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RESUMO

O cancer é a segunda doenca mais letal no mundo, dentre eles pode ser
destacado o cancer de laringe, visto que apresenta grande perspectiva de
aumento para as préximas décadas. Deste modo sdo necessarios estudos para
o desenvolvimento de novas terapias, bem como a combinagao de tratamentos
ja estabelecidos para melhor prognostico dos pacientes. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar a resposta da célula tumoral submetidas a Terapia
Fotodinédmica (TFD), Ciclofosfamida (CFM) e aos tratamentos associados. A
CFM é um quimioterapico ja estabelecido na rotina clinica, pelo seu carater
alquilante e ciclo regulador utilizado para remissédo do tumor. A TFD é um
tratamento promissor, visto que proporciona a formagao de espécies reativas
de oxigénio capazes de induzir a morte celular, por meio da interagdo entre um
fotossensibilizante, luz visivel em um comprimento de onda adequado ao
fotossensibilizante e o oxigénio molecular. Neste trabalho foram utilizadas
células de carcinoma epidermoide de laringe (HEp-2), que foram divididas em
grupos (Controle +, LED, AlPcS4, LED + CFM, CFM, TFD, TFD + CFM, Morte),
sendo avaliadas neste estudo pelos ensaios de Cristal Violeta, MTT e,
imunomarcagcédo para GRP-78. O fotossensibilizante aluminio ftalocianina
tetrassulfonada (AIPcS4 na concentragdo de 5uM ), foi utilizado para a TFD, e
apo6s 1 hora de incubagao as células foram irradiadas com LED Biopdi / Irrad-
Led5 660 com 660 nm de comprimento de onda, poténcia por area de 25
mW/cm?, fluéncia de 5 J/cm?, por 3 minutos e 20 segundos. A CFM foi utilizada
na concentragdo de 200 pg/mL. Apos os tratamentos, nos tempos de
incubacao de 24, 48 e 72 horas, foi possivel verificar redugdo da densidade
celular, pelo cristal violeta, dos grupos CFM, TFD e TFD + CFM em
comparagao ao Grupo Controle +. Ademais, observamos redugdo na atividade
mitocondrial, pelo teste de MTT, nos grupos TFD e TFD + CFM em relagédo ao
Grupo Controle + nos trés periodos analisados. O grupo CFM, por outro lado,
apresentou aumento na atividade mitocondrial em relagdo ao Grupo Controle +
nos periodos 24 h e 48 h. O grupo CFM, no periodo de 72 h, ndo apresentou
diferenca estatistica quando comparado ao Grupo Controle +. Além disso, pode
ser verificado por imunomarcacao a presenca da proteina de choque térmico
GRP-78 nos grupos CFM, TFD e TFD + CFM, ja o Grupo Controle + foi
negativo para esta imunomarcagdo. Assim, podemos concluir que os
tratamentos tanto com a CFM, quanto com a TFD provocaram dano celular.
Embora ndo apresente melhor eficiéncia na reducdo da densidade celular, o
tratamento TFD + CFM foi mais promissor, visto que inibe a CFM inibe a
proliferacdo celular de possiveis células sobreviventes a TFD.

Palavras Chaves: Terapia Fotodinamica. Ciclofosfamida. Proteinas de Choque
Térmico. Densidade celular. AIPcSs.



Mechanisms of Response to HEp-2 Cell Line After Treatments with
Photodynamic Therapy and Cyclophosphamide

ABSTRACT

Cancer is the second most lethal disease in the world; among which laryngeal
cancer can be highlighted since it has a great prospect of increase for the next
decades. Thus, studies for the development of new therapies are required, as
well as studies evaluating the association of pre-existing treatments. .The aim of
this study was to evaluate the tumor cell response mechanisms under
treatments with Photodynamic Therapy (PDT), Cyclophosphamide (CY) and an
association of them. CY is a chemotherapy drug already established in the
clinical routine, due to its alkylating character and regulatory cycle used for
tumor remission. The PDT is a promising treatment, since it provides the
formation of reactive oxygen species capable of inducing cell death, through the
interaction between a photosensitizer, visible light at an wavelength suitable for
the photosensitizer and molecular oxygen. In this work, cells of laryngeal
squamous cell carcinoma (HEp-2) were used, which were divided into groups
(Control, LED, AIPcSs, LED + CY, CY, PDT, PDT + CY, Death), being
evaluated by Violet Cristal test, MTT test and immunostaining to GRP-78. The
photosensitizer tetrasulfonated aluminum phthalocyanine (AlPcS4) was used for
PDT, and after 1 hour of interaction the cultures were irradiated with Biopdi /
Irrad-Led5 660 LEDs with 660 nm wavelengths, light intensity delivered 25
mW/cm?, fluency of 5 J/cm?, for 3 minutes and 20 seconds. CY was used at a
concentration of 200 pg/mL for 24 h, 48 h, 72 h. It was possible to verify a
reduction of cell density by the Violet Crystal test in CY, PDT and PDT + CY
groups compared to control group, after 24 h, 48 h and 72 h. In addition, a
decrease in mitochondrial activity was observed by MTT test in PDT and PDT +
CY groups compared to control group in the three analyzed periods. Differently,
CY group showed an increase in mitochondrial activity compared to control
group 24 h and 48 h after the treatment. After 72 h, CY group showed no
statistical difference compared to control group. Furthermore, the presence of
the heat shock protein GRP-78 could be verified by immunolabeling in CY, PDT
and PDT+CY groups, whereas the control group was negative to this
immunolabeling. Thus, we can conclude that both treatments CY and PDT
caused cellular damage. Although it does not show better efficiency in reducing
cell density, the TFD + CFM treatment was more promising, since it inhibits
CFM and inhibits cell proliferation of possible TFD surviving cells.

Keywords: Photodynamic Therapy. Cyclophosphamide. Heat Shock Proteins.
Cell density. AlPcSa.
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1 INTRODUGAO

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), o Brasil apresenta alta
incidéncia de tumores malignos da laringe, representando o sexto sitio mais
comum na populagdo masculina com idade média de 40 anos. O tratamento
depende da localizagdo e extensdo, podendo ser tratado com cirurgia,
radioterapia e quimioterapia, contudo os tratamentos hoje ofertados
apresentam muitos efeitos colaterais (BRASIL, 2011; BRASIL, 2016).

A quimioterapia pode atuar como agente estressor agindo na eliminagéao
de células tumorais (FALGREEN et al., 2015). Alguns quimioterapicos como a
ciclofosfamida (CFM), interagem com o DNA, interferindo no ciclo celular,
diminuindo assim a taxa proliferativa da célula. Além disto, € letal as células
cancerigenas, sendo utilizado no tratamento do céncer para diminuicdo do
volume tumoral (IIDA et al., 2016).

Como alternativa para os tratamentos classicos, temos a Terapia
Fotodindmica (TFD), a qual pode ser definida como uma reagdo entre
fotossensibilizante (FS) e a luz na presenca de oxigénio molecular, gerando
efeito citotoxico por meio de reacdes oxidativas. Nessa terapia, o FS é utilizado
e ativado por luz (sensibilizagdo) causando morte celular, sendo que as agdes
separadas das partes nao provocam o mesmo efeito proporcionado pelo
conjunto aos tecidos bioldgicos (GALVAO et al., 2016; LACERDA; ALFENAS;
CAMPOS, 2014).

Apesar da quimioterapia ja ser uma técnica estabelecida na rotina
clinica, apresentar limitacbes, podendo haver células sobreviventes. Deste
modo, a associacdo entre a TFD e CFM pode ser uma combinagao
interessante ainda pouco explorada que poderia potencializar o tratamento

contra o cancer.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a resposta celular, utilizando a linhagem tumoral HEp-2 apos o
tratamento com a Terapia Fotodinamica tendo AIPcS4 como fotossensibilizante,
e o tratamento com a Ciclofosfamida, verificando a eficiéncia dos tratamentos
em conjunto ou separadamente.

2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar a Densidade Celular por meio do ensaio de Cristal Violeta apos

os tratamentos.

b) Analisar a Atividade Mitocondrial por meio do ensaio de MTT apds os

tratamentos.

c) Avaliar a expressado da Proteina de Choque Térmico (GRP-78) por

meio do ensaio de imunomarcagao apos os tratamentos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cancer

O céncer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que
tém como caracteristicas alteragbes genéticas das células e o seu crescimento
desordenado (BRASIL, 2018). De modo geral € uma doenga complexa, visto
que apresenta marca de instabilidade genética, anormalidades celulares e
acumulo de alteragdes moleculares multiplas, tornando-se um problema de
saude publica mundial amplamente discutido nos meios de comunicagao. Além
disso, os tratamentos convencionais s&o agressivos, podendo ocorrer
prognostico insatisfatorio, ou dificuldades em determinar quais pacientes estéo
em risco de progressdo ou recorréncia da doenga. Observa-se também
dificuldade em identificar o regime terapéutico mais eficaz para o paciente
devido a heterogeneidade clinica dos tumores, dentre outros fatores (PARHI;
MOHANTY; SAHOO, 2012; MORAES et al., 2019).

Varias causas podem levar ao desenvolvimento da doenga, dentre elas
0 meio ambiente, habitos, costumes, alimentagdo, exposicao as doengas ou
agentes mutagénicos; e também a heranga genética (BRASIL, 2016). Por fim, o
envelhecimento populacional € um importante fator de risco, pois acarretam
mudangas nas células, como o encurtamento dos telémeros, o que aumenta a
suscetibilidade das mesmas as transformacgdes, além da exposi¢cao celular por
mais tempo aos diversos fatores de risco. Este fato explica a maior incidéncia
de cancer na populagéo idosa do que em outras faixas etarias (MAGALHAES,
2013).

Dados indicam que havera 600 mil novos casos de cancer no mundo
nos proximos anos. Essa informacao, alinhada ao fato de que a incidéncia de
cancer no mundo cresceu 20% da ultima década, preocupa diversos orgaos
que buscam combater esta patologia (BRASIL, 2018).

3.1.1 Cancer de Laringe

O céncer de laringe apresenta maior incidéncia em homens acima de 40

anos. Alem disso, ele representa cerca de 25% dos tumores malignos que
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acometem essa area, mais também o total de 2% de todas as doencas
malignas (BRASIL, 2018). O diagnédstico € feito por laringoscopia incisional
para exame histopatologico, sendo que a escolha baseia-se no estadiamento
(CHOUDHAR!I et al., 2013).

Evidéncias indicam o que uso de tabaco aumenta progressivamente os
riscos de cancer de laringe. Outros fatores que tém sido associados séo o
histérico familiar, alimentacdo, situagcdo socioecondmica desfavoravel,
exposicdo a produtos quimicos, mal-uso da voz, excesso de gordura, e
presenca de HPV (sigla em inglés para Papiloma Virus Humano). Por outro
lado, o consumo adequado de frutas e hortalicas parece exercer efeito
profilatico, embora n&o influencie na doenca ja estabelecida (BRASIL, 2016).

3.2 Ciclofosfamida

A ciclofosfamida (CFM) é um dos agentes anticancerigenos, que mais
de 60 anos apos sua sintese, continua sendo amplamente utilizada como
quimioterapico e desordem imunologicas (EMADI; JONES; BRODSKY, 2009;
HE; DENG; YUE, 2017).

CFM é um agente alquilante que precisa ser metabolizado para ser
utilizado como farmaco em tratamentos (Figura 1). E indicada principalmente
no tratamento de leucemias, linfomas, rabdomiossarcomas, sarcomas de
Ewing e tumores cerebrais, podendo também ser utilizada no tratamento de
outros tipos de canceres. Além disso, é utilizada em transplantes de medula
O0ssea, e associada as células tronco no tratamento de reumatismo e lupus
eritematoso (CHUNG et al., 2013; IIDA et al., 2016).
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Figura 1: Metabolizacdo da Ciclofosfamida
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Fonte: Adaptado de Emadi, Jones e Brodsky, 2009.

O Farmaco foi sintetizado a partir da substituicho de um anel de
oxazafosforina por um grupo metila, assim criando a pro-farmaco que seria
ativa apenas em células cancerigenas. Assim é administrada na sua forma
inativa, sendo metabolizada por células capazes de expressar altas
concentragbes de fosfamidase, enzima capaz de quebrar a ligagado fosforo-
nitrogénio, por fim convertendo o farmaco na sua forma ativa mais toxica
(EMADI; JONES; BRODSKY, 2009; KNUDSEN et al., 2015).

Este quimioterapico tem influéncia no material genético da célula, ja que
interage com o DNA evitando sua duplicagcdo, além de inativar proteinas
necessarias para replicacao e transcricdo, na célula sadia, e principalmente, na
célula cancerigena, devido a sua especificidade. Sabe-se também que existe
relacdo direta entre a concentracdo empregada e a destruicdo de células,
dentro dos limites de tolerancia do hospedeiro (TRIPATHI; JENA, 2010; LIU et
al., 2012).

A acdo citotoxica da mostarda nitrogenada esta estreitamente
relacionada com a reatividade dos grupos 2-cloroetil ligados ao atomo central
de azoto. Em condigdes fisioldgicas, sofre ciclizagao intramolecular por meio da
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eliminagc&o do cloreto, formando um cation ciclico de aziridinio (etileniminio).
Este cation, altamente instavel, interage com os atomos de carbono do anel de
aziridina, como residuos de guanina de DNA. Esta reacéo libera o nitrogénio do
agente alquilante e o torna disponivel para reagir com a segunda cadeia lateral
de 2-cloroetil, formando uma segunda ligagao covalente com outro nucleéfilo,
interferindo na replicagcéo e formando ligagdes cruzadas interfilamentos de DNA
(RAFFAGHELLO et al., 2008; BAO et al., 2011). Além da interagdo com o DNA,
a CFM também ativa mecanismos pro-apoptoticos como a BAX (proteina X
associada a bcl-2) e BAD (proteina D associada a bcl-2), contornando com
mecanismos celulares anti-apoptose como da familia Bcl-2 (Proteinas Proto-
Oncogénicas c-bcl-2), favorecendo a morte celular (COLEY, 2008).

Deste modo, a sensibilidade inerente das células cancerigenas a
apoptose, apds sofrer danos no seu DNA, e a expressado de outras enzimas,
como a fosforamidase sao importantes mecanismo de agdo da CFM, tornando-
a um farmaco de ampla indicacdo para o cancer. Contudo, o aumento de
expressdo de ALDH1A1 (aldeido desidrogenase classe 1A1), representa um
fator de resisténcia das células tumorais, o que pode levar a uma resposta nao
satisfatéria ao tratamento. O aumento de glutationa e glutationa S-transferase,
em nivel celular, também representa um fator de resisténcia a CFM, embora
em menor grau (EMADI; JONES; BRODSKY, 2009; AGRAWAL et al., 2017).

3.3 Terapia Fotodinamica

Desde os tempos primitivos, 0 homem busca alternativas para combater
as diversas enfermidades que desafiam a vida. A histéria da terapia
fotodinamica (TFD) é baseada nas tentativas dos antigos egipcios para tratar
doengas de pele com compostos absorviveis pela luz (WEISS et al., 2012). Na
india e China, a luz solar era utilizada para tratamento de doengas da pele
como psoriase e vitiligo, enquanto na Grécia antiga, o médico grego Herodoto
definia a técnica como Helioterapia para a restauragado da saude (DOLMANS;
FUKUMURA,; JAIN, 2003).

A TFD pode ser definida como uma reacéo entre fotossensibilizante (FS)
e luz na presenga de oxigénio molecular, gerando efeito citotoxico por meio de

reacbes oxidativas. Nesta terapia, um FS ¢é utilizado e ativado por luz
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(sensibilizacdo), desencadeando mecanismos que causam a morte celular.
Contudo, quando os componentes para a TFD sao aplicados separadamente,
ou seja, nao ocorrendo interagéo entre o FS e a luz, ndo ocorre a agdo da TFD
(ACKROYD et al., 2001; ALLISON, 2014; PACHECO-SOARES et al., 2014).

O mecanismo de ac¢do da TFD (Figura 2) comega quando a molécula do
FS absorve fétons (A). Os elétrons do seu estado fundamental (SO) sdo
transferidos para um estado excitado singleto (Sn), existindo a probabilidade do
processo de fluorescéncia (F) bem como o relaxamento vibracional (RV) do
estado S1 para o SO, como também a probabilidade de cruzamento inter-
sistemas (CIS), levando ao estado excitado tripleto (Tn). A energia no estado
T1 pode ser dissipada pelo processo de fosforescéncia, quando o elétron
retorna para o estado SO ou ha transferéncia de energia para outras moléculas
conforme ilustrado no diagrama de Jablonski (BATISTA; PAULO; MOREIRA,
2006).

Figura 2: Diagrama de Jablonski Modificado
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Fonte: Batista, Paulo e Moreira, 2006.

A transferéncia de elétrons entre o fotossensibilizante no estado tripleto
excitado e os componentes do sistema, gera ions-radicais que entdo reagem
com o oxigénio no estado fundamental, desestabilizando e resultando em
produtos oxidados (Figura 3). Em geral, os processos de transferéncia de
elétron sdo muito rapidos, ja que ocorre a sobreposi¢cao dos orbitais envolvidos
durante a formac&o do complexo excitado (ABRAMCZYK et al., 2017). Além

disso, a transferéncia de energia do fotossensibilizante, ativado pela irradiagéo,
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para o oxigénio no estado tripleto, tendo por consequéncia a geragao de
oxigénio singleto, sendo este composto altamente citotoxico (SETLIK; SILVA,
2015).

Figura 3: Esquema da Reacao de Tipo 1 e 2 Decorrente da TFD
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Fonte: Adaptado de Kharkwal et al., 2012.

A acdo do oxigénio singleto na morte ou inviabilizagdo de células
tumorais tem sido evidenciada de diversas maneiras, como danos a membrana
celular, mitocondria e lisossomos, comprometendo a integridade celular. Além
disso, podem ainda destruir o tumor indiretamente, causando danos ao
endotélio vascular, o que resulta em hipdxia e, consequentemente, na morte
celular. Aléem disso, nenhum efeito mutagénico sobre as células sadias foi
reportado com a utilizagdo da TFD, sendo demonstrada a seguranga da terapia
(KIM et al., 2016; SILVA et al., 2018).

3.3.1 Fotossensibilizante

Os fotossensibilizantes (FS) possuem a capacidade de absorver luz
visivel em alguma regi&o do espectro visivel (banda de absorgc&o ressonante),
podendo induzir ou participar de reacdes fotoquimicas, favorecendo a producao
de espécies reativas de oxigénio, causando dano oxidativo (SENTHILARASU;
HAHN; LEE, 2007; SETLIK; SILVA, 2015). Os fotossensibilizantes sao
classificados em primeira geragao, sendo representada pelas porfirinas, ja a
segunda geragdo é composta pelas clorinas e ftalocianinas, por fim a terceira
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geragao s&o os farmacos baseados em nanobiotecnologia (FERREIRA et al.,
20009).

A escolha do FS deve considerar determinadas caracteristicas como a
farmacocinética, biodistribuicdo, estrutura quimica e a interacdo com o tecido.
Tais caracteristicas determinardo o comportamento e o0s resultados
desencadeados nas ceélulas, como a morte celular, que é o efeito desejado (LIN
et al., 2014). Além disso, o conhecimento aprofundado a respeito do alvo a ser
tratado, aumenta as chances de se escolher um FS adequado (AKILOV et al.,
2008). Parametros como tempo de incubagéo pré-irradiacédo e fonte de luz
adequada, sdo também caracteristicas importantes para determinar o agente
FS, bem como as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos
(ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016). Outros pontos a serem destacados s&o
pureza quimica, seletividade a célula alvo, estabilidade quimica e fisica,
minimos efeitos toxicos aos tecidos normais, depuracao sistémica, entre outros
(ROBERTSON; EVANS; ABRAHAMSE, 2009).

As propriedades fotofisicas das ftalocianinas estao relacionadas com o
metal central. Deste modo, destacam-se os complexos Zn(ll) e Al(lll), por
apresentarem propriedades fotoquimicas favoraveis a aplicacdo na TFD, ou
seja, relativa longa-vida do estado singleto do oxigénio e longa-vida do estado
tripleto, assim proporcionando alto rendimento quantico (LIU et al., 2012;
MORAES et al., 2019). Porém, a presenca de 4 grupos fenil esta relacionado
aos problemas de solubilidade de consequentemente de agregacgado. Para
evitar esta desvantagem sao adicionados grupos de acido sulfénico como na
AlIPcSs4 (Figura 4), responsaveis pelo aumento da hidrossolubilidade (LIN et al.,
2014).
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Figura 4: Estrutura do Aluminio Ftalocianina Tetrassulfonada (AIPcS;)
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Fonte: (MEDKOO, 2020).
3.4 GRP-78

As Proteinas de Choque Térmico (Heat Shock Proteins (HSP)) séo
proteinas produzidas pela prépria célula, estando envolvidas em variadas
atividades, principalmente ligadas a protegcédo fisiologica e patolégica das
células. Geralmente sao expressas em situagcdes de estresse, como no
desenvolvimento tumoral, mas também atuam naturalmente em casos n&o
estressantes, apenas para manter a integridade das proteinas celulares,
colaborando para a restauragéo celular (KENNEDY et al., 2014). Deste modo,
sdo fundamentais para a sobrevivéncia das células, sendo relacionadas ao
transporte e enovelamento de proteinas (KENNEDY; MNICH; SAMALI, 2014).

A proteina glicose ligada (GRP-78), também conhecida como BiP, € a
maior chaperona do reticulo endoplasmatico (RE), que apresenta importante
papel na oncogénese. A GRP-78 pertence a familia das proteinas de choque
térmico HSP-70 (LEE et al., 2008).

A GRP-78 possui variadas funcdes dentro das células, podendo induzir a
apoptose, mas também atuar na protecdo e desenvolvimento celular. Estudos
desta proteina em células tumorais, correlacionaram-na com a promog¢ao e o
crescimento do tumor. A atividade pleiotropica como chaperona, da GRP-78,
confere as células cancerigenas a capacidade de alterar atividades proteicas
dos componentes do ciclo celular, das quinases e outras proteinas que
estimulam o crescimento tumoral (CASTRO et al., 2013; JUHASZ et al., 2014).
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4 METODOLOGIA

4.1 Cultura de Células

Células HEp-2 (carcinoma epidermoide de laringe ATCC — CCL-23),
foram adquiridas da Associagdo Teécnico Cientifica Paul Ehrlich - Banco de
Células do Rio de Janeiro URFJ - RJ e cultivadas em garrafas de cultura
celular 25 cm? com meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagles Medium - Gibco),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibidtico e
antimicético (Life Technologies), a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 em estufa
incubadora (Panasonic Healthcare MCO-170AICUV-PA).

4.2 Grupos Experimentais

a) Grupo Controle +: as células foram cultivadas em meio de cultura e nao
foram expostas aos tratamentos com a TFD e a Ciclofosfamida nos
periodos de 24,48 e 72 h.

b) Grupo Ciclofosfamida: as células HEp-2 foram expostas a
Ciclofosfamida na concentracdo de 200 pg/mL diluida em meio de
cultura nos periodos de 24,48 e 72 h.

c) Grupo AIPcSs: as células HEp-2 foram expostas a AIPcSs na
concentracdo de 5 mM por 1 h, apos estes periodos foram incubadas
em meio de cultura nos periodos de 24,48 e 72 h

d) Grupo LED: as células HEp-2 foram irradiadas, sendo em seguida
incubadas em meio de cultura nos periodos de 24,48 e 72 h.

e) Grupo LED + Ciclofosfamida: as células HEp-2 foram irradiadas, em
seguida foram expostas a Ciclofosfamida na concentracdo de 200
Mg/mL diluida em meio de cultura nos periodos de 24,48 e 72 h.
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f) Grupo Terapia Fotodindmica: as células HEp-2 foram expostas a
AIPcS4 por 1 h, sendo realizada a irradiagdo a seguir. Apos isto foram
incubadas em meio de cultura nos periodos de 24,48 e 72 h.

g) Grupo Ciclofosfamida + Terapia Fotodinamica: as células HEp-2 foram
expostas a AIPcSs por 1 h, sendo realizado a irradiacdo, apds a
remocdo do FS e adicdo de PBS. Apds isso foram expostas a
Ciclofosfamida na concentracdo de 200 pg/mL diluida em meio de
cultura nos periodos de 24,48 e 72 h.

h) Grupo Morte: as células HEp-2 foram expostas a solugdo de perédxido
de hidrogénio (20v/v) nos periodos de 24,48 e 72 h.



Figura 5: Esquema da Metodologia
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4.3 Plagueamento

Fonte: Autor

As células HEp-2 foram plaqueadas (1x10* células/pogo) em microplacas

de 96 pocos, com meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal

bovino (SFB), sendo incubadas em estufa a temperatura de 37°C e 5% de COx,

overnight para adesao das células (MORAES et al., 2019).
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4.4 Terapia Fotodinamica

4.4.1 Fotossensibilizante

Vinte e quatro horas apds o plagueamento das células HEp-2, o meio de
cultura foi retirado e os pocos foram lavados duas vezes com solugao salina
tamponada com fosfato (PBS) para remogédo das células ndo aderidas. Em
seguida, foram adicionados 200 pL da solugdo de Aluminio Ftalocianina
Tetrassulfonada (AlPcSs) (Porphyrin Frontier Scientific, Logan, UT, USA) a 5
MM diluida em PBS e as células foram incubadas por 1 hora em estufa a uma
temperatura de 37°C e 5% CO-. Ao término deste periodo, a solucado de AIPcS4
foi retirada, entdo as células foram lavadas novamente duas vezes com PBS,
para retirar o excesso do FS e foram irradiadas ou incubadas, dependendo do
grupo (MORAES et al., 2019).

4.4.2 Irradiagcao

Apoés a lavagem das células com PBS para remogao do excesso de FS,
foram adicionados 200 puL de PBS em cada pogo para o processo de
irradiagdo. A irradiagéo foi realizada com o dispositivo LED’s Biopdi/lrrad-Led5
660 (Biopdi — S&o Carlos, Sdo Paulo, Brasil — Laboratorio de Fotobiologia
Aplicado a Saude — IP&D, UNIVAP). Os parametros de irradiagdo utilizados
foram: comprimento de onda de 660 nm + 5 nm; densidade de energia de 5
J/icm?; por 3 minutos e 20 segundos. O equipamento LED’s Biopdi/lrrad-Led5
consiste em um sistema de 54 LEDs para irradiagcao, sendo cada LED com
poténcia de 70 mW, cobrindo area de 150 cm?, apresentando uma poténcia por
area (fluéncia) de até 25 mW/cm? Apds a irradiagdo, a solugdo de PBS foi
descartada, sendo posteriormente adicionado 500 pyL de meio de cultura
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (contendo ou nao
ciclofosfamida, dependendo do grupo) e entdo as células foram incubadas por
24,48 ou 72 h a uma temperatura de 37°C e 5% CO2 (MORAES et al., 2019).
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4.5 Incubacao com Ciclofosfamida

Vinte e quatro horas apds o plagueamento das células HEp-2 (ou apoés a
irradiagdo das mesmas, dependendo do grupo), os pogos foram lavados duas
vezes (PBS) para remocg&o das células ndo aderidas. Em seguida as células
HEp-2 foram submetidas ao tratamento com a ciclofosfamida na concentragao
de 200 pg/mL, o qual consistiu em adicionar 500 yL de meio contendo solugéo
de ciclofosfamida a 200 pg/mL. Entdo, as células foram incubadas em estufa, a
uma temperatura de 37°C e 5% CO: nos periodos de 24, 48 ou 72 h
(MORAES; CARVALHO; PACHECO-SOARES, 2017).

4.6 Teste de Densidade Celular Utilizando Cristal Violeta

As células foram lavadas com PBS a 37°C para a remocao das células
nao aderidas. Em seguida foram adicionados com 100 pL da solugéo de Cristal
violeta por quatro minutos em temperatura ambiente. Apds o periodo de
incubagdo as placas foram lavadas com agua corrente para retirada do
excesso do corante das células. Apos isso as células foram incubadas com 200
ML de Dimetilsulfoxido (DMSO) durante 1 h. Ao término do periodo de
incubacgéo efetuou-se a leitura no espectrofotdometro (SpectraCount Packard)
com o comprimento de onda de 570 nm (MORAES et al., 2019).

4.7 Ensaio de Atividade Mitocondrial

A analise da atividade mitocondrial foi realizada pelo ensaio colorimétrico
MTT [(brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazoliol] (Sigma). As
células foram lavadas com PBS a 37°C para a remocdo das células nao
aderidas. Em seguida foram adicionados 100 pL da solugdo de MTT a 5 mg/mL
e incubacgéo por 2 h a 37°C, em 5% de CO2. Apés esse periodo, foi retirado a
solugédo de MTT, sendo entdo as células incubadas com 200 uL de DMSO por
30 minutos sob agitacéo e a leitura realizada em espectrofotdbmetro a 570 nm
(FONTANA et al., 2017).
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4.8 Ensaio de Imunomarcagao

As células HEp-2 foram cultivadas sobre laminulas de vidro em placas
de 24 pocos, sendo os procedimentos de plagueamento e tratamento
realizados como descrito anteriormente. Apds os periodos de 24, 48 e 72 h da
realizacao dos tratamentos, as células foram lavadas com PBS e fixadas com
metanol (Sigma), e em seguida tratadas com solug&o para permeabilizar as
células e inativar os sitios inespecificos (1% de soro albumina bovina, 10% de
soro fetal bovino, 0.3 M de glicina e 0.1% de Tween 20 diluidos em PBS)
(Sigma-Aldrich). Apo6s lavagem com PBS foi adicionado anticorpo GRP-78
(PA5-34941 Molecular Probes, Thermo Fischer Scientific) diluido em PBS na
proporcdo de 1:500 incubado por 1 hora e 30 minutos em temperatura
ambiente. Ao término deste periodo, as células foram incubadas com anticorpo
secundario conjugado com FITC (Anti PA5-410900 Molecular Probes, Thermo
Fischer Scientific — produzindo em mouse) na propor¢gdo 1:1000 diluido em
PBS e incubado por 1 hora 30 minutos. Apds lavagem em PBS, as laminulas
foram retiradas e montadas sobre laminas contendo uma gota de ProLong ™
Gold Antifade contendo DAPI (P36931, Sigma-Aldrich) para marcacéo de
nucleo. A analise dos resultados foi em microscépio confocal Axio LSM 700
Carl Zeiss (MAFTOUM-COSTA et al., 2008).

4.8 Analise Estatistica

Os dados do presente trabalho foram apresentados na forma de média
com desvio padrdo, comparados pelo teste ANOVA Two-way (analise
intergrupos em um mesmo tempo, e analise intragrupos entre tempos
diferentes), sendo confirmados pelo teste de Tukey. A significancia estatistica
admitida foi de P < 0,05, sendo que nenhum ajuste estatistico foi aplicado as
amostras. Para a realizagdo das analises estatisticas e graficos foi utilizado o
software GraphPad Prism 6® (GraphPad Inc., La Jolla, CA).

Todos os experimentos foram realizados com um numero amostral de 9,
sendo repetido 3 vezes separadamente. Deste modo, confirmando os

resultados e aumentando a confianga dos experimentos realizados.
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5 RESULTADOS

Os resultados a seguir estdo divididos em topicos, os quais foram
sustentados pelo experimento piloto, podendo ser consultado no apéndice.

5.1 Ensaio de Densidade Celular — Cristal Violeta

No periodo de 24 h, analisando a figura 6, pode ser observado aumento
na densidade celular no grupo LED com p < 0,0001 (a) em relagdo ao Grupo
Controle +, ja o grupo AIPcS4 n&do apresentou diferenga estatistica (b) quando
comparado ao Grupo Controle +. Os grupos LED + CFM e CFM em
comparagao ao Grupo Controle + apresentam redugdo na densidade celular
com p = 0,0489 (c) e p = 0,0075 (d) respectivamente. Por fim, os grupos TFD,
TFD + CFM e Morte apresentam redugao na densidade celular com p < 0,0001
(e, f, g) respectivamente em relacdo ao Grupo Controle +.

Para evidenciar a eficiéncia do grupo TFD, além de minimizar possiveis
duvidas se foram os componentes da terapia (LED ou FS) que proporcionaram
reducdo da densidade celular, mas sim a combinagdo deles, sendo
estabelecido como TFD. Assim, € possivel observar diferenga estatistica entre
o grupo TFD em relagdo os grupos LED e AIPcSs com p < 0,0001 (i, k)
respectivamente.

Pode ser observado também que o grupo LED + CFM apresenta
reducdo estatistica na densidade celular em relagdo ao grupo LED com p <
0,0001 (h), evidenciando provavel efeito de inibigdo da bioestimulagéo positiva.
Além disso, o grupo LED + CFM né&o apresenta diferenca estatisticas (m) em
relagéo ao grupo CFM, reforgando esta hipétese.

Ao analisar os grupos de tratamento (CFM, TFD e TFD + CFM) pode ser
observada redug&o na densidade celular no grupo TFD com p = 0,0266 (0) e
grupo TFD + CFM com p = 0,0121 (p), quando ambos sdo comparados ao
grupo CFM. Ja o grupo TFD em relagéo ao grupo TFD + CFM nao apresenta
diferenga estatistica (r). Por fim todos os grupos apresentaram diferencga
estatistica em relagdo ao Grupo Morte com p < 0,0001 (g, j, I, n, q, s, 1).
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Figura 6: Ensaio Cristal Violeta no Periodo de 24 h
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Fonte: (Autor)

No periodo de 48 h, analisando a figura 7, pode ser observado aumento
na densidade celular no grupo LED com p = 0,0055 (a) quando comparado ao
Grupo Controle +. Ja o grupo AIPcS4 ndo apresenta diferenca estatistica (b) em
relagdo ao Grupo Controle +. O grupo LED + CFM apresenta reducédo na
densidade celular com p = 0.0001 (c) em comparagao com o Grupo Controle +.
Por fim, os grupos CFM, TFD, TFD + CFM e Morte apresentam redugé&o na
densidade celular com p < 0.0001(d, e, f, g) respectivamente em relagdo ao
Grupo Controle +.

Elucidando a eficiéncia do grupo TFD, além de tentar sanar provaveis
questionamentos a respeito dos componentes da terapia (LED ou FS) dos
quais a combinacgao deles proporcionou a reducédo da densidade celular, sendo
estabelecido como TFD. Assim, € possivel observar diferenga estatistica entre
o grupo TFD em relagdo os grupos LED e AIPcSs com p < 0,0001 (i, k)
respectivamente.

Pode ser observado também que o grupo LED + CFM apresenta
reducdo estatistica na densidade celular em relagdo ao grupo LED com p <
0,0001 (h), evidenciando provavel efeito de inibicdo da bioestimulagao positiva.
Além disso, o grupo LED + CFM apresenta diferenca estatisticas (m) em
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relagdo ao grupo CFM, demonstrado que apesar da agado do quimioterapico, o
efeito da bioestimulacio positiva provavelmente ainda esta ativo.

Ao analisar os grupos de tratamento (CFM, TFD e TFD + CFM) pode ser
observada redug&o na densidade celular no grupo TFD com p < 0,0001 (o) e
grupo TFD + CFM com p < 0,0001 (p), quando ambos sdo comparados ao
grupo CFM. Ja o grupo TFD em relagéo ao grupo TFD + CFM nao apresenta
diferenga estatistica (r). Por fim todos os grupos apresentaram diferencga
estatistica em relagdo ao Grupo Morte com p < 0,0001 (g, j, I, n, q, s, t).

Figura 7: Ensaio Cristal Violeta no Periodo de 48 h
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No periodo de 72 h, analisando a figura 8, pode ser observado aumento
na densidade celular no grupo LED com p = 0.0054 (a) quando comparado ao
Grupo Controle +. Ja o grupo AIPcS4 ndo apresenta diferenca estatistica (b) em
relagdo ao Grupo Controle +. Por fim, os grupos LED+ CFM, CFM, TFD, TFD +
CFM e Morte apresentam redugao na densidade celular com p < 0.0001 (c, d,
e, f, g) respectivamente em relagdo ao Grupo Controle +.

Para evidenciar a eficiéncia do grupo TFD, além de minimizar possiveis
duvidas se foram os componentes da terapia (LED ou FS) que proporcionaram
reducdo da densidade celular, mas sim a combinagdo deles, sendo
estabelecido como TFD. Assim, € possivel observar diferenga estatistica entre
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o grupo TFD em relagdo os grupos LED e AIPcSs com p < 0,0001 (i, k)
respectivamente.

Pode ser observado também que o grupo LED + CFM apresenta
reducdo estatistica na densidade celular em relagdo ao grupo LED com p <
0,0001 (h), evidenciando provavel efeito de inibigdo da bioestimulagéo positiva.
Além disso, o grupo LED + CFM né&o apresenta diferenca estatisticas (m) em
relagéo ao grupo CFM, reforgando esta hipétese.

Ao analisar os grupos de tratamento (CFM, TFD e TFD + CFM) pode ser
observada redug&o na densidade celular no grupo TFD com p < 0,0001 (o) e
grupo TFD + CFM com p < 0,0001 (p), quando ambos sdo comparados ao
grupo CFM. Ja o grupo TFD em relagdo ao grupo TFD + CFM nao apresenta
diferenga estatistica (r). Por fim todos os grupos apresentaram diferenca
estatistica em relagdo ao Grupo Morte com p < 0,0001 (g, j, I, n, q, s, t).

Figura 8: Ensaio Cristal Violeta no Periodo de 72 h
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A analise intragrupos, na figura 9, pode-se realizar a comparagao entre

os 3 periodos. Assim, pode-se observar aumento da densidade celular do
Grupo Controle + na comparacado de 24 h em relagado aos periodos de 48 h e
72 h com p < 0,0001 (a, b) respectivamente, bem como na comparagao de 48 h
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e 72 h com p < 0,0001 (c). Semelhantemente nos grupos LED com p < 0,0001
(d, e, ), e também nos grupos AlPcS4 com p < 0,0001 (g, h, i).

Por outro lado, o grupo LED + CFM apresenta aumento na viabilidade na
comparagao do periodo de 24 h em relagdo 48 h com p < 0,0001 (j), mas
reducdo na viabilidade entre 24 h em relagdo ao periodo de 72 h com p <
0,0001 (k). Consequentemente é possivel observar redugdo na densidade
celular entre os periodos de 48 h e 72 h com p < 0,0001 (I).

Ao analisar os grupos tratados, pode-se observar nos grupos CFM que
houve diferenca estatistica entre os periodos de 24 h e 48 h com p = 0,0054
(m), e entre os periodos de 24 h e 72 h com p < 0,0001 (n). Fato seguido na
comparagao entre os periodos de 48 h e 72 h com p < 0,0001 (o).
Semelhantemente, comparagéo entre os 3 periodos nos grupos TFD com p <
0,0001 (p, q, r) apresentaram redu¢do na densidade celular. Bem como nos
grupos TFD + CFM com p < 0,0001 (s, t, u).

Contudo, o Grupo Morte ndo apresenta diferenca estatistica entre os
periodos analisados (v, w, X).

Figura 9: Ensaio Cristal Violeta na Comparagéo Intragrupos
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5.2 Ensaio de Atividade Mitocondrial - MTT

No periodo de 24 h, analisando a figura 10, pode ser observado um
aumento significativo na atividade mitocondrial nos grupos AlPcSs e CFM com
p < 0.0001 (b, d) quando comparados ao Grupo Controle +. Ja o grupo LED
nao apresenta diferenga estatistica (a) em relagdo ao Grupo Controle +. Por
fim, os grupos LED + CFM, TFD, TFD + CFM e Morte apresentam reducao
significativa na atividade mitocondrial com p < 0.0001 (c, e, f, Q)
respectivamente em relagéo ao Grupo Controle +.

Para evidenciar a eficiéncia do grupo TFD, além de minimizar possiveis
duvidas se foram os componentes da terapia (LED ou FS) que proporcionaram
reducdo da atividade mitocondrial, mas sim a combinagdo deles, sendo
estabelecido como TFD. Assim, € possivel observar diferenga estatistica entre
o grupo TFD em relagdo os grupos LED e AIPcSs com p < 0,0001 (i, k)
respectivamente.

Pode ser observado também que o grupo LED + CFM apresenta
reducdo estatistica na densidade celular em relagdo ao grupo LED com p <
0,0001 (h), evidenciando provavel aceleracdo da metabolizagcdo do
quimioterapico por meio do efeito de inibicdo da bioestimulacdo positiva. Além
disso, o grupo LED + CFM apresenta diferencga estatisticas (m) em relagéo ao
grupo CFM, reforgando esta hipotese.

Ao analisar os grupos de tratamento (CFM, TFD e TFD + CFM) pode ser
observada redugéo na atividade mitocondrial no grupo TFD com p < 0,0001 (o)
e grupo TFD + CFM com p < 0,0001 (p), quando ambos sdo comparados ao
grupo CFM. Ja o grupo TFD em relagdo ao grupo TFD + CFM nao apresenta
diferenga estatistica (r). Por fim todos os grupos apresentaram diferencga
estatistica em relagdo ao Grupo Morte com p < 0,0001 (g, j, I, n, q, s, t).
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Figura 10: Ensaio MTT no Periodo de 24 h
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No periodo de 48 h, analisando a figura 11, pode ser observado um
aumento significativo na atividade mitocondrial no grupo CFM com p < 0,0001
(d) quando comparados ao Grupo Controle +. Ja o grupo LED e AIPcS4 n&o
apresenta diferenga estatistica (a, b) em relagdo ao Grupo Controle +. Por fim,
os grupos LED + CFM, TFD, TFD + CFM e Morte apresentam reducgéo
significativa na atividade mitocondrial com p < 0,0001 (c, e, f, Q)
respectivamente em relagéo ao Grupo Controle +.

Para evidenciar a eficiéncia do grupo TFD, além de minimizar possiveis
duvidas se foram os componentes da terapia (LED ou FS) que proporcionaram
reducdo da atividade mitocondrial, mas sim a combinagdo deles, sendo
estabelecido como TFD. Assim, € possivel observar diferenga estatistica entre
o grupo TFD em relagdo os grupos LED e AIPcSs com p < 0,0001 (i, k)
respectivamente.

Pode ser observado também que o grupo LED + CFM apresenta
reducdo estatistica na densidade celular em relagdo ao grupo LED com p <
0,0001 (h), evidenciando provavel aceleracdo da metabolizagcdo do
quimioterapico por meio do efeito de inibicado da bioestimulacédo positiva. Além
disso, o grupo LED + CFM apresenta diferencga estatisticas (m) em relagéo ao
grupo CFM, reforgando esta hipotese.
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Ao analisar os grupos de tratamento (CFM, TFD e TFD + CFM) pode ser
observada redugéo na atividade mitocondrial no grupo TFD com p < 0,0001 (o)
e grupo TFD + CFM com p < 0,0001 (p), quando ambos sdo comparados ao
grupo CFM. Ja o grupo TFD em relagdo ao grupo TFD + CFM nao apresenta
diferenga estatistica (r). Por fim todos os grupos apresentaram diferencga

estatistica em relacdo ao Grupo Morte com p < 0,0001 (g, j, I, n, q, s, ).

Figura 11: Ensaio MTT no Periodo de 48 h
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No periodo de 72 h, analisando a figura 12, pode ser observado que os
grupos LED, AlPcSs e CFM nao apresentam diferenga estatistica (a, b, c) em
relagdo ao Grupo Controle +. Ja os grupos LED + CFM, TFD, TFD + CFM e
Morte apresentam reducdo significativa na atividade mitocondrial com p <
0,0001 (c, e, f, g) respectivamente em relagdo ao Grupo Controle +.

Para evidenciar a eficiéncia do grupo TFD, além de minimizar possiveis
duvidas se foram os componentes da terapia (LED ou FS) que proporcionaram
reducdo da atividade mitocondrial, mas sim a combinagdo deles, sendo
estabelecido como TFD. Assim, € possivel observar diferenga estatistica entre
o grupo TFD em relagdo os grupos LED e AIPcSs com p < 0,0001 (i, k)
respectivamente.

Pode ser observado também que o grupo LED + CFM apresenta
reducdo estatistica na densidade celular em relagdo ao grupo LED com p <
0,0001 (h), evidenciando provavel aceleracdo da metabolizagcdo do
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quimioterapico por meio do efeito de inibicado da bioestimulacédo positiva. Além
disso, o grupo LED + CFM apresenta diferencga estatisticas (m) em relagéo ao
grupo CFM, reforgando esta hipotese.

Ao analisar os grupos de tratamento (CFM, TFD e TFD + CFM) pode ser
observada redugéo na atividade mitocondrial no grupo TFD com p < 0,0001 (o)
e grupo TFD + CFM com p < 0,0001 (p), quando ambos sdo comparados ao
grupo CFM. Ja o grupo TFD em relagdo ao grupo TFD + CFM nao apresenta
diferenga estatistica (r). Por fim todos os grupos apresentaram diferencga

estatistica em relacdo ao Grupo Morte com p < 0,0001 (g, j, I, n, q, s, ).

Figura 12: Ensaio MTT no Periodo de 72 h
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A analise intragrupos, na figura 13, pode-se realizar a comparagéo entre
os 3 periodos. Assim, pode-se observar que ndo houve diferenca estatistica na
atividade metabdlica no Grupo Controle + nas comparagdes entre os periodos
de 24 h,48 he 72 h (a, b, ¢). Semelhantemente, o grupo LED n&o apresentou
alteragao na atividade metabdlica (d, e, f), e também nos grupos AlIPcSs com p
< 0,0001 (g, h, i).

Por outro lado, o grupo AIPcSs; apresenta aumento na atividade
metabdlica no periodo de 24 h quem comparagdo com os periodos de 48 h
com p < 0,0001 (g) e 72 h com p < 0,0001 (h).
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Ja o grupo LED + CFM apresenta aumento na atividade metabdlica
entre os periodos de 24 h e 48 h com p < 0,0001 (j). Sendo seguida de reducéo
desta atividade na comparagao dos periodos de 48 h e 72 h com p < 0,0001 (1),
bem como na comparagao dos periodos de 24 h e 72 h com p = 0,0317 (k).

Pode-se observar também que o grupo CFM apresenta redugédo da
atividade metabdlica escalonada em todas as comparagdes entre os periodos
de 24 h,48,e 72 h com p <0,0001 (m, n, o).

Por fim, os grupos tratados (TFD e TFD + CFM) bem como o Grupo
Morte ndo apresentam diferenga estatistica entre os periodos analisados (p, q,
r,s,t,u, v, w, x).

Figura 13: Ensaio MTT na Comparagéo Intragrupos
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5.3 Imunomarcacgao das HSP

A imunomarcagao para GRP-78 nos periodos de 24 h, 48 h e 72 h, apos o
tratamento dos grupos controle, LED, AlIPcS4, CFM, LED + CFM, TFD e TFD +
CFM, respectivamente, esta ilustrada nas figuras 14, 15 e 16. Observa-se em
verde marcacgao positiva para a proteina de choque térmico GRP-78, em azul
marcacdo do nucleo da célula HEp-2 e por fim, a sobreposicao das duas
imagens anteriores. Nos grupos CFM, TFD + CFM e principalmente no grupo
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TFD, foi observada marcacao positiva para GRP-78, sendo que os demais

grupos foram submarcados.
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Figura 14: Imunomarcacao GRP-78 - 24 h
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Figura 15: Imunomarcagéo GRP-78 - 48 h
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Figura 16: Imunomarcagéo GRP-78 - 72 h
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, as células tumorais (HEp-2) responderam
positivamente aos tratamentos, conforme verificado nos ensaios de densidade
celular, atividade mitocondrial e imunomarcacdo da GRP-78. Deste modo,
demonstrando a interagdo da luz com o fotossensibilizador (AIPcS4) e oxigénio
na producdo de EROS, que causou danos as células tumorais, bem como a
acgao alquilante da CFM.

Primeiramente, o grupo CFM apresentou redugcdo na densidade celular
evidenciado pelo ensaio de cristal violeta, estando de acordo com Emadi,
Jones e Brodsky (2009) que em sua revisdo demonstra a capacidade da CFM
em ser clivada pela mostarda fosforamidase na célula tumoral, causando a
morte celular. Reforcando esta hipotese lida et al. (2016) evidenciaram a
capacidade da CFM de induzir sua ativagado pelo citocromo P-450 (isto é,
aumentando a hidroxilagdo) na mitocéndria, deste modo aumentando a
necessidade energética da célula e consequentemente aumentando o
metabolismo celular. Além disso, foi destacado por Inoue e Tani (2014) que a
terapia com CFM causa maior ou menor dano dependendo de dois fatores. O
primeiro deles é o grau da atividade mitética da célula. Dessa forma, quando a
célula apresenta alta taxa mitética a CFM causa maior taxa de morte celular,
por este motivo a CFM é utilizada para tratamento de cancer. O outro fator é a
dosagem do farmaco ministrado, justificando deste modo a morte celular. O
estudo de Lasalvia-Prisco et al. (2012) esta de acordo com nosso, visto que
também foi utilizada baixas concentragdes de CFM no tratamento de céancer.
Esses autores observaram que a CFM apresenta atividade antiangiogénica
devida a sua capacidade antiproliferativa sobre as células, mas também
antitolerogénica por deplecédo (perda de elementos fundamentais) seletiva de
células T regulatorias e restauracéo das fungdes efetoras T e NK na imunidade

Os resultados do grupo TFD apresentam similaridades com os estudos de
Muehlmann et al. (2015), no qual foi observado quase 100% de queda na
densidade celular com LED 660 nm, 4.4 J/cm?, em tratamento in vitro em 4
linhagens de células tumorais. Além disso, estudo de Dobson, Queiroz e
Golding (2018) observou que a densidade de energia pode estar relacionada
ao padréo de morte celular, ou seja, em densidades de energias proximas de 5
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J/cm? ocorre morte por apoptose e conforme aumenta a energia, pode ocorrer
morte por necrose. Este mecanismo esta de acordo com Moraes et al. (2019)
que verificaram reducdo metabdlica celular de 90%, a qual pode ser
relacionada ao dano causado as diversas organelas, principalmente a
mitocdndria, que é responsavel pela capacidade energética celular. Esses
achados corroboram os nossos resultados. Além disso, com analise de 24, 48
e 72 h de tratamento com TFD é possivel observam que estes resultados estéao
em discordéncia com os estudos de Lucky, Soo e Zhang (2015) a respeito da
resisténcia cancerigena a TFD, visto que o mesmo verificou diferentes
fotossensibilizantes de uso clinico para a aplicagdo da TFD, que levaram
resisténcia tumoral a TFD. Contudo, avaliando esta revisdo pode-se observar
que os parametros para TFD ndo foram respeitados, acarretando a perda de
eficiéncia da terapia, ou seja, ndo houve excitagdo do FS de forma a produzir
as espeécies reativas de oxigénios em quantidade suficiente para causar a
morte celular. Por outro lado, a resisténcia a TFD quando utilizada em
parametros maximizados segundo Zamarrén et al. (2015) é inviabilizada,
devido a baixa capacidade metabdlica da célula tumoral, assim minimizando a
capacidade da célula de realizar mitose, e consequentemente em dar origem a
um clone que seja resistente a TFD.

Ao analisar o grupo TFD + CFM observa-se redugcdo da populagéo
celular, embora tenha sido igualmente significante ao grupo TFD. Isto, segundo
Xin et al. (2018), relaciona-se ao fato do dano fotofisico ser referente a TFD.
Por outro lado, He, Deng e Yue (2017), ressaltaram que a CFM precisa ser
primeiramente metabolizada, liberando assim seu principio ativo téxico para as
células cancerigenas. Desse modo, pode ser justificado o fato de que a TFD
apresenta dano mais impactante do que o dano proporcionado pelo
quimioterapico, assim mascarando o efeito da CFM no tratamento, enquanto a
TFD quase que imediatamente comega a causar danos oxidativo nas
estruturas celulares.

Além disso, deve-se destacar também que o tratamento em conjunto ira
apresentar beneficios complementares, isto pode ser observado no estudo de
Agrawal et al. (2017), no qual evidenciou que a CFM apresenta interagdo com
o horménio da insulina, aumentando significativamente a suscetibilidade de

células tumorais a acédo da ciclofosfamida, observando um aumento do efeito
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citotoxico, em até duas vezes em células tumorais. Assim, a insulina n&o
apenas promove aumento da taxa de apoptose quando seguida pela CFM, mas
também o mecanismo desse fendmeno pode estar ligado a autofagia, que se
mostrou correlacionado com a morte celular, diminuindo a sobrevivéncia da
célula tumoral. Esta linha de raciocinio acha-se em Falgreen (2015), o qual
observou que o mecanismo citotoxico da CFM, pode ser verificado também
através da liberacdo de citocinas relacionadas ao estresse das ceélulas
malignas, desta maneira atraindo os macrofagos, NK e células T para o
microambiente da célula maligna, potenciando a sinalizagdo, e encaminhando
a célula tumoral a morte.

Vale destacar também que a CFM anula o efeito de bioestimulagao, isto
segundo Khaloozadeh, Yazdanbakhsh e Homaei-Shandiz (2008) ocorre devido
ao carater alquilante, inibindo a divisao celular, visto que afeta principalmente a
sintese do material genético, alterando a fungdo do DNA e consequentemente
afetando o ciclo celular, deste modo minimizando a bioestimulagdo do LED.
Aléem disso, Aravind et al. (2012) enraizaram que com o efeito da
bioestimulagdo em aumentar a eficiéncia energética e a capacidade
mitocondrial, ocorre um aumento na taxa de conversao da CFM pelo citocromo
P-450 em sua forma ativa, e consequentemente a diminuicdo da taxa
metabdlica da célula, devido ao dano proporcionado pela CFM. Seguindo esta
linha, Magnabosco Neto e Westphalen (2018) observou que a bioestimulacéo,
aumenta a eficiéncia dos medicamentos administrados, além de proporcionar
uma melhora nas condi¢des clinicas dos pacientes.

Reginato et al. (2013) evidenciaram que o principal beneficio do
tratamento conjunto esta na presenga de um antigeno de rejeigdo de tumor, ou
seja, a capacidade das células tumorais em contornar a resposta do sistema
imune, assim as células T reguladoras (CD25 +, Foxp3 +) s&o inibidores
potentes da imunidade antitumoral, e sua remocao por doses baixas de
ciclofosfamida potencializa a resposta imune, podendo ser esta resposta
induzida e aumentada pela TFD, podendo ocorrer a reversdo epigenética,
acarretando o aumento da expressao tumoral do MHC classe | e a expressao
de outros antigenos tumorais até entdo imperceptiveis as células do sistema

imune.
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Gupta et al. (2010) a fim de estudar a capacidade de sobrevivéncia das
células tumorais que foram estressadas em consequéncia aos danos
observados pelos tratamentos, bem como o seu processo de resposta contra o
estimulo estressante, realizou-se a avaliacdo da GRP-78 no lumen do reticulo
endoplasmatico das células cancerigenas

Os grupos tratados apresentaram diversos danos em seus
compartimentos celulares, sendo verificada a marcagao positiva de GRP-78.
Esta resposta, segundo Murphy, (2013) esta relacionada ao sistema de
tamponamento do estresse celular, seja de estimulos extrinsecos (fisiolégicos,
virais e ambientais) ou intrinsecos (replicativos). Como tal, a GRP-78 serve a
uma funcdo critica de sobrevivéncia na célula, impedindo a morte celular. Isto
pode ser verificado quando a GRP-78 assume um papel citoprotetor contra a
via de atuacgao do quimioterapico ou outros mecanismos que causem danos a
célula.

Estudo de Casas et al. (2011) evidenciaram a influéncia da TFD em
induzir a autofagia, apoptose e necrose em células de cancer, assim ativando
enzimas antioxidantes, diminuindo a acdo de proteinas de resisténcia a
multiplos farmacos, aumentando as vias pro-apoptoéticas, bem como a
expressdo de GRP-78. Ainda, segundo Wozniak et al. (2018) sob ac&o da TFD
ou outro agente que proporcione morte celular em grande escala, como
quimioterapicos, a GRP-78 pode ser liberada ao meio externo (pelo fato das
células estarem mortas). Dessa forma, pode atuar como sinalizadora de
antigenos tumorais para o sistema imunoldgico contra as células tumorais.

Estudos de Juhasz et al. (2014) destacam o carater dual das HSPs, entre
elas a GRP-78, visto que esta proteina pode atuar na promogao e crescimento
do tumor, contribuindo para a tumorigénese por sua atividade pleiotrépica como
chaperona, contribuindo para a tumorigénese por sua atividade pleiotrépica
como chaperona, conferindo as células cancerigenas a capacidade de alterar
atividades proteicas dos componentes do ciclo celular, das quinases e outras
proteinas que estimulam o crescimento tumoral. Por outro lado, dependendo do
grau de estresse celular, a GRP-78 pode gerar o acumulo de citocromo C no
citoplasma, promover agentes pro-apoptoticos como as caspases,
encaminhando a célula a morte. Este fato justifica a necessidade de
combinagdes de tratamento, sendo confirmado por Rodriguez et al. (2015) o
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qual evidéncia o efeito indutor, ou seja, ao invés de proporcionar a
citoprotecdo, a GRP-78 ativa a via das capazes, causando a morte celular,
dependendo das condi¢gdes de tratamentos e o tipo de célula cancerigena.
Além disso, estudo de Evans, Chang e Gestwicki (2010), estda em concordancia
com nossos resultados, visto que ele relaciona a presenca de GRP-78 com a
capacidade de inibir varias vias de morte celular, incluindo a apoptose
intrinseca, levando a resisténcia a TFD, entretanto, ela pode também estar
associada ao fator indutor de apoptose (AlF), levando a indugdo da apoptose
independente de caspase, sendo ativada principalmente por tratamentos
combinados de carater mais letal, assim ndo conseguindo prevenir a apoptose
e, contrariamente, promovendo a morte celular.

Por fim, é exequivel verificar a resposta celular em diferentes modos de
tratamentos, bem como a eficiéncia separadamente ou em conjunto, conforme
observado nos ensaios de densidade celular, atividade mitocondrial e
Imunomarcacgao da GRP-78. Assim, foi possivel efetuar analise de estudos que
realizaram estudos da CFM e TFD de maneira separada, comparando ao
presente estudo da CFM e TFD que foi executado conjuntamente.
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6 CONCLUSAO

TFD utilizando AlIPcSs4 como fotossensibilizante, sendo irradiado por 3
minutos e 20 segundo, totalizando 5 J/cm? € um tratamento eficaz contra as
células HEp-2, ocorrendo uma queda significativa na densidade celular, bem
como diminui¢do na atividade metabdlica avaliado pelo ensaio de MTT. Além
disso, € possivel observar a GRP-78 por meio do ensaio de imunomarcacao.

A CFM apresenta redugao na densidade celular, no metabolismo celular,
alterando a expressdo de proteinas GRP-78, embora com menor eficiéncia,
quando comparada a TFD.

O tratamento em conjunto da TFD com CFM nao apresenta aumento na
morte celular quando comparada separadamente com TFD ou CFM. Contudo a
interacao ainda pode ser valida, visto que a CFM pode apresentar capacidade

de anular possiveis efeitos de bioestimulagao positiva da TFD.
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Apéndices: Estudo Piloto

A Determinagao da Concentragao do Quimioterapico CFM

Analisando a figura 17, pode ser observado um aumento na densidade
celular na concentragao de 1 pg/mL com diferenga estatistica p = 0,0001, e nas
concentragdes de 3 a 25 uyg/mL com p < 0,0001. Na concentragao de 50 pg/mL
nao apresenta diferenca estatistica em relacdo ao Grupo Controle +. Ja nas
concentragdes de 100 a 250 pg/mL e no Grupo Morte pode ser verificada uma
reducdo na densidade celular com p < 0,0001. Assim, como ja era esperado,
visto que a CFM é um farmaco que apresenta resposta dose dependente.

Figura 17: Curva de Concentragdo da CFM no Periodo de 24 h

200

150

*hxx bdodobd
hadehebe Hkkk
Hohok T
P
*xkk T
T e
Hkkk -
I =

(****) Extremamente Significante (p < 0,0001), (***) Muito significante (P =
0,0001), (ns) Nao Significante.
Fonte: (Autor)
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Analisando a figura 18, pode ser observado um aumento na densidade
celular na concentragédo de 1 pg/mL com diferenca estatistica p = 0,0055, nas
concentragbes de 3 a 12 pg/mL com p < 0,0001, e na concentragdo de 25
pg/mL houve aumento na densidade celular com p = 0,0055. Na concentragao
de 50 pg/mL nao apresenta diferenga estatistica em relagdo ao Grupo Controle
+. Ja nas concentragdes de 100 a 250 ug/mL e no Grupo Morte pode ser
verificada uma reducéo na densidade celular com p < 0,0001. Assim, como ja
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era esperado, visto que a CFM é um farmaco que apresenta resposta dose

dependente.

Figura 18: Curva de Concentragcdo da CFM no Periodo de 48 h
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(****) Extremamente Significante (p < 0,0001), (***) Muito significante (p =
0,0001), (**) pouco significante (p = 0,0055), (ns) Nao Significante.
Fonte: (Autor)
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B Caracterizagao do Aluminio Ftalocianina Tetrassulfonada (AIPcSa)

Analisando a figura 19, pode ser observada a relacdo entre a
concentracdo do fotossensibilizante AIPcSs e a absorbancia, apresentando a
banda de Soret (S) em 675 nm e as bandas Q nas regides de 347 nm, 623 nm.

Deste modo podendo ser caracterizada a AIPcS4 como esperado.
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Figura 19: Espectro de absorgao do AlPcS4
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Fonte: (Autor)

Por meio da identificagdo dos picos, foi possivel gerar a curva de
calibracdo da AIPcS4 no qual foi realizada a relacdo entre as concentragdes
das amostras e a absorbancia existente no pico maximo, 675 nm. A funcao
atribui ao valor de y a absorbéancia esperada e ao valor de x a concentragao do
fotossensibilizante. Foi realizada ent&o a curva de calibragdo da AlIPcSa.

Equacao 1: Equacédo da reta referente ao pico de 675 nm

y =0,1747x + 0,0086

Analisando a reta, representada na figura 20 pode ser observada a
relacado entre os pontos, em densidade éptica de 675 nm, das concentracdes
do fotossensibilizante (AIPcS4) e dos valores de absorbancia. Com a curva de
calibragdo da AlPcS4 foi possivel identificar o nivel de linearidade da diluicdo do
farmaco fotossensivel, sendo representada por R? = 0,9997, demonstrando
assim uma confiabilidade de 99,97% da diluicdo. Evitando assim perda de
fotossensibilizante, ou perda de atividade fotossensivel decorrente de

agregados da AlPcSa.
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Figura 20: Curva de Calibragdo do Farmaco Fotossensibilizante AIPcS4
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Fonte: (Autor)

Analisando a figura 21, pode ser observado em vermelho a AlPcS,
internalizada na célula HEp-2 apdés 1 h de incubagcdo e em azul o nucleo da
célula corado com DAPI, permanecendo praticamente inalterado conforme o
aumento do tempo de incubacao da AIPcSs. Atendendo as expectativas sobre
o tempo de incubagéao do FS.

Figura 21: Localizagdo do Aluminio Ftalocianina Tetrassulfonada (AIPcS4) Apés
a Incubacéo nas Células HEp-2
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Fonte: (Autor)
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C Determinacgao ideal para TFD

Analisando a figura 22, pode ser observada diminuicdo na densidade
celular em todos os grupos de TFD com p < 0,0001. Porém foi estabelecida a
dose de energia de 5 J/cm? como grupo tratamento na TFD, pois foi o mais
eficiente em causar morte celular. Visto que os grupos TFD 10 J/cm? e 15 J/cm?

sdo estatisticamente iguais ao TFD 5 J/cm?, atingindo os resultados esperado.

Figura 22: Ensaio Cristal Violeta para Estabelecer a Curva para da TFD
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Anexo A: Genotoxic effects of photodynamic therapy in laryngeal cancer

cells — An in vitro study
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Abstract

Photodynamic therapy provides the formation of reactive oxygen species that are capable
of inducing cell death. Human laryngeal carcinoma (HEp-2) cells have been evaluated in this
study under PDT treatment. Cells were treated with photosansitizer aluminum phthalocya-
nine tetrasulfonate (AIPcS,) and irradiated with a Biopdi/irrad-Led5 660 LED with 660 nm
wavelength, intensity of delivered light of 25 mW/cm?, power of 70 mW, fluence of § Jicm®
for 24 h and 48 h, and then evaluated. Cell population was not increased by PDT treatment
after the tested pericd. The apoptosis assay demonstrated that control groups exhibit
approximately 60% of living cells in the 24h and 48h periods, however, A significant
increase in apoptotic cells was observed after the photodynamic therapy treatments, for
both 24 and 48 h groups. Over 50% of cells were under apoptosis after photodynamic
therapy, evidencing a death process generated from the oxidative damage of the treatment.
Comet assay and micronucleus assessments, both of which evaluate genotoxicity, dem-
onstrated favorable results to damages caused by the photodynamic therapy treatment.
Thus, photodynamic therapy is proposed to damage nuclear cells and the subcellular struc-
ture of carcinogenic cells,

, genotoxicity, DNA, cell, damage
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