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RESUMO

O céncer de mama é a forma mais comum de cancer entre as mulheres em todo o mundo.
Estima-se que haja milhdes de casos diagnosticados a cada ano, com um numero significativo
de mortes relacionadas & doenca. No Brasil, o cancer de mama é o segundo mais
diagnosticado, ficando atrés apenas do cancer de pele. A incidéncia é maior em mulheres
entre 40 e 60 anos, mas também pode ocorrer em homens, embora em uma propor¢do muito
menor. O diagndstico precoce é essencial para melhorar as taxas de sobrevivéncia e oferecer
tratamentos menos invasivos. A terapia fotodinamica (TFD) é uma abordagem terapéutica
promissora no tratamento do cancer de mama, esta técnica se baseia na utilizacdo de uma
substancia fotossensibilizante e uma fonte de luz que gera espécies reativas de oxigénio
causando danos permanentes aos compartimentos celulares. Os objetivos do trabalho se
baseiam em analisar os efeitos da terapia fotodinamica em marcadores de células epiteliais e
na fisiologia de esferoides de células tumorais de mama MCF-7 e na linhagem ndo tumoral
MCEF-10A, além de estabelecer uma metodologia para o cultivo tridimensional de células.
Utilizou-se linhagens celulares de cancer de mama (MCF-7), células de tecido mamario
saudavel (MCF-10A) e linhagem de macrofagos (RAW-264.7). Para a TFD foi utilizado a
Aluminio Ftalocianina Tetrasulfonada (AlPcSs) na concentragdo de 5 uM. mL™*, com tempo
de incubacéo de 1 h em estufa ao abrigo da luz, o tempo de irradiacéo foi de 1 minuto e 45
segundos no comprimento de onda de 660 nm. Para os testes foram feitos ensaios de taxa de
atividade metabdlica (MTT), ensaios de glicosilacdo para determinar a presenca de
glicoproteinas como manosamina, galactosamina e glucosamina, além de glicoproteinas de
matriz extracelular como laminina e fibronectina. Testes de interacdo celular entre células e
macrofagos, fotografias por microscopio eletrdnico de varredura (MEV) e marcacdo de
atividade nuclear e mitocondrial por microscopia confocal. Os resultados demonstram a
efetividade da TFD nas células de cancer de mama, no qual a morte celular foi detectada em
todos os testes feitos, os resultados foram obtidos por meios quantitativos pelo MTT e
qualitativos pelas fotografias feitas em microscopia de fluorescéncia, confocal e de varredura.
Conclui-se que as andlises p6s TFD dos marcadores celulares demonstraram a significativa
reducdo da atividade de células de cancer. Sendo assim, a TFD ¢é eficaz para a reducéo da
populacéo celular cancerigena.

Palavras-chave: cancer de mama; microscopia; fluorescéncia; glicoproteinas.



ABSTRACT

Breast cancer is the most common form of cancer among women worldwide. It is estimated
that millions of cases are diagnosed each year, with a significant number of deaths related to
the disease. In Brazil, breast cancer is the second most diagnosed, behind only skin cancer.
The incidence is higher in women between the ages of 40 and 60, but it can also occur in
men, although at a much lower rate. Early diagnosis is essential to improve survival rates and
offer less invasive treatments. Photodynamic therapy (PDT) is a promising therapeutic
approach in the treatment of breast cancer. This technique relies on the use of a
photosensitizing substance and a light source that generates reactive oxygen species, causing
permanent damage to cellular compartments. The objectives of this work are based on
analyzing the effects of photodynamic therapy on markers of epithelial cells and the
physiology of MCF-7 breast tumor cell spheroids and the non-tumor MCF-10A cell line, as
well as establishing a methodology for the three-dimensional cultivation of cells. Breast
cancer cell lines (MCF-7), healthy mammary tissue cells (MCF-10A), and macrophage cell
lines (RAW-264.7) were used. For PDT, Aluminum Phthalocyanine Tetrasulfonate (AIPcS4)
was used at a concentration of 5 uM. mL™, with an incubation time of 1 hour in a light-
protected incubator. The irradiation time was 1 minute and 45 seconds at a wavelength of
660 nm. For the tests, metabolic activity rate assays (MTT), glycosylation assays to determine
the presence of glycoproteins such as mannose, galactosamine, and glucosamine, as well as
extracellular matrix glycoproteins such as laminin and fibronectin, were performed. Cellular
interaction tests between cells and macrophages, scanning electron microscopy (SEM)
imaging, and nuclear and mitochondrial activity labeling by confocal microscopy were
conducted. The results demonstrate the effectiveness of PDT in breast cancer cells, where
cell death was detected in all tests performed. The results were obtained quantitatively
through MTT assays and qualitatively through images taken with fluorescence, confocal, and
scanning electron microscopy. It is concluded that the post-PDT analyses of cellular markers
showed a significant reduction in cancer cell activity. Thus, PDT is effective for reducing the
cancer cell population.

Keywords: breast cancer; microscopy; fluorescence; glycoproteins.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Avaliacdo da atividade mitocondrial MCF-7 ap0s 24h ..........cccccevviieiveneiieieenne 25
Figura 2: Avaliacdo da atividade mitocondrial MCF-10A apds 24h..........ccccccevevivevviieinennnne 26
Figura 3: Teste de detec¢do de fluorescéncia de glicoproteinas em células MCF-10A............ 28
Figura 4: Teste de detec¢do de fluorescéncia de glicoproteinas em células MCF-7................ 30
Figura 5: Teste de detecgéo de fibronectina e laminina em esferoides de MCF-10A............... 32
Figura 6: Teste de detecgéo de fibronectina e laminina em esferoides de MCF-7................... 33
Figura 7: Marcacéo de fluorescéncia de nucleo e mitocéndrias para os esferoides da MCF-7 em

interaCcdo COM MACIOTAQOS ......ccveiieiececce e e 34
Figura 8: Marcacéo de fluorescéncia de nucleo e mitocondrias para os esferoides da MCF-10A

em interacao COM MACIOTAgOS.........cciveiiiicce e 35
Figura 9: Microscopia eletronica de varredura da linhagem MCF-7 .......c..ccooeiiniiininnnns 37
Figura 10: Microscopia eletronica de varredura da linhagem MCF-10A ........cccocooiiniiininns 38
Figura 11: Microscopia eletronica de varredura da linhagem MCF-7 ........cccocooeiiniininnnnnns 39
Figura 12: Microscopia eletronica de varredura da linhagem MCF-10A ........cccocooiiininnninns 41
Figura 13: Marcacdo de fluorescéncia de nucleo e mitocdndrias para os esferoides da MCF-

L0 A e E e R R et R bt R e bttt et et re et r e 43



2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4

4.1
4.1.2
4.2
4.3
43T
4.4
441
4.5
451
45.2
4.6
4.7
4.8

4.9

5.1
5.2
5.3
54
54.1
5.5
5.5.1
5.5.2
5.6

SUMARIO

LN EI0] 5161070 T 11
(@] S0 = 1 VL0 1T TR 12
OBJIETIVOS GERAIS ..o oot eee ettt ettt ee ettt et 12
OBJETIVOS ESPECIFICOS. ..ottt ettt ettt en et nen e 12
REVISAO SOBRE O TEMA ...ttt eeeeeeene 13
CANCER DE MAMA ..o ettt ettt et ee et et e e eeeeeeeeeeeeeeens 13
TRATAMENTOS CONVENCIONAIS ..o ce ettt 15
TERAPIA FOTODINAMICA ...ttt eeeeeseseeeeeseeeeeeeeeeeeens 15
LINHAGEM CELULAR MCF=7 ..ottt ettt ettt ettt ettt en e vt enenenenns 17
IMETODOLOGIA ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ee et et et et etenenenes 19
LINHAGENS CELULARES. ... .ottt ettt ettt ettt ettt ettt en e en s s s enenenenns 19
MOIAE B AGAIOSE. ..ottt bbbttt bbb 19
TERAPIA FOTODINAMICA (TFD) E IRRADIAGAO ......coviiieeieeeeeeeee e 19
PLAQUEAMENTO E MANUTENGAO CELULAR.......ccooovvieeieeiieeieeeeeeeeee e 20
ESTE DE ATIVIDADE METABOLICA (MTT) .ovieiieieeeeeeeee e 20
GLICOPROTEINAS DE SUPERFICIE .......coieeeeteteeeeeeeeeeeeeeee ettt 21
Click-it® GalNaz, Click-it® ManNaz, Click-it® GICNAzZ..........cccooveeeeeeeeeeeeeee. 21
FORMAGCOES DE MATRIZ EXTRACELULAR (MEC) ......covvviieivrieeiersesereens 22
LM I NI e et e e et a e e e e ———— 22
(ST o] 0] 4 1=Tox (1 a - WU U TR 22
INTERACOES DAS CELULAS COM MACROFAGO.........ovviieeeesireserseenis 23
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) .......oovviiesieriesiensnens 23
MARCAGCAO DE FLUORESCENCIA NUCLEAR E MITOCONDRIAL DOS

ESFEROIDES. ... oo e e e e eeeeseseeeseeeeeeeeeeeeeseeeeeneeeeeneneens 23
ANALISES ESTATISTICAS ..ottt ettt ettt ettt ettt et ettt ettt et es e 24
RESULTADOS E DISCUSSAO . ... ee s eeneneens 25
TESTE DE ATIVIDADE METABOLICA (MTT) ..ot 25
GLICOPROTEINAS DE SUPERFICIE .......ceteetetet ettt ettt ee e 27
FORMACAO DE MATRIZ EXTRACELULAR (MEC).......ciiiieieeseeeeeeeeeersen 31
INTERACAO COM MACROFAGO ......ooveieeeieeseesseetes s enesnes s 34
IVIONIOCAMIAA. ..ottt ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e aeeeeaes 34
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) .......ooovvoiieseeriesersns 36
MONOCAMAUA (2D) ....ecvievieiee ettt be e ste et e raenreene s 36
Cultura TridimensioNal (3D)......cc.coiiiriiiiiieieee e 39
MARCACAO DO NUCLEO (DAPI) E MITOCONDRIAS (TMRM)......ccovvvvirnn. 41
CONGCLUSAO ...t e e e e e eseeeeeeeeseeeeeeeseeeeeneeeeeseeeens 45

REFERENCIAS . ...t et e et e ee e e et e e s et e s e e e e s e e es e e er e e ereee s 46



11

1 INTRODUCAO

O cancer de mama € o segundo mais diagnosticado em territorio nacional, ficando
atras apenas do cancer de pele que é o mais incidente nas estatisticas atuais. Compreende-se
como cancer as altera¢fes genéticas e morfofuncionais que modificam o funcionamento de
celulas saudaveis a ponto de realizar infiltragdes nos tecidos, formacéo de tumor, criagdo de
nOVOS vasos sanguineos para irrigacdo local e alteracdes fisioldgicas locais e sistémicas (De
Santis et al., 2011).

O cancer de mama esté presente principalmente em individuos do sexo feminino, com
faixa etaria entre 40 e 60 anos, sem distin¢cdo de raca ou etnia. Apesar de ser expresso
predominantemente em mulheres também se apresenta em individuos do sexo masculino
apresentando uma taxa de aproximadamente 1% de todos os diagndsticos feitos. Segundo o
Instituto Nacional de Cancer (INCA) em 2020 a taxa de mortalidade por essa doenca era de
9,4 casos a cada 100 mil habitantes e em 2022 a taxa foi quase o dobro apresentando 17,5
casos a cada 100 mil habitantes (Oliveira et al., 2022).

Por essa expectativa 0s tratamentos convencionais como quimioterapia, radioterapia
e cirurgias de retiradas altamente invasivas abriram caminhos e despertaram o interesse por
novos métodos de tratamento, a busca pela melhora da qualidade de vida e aderéncia ao
tratamento para o cancer, se fez por meio de buscas na ciéncia por alternativas aos métodos
tradicionais, abrindo-se oportunidades para a implementacdo da terapia fotodinamica como
alternativa as tradicionais formas de tratamento disponiveis nos sistemas de satde (Oliveira
etal., 2022)

A terapia fotodindmica (TFD) ganhou grande destaque no inicio do século XX, mas
s0 nos Ultimos 20 anos passou a ser amplamente utilizada na pratica clinica (Kharkwal et al.,
2011; Allison, 2014). Ela se baseia na fotobiologia e usa luz para ativar uma reacao que ataca
células, tecidos ou 6rgéos especificos. Para que essa reacdo aconteca, S0 necessarios trés
componentes: oxigénio, um fotossensibilizante e uma fonte de luz (Agostinis et al., 2011).

Os farmacos fotossensiveis reagem quando expostos a determinados comprimentos
de onda de luz, o que faz com que seus elétrons se energizem e saltem para niveis mais altos.
Quando esses elétrons voltam ao estado normal, eles transferem energia para o que esta ao
seu redor. Esse processo, descrito por Jablonski em 1933, ainda € uma referéncia importante
na biofotdnica (Jablonski, 1933; Castano; Demidova; Hamblin, 2004).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Analisar os efeitos da terapia fotodindmica em marcadores de células epiteliais e na
fisiologia de esferoides de células tumorais de mama MCF-7 e na linhagem ndo tumoral
MCF-10A, visando contribuir para o aprimoramento de estratégias terapéuticas contra o

cancer de mama.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Investigar o impacto da terapia fotodindmica na viabilidade de células MCF-7 e MCF-
10-A:
o MTT (Atividade metabdlica);

o Imunofluorescéncia de esferoides (microscopia confocal).

e Analisar as vias de glicosilacdo envolvidas nas alteracdes observadas em células MCF-
7 e MCF- 10A pds-TFD por meio de:
o Marcacdo e deteccdo de glicoproteinas como galactosamina, manosamina e

glucosamina em células MCF-7 e MCF-10A apds TFD por microscopia confocal.
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3 REVISAO SOBRE O TEMA

3.1 CANCER DE MAMA

O céncer de mama continua sendo o cancer mais comum entre as mulheres em todo
o mundo (De Santis et al., 2011). De acordo com 0 GLOBOCAN de 2018, aproximadamente
2,1 milhdes de casos em todo o mundo foram diagnosticados com cancer de mama e cerca
de 630.000 morreram em decorréncia da doenca (Bray et al., 2018). O cancer de mama no
Brasil e no mundo é um dos mais comuns diagnosticados, de acordo com o Instituto Nacional
de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) a taxa de incidéncia na populagéo feminina
entre 40 e 60 anos (Santos et al., 2022).

De acordo com dados divulgados pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA), sdo
esperados 704 mil casos novos de neoplasias malignas no Brasil para cada ano no triénio
2023-2025, com destaque para as regides Sul e Sudeste, que concentram cerca de 70% da
incidéncia. No pais, o tumor maligno predominante é o de pele ndo melanoma (31,3% do
total de casos), sequido por mama (10,5%), prostata (10,2%), célon e reto (6,5%), pulmao
(4,6%) e estdmago (3,1%) (Santos et al., 2022).

Apesar da maior taxa de incidéncia ser em mulheres, adultas, com faixa etaria entre
40 e 60 anos, sem discriminacdo de cor ou raca, na populacdo masculina ha relatos de casos,
compreendendo aproximadamente 1% de todos os diagndsticos. O diagnostico precoce prevé
uma taxa de sobrevida e de tratamentos eficientes ndo invasivos e prejudiciais a qualidade de
vida do paciente (Oliveira, 2022).

No Brasil, é 0 segundo cancer mais diagnosticado, ficando atras apenas do cancer de
pele, ha intervencdo governamental para o combate e 0 incentivo da realizacdo de exames
anuais para a populacao feminina e masculina, a realizacdo do autoexame € incentivada por
orgéos publicos, redes sociais e midias como televisao e radios. Com o desenvolvimento da
tecnologia facilidade e precocidade no diagndéstico da doenca tem sido observado, entretanto,
0 acesso da populacdo de baixa renda, a consultas periddicas e exames anuais como a
mamografia na rede publica de satde é deficitaria, uma vez que ha alta demanda, lentiddo
para disponibilizacdo de vaga para consulta e insumos para a realizacao de tal (Soares et al.,
2022).

O céancer de mama é classificado em trés subtipos principais com base na presenca
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ou auséncia de marcadores moleculares: receptor hormonal positivo/ERBB2 negativo
(70% dos casos), ERBB2 positivo (15%-20%) e triplo-negativo (15%). A maioria dos casos
de cancer de mama néo apresenta metastase no momento do diagnostico, e o tratamento visa

eliminar o tumor e prevenir a recorréncia.

3.2 TRATAMENTOS CONVENCIONAIS

A terapia sistémica para o cancer de mama ndo metastatico varia de acordo com o
subtipo: pacientes com tumores positivos para receptores hormonais recebem terapia
enddcrina, com uma minoria também recebendo quimioterapia; pacientes com tumores
positivos para ERBB2 recebem terapia com anticorpos direcionados ao ERBB2 ou inibidores
de pequenas moléculas combinados com quimioterapia; e pacientes com tumores triplo-
negativos recebem apenas quimioterapia. O tratamento do cancer de mama metastatico é
individualizado de acordo com o subtipo, com o objetivo de prolongar a vida e aliviar 0s
sintomas. A sobrevida média para cancer de mama triplo-negativo metastatico € de cerca de
2 anos, em comparagdo com aproximadamente 1 ano para os outros subtipos (Waks; Winer,
2019).

Terapias alternativas vém sendo a aposta das novas formas de tratar e promover
salde; dentre estas destaca-se a terapia fotodindmica (TFD) cuja abordagem terapéutica
utiliza um fotossensibilizador (FS) e uma fonte de luz, que ao interagir com o FS gera
espécies reativas de oxigénio (ERO), em contato com compartimentos celulares como
membrana plasmaética, nucleo, mitocdndrias e demais organelas ocasionam danos celulares
irreversiveis e irrepardveis induzindo o processo de morte celular por apoptose, necrose e
autofagia (Waks; Winer, 2019).

3.3 TERAPIA FOTODINAMICA

A utilizacdo de TFD vem trazendo diversos avangos no tratamento de doencas
conhecidas ha séculos pela humanidade, auxilia na cicatrizacdo, devido a biomodulacédo de
tecidos, induz a morte celular de células tumorais, combate a formagdo de biofilme
bacteriano, aplicacdo na Leishmaniose, entre outras, além do baixo custo e excelente

resultado naquilo que Ihe é proposto. (Elzbieta; Bartusik-Aebisher, 2021).
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A Terapia Fotodindmica (TFD) é um tratamento local que utiliza luz de comprimento
de onda especifico para ativar substancias sensiveis a luz, chamadas fotossensibilizadores,
no tecido tumoral. Esse processo pode causar a morte do tecido, por esse motivo, a TFD é
indicada principalmente para o tratamento de tumores pequenos e superficiais (Elzbicta;
Bartusik-Aebisher, 2021).

A TFD pode ser usada como tratamento primario para tumores localizados,
especialmente quando sdo de pequeno porte. Também pode ser combinada com cirurgia
convencional ou quimioterapia para eliminar residuos em tumores maiores, sendo utilizada
como um tratamento paliativo. Isso é possivel gracas a tecnologia de fibra Optica, que permite
direcionar a luz com o comprimento de onda e a intensidade desejado para tumores
localizados em diferentes partes do corpo. Dessa forma, é possivel tratar especificamente o
cancer sem prejudicar os tecidos normais ao redor da area tratada (Elzbieta; Bartusik-
Aebisher, 2021).

A TFD requer trés componentes principais: um fotossensibilizador que se acumula
no tecido tumoral, tornando-o sensivel a luz, uma fonte de luz com o comprimento de onda
apropriado para ativar o fotossensibilizador, e a presenca de oxigénio molecular. (Ribeiro et
al., 2020)

A terapia fotodindmica, explicada pelo diagrama de Jablonski, funciona como uma
espécie de reacdo em cadeia iniciada pela luz. Tudo comeca com a aplicacdo de um
fotossensibilizador, uma substancia que tem a capacidade de absorver luz e transferir essa
energia. Quando essa substancia é exposta a um feixe de luz com o comprimento de onda
certo, ela passa de um estado de baixa energia (chamado de estado fundamental) para um
estado mais energético e instavel, conhecido como estado excitado singlete (Aquino Junior;
Carbinatto; Bagnato, 2023).

Como esse estado ndo dura muito, a molécula precisa liberar essa energia de alguma
forma. Uma das maneiras € retornar diretamente ao estado original, emitindo fluorescéncia.
Mas ha outra possibilidade: a molécula pode passar para um estado chamado triplete, que é
mais duradouro e permite interagdes com o oxigénio ao seu redor. Quando isso acontece, ocorre
um fenébmeno essencial para o efeito terapéutico da TFD: a transferéncia de energia para as
moléculas de oxigénio presentes nas células. Essa interacdo transforma o oxigénio em uma

forma altamente reativa, chamada oxigénio singlete, que é capaz de atacar e danificar
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componentes importantes das células, como membranas, proteinas e até mesmo o DNA
(Aquino Junior; Carbinatto; Bagnato, 2023).

Esse processo gera um estresse oxidativo intenso, levando as células afetadas a morte.
Dependendo da intensidade do dano e do tipo de célula, isso pode acontecer por apoptose (morte
celular programada), necrose (quando a célula morre de forma descontrolada) ou autofagia (um
processo em que a propria célula comeca a se degradar). Esse mecanismo faz com que a terapia
fotodindmica seja uma ferramenta poderosa no tratamento de tumores, infec¢bes e outras
doencas, pois permite direcionar a destruicdo de celulas indesejadas de maneira precisa e
minimamente invasiva (Aquino Junior; Carbinatto, Bagnato, 2023).

Existem diferentes fontes de luz artificial que podem ser utilizadas, como lampadas
com filtros, diodos, arranjos de diodos LED/SLED luminescentes e superluminescentes, além
de varios tipos de lasers. Essas fontes de luz sdo selecionadas de acordo com as caracteristicas
do fotossensibilizador e do tumor a ser tratado (Kim; Darafsheh, 2020).

Uma aplicacdo importante da terapia fotodindmica é no tratamento de celulas

cancerigenas em esferoides tridimensionais.

3.4 LINHAGEM CELULAR MCF-7

Um exemplo de células frequentemente utilizadas em estudos de terapia fotodindmica
sdo as células MCF-7. Ela é uma linhagem celular derivada de um carcinoma de mama
humano, amplamente utilizada como modelo de cancer de mama em pesquisas, incluindo
aquelas relacionadas ao anticancerigeno (Baguley; Leung, 2011).

As células MCF-7 sdo adequadas para estudos de resisténcia a terapia anti-horménio,
uma vez que sdo facilmente cultivadas e retém a expressdo de ER quando tratadas com essa
terapia direcionada. (Sweeney et al., 2013).

Os esferoides da linhagem MCF-7 sdo descritos como uma massa de células com
nucleos desorganizados, forte interacdo célula-célula e auséncia de formacdo de Iumen.
Diferentes processos de morte celular ocorrem principalmente na regido medular. Como
muitos processos de morte celular alem da necrose foram observados, sugere-se que a ‘regido
de morte celular’ seja um termo mais apropriado do que o ‘nucleo necrético’. No entanto, a
depuracéo celular gradual na regido de morte celular nesses esferoides culmina em uma

monocamada cortical polarizada (Sweeney et al., 2013).
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Durante a progressdo dos tumores, h4 um reconhecimento do papel crucial
desempenhado pela transicdo de um fendtipo epitelial para um mesenquimal na invasdo e
metéstase das ceélulas tumorais. Essa transicdo € caracterizada pela aquisi¢éo de capacidade
invasiva e migracdo para a corrente sanguinea por células anteriormente epiteliais, que entédo
se tornam células mesenquimais. Esse processo é conhecido como transi¢do epitelial-
mesenquimal (TEM). Depois disso, as células passam por uma transicdo mesenquimal-
epitelial (TME) para voltar ao seu fendtipo epitelial e colonizar um novo 6rgédo. Além disso,
as alteracGes metabdlicas desempenham um papel significativo em todos os estagios da
metastase, permitindo que as células cancerosas se adaptem as crescentes demandas de
energia e sobrevivam em um ambiente hostil (Ribatti; Tamma; Annese, 2020; Fedele et al.,
2022).
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4 METODOLOGIA

4.1 LINHAGENS CELULARES

As linhagens celulares utilizadas s&o células epiteliais oriundas de adenocarcinoma
humano (MCF-7), células epiteliais de mama humana (MCF-10A), utilizadas como controle
de células ndo tumorais e a linhagem de macréfago (RAW 264.7) uma linhagem celular de
macrofagos que foi estabelecida a partir de tumor de camundongo. As células MCF-7 e
RAW 264.7, foram rotineiramente cultivadas em garrafas de cultura celular de 25 cm? com
meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium — Thermo Fisher Scientific, Gibco,
Waltham, Massachusetts, EUA), suplementado com 10% (vol/vol) de soro fetal de bovino
(Thermo Fisher Scientific, Gibco, Waltham, MA, EUA), 1% (vol/vol) de penicilina e
estreptomicina (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen, Waltham, MA, EUA), acondicionadas
em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de COz. As celulas MCF 10-A, foram cultivadas em
meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium - DMEM/Ham's Nutrient Blend F12 (1:1) com
2,5 MM L-glutamina, 5% soro de cavalo, 10 pg. mL™? insulina humana, 0,5 pg/mL

hidrocortisona, 10 ng. mL™*L EGF, e 100 ng. mL™ toxina colérica.

4.1.2 Molde de Agarose

O molde foi obtido a partir da agarose ultrapura (Invitrogen) e tampéo fosfato salino
1x (PBS). A agarose foi autoclavada e 1 g da mesma foi diluida em 50 mL de PBS, formando
uma solucao heterogénea por isso a solucao foi aquecida em micro-ondas até que a agarose
fosse totalmente dissolvida e a solucéo se tornasse homogénea.

Em seguida cerca de 2,5 mL de solucdo salina de agarose foi disposta em placa de 6
e 12 pocos até que todo o fundo do pogo fosse ocupado para que pudesse ser colocado o
carimbo para a formagéo do molde (BioEdTech).

4.2 TERAPIA FOTODINAMICA (TFD) E IRRADIACAO

Para o estudo o fotossensibilizador utilizado foi a Aluminio Ftalocianina

Tetrasulfonada (AlPcSs) (Porphyrin Frontier Scientific, Logan, UT, USA) a mesma foi
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diluida em Tampéo Fosfato 1X (PBS) com a concentracio inicial de 5 mM. mL* armazenada
ao abrigo da luz sobre a temperatura de 4°C. Para a preparagéo da solucdo de uso a solugéo
estoque foi diluida em tamp&o fosfato novamente com a concentracéo final de 5 uM. mL™?.
Para a irradiacdo foi utilizado o Equipamento de LED - Biopdi/IRRAD-LED 660 nm
(Biopdi, Sao Carlos, S&o Paulo, Brasil), dispositivo composto por 54 LEDs em seu interior,
, cada LED possui 70 mW de poténcia, totalizando uma intensidade de 25 mW/cm?, emitindo

em 660 = 5 nm e cobrindo uma area de 150 cm? por 1 minuto e 45 segundos.

4.3 PLAQUEAMENTO E MANUTENCAO CELULAR

Para o protocolo de irradiacdo os seguintes critérios de plagueamento estabelecidos
no laboratorio, para cultura bidimensional (2D), onde; as células foram plaqueadas na
densidade de 1x10* células/pogo em placas de 96 pocos, 1x10° células/poco em placas de 24
pocos e 1x10° células/pogo em placas de 6 pogos.

Para a cultura tridimensional (3D) as células foram plaqueadas na densidade de 1x10°
células/molde em placas de 12 pogos e 1x107 células/molde em placas de 6 pogos. Apos 24
h do plagueamento o meio de cultura foi retirado e as células lavadas duas vezes com PBS.

Em seguida, a solucdo de aluminio ftalocianina tetrassulfonada (AIPcSs) na
concentracdo de 5 pM. mL?, foi adicionada e a cultura incubada por 1 h em estufa a uma
temperatura de 37 °C e 5 % CO.. Ao término deste periodo, a solucéo de AlPcS; foi retirada
e as células foram lavadas novamente duas vezes com PBS e irradiadas. Para as culturas 3D,
os esferoides, cultivados em placas de 6 ou 12 pocos por 7 dias, foram incubados com solugéo
de AIPcS; na concentragdo de 5 uM. mL? e incubadas por 1 h em estufa a uma temperatura
de 37°C e 5 % CO,. Ao término deste periodo, a solucdo de AlPcSa foi retirada e os esferoides

foram submetidos aos testes.

4.3 TESTE DE ATIVIDADE METABOLICA (MTT)

As células foram incubadas com 100 pL da solucdo de MTT {(brometo de [3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5 difeniltetrazélio]} (Sigma) por 3 horas a 37°C sob atmosfera de 5%
CO2. Apos o periodo foi retirado o excedente e adicionado 100 puL de Dimetilsulfoxido

(DMSO), e deixado em agitacdo por 5 minutos ao abrigo da luz. A leitura foi efetuada no
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espectrofotometro SpectraCount (Packard) a A=570 nm apo6s 24 horas e 48 horas apés a

terapia fotodinamica.

4.4 GLICOPROTEINAS DE SUPERFICIE

Para avaliacdo de glicoproteinas de superficie foram utilizados os kits de marcacédo
Click-it™ Metabolic Glycoprotein Labeling (Thermo Fisher Scientific™) para a deteccdo
dos agUcares galactosamina, manosamina e glucosamina, todos os Kits partem do principio
de utilizacdo de anticorpos priméarios produzidos em coelho para a detec¢do de agUcares

presentes na membrana celular de células de mamiferos.

4.4.1 Click-it® GalNaz, Click-it® ManNaz, Click-it® GlcNaz

Apo6s 24 horas da TFD, os esferoides foram lavados com tampéo fosfato salino 1x
(PBS) para que fossem submetidos a marcacdo com os kits, foi adicionado 1 mL do preparado
em cada molde na proporc¢do de 2:1000 de anticorpo priméario em tampao fosfato salino 1x
(PBS) e alocados em estufa a 37°C e 5% de CO: por 24 horas para que o anticorpo fosse
incorporado.

Ap6s o periodo descrito os esferoides foram novamente lavados com tampd&o fosfato
salino 1x (PBS) e adicionou-se a solucdo de anticorpo secundario FTIC-conjulgado na
diluicdo de 1:1000 e acondicionados em estufa por mais 24 horas a 37°C e 5% de CO..

No dia seguinte a incubacdo com o anticorpo secundario os esferoides foram
novamente lavados, e fixados em solucéo de paraformaldeido 4% (vol/vol) e analisadas por
microscopia confocal. Os marcadores utilizados tem como comprimento de onda de emissdo
e excitacdo 0s seguintes parametros, para a deteccdo da galactosamina, manosamina e
glucosamina a emissdo € de 450 nm e excitacdo 340 nm. (Microscopio Confocal
fluorescéncia LSM 700- Zeiss)
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4.5 FORMACOES DE MATRIZ EXTRACELULAR (MEC)

4.5.1 Laminina

A solucdo de anticorpo priméario produzida em coelho foi estabelecida com a
proporcao de 1:1000 em PBS e foi adicionada nos pocos contendo os esferoides submetidas
a estufa por 37°C e 5% de COz por 1 h, apds o periodo de incubacdo os esferoides foram
lavados com PBS e adicionou-se a solucdo de anticorpo secundario na proporcao de 2:1000
em PBS-BSA 3% (vol/vol) e incubadas novamente em estufa por mais 24 h.

Apos a incubagédo do anticorpo secundario os esferoides foram lavados com PBS para
a retirada do excedente e adicionou-se a solucdo de fixacdo de paraformaldeido 4% para a
estagnacdo das vias metabolicas para a avaliagdo em microscopia confocal, (Microscépio
Confocal fluorescéncia LSM 700- Zeiss) e a realizacao das fotos. O comprimento de onda de
emissdo da laminina é de 417 nm e excitagdo 590 nm.

4.5.2 Fibronectina

A fibronectina € um dos componentes da MEC que através de receptores de integrina
da superficie celular atua na comunicacdo entre o ambiente intracelular e extracelular
controlando o comportamento das células.

A solucdo de anticorpo primério produzida em coelho foi estabelecida com a
proporcao de 1:1000 em PBS e foi adicionada nos pocos contendo os esferoides submetidas
a estufa por 37°C e 5% de COz por 1 h, apds o periodo de incubacédo os esferoides foram
lavados com PBS e adicionou-se a solucdo de anticorpo secundario na proporcao de 2:1000
em PBS- Albumina 3% e incubadas novamente em estufa por mais 24 h.

Apos a incubagéo do anticorpo secundario anti-rabit os esferoides foram lavados com
PBS para a retirada do excedente e adicionou-se a solucéo de fixacéo de paraformaldeido 4%
(vol/vol) para a estagnacdo das vias metabdlicas para a avaliagdo em microscopia confocal
(Microscopio Confocal fluorescéncia LSM 700- Zeiss) e a realizacdo das fotos. O

comprimento de onda de emiss&o da fibronectina é de 519 nm e excitagéo 495 nm.
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4.6 INTERACOES DAS CELULAS COM MACROFAGO

O teste de interacdo das células MCF-7 e MCF-10A com os macrdfagos foi
estabelecida a partir da cultura bidimensional, ou seja, em monocamada. Para a marcacao de
fluorescéncia dos macréfagos foi utilizado o marcador PKH26 (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
USA) diluido em meio de cultura e incubado por 24 h até ser realizada as fotografias em
microscopia de fluorescéncia. Para a realizacdo das fotografias foi utilizado o microscopio
invertido (Model DM IL, Leica) com camera acoplada (Model DFC 300FX, Leica). O
comprimento de onda de emissdo do marcador PKH26 é de 567 nm e excitacdo 551 nm.

4.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Para a realizacdo das analises no MEV, os moldes contendo os esferoides que ja
haviam sido utilizados para as analises de microscopia confocal, foram submetidos ao
processo de desidratacdo crescente em solucdes de etanol e hexamethyldislazane (HMDS).
As amostras foram as mesmas utilizadas no ensaio de microscopia confocal, ou seja, apés a
retirada das fotografias os moldes foram submetidos aos seguintes procedimentos.

O processo de desidratagédo consistiu na preparacao de solucées de 30%, 50%, 70% e
100% de etanol, cada poco foi adicionado 2 mL de solucédo pelo periodo de 10 minutos cada
etapa, seguindo de uma solucdo de 50% etanol e 50% HMDS por 30 minutos e por fim
HMDS puro por mais 30 minutos, apds todos o0s passos 0s esferoides foram deixados em
capela de exaustdo para a evaporacdo do HMDS por 2 dias. Passado o periodo os moldes
foram levados para o processo de metalizacéo e retirada das fotos no microscopio eletronico
de varredura. Utilizou-se o microscopio eletronico de varredura Zeiss EVO Mal0 acoplado
com EDS da Oxford Instruments Inca Penta FET x3. Foi utilizada uma tensao de aceleracdo
de elétrons da ordem de 20kV (Carl Zeiss - MA 10 + EDX INCA Oxford).

4.8 MARCACAO DE FLUORESCENCIA NUCLEAR E MITOCONDRIAL DOS
ESFEROIDES

Para a marcagdo de nucleo foi utilizado o marcador Hoechst (Thermo Fisher

Scientific, Gibco, Waltham, Massachusetts, EUA) em que 0 mesmo foi diluido em meio de
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cultura na proporcéo de 3:10.000, em que foi incubado por 10 minutos em estufa longe da
luz e apos o periodo lavado com PBS para retirar 0 excesso de corante. Para a marcacao das
mitocéndrias foi utilizado o Tetramethylrhodamine, Methyl Ester, Perchlorate (TMRM) -
(Thermo Fisher Scientific, Gibco, Waltham, Massachusetts, EUA) também diluido em meio
de cultura na proporcdo de 1:1.000, incubado por 30 minutos em estufa longe da luz e lavado
com PBS para a retirada do excesso de corante. Para a realiza¢do das fotografias foi utilizado
0 microscopio invertido (Model DM IL, Leica) com camera acoplada (Model DFC 300FX,
Leica). O comprimento de onda de emissdo do Hoechst € de 461 nm e excitacdo 350 nm,

para 0 TMRM a emisséo é de 573 nm e excitacdo 548 nm.

4.9 ANALISES ESTATISTICAS

Para a realizacdo das andlises estatisticas dos testes foram realizadas triplicatas com o
namero amostral maior que trés, assim a meédia das repeticbes foram utilizadas para as
comparag0es estatisticas.

A significancia estatistica dos demais testes foi determinada utilizando os testes de
ANOVA one way e two way, confirmados pelo teste de Tukey com a significancia admitida de
P <0,05.

Para a realizacdo das andlises estatisticas e plotagem dos graficos foi utilizado o
software GraphPad Prism 6® (GraphPad Inc., La Jolla, CA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TESTE DE ATIVIDADE METABOLICA (MTT)

A avaliacéo da atividade mitocondrial de células tumorais cultivadas em monocamada
como dada na figura 1A, é esclarecida pela comparagdo da viabilidade celular entre o grupo
controle e os demais grupos apresentados. Desta forma quando visualizado o grupo aluminio
ftalocianina tetrasulfonada (AIPcS4), grupo o qual as células interagiram com o farmaco sem
a exposicdo luminosa, evidenciam uma aumento da atividade metabdlica em relagédo ao grupo
controle, esse resultado apresenta uma divergéncia uma vez que houve a interagdo entre as
células e o fotossensibilizador, o esperado é que ocorresse uma diminuicdo da atividade
metabolica por conta do acumulo de fotossensibilizador nos compartimentos celulares, e pela
interacdo com outras vias de metabolismo celular que pode alterar o microambiente celular
levando a diminuigdo da taxa meetabdlica das células (Koechli et al., 1995). O grupo LED
em relacdo ao controle se manteve na mesma taxa de atividade metabdlica.

A TFD vista no ultimo grupo apresentado pela figura 1A demonstra a eficacia da
utilizacdo do farmaco e a sua exposicao luminosa, como demonstra nos estudos de Santos et
al., (2024). Sua diminuicdo de mais de 50% da viabilidade celular da populagéo indica o
sucesso da TFD na inducdo da morte celular e da diminuicdo da taxa metabdlica, este
resultado é previsto pela producdo de oxigénio singleto pela interacdo da luz e do
fotossensibilizador que resulta na formacéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) que pode
resultar lesGes permanentes e irreversiveis ao material genético e as membranas
mitocondriais e membrana plasmatica fazendo com que as células tumorais entrem em
processos de morte por apoptose ou necrose (Santos, 2024).

Na figura 1B os resultados apds 48 h da irradiacdo, os grupos controle e AlPcS4 se
assemelham ao da figura 1A, entretanto € possivel notar o aumento da taxa metabolica no
grupo LED em aproximadamente 10% a mais do que no grupo apresentado na figura 1A. O

grupo TFD obteve uma reducdo de aproximadamente 30% da sua taxa de metabolismo.
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Figura 1 - Avaliacdo da atividade metabélica MCF-7 ap6s 24 h e 48 h.
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Entretanto quando analisada a atividade mitocondrial de células ndo tumorais como a
linhagem MCF-10A na figura 2A e 2B, os resultados obtidos demonstram que mesmo com
a mesma metodologia empregada da TFD os grupos ndo sofreram altera¢fes na atividade
metabolica, o que caracteriza que mesmo tendo a interacdo com fotossensibilizador sozinho,
a luz e a luz combinada com o fotossensibilizador ndo houve mudancas nas suas
caracteristicas primarias de ser um tecido saudavel e sem inducdo de morte celular.

Esse resultado evidencia que as células saudaveis ndo sofrerdo alteragcBes no seu
funcionamento quando houver a aplicacdo da TFD, enquanto nas células tumorais a acao da

terapia sera de induzir a morte celular e reduzir sua populagéo.
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Figura 2: Avaliacdo da atividade metabdlica MCF-10A ap6s 24 h e 48 h.
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Fonte: Autora (2024).

5.2 GLICOPROTEINAS DE SUPERFICIE

Conforme ilustrado na Figura 3, a linhagem celular em questdo é a MCF-10A, que
representa uma linhagem nédo tumoral. O grupo identificado como GalNaz é utilizado para
detectar a galactosamina. Essa molécula se caracteriza por uma ligacéo terminal com azido-
acucar, consistindo em moléculas paracetiladas que se conectam a glicanos nas vias
metabdlicas dos mamiferos. A galactosamina esta associada a sintese de carboidratos e
peptideos, e a azida promove a fixagdo do glicano na superficie celular, resultando na
modificacdo das proteinas da membrana plasmatica (Ding et al., 2024).

No grupo controle (figura 3) é possivel visualizar marcagdo vermelha dispersa em

algumas células, indicando a presenca de galactosamina, o que ndo é muito evidenciado no
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grupo do fotossensibilizador utilizado. Em contrapartida, no grupo exposto somente a luz é
possivel verificar que a marcacdo é detectada principalmente no centro do esferoide,
sugerindo que ap0s a exposicdo ao LED as células foram estimuladas a produzir
galactosamina, ja no grupo TFD os niveis de emissdo de fluorescéncia referente a
galactosamina decairam, o resultado similar ao resultado apresentado do grupo controle,

marcacao dispersa em alguma células do esferoide.

Figura 3: Teste de deteccéo de fluorescéncia de glicoproteinas em células MCF-10A. (Na
imagem € possivel observar as glicoproteinas sendo expressas em vermelho enquanto 0s
nucleos sdo marcados em azul, o fotossensibilizador € expresso na coloracdo amarela
demonstrando sua interacéo nas células. As setas apontam para onde houve o aparecimento
das glicoproteinas).

Controle AlPcS: LED TFD
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Fonte: Autora (2024).

Entretanto quando analisamos a figura 4 que apresenta a linhagem de célula tumoral,
MCF-7, o grupo controle apresenta regides de emisséo do vermelho, apresentando-nos as
ligacOes presentes da galactosamina tanto nas celulas da borda do esferoide quanto nas
células do centro, enquanto no grupo do fotossensibilizador ndo ha regido fluorescente sendo
apresentada, sugerindo que AIPcSs inibiu a atividade de sintese dessa glicoproteina de

superficie. Seguindo para 0s grupos expostos a luz, temos em ambos 0s grupos experimentais
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—LED e TFD, a presenca de regides de deteccdo dessa glicoproteina, o grupo TFD ainda
demonstra a eficdcia do tratamento antitumoral apresentando deformagdo no formato do
esferoide, o qual fica com um rompimento da morfologia esferoidal.

Em todos os grupos da linhagem ndo tumoral, MCF-10A, apresentados da
galactosamina, os nucleos marcados em azul pelo DAPI se mantiveram com suas atividades
tipicas, ndo sendo visualizado nenhum ponto de estresse ou morte celular. Também é possivel
afirmar que os esferoides mesmo apos a manipulacdo dos testes se mantiveram de forma
esferoidal e sua conformidade foi mantida.

Em contrapartida no grupo ManNaz da figura 3, marcando a manosamina,
glicoproteina presente nos processos de inflamacédo e infeccdo, podemos observar regides
positivas em todos 0s grupos experimentais de coloracdo avermelhada, essa glicoproteina é
ocorre decorrente da ligacdo quimica entre as terminagfes de glicolipidios e acido sialico
presente nas membranas. O &cido sidlico e suas alteragdes no sistema bioldgico estdo ligadas
diretamente a progressdo do cancer e a metastase, isso porque a sialilacdo desempenha um
papel importante no reconhecimento célula-célula e nas interacdes do microambiente celular,
bem como nos processos fisiopatoldgicos do tecido (Scache, 2022).

No grupo controle é evidenciada a presenca de pontos préximos a superficie do
esferoide, assim como acontece nos grupos controle e AIPcS4 exceto nos grupos expostos a
luz, LED e TFD, o qual se observa regides positivas de manosamina nas bordas do esferoide
e no centro do esferoide.

A figura 4, quando visualizado a deteccdo de manosamina 0s grupos como o controle
e o fotossensibilizador ndo expressaram nenhuma fluorescéncia, em relacdo aos grupos
expostos a luz como LED e TFD que obtiveram focos de emisséo fluorescente. Nas imagens
do grupo ManNaz da figura 4 é possivel observar pequenos pontos na coloracao esverdeada,
esses pontos sdo resquicios de fotossensibilizador intracelulares.

Assim como no grupo da galactosamina, os nucleos apresentam cromatina uniforme
e morfologia caracteristica, ressaltando que a linhagem MCF-10A ndo é tumoral e exibe
comportamento celular habitual. Todavia, na figura 4 os ndcleos mostram cromatina
uniforme em todos os grupos, exceto no grupo TFD, no qual também houve degradacéo do
esferoide e de sua forma circular, comprovando o estresse sofrido pelas células durante o
tratamento proposto.

Na avaliacdo de glicoproteinas a glucosamina terminal, GlcNaz, que tem por
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propriedade a caracterizacdo de glicoproteinas intracelulares, ou seja, no interior da célula
ocorre um processo denominado O-glicosilagdo (O-GIcNAc) que modifica e modula diversas
vias de sinalizacdo celular, assim como as anteriores emitira a fluorescéncia na coloracdo
avermelhada (Almeida, 2012), a figura 3 a glucosamina foi detectada em niveis reduzidos
tanto nos grupos ndo expostos quanto nos expostos a luz. Contudo o formato esferoidal é
observado ao longo dos testes, com as celulas juntas e aglomeradas.

Na linhagem MCF-7 é possivel observar marcacao de glucosamina em varias regides
do esferoide no grupo controle e no grupo LED, principalmente no centro do tumor, em
contrapartida nos grupos AlPcS4 e TFD, sdo observadas marcacgdes fluorescentes verdes,
indicando a presenca do fotossensibilizador. O grupo TFD apresenta uma visivel deterioracdo
do esferoide. A ligacdo de porcbes N-acetilglucosamina ligada a O (O-GIcNAc), é sensivel a
varias formas de estresse celular como o choque térmico, baixa concentracdo de oxigénio e
baixo fornecimento de nutrientes, embora 0os mecanismos que medeiam esta resposta estejam
apenas comecando a serem descritos em estudos, é possivel afirmar que fisiologicamente,
quando ha a interrupcdo da homeostase no processo de O-GIcNAc, ocorre 0 surgimento de
muitas doencas humanas, que podem incluir cancer, diabetes e doencgas neurodegenerativas.

Conforme descrito por Yang e Qian (2017), quando as células sofrem algum tipo de
mecanismo de estresse a quantidade de proteinas intracelulares desdobradas se elevam
devido ao acumulo na regido do citoplasma e nos compartimentos celulares. Sendo néo
coincidentemente o alto nivel de deteccdo de O-GIcNAc durante as respostas de inducéo de
altos niveis de estresse.

O resultado observado com a TFD, que estimula e induz mecanismos de morte celular
devido ao estresse causado pelos danos a membrana mitocondrial, lisossomos e membrana
celular, os quais podem ser irreversiveis, sugere que a deteccdo de glucosamina € mais
evidente nos grupos da linhagem tumoral em comparacéo a linhagem nao tumoral, refletindo

0 metabolismo caracteristico das células cancerigenas (Yang; Qian, 2017).
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Figura 4: Teste de detecgdo de fluorescéncia de glicoproteinas em células MCF-7. (Na imagem
abaixo € possivel notar a expressdo das glicoproteinas em vermelho enquanto os nucleos séo
evidenciados pela coloragéo azul e o fotossensibilizador em amarelo. As setas apontam para

as areas de maior concentracdo de aparecimento da deteccao de glicoproteinas).

Controle AlPcS. LED TFD

GalNaz GalNaz

}

Fonte: Autora (2024).

5.3 FORMACAO DE MATRIZ EXTRACELULAR (MEC)

Na linhagem da MCF-10A como mostrado na figura 5, o grupo controle e o grupo
LED demonstraram uma baixa deteccdo de laminina no esferoide, representada pela
coloragdo vermelha, enquanto nos grupos AlPcSs e TFD ndo houve marcagdo, ou seja, nao
houve a producdo de MEC. Quando comparado a linhagem da MCF-7 na figura 6 apenas o
grupo controle e LED demonstrou producdo de MEC, sendo mais evidente no interior do

esferoide.
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Em consideracéo a atividade nuclear e a continuidade do formato esferoidal ambas as
linhagens demonstraram um rompimento do esferoide ao receber os tratamentos com TFD e
ao serem expostas ao fotossensibilizador, a cromatina se manteve difusa.

Além da laminina, outra glicoproteina que integra a inducao da formacéo de MEC ¢
a fibronectina. A fibronectina € uma glicoproteina extracelular que conta com pelo menos
dois locais para ocorrer a adesdo celular, um deles esta localizado na porcéo central da
fibronectina e € composto por uma sequéncia de aminoacidos, e a por¢édo que nos é relevante,
associada a adesdo que interage diretamente com a MEC, a interacdo entre a parte adesiva
central da fibronectina e a matriz extracelular se da principalmente pela integrina a5p1. (Das
et al., 2008)

Na figura 5 a presenca da fibronectina é observada em pequenos pontos localizados
nos grupos controle, AlPcSse LED. No entanto o grupo TFD ndo demonstrou nenhum foco
de detec¢do da glicoproteina. A mesma observacdo ocorre na figura 6, onde ha deteccdo da
fibronectina nos trés primeiros grupos exceto no grupo da terapia fotodinamica.

A formacdo de matriz extracelular se da pela presenca de inUmeras proteinas, e
conforme ocorre a desregulacdo dessas proteinas € mais facil ocorrer a progressao do tumor
e metastase, a fibronectina € um componente do mesenquima mamario nao expresso no
tecido adulto normal, na figura 5 é possivel verificar poucos pontos de deteccdo no grupo
controle, com auséncia nos demais grupos. Altos niveis de fibronectina est associado ao mal
prognostico do cancer de mama, mudancas na producdo de fibronectina contribui para que
as células tenham facilidade na adesao e promovam a progressao da atividade tumoral.

Os resultados obtidos sugerem que apds a terapia fotodindmica a detec¢do da
fibronectina na célula tumoral MCF-7 se tornou inexistente, ou seja, apds a exposicao
luminosa a fibronectina ndo foi produzida, portanto a TFD foi eficaz para impedir a producéo

dessa glicoproteina e induzir a morte das células.
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Figura 5: Teste de deteccéo de fibronectina e laminina em esferoides de MCF-10A. (A
imagem abaixo demonstra a marcacdo de glicoproteinas em vermelho e os nucleos em azul.
As setas evidenciam os locais onde houve a presenca das glicoproteinas).

Controle AIlPcS. LED TFD

Fibronectina Fibronectina Fibronectina Fibronectina

Laminina Laminina Laminina Laminina

Fonte: Autora (2024)

Figura 6: Teste de detecgdo de fibronectina e laminina em esferoides de MCF-7. (A imagem abaixo
demonstra a marcacgdo de glicoproteinas em vermelho e os nicleos em azul. As setas
evidenciam os locais onde houve a presenca das glicoproteinas. Nos grupos da AlPcSs e TFD
ha a presenca da marcacédo do fotossensibilizador em amarelo).

Controle AlPcS. LED TFD

Fibronectina Fibronectina Fibronectina

- i

Fibronectina

!

Laminina Laminina Laminina Laminina

Fonte: Autora (2024).
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5.4 INTERACAO COM MACROFAGO

5.4.1 Monocamada

Na figura 7 e 8 sdo apresentadas as linhagens celulares em interagdo com os
macrdfagos que marcados com PKH26 emitem a coloracdo vermelha, e as células marcadas
com DAPI emitem a coloracdo azul. A linhagem MCF-7 (figura 7) ap6s TFD apresentou
resultado positivo no qual as células do sistema imunologico reconhecem as células
cancerigenas e promove a atividade de fagocitose das mesmas, na interagdo com macrofago
quando comparadas com a linhagem MCF-10A (figura 8). A atividade fagocitica dos
macrofagos pode ser observada em todos 0s grupos experimentais, entretanto a TFD parece
favorecer o reconhecimento das células tumorais pelo macrofago, indicando a relevancia da
terapia fotodindmica na resposta imunoldgica ao combate do cancer.

A linhagem de cancer teve um excelente resultado na interacéo das células do sistema
imunoldgico quando comparadas com a linhagem néo tumoral, a atividade de fagocitose pode
ser observada em todos 0s grupos experimentais sendo relevante na terapia fotodindmica uma
vez que € nosso objeto de estudo principal, é notorio a presenca dos macréfagos ao entorno
nas células correspondendo a resposta de combate ao cancer (Soares et al., 2019).

A morfologia nuclear também apresentou alteracdo uma vez que houve a formacéo
de micronucleos, como demonstrada na figura 7, onde se descreve a inducédo de morte celular
por meio de danos ao material genético podendo ser resultante do estresse causado pelas
espécies reativas de oxigénio geradas na interacdo do farmaco fotossensibilizante e a luz
(Ferreira; Matsubara, 1997).
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Figura 7: Marcacéo de fluorescéncia de nlcleo e mitocondrias para cultura em monocamada da
MCF-7 em interagdo com macréfagos. (Na imagem os nucleos celulares aparecem marcados na
coloracédo azul pela presenga do corante DAPI enquanto os macrofagos aparecem marcados

em vermelho pela presenca do marcador PKH26. O overlay demonstra a sobreposicdo das

duas imagens e revela o aparecimento da atividade de fagocitose).

MCF-7 x
Macréfagos

DAPI PKH26 OVERLAY

CONTROLE

AlPcS4

LED

TFD

Fonte: Autora (2024).
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Figura 8: Marcacéo de fluorescéncia de nlcleo e mitocondrias para cultura em monocamada da
MCF-10A em interagdo com macrofagos. (Na imagem os nucleos celulares aparecem marcados
na coloragdo azul pela presenga do corante DAPI enquanto os macrofagos aparecem
marcados em vermelho pela presenca do marcador PKH26. O overlay demonstra a
sobreposicao das duas imagens e revela a auséncia da atividade de fagocitose).

MCF-10 x Macréfagos

DAPI PKH26 OVERLAY

o ...
N ...

I-ED...
TFD...

Fonte: Autora (2024).

5.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)
5.5.1 Monocamada (2D)
A figura 9, apresenta a linhagem tumoral MCF-7 sob microscopia eletrénica de

varredura. Na figura 9A, grupo controle é possivel observar que as células estdo espraiadas e

com a sua morfologia preservada, a membrana plasmatica integra e de aspecto homogéneo.
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Enquanto na Figura 9B grupo fotossensibilizador, as células formaram uma area tecidual,
com inumeras células proximas formando uma camada Unica, o volume espacial foi mantido
e a membrana se manteve integra.

O grupo LED (Figura 9C) manteve as caracteristicas gerais do grupo AlPcS4 (Figura
9B) com a permanéncia da area tecidual, células aglomeradas indicando um bom estimulo de
crescimento a partir da exposi¢do luminosa pelo LED. Entretanto no grupo TFD as células
sofreram modificacdes severas na sua morfologia, apresentando a membrana heterogénea,
com aspecto rugoso e aspero, com diminuicdo da populacao celular, apresentando uma forma

irregular das suas projecdes celulares e diminuicdo do espraiamento.

Figura 9: Microscopia eletronica de varredura da linhagem MCF-7. (As fotomicrografias
evidenciam os grupos utilizados e como a TFD afeta a integridade celular, a tltima fotografia
demonstra os danos sofridos na membrana celular e na integridade da populacédo de células).

AlPcs4
MCF-7

<

UNIVAP-IP&|™

Fonte: Autora (2024)

Embora como visualizado na figura 9 com a linhagem MCF-7, a figura 10 apresenta
fotomicrografias da linhagem MCF-10A demonstram resultados positivos frente a exposicao
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a terapia fotodindmica uma vez que a intencédo é que ndo haja nenhuma alteragdo morfoldgica
ou funcional, fazendo com que se perceba a efetividade da terapia sob as células de cancer e
a ndo interrupc¢do da funcionalidade de um tecido normal e saudavel.

O grupo controle na figura 10A apresenta divisao celular de uma célula saudavel, com
a membrana integra sem que tenha deformidades na superficie celular. E possivel visualizar
que no grupo AlPcS4 (figura 10B) mesmo com a intera¢do do fotossensibilizador ndo houve
danos celulares, a membrana se manteve integra e as células ocupam populosamente a area
observada, € visualizado o crescimento da populacdo de forma justaposta e com as bordas
celulares sem deformagdes.

Quando equiparado ao grupo controle, o grupo exposto ao LED (figura 10C) tem uma
caracteristica comum ocorrendo na fotografia. A divisdo celular também é observada, as
células apresentam bordas delimitadas, integras, aspecto regular e sua atividade fisiologica
de divisdo celular ocorre sem interferéncias, ou seja, a acdo da luz sob as células de um tecido
ndo tumoral contribui para que suas atividades metabdlicas fossem estimuladas atraves da
exposicdo luminosa, uma vez que o LED por si s6 tem o potencial de estimular o crescimento
celular e aumentar a taxa metabdlica contribuindo para o crescimento populacional de células
no tecido (Corazza, 2005).

O grupo TFD (figura 10D) também fornece informac®es relevantes sobre a interacdo
biologica da terapia fotodindmica com a linhagem MCF-10A, uma vez que ndo Sao
observados resultados de estresse ou lesdo celular, a célula permanece integra, de aspecto
regular e sua proliferacdo ndo é interrompida uma vez que é possivel visualizar mais uma

divisao celular ocorrendo.
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Figura 10: Microscopia eletronica de varredura da linhagem MCF-10A. (As fotomicrografias
apresentadas demonstram a preservacdo da integridade da membrana celular e a morfologia
com aspecto integro sem danos visuais).

Controle " AlPcS4 .

L

MCF40 TR ~}fMﬁF=15.-

UNIVAP+ Mag= 600K X - . ; UNIVAP-IP&D

Fonte: Autora (2024).

5.5.2 Cultura Tridimensional (3D)

A figura 11 contendo as fotografias dos esferoides e seus grupos experimentais
apresenta alteragdes perceptiveis na morfologia do grupo tratado com a TFD (figura 11D),
enquanto nos demais grupos ndo houve mudanca significativa, tanto na membrana plasmatica
guanto na morfologia esferoidal das amostras, ou seja, quando comparamos o grupo TFD ao
controle (figura 11A) podemos observar retragdo celular além da deformag&o do esferoide.

Estudos anteriores demonstram que a TFD causa danos pela liberacdo de célcio e
subprodutos derivados de processos bioldgicos causados pela exacerbada producéo de ERO
no qual a célula ndo consegue se regular e voltar a sua homeostase ocorrendo a ablacdo. A
ablacdo ocorre em todo o tecido cancerigeno submetido a TFD (Silva, 2014).
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Figura 11: Microscopia eletronica de varredura da linhagem MCF-7. A fotomicrografia abaixo
demonstra a agdo da TFD nas células do esferoide evidenciando a agdo de danos a superficie

membranosa, compactuando com a inducéo da morte celular afetando diretamente suas

estruturas morfofuncionais.

Fonte: Autora (2024)

Sabendo-se que a terapia fotodindmica ndo deve modificar ou subtrair células
saudaveis do tecido que esta atuando, podemos observar que na linhagem MCF-10A nenhum
dos grupos apresentou mudancas na morfologia ou lesdes na membrana, os esferoides
continuaram com a sua morfologia preservada e se mantiveram em formato esférico.

Além disso, no grupo TFD representado pela figura 12D, é possivel observar dois
esferoides muito proximos um ao outro, com uma comunicagdo central demonstrando o
crescimento e espraiamento das células com intuito de formar um Unico e grande esferoide.

A interacdo celular permaneceu sem alteracdes e o crescimento da populagéo celular
permaneceu sem interferéncias. Segundo Alisson (2013) a TFD é letal para células
impregnadas de fotossensibilizador, o qual tem mais afinidade por células que se dividem
muito rapidamente, entretanto o fotossensibilizador pode estar depositado também em células
ndo tumorais, mas apenas tecidos com uma quantidade ideal de fotossensibilizador passara a
ser excitado e sofrer as consequéncias da TFD, sendo assim, mesmo contendo o farmaco

internalizado as células ndo tumorais nao sofrerdo as consequéncias da TFD.
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Sendo assim, é possivel afirmar que enquanto as células tumorais representadas na
figura 11, foram induzidas a morte celular e apresentaram alteracbes na sua morfologia,
enquanto as células na figura 12 ndo apresentaram les6es ou sequer reducdo na morfologia

esferoidal fazendo com que se mantivesse sua integridade.

Figura 12: Microscopia eletronica de varredura da linhagem MCF-10. A fotomicrografia abaixo
demonstra a acdo da TFD nas células do esferoide das células saudaveis de mama, em que se
observa a preservagdo das estruturas externas e o ndo lesionamento a membrana plasmatica
celular.

Control‘e"-
MCF-10

UNIVAP-IP&D #-55  wsge er0x

Fonte: Autora (2024).

5.6 MARCACAO DO NUCLEO (DAPI) E MITOCONDRIAS (TMRM)

Na Figura 13 é observada diferenca na intensidade de fluorescéncia dos nucleos nas
imagens que contém o marcador DAPI, o grupo que expressa menor intensidade de
fluorescéncia é o TFD, a baixa intensidade se da possivelmente em decorréncia da
desestabilizacdo do esferoide, resultante da exposicao a terapia fotodindmica uma vez que 0s

grupos nao expostos obtiveram resultados parecidos ao grupo controle, uma vez que quando
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ndo expostos a luz como o grupo AlPcSs a tendéncia é de ser semelhante aos resultados do
controle, enquanto grupos expostos tal qual o LED e TFD tendem ter diferenca na intensidade
de fluorescéncia emitida (Soares, 2019).

A atividade mitocondrial evidencia a viabilidade celular, na linhagem MCF-10A ¢
verificado que o0s grupos permanecem com a sua atividade elevada, as células ndo tumorais
demonstram que mesmo com a aplicagdo da TFD a intensidade da fluorescéncia nédo é
diminuida concluindo-se que as células ndo sao induzidas para a morte celular e nem ao
estresse causado pela TFD (Ferreira; Matsubara, 1997).

Contudo, quando comparamos a intensidade de fluorescéncia da marcagdo da
atividade mitocondrial todos 0s grupos apresentam o mesmo padréo de fluorescéncia.

Na Figura 14 foi observada atividade mitocondrial em todos 0s grupos experimentais,
entretanto, comparado ao controle o grupo TFD apresenta menor atividade mitocondrial,
indicado pela fluorescéncia vermelha. Ademais todos 0s outros grupos em comparativo ao
grupo controle ndo demonstraram mudanca na sua emissdo de luz e expressao visual de
coloracdo.

A TFD foi capaz de diminuir a atividade mitocondrial por conta da producédo de
espécies reativas de oxigénio que surge nas reacdes fotoquimicas do processo da estimulacao
do fotossensibilizador e da luz emitida no comprimento de onda dos 660 nm (Quarta et al.,
2021).

A morfologia dos esferoides também é modificada diante do processo a TFD, as
células quando tem sua atividade mitocondrial diminuida a conformidade do esferoide
também é modificada por conta da retracdo das membranas e do estresse causado pela
producdo de radicais livres (Soares et al., 2019).

E possivel observar que as células submetidas a TFD, apresentam marcacdo mais
difusa em relacdo aos demais grupos, sendo possivel observar uma desorganizacdo do
esferoide.

A cromatina também se manteve estavel em todos 0S grupos experimentais
apresentados na imagem, as células ndo tumorais diante da TFD ndo apresentaram atividade
mitocondrial diminuida, como ja demonstrado na figura 13, contudo os macréfagos

realizaram fagocitose, sem distingdo de células do tecido normal ou malignas.
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Figura 13: Marcacéo de fluorescéncia de ntcleo e mitocondrias para os esferoides da MCF-10A. (Na

imagem abaixo os nucleos estdo marcados em azul pelo corante DAPI e as mitocondrias em

vermelho pelo corante TRMR, o overlay é a sobreposi¢do das imagens anteriores. Os grupos

apresentados demonstram resultados positivos de preservacdo morfologica e funcional apos a
TFD na utilizacdo da TFD como método de inducdo a morte celular).

MCF-10

CONTROLE

AlIPcS4

TFD

Fonte: Autora (2024).
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Figura 14: Marcacao de fluorescéncia de ndcleo e mitocondrias para os esferoides da
MCF7. (Na imagem abaixo os nucleos estdo marcados em azul pelo corante DAPI e as
mitocdndrias em vermelho pelo corante TRMR, o overlay é a sobreposicao das imagens
anteriores. Os grupos apresentados demonstram resultados positivos para a inducéo da morte
celular pela TFD, sendo observada pela reducédo da atividade mitocondrial e emisséo de
fluorescéncia).

MCF-7
DAPI TMRM OVERLAY

CONTROLE

AlPcS4

Fonte: Autora (2024).
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que, este estudo demonstrou que a terapia fotodindmica tem efeitos
significativos na inducao da morte celular da linhagem de cancer MCF-7, enquanto preserva
a morfofuncionalidade das células saudaveis MCF-10A e atua na modulacéo de marcadores
de células epiteliais e na fisiologia de esferoides, indicando seu potencial tratamento para o
cancer de mama.

Além disso a utilizacdo da técnica de cultivo em moldes de agarose oferece uma
metodologia consistente para estudos futuros, contribuindo para o aprimoramento das
estratégias terapéuticas e uma melhor compreensdo das interacfes celulares no cancer de

mama.
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