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RESUMO

O Gliossarcoma € um cancer agressivo, com alta propensdo metastatica. Atualmente
seu tratamento consiste em ressecgado cirurgica seguida de radio-quimioterapia,
oferecendo baixa expectativa e qualidade de vida. Como proposta alternativa, a
Terapia Fotodindmica (TFD) se apresenta como método seletivo de tratamento,
combinando o uso de um fotossensibilizador (FS), oxigénio molecular e luz. Esses trés
elementos geram as espécies reativas de oxigénio, levando a morte celular. O objetivo
desse estudo foi avaliar a acdo da TFD utilizando as clorinas Fotoenticine (FTC) e
Photodithazine (PDZ) em baixas concentragdes e fluéncias, verificando a diferenga
entre seus efeitos. Foram utilizadas células 9L/lacZ e concentragdes de 1,55 yg.mL",
12,50 ug.mL" e 50,00 ug.mL"" de ambas clorinas. As células foram irradiadas com um
dispositivo a base de LED em 660 nm nas fluéncias de 1 J/cm?, 5 J/cm? e 10 J/cm?,
em 25 mW/cm?2. Observou-se que ambas clorinas apresentam indicios da formagao
de fotoprodutos apés irradiacao e sao internalizadas em toda extensao citoplasmatica,
com restricdo ao nucleo. Os testes de citotoxicidade demonstraram reducao >98% da
viabilidade celular e queda na atividade mitocondrial >86% nas concentragbes de
50,00 yg.mL' e 12,50 uyg.mL' em todas as fluéncias de luz testadas, entretanto a
concentragéo de 1,55 yg.mL"" ndo apresentou um resultado tao eficaz na fluéncia de
1 J/lcm?. Houve alteracdo na adesdo celular apos TFD conforme diminuicdo da
concentracdo, no qual as células desprendidas se apresentavam mortas, indicando
que o desprendimento celular corresponde a uma caracteristica do processo de morte
celular, assim como as alteragcbes morfolégicas apresentadas, como a perda da
extensao citoplasmatica, adquirindo formato arredondado. A imunodeteccdo de
HSP70 diminuiu, enquanto a de HSP27 aumentou apés TFD com o FTC. Com isso,
conclui-se que ambos FS foram eficazes na TFD em células de gliossarcoma, com
destaque para a concentragdo de 50,00 ug.mL" na fluéncia de 5 J/cm?. Além disso,
levando em consideragao a elevada imunodeteccdo da HSP27 na TFD com o FTC, o
PDZ se apresenta como um promissor FS para ser empregado na TFD com células
9L/lacZ, encorajando estudos in vivo.

Palavras Chaves: gliossarcoma; terapia Fotodindmica; clorinas; adeséo celular;

proteina de choque.



Action of Photodynamic Therapy in gliosarcoma cell line 9L/lacZ using low
fluences and concentrations of Fotoenticine and Photodithazine.

ABSTRACT

Gliosarcoma is an aggressive cancer with a high metastatic propensity. Currently, its
treatment consists of surgical resection followed by radiochemotherapy, offering low
life expectancy and quality. As an alternative proposal, Photodynamic Therapy (PDT)
is presented as a selective method of treatment, combining the use of a photosensitizer
(PS), molecular oxygen and light. These three elements generate the reactive oxygen
species, leading to cell death. The objective of this study was to evaluate the action of
PDT using the chlorins Fotoenticine (FTC) and Photodithazine (PDZ) at low
concentrations and fluences, verifying the difference between their effects. 9L/lacZ
cells and concentrations of 1.55 yg.mL", 12.50 ug.mL"" and 50.00 pug.mL"" of both
chlorines were used. Cells were irradiated with an LED-based device at 660 nm at
fluences of 1 J/lcm?, 5 J/lcm? and 10 J/cm?, at 25 mW/cm?. It was observed that both
chlorines show evidence of the formation of photoproducts after irradiation and are
internalized throughout the cytoplasm, with restriction to the nucleus. The cytotoxicity
tests showed a >98% reduction in cell viability and a >86% decrease in mitochondrial
activity at concentrations of 50.00 yg.mL"and 12.50 yg.mL"in all light fluences tested,
however the concentration of 1.55 ug.mL"" did not present such an effective result at
the fluence of 1 J/cm? There was a change in cell adhesion after PDT as the
concentration decreased, in which the detached cells were dead, indicating that cell
detachment corresponds to a characteristic of the cell death process, as well as the
morphological alterations presented, such as the loss of cytoplasmic extension,
acquiring a rounded shape. Immunodetection of HSP70 decreased, while that of
HSP27 increased after PDT with FTC. Thus, it is concluded that both FS were effective
in PDT in gliosarcoma cells, with emphasis on the concentration of 50.00 ug.mL" at a
fluence of 5 J/cm? Furthermore, taking into account the high immunodetection of
HSP27 in PDT with FTC, PDZ presents itself as a promising FS to be used in PDT with
9L/lacZ cells, encouraging in vivo studies.

Keywords: gliosarcoma; photodynamic therapy; chlorines; cell adhesion; shock

protein.
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1 INTRODUCAO

O céancer € uma doencga de alta incidéncia em qualquer lugar do mundo, sem
distingado de etina, renda, cultura ou localizagdo geografica. Por ano sao registrados
aproximadamente 14 milhdes de novos casos, sendo esperado para os anos de 2020-
2022 o aparecimento de 625 mil novos casos somente no Brasil (FIOCRUZ, 2018;
INCA, 2020).

Os tumores originados no Sistema Nervoso Central (SNC) geralmente sdo os
mais agressivos, como por exemplo o Gliossarcoma (GS). Segundo a Organizagao
Mundial da Saude (OMS), o GS trata-se de “uma variante de glioblastoma (GB) de
tipo selvagem Isocitrado Desidrogenase (IDH) caracterizado por um padréao de tecido
bifasico com areas alternadas exibindo diferenciacéo glial e mesenquimal” (DARDIS
etal., 2021). O GS é um céancer de dificil diagnéstico, representando 3,2 casos a cada
100.000. Apresenta propensao no desenvolvimento de metastases extracranianas,
facilitando o envolvimento da medula espinhal (1% dos gliomas de coluna) e
desenvolvimento de novos céanceres (HONG et al., 2021; JIN et al., 2020).

A sobrevida do paciente com GS normalmente esta em torno de 15 meses,
muitas vezes prolongados pela ressecg¢ao cirurgica concomitante com quimio-
radioterapicos. Entretanto, o emprego desses métodos terapéuticos também
proporciona ao paciente o desencadeamento de uma série de efeitos colaterais,
levando consequentemente a uma péssima qualidade de vida. A principal limitacéo
dos métodos atualmente utilizados trata-se da falta da exclusividade de ataque as
células do tecido tumoral, visto que também atinge o tecido saudavel vizinho. Na
Terapia Fotodindmica (TFD) esse problema é contornado pelo seu principio de
seletividade (FREIRE et al., 2018; JIN et al., 2020).

A TFD apresenta-se no ramo terapéutico como um método promissor,
conquistando espacgo nas pesquisas clinicas para o tratamento de diferentes tipos de
tumores. Seu efeito se da pela combinacdo simultdnea de uma substancia
fotossensivel, luz e oxigénio molecular (O2). A irradiagdo da célula com o
fotossensibilizador (FS) permite que essa substdncia passe de seu estado
fundamental para seu estado excitado, transferindo energia para O> molecular que
pode seguir para o estado singleto ou tripleto. O estado tripleto retém energia que gera
espécies reativas de oxigénio (ERO) necessarias para induzir a morte celular
(CRAMER; CHEN, 2020).
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A seletividade da TFD esta relacionada a emisséo de luz focada no tecido
tumoral, evitando com que as células vizinhas saudaveis sofram os impactos do
tratamento, minimizando os efeitos colaterais (FERREIRA et al., 2016).

A escolha do FS é um dos principais objetivos de estudo das pesquisas clinicas
atuais. Diversas caracteristicas devem ser analisadas para aprovar o uso de uma
substancia fotossensivel na TFD para cada tipo de tumor, como por exemplo a
capacidade de internalizacdo, baixa citotoxicidade, alta producdo de ERO, pouca
agregacao em meios fisioldgicos, entre outros. Dentre diversos tipos de FS, as clorinas
se destacam pelos resultados promissores, rapida depuragdo do organismo e
absorcdo em 660 nm, possibilitando o tratamento de lesées mais profundas, como é
o caso do GS (DE OLIVEIRA et al., 2015; FONTANA et al., 2017)

Photodithazine (PDZ) trata-se de um sal N-dimetilglucamina de clorina (e6)
comercializado pela empresa Russa Veta-Grande LLC. Na literatura é possivel
encontrar estudos in vitro e in vivo com diversos tipos de tumores, incluindo os
cerebrais, apresentando resultados otimistas (FONTANA et al., 2017; ONO et al.,
2018; PONOMAREV et al., 2000; ROMANKO et al., 2004; VITORIO et al., 2021). Seu
uso também tem sido observado em estudos antimicrobianos, assim como a clorina
Fotoenticine (FTC), comercializado pela empresa Nuevas Tecnologias Cientificas-
NTC- Lianera Asturias. Ambas clorinas ja foram alvo de estudos publicados
analisando a TFD como alternativa de tratamento para o GS, incentivando a
continuacdo de seus estudos de modo a fornecer um completo embasamento
cientifico para avangos no estudo in vivo (DE ALMEIDA et al., 2020; HAMBLIN, 2020).

1.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi realizar uma analise comparativa dos efeitos da TFD
com as clorinas FTC e PDZ como alternativa de tratamento do gliossarcoma,
utilizando baixas concentracdes, diferentes fluéncias de luz e avaliando fatores
importantes no processo de morte celular, como a alteragdo morfolégica, perda da

adesao e alteracdo na imunodeteccéo de proteinas.
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1.2 Objetivos especificos

1. Analisar os espectros de absorcao dos FS apds irradiacao.

2. Analisar a internalizacdo dos FS em baixas concentracoes;

3. Analisar a viabilidade celular utilizando os FS em baixas concentragdes e
baixas fluéncias de luz;

4. Analisar a alteracido na adesao celular antes e apos TFD e avaliar a viabilidade
das células suspensas no meio apos TFD;

5. Analisar alteracbes na estrutura de sustentacao celular pela Microscopia
Eletronica de Varredura em células tratadas;

6. Avaliar as diferengas na imunodetecgao de proteinas de choque térmico (HPS)
(HPS 27 e HPS 70) antes e apés a TFD;

7. Avaliar a citotoxicidade dos FS nas células L929 e os efeitos da TFD na adesao

celular.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer

O cancer é uma doenga agressiva e silenciosa que figura entre as principais
causas de morte da populacdo em quase todos os paises e variadas faixas etarias,
com predominancia entre 30 e 69 anos. Seu surgimento pode se dar tanto por fatores
genéticos como por fatores externos, levando cerca de 7,6 milhdes de pessoas por
ano a obito, sendo 70% dos 6bitos de cidadaos de paises de média e baixa renda
(INCA, 2019; OPAS, 2020)

O diagnéstico de cancer repercute tanto nas relagdes pessoais e na autoestima
do acometido, como também na familia e na sociedade como um todo, gerando perda
da produtividade econémica. No Brasil, ocorrem cerca de 87 mil obitos registrados na
populagcdo economicamente ativa (entre 15 e 65 anos), causando um déficit de 15
bilhbes de reais por ano, sem considerar os custos de internagdes e tratamentos que
dobrariam esse valor, segundo especialistas da Agéncia Internacional para Pesquisa
do Cancer (FIOCRUZ, 2018; WENTZEL, 2018).

Figura 1: Estimativa da incidéncia de variados tipos de cancer para 2020 no Brasil.
Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por sexo, exceto pele ndo melanoma*

Prostata 65840 292% Mama feminina 66.280 29.7%
Célon e Reto 20540 9,1% Homens Mulheres Célon e Reto 20470  92%
Traqueia, Bronquio e Puimao 17.760 7.9% Colo do atero 16.710  7.5%
Estémago 13.360 5,9% Traqueia, Bronquio e Puimdo 12440 56%
Cavidade Oral 11.200 5,0% Glandula Tireoide 11.950 5,4%
Eséfago 8690 39% Estémago 7870 35%
Bexiga 7.590 3,4% Ovario 6.650 3,0%
Linfoma n&o Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do Utero 6.540 29%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma ndo Hodgkin 5.450 2.4%
Leucemias 5.920 2,6% Sistema Nervoso Central 5.230 2,3%

* Numeros arredondados para multiplos de 10

Fonte: INCA, 2020.

Determinadas regides em que o tumor surge podem trazer maior risco ao
paciente, devendo-se adotar as medidas de tratamento o mais rapido possivel.
Entretanto ainda ha uma grande dificuldade de diagnéstico possibilitando realizar o

prognéstico do paciente, levando tumores que apesar de serem menos recorrentes,
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se tornarem os mais agressivos, como por exemplo o cancer cerebral (ALMEIDA et
al., 2005; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020)

O Instituto Nacional de Cancer (INCA) apresentou um relatério estimando o
aparecimento de 5.870 casos novos de cancer do sistema nervoso central em homens
e 5.230 em mulheres, para cada ano do triénio 2020-2022 no Brasil (Figura 1). Apesar
de nao serem os tumores mais incidentes no sexo masculino, por exemplo, esses sao
os tipos de tumores que mais levarao a o6bito, tornando necessario uma analise
cuidadosa sobre as caracteristicas de cada tumor e a pesquisa de novas abordagens
de tratamento, visto que as atuais ndo apresentam eficacia e muitas vezes ocorrendo
recidiva (BECHET et al., 2014; INCA, 2020; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020).

O cancer cerebral € um dos mais agressivos tumores, levando muitos pacientes
e familiares a depressao ou instabilidade emocional por conta do diagnéstico tardio,
curto tempo de sobrevida e baixa qualidade de vida, principalmente durante o
tratamento. Representam a segunda causa mais comum de morte por cancer entre
0s jovens e ocupa o sexto lugar na perda de anos produtivos. Dentre os tumores
cerebrais mais comuns encontram-se os gliomas (70%), e dentro dessa classe os GS
(BECHET et al., 2014; HAMBSCH et al., 2017).

2.2 Gliossarcoma

O GS é um tumor derivado do GB, um tipo de glioma mais facil de ser
identificado. Apesar de seu comportamento clinico e suas caracteristicas radiolégicas
serem parecidos, quando sao realizados estudos histopatolégicos e de expresséo
genética é possivel observar diferengas, levando a conclusao de que a partir do GB
originou-se o GS (DARDIS et al., 2021; YOSHIDA et al., 2018).

O GS é descrito como uma combinacdo de células gliais neoplasicas e
elementos mesenquimais, correspondendo somente de 2 a 8% dos gliomas de alto
grau. Atinge frequentemente o Ilobo temporal, sendo predominantemente
diagnosticado na faixa etaria entre 40 e 60 anos de idade, com tendéncia para o sexo
masculino. Apresenta IDH selvagem e altas chances de causar metastases
extracranianas quando comparado ao GB (KRUSE; PEEREBOOM, 2018; WANG et
al., 2020).

Contém prognéstico desfavoravel, proporcionando ao paciente sobrevida ao

redor de meses. Seus sintomas clinicos quase sempre sdao acompanhados de
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convulsdes e fortes dores de cabeca. Assim como GB, também é dividido em dois
subtipos: um mais delimitado, semelhante ao meningioma, e um mais invasivo, como
o GB (CASTELLI et al., 2016; VEGA et al., 2014).

Estudos realizaram analises quanto a diferenca de expressao de determinados
genes no GB e GS. Foi observado que a mutagao p53 é vista em 23% dos GS contra
11% dos GB e que a amplificacdo do receptor de fator de crescimento epidérmico
(EGFR) é encontrada em apenas 4% dos GS, enquanto no GB esta em torno de 35%.
Além disso, a mutagao do IDH e a metilagdo do gene MGMT (O6-methylguanine-DNA
methyltransferase) indicam um progndstico favoravel ao GB, enquanto no GS esses
fatores ndo sdo observados. No geral o GS é caracterizado como uma forma mais
rara e agressiva do GB, visto que clinicamente ambos acabam sendo abordados com
o mesmo método de tratamento (HASHMI et al., 2018; KRUSE; PEEREBOOM, 2018;
OH et al., 2016).

2.3 Tratamento

A abordagem de tratamento convencional consiste na avaliagdo primaria da
possibilidade de reducdo da massa tumoral pelo processo cirurgico, visto que esse
procedimento se trata de um método eficiente na eliminagdo das células malignas,
minimizando o risco de comprometer partes essenciais para o funcionamento do
cérebro, dependendo da sua localizacdo, por exemplo. A fim de se otimizar a
ressec¢cao cirurgica, atualmente pode ser utilizados fluoréforos durante o
procedimento atuando como guia emitindo fluorescéncia para identificar com clareza
a regiao tumoral (AHMED et al., 2019; ISHIKAWA et al., 2015).

Entretanto, tendo em vista o carater infiltrativo, invasivo e metastatico do GS,
somente esse procedimento nédo é suficiente para garantir a cura do paciente, além
de ter um risco de atingir fungbes motoras e linguisticas, impactando sua qualidade
de vida. Sendo assim, é necessario a aplicagao de terapias adjuntas, combinando a
radioterapia e quimioterapia, as quais se destacam por eliminar grande parte das
células neoplasicas remanescentes(CASTELLI et al., 2016; HUO et al., 2014).

O processo de radioterapia baseia-se na utilizacdo de radiagao ionizante
aplicada visando eliminar as células malignas e controlar o crescimento do tumor. Uma
das vantagens da radioterapia é que com a redugéo da regiao tumoral, muitos efeitos

provocados pelo seu crescimento sao aliviados, podendo aumentar a sobrevida em
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até 15 semanas, todavia a radioterapia apresenta diversas limitagcdes e a aplicagao
de altas doses de radiacado pode desencadear efeitos adversos durante o periodo de
tratamento (ALMEIDA et al., 2005; PEREIRA; MAIA, 2016; WANG et al., 2020).

A quimioterapia baseia-se na utilizacdo de um farmaco que tem como alvo
principal o dano direto ao DNA. Para o tratamento do GS foi observado que o farmaco
mais utilizado é a temozolomida (TMZ), visto que é um dos poucos quimioterapicos
que apresentam capacidade de ultrapassar a barreira hematoencefalica e meninges.
Entretanto, apesar de diminuir significativamente a regido tumoral, a aplicacdo da
quimioterapia nao é seletiva, tornando o tratamento agressivo, afetando as células
alvo e podendo comprometer as células saudaveis do tecido adjacente,
proporcionando numerosos efeitos colaterais e debilitando a saude do paciente. Além
disso, com a aplicagao de diversas doses do quimioterapico, as células malignas que
apresentam alta capacidade de gerar mutagbes desenvolvem mecanismos de
resisténcia e se tornam mais dificeis de serem eliminadas (ROCHA, 2015; TIRAPELLI
etal., 2011).

Sendo assim, o paciente perde qualidade de vida com desses métodos de
tratamento, que por vezes podem ndo ser eficientes no combate ao cancer,
favorecendo o surgimento de recidiva do tumor. Esses fatores sdo alguns dos mais
relevantes para o incentivo de novas pesquisas em busca do tratamento ideal.
Baseado nessa problematica, o estudo da Terapia Fotodinamica (TFD) como
tratamento para o cancer vém sendo analisado cuidadosamente e ja apresenta
permissdo de uso clinico para o cancer de pulmdo, cancer de mama,
hepatocarcinoma, entre outros, nos Estados Unidos (SANTOS et al., 2019; NATH,;
OBAID; HASAN, 2019).

2.4 Terapia fotodinamica

A TFD é empregada no uso clinico de diversas patologias dermatoldgicas,
oftalmolégicas e vem sendo utilizada para o tratamento de cancer. Seu conceito &
aplicado desde muito tempo, entretanto somente em 1900 seu uso passou a ser alvo
de estudos quando o cientista Oscar Raab observou a morte de espécies de
Paramecium expostos acidentalmente ao corante laranja de acridina combinada com

a luz solar. A partir dos resultados promissores, diversas pesquisas passaram foram
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realizadas na busca de um método de tratamento eficaz e que produza menos efeitos
colaterais para o paciente com cancer (MANSOORI et al., 2019).

A TFD se baseia na interagao de trés componentes essenciais e nao toxicos
quando isolados: FS, O2 molecular e luz em comprimento de onda correspondente ao
espectro de absor¢cdo do FS. Quando o FS ¢ internalizado pela célula e ocorre a
incidéncia de luz no local, uma reacao sera desencadeada permitindo a interagao do
FS excitado com o O.. De maneira geral, o elétron externo do FS é excitado do estado
fundamental (SO) para o primeiro estado excitado de curta duragao (S1), nesse estado
o FS pode perder energia pela emissao de luz fluorescente ou por conversao interna
de calor ou pode sofrer o cruzamento intersistema, no qual a molécula passa para um
estado excitado de tempo de vida longo (T1). A partir desse estado, o FS pode perder
energia pela emissao de luz fosforescente ou reagir fotoquimicamente por meio de
dois tipos de reagdes (AGOSTINIS et al., 2011; MANSOORI et al., 2019).

Figura 2: Esquematizagéo do principio da TFD.
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Fonte: O autor.

Na reacgao tipo um ocorre a transferéncia de elétrons pela interagédo do FS com
as moléculas circundantes, proporcionando a criacdo de radicais livres que
apresentam potencial de reagdo com biomoléculas (ex: lipidios e proteinas), levando
a destruicdo dessas e gerando mais radicais livres; ja pela reacéo tipo dois ha a
transferéncia direta de energia do FS para o oxigénio no estado fundamental,
permitindo a geragao de oxigénio singleto, altamente reativo, oxidante e transitério
(MANSOORI et al., 2019; DENIS et al., 2011).
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Com a formagao dessas ERO, diversos mecanismos de morte celular podem
ser desencadeados, como: citotoxicidade direta nas células alvo, levando a morte
celular pelas vias de necrose ou apoptose, por exemplo; destruicdo da
microvasculatura, eliminando o suporte nutricional das células tumorais; e a
estimulacao da resposta inflamatéria e imunolégica, permitindo a ativagao de células
da série branca no combate as células malignas sobreviventes. Devido ao curto
periodo de vida util das ERO, o dano proporcionado pela TFD é local e limitado a
regido irradiada, caracterizando o processo como uma terapia mais seletiva (LOBO et
al., 2020; MANSOORI et al., 2019; DENIS et al., 2011)

O uso da TFD no tratamento de cancer é permitido em alguns paises e para
canceres de facil acesso, atuando de forma curativa e paliativa. Sua aplicacdo pode
se dar tanto de forma isolada, como combinada com outros métodos de tratamento.
Para o sucesso da terapia diversos fatores devem ser avaliados, sendo um deles a
utilizacdo do FS mais adequado para o tratamento daquela doencga. Dessa forma, as
pesquisas atuais buscam encontrar o FS mais apropriado para ser utilizado em cada
tipo de cancer, avaliando, por exemplo, a menor concentracdo combinada com a
menor fluéncia de luz necessaria para que a terapia apresente resultados promissores
(BERNAL et al., 2015).

2.5 Fotossensibilizador

A escolha do FS a ser utilizado no tratamento € uma das etapas mais
importantes para o sucesso da TFD. Assim como os quimioterapicos, cada farmaco
fotossensivel interage de forma diferente com cada tipo de célula, entretanto existem
pré-requisitos que devem ser avaliados para possibilitar a continuacdo dos estudos
referentes aquele FS (DE ALMEIDA et al., 2020).

Algumas das caracteristicas que devem ser observadas sdo: (1) absorgédo em
comprimentos de ondas entre 600 nm e 750 nm, visto que sdo regides que
proporcionam uma penetragdo entre 5 mm a 20 mm, gerando um efeito terapéutico
adequado; (2) baixa citotoxicidade na auséncia de luz, (3) alta afinidade pelo tecido
tumoral; (4) rapida internalizagao pelas células, (5) alta capacidade de geracao de
ERO quando realizado a TFD, (6) rapida depuragao do organismo e fotossensibilidade
nao prolongada e (7) baixa agregacao em tecidos biolégicos (DE OLIVEIRA et al.,
2015).
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O FS quando em contato com as células podera ser internalizado tanto pelas
células saudaveis como pelas células cancerigenas, entretanto o FS é rapidamente
eliminado das células sadias, visto que essas apresentam alta permeabilidade dos
vasos sanguineos e alta drenagem linfatica, ao contrario das células tumorais,
viabilizando o emprego da TFD como método seletivo de tratamento (SETLIK;
CASSIO, 2015).

Existem diversos tipos de FS, como por exemplo as porfirinas, clorinas,
ftalocianinas, nanoparticulas conjugadas a um FS, alguns corantes, como o Azul de
Metileno, entre outros. Cada uma dessas categorias apresentam suas vantagens e
desvantagens, por exemplo, as ftalocianinas e as nanoparticulas apresentam elevado
custo de producdo; os corantes apresentam limitagdes de utilizacdo para tecidos
profundos; e as porfirinas apresentam tempo prolongado de depuragao do corpo e
baixa seletividade para o tecido tumoral (DE OLIVEIRA et al., 2015; SETLIK; CASSIO,
2015).

Visando contornar essas desvantagens das porfirinas, desenvolveram-se as
clorinas. Elas podem ser derivadas de porfirinas reduzidas, de plantas ou puramente
sintéticas. No geral apresentam uma banda maior de absorgao, rapida depuragao do
corpo, baixa agregacao e rapida internalizagdo. Algumas clorinas que estdo sendo
estudadas e apresentam resultados promissores sdo o Foscan, Photochlor e o
Photodithazine (PDZ) (ONO, 2016; SETLIK; CASSIO, 2015).

O PDZ é um derivado de clorina €6, de origem russa, produzido a partir da
Spirulina platensis, com adicdo de N-metil-D-glucamina 0,5% como agente
solubilizante e estabilizante, de modo que essa clorina seja hidrossoluvel. Seu uso ja
€ aprovado em alguns paises, apresenta estudos clinicos que demonstram excelentes
resultados na reducao do conteudo tumoral e também foi observado atuando na area
microbiolégica como potente FS (ONO, 2016; SETLIK; CASSIO, 2015).
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Figura 3: Estrutura Quimica do PDZ.
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Fonte: O autor.

Outra clorina que vém ganhando espago na pesquisa como potencial FS é o
Fotoenticine (FTC). Essa clorina sintética foi desenvolvida por uma empresa
espanhola, apresenta acdes antimicrobianas e resultados promissores quando

utilizado na TFD com linhagem celular de gliossarcoma (DE ALMEIDA et al., 2020).

Figura 4: Estrutura Quimica do FTC.
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Os efeitos desencadeados apds a aplicagdo da TFD sdo nossos objetos de
estudo, entre eles a alteracdo da adesao celular, caracteristica do processo de morte
celular quando a célula tem sua estrutura de sustentacdo danificada, sendo assim
uma etapa importante para avaliar se a terapia esta desencadeando processos

chaves que permitem a morte da célula maligna.

2.6 Proteinas de Choque Térmico

As proteinas de choque térmico, do inglés Heat Shock Proteins (HSP), sdo
normalmente superexpressas frente a algum estresse celular, assumindo a posi¢ao
de protegdo e auxiliando as células a combater possiveis danos. Esse grupo de
proteinas fazem parte da familia das proteinas chaperonas molecular, responsaveis
por interagir com outras proteinas auxiliando na formagéo, dobramento e transporte
trans-membrana. (CASTRO et al., 2013; SOARES et al., 2019).

Apesar do nome, as HSP podem ser induzidas por infeccdo, inflamacéo,
estresse oxidativo ou hipoxia, por exemplo. Sua diferenciacdo ocorre pelo peso
molecular, em que suas quatro principais classes sao 27 kDa (HSP27), 60 kDa
(HSP60), 70 kDa (HSP70) e 90 kDa (HSP90) (BUTTROS; ORSATTI; NAHAS, 2018).

A elevagao da expressido das HSP tem se mostrado uma resposta frequente
apos a aplicagédo da TFD, ja que a célula maligna sofre um estresse oxidativo,
permitindo com que os mecanismos de defesa das células sejam ativados. Entretanto,
quando a TFD é utilizada em parametros capazes de reduzir significativamente a
porcentagem de células viaveis, a produ¢do das HSP podem ser inibidas e
proporcionar a cascata de eventos que definem o processo de morte (RODRIGUEZ
et al., 2016; SOARES et al., 2019)

Seu estudo na TFD é de extrema importancia para complementar os dados
sobre a eficacia do tratamento, visto que quando essas proteinas se apresentam no
meio extracelular, por exemplo, podem indicar o desencadeamento da morte celular,
induzindo até mesmo a resposta inflamatéria e ativando macréfagos pelo sistema
imune (BUTTROS; ORSATTI; NAHAS, 2018; RODRIGUEZ et al., 2019).
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3 METODOLOGIA

3.1 Linhagem Celular

Nesse projeto foram utilizadas células de gliossarcoma, provenientes de tecido
cerebral de ratos (Rattus norvegicus) com morfologia fibroblastica de linhagem 9L/lacZ
(BCRJ® CRL-2200TM), e células de fibroblastos murinos originarios de tecido
conjuntivo linhagem L929 fornecidos pela Gibco®, mantidas em meio DMEM (Gibco)
com F12 (Gibco), suplementado com 10% Soro Fetal Bovino, 1% de solugdo de
Penicilina/Estreptomicina (LGC Biotecnologia), acondicionados em estufa de cultura
a 37°C com 5% de CO2.

3.2 Fotossensibilizador

Para o estudo, foi utilizado a clorina espanhola Fotoenticine (FTC), da empresa
Nuevas Tecnologias Cientificas — NTC - Llanera (Asturias) e a clorina russa
Photodithazine (PDZ), produzida pela Veta-Grand®, ambas concedidas pelo Instituto
de Fisica de Sao Carlos — USP Sao Carlos. O FTC apresenta massa molar calculada
a partir da estrutura de aproximadamente 1185 g.mol' e o PDZ tem a massa molar
de 987,1 g.mol, informagao fornecida pelo fabricante Veta-Grand®. Comercialmente
apresentam-se na concentragdo de 7,1 mg.mL' e 5 mg.mL"" respectivamente, e para
esse estudo foram utilizadas nas concentragées de 50,00 pg.mL™", 12,50 yg.mL"e
1,55 yg.mL™", diluidas em PBS, Tampéo fosfato-salino do inglés “Phosphate-buffer
saline”, nos quais as duas primeiras foram previamente estudadas em projetos
realizados anteriormente pelo laboratério (DE ALMEIDA et al., 2020; VITORIO et al.,
2021), com a inser¢gao de uma menor concentragdo. O PDZ e o FTC foram mantidos

no escuro durante o processo e armazenado a 4°C.

3.3 Fontes de luz

Foi utilizado um dispositivo a base de LED (Biopdi/lrrad-Led 660) com emissao
de luz na regiao de 660 nm. O dispositivo é formado de 54 LEDs, com 70 mW de

poténcia. Inicialmente foram utilizadas trés fluéncias: 1 J/cm?, 5 J/cm? e 10 J/cm? na



irradiancia de 25 mW/cm?. Posteriormente foi escolhido a melhor fluéncia de

identificada pelos testes de citotoxicidade.

Tabela 1: Parametros de Irradiagéo.
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luz

Fluéncia (J/cm?) Irradidncia (mW/cm?) Tempo de irradiagao
1 25 40s
5 25 3min20s
10 25 6min40s

Fonte: O autor.

3.4 Analise dos Espectros de Absorgao

Para observar o efeito da interacédo da luz com os FS foi realizado uma analise
comparativa dos espectros antes e apés irradiagcao, utilizando o equipamento
Espectrofotdbmetro DeNovix, na regido UV-Visivel, para quantificar as bandas de
absorc¢ao, cujo caminho éptico € de 1 cm. Para melhor organizagcéo do experimento,
10 pL dos FS foram transferidos para 3 placas de 96 pocos nas concentragdes de
50,00 yg.mL", 12,50 uyg.mL" e 1,55 uyg.mL""!, porém o equipamento necessita apenas
de 2 yL para obter a leitura do espectro.

Primeiramente foi realizada a medida das bandas de absor¢do dos FS
mantidos no escuro. Depois as placas foram submetidas a irradiacido com 3 fluéncias
de luz diferentes para cada placa (1 J/cm?, 5 J/lcm? e 10 J/cm?) e foi realizada uma
nova medida de absorcio imediatamente apds a irradiacao. Apds essa etapa, a placa
foi acondicionada em estufa a 37°C e os FS foram avaliados novamente 18h apds a
irradiacao, tempo utilizado nesse estudo para verificar os efeitos da TFD. Os dados
foram convertidos em graficos e comparados em seus diferentes grupos

experimentais.

3.5 Internalizagao dos FS pela linhagem 9L/lacZ

Em placas de 24 pogos com laminulas redondas ao fundo, foram transferidas
1x10° células, 24h antes do experimento. Um pogo representava o grupo controle,
sem FS, e os outros tiveram a adigao do FTC e do PDZ.

As células foram incubadas com os FS por 1h em estufa a 37°C. Apds esse

periodo o FS foi retirado, os pocos lavados uma vez com PBS a temperatura ambiente
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e adicionados 100 ul de paraformaldeido 4% (Dindmica Quimica Contemporanea
LTDA), para fixacao celular, deixados por 10 minutos. O paraformaldeido foi retirado
e 0s pogos lavados mais uma vez com PBS. Sobre uma lamina foi adicionado uma
gota do Prolong com marcador nuclear DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole,
dihydrochloride) (Invitrogen - Thermo Fisher Scientific), para cada grupo experimental.
Todo o processamento foi realizado no escuro e as laminas examinadas em
microscopio confocal LSM 700 Zeiss. Para o marcador DAPI foi utilizada excitagédo em
405 nm e emissao captada em 461 nm, ja para as clorinas foi utilizado para excitagao

o laser de 488 nm e emissao captada acima de 500 nm.

3.6 Ensaios de citotoxicidade do FS

Todos os ensaios de citotoxicidade foram realizados em ftriplicata, em placas
de 96 pocos, com uma concentragdo celular de 1x10* células/poco. Para cada
experimento havia pelo menos duas placas, uma representando o grupo escuro e a
outra o grupo claro. O grupo escuro permite a analise da citotoxicidade do FS em seu
estado fundamental, ou seja, verifica se ele sozinho é capaz de desencadear algum
processo de morte celular em contato com as células. O grupo claro corresponde a
TFD, onde observamos se a combinacao dos trés elementos da terapia desencadeia
0s processos de morte celular.

Foi aguardado cerca de 24h para a adesao das células plaqueadas. Apds esse
periodo, os FS foram incubados por 1h em estufa a 37°C, na auséncia de luz. Para o
grupo escuro, apos esse periodo, foi retirado o FS em contato com as células e
adicionado meio de cultura. Ja para o grupo claro, apés a incubagao, o FS foi retirado,
foram adicionados 100 uL de PBS em cada poco e placa irradiada de acordo com a
fluéncia de luz desejada. Apos a irradiagcédo, o PBS foi retirado e adicionou-se o meio

de cultura. Os testes foram analisados apds 18h da irradiagao.

3.7 Analise da viabilidade e aderéncia celular pelo método de exclusao com

Azul de Tripan

O método de exclusao com Azul de Tripan permite diferenciar células vivas de
mortas pela observagdo da coloracdo da célula. Por conta da integridade da

membrana, nao ha acumulo do corante no citoplasma das células viaveis.
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Esse teste foi realizado tanto na linhagem 9L/lacZ como na L929, para observar
os efeitos da TFD nas células malignas e saudaveis.

Apds 18h da irradiagdao, o meio de cultura de cada poco foi transferido para
eppendorfs, para analisar a viabilidade de células que perderam a adesao durante
esse periodo. Os eppendorfs foram centrifugados a 1050 RCF por 10 min. O pellet
formado foi ressuspendido em 30 pL de solugdo de azul de Tripan (Sigma®) a 0,2%.
Aguardados 5 minutos de incubacéo, foi adicionado 10 uL do eppendorf em uma
camera de Neubauer para contagem das células.

Para as células aderidas na placa, foram adicionados 70 uL de solugao de azul
de Tripan 0,2% em cada pogo. Aguardados 5 minutos, a solugédo de azul de Tripan foi
retirada e adicionado 100 uL de PBS.

Os pogos foram fotografados por meio de cadmera acoplada ao microscopio
optico invertido (Zeiss® - Axio Vert A1) em aumento de 40x, sendo selecionados 5
campos aleatérios de cada pogo. Foram contadas células mortas (quando retida
coloracéo azul) e vivas (células ndo coradas) de cada grupo, por meio do software
ImageJ® (Plugins — Analyze — Cell Counter).

A anadlise da alteracdo da aderéncia celular apos TFD foi realizada

quantitativamente e qualitativamente por meio das imagens obtidas.

3.8 Analise da atividade mitocondrial

A atividade mitocondrial foi avaliada por meio do teste de MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5diphenyltetrazoliumbromide) (Invitrogen - Thermo Fisher
Scientific), que consiste na reducédo do sal de MTT em cristais de Formazana, por
células viaveis.

Apods 18 h da realizacao dos tratamentos, foi adicionado a cada poco 50 uL de
MTT diluido em PBS (5 mg.mL""), suavemente agitado e incubado por 3 h a 37 °C em
atmosfera umidificada na auséncia de luz. Apds esse periodo, foi retirado a solugao
de MTT e acrescentado 100 yL de DMSO (Dimethyl sulfoxide) (LGC Biotencologia)
em cada poco para a solubilizagao dos cristais de formazan.

A densidade O¢ptica foi medida em leitor Optico de microplaca
(Espectrofotdmetro Biotek Sinergy HT) com filtro de 570 nm. Os valores de
absorbancia obtidos foram transformados em porcentagem de atividade mitocondrial

em relagao ao controle por meio da equacéo:
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Abs células tratadas — Abs branco
00 viabilidade = x 100
Abs controle — Abs branco

Em que Abs células tratadas corresponde a absorbancia das células
submetidas a TFD, Abs branco corresponde a absorbancia do DMSO e Abs controle

corresponde a absorbéancia do grupo controle daquela triplicata.

3.9 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Foram plaqueadas 1x10° células em 2 placas de 24 pogos com laminulas
redondas ao fundo: uma placa representava o grupo escuro e a outra o grupo claro,
irradiado na fluéncia de 5 J/cm?. Apds 18h da TFD, as células foram lavadas com PBS
uma vez e fixadas durante 1h com uma solugcdo especifica para MEV contendo
Glutaraldeido 2,5% (Dinédmica Quimica Contemporanea LTDA), Paraformolaldeido
4,0% (Dinamica Quimica Contemporanea LTDA), Tampao cacodilato (Electron
Microscopy Sciences) 0,1M, Cloreto de calcio 1mM (estoque 50 mM) (Sigma) e H2O
osmose. Apos esse periodo, as células foram lavadas trés vezes com tampao
cacodilato 0,1 M e pés fixadas com Osmio (Electron Microscopy Sciences) por 30 min.
Novamente as células foram lavadas com tampao cacodilato 0,1 M, por trés vezes,
sendo cada vez incubada por 10 min, e posteriormente foram desidratadas com etanol
seguindo a sequéncia:

a. 15 min com alcool 70%
b. 15 min com alcool 90%

c. 15 min com alcool 100% (repetido 4x).

Apds esse processo, foi adicionado uma gota de HDMS (hexadimetil disilazona)
(Electron Microscopy Sciences) e as laminulas secaram em ambiente seco e fechado
a temperatura ambiente. Posteriormente foram metalizadas na Metalizadora Emitech
K550X com metal de ouro, no tempo de 2min e poténcia de 25mA. A captura das
imagens foi realizada pelo equipamento MEV EVO MA 10 Zeiss Acoplado EDX da
Central de Laboratoérios Multiusuarios do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da

Universidade do Vale do Paraiba.
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3.10 Extragao e andlise da imunodetecgao das proteinas heat shock proteins
(HPS) HSP27 e HPS 70

3.10.1 Extracao das proteinas

Foram plaqueadas 1x10° células em placas de 6 pogos e aguardados de cinco
a sete dias para o crescimento das células sobre toda a extensdao dos pocos,
realizando a troca do meio de cultura a cada dois dias. Apds esse processo, as células
foram submetidas a TFD e incubadas por 18h apds tratamento. Os pogos foram
lavados uma vez com PBS gelado, as células de cada pog¢o foram raspadas e
transferidas para tubos de 15 mL. Os tubos foram centrifugados por 10 min a 1050
RFC, foi descartado o sobrenadante e adicionado 1 mL de solugdo Tampao RIPA
(Solugéo Base: Tris 50 mM (BioAgency); NaCl (Sigma) 150 mM e EDTA 1mM
(AnalytiCals); Detergentes: Triton-X 100 (Sigma), NP 40 (Sigma) E SDS 0,1%
(Invitrogen); Inibidores de Proteases: Aproptinina 5 pg.mL™* (Sigma), PMSF e
Leupctina 1 pg.mL™ (Sigma); Inibidores de Fosfatase: Ortovanato de Sédio 10 mM
(Sigma)), ressuspendido no pellet e incubado por 30min a 4°C em banho de gelo.
Apoés incubacgédo as células foram centrifugadas por 20min a 4°C em 15.777 G. O
sobrenadante foi transferido para microtubos e foi realizada a quantificagdo de

proteinas totais pelo Método de Bradford.
3.10.2 Padronizacao das proteinas
Foi preparado uma solugdo de BSA a 1 mg.mL-' e realizado as diluicbes

seriadas em H2O (Milli-Q) para a obtengdo das demais concentragdes (0,5 mg.mL-";

0,25 mg.mL-" e 0,125 mg.mL-") procedendo como demonstrado no esquema abaixo.
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Figura 5: llustragao da forma do método de diluigao seriada realizada para a quantificagao pelo
Método de Bradford.

100 pL [— 100 pL ,— 100 pL

100 pL1 100 pL 100 uL 100 pL
1 mg.ml- 0,5mg.mL" 0,25 mg.mL" 0,125 mg.mL-"

Fonte: O autor.

Posteriormente, foram adicionados em uma placa de 96 pocos 2 uL de cada
amostra diluida (1:10 ou mais) com 158 uL agua Milli-Q e 40 uL reagente de Bradford.
As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos e foi mensurada

a absorg¢ao no Espectrofotémetro (SpectraCount Packard) com filtro em 570 nm.

3.10.3 Quantificagao das proteinas totais e de HSP relativo

ApoOs a obtencao desses dados, foi realizado o calculo de concentracao de
proteinas totais, tirando a média das absorbancias de cada grupo e relacionando essa
média com a concentragdo de albumina gerada na diluigdo seriada. Foi gerado um
grafico de disperséo e obtido a equacéao da reta referente aos dados obtidos, o qual
permitiu a quantificagdo das proteinas de cada teste.

Posteriormente, foi adicionado em duas placas de 96 pogos os antigenos que
foram sensibilizados (HSP27 e HSP70, um em cada placa). O antigeno foi diluido em
tampao bicarbonato 0,1 m pH = 9,0 e adicionado em cada pog¢o 100 uL de solugao
tampdo e a amostra na concentragdo de 10 ug, deixado em agitacdo por 5 min e
descansado “overnight”.

As placas foram lavadas com PBS-Tween 0,02% duas vezes, posteriormente
foram “bloqueadas” com a solugédo PBSTL [PBS-Tween 0,02% (1000 mL) (Synth) +
leite (3g)], agitadas e incubadas na estufa 37°C durante 1 h. As placas foram
novamente lavadas duas vezes com PBSTL e aplicado o anticorpo primario diluido
em PBSTL, que foi agitado e incubado na estufa 37°C por mais 1 h. Posteriormente
as placas sofreram mais trés lavagens com PBSTL e foi aplicado o anticorpo

secundario em PBSTL, que foi agitado e incubado em por 1 h em estufa a 37°C. As
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placas foram lavadas trés vezes com PBS-Tween 0,02% e foi aplicado a solugao Orto-
fenilenodiamina dihidrocloreto (OPD) (Merk) por 30 min em camara escuro.
Posteriormente foi adicionado 50 ul de HCI 0,1 M, para parar a reacao, € a leitura foi

realizada no Espectrofotdbmetro (SpectraCount Packard) com filtro em 490 nm.

3.11 Analise Estatistica

Os dados provenientes dos testes acima citados foram submetidos ao teste

ANOVA - one way (BioEstat 5.0), utilizando como nivel de significancia a = 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise dos Espectros de Absorgao

Os espectros de absorcdo do FTC e do PDZ demonstraram bandas de
absor¢cao com absorbancia maxima na regiado de 400 nm, correspondendo a banda
de Soret, e 3 bandas Q em torno de 500 a 700 nm (Figura 6).

Quanto menor a concentracédo do FS, menor é a intensidade das bandas, sendo
assim, podemos observar que a menor concentragcdo utilizada neste estudo
apresentou formacédo de bandas com intensidade baixa, tanto na banda de Soret,
como nas 3 bandas Q. Conseguimos identificar a banda na regido do 400 nm, que é
uma banda de maior intensidade, entretanto a banda na regido do 660 nm é quase
imperceptivel. Além disso, a intensidade das bandas do FTC foi maior do que a do
PDZ.

Figura 6: Espectro de Absorcao das clorinas. A — Espectro de Absorgédo do FTC nas concentragbes de

50,00 yg.mL", 12,50 ug.mL"' e 1,55 yg.mL". B - A — Espectro de Absorgéo do PDZ nas concentragdes
de 50,00 yg.mL", 12,50 yg.mL"' e 1,55 ug.mL"".
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Fonte: O autor.
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Apods imediata exposicdo a luz, os espectros de absorcao do FTC e do PDZ
apresentaram reducdo da intensidade, com decaimento continuo apdés 18h da
irradiagao.

Além disso, apresentaram deslocamento para a direita na banda préxima a
regidao do 660 nm, comprimento de onda utilizado na irradiagdo para o processo da
TFD em células da linhagem 9L/lacZ. Esse deslocamento foi observado nitidamente
na concentragéo de 50 ug.mL" em todas as fluéncias de luz utilizadas, tanto na analise
imediata apds irradiagdo, como na analise apos 18h de irradiagao (Figura 7 a Figura

9).

Figura 7: Comparagao dos espectros de absorgdo do FTC e do PDZ na concentragéo de 1,55 ug.mL™",
antes, imediatamente apés irradiagéo (iFTC e iPDZ) e 18h apds irradiagcéo (pFTC e pPDZ). A—FTC e
fluéncia de 1 J/lcm? B — FTC e fluéncia de 5 J/cm?; C — FTC e fluéncia de 10 J/cm? D — PDZ e fluéncia
de 1 J/lcm?; E — PDZ e fluéncia de 5 J/cm?, F — PDZ e fluéncia de 10 J/cm?2,
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Fonte: O autor.
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Figura 8: Comparagéo dos espectros de absor¢ao do FTC e do PDZ na concentragéo de 12,50 ug.mL-
1, antes, imediatamente ap0s irradiagéo (iFTC e iPDZ) e 18h apds irradiagéo (pFTC e pPDZ). A-FTC
e fluéncia de 1 J/cm?; B—FTC e fluéncia de 5 J/cm?, C — FTC e fluéncia de 10 J/cm?; D — PDZ e fluéncia
de 1 J/lcm?; E — PDZ e fluéncia de 5 J/cm?, F — PDZ e fluéncia de 10 J/cm?2.
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Fonte: O autor.

Nas menores concentracdes, apos a irradiacdo, os espectros dos FS ficaram

mais dificeis de serem comparados, visto a diminuicdo da absorbancia.
Entre as fluéncias de luz testadas ndo houve diferengas significativas na queda

da intensidade das bandas, entretanto podemos observar que a fluéncia de 5 J/cm?

foi a que apresentou maior queda em ambos FS.
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Figura 9: Comparagéo dos espectros de absor¢ao do FTC e do PDZ na concentragéo de 50,00 ug.mL-
1, antes, imediatamente ap0s irradiagéo (iFTC e iPDZ) e 18h apds irradiagéo (pFTC e pPDZ). A-FTC
e fluéncia de 1 J/cm?; B—FTC e fluéncia de 5 J/cm?, C — FTC e fluéncia de 10 J/cm?; D — PDZ e fluéncia
de 1 J/lcm?; E — PDZ e fluéncia de 5 J/cm?, F — PDZ e fluéncia de 10 J/cm?2.
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Fonte: O autor.

4.2 Internalizagao Celular dos FS

Pela imagem obtida utilizando a Microscopia Confocal de fluorescéncia, pode-
se observar que houve internalizacdo do FTC e do PDZ em todas as concentracdes
empregadas neste estudo, nas células 9L/lacZ (Figura 10).

A cor azul é resultado da excitagdo do DAPI, agregado ao DNA da célula no
nucleo, enquanto o FS excitado emite o sinal obtido em vermelho, observado na regiao
citoplasmatica. Os FS nao apresentaram sobreposicdo com a marcag¢ao nuclear,

indicando que nao estao localizados nessa estrutura, apenas margeando a regiao.
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E possivel observar que quanto menor a concentracdo, menor é a intensidade
do sinal do FS internalizado, demonstrando ser concentracdo-dependente. Entretanto,
isso ndo significa necessariamente que os efeitos pos TFD serdo menores, sendo

assim necessario a realizacao dos testes de citotoxicidade.

Figura 10: Internalizagao do FS em células 9L/llacZ por Microscopia Confocal de fluorescéncia. A —
50,00 ug.mL"'FTC; B — 12, 50 yg.mL' FTC; C — 1,55 yg.mL"'FTC; D — 50,00 yg.mL"'PDZ; E — 12,50
ug.mL"' PDZ; F — 1,55 uyg.mL"' PDZ; cabecga de seta — niicleo corado com DAPI; seta a: citoplasma;
seta b: FS.

Fonte: O autor.

4.3 Analise de viabilidade e atividade mitocondrial

Pelo teste de viabilidade celular com o azul de tripan e analise da atividade
mitocondrial (Figura 11 e 12), podemos observar que as concentragdes de 50,00
pug.mL" e 12,50 ug.mL" do FTC e do PDZ apresentaram respostas semelhantes em
todas as fluéncias de luz utilizadas, com >98% de reducao da viabilidade e >86% da
reducao da atividade mitocondrial.

Ja a menor concentragdo ndo foi tdo eficiente na fluéncia de 1 J/icm?,
apresentando reducao <20% da viabilidade celular quando utilizado o FTC e redugao
<35% quando utilizado o PDZ.
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A concentragdo de 1,55 ug.mL" do FTC e do PDZ apresentaram redugdo da
atividade mitocondrial, indicando que apesar de nao afetar a quantidade de células
viaveis, a TFD altera o metabolismo mitocondrial das células tratadas, apresentando
reducao de até >84%.

Sendo assim, o resultado do MTT corrobora com o Tripan nas maiores

fluéncias.

Figura 11: Andlise da viabilidade celular pelo Azul de Tripan em células 9L/lacZ. A —Células tratadas
com TFD e FTC. B - Células tratadas com TFD e PDZ. Simbolos para p<0.01:v, 8, * e a.
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Fonte: O autor.
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Figura 12: Analise da atividade mitocondrial em células 9L/lacZ. A — Células tratadas com TFD e FTC.
B — Células tratadas com TFD e PDZ. Simbolos para p<0.01: *, *,0 e a.
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Fonte: O autor.

4.4 Alteragcoes na adesao celular

Durante a execucdo dos experimentos, ndo foi observada diferenca na

alteracao da adesao celular entre as trés fluéncias testadas. Sendo assim optou-se

por seguir utilizando a fluéncia de 5 J/cm?, a qual foi a menor fluéncia a apresentar

resultados satisfatérios na redugao da viabilidade em todas as concentragdes.

Apos submeter as células a TFD, foi observado que a quantidade de células

aderidas na placa se alterou conforme a diminuicdo da concentragédo do FS (Figura

13).
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Na maior e na concentragao intermediaria podemos visualizar que a quantidade
de células que se desprendem da placa utilizada para o experimento € menor do que
a quantidade de células presente na concentracédo de 1,55 pg.mL. Isso pode ser

observado quantitativamente, assim como qualitativamente conforme Figura 14.

Figura 13: Analise quantitativa do nimero de células presentes no sobrenadante apés 18h da aplicagéao
da TFD, na fluéncia de 5 J/cm?, nas células de gliossarcoma. Simbolos para p<0.01: * e a.
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Fonte: O autor.

O desprendimento celular pode ser um resultado do estresse sofrido pela TFD,
processo de morte celular, ciclo celular, entre outros. Tendo em vista isso, as células
do sobrenadante foram transferidas para uma placa nova e incubadas por até 72h
para verificar se haveria a adeséo. Foi observado que somente as células do grupo
controle aderiam novamente, as que foram submetidas a TFD n&o apresentavam mais

essa capacidade.
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Figura 14: Analise qualitativa das imagens obtidas pelo teste de exclusdo com o Azul de Tripan,
demonstrando o desprendimento celular conforme diminuigdo da concentragao celular apés aplicagao
da TFD na fluéncia de 5 J/lcm? em células da linhagem 9L/lacZ. A — 1,55 ug.mL" do FTC; B — 12,50
pg.mL"do FTC; C — 50,00 yg.mL"do FTC; D — 1,55 ug.mL" do PDZ; E — 12,50 yg.mL" do PDZ; F —
50,00 ug.mL" do PDZ; Aumento de 40X.

Fonte: O autor.
4.5 Analise da viabilidade das células do sobrenadante

O desprendimento celular aliado a incapacidade de aderir novamente a placa,
pode ser um indicio do processo de morte celular. Sendo assim, foi realizado o teste

de viabilidade das células que desprenderam apés a TFD.
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Figura 15: Andlise da viabilidade celular de células que se desprenderam apés 18h da TFD, irradiadas
a 5 J/cm?. Simbolos para p<0.01: * e « A — Células tratadas com TFD e FTC. B — Células tratadas com

TFD e PDZ.
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Fonte: O autor.

Nos grupos controles foi observado a presenca de células, representando a
interferéncia que os processos experimentais podem ocasionar na adesao celular,
levando, consequentemente, ao desprendimento de células viaveis. Por exemplo, a
pipetagem, a troca de meio e solugdes, entre outros fatores externos.

Ja a analise da viabilidade das células tratadas com a TFD na fluéncia de 5
J/cm? demonstrou que >90% das células estavam mortas, tanto quando tratadas com
o FTC, como com o PDZ (Figura 15).

Isso contribuiu com o indicio de que o desprendimento celular nos grupos

tratados pode corresponder ao desencadeamento da morte celular
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4.6 Analise da alteragao morfolégica por MEV

Pode-se observar pela Figura 16 as células da linhagem 9L/lacZ em seu
formato padrao: caracteristica fusiforme e sem muitas irregularidades na sua estrutura
de sustentacdo. Mesmo quando irradiadas com a luz na fluéncia de 5 J/cm?, as células
nao apresentaram alteragdes, visto que a luz ndo é capaz de desencadear um

processo citotdxico para as células.

Figura 16: Micrografia obtida por microscopia eletronica de varredura de células 9L/lacZ irradiadas em
um dispositivo de LED em 660 nm, 5 J/cm? e 25 mW/cm?, representando o controle claro. Magnificagao:
600 x.

Signal A= SE1

\ =
EVO MA10 -ZEISS  Mag= 600 X ! | Probe = 106 pA UNIVAP-IP&D

Fonte: O autor.

Ja nas células submetidas a TFD com ambos FS, foi possivel observar a
diferenga na disposi¢ao das células no campo com menor magnificagdo, em que as
células incubadas com a menor concentragao se apresentam mais afastadas uma das
outras, na concentracao intermediaria ha campos com células isoladas e células
agregadas, enquanto na maior concentragao as células estdo agregadas (Figura 17).
Além disso em todas as concentragdes houve alteracdo de sua morfologia com a
perda do aspecto fusiforme, modificado pelo estresse celular, causando o
arredondamento das células e maiores irregularidades na estrutura de sustentagéo,

como processo indicativo de morte celular (Figura 18).
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Figura 17: Micrografia obtida por microscopia eletrénica de varredura de células 9L/lacZ submetidas a
TFD na fluéncia de 5 J/cm? e 25 mW/cm2. A — 1,55 yg.mL™" FTC; B — 12,50 yg.mI"* FTC; C — 50,00
pug.mL™* FTC; D — 1,55 ug.mL"' PDZ; E — 12,50 pug.mL™" PDZ; F — 50,00 ug.mL"" PDZ. Magnificagao:
150x.

160X

UNIVAP-IP&D

Fonte: O autor.
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Figura 18: Micrografia obtida por microscopia eletrénica de varredura de células 9L/lacZ submetidas a
TFD na fluéncia de 5 J/cm? e 25 mW/cm2 A — 1,55 yg.mL" FTC; B — 12,50 yg.mI'* FTC; C — 50,00
pug.mL* FTC; D — 1,55 yg.mL"' PDZ; E — 12,50 yg.mL" PDZ; F — 50,00 ug.mL"' PDZ. Seta:
arredondamento celular; Cabeca de seta: irregularidade na superficie celular; Magnificagao: 1,50k x.
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Fonte: O autor.

4.7 Andlise da imunodetecgao das proteinas HPS 27 e HPS 70

Pela analise da imunodetec¢ao da HSP27 podemos observar que quando as
células sao expostas a luz ou entram em contato com o FS nas concentracdes de 1,55

ug.mL'e 12,50 ug.mL™", ha o aumento da produgdo de HSP27 comparadas ao grupo
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controle, no qual podemos visualizar maior aumento quando em contato com o FTC.
Ja na concentragao de 50 uyg.mL-" houve uma diminuigdo da sua imunodetecgéo, tanto
no FTC como no PDZ (Figura 19).

Quando as células sao tratadas com TFD e FTC, ha um aumento na
imunodeteccdo da HSP27 em todas as concentragdes testadas, onde podemos
observar que quanto menor a concentragdo, maior € o aumento da sua

imunodetecgao, quando comparados ao grupo controle.

Figura 19: Analise da imunodetecg¢ao da proteina HSP27 antes e apds TFD na fluéncia de 5 J/cm?. A —
Imunodetecgdo da HSP27 na TFD com o FTC nas concentragbes de 1,55 ug.mL™", 12,50 ug.mL"e
50,00 pg.mL™". B — Imunodetecgéo da HSP27 na TFD com o PDZ nas concentragdes de 1,55 ug.mL™,
12,50 yg.mL" e 50,00 ug.mL™"
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Fonte: O autor.

Quanto a imunodetecg¢ao da HSP70, foi observado que a exposicdo aluz e o
contato direto somente com o FS nas concentragées de 1,55 ug.mL"'do FTC e nas

concentragdes 1,55 uyg.mL' e 12,50 ug.mL' do PDZ, apresentaram aumento da
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imunodeteccao da HSP70. As demais concentracdes ou apresentaram diminui¢cao da

imunodetecgdo ou mantiveram os niveis proximos ao expresso pelo grupo controle
(Figura 20).

Figura 20: Analise da imunodetecg¢ao da proteina HSP70 antes e apds TFD na fluéncia de 5 J/cm?. A —
Imunodetecgdo da HSP70 na TFD com o FTC nas concentragées de 1,55 ug.mL", 12,50 ug.mL"'e
50,00 pug.mL™". B — Imunodetecgdo da HSP70 na TFD com o PDZ nas concentragdes de 1,55 pyg.mL"",
12,50 yg.mL" e 50,00 ug.mL"
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Fonte: O autor.

Na aplicacdo da TFD com o FTC, se observa que as concentracdes
apresentaram diminuicdo na imunodetec¢cdao de HSP70, comparadas ao grupo
controle, com niveis de imunodetec¢ao semelhantes entre os grupos.

Apenas a concentragdo de 50 ug.mL™", quando comparados ao grupo controle,
demonstra diferenga estatistica significante com p= 0,0029. Enquanto que nos grupos
TFD as trés concentragdes apresentaram diferenca estatistica quando comparados

ao grupo controle, com p= < 0,0001 para todas as concentra¢des. Na TFD com o PDZ,
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as concentragbes também apresentaram diminuicdo da imunodeteccdo de HSP70
quando comparadas ao grupo controle, resultado semelhante ao encontrado com a
TFD e o FTC.

A concentragdo de 1,55 ug. mL-1, quando comparado ao grupo controle,
demonstrou diferenga estatistica significante com p = 0,0086. Enquanto que nos
grupos TFD as trés concentragbes apresentaram diferenga estatistica quando
comparados ao grupo controle, com p= 0,0029 para a concentragdo de 1,55 yg.mL"",
p=0,0010 para 12,50 ug.mL" e p= 0,0419 para 50,00 yg.mL"".

4.8 Analise da viabilidade e adesao celular da linhagem L929 apés TFD

Confome observamos durante os experimentos com as células 9L/lacZ a
eficacia da TFD e seus efeitos no desprendimento celular, se optou por realizar testes
de viabilidade celular com as células de fibroblastos, a qual representam as células
sadias, para comparar se os efeitos provocados na alteracdo da adesdo eram os
mesmos.

A principio o teste nos permite avaliar que os FS ndo foram citotdxicos para os
fibroblastos, visto que no grupo escuro todas as concentragdes testadas mantiveram
alta viabilidade celular. Ja quando foi utilizado fluéncia de 5 J/cm? podemos observar
que a TFD com ambas clorinas possibilitou quase que a completa reducao da
viabilidade celular em todas as concentragdes testadas. Ou seja, se as células
saudaveis forem privadas do contato com a luz, restringindo a emissao de luz apenas
na regido tumoral, havera grandes chances da TFD ser um sucesso no tratamento de

gliossarcoma (Figura 21).
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Figura 21: Analise da viabilidade celular com Azul de Tripan em células L929 submetidas a TFD. A —
L929 tratadas com TFD e FTC na fluéncia de 5 J/icm?2. B — L929 tratadas com TFD e PDZ na fluéncia
de 5 J/cm?. Simbolos para p<0.01: *.
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Fonte: O autor.

Figura 22: Analise da viabilidade celular das células L929 presentes no sobrenadante apés 18h do
tratamento com a TFD, na fluéncia de 5 J/cm?2.
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Fonte: O autor.

Com relacdo ao desprendimento celular apés terapia, nao foi visto o mesmo

padrao de resposta da 9L/lacZ. Foi observado pouca quantidade de células no
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sobrenadante, sendo uma maior quantidade na concentragdo de 12,50 yg.mL"' do
PDZ (Figura 22).

Esse resultado corrobora com a andlise qualitativa realizada por meio das
imagens com o Azul de Tripan, em que n&o ha discrepancia no numero de células
para cada concentragdo comparado a quantidade antes da TFD (Figura 23), indicando

que a alteragdo na adeséo se trata de uma caracteristica da célula tumoral.

Figura 23: Andlise qualitativa do desprendimento celular apés 18h da TFD nas células L929 na fluéncia
de 5 J/cm?, utilizando as imagens obtidas pelo teste de viabilidade com Azul de Tripan. A — 1,55 pg.mL"
"de FTC; B — 12,50 ug.mL" de FTC; C — 50,00 yg.mL" de FTC; D — 1,55 ug.mL"' de PDZ; E — 12,50
pg.mL" de PDZ; F — 50,00 ug.mL"" de PDZ; Aumento 40x.

Fonte: O autor.
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5 DISCUSSAO

A busca por um tratamento ideal para o cancer envolve um histérico longo e
cheio de inovagdes nas pesquisas clinicas, que propdéem a reducido dos efeitos
colaterais e maior expectativa de vida. A TFD é um dos métodos terapéuticos
empregados em estudos cientificos, visto seus potenciais efeitos no tratamento de
diversos tipos de doencas, ndo se limitando a uma area especifica. Seu uso pode ser
um importante aliado no tratamento ao cancer, contribuindo na diminuigdo dos efeitos
indesejaveis, visto que sua premissa é atingir majoritariamente as células doentes,
aumentando a sobrevida dos pacientes (FERREIRA et al., 2016).

Um dos principais motivos para a TFD ainda ndao ser amplamente usada na
clinica é a dificil adequagcdo do composto fotossensivel, o qual compde seus
elementos essenciais. Neste estudo foi realizado a anélise de duas clorinas (FTC e
PDZ), ambas testadas anteriormente in vitro como alternativa de tratamento do GS e
com resultados significativos e otimistas para continuacédo de seus estudos (DE
ALMEIDA et al., 2020; FONTANA et al., 2017; VITORIO et al., 2021).

O uso de fluéncias de luz e concentracdes dos FS mais baixas em teste in vitro
caracteriza um passo importante para o avango no estudo in vivo, visto que adequar
esses parametros da TFD para menores doses pode garantir um menor impacto ao
organismo, aumentando as chances de aprovagao para o tratamento de cancer.

A analise do espectro de absorcéo dos FS permite observarmos a formacgao de
bandas especificas que possam produzir efeitos significativos quando a emissao de
luz € adequada para seu comprimento de onda. Ambos FS apresentaram resultados
semelhantes, se enquadrando no padréo observado em clorinas (FERREIRA, 2007;
KUSTOV et al., 2021), onde ha a formagao de uma banda mais intensa na regido de
400 nm, correspondendo a banda de Soret, e 3 bandas Q em torno de 500 a 660 nm.
Apesar das semelhancgas, o FTC apresentou uma intensidade de absor¢ao maior que
a do PDZ em todas as bandas.

Sabe-se que a emissao de luz no comprimento de onda de 660 nm é
preferencial para o tratamento do cancer cerebral, em razdo da profundidade que a
luz nesse comprimento de onda consegue atingir. Além disso, ha uma maior
disponibilizacdo de fétons para a ativagdo do FS (CRAMER; CHEN, 2020),
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possibilitando com que o mesmo possa obter alto rendimento quantico do oxigénio
singleto.

O oxigénio singleto forma-se como resultado dos processos quimicos da TFD,
em que a luz causa a excitagdo do FS do seu estado fundamental para o estado
tripleto excitado, o qual pode retornar ao seu estado fundamental emitindo luz
fluorescente ou entdo interagir com o oxigénio molecular das células, levando a
formagao de oxigénio singleto. Pelos estudos realizados por Kustov e colaboradores
em 2022 foi observado que o PDZ e a clorina Fotoran e6 apresentam alto rendimento
quantico, sugerindo que mais da metade das moléculas dos FS excitadas passaram
a interagir com o oxigénio molecular (KUSTOV et al., 2021). Visto a semelhanga do
espectro do FTC com as clorinas citadas, podemos supor que seu rendimento
quantico possa ser semelhante favorecendo a atuagdao dos FS na TFD com boas
expectativas para o tratamento.

A excitacdo dos FS pela luz também produz efeitos quanto a alteracdo do
espectro de absorcado, o qual apresentou redugao da intensidade das bandas, com
decaimento continuo apés 18h, e deslocamento para a direita na regiao proxima a 660
nm, em ambos FS. Essas observagdes foram mais evidentes nas concentragdes de
50,00 pg.mL™* e 12,50 pg.mL™" quando irradiadas na fluéncia de 1 J/cm? e 5 J/cm?. A
analise imediata e apdés 18h da irradiacdo na fluéncia de 10 J/cm? apresentou
espectros com poucas diferencas na intensidade e sem deslocamento na banda de
660nm na concentragdo de 12,50 yg.mL™, em razéo da irregularidade do espectro.
Na concentragao de 1,55 ug.mL™" dos FS néo foi possivel a avaliagao apds irradiagao,
ja que suas bandas apresentaram baixa intensidade.

A reducado da intensidade de absor¢cao pode ser sugerida tanto como um
processo de supressao e/ou fotodegradagao do composto fotossensivel, no qual essa
diferenciagao s6 poderia ser esclarecida por meio de estudos sobre as quebras de
ligagbes ou formacgdes de radicais livres.

Sabe-se que a diminuicdo de absorbancia € caracterizada pelo processo
denominado fotoclareamento, do inglés “photobleaching”, correspondente ao
desaparecimento de algumas estruturas do FS devido sua degradacao (FERREIRA,
2007). Com relagdo ao deslocamento entre as bandas de 640-660 nm, estudos
apontam que essa alteragdo seja sugestiva da formagao de fotoprodutos quando
aliado a fotodegradacao do FS (BONNETT; MARTINEZ, 2001; CORREA, 2006).
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A adequacao da quantidade de fotoprodutos produzido pela terapia € um fator
importante para contribuir com o sucesso desta, pois a rapida fotodegradacéo do FS
pode interferir na eficacia da TFD, restringindo o desencadeamento dos processos de
morte celular para um seleto grupo de célula e induzindo a aplicagao de mais sessdes
do tratamento, que pode estimular a resisténcia das células remanescentes. No
entanto, a presenca de fotoprodutos em niveis ideais tem ag¢ao direta na cinética de
eliminagao do FS do organismo, permitindo que haja diminuigdo da sua concentragéo
em células normais e otimizagédo do processo de morte celular das células malignas,
a qual naturalmente concentra quantidades maiores de FS (CORREA, 2006;
FERREIRA et al., 2009).

Embora tenhamos observado a diminuicdo da intensidade de absorcdo na
banda de Soret, ndo houve nenhuma alteragdo significativa quanto ao seu
deslocamento apés irradiacdo ou sob aumento de concentragao, indicando que os FS
estudados nao sdo capazes de desenvolver agregados em altas quantidades, o que
poderia atrapalhar a eficacia deles na TFD (CORREA, 2006). Apesar de ambos
apresentarem esses indicios, em razao da diminuicdo de intensidade de forma mais
abrupta, podemos supor que o FTC apresenta menos formas agregadas do que o
PDZ, porém essa diferenga ndo impactou na internalizacdo dos FS pelas células
9L/lacZ.

Pela microscopia confocal de fluorescéncia foi observado que em todas as
concentracdes de ambos FS houve o acumulo dessas substancias em toda extensao
citoplasmatica, sem interagdo com a regiao nuclear. A capacidade de internalizagéo
desses FS ja havia sido constatada em estudos anteriores com concentragdes
maiores (DE ALMEIDA et al., 2020; VITORIO et al., 2021), bem como a co-localizagao
em organelas citoplasmatica chaves para a TFD. Com o presente estudo
conseguimos observar que apesar da diminuicdo da concentragao para 1,55 pg.mL™,
o comportamento de acumulo dos FS no citoplasma continua o mesmo, embora ocorra
a diminuicdo aparente do sinal de fluorescéncia. Contudo, os efeitos da TFD nessa
concentracdo nao alteraram a redugao das células viaveis pelos testes de
citotoxicidade.

Os resultados do teste de exclusao com o azul de tripan e a analise da atividade
mitocondrial pelo MTT apresentaram coeréncia em todas as concentragdes nas

fluéncias de 5 J/cm? e 10 J/cm?, atingindo reducgao significativa da viabilidade celular,
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com o percentual acima de 99, e para a atividade mitocondrial acima de 86. Quanto a
fluéncia de 1 J/cm?, foi observado os mesmos efeitos com os outros paradmetros de
irradiagdo nas concentragoes de 50,00 ug.mL' e 12,50 ug.mL"' , entretanto a
concentragdo de 1,55 yg.mL' n&o apresentou o mesmo padrdo de redugéo da
viabilidade, embora a atividade mitocondrial dessas células estivessem afetadas.
Essa diferenca de resposta observada pode ser consequéncia da baixa intensidade
de absorgao nessa concentragao aliada a aparente diminuicido do sinal do FS na
internalizagao celular, permitindo que em baixas fluéncias ndo houvesse a ativagao
dos mesmos efeitos da TFD que ocorre nas outras fluéncias.

Quanto a reducao da atividade mitocondrial € importante ressaltar que o ensaio
de MTT permite a avaliagdo de um conjunto de atividades enzimaticas relacionadas
ao metabolismo celular. Seu principio se baseia na reducao do sal de MTT em cristais
de Formazana por enzimas dependentes de NADPH nas mitocéndrias de células
viaveis. Um estudo recente fez um levantamento de diferentes metodologias
empregadas nesse teste como avaliagao citotdxica e foi descrito que diversas outras
atividades celulares estimulam a reducdo desse sal, podendo afetar sua a
confiabilidade quando analisado isoladamente (CARRENO et al., 2021).

O préprio cristal de Formazana € capaz de causar dano na membrana celular
durante sua exocitose, produzindo uma queda na atividade mitocondrial que nao
provém da agao do tratamento. Com isso, a queda na atividade mitocondrial das
células tratadas com 1,55 ug.mL"" dos FS pode estar ocorrendo: (1) pelo estado de
senescéncia das células, (2) por células que permaneceram viaveis com atividade
mitocondrial afetada (como observado nos testes de citotoxicidade), (3) por
interferentes de processos naturais da célula e (4) componentes do meio de cultura
em excesso, como a concentragao de glicose. Por isso ha a necessidade de completar
os resultados com o Azul de Tripan, o qual avalia a viabilidade celular pela integridade
da membrana citoplasmatica (CARRENO et al., 2021).

Dessa forma, conforme os resultados apresentados nos testes de
citotoxicidade, pode-se deduzir que a quantidade de fotoprodutos e o rendimento
quantico do oxigénio singleto estdo sendo em taxas adequadas. Pensando em utilizar
uma menor fluéncia que produza alteragdes significativas na TFD em todas as
concentragdes deste estudo, deu-se continuidade nos testes utilizando a fluéncia de
5 J/lcm?.
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Diversos eventos sdo desencadeados na ativagao dos efeitos antitumorais da
TFD, como os danos citotoxicos direto nas células tumorais e a vasculatura tumoral,
reacao inflamatodria e imunoldgica (CORREA, 2006; KUSTOV et al., 2021). Durante a
realizacao do teste com o Azul de Tripan foi observado outra caracteristica que pode
ser caracteristica do processo de morte celular, a alteracdo no numero de células
aderidas apds TFD. Notou-se que com a diminui¢gao da concentragao dos FS, também
ocorria o desprendimento das células apds 18h do tratamento.

Tendo em vista que diversas moléculas e proteinas de adesdo estdo
localizadas na membrana celular, a mesma pode ser afetada durante a TFD,
diretamente ou por dano secundario, desencadeando esse desprendimento
(ROBERTSON; EVANS; ABRAHAMSE, 2009)

Entretanto, € importante ressaltar a dualidade que a perda da adesao
caracteriza para o processo de tratamento do cancer cerebral, visto que essa
alteracdo também pode ser uma resposta temporaria frente a um estresse sofrido pela
célula, correspondendo a um processo metastatico, o qual contribuiria para fortalecer
os indicios de que o GS é um cancer de alta propensdo para metastases
extracranianas (LOWDER et al., 2019).

Com isso, foi verificado a necessidade de analisamos a viabilidade das células
que se apresentavam desprendidas no sobrenadante apés as 18h da TFD, o qual
permitiu observarmos que mais de 90% dessas células estavam mortas em ambas
clorinas testadas. Além disso, também foram quantificadas as células em cada grupo,
corroborando com o resultado observado qualitativamente nas imagens obtidas pelo
teste com o Azul de Tripan. As concentragées de 1,55 uyg.mL" e 12,50 ug.mL""
apresentaram maior impacto na alteracdo da adesao celular, despertando maior
atencao com o uso dessas concentracdes em estudos in vivo, de modo a descartar a
possibilidade dessas células causarem a propagacao de metastases.

Conforme apontado, essa alteracdo na capacidade de adesdo das células
tratadas pode estar vinculada com um dano direto na estrutura celular de sustentacao.
Sendo assim, a recombinagao dos filamentos de actina proporcionam alteragdes na
morfologia celular decorrentes dos efeitos da TFD. Todas as concentragbes
submetidas a TFD com o FTC e o PDZ foram capazes de estressar as células tratadas,
alterando sua caracteristica fusiforme para assumir formas arredondadas, indicativas

do estresse oxidativo. Esses resultados corroboram com as alteragdes observadas
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em estudos anteriores, com outras concentragdes, utilizando o método de Giemsa
para a analise da morfologia (DE ALMEIDA et al., 2020; FONTANA et al., 2017,
VITORIO et al., 2021).

Nos estudos de Ma e colaboradores (2021) também foi possivel observar
alteragdes morfolégicas apds TFD com Clorina €6 em células de cancer de colon
humano (SW480) utilizando uma baixa concentragdo (1 pg.mL"), irradiadas na
fluéncia de 6 J/cm?. Os autores relataram atrofia celular e diminuicdo acentuada tanto
no numero de pseudépodes como no numero de células apds tratamento,
corroborando com os resultados deste estudo.

Além dos resultados semelhantes nas alteragbes morfolégicas, a TFD+Clorina
e6 em células de SW480 também reduziu significativamente o numero de células
vidveis. A concentragdo de 1,0 ug.mL™" apresentou redugédo aproximada de 50% das
células viaveis e a concentragao de 8 ug.mL" reduziu >80% (MA et al., 2021). Dessa
forma, apesar da atuacao das clorinas PDZ e FTC se sobressairem na reducado da
viabilidade celular das células 9L/lacZ, atingindo >86,6% de reducéo da viabilidade e
atividade mitocondrial na menor concentragao, o grupo de clorinas atingiu resultados
otimistas nos parametros aplicados, indicando sua eficiéncia na TFD de diversos tipos
de céncer.

As alteragbes no aspecto morfolégico das células estdo intrinsicamente
relacionados na alteracdo da expressao de proteinas, visto que elas sdo responsaveis
por determinar a forma e estrutura das células, bem como participar dos processos
vitais. Sendo assim, uma das classes de proteinas importantes de serem analisadas
na TFD sao proteinas de choque térmico. Essas proteinas podem apresentar elevada
expressdo apds um estresse oxidativo, como ocorre na TFD, com o intuito de
“‘proteger” as células dos processos desencadeados para a ativagdo das vias
apoptotica e de necrose celular. Além disso participam também na modulagdao da
autofagia, conferindo resisténcia a TFD, e regulam a reposta inflamatéria e imune
(PEREZ, 2014; RODRIGUEZ et al., 2016)

As HSP podem ser classificadas como cross-priming, HSP indutoras de
inflamacéo ou chaperonas (SOARES et al., 2019). As HSP chaperonas apresentam
capacidade de interagir reversivelmente com outras proteinas e auxiliar na formagéo,
dobramento e transporte transmembrana. Quando ha uma alteracdo que permita a

elevagao do estresse oxidativo, essas HSP aumentam sua expressao e auxiliam na
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sintese e maturagao das proteinas afetadas anteriormente pelo estresse, substituindo-
as por novas, assim como no reparo de proteinas passiveis de restauragdo (CASTRO
et al., 2013).

A proteina HSP70 é uma das mais conservadas das HSP, com atuacao direta
na inibicdo da cascata de evento da via apoptética. Sua analise pode ser utilizada
como um indicativo de estresse oxidativo, visto sua facilidade de expressio apods o
estresse celular frente a um dano. A HSP70 auxilia no dobramento das proteinas,
permitindo que proteinas afetadas pelo estresse possam se recuperar do dano,
desenvolvendo papel de protetora contra lesdées. Ou seja, ela esta disponivel para
ajudar proteinas que participam desde a estrutura celular até a processo metabdlicos
das organelas celulares (CASTRO et al., 2013).

Apesar do papel desenvolvido, quando os efeitos da TFD sao extensos as
HSP70 ndo conseguem exercer sua fungdo citoprotetora adequadamente. Sua
movimentacado do citoplasma para a superficie celular é estimulada para auxiliar na
contencao dos danos na membrana celular, entretanto dependendo dos parametros
aplicados na TFD, esse evento pode ser insuficiente, possibilitando o
desencadeamento dos processos de morte celular. Apds a aplicacido da TFD nos
parametros suficientes para inviabilizar as células, as HSP70 sio liberadas das
células e capturadas por macréfagos, resultando na produgéo da citocina inflamatéria
fator de necrose tumoral a (TNFa), estimulando o sistema imune. (RODRIGUEZ et al.,
2016).

Neste estudo podemos observar que apdés a TFD, em ambos FS, houve
diminuicdo na imunodeteccdo de HSP70, comparado ao controle irradiado.
Normalmente é relatado na literatura que essa proteina se apresenta elevada apoés a
terapia, de modo a auxiliar as células a se recuperarem do estresse desencadeado
(RODRIGUEZ et al., 2016), entretanto esse comportamento néo foi observado na TFD
com o FTC e PDZ em células da linhagem 9L/lacZ.

Esse resultado pode estar relacionado a eficacia da terapia nos parametros
utilizados neste estudo, no qual observamos pelos testes de citotoxicidade a alta
reducao na porcentagem de células viaveis apos a TFD e os efeitos provocados na
adesao e morfologia celular. Esses parametros estdo possivelmente impossibilitando
o0 aumento da expressao de HSP70, solicitada pela célula como uma proteina

restauradora. Dessa forma, niveis normais de expressao sdo estimuladas, porém
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devido ao extenso efeito oxidativo da TFD, a HSP70 pode estar sendo inviabilizada,
quando no meio extracelular, pelos macroéfagos e estimulando a resposta imune,
conforme explicado anteriormente, possibilitando o controle e/ erradicacao das células
remanescentes (RODRIGUEZ et al., 2016).

A presenga da HSP27 ja foi observado em alguns estudos como um importante
fator de resisténcia a apoptose quando expressa apds um estresse oxidativo em
células Jurkat, correspondente a uma linhagem de linfécitos T, derivada da leucemia
(ALOY et al., 2008). A HSP27 & capaz de inibir a via apoptdética pelo aumento
intracelular de glutationa antioxidante (GSH), pelo impedimento da liberagdo do
citocromo ¢ mitocondrial ou pela sua ligacéo direta ao citocromo ¢ (RODRIGUEZ et
al., 2016). Além disso, essa proteina também foi apontada como um marcador
metastatico para canceres de estdbmago, colon e esdfago, contribuindo também na
invas&o do tumor e resisténcia @ TFD (FERNANDEZ-GUARINO et al., 2020; KIM et
al., 2016; SOARES et al., 2019)

Foi observado que a menor e a concentragao intermediaria apresentaram
aumento da imunodetecg¢ao de HSP27 apés TFD com o FTC, enquanto a TFD com o
PDZ néao apresentou aumento de imunodetec¢cdo. Como detalhado anteriormente, a
HSP27 é uma importante proteina de resisténcia a apoptose, sua expressao elevada
na TFD com o FTC pode indicar a tentativa de bloqueio do desencadeamento de morte
celular pela via apoptdtica. Isso se apresenta de acordo com um trabalho anterior
realizado pelo grupo, no qual foi observado que a via de morte predominante na TFD
com o FTC em células 9L/lacZ é via necrética, seguida da apoptose tardia, pela
analise realizada com marcacao de iodeto de propideo e anexina em citometria de
imagem (ALMEIDA et al., 2019).

A proteina HSP27 pode estar inibindo o processo apoptotico, entretanto como
observado nos testes de citotoxicidade, o efeito na redug¢ao da viabilidade celular apés
TFD é de alto impacto, sendo assim, mesmo que via de apoptose seja dificultada,
outras vias estdo sendo acionadas para desencadear a morte dessa célula. Esse
resultado deve entéo ser analisado cuidadosamente para avaliar a aplicagao da TFD
com o FTC nos parametros utilizados, ja que para o tratamento de cancer cerebral é
preconizado evitar a via necrética devido a extenséo dos efeitos inflamatorios (SILVA;
SOARES, 2014).
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Outro detalhe que merece atencédo é o uso da TFD na concentragao de 1,55
pug.mL" e 12,50 ug.mL' em condigbes in vivo, visto que, em razdo do aumento da
imunodeteccao da HSP27, proteina que atua no desenvolvimento da resisténcia a
TFD e desempenha papel de marcador de metastase, esses parametros podem trazer
maleficios para a terapia, visto a alta quantidade de células que perdem a adeséao
apoés a 18h da TFD.

Tendo em vista os resultados otimistas apresentados pela TFD como FTC e o
PDZ no tratamento do gliossarcoma e os efeitos desencadeados pelo tratamento nas
células, buscamos avaliar também o comportamento que a terapia apresentaria em
células fibroblasticas com relagao a alteragcdo da adesao celular, para entender se
essa resposta era caracteristica da linhagem de gliossarcoma ou se também
aconteceria em células saudaveis.

A principio foi observado que os FS néao alteraram a viabilidade das células
L929, demonstrando que quando essas substancias entram em contato com as
células e ndo sao irradiadas, a terapia se torna segura e seletiva. Porém quando essas
células foram irradiadas, as respostas da TFD foram desencadeadas apresentando
reducao na viabilidade celular, em todas as concentragdes testadas.

Sendo assim, esses resultados nos permite esclarecer o principio da
seletividade da TFD. A abordagem seletiva da terapia ndo significa que somente as
células malignas irdo internalizar o FS. Todas as células podem internalizar o FS,
porém ja foi constatado que as células malignas demoram mais para “expulsar” essa
substancia do seu conteudo intracelular, acumulando maior concentragdo de FS em
seu citoplasma, visto sua alta atividade metabdlica (BARCESSAT, 2013). Além disso,
a seletividade também ocorre quando se detecta a area tumoral durante a ressecgao
cirurgica, por exemplo, podendo ser empregado o uso de fluoréforos para evidenciar
o limite entre o tecido tumoral e o saudavel, e dessa forma aplicando a luz apenas no
tecido alvo, evitando que o tecido adjacente seja atingido (BECHET et al., 2014).

Com isso, somente as células malignas desencadearédo os efeitos da TFD,
minimizando os efeitos nas células saudaveis que circundam a lesao. A depuracao do
FS do organismo deve ocorrer o mais rapido possivel, variando para cada tipo de FS,
de modo que o paciente nao precise ficar privado do contato com a luz por muito
tempo e volte para sua rotina (FERREIRA et al., 2016).
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Em estudos de casos reportados por Rynda e colaboradores em 2018, foi
evidenciado que a TFD ndo apresenta efeitos colaterais sistémicos em tecidos
saudaveis, como 0s que ocorrem com as outras terapias empregadas atualmente,
confirmando a hipétese apresentada acima, em que as células fibroblasticas do tecido
saudavel circundante nao serdo afetadas como as células malignas (RYNDA et al.,
2018).

Quanto ao desprendimento celular apés 18h da TFD, ndo foi observado
alteracdo na adesdo das células L929 quando submetidas a terapia com todas as
concentragdes testadas na fluéncia de 5 J/cm? de ambos FS. Ou seja, a perda da
adesao representou um processo caracteristico da célula tumoral 9L/lacZ, o qual
precisa aprofundar seus estudos para que possamos entender melhor o que esta
ocorrendo e o que pode representar um problema para a TFD.

Dessa forma, em razao do risco que representa a utilizacdo das baixas
concentracdes, torna-se mais interessante para a aprovacao do estudo in vivoda TFD
com o FTC e o PDZ no GS, o emprego de parametros que produzam maior
estabilidade na adesdo celular, permitindo com que outros efeitos citotdxicos
desencadeados pelas vias de morte celular sejam ativados primeiramente, a fim de
garantir que aquela célula esteja morta e ndo cause preocupagdes quanto a
propagacao de metastases. Para isso, a utilizagdo de concentragdées mais altas, como
a de 50,00 ug.mL", pode atuar de forma coerente na modulagdo dos efeitos da TFD,
possibilitando que esses eventos sejam desencadeados em uma sequéncia correta,

proporcionando um tratamento mais seguro para o paciente.
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6 CONCLUSAO

Com o presente trabalho pode-se concluir que o FTC e o PDZ apresentaram
resultados promissores na TFD como método alternativo de tratamento para as
células 9L/lacZ.

Ambos FS apresentaram formagédo de bandas na regidao de 660 nm, a qual
apresentou deslocamento para a direita e diminuicdo de intensidade de absorcéo apés
a irradiagcdo. Todas as concentragbes testadas se internalizaram na extensao
citoplasmatica e apresentaram elevada redugdo da viabilidade celular e atividade
mitocondrial nas fluéncias de 5 J/cm? e 10 J/cm?. Houve altera¢gées na morfologia e
na adesao celular apds a TFD em ambos FS, indicando os processos caracteristico
da morte celular. O desprendimento celular apés TFD foi maior nas menores
concentracdes e as células desprendidas estavam em sua maioria mortas. No entanto
esse comportamento foi caracteristico das células 9L/lacZ, ja que 0 mesmo né&o
aconteceu com as células de fibroblasto L929. Por fim, a imunodetecgao da proteina
HSP70 diminuiu apés TFD com ambos FS, entretanto a imunodeteccdo de HSP27
aumentou apos TFD com FTC, podendo caracterizar uma resposta desfavoravel.

Dessa forma, foi evidenciado que a concentragédo de 50,00 ug.mL"' de ambos
FS irradiados na fluéncia de 5 J/cm? apresentou maior vantagem para o uso na TFD
no tratamento do gliossarcoma, com destaque para o PDZ, visto que esse nao
apresentou aumento na imunodeteccdo da HSP27, encorajando a continuagéo de

seus estudos para o método in vivo.
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