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RESUMO

A Terapia Fotobiomoduladora (PBMT - Photobiomodulation Therapy) consiste na aplicacéo
de laser ou LED de baixa poténcia, abaixo de 500 mW, tendo como alvo tecidos biol6gicos
variados. Trata-se de uma técnica ndo carcinogénica e nao mutagénica com diversas
aplicacbes, como reparacdo tecidual e reducdo de inflamacdo, por promover a
Fotobiomodulagdo (PBM - Photobiomodulation). A Terapia Fotodinamica (PDT -
Photodynamic Therapy), por sua vez, € uma técnica que utiliza um fotossensibilizador (PS -
Photosensitizer) ativado por luz de comprimento de onda especifico, a partir do qual, na
presenca de oxigénio, sdo geradas espécies reativas de oxigénio (ROS - Reactive Oxygen
Species) que, a niveis tdxicos, levam a morte celular e, portanto, regressao tumoral. O
objetivo do estudo é investigar os efeitos da PBMT precedida de PDT em linhagens de
carcinoma epidermdide de lingua, SCC-25 e SCC-4. O carcinoma epidermoide oral (OSCC -
Oral squamous cell carcinoma) apresenta cerca de 270 mil novos casos por ano, sendo a
lingua o sitio mais acometido por OSCC e tendo um prognostico baixo. O tratamento para
OSCC pode incluir cirurgia, radioterapia (RT) e quimioterapia (CT), sendo a aplicacdo da
PDT amplamente estudada para este fim. O propoésito do estudo é, entdo, avaliar o potencial
da combinacdo PBMT-PDT para melhorar o resultado da PDT aumentando a toxicidade
celular. Ensaios de viabilidade celular indicaram que a PBMT melhorou a acdo da PDT em
células SCC-25, e anélises de fluorescéncia mostraram que houve um aumento da captacdo de
PS e producdo de ROS. O equivalente ndo foi visto em células SCC-4. A anélise de
proliferacdo celular mostrou que a PBMT ndo provocou alteragdo para nenhuma linhagem, ou
seja, os efeitos observados na viabilidade foram devido as alteracbes metabdlicas e ndo a
proliferacdo celular. Além disso, ensaios de viabilidade com acido ascérbico (antioxidante),
preveniram os efeitos da PBMT na PDT, o que mostra que as ROS apresentam papel
importante na ativacdo dos mecanismos iniciais da PBMT que desencadeiam a cascata de
processos que promovem os efeitos observados. Portanto, elucidar a combinacdo PBMT-PDT
¢ interessante, uma vez que pode ser uma tecnica segura, de baixo custo com protocolos
simples e com possibilidade de melhora significativa no resultado do tratamento. A tendéncia
de diminuicdo na captacdo de PS e produgédo de ROS para SCC-4, no entanto, deve ser mais
investigada juntamente com a compreensdo de quais mecanismos da PBM modulam esses

resultados.

Palavras-chave: Fotobiomodulagéo. Terapia fotodindmica. Carcinoma epidermdide oral.
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1 INTRODUCAO

1.1 Terapia Fotobiomoduladora - PBMT

A Terapia Fotobiomoduladora (PBMT, do inglés Photobiomodulation Therapy), também
conhecida por Terapia de LED/Laser de Baixa Poténcia, consiste na aplicacdo de laser ou
LED de poténcias abaixo de 500 mW, geralmente de comprimentos de onda entre 600 nm e
850 nm, que correspondem ao vermelho visivel e infravermelho préximo, tendo como alvo
tecidos bioldgicos variados. (1) Trata-se de uma técnica ndo carcinogénica e ndo mutagénica,
com diversas aplicagbes por promover a Fotobiomodulacio (PBM, do inglés
Photobiomodulation), ou seja, modular o metabolismo celular e tecidual, estimular a sintese
de DNA e RNA, promover a proliferacdo celular e reduzir a resposta inflamatoria, dentre
outros efeitos. (2-3) Por isso, algumas aplicacbes da PBMT sé&o: reparagdo tecidual e

muscular, reducéo de inflama¢do, como mucosite, e analgesia. (4-7)
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Figura 1- Descricdo esquematica dos efeitos da PBM: primeiro ocorre a interagdo da luz com fotorreceptores,
principalmente a COX, que leva ao aumento das concentragbes de ATP, Ca+, NO e ROS na
mitocondria, que ativam vias de sinalizacdo. Ocorre a modulagdo da transcricdo génica tendo como
consequéncia os efeitos mencionados, como modulag&o do ciclo celular e aumento da proliferacéo.

Fonte: Elaborada pela colaboradora.

A maioria dos fotorreceptores localiza-se na mitocondria e por isso, a interacdo luz-célula
pode ser compreendida principalmente uma interacdo luz-mitocéndria. Em células
eucaridticas, os principais fotorreceptores sdo 0os componentes da cadeia transportadora de
elétrons, como a citocromo ¢ oxidase (COX) e NADH-desidrogenases. (8-9) Ao absorver 0s
fotons incidentes, esses fotorreceptores sofrem alteracdes nas suas propriedades bioguimicas,
tendo como consequéncias 0 aumento da sintese de ATP, alteracdes nas concentracfes de

Ca+, NO e espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species). Sabe-se



que na PBM ha aumento nos niveis de ROS, mas em pequenas quantidades, que atuam como

mediadores que iniciam uma cascata de processos celulares, modulando o ciclo celular, .
1.2 Terapia Fotodindmica - PDT

Terapia Fotodindmica (PDT, do inglés Photodynamic Therapy) é uma técnica que consiste na
acdo de um fotossensibilizador (PS, do inglés Photosensitizer) ativado por luz de
comprimento de onda especifico, a partir do qual, na presenca de oxigénio, sdo geradas ROS a
niveis que causam estresse oxidativo e podem provocar morte celular e, portanto, regressao

tumoral com possivel erradicagdo, figura 2. (12)

O processo de geracdo de ROS por fotossensibilizadores é conhecido e bem descrito pela
literatura. (13-18) O foton incidente faz com que um elétron do PS salte do estado singleto
fundamental (So) para um estado singleto excitado (S;). Em seguida, os elétrons podem voltar
ao estado fundamental por emissdo de fluorescéncia ou processos nado-radiativos, como
relaxagdo vibracional e conversdo interna, ou ainda, sofrer cruzamento intersistema, numa
conformacdo denominada estado tripleto (T;). Para que este ultimo processo ocorra, um dos
elétrons emparelhados no estado singleto fundamental é excitado por um féton para um nivel
singleto de maior energia, preservando o spin do estado anterior (So — Si). (13-17) Em
seguida, o elétron deve sofrer alteracdo do spin, para uma orientacdo oposta, atingindo o
estado tripleto (S;—T1). (13-14) Nesse estado os spins dos elétrons encontram-se em sentidos
paralelos, diferentemente do estado singleto, onde as orientacGes sdo antiparalelas. (13) O
estado tripleto € mais estavel que o anterior, apresenta tempo de vida mais longo e é capaz de
interagir com moléculas proximas gerando espécies citotoxicas. (13-18) Existem dois tipos de

geracdo de ROS:

1. Mecanismo |: Reacdo do PS tripleto com um substrato celular (como proteinas,
fosfolipidios, colesterol, dentre outros). O PS transfere um préton ou um elétron para a
molécula alvo, com geracdo de céations ou anions (ions radicais livres), respectivamente,

capazes de interagir com oxigénio, levando a formacdo de ROS. (14-17)

2. Mecanismo II: Interacdo direta do PS tripleto com o oxigénio molecular, que é
tripleto no seu estado fundamental, pois apresenta dois orbitais ocupados com apenas um
elétron, os dois desemparelhados com o mesmo spin, de acordo com a regra de Hund. (13) A
interacdo ocorre através da transferéncia de energia tripleto-tripleto, gerando oxigénio no

estado singleto excitado, altamente reativo. (15) Essa transferéncia acontece pela troca



concomitante de dois elétrons dos orbitais ocupados com apenas um elétron, de cada uma das
espécies envolvidas: um elétron do PS e outro do oxigénio. (13) Esse processo € conhecido
como transferéncia de energia de Dexter e respeita a conservacdo de spin, assim como requer
a sobreposicao espacial das funcdes de onda eletrénicas das duas espécies, 0 que sO pode ser

alcancado se as duas moléculas entrarem em contato proximo, cerca de 10 A . (13-18)

Entretanto, devido a alta reatividade dos produtos gerados em ambos mecanismos, somente
sdo afetadas pela PDT as estruturas proximas aos sitios de geracdo das ROS. O oxigénio
singleto, por exemplo, tem um tempo de vida entre 0,01 ps e 0,04 ps e um raio de difusdo na
célula de cerca de 20 nm, partindo ponto de localizacdo do PS i.e. o local de geracdo das
ROS. (19)

Tipo |
_____________ Transferéncia de
préton ou elétron

. fons radicais livres

ROS

Energia

Tipo Il

Absorcao

Figura 2 - Diagrama de Jablonski da excitagdo do PS com seu mecanismo de agéo.
Fonte: Adaptada de SILVA et al. (20)

Os derivados de hematoporfirinas (HpD) estdo entre os fotossensibilizadores mais utilizados
em tratamentos por PDT, considerados de primeira geracdo. Sdo constituidos por misturas de
mondmeros, dimeros e oligbmeros de até oito unidades de porfirinas unidas por ligacGes éter
ou éster. (21) Esses HpDs sdo transportados no sangue principalmente por lipoproteinas de
baixa densidade (LDL), capazes de libera-los no tecido por meio de receptores especificos. E
conhecido que algumas linhagens de células neoplasicas expressam maiores quantidades de
receptores de LDL do que linhagens saudaveis, o que confere certa seletividade, ainda que
baixa, a captacéo de PS por celulas tumorais. (22) Além disso, devido ao curto tempo de vida
das ROS e consequentemente, sua baixa difuséo, existe também a seletividade local, uma vez

que s6 ha geracdo de ROS por PDT em areas iluminadas, ou seja, onde ha incidéncia de
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fétons. A PDT se mostra segura, de facil aplicacdo e algumas de suas vantagens frente as
terapias convencionais como quimioterapia e radioterapia sdo o0 baixo custo, efeitos colaterais

minimos e resultados estéticos satisfatorios. (23-25)
1.3 Carcinoma epidermoide oral

Carcinoma epidermoide de cabeca e pesco¢o (HNSCC, do inglés Head and Neck Squamous
Cell Carcinoma) € um tipo de cancer que surge nas camadas externas das mucosas bucal,
nasal ou da garganta. Especificamente, os carcinomas podem afetar a cavidade oral, cavidade
nasal, seios paranasais, orofaringe, nasofaringe, hipofaringe, laringe e glandulas salivares. De
acordo com a National Library of Medicine, 0o HNSCC ¢ o sétimo cancer mais frequente no
mundo, com 600 mil novos casos por ano, sendo mais incidente em homens entre 50 e 60
anos. (26) Um tipo de HNSCC é o carcinoma epidermoide oral (OSCC, do inglés Oral Cell
Carcinoma), com cerca de 270 mil novos casos por ano no mundo, e 130 mil mortes anuais.
(27) A lingua é o sitio mais acometido por OSCC e tem um prognostico baixo, com taxa de
sobrevida em cinco anos inferior a 50%. (28-29) O tratamento para OSCC pode incluir
cirurgia, radioterapia (RT) e quimioterapia (TC), sendo a aplicacdo da PDT amplamente
estudada para este fim. (30) Foi observado que os protocolos de RT e quimiorradioterapia
(CRT) estdo associados a toxicidades agudas que induzem mucosite oral. (31-33) Nesse
contexto, a PBMT é utilizada para prevenir e reduzir a mucosite oral induzida por CRT. (34)

Neste trabalho, propde-se avaliar o potencial da combinacdo PBMT-PDT para melhorar o
resultado da PDT aumentando a toxicidade celular em células de carcinoma epidermdide de

lingua.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Cultivo celular

Foram utilizadas linhagens celulares de carcinoma epidermoide de lingua humana SCC-25
(ATCC® CRL-1628™) ¢ SCC-4 (ATCC® CRL-1624™) que crescem por adesdo em meio de
cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)/ Ham'’s, suplementado com 10% (v/v)
de soro fetal bovino, antibidticos e hidrocortisona na concentracéo de 400 ng/mL. As células
foram mantidas em estufa a 37°C sob atmosfera umidificada a 5% de CO,. O meio celular era
trocado trés vezes por semana e células eram sub-cultivadas quando atingiam entre 80% e
100% de confluéncia, seguindo o protocolo padréo de lavagem das células com tampéao PBS
(phosphate-buffered saline) pH 7,3, seguido da desadeséo, com 0,25% de tripsina e 0,53 mM
de EDTA, durante cerca de 10 min e, entdo, a adi¢do de meio de cultura contendo soro fetal
bovino, inibidor da tripsina. A razdo de sub-cultura foi mantida entre 1:3 e 1:10, conforme
recomendado pelo fabricante. Os experimentos foram realizados durante a fase exponencial
de crescimento. A contagem de células para preparo dos experimentos foi realizada em

camara de Neubauer com método de excluséo pelo corante azul de tripan.
2.2 Terapia Fotobiomoduladora - PBMT

A PBMT foi realizada nas condi¢Ges: sem iluminacdo-PBMT, 660 nm (5J/cm? - 20,94
mW/cm2) e 780 nm (5 J/cm? - 28,90 mW/cm?2). Os comprimentos de onda para a PBMT foram
determinados com base em estudos que mostraram uma resposta positiva frente a exposicéo a

iluminacdo fotobiomoduladora na faixa do espectro que continha esses valores. (35)
2.3 Terapia Fotodindmica - PDT

Para cada condicdo de PBMT, foram estabelecidas duas condi¢Ges de PDT: sem iluminagdo-
PDT e iluminagdo de 630 nm (15 J/cm? - 30,00 mW/cm?). Utilizou-se o fotossensibilizador
Photogem®, um derivado de hematoporfirina, na concentragdo 5 pg/mL em meio de cultura
DMEM com 1% de soro fetal bovino e sem fenol. O PS foi incubado imediatamente ap6s
PBMT, durante 4 horas. Em seguida, os pogos foram lavados com PBS pH 7,3 e as células

foram expostas a iluminagdo-PDT.
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2.4 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi quantificada pelo método MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil
brometo de tetrazolina) que consiste na redugdo do MTT em cristais de formazan, por
oxirredutases dependentes de NAD(P)H presentes em células viaveis. Portanto, quanto mais
viaveis as celulas e/ ou quanto maior o numero de células viaveis, mais intensa € a coloracao e

maior a intensidade do sinal obtido. Para essa analise, as células foram inoculadas em placas

de 96 pocos, na densidade de 1X10* células/poco, 24h antes da iluminacdo-PBM. As células

com MTT a 0,5mg/mL em meio DMEM sem fenol e com 1% de soro fetal bovino foram
incubadas 21h ap6s iluminagdo-PDT, por 3h. Apos esse periodo, os cristais de formazan
foram diluidos com DMSO e as medidas de absorbancia foram realizadas (570nm e 690nm)
com o leitor de placas Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific), somando 24h apds
iluminacdo-PDT. Foram realizados dois experimentos independentes PBMT 660/780nm -
PDT para cada linhagem celular, com trés colunas de seis pogos para cada grupo. Os demais
experimentos de viabilidade foram realizados em trés dias distintos, com trés fileiras de cinco

pocos para cada grupo, para cada linhagem.
2.5 Proliferacdo celular

Para analisar os efeitos da PBM na proliferacdo celular, as células foram contadas 24h apds
iluminacdo-PBM. Para isso, as células foram inoculadas em placas de 24 pocos, com 53X 10*
células/poco. A iluminacdo-PBMT (780nm - 5 J/cm?) foi realizada 24h apds o plagueamento e
as células foram mantidas por mais 24h em estufa. Depois, as células foram lavadas com PBS,
tripsinizadas, filtradas para remover aglomerados celulares e contadas por citometria de fluxo
(excitacdo 488 nm, deteccdo 695/40 nm, BD Accuri C6 Plus, BD Biosciences). Dois

experimentos independentes foram realizados, com triplicatas para cada grupo.
2.6 Captacdo de fotossensibilizador

A captacdo de PS também foi analisada. Nesse experimento, as células foram inoculadas em
placas de 24 pocos, com 5X10* células/poco 24h antes da incubacéo do PS. Entéo, a PBMT
foi realizada (780nm - 5 J/cm?) e logo em seguida o PS foi incubado por 4h. Em seguida, 0s
pocos foram lavados duas vezes com PBS, as células foram tripsinizadas e a fluorescéncia do

PS foi medida por citometria de fluxo (excitacdo 488 nm, deteccdo 695/40 nm, BD Accuri C6
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Plus, BD Biosciences). Foram realizados dois experimentos independentes em triplicata para

cada grupo experimental.
2.7 DCFH-DA: formagédo de ROS na PDT

DCFH-DA (diacetato de 2,7-diclorofluorescina) € um marcador de estresse oxidativo que
pode ser oxidado por ROS e RNS tornando-se DCF (2,7-diclorofluorescina), um composto
fluorescente [36]. As células foram inoculadas em placas de 24 pocos a uma densidade de
5x10* células/pogo, 24h antes da incubagdo com DCFH-DA. Foi realizada a iluminagéo-
PBMT (780nm - 5J/cm?) e imediatamente apds, o PS foi incubado por 4h. Ap6s incubacéo e
lavagens com PBS, as células foram tripsinizadas e foi adicionado DCFH-DA a 25 uM em
Ham's DMEM sem fenol. A lluminacdo-PDT foi entdo realizada e as células incubadas por
mais 20 min em estufa. A fluorescéncia do DCF foi medida por citometria de fluxo em 488
excitacdo e 533/30 emissdo (BD Accuri C6 Plus, BD Biosciences). Dois experimentos

independentes foram realizados em triplicata.
2.8 Acido ascorbico: papel das ROS na PBMT

O écido ascorbico (AA) é um antioxidante capaz de eliminar ROS, evitando danos celulares
causados por essas espécies. (37) O AA foi dissolvido em PBS para uma solucdo estoque de
10 mM. Essas solugdes foram preparadas em cada experimento. Em seguida, a solucdo foi
diluida em DMEM Ham’s sem fenol contendo 5% de SFB a uma concentragdo de 100 pM,
que foi adicionada as células 2h antes da Iluminagcdo-PBMT. Depois, 0 meio foi trocado e o
protocolo PBMT-PDT foi performado conforme descrito anteriormente. Foram realizados trés
experimentos independentes e para cada linhagem, foram estabelecidas trés fileiras de cinco

POCOS.
2.9 Andlise estatistica

Todos os dados quantitativos foram descritos como média + desvio padrdo. As analises
estatisticas foram realizadas com o software Origin (versdo 2018, Originlab, EUA), com teste
ANOVA seguido do teste de Tukey para estimar as diferencas entre duas médias de conjunto
de dados com distribuicdo normal. O teste ANOVA de Kruskal-Wallis foi usado quando os
resultados rejeitaram normalidade. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados e discutidos no presente trabalho foram publicados em um artigo
intitulado “Photobiomodulation effects on photodynamic therapy in HNSCC cell lines”, no

periddico Journal of Photochemistry and Photobiology B: biology, volume 217, em abril
de 2021. (38)

3.1 Viabilidade celular: PBMT 660/780nm - PDT

Existem alguns estudos sobre PDT com as linhagens SCC-4 e SCC-25 com foco no aumento
da eficiéncia da PDT por diferentes métodos. (39-42). D.-F. Yang et al. estudaram calcipotriol
e metotrexato associados ao protocolo PDT-ALA em células SCC-4. Com relacdo ao SCC-25,
Bhuvaneswari et al. avaliaram o potencial antiangiogénico de nimotuzumabe e cetuximabe
em PDT-Chlorin e6. Além disso, Kelley et al. mostraram um aumento no efeito do PDT-
Photofrin pela propriedade pro-oxidante do ferro e ascorbato. Embora esses artigos
compartilhem semelhancas com o estudo atual, em relacdo a PDT, linhagem celular e PS
(principalmente Kelley et al.), nenhum deles correlaciona PBMT e PDT. Na verdade, existem
poucos estudos abordando essa combinacdo em qualquer configuracdo de linhagem celular e

protocolo.

A viabilidade celular relativa aos controles 24h apés iluminacdo-PDT, com duas condi¢des
para PBMT: 660 nm e 780 nm; é mostrada nas figuras 3.a. e 3.b., para SCC-25 e SCC-4,
respectivamente. Para a SCC-25, a PBMT 660-PDT apresentou uma tendéncia de aumento da
viabilidade de 15% em relacdo ao grupo PDT, enquanto a PBMT 780nm-PDT mostrou uma
tendéncia de decréscimo de viabilidade de 29%. Para a linhagem SCC-4, os dois parametros
de iluminagdo indicaram uma tendéncia de aumento de viabilidade, com 24% e 36% para 0s
grupos PBMT 660nm-PDT e PBMT 780nm-PDT, respectivamente, em compara¢do com o
grupo PDT. Dessa forma, observa-se que a iluminacdo 780nm antes da PDT provocou efeitos
opostos nas duas linhagens, com tendéncia de potencializar os efeitos da PDT para a SCC-25
e reducdo de toxicidade para a SCC-4.

Portanto, a fim de investigar as diferentes respostas das linhagens frente ao protocolo
combinado proposto, todos os demais experimentos foram realizados com um Unico

pardmetro de iluminacdo-PBMT, de 780 nm, mantendo a dose de 5 J/cm? - 28,90 mW/cm2.
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Figura 3 - Viabilidade celular relativa em SCC-25 (a) e SCC-4 (b) com ilumina¢cdo-PBMT a 660nm e 780nm.
Fonte: Elaborada pela autora.

3.2 Viabilidade celular: PBMT 780nm - PDT

Viabilidade celular relativa aos controles 24h apos iluminacdo-PDT das linhagens SCC-25 e
SCC-4 é mostrada nas figuras 4.a. e 4.b., respectivamente. Para a SCC-25, a viabilidade do
grupo PBMT foi estatisticamente diferente do controle, apesar de ndo ser muito expressiva,
correspondente a um aumento de cerca de 8%. Ja os efeitos da PBMT na SCC-4 ndo foram

significativos.

Os grupos PDT resultaram em uma decréscimo de 64% na viabilidade celular em células
SCC-25 e de 32% em SCC-4. Ou seja, a SCC-25 se mostrou mais sensivel a PDT do que a
outra linhagem. Em relacéo ao efeito da PBM na PDT, observamos um aumento na morte
celular para SCC-25 com uma diferenga estatisticamente significativa. A viabilidade PBMT-
PDT nessas células foi de cerca de 70% do grupo PDT e representou uma reducao adicional
de 10% na viabilidade em comparacdo com o controle. Em relacdo as células SCC-4, o efeito
da PBMT na PDT nédo foi estatisticamente significativo. Entretanto na combinacdo das
técnicas, PBMT-PDT, nenhuma linhagem apresentou aumento de atividade metabdlica em

relacdo ao grupo PDT.
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Fonte: Elaborada pela autora.

3.3 Proliferacéo celular

A contagem de células foi realizada 24 horas ap6s a PBMT para investigar os efeitos do
protocolo de iluminacdo na proliferacdo celular (figura 5). Foi observado que a PBMT néo
provocou alteracdo na proliferacdo para nenhuma linhagem, pois ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos. Portanto, entende-se que os resultados de viabilidade por MTT
ocorreram devido a diferencas no metabolismo e ndo a alteragdes no namero de células ou
proliferacdo. Além disso, o resultado de contagem endossa a evidéncia que indica a seguranca

da PBMT em células cancerosas. (43)

Na aplicacdo clinica da PBMT, como prevencdo e reducdo de morbidades por quimio-
radioterapia em pacientes com HNSCC, especialmente mucosite, a iluminacdo da area
tumoral é evitada. No entanto, a preocupacgdo dos profissionais em oncologia em relacdo aos
efeitos da PBM em tumores é valida, pois observamos que a PBMT pode alterar o
metabolismo de células de tumores do mesmo tecido de maneiras diferentes. Portanto, €
importante realizar estudos pré-clinicos abordando os efeitos e mecanismos da PBM em
celulas tumorais e, em seguida, ensaios clinicos. Os efeitos distintos da PBM nas linhagens
celulares testadas sdo a primeira indicacdo das diferencas entre eles. Observamos também que
as linhagens diferem entre si quanto a sensibilidade a PDT e que a PBMT induz um
incremento na morte celular em SCC-25 que nédo é observado em SCC-4. Na sequéncia seréo

abordadas outras diferencas.
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3.4 Captacdo de fotossensibilizador

A captacdo de PS apds PBMT é mostrada na figura 6. Observamos que a PBMT induziu um
aumento de 5% na captacdo em SCC-25, mas provocou uma diminui¢do da concentracédo de
PS de 4% em SCC-4. Este resultado ndo explica completamente o impacto da PBMT na
alteracdo da toxicidade da PDT, uma vez que € responsavel por apenas uma fracdo desse
efeito. A hipotese é que, além da captacdo, a PBM pode alterar a localizagdo subcelular de PS
para locais mais sensiveis. Sabe-se que o Photofrin®, um analogo do Photogem, é um
fotossensibilizador hidrofébico, frequentemente localizado no plasma e nas membranas
intracelulares. (42) Uma vez que as ROS sdo altamente reativas, apresentando uma meia-
vida curta, os locais mais sensiveis sdo aqueles onde as ROS sdo geradas, ou seja, onde o PS
tende a se localizar. (19) Outra hipétese é que a PBM poderia modular a permeabilidade
celular ao PS. Sommer et al. mostraram que laser de 670nm foi capaz de alterar a densidade e
a viscosidade das camadas de dgua nanoscoOpicas contidas entre as superficies hidrofilicas em
células HelLa, promovendo um efeito de convecgdo transmembrana, forcando as células a

internalizar farmacos citostaticos. (44)
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3.5 DCFH-DA: formagéo de ROS na PDT

A producéo relativa de ROS por PDT foi analisada pela intensidade de fluorescéncia do DCF,
medida por citometria de fluxo (figura 7) logo ap6s iluminagdo-PDT. O DCFH-DA oxidado é
um dos métodos mais amplamente usados para medir diretamente o estado redox de uma
célula. (45) Apesar de ser um marcador de ROS inespecifico, pode ser usado para
acompanhar mudancas nas ROS ap6s a PDT, uma vez que o tratamento gera diversas espécies
reativas. Com essa andlise, observou-se que a PBMT induziu um aumento de mais de 20% na
produgdo de ROS em SCC-25. Para as células SCC-4 houve uma tendéncia de diminuigéo,
mas sem diferenca estatistica significativa. Esse resultado também explica em parte as
diferentes respostas das linhagens frente PBMT-PDT, uma vez que a geracdo de ROS esta
relacionada a letalidade da PDT e também se relaciona a captacdo de PS, pois a concentracdo
de ROS geradas é diretamente dependente de sua concentracdo de PS no interior das células.
No entanto, em SCC-25, o0 aumento de ROS (20%) é maior do que o incremento de PS (5%),
essa diferenca pode ser devido a mudancas na localizagdo subcelular de PS, uma vez que

alguns locais s&o mais sensiveis a danos.
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3.6 Acido ascorbico: papel das ROS na PBMT

O acido ascorbico, um potente antioxidante, foi incubado 2h antes da iluminacdo-PBMT e,
em seguida, os protocolos PBMT e PDT foram realizados conforme descrito. O efeito da
incubacdo com é&cido ascérbico foi avaliado devido ao seu potencial para prevenir os efeitos
da PBMT na PDT. PropGe-se que a cascata de eventos da PBM comece pela absorcdo de
energia pela citocromo ¢ oxidase e, em seguida, por mudancas na concentracdo de alguns
mediadores, incluindo ROS. Seu aumento ap6s PBMT é relatado por varios grupos. (10,46-
52) Portanto, se a presen¢a de um agente antioxidante reduz ou suprime o efeito do PBMT,
pode-se concluir que as ROS sdo fundamentais para o inicio das vias que levam aos efeitos
observados. Os resultados sdo mostrados na figura 8. Este composto ndo teve efeito
significativo nos controles e nos grupos PDT, no entanto, para SCC-25 (figura 8.a.) ele
impediu os efeitos da PBM na diminuicdo da viabilidade do grupo PBMT-PDT. Comparando
0S grupos correspondentes, nota-se que a viabilidade do PBMT foi a mesma que no controle e
0 PBMT-PDT também n&o teve diferenca significativa em relacdo ao PDT. Para SCC-4
(figura 8.b.), observamos que AA néo reverteu completamente o efeito da PBM em
comparagdo com o controle, ainda que o tenha reduzido, j&4 o grupo PBMT-PDT permaneceu
comparavel ao PDT.
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A capacidade do &cido ascérbico em prevenir os efeitos da PBM, por meio da sua acdo
antioxidante, foi explorada em alguns estudos, com o objetivo de entender o papel das ROS
Nnos mecanismos iniciais que provocam a cascata de efeitos observados. Zhang et al. relataram
que a ativacao por PBM de tirosina quinases Src € mediada por ROS e que a presenca de AA
diminuiu suas concentracdes quase ao nivel basal. (51) Chen et al. observaram que a presenca
de AA, na mesma concentracdo e tempo de incubacdo utilizados no presente estudo, anulou o
aumento de ROS e ativagdo de NF-kB por PBM, mas ndo o aumento de ATP. (10) Nos
resultados do presente estudo, verificou-se que o AA eliminou os efeitos do PBMT em todos
0s seus grupos de células SCC-25, resultando em valores semelhantes aos dos grupos nédo
submetidos a PBMT. Portanto, podemos concluir que as ROS desempenham um papel
importante nos mecanismos iniciais do efeito do PBM na PDT. Em células SCC-4, no
entanto, AA ndo inibiu o efeito da PBM para o grupo PBMT, apresentando uma tendéncia de
diminuicdo na viabilidade celular, nem teve qualquer efeito no grupo PBMT-PDT, que
permaneceu comparavel ao PDT. A hipétese é que as vias de PBM em SCC-4 e SCC-25

podem ser diferentes, produzindo os resultados distintos observados neste estudo.
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4 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados demonstram o efeito da combinacao de iluminagdo PBMT 780nm
antes da PDT em células de carcinoma epiderméide de lingua. Apesar das evidéncias
indicando que a PBMT induz o metabolismo celular de forma a potencializar a agéo
fotodindmica (aumentando a captacdo de PS e a producdo de ROS), observamos efeitos
distintos entre as linhagens celulares. E importante notar, entretanto, que a PBMT néo reduziu
0 efeito da PDT em nenhum deles, o que pode ser um indicio da seguranga combinagdo. No
entanto, novos experimentos sdo fundamentais para confirma-lo, incluindo a investigacdo de
outros tipos de tumor e protocolos de tratamento, utilizando modelos in vitro e in vivo que
permitiriam o desenho de ensaios clinicos. A tendéncia de diminuicdo na captacdo de PS e
producdo de ROS para SCC-4, no entanto, deve ser mais investigada juntamente com a
compreensdo de quais mecanismos da PBM modulam esses resultados. Portanto, elucidar a
combinacdo PBMT-PDT ¢ interessante, uma vez que pode ser uma técnica segura e de baixo
custo com protocolos simples, com possibilidade de melhora significativa no resultado do

tratamento.
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