odontoldgica, onde essa
terapia ja é frequentemente utilizada, essa terapia atua no controle
microbioldgico da cavidade oral, diminuindo assim o uso de medicamentos
(PRASMO et al., 2016; CAMACHO-ALONSO et al., 2017). Além disso, a TFD é
considerada uma terapia simples, com baixos custos e que pode ser facilmente
aplicada para a populacao em geral.

Nosso grupo de pesquisa tem trabalhado ha mais de uma década
testando diferentes protocolos terapéuticos dos lasers de baixa poténcia,
utilizando tanto modelos biolégicos procariontes (FONSECA et al., 2010;
FONSECA et al, 2011; MARCIANO et al., 2012) quanto eucariontes
(FONSECA et al., 2012), seja em testes in vitro (CANUTO et al., 2013) ou in
vivo (CANUTO et al.,, 2016; ANJOS et al.,, 2017), para elucidar quais
mecanismos bioldgicos estao envolvidos e que tipos de respostas esses lasers
podem gerar. Em nossos estudos ja detectamos que as respostas celulares
estdo diretamente relacionadas as caracteristicas da luz (dependente do tipo
de comprimento de onda, dose e frequéncia da onda). Dentre essas repostas,

podemos citar danos sub letais no DNA, alteracao de diversos mecanismos de
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reparo de DNA, mecanismos de morte celular e reposta imune (SERGIO et al.,
2015; PAOLI et al., 2015).

A TFD ja é aprovada para tratamento clinico oncolégico nos Estados
Unidos, Unido Europeia, Canada, Russia e Japao. Aqui no Brasil, essa terapia
€ aprovada desde 2006, mas somente para tumores de pele ndo melanoma
(ISSA et al., 2016). Para a difusao desse tipo de terapia no Brasil, fazem-se
necessarios testes experimentais in vitro e in vivo, aprofundando os
conhecimentos moleculares e descrevendo seus possiveis efeitos adversos e
contraindicagdes. Adicionalmente, faz-se necessario a expansao dessa terapia

na aplicagdo de mais tipos de neoplasias.

3. OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral
Avaliar atividade antitumoral da terapia fotodinédmica utilizando células tumorais

mamarias em modelo experimental in vitro.

3.2. Objetivos Especificos

Investigar a acao do laser vermelho de baixa poténcia associado ao
fotossensibilizador - azul de metileno no (a):

. Citotoxicidade do fotossensibilizador nas células tumorais 4T1, bem
como estabelecer uma curva dose-resposta;

. Migracao celular;

. Expressao de genes relacionados a apoptose (Bcl-2 e caspase-6).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Laser de baixa poténcia

Neste projeto foi utilizado um laser de baixa poténcia (Photon Lase llI,
AsGaAl - D.M.C. Equipamentos Ltda, Sdo Paulo), no espectro de luz vermelho
(comprimento de onda de 660nm), nos seguintes parametros descritos na
tabela 4.
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Comprimento de onda (nm) 660
Diodo laser AsGaAl
Poténcia (mW) 100
Modo de emisséo da luz Continuo
Spot size (cm?) 0.028
Energia por ponto (mJ) 2.8
Densidade de energia (Jcm™) 100
Tempo de irradiacao por ponto | 28

(s)

Numero de pontos 1
Tecnica de aplicacéo Pontual
Numero de sessbes de| Uma
tratamento

Tabela 4. Pardmetros fisicos do laser

4.2 Fotossensibilizador

Solugbes de azul de metileno (AM) foram preparadas utilizando meio de

cultura sem suplementacdo com soro fetal bovino nas seguintes
concentragdes: SuM, 10puM, 15uM, 20 pM, 25 pM, 50 pM, 100 uM e 150 pM.

Apos, essas solugdes foram filtradas e usadas imediatamente.

4.3 Modelo Experimental — 4T1

Para este trabalho, foi utilizada a linhagem celular de tumor de mama
4T1. O carcinoma mamario 4T1 originalmente € derivada do tumor 410.4, que

foi isolado de um unico tumor mamario de surgimento espontédneo de um
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camundongo MMTV+ BALB/c, foi isolado por Fred Miller e colaboradores,
sendo uma linha celular tumoral transplantavel e com bom crescimento em
camundongos BALB/c e em cultura de tecidos, possuindo resisténcia a 6-
tioguanina, permitindo que a deteccao de micro metastases seja precisamente
quantificada in vitro, apds excisdo e digestao do 6rgao selecionado. (DEXTER
et al., 1978; ASLAKSON e MILLER, 1992).

Diversas propriedades de crescimento das células 4T1 a fazem de facil
manipulagdo em camundongos. Por ser altamente tumorigénica, o tumor se
desenvolve em 100% dos camundongos naive isogénicos BALB/c, quando 5 x
103 células sdo inoculadas (LELEKAKIS et al., 1999). As células tumorais
expressam adequados niveis de MHC de classe | e indetectaveis niveis de
MCH de classe I, tornando-as alvos adequados para os linfécitos T citotdxicos
CD8* (PULASKI e OSTRAND-ROSENBERG, 1998).

4.4 Cultura Celular

As células foram cultivadas em placas de 96 pocos, em meio de cultura
RPMI (do inglés “Roswell Park Memorial Institute”) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibidtico (100 unidades/mL de penicilina e
100 ug/mL de estreptomicina GIBCO®) a 37°C e 5% de CO2. Apos atingirem
cerca de 80 - 90% de confluéncia, as células foram incubadas em meio RPMI
sem SFB e com diferentes doses de AM (conforme descrita anteriormente) em
trés tempos de incubacgao distintos: 10 min, 15 min e 30 min. Em seguida as
células foram incubadas a 37°C e 5% de CO2zpor mais 24 horas para a analise
de viabilidade celular pelo método do MTT (Brometo de [3-(4,5- dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazdlio]).

Apds a padronizagdo do tempo de incubacdo pelo AM em 30 min,
iniciaram-se as irradiacbes com o laser de baixa poténcia. Com isso, apds os
periodos de incubacdo de 30 min, as solu¢cdes de AM foram removidas, as
placas lavadas, novo meio RPMI adicionado e as células irradiadas com o laser

nos parametros descritos anteriormente.

35



As placas foram protegidas de outras fontes luminosas durante todo o
procedimento. Como controle, células incubadas por 30 min com AM e néao

irradiadas com laser de baixa poténcia foram utilizadas.

4.5 Analise de viabilidade celular

A viabilidade por MTT foi realizada 24h apd6s incubagdo do AM e/ou
TFD+AM. Apos centrifugacdo das placas, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento celular suspendido em 100uL de RPMI completo. Apéds, foi
acrescentado 10uL de MTT/pogo. A solugcédo estéril de MTT foi preparada
previamente, na concentragdo de 5mg/mL em agua destilada. A incubagdo com
o MTT foi feita em estufa de cultura de células sob uma atmosfera de 5% de
COz2, 37°C durante 4h. Posteriormente, todo o meio foi retirado e adicionado
entdo 100uL de DMSO. As placas foram agitadas suavemente e encaminhado

para leitura em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 550nm.

4.6 Ensaio de migracgao celular

A fim de avaliar o efeito da terapia fotodindmica na capacidade de
migracao das células, foi realizado o ensaio de migragcdo wound healing. Esse
ensaio consiste na remoc¢ao de parte da monocamada de células através de
um risco realizado com o auxilio de uma ponteira de micropipeta. Para tal,
4x10% cel/cm? foram cultivadas em placas de 12 pogos com 2mL de RPMI 1640
suplementado, a 37 2C em atmosfera de COz2a 5 % por 48h. Apos atingirem
cerca de 80 - 90% de confluéncia, as células foram incubadas com AM nas
concentracdes de 25 e 50 pM durante 30 min e posteriormente irradiadas com
laser de baixa poténcia conforme descrito no item 4.1. Logo apos os
tratamentos, foi feita a remocao longitudinal de parte das células com a
ponteira de 200 pl, percorrendo a diagonal do poco, fazendo um risco em forma
de cruz. Em seguida, as células foram lavadas com 1 mL de meio RPMI para
remogao das células em suspensdao e 0s pogos em seguidas foram
completados com meio de cultivo suplementado com 1 % de soro fetal bovino e
1% de antibiotico. O espago aberto foi fotografado, usando um microscoépio

optico invertido Nikon Eclipse TS 100 (Nikon, Jap&o), objetiva de 10x, nos
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tempos 0, 24h, 48h e 72 h (tempo no qual houve o fechamento de todos os
pocos). A analise quantitativa da migracao celular foi obtida através da reducéo
do espaco aberto em comparagdo com 0s seus respectivos controles (somente
pogos com meio RPMI e tratados com laser), por meio do software Image

Proplus (Media Cybernetics, China/Japao).

4.7 Extragao de RNA total

Setenta e duas horas ap6s incubacdo com AM nas concentragdes de 25
e 50 um e irradiacdo com o laser de baixa poténcia em cultura de células 4T1,
foi realizada a extracdo do RNA total com o reagente TRIzol® (ThermoFisher,
USA). Para a extragdo do RNA, 1x10° cel/cm? foram extraidas utilizando um
volume de 400 pL de TRIzol®, homogeneizado e a preparacao foi incubada a
temperatura ambiente por 24h. Foram adicionados, apos esse periodo, 100 pL
de cloroférmio (Merck, Alemanha) e mais uma vez as preparagoes foram
incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos e centrifugadas a 12.000 rpm
a 4 °C por 15 minutos. A fase aquosa foi cuidadosamente transferida para
outros microtubos de 1,5 pL e 250 pL de isopropanol (Merck, Alemanha) foram
adicionados. Apds incubagdo a temperatura ambiente por 15 minutos, as
preparacdes foram centrifugadas a 12.000 rpm a temperatura de 4°C por 15
minutos. Os sobrenadantes foram descartados e o RNA total foi diluido em
solucdo aquosa de dietilpirocarbonato 0,1% (DEPC) (Merck, Alemanha). A
concentragio de RNA e pureza foram determinadas através da
espectrofotometria, com o auxilio do equipamento Nanodrop1000 (Nanodrop,

USA). As amostras de RNA foram armazenadas a -70°C até o uso.

4.8 Real time quantitativo PCR

Nessa analise foram utilizados primers dos genes que codificam
caspase-6 e Bcl-2 (genes envolvidos com processo de morte celular por
apoptose) (Invitrogen, Brasil). A normalizagdo das amostras foi realizada com o
primer do gene B-actina (Invitrogen, Brasil). Os primers foram desenhados em

diferentes éxons para evitar a possibilidade de contaminagdo com DNA
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gendmico utilizando o programa Primer 3 (UNTERGASSER et al., 2012).
Tabela 5.

Genes alvo Sequéncia Foward (5' --> 3') Sequéncia Reverse (3' --> 5')
Bcl-2 TGGGTCTAGGAAAGGGGGAA CGGGCTATTCACAATTCTGCC

Caspase-6 GACGTGGTGGAAGGGCTAAA AGTGTCACAAAAGGGGAGGC

B-actina CATCCGTAAAGACCTCTATGCC GGAGCCAGAGCAGTAATCTC

Tabela 5. Primers utilizados para real time PCR.

Através dos resultados das curvas padrdo para determinacao da
eficiéncia dos primers (eficiéncia aceitavel superior a 90%), padronizou-se a
utilizagado da diluicao de 1:5 de cDNA para todas as amostras. O ensaio de RT-
gPCR foi realizado no aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, EUA) nas seguintes condigoes: 40 ciclos; em cada ciclo,
desnaturacao inicial a 952C por 10 minutos, desnaturacdo a 95°C por 15
segundos, anelamento dos primers e extensdo a 60 °C por 1 minuto. Cada
amostra foi feita em duplicata, e como controle negativo foram utilizadas
reagcoes na auséncia do cDNA alvo. As analises das curvas de melting e de
dissociacao foram feitas ao final de cada corrida como controle da qualidade da

amplificacdo génica.

Para andlise dos niveis relativos de mRNA através de RT-qPCR foi
utilizado o método Delta-Delta Ct (AACt) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).
Calculou-se inicialmente o ACT de cada amostra, subtraindo-se os valores de
CT (threshold cycle ou limiar do ciclo) do gene controle (B-actina) dos valores
de CT do gene alvo. Para o calculo do AACT utilizou-se a formula seguinte:
[ACT (amostra) - ACT (amostra normalizadora)]. Uma vez determinado o
AACT, aplicou-se a férmula 2-22CT, que resultou no valor dos niveis relativos de
mRNA.
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4.9 Analises estatisticas

Os dados obtidos sdo apresentados na forma: médiatdesvio padrao. A
comparagao entre os grupos foi feita através da analise de variancia (ANOVA)
com poés-teste Bonferroni. O nivel de significancia foi considerado com p<0,05.
Para as analises estatisticas foi utilizado o software InStat Graphpad
(GraphPad InStat for Windows, GraphPad Software, San Diego California,
USA).

5 RESULTADOS
5.1 Viabilidade Celular

Com a finalidade de estabelecer uma curva dose-resposta e padronizar
o tempo de incubacao das células 4T1 com o AM, descartando uma possivel
toxicidade do FS, trés tempos foram testados: 10 min, 15 min e 30 min (figura
7). Embora os tempos de incubagdo com azul de metileno em 10 e 15 minutos
nao tenham demonstrado diferenca estatistica na reducdo da viabilidade
celular comparada ao tempo de incubacdo de 30 minutos, foi padronizado o
maior tempo de incubacdo, uma vez que conforme descrito anteriormente, o
tropismo do FS pelas estruturas celulares varia conforme o tempo de

incubacéo.
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Figura 7. Porcentagem de viabilidade das células 4T1 apdés a incubagcdo com o
fotossensibilizador (FS) azul de metileno (AM) nos tempos de 10, 15 e 30 min. Diferentes
concentracdes de AM foram testadas para verificar possiveis efeitos citotoxicos desse FS.
*indica diferenga estatistica com relagéo ao controle (p<0,05).

Apods 30 min de incubagdo com o AM, a viabilidade celular indicou que
as concentracdes de AM de 5 a 50 uM nao foram toxicas para as células 4T1
quando comparadas com o grupo controle (OuM) (p>0.05). Ja as
concentragcbes de AM de 100 e 150 pM demonstraram menor viabilidade

celular, o que pode ser um indicativo de toxicidade do FS.

A figura 8 ilustra os resultados da TFD+AM e demonstra uma reducao
na viabilidade celular a partir da concentracdo de 50 pM quando comparada
com o grupo controle (p<0,05). Com isso, ficou estabelecido que as
concentragdes de 25 e 50 pM seriam utilizadas para as demais analises em

combinacao com a irradiacado do laser de baixa poténcia.
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Figura 8. Porcentagem da viabilidade das células 4T1 apdés a incubagcdo com o
fotossensibilizador (FS) azul de metileno (AM) no tempo de 30 min seguida de irradiagdo com
laser vermelho de baixa poténcia. *indica diferenca estatistica com relagdo ao controle
(p<0,05).

5.2 Migracao Celular

Com a finalidade de avaliar a capacidade migratéria das células 4T1, foi
realizado o ensaio de migracao celular/wound healing. A figura 9 demonstra as
imagens representativas do ensaio de migragao nos 3 tempos observados (Oh,
24h e 48h) e a figura 10 demonstra a quantificacdo das areas das ranhuras
para os grupos controle, laser, TFD 25 uM e TFD 50 uM. Os resultados obtidos
indicam que apos 24h houve uma redugéo na area, com o fechamento total da
ranhura no grupo controle (p<0,05). Ja nos grupos laser e TFD 25 uM e TFD 50
MM uma reducdo na area foi observada, mas sem o fechamento completo da
ranhura. Apés 48h, o grupo laser apresentou o completo fechamento enquanto
0os grupos tratados com TFD ainda apresentaram uma pequena area. Na
comparacgao entre os dois tratamentos testado, o grupo TFD 50 uM apresentou
uma capacidade de reducao na migragao celular melhor do que o grupo TFD
25 pM. Contudo, a terapia fotodindmica nas duas concentragdes testadas foi
capaz de reduzir a velocidade de migracao das células 4T1 quando comparado

com o grupo controle e laser (p<0,05).
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Figura 9. Imagens representativas do ensaio de migrag¢do das células 4T1 nos tempos de Oh,
24h, 48h e 72h. Controle — sem tratamento; laser — irradiado com laser vermelho de baixa
poténcia; TFD - terapia fotodindmica; 25 pM e 50 uM - concentrag¢oes de azul de metileno
utilizadas. A.1 a A.4 - controle nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas; B.1 a B.4 - laser nos tempos
0, 24, 48 e 72 horas respectivamente; C.1a C.4 - TFD 25uM nos tempos 0, 24,48 e 72 horas
respectivamente; D.1 a D.4 - TFD 50 uM nos tempos Oh, 24,48 e 72 horas, respectivamente.
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Figura 10. Quantificagdo (média £ SD) das areas no ensaio de migracéo das células 4T1 nos
tempos de oH, 24h e 48h. Controle - sem tratamento; laser - irradiado com laser vermelho de
baixa poténcia; TFD - terapia fotodinamica; 25 pM e 50 pM - concentracdes de azul de
metileno utilizadas. ** e *** p<0,001 quando comparados com os grupos Oh.

5.3 Expressao de genes envolvidos na apoptose

A figura 11 demonstra que o grupo TFD 25 yM foi capaz de reduzir
significativamente os niveis relativos de mRNA de Bcl-2 (p<0,05), enquanto a
figura 12 demonstra ndo haver diferencas significativas nos niveis relativos de
mMRNA de caspase-6 para os grupos tratados quando comparados com o
controle (p>0,05).
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Figura 11. Niveis relativos de mRNA de BCL-2 ap6s a incubagdo com o fotossensibilizador
(FS) azul de metileno (AM) no tempo de 30 min + TFD. Duas concentragcdes de AM foram
testadas (25 e 50 puM) para verificar o tipo de morte celular induzida. *indica diferenca
estatistica com relagcéo ao controle (p<0,05).

Casp 6

Figura 12. Niveis relativos de mRNA de caspase-6 apds a incubagédo com o fotossensibilizador
(FS) azul de metileno (AM) no tempo de 30 min + TFD. Duas concentragcbes de AM foram
testadas (25 e 50 uM) para verificar o tipo de morte celular induzida.
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6 DISCUSSAO

Estudos pré-clinicos da terapia fotodindmica foram primeiramente
reportados desde o inicio dos anos 1900, demonstrando a relagao direta do
comprimento de onda da luz com o tipo de corante utilizado (RAAB, 1900) e
posteriormente, o termo “fotodindmica” passa a ser utilizado por Von Tappeiner
(1907) para se referir a essa fotossensibilizacdo. E uma terapia bem
documentada e em evolugdo, que vem sendo utilizada para tratamentos de
lesbes pré-cancer e afecgdes cutaneas benignas na dermatologia (ACKROYD
et al,, 2001; RKEIN; OZOG, 2014; ISSA; BOECHAT; FASSINI, 2016), da
cavidade oral (PRASMO et al., 2016; TORATANI et al., 2016) e nas terapias
microbicidas, antiparasitarios (CAMACHO-ALONSO et al., 2017; LIM DJ, 2021)
e antivirais (SVYATCHENKO et al., 2021). Mais recentemente, estudos vém
relatando os efeitos benéficos da terapia fotodindmica no combate aos
diferentes tipos de cancer (TARDIVO et al., 2005; LOU et al., 2008; LIM et al.,
2013; YAMAUCHI et al., 2015; BERNDT-PAETZ et al., 2017). Dessa forma
avaliamos a acdo antitumoral da terapia fotodindmica utilizando um laser

vermelho de baixa poténcia em modelo experimental in vitro murino.

Geralmente, uma fonte de luz, um fotossensibilizador e oxigénio séo os
3 componentes necessarios da TFD. Apds a ativacdo do fotossensibilizador
pela luz, ocorre a formacao de EROs, desencadeando as reacoes tipo | e Il
descritas anteriormente (TARDIVO et al., 2005). O azul de metileno como
fotossensibilizador € aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) e pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (ORMOND; FREEMAN,
2013) e é barato, de facil acesso e pode ser administrado por via intravenosa,
intraperitoneal ou de forma tépica nas células de interesse (VAN DONGEN GA
et al., 2004; MOAN; PENG, 2003). Possui uma forte absor¢cao na regiao entre
550 - 700nm e maxima absortividade molar em 664nm (JUNQUEIRA et al.,,
2002). O AM é capaz de promover tanto a reacao fotoquimica do tipo | quanto
a reacao fotoquimica do tipo Il na TFD (TARDIVO et al., 2005) e tem
demonstrado nao possuir toxicidade em células sadias (TARDIVO et al., 2005;
LOU et al., 2008).

Com a finalidade de estabelecer tanto uma concentragcdo de AM que néo

causasse toxicidade nas células, quanto garantisse uma ativacédo do FS ao ser
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irradiado pela luz, foram realizados testes de viabilidade nas células 4T1.
Primeiramente, diferentes concentracdes de AM (0-150 uM) foram testadas em
trés tempos de incubacao: 10, 15 e 30 min. Nos dois primeiros tempos de
incubagado, nossos resultados ndo demonstraram nenhum efeito citotéxico nas
células 4T1 para nenhuma concentragdo analisada. Por outro lado, quando
essas concentragoes foram utilizadas para a TFD, ndo demonstraram
diferengas na viabilidade celular (dados néo reportados). Com isso, o tempo de
30 min foi testado. Em nosso estudo, apés 30 min de incubagdo, as
concentragdes superiores a 100 pM demonstraram ser toxicas para ceélulas
4T1. Dessa forma, as concentragbes de 25 e 50 puM foram escolhidas para
avaliar a viabilidade celular apés a TFD. Nossos resultados indicaram que a
concentracao de AM de 50 pM obteve melhor resposta, levando a uma reducéao
da viabilidade das células e tendo bons efeitos para utilizagdo na TFD em

células tumorais da linhagem 4T1.

Diversos trabalhos tém reportado os efeitos do AM-TDF em culturas de
células, utilizando diferentes concentragbes e tempos de incubacdo do AM e
doses do laser vermelho de baixa poténcia (Mellish et al., 2002; Jiang et al.,
2019; Turchiello et al., 2021), gerando assim uma dificuldade na comparagao
dos resultados. Mais ainda, os diferentes tipos celulares analisados também
apresentam respostas distintas a concentracdo do AM. Turchiello e col (2021)
analisaram dois tipos de células de tumores de retina (Y79 e WERI-Rb) e
relataram comportamentos citotoxicos nas concentracées de AM testadas
(diferentes concentragdes até 50 uM). Ja Kofler e col (2018), utilizando uma
linhagem de células de carcinoma oral, descreveram efeitos citotéxicos do AM
em concentragdes entre 40-160 pM mas em tempos de incubagbes menores
(2, 6 € 8 min).

A capacidade de migracao das células 4T1 foi testada através do ensaio
wound healing, demonstrando que ambas as concentragbes de AM testadas
sdo capazes de desacelerar a migracao das células 4T1. Enquanto os grupos
controle e laser apresentaram um fechamento da ranhura entre 24-48h,
respectivamente, os grupos TFD 25 pM e TFD 50 pM sé demonstraram esse
fechamento total apos 72h. Dentre esses dois grupos de TFD, a concentragéo

de 50 pM ainda apresentou um melhor resultado, diminuindo mais ainda a
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atividade de migracao dessas células. Esse € um excelente achado a favor da
TFD, ja que células tumorais apresentam um grande poder de migracdo nos

processos de metastases.

Com a redugéo da viabilidade celular, fez-se necessario investigar os
tipos de mortes envolvidos. Em consequéncia da TFD, diferentes tipos de
mortes ja foram descritos, dentre as mais comuns estao a apoptose, necrose e
autofagia (DOI, 2022). Quando se trata de uma massa tumoral in vivo,
diferentes tipos de mortes podem estar ocorrendo ao mesmo tempo, levando a
que diversos autores consideram como morte celular multimodal (KESSEL,
2006; SANTOS, 2016; MOKOENA, et al., 2021). Uma das hipéteses levantadas
€ devido as células receberem diferentes concentracdes do fotossensibilizador
e diferentes doses de irradiacdo da luz, de acordo com suas localizagdes
anatbmicas. Entretanto, em cultura de células (especialmente as
monocamadas), todas as células recebem mesmas quantidades de
fotossensibilizador e irradiagdo da luz, e quando ha morte nessas células,

praticamente todas sdo por uma ou duas vias.

A apoptose foi avaliada nesse trabalho através da expressdo de dois
genes: um pré-apoptético (Bcl-2) e um anti-apoptoético (caspase-6). Genes
pertencentes a familia Bcl-2 sdo importantes marcadores para a tumorigénese
e terapéutica contra o cancer, gracas ao papel regulador da apoptose pelas
proteinas dessa familia. Células tumorais podem adquirir resisténcia a
apoptose pelo aumento da expressao de proteinas anti-apoptdica, como a Bcl-
2 ou pela diminuicdo da expressao de proteinas anti-apoptéticas dessa familia,
como por exemplo a Bax (Hassan et al., 2014). Usuda e col.,, (2003)
descreveram exatamente o papel dessas duas proteinas em seu trabalho,
demonstrando que apds a TFD, utilizando um fotossensibilizador de 22 geracao
e luz LED, ocorre um aumento na expressao da Bcl-2 e a diminuicdo da na
relacdo Bax/Bcl-2, o que pode levar a resisténcia dessas células tumorais a
morte. Nossos resultados demonstram uma regulacdao dos niveis relativos de
mRNA para Bcl-2 no grupo TFD 25 pM, quando comparado com o grupo
controle. Apesar de ndo ser uma quantificagdo da proteina Bcl-2, essa reducao
observada na expressao pode indicar uma menor possibilidade de resisténcia

das células 4T1 a morte. Sabe-se que niveis elevados de proteina Bcl-2 estédo
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relacionados a resisténcia das células aos diferentes tipos de tratamento,
incluindo a TFD (Aniogo et al., 2020).

Uma das vias mais descritas e bem caracterizadas para o inicio da
apoptose € a via caspase-depende, que inclui a saida do citocromo C da
mitocondria para o citosol, ativacdo do fator-1 e pro-caspase-9, levando a
ativacdo da caspase-3. A ativacdo da caspase-3 desencadeando entdo uma
série de eventos nucleares, culminando com a fragmentacao de DNA (Carvalho
e Recco-Pimentel, 2019). Embora muitos tipos de caspases ja tenham sido
identificadas, apenas as caspases-3, -6 e -7 sao classificadas como
executoras, ou seja, sdo responsaveis pela clivagem de substancias
especificas que causam a morte celular (Alberts, 2008; Carvalho e Recco-
Pimentel, 2019). A caspase-6 é responsavel pela clivagem das laminas A/C,
que sao estruturas fibrilares associadas a proteinas nucleares e que estao
envolvidas com a manutencdo fisica do envoltério nuclear, a organizacao
periférica da cromatina e a replicagdo do DNA (Alberts et al., 2008; Shahzidi et
al., 2013). Em nossos estudos, os niveis relativos de mRNA para caspase-6
nao foram alterados significativamente apos os tratamentos testados (lasager,
TFD 25 pM e TFD 50 pM). Uma das hipoteses para a ndo alteracdo da
expressao desse gene pode estar relacionada com o tempo de coleta do
material, que ocorreu apdés 72h dos tratamentos. Takahashi e col., (2003)
demonstraram que a ativacdo das caspases-3, -6 e -9 em seu modelo
experimental ocorreu em maior quantidade cerca de 6 horas apds o tratamento.
Adicionalmente, Granville e col., (2001) também descreveram uma melhor
observacado da caspase-6 apos 2 horas da TFD. Com relagdo a expressao da
caspase-6, Mcllwain e col., (2013) citam que em algumas amostras de cancer a
caspase-6 esta diminuida, sugerindo que a diminuicdo da caspase-6 pode
estar envolvida no mecanismo de desenvolvimento do cancer. Ja Shahzidi e
col., (2013) sugerem que a ativacao da caspase-6 é independe da ativagao da
caspase-3, levando através da destruicdo de componentes da matriz nuclear, a
apoptose. A caspase-6 também esta envolvida nos eventos morfoldgicos
nucleares durante a apoptose, como a fragmentacdo do DNA e matriz nuclear

e a formacao dos corpos apoptéticos (Ruchaud et al., 2002).
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Por outro lado, ha diversos estudos que demonstram vias independentes
das caspases executoras, ativando outros tipos de caspases, como a -8, o0 que
pode desencadear as demais vias de morte, incluindo a autofagia (dos Santos
et al., 2017). Estudos futuros do nosso grupo visam esclarecer melhor quais
tipos de mortes podem estar relacionados com a TFD nas concentragdes de
AM e dose de laser testadas, buscando relacionar a expressao génica com a
suas respectivas proteinas, possiveis formacdes de autofagossomos, bem

como descrever também se ha participagao da necrose.

7 CONCLUSAO

A terapia fotodindmica usando azul de metileno como fotossensibilizador
foi capaz de reduzir a viabilidade celular sem toxicidade em linhagem de tumor
de mama murino 4T1, em duas concentragoes testadas: 25 e 50uM, sendo a
ultima com resultados mais satisfatorios, incluindo a redugdo na migracao
dessas células. Concentracdes de 100 e 150 puM apresentaram citotoxidade
celular no tempo de incubacao de 30 min. Os niveis relativos de mRNA para
caspase-6 nao foram alterados com os tratamentos testados, enquanto os
niveis relativos para Bcl-2 foram regulados na terapia fotodinamica com a
concentragao de 25uM. Mais experimentos serao realizados futuramente com a
finalidade de descrever melhor esses processos de morte envolvidos, bem

como analises in vivo.
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