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RESUMO 

ROCHA, É. S. S. R. Estudo do potencial citotóxico da terapia fotodinâmica com 

derivados fenotiazínicos em linhagens celulares derivadas de carcinoma 

escamocelular oral (dissertação). Salvador: Departamento de Ciências da Vida 

(DCV), Universidade do Estado da Bahia, 2023; 83p. 

Entre os cânceres mais malignos, o carcinoma espinocelular oral (CECO) destaca-

se como o tumor maligno de cabeça e pescoço mais comum, com alta prevalência 

em todo o mundo. Apesar dos avanços no campo do tratamento, o prognóstico dos 

pacientes com CECO permanece obscuro. A terapia fotodinâmica (TFD) surgiu 

como uma opção de tratamento promissora para vários tipos de câncer, incluindo o 

carcinoma espinocelular oral. Visando superar as limitações das terapias atualmente 

existentes contra o CECO, o presente trabalho visa investigar o potencial da TFD 

com derivados fenotiazínicos utilizados isoladamente ou em combinação. A 

incorporação de azul de metileno (MB) e azul de toluidina (TB) foi avaliada em 

linhagens celulares de CECO (HSC-3 e SCC-9) e em uma linhagem celular não 

tumoral (Hfib). Ambos os compostos exibiram concentração e incorporação 

dependente do tempo, com taxas mais elevadas observadas em células tumorais. 

Em relação à atividade citotóxica escura, as células SCC-9 foram a linhagem celular 

mais sensível, com valor CI50 de 362,6 µM e 41,4 µM para MB e TB, 

respectivamente. Utilizando TFD, todas as linhagens apresentaram maior 

sensibilidade, apresentando menores valores de CI50 quando comparados aos 

valores da fase escura, tendo novamente a linhagem celular SCC-9 apresentando 

maior sensibilidade. Por último, a atividade de citotoxicidade de MB e TB em 

combinação foi investigada contra células SCC-9. Os valores dos índices de 

combinação de 0,69 (fase escura) e 0,73 (fase clara) associados aos Isobologramas 

côncavos, em ambas as fases, revelaram que MB e TB apresentam efeitos 

sinérgicos quando combinados contra a viabilidade celular de células SCC-9. Estas 

descobertas sugerem que MB ou TB assistidos com TFD são promissores para o 

tratamento do CECO, e o efeito sinérgico da sua combinação justifica uma 

exploração mais aprofundada em outros tipos de células cancerígenas. 

Palavras-chave: câncer; carcinoma espinocelular oral; terapia fotodinâmica; azul de 

metileno; azul de toluidina. 

 



 
 

ABSTRACT 

ROCHA, É. S. S. R. Study of the cytotoxic potential of photodynamic therapy 

using phenothiazine derivatives in cell lineages derived from oral squamous 

cell carcinoma (Dissertation). Salvador: Department of Life Sciences (DLS), State 

University of Bahia, 2023; 83p. 

 

Among the most malignant cancers, oral squamous cell carcinoma (OSCC) stands 

out as the most common malignant head and neck tumor, with high prevalence 

around the world. Despite advances in the field of treatment, the prognosis of 

patients with OSCC remains poor. Photodynamic therapy (TFD) has emerged as a 

promising treatment option for various cancer types, including oral squamous cell 

carcinoma. Aiming to overcome the limitations of the currently existing therapies 

against OSCC, the present work aims to investigate the potential of TFD with 

phenothiazine derivatives used alone or in combination. The incorporation of 

methylene blue (MB) and toluidine blue (TB) was evaluated in OSCC cell lines (HSC-

3 and SCC-9) and a non-tumor cell line (Hfib). Both compounds exhibited 

concentration and time-dependent incorporation, with higher rates observed in tumor 

cells. Regarding dark cytotoxic activity, SCC-9 cells was the most sensitive cell line 

with IC50 value of 362.6 µM and 41.4 µM for MB and TB respectively. Using TFD, all 

lineages showed greater sensitivity, presenting lower IC50 values when compared to 

the dark phase values, again having the SCC-9 cell line showing the highest 

sensitivity. Lastly, the cytotoxicity activity of MB and TB in combination was 

investigated against SCC-9 cells. The combination indexes values of 0.69 (dark 

phase) and 0.73 (clear phase) associated with concave isobolograms, in both 

phases, revealed that MB and TB have synergistic effects when combined against 

cell viability of SCC-9 cells. These findings suggest that MB or TB assisted with TFD 

holds promise for OSCC treatment, and the synergistic effect of their combination 

warrants further exploration in other cancer cell types. 

 

Keywords: cancer; oral squamous cell carcinoma; photodynamic therapy; methylene 

blue; toluidine blue 
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1. INTRODUÇÃO  
 

Câncer é o nome dado a um conjunto de mais de cem doenças que têm em 

comum a proliferação desordenada de células com capacidade de invasão e 

disseminação (WHO, 2022). Por definição científica, câncer é referenciado ao termo 

neoplasia, que por sua vez está associada a tumores malignos. Sendo assim, é uma 

doença caracterizada pela proliferação descontrolada de células transformadas, as 

quais se diferenciam pela capacidade de invadir tecidos e órgãos, vizinhos ou 

distantes (ALMEIDA et al.,2005). 

Dados globais apresentados pela Organização Mundial da Saúde apontam o 

câncer como a principal causa de morte no mundo e responsável por quase 10 

milhões de mortes no ano de 2020 (WHO, 2022). Em 2040, espera-se uma 

incidência mundial de 30 milhões de novos casos (OPAS, 2023). O envelhecimento 

e o crescimento populacional, bem como mudanças na distribuição dos principais 

fatores de risco para o câncer, estando alguns desses associados ao 

desenvolvimento socioeconômico são fatores que contribuem para elevação 

acentuada da incidência do câncer (BRAY et al., 2018). Dentre os tipos de 

neoplasias, o câncer de mama é o mais diagnosticado, com estimativa de 2,3 

milhões de novos casos, seguidos pelo de pulmão, próstata e estômago. O câncer 

de pulmão continua sendo o principal causador de morte por câncer, estimando-se 

1,8 milhão de mortes, seguido por câncer colorretal, fígado, estômago e mama 

(SUNG et al., 2021). 

O câncer de boca, por sua vez, caracteriza-se por uma neoplasia maligna 

com surgimento em lábio ou na cavidade oral e pode ser definido como um 

carcinoma de células escamosas devido ao seu perfil histológico. Segundo o 

Observatório Global do Câncer essa neoplasia ocupa a décima sétima posição em 

malignidade em todo o mundo 2023 (GLOBOCAN, 2023). 

Os principais tratamentos para câncer, especialmente câncer de boca são a 

cirurgia, quimioterapia e radioterapia, usados em associação ou não, dependendo 

do protocolo desenvolvido pela equipe médica (LONGO; LOZZI; AZEVEDO, 2011). 

Na busca por novas alternativas terapêuticas, a utilização de terapia fotodinâmica 

(TFD) vem mostrando resultados promissores. A TFD é um tipo especial de 

tratamento que envolve o uso de um fotossensibilizador ou um agente 



16 
 

 

fotossensibilizante, juntamente com um tipo especial de luz que, combinados, 

induzem a produção de uma forma de oxigênio que é danosa a vários tipos 

celulares, incluindo células tumorais (NELKE et al., 2014; CORREIA et at., 2021; 

SANTOS et al., 2017). 

A TFD se apresenta como uma opção potencialmente aplicável, segura e 

acessível, sendo uma opção atraente comparada ao uso da quimioterapia 

convencional, principalmente no que se refere à não indução de resistência e de não 

exigir múltiplas sessões de tratamento (CHEN et al., 2020; WANG, LUO, BASILION, 

2021). A terapia fotodinâmica é uma modalidade terapêutica minimamente invasiva 

que é baseada na administração (sistêmica ou tópica) de um fotossensibilizador 

seguido de ativação de luz (CIVANTOS et at., 2018). O fotossensibilizador é um tipo 

de pigmento fotoativo que gera oxigênio singleto por irradiação de luz visível usando 

um comprimento de onda que corresponde ao seu espectro de absorção (NAFEE et 

al., 2013; LI et al., 2016). O fotossensibilizador ativado pode reagir com moléculas 

em sua vizinhança por transferência de elétrons ou hidrogênio, levando à produção 

de radicais livres (reação tipo I) ou por transferência de energia para oxigênio, 

levando à produção de oxigênio singleto, causando danos às células tumorais de 

forma mais efetiva do que em células normais, resultando na morte seletiva dessas 

células via mecanismos apoptóticos ou necróticos (reação tipo II). Ambos os 

caminhos podem levar à morte celular e à destruição do tecido doente (BARBOSA et 

al., 2012). 

Dentre as diversas classes de fotossensibilizadores, as fenotiazinas se 

destacam por serem moléculas com grande potencial e propensão à formação de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) (VARGA et al., 2017). Até o presente 

momento, mais de 5.000 derivados de fenotiazina foram obtidos e essa classe tem 

sido destacada por sua variedade de propriedades químicas e biológicas. As 

fenotiazinas apresentam algumas vantagens em relação a outros 

fotossensibilizadores considerando seu custo relativamente baixo e por não 

apresentar muitos efeitos adversos, já que é pouco ativado pela luz ambiente e 

rapidamente eliminado do organismo (ANDREADIS et al., 2016). As mesmas são 

detentoras de inúmeras atividades promissoras, dentre elas: atividade bactericida, 

atividade antitumoral, antiviral, antifúngica, imunomoduladora, anticonvulsivante e 
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antiparasitária (HUBBLE, 1941; MITCHELL, 1994; WAINWRIGHT, 1998; BARBOSA 

et al., 2012; GONZÉLEZ-GONZÁLEZ et al., 2021; OTREBA & KÓSMIDER, 2021). 

Visando superar as limitações das terapias existentes atualmente contra o 

cânceres na cavidade oral, faz-se necessário o estudo e desenvolvimento de novas 

estratégias a serem empregadas nos tratamentos aos pacientes acometidos por 

essas doenças. Nesse contexto, a utilização de derivados fenotiazínicos combinados 

com a terapia fotodinâmica tem sido estudada e apresenta resultados promissores 

no tratamento do câncer (GOMES et al., 2018). Dessa forma, o presente trabalho 

visa investigar o potencial da terapia fotodinâmica com derivados fenotiazínicos 

frente linhagens celulares derivadas de carcinoma espinocelular de cavidade oral. 
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2. OBJETIVOS  
 
 
2.1 GERAL 
 
Avaliar o potencial citotóxico da TFD com derivados fenotiazínicos (azul de metileno 

e azul de toluidina) em linhagens celulares derivadas de carcinoma espinocelular de 

cavidade oral. 

 

 

2.2 ESPECÍFICOS 
 
 

 Determinar a incorporação de diferentes concentrações de azul de metileno e 

azul de toluidina em diferentes linhagens celulares; 

 Comparar o efeito citotóxico da terapia fotodinâmica utilizando MB ou TB  

em linhagens de carcinoma espinocelular de cavidade oral e uma linhagem 

não tumoral; 

 Avaliar a citotoxicidade do MB e do TB em linhagens de carcinoma 

espinocelular de cavidade oral e uma linhagem não tumoral; 

 Investigar o efeito da combinação dos derivados fenotiazínicos sobre a 

proliferação de células da linhagem SCC-9, em diferentes linhagens. 
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3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

3.1 Câncer 

Câncer (tumores malignos ou neoplasias) é um termo genérico utilizado para 

designar um grande grupo de doenças multifatoriais que se caracteriza por uma 

multiplicação celular anormal, que atinge além de seus limites habituais e, que pode, 

em seguida, invadir partes adjacentes do corpo, se espalhando para outros órgãos 

(SUHAIL et al., 2019; WHO, 2022). As células tumorais são células transformadas 

que possuem alterações genéticas adquiridas e/ou herdadas, que podem se 

transformar num câncer a depender das mutações apresentadas (CREE, 2011; 

WHO, 2022). Existem ainda agentes externos que interagem com essas alterações, 

sendo eles os carcinógenos físicos (ex. radiação ultravioleta); carcinógenos 

químicos (ex. amianto, fumaça do tabaco); e os carcinógenos biológicos (ex. certos 

vírus e bactérias) (KENTSIS, 2020). Esses agentes cancerígenos são classificados 

pelo International Agency for Research on Cancer (IARC) (WHO, 2022). Dessa 

forma, existem alguns fatores de risco bastante conhecidos e difundidos como o uso 

de tabaco, consumo de álcool, alimentos ultraprocessados, poluição do ar, excesso 

de exposição ao sol, sedentarismo, stress, tabagismo dentre outros, são exemplos a 

serem citados para o aumento do risco da ocorrência do câncer (AVGERINOS et al., 

2019; INCA, 2020; CREE, 2011; WHO, 2022). O processo de carcinogênese é 

descrito na Figura 1. 

 

Figura 1. O que é câncer?. Fonte: Instituto Nacional do Câncer (2022). 
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A formação do câncer é um processo complexo, envolve diversos níveis 

diferentes de regulação e acontece de forma lenta e progressiva, sendo dividida 

didaticamente em três fases até se tornar ao estado de câncer detectável, sendo 

elas: iniciação, promoção e progressão (PETER & GONZALEZ, 2018; SPANDIDOS, 

2007). Na fase de iniciação, as células sofrem o efeito de um agente carcinogênico 

que modifica a estrutura e/ou expressão de alguns de seus genes. Durante a etapa 

de promoção, as células alteradas geneticamente sofrem o efeito dos agentes 

carcinogênicos classificados como oncopromotores se transformando numa célula 

maligna, de forma gradual, necessitando de contato contínuo com o agente 

carcinogênico promotor. Finalmente, a fase de progressão se caracteriza por 

multiplicação celular descontrolada, sendo um processo irreversível, na qual o 

câncer já está instalado e culminará no aparecimento das primeiras manifestações 

clínicas da doença (SANTOS, 2017; INCA, 2021).  

Hipócrates introduziu o termo câncer para descrever tumores, 

prioritariamente, malignos. Após Hipócrates sugiram várias outras definições a fim 

de tentar explicar o processo de carcinogênese. Após 2500 anos de registros sobre 

tumores os mesmos continuavam sem cura definitiva (LAKHTAKIA, 2014). Registros 

e teorias sobre o câncer foram descritos ao longo dos quase 5000 anos, 

descrevendo tumores em tecidos humanos e casos raros de cura espontânea. Cada 

uma destas doenças produz quadros clínicos diferentes e evoluem de formas 

distintas. Dessa forma os protocolos terapêuticos para cada tipo de câncer devem 

ser individualizados e personalizados, levando em consideração pelo menos o tipo 

de câncer, anamnese e o quadro clínico do paciente (LAKHTAKIA, 2014). Apesar da 

dificuldade inerente aos processos de análise de tumores em amostras seculares 

existem relatos de tumores em múmias do século 18, bem como outros casos 

(FELDMAN et al.,2016). Percival Pott, um cirurgião inglês, em 1775, relatou que o 

câncer do escroto ocorreu em limpadores de chaminés em Londres e abriu margem 

para posteriores estudos sobre carcinógenos e mutagênicos (LIPSICK, 2021). 

Um número expressivo representando entre 30% e 50% dos novos casos de 

câncer poderiam ser evitados com a diminuição apenas da exposição aos fatores de 

risco, adicionalmente, aplicando-se estratégias de prevenção baseadas em 

evidências. Além disso, vale destacar que esse volume poderia se reduzir ao passo 

que se for realizada a detecção precoce bem como os cuidados e tratamento 
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apropriados aos pacientes. Em caso de diagnóstico precoce somado ao tratamento 

adequado, as chances de cura para muitos tipos de câncer são elevadas (INCA, 

2022; WHO 2022). 

 A prevenção do câncer pode-se dar através da adoção de medidas como: 

evitar o consumo de álcool, peso corporal saudável, manter dieta com inclusão de 

frutas e legumes, prática de atividade física regular, não consumir tabaco, estar 

vacinado contra papilomavírus e hepatite B, evitar radiação ultravioleta, e outras 

(INCA, 2023; SARICH et al., 2020; THEODORATOU, 2017). Vale salientar que 

essas não são apenas ações preventivas que trazem benefícios para um indivíduo, 

mas na verdade são representativas com um aspecto importante em políticas de 

saúde (LEWANDOWSKA et al.,2021). 

Dentre os tipos mais comuns de câncer destacam-se mama (2,26 milhões de 

casos), pulmão (2,21 milhões de casos), cólon e reto (1,93 milhão de casos) e 

próstata (1,41 milhão de casos, representando mais de 70% de todos os tipos de 

câncer (WHO, 2022) (Figura 2). Quanto aos tipos de câncer mais letais em 2020 

elencam-se o câncer de pulmão (1,8 milhão de mortes), cólon e reto (916.000 

mortes), hepático (830.000 mortes), gástrico (769.000 mortes) e o câncer de mama 

(685.000 mortes) (FERLAY et at., 2018; WHO, 2022). 

 

Figura 2. Estimativa de incidência e mortalidade de diferentes tipos de câncer, 

incluindo ambos os sexos e todas as idades. Fonte: GLOBOCAN, 2023.  
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O diagnóstico precoce do câncer é de fundamental importância na 

repercussão e diminuição da sua mortalidade (PAKRAVAN et al. 2021; INCA, 2012). 

Uma vez que a doença é detectada precocemente, aumenta a probabilidade de 

melhores respostas aos tratamentos, bem como pode-se ter mais chances de 

sobrevivência, diminuindo assim a morbidade e até barateando-se as terapias 

(CRAWFORD et al., 2022). Sobretudo, existirá uma melhora significativa na 

qualidade de vida dos pacientes quando os cuidados precoces se iniciem.  

Apesar dos expressivos avanços no diagnóstico e tratamento do câncer, 

persiste em muitos casos a situação em que células malignas provocam lesões aos 

tecidos adjacentes, causando inflamações e dores, podendo se espalhar por todo o 

corpo, através do processo chamado de metástase (LAMBERT et at., 2017; ROSAS 

et al., 2013). Muito embora o processo de metástase não seja completamente 

elucidado, alguns mecanismos estão associados com a sua ocorrência (Figura 3) 

(HANAHAN e WEINBERG, 2011). 

.  

Figura 3. O processo metastático. Nesse processo complexo, as células se desprendem 

de um tumor primário vascularizado penetram no tecido circundante, entram nos vasos 

sanguíneos próximos (intravasamento) e circulam no sistema vascular. Algumas dessas 

células eventualmente aderem às paredes dos vasos sanguíneos e são capazes de 

extravasar e migrar para o tecido local, onde podem formar um tumor secundário. Fonte: 

Adaptado de WIRTZ; KONSTANTOPOULOS; SEARSON (2011). 
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3.2 Câncer de boca 

O câncer de boca, também conhecido como câncer de cabeça e pescoço, 

compreende os lábios, as estruturas da boca, gengivas, bochechas, palato, língua e 

assoalho de língua (Figura 4) (RIVERA, 2015; INCA, 2022;). 

 

Figura 4 Principais sítios anatômicos de Carcinoma de Células Escamosas de Cabeça 

e Pescoço. Fonte: Adaptado de Chow (2020). 

A neoplasia maligna mais frequente da cavidade oral e nos seus sítios 

adjacentes é o carcinoma espinocelular, representando mais de 90% de todos os 

cânceres de boca, tendo como padrão-ouro de tratamento a cirurgia, associada ou 

não a radioterapia e/ou quimioterapia. Quando não há indicação de cirurgia como 

em casos avançados, escolhe-se a radioterapia, que pode estar associada ou não a 

quimioterapia (PRIHANTONO, 2018; IRFAN et at., 2020; SAMI et at., 2020). A 

incidência de câncer bucal está aumentando, com números expressivos entre 

mulheres e jovens. Ao redor do mundo, são diagnosticados 350.000-400.000 novos 
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casos a cada ano. Bactérias, vírus, e fungos estão fortemente associados como 

fatores etiológicos em certos tipos de cânceres (GHOLIZADEH et al., 2016). 

A Organização Mundial da Saúde orienta que qualquer lesão suspeita que 

não desapareça dentro de duas semanas após ser detectada e que tenham sido 

removidas as causas locais de irritação necessitam ser biopsiadas (ABATI et al., 

2020; ATTY et al.,2022; WHO, 2020). A biópsia cirúrgica continua sendo o padrão 

ouro para o diagnóstico de câncer bucal (LÓPEZ. OMAÑA-CEPEDA, SALAS, 2015). 

O manejo do câncer bucal representa um esforço multidisciplinar, uma vez que cada 

paciente apresenta um conjunto único de características e desafios cuja gestão 

impacta tanto na sobrevida quanto na qualidade de vida (WONG & WIESENFELD, 

2018). A condução dos casos de cânceres da cavidade oral é complexa, por conta 

das implicações funcionais e estéticas do tratamento de tumores nesta região. 

Respiração, fala, deglutição, visão, olfato, paladar, mastigação e função da 

mandíbula são apenas algumas das funções críticas da cabeça e do pescoço que 

podem ser prejudicadas, temporária ou permanentemente quando acometidos pela 

doença (ABATI, 2020). 

Os primeiros sintomas do câncer bucal são inespecíficos levando muitas 

vezes à suspeita de outras lesões e doenças menos graves. Dessa forma, a 

apresentação clínica do câncer bucal é altamente variável (SARODE et al., 2020; 

RUTKOWSKA et al., 2020). As apresentações mais comuns são a de uma lesão 

ulcerada na cavidade oral, os pacientes também podem apresentar unidades 

dentárias com mobilidade grau I, II ou III, sangramentos, dor ou dormência na boca 

ou face ou uma prótese mal ajustada (WONG & WIESENFELD, 2018).  

Ainda sobre apresentações e tipos de lesões é importante salientar que elas 

podem representar uma grande variedade de diagnósticos sendo as lesões brancas 

da cavidade oral as mais relevantes. Leucoplasia bucal, que é definida como uma 

placa ou mancha branca, não-removível à raspagem e que não pode ser classificada 

clínica ou patologicamente como outra doença (MOHAMED & FAIROZEKHAN, 

2023; LOMBARDO et at., 2018). Essa é a lesão pré-cancerosa mais prevalente da 

cavidade oral e devido ao seu potencial de malignificação, os pacientes devem ser 

acompanhados periodicamente (Figura 5) (WEYLL et at., 2012). 
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Figura 5. Leucoplasia. Fonte: WEYLL (2012). 

Existem ainda as lesões eritematosas, que também devem levantar a 

suspeita de câncer bucal, lesões exofíticas, proliferativas ou papilomatosas 

(semelhantes a verrugas) também podem ser apresentações de câncer bucal. E, 

menos comumente, os cânceres de cavidade oral podem se apresentar como uma 

lesão cística ao redor de um dente, que mimetiza a de um cisto odontogênico 

(VONK et al., 2020). 

O câncer de cavidade oral, por sua vez, é um dos cânceres evitáveis mais 

comuns no mundo. Dessa forma, estratégias de saúde pública, como a 

conscientização e a triagem de doenças deve ser preconizada para sua prevenção e 

detecção precoce especialmente nos serviços públicos de saúde (INCA, 2020; 

WHO, 2021). O autoexame da boca apresenta-se com ambos os propósitos, ou 

seja, atuando tanto na prevenção como na detecção precoce das lesões, sendo um 

método de fácil execução, não invasivo e de baixo custo. Esse exame não só ajuda 

na detecção precoce de lesões orais suspeitas, mas também ajuda as pessoas a 

abandonar seus comportamentos de alto risco como o consumo de tabaco e álcool 

(SHRESTHA; MAHARJAN, 2020). 

 

3.3 Terapias contra o câncer de boca 

A oncologia oral manteve práticas primitivas de tratamento do câncer 

utilizando técnicas cirúrgicas com a simples remoção do que era relativamente 

superficial e visível das lesões até a metade do século XIX, quando finalmente a 

introdução do advento da anestesia geral permitiu o aumento das excisões e 
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ampliou os acessos cirúrgicos em 1846, viabilizando por exemplo a secção de lábio 

e mandíbula por Bernhard von Langenbeck (1810 a 1887) e seu colega Theodor 

Billroth (1829 a 1894) (INCHINGOLO et al. 2020). 

Existem algumas alternativas para o tratamento do câncer de cavidade oral, 

sendo elas a cirurgia, a radioterapia, a quimioterapia, a terapia de fotorradiação com 

derivados hematoporfirínicos (HTP) e a imunoterapia, as quais geralmente são 

utilizadas em associação, uma vez que é observado aumento significativo da taxa de 

cura (ALMEIDA et al., 2005; KATZUNG, 2014). 

Acerca das modalidades de tratamento, a técnica cirúrgica, na ausência de 

metástases, é capaz de remover lesões de cânceres com eficácia, especialmente 

quando o diagnóstico é realizado precocemente (ALMEIDA et al., 2005). A 

radioterapia (raios gama, radioisótopos como cobalto-60, raios-X e até prótons e 

mésons pi negativos), por sua vez, pode ser utilizada isoladamente, mas é 

comumente utilizada em conjunto com a cirurgia, apresentando incremento da 

eficiência do tratamento. Seu uso é fortemente indicado como única terapia em 

casos de tumores em estágios iniciais ou combinados para casos de estágios 

avançados. (SANTOS, 2017; ALTERIO et al., 2019). No entanto, a radioterapia está 

sujeita a diversas limitações principalmente associadas aos efeitos adversos e aos 

cânceres sistêmicos (ALMEIDA et al., 2005). Na verdade, embora a cirurgia e/ou 

radioterapia possam curar com sucesso as lesões primárias, muitos cânceres 

humanos desenvolvem metástases distantes que levam quase invariavelmente à 

morte (KOSTOVA, 2006). 

A quimioterapia tem como principal objetivo a destruição das células 

neoplásicas, preservando as normais, dispondo da administração de fármacos com 

potencial anticâncer, buscando a regressão e destruição das células neoplásicas, 

entretanto os efeitos adversos, em geral, são frequentes (RODRIGUES et al., 2012). 

Esses efeitos podem ser explicados pela alta citotoxicidade demonstrada pelos 

quimioterápicos frente às células com elevadas taxas de replicação, dentre elas as 

células gastrointestinais, células endoteliais e as células do sistema imunológico, 

convergindo em inúmeros efeitos adversos, tais como náusea, vômito, queda de 

cabelo, imunossupressão, dentre outros (KATZUNG et al., 2014). Na atualidade, a 

quimioterapia ainda é utilizada principalmente em três situações clínicas, sendo elas: 
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o tratamento de indução primária para a doença avançada ou para cânceres que 

não existe outra abordagem efetiva, podendo ou não ser curativa; tratamento 

neoadjuvante para pacientes que apresentam doença localizada, as quais as formas 

locais de terapia não se mostraram totalmente adequadas, dessa forma, a 

quimioterapia auxilia na diminuição do câncer para realização da terapia local; e 

tratamento adjuvante para os métodos locais, que apresenta papel fundamental na 

redução da recidiva local e/ou sistêmica após a ressecção cirúrgica do câncer 

primário (KATZUNG, 2014). Almeida e colaboradores destacam a importância da 

precocidade do diagnóstico do câncer no sucesso da quimioterapia relacionando 

lesões com tamanho inferior a 1 cm. Uma lista extensa compõe as opções de 

quimioterápicos, dentre eles estão as antraciclinas (como doxorrubicina e 

epirrubicina), taxanos, carboplatina, ciclofosfamida e 5-fluorouracil. 

A imunoterapia por sua vez, se fundamenta em auxiliar o próprio sistema 

imunológico do paciente a identificar e combater o câncer. A técnica significou um 

grande avanço científico no tratamento do câncer nos últimos anos, culminando no 

Prêmio Nobel de Medicina em 2018. Os pesquisadores James P. Allison e Tasuko 

Honjo fundamentaram a terapia baseada em inibição da regulação negativa do 

sistema imune. A inibição da ligação do CTLA-4 com B7 e PD-1 com PD-L1 viabiliza 

que o linfócito T CD8 esteja livre para promover uma resposta ao tumor. Porém, em 

alguns tipos de câncer, apenas uma fração dos pacientes atinge a remissão, 

associado a isso, o não conhecimento da durabilidade da resposta imunológica  

representa uma limitação da técnica (VASQUEZ et al., 2020).  

A combinação de dois ou mais tratamentos terapêuticos é fundamental na 

terapia do câncer, embora ainda a monoterapia seja uma modalidade de tratamento 

muito comum para algumas formas diferentes de câncer, este método convencional 

é geralmente considerado menos eficaz do que a abordagem de terapia combinada 

(MOKHTARI et al., 2017). A terapia combinada pode ser capaz de reduzir os efeitos 

tóxicos em células normais ao mesmo tempo em que produz efeitos citotóxicos em 

células cancerosas tanto pela atuação em diferentes vias das células cancerígenas 

quanto por um efeito sinérgico ou aditivo entre as drogas, sendo necessárias 

menores dosagens (ALBAIN et al.,2008; MOKHTARI et al., 2013). Comumente, 

como em câncer de mama, observa-se tratamentos em que o paciente se submete à 

cirurgia para remoção de um tumor e também recebe os quimioterápicos. Em caso 
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de o procedimento cirúrgico acontecer primeiro, a quimioterapia será adjuvante. 

Caso a administração dos fármacos ocorra antes do procedimento de remoção, esse 

será indicado como neoadjuvante. Ainda como exemplo de terapias combinadas, 

pode-se citar o tratamento de câncer de cabeça e pescoço com cirurgia juntamente 

com a radioterapia, representando uma opção curativa para estágios iniciais ou 

avançados da doença (ALTERIO et al., 2019). Adicionalmente, pode-se citar 

combinação de quimioterapia com a terapia fotodinâmica mediada por 

nanopartículas que vem se desenvolvendo em estudos in vitro (KHDAIR et al., 

2010). 

Com base no cenário atual de opções terapêuticas para o tratamento de 

lesões de câncer de boca, muitos estudos têm mostrado a terapia fotodinâmica 

como mais uma alternativa como estratégia no combate às manifestações de lesões 

neoplásicas (TAN et al., 2022). Pode-se destacar como vantagem dessa terapia a 

diminuição de efeitos adversos associados ao período pós tratamento antineoplásico 

quando comparado com outras modalidades de tratamento. No âmbito da saúde 

coletiva, a aplicação do tratamento por terapia fotodinâmica merece o destaque para 

o quesito de custo operacional menor frente aos outros tratamentos tradicionalmente 

utilizados, como por exemplo, quimioterapia e excisões cirúrgicas. Uma vez que a 

condução da TPD pode ser feita em âmbito ambulatorial, é possível reforçar a 

vantagem da mesma (LONGO; LOZZI; AZEVEDO, 2011). 

A técnica de terapia fotodinâmica parte da premissa de que a interação de 

comprimentos específicos de onda eletromagnética com um composto não tóxico 

(fotossensibilizador) e oxigênio resulta em espécies reativas capazes de induzir 

morte celular (MACHADO, 2000). A terapia permite a localização e a destruição de 

cânceres com maior seletividade dispondo de radiação específica com fluorescência 

(λ de 620-640 nm) (MACHADO, 2000; DE MELO GOMES et al. 2023; TIAN et al, 

2023). É necessária a administração local ou sistêmica do fotossensibilizador 

associado ao uso radiação dirigida ao local dispondo de um laser (NSEYO, 1992; 

KWIATKOWSKI et al., 2018). Entretanto, a terapia tem se mostrado efetiva apenas 

para cânceres cujo diâmetro não exceda cerca de 2 centímetros e com limitações 

frente a doença disseminada (MACHADO, 2000).  
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3.4 Terapia fotodinâmica 

Existe divergência a respeito de quando se começou a utilizar a luz como 

terapia. Indícios apontam que foi há milhares de anos atrás e existem relatos de que 

os antigos egípcios, gregos e indianos, utilizavam a luz solar para tratar doenças 

como o vitiligo e psoríase, associado a ingestão de plantas (Amni bajus) e sementes 

da (Psoralea corylifolia), (BASTOS et al., 2012). Hindus, bem como outros povos do 

Oriente Médio há 1400 anos, faziam o uso de plantas medicinais associado a 

exposição à luz do sol, para tratar o vitiligo e acredita-se que houve transmissão 

desse conhecimento por esses povos (DUARTE et al., 2006; FOLEY et al., 2011). 

Dados sobre essas práticas foram perdidos ao longo dos séculos, o que se deve a 

uma série de fatores, como desenvolvimento de terapias inovadoras 

antimicrobianas, fazendo com que a fotomedicina ficasse estacionada até a década 

de 60, quando começaram a surgir cepas resistentes aos antibióticos, e dessa forma 

houve a retomada dos estudos sobre o efeito fotodinâmico por Dougherty e seus 

colaboradores (FOLEY et al., 2011; BASTOS et al., 2012). 

Muitos dos estudos sistemáticos das reações de fotossensibilização são 

referidos ao grupo de Oscar Raab, que nos anos de 1900, investigou a ação da 

eosina e da acridina em paramécios, que apresentavam um comportamento 

diferente quando incubadas com corantes em dias de tempestade, e dessa forma 

induziam uma perda de viabilidade nos protozoários (BASTOS et al., 2012). Mas foi 

em 1903 que Niels Finsen, ganhador do prêmio Nobel, devido ao sucesso ao tratar 

lúpus vulgar utilizando a radiação ultravioleta (UV), que a fototerapia passou a ter 

maior visibilidade, ampliando sua prática e estudos no tratamento de várias 

dermatoses (RAJESH et al., 2011). Em 1904, Hermann Von Tappeiner, que era 

orientador de Oscar, empregou combinação de eosina e a luz, para tratar o câncer 

de pele, conseguindo uma redução significativa do tumor e descreveu reações 

químicas dependentes de oxigênio como resultado de fotossensibilização. Na 

oportunidade ele inferiu o termo “ação fotodinâmica” (SILVA et al., 2009; 

ANDREADIS et al., 2016), já em 1925, Goeckerman introduziu a combinação do 

fotossensibilizador (FS) (Coaltar) com UV para tratar a psoríase, sendo essa 

abordagem utilizada por muito tempo (DUARTE et al., 2006). 



30 
 
 

 

Na primeira e na segunda guerras mundiais, a fototerapia (FT) também foi 

utilizada, devido a várias publicações atribuindo efeitos sobre uma serie de infecções 

causadas por vírus, bactérias, protozoários e no tratamento de úlceras traumáticas, 

porém a sua utilização para desinfecção do sangue só foi sugerida em 1955, mesmo 

tendo sido feitos testes anteriores e tendo sua eficácia comprovada pelo Instituto 

Walter Reed, só foi praticada anos depois. Entre os anos 60 e 70 foram utilizados 

fotossensibilizadores antivirais em ensaios clínicos devido a sua responsividade, e a 

resistência aos medicamentos convencionais (WAINWRIGHT; BAPTISTA, 2011). 

Uma formulação de derivados da hematoporfirina (Photofrin®), teve 

aprovação para o seu uso na clínica em 1993, associada a terapia fotodinâmica 

(TFD), para o tratamento oncológico e dermatológico, fazendo aumentar o interesse 

da comunidade acadêmica em estudar a ação fotodinâmica em todo o mundo 

(BASTOS et al., 2012; GOMES et at., 2018).  

 

3.5 Mecanismo de ação da TPD 

O mecanismo da terapia fotodinâmica consiste em três pilares fundamentais, 

o fotossensibilizador (FS), o oxigênio presente nas células tratadas, e a luz com 

comprimento de onda específico. A TFD é conhecida principalmente por induzir a 

morte celular por apoptose, no entanto, durante vários experimentos ao longo dos 

anos, foi observado que a TFD induz a morte celular por apoptose, necrose ou 

autofagia, bem como nos mecanismos mencionados, dependendo da localização do 

PS dentro das células tumorais (MOKOENA, GEORGE, ABRAHAMSE, 2021; DE 

MELO et al., 2023). Em 1991 Agarwal et al. já haviam relatado uma resposta 

apoptótica à TPD, além de Seberi e colaboradores em 2022 ratificaram que a TPD 

destrói células tumorais com efeitos adversos mínimos. 

Após a absorção da luz, quando utilizada no comprimento de onda adequado, 

o fotossensibilizador excitado pelo aumento de energia, induz a citotoxicidade por 

meio de dois mecanismos principais, sendo as reações do tipo I e reações do tipo II. 

No primeiro momento o mecanismo é semelhante para as duas reações (SANTOS, 

2020). O FS é irradiado de acordo com seu espectro de absorção e então é 

convertido do seu estado fundamental de energia singleto S0 para o estado excitado 
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singleto S1. Parte dessa energia é emitida em forma de fluorescência e o restante da 

energia pode partir para um cruzamento intersistema onde há mudança de spin do 

elétron excitado do FS formando um estado tripleto excitado T1 (Figura 6) 

(MACDONALD & DOUGHERTY, 2001). 

A reação tipo I se dá pelo FS excitado interagindo com os componentes do 

sistema, produzindo radicais livres. Ocorre uma captação de hidrogênio ou 

transferência de elétrons entre o FS no estado tripleto e uma molécula adjacente 

formando radicais iônicos, que interagem com moléculas de oxigênio no seu estado 

fundamental levando a produção de EROs. Como resultado final da reação acontece 

a produção de espécies reativas de oxigênio nas células desencadeando a morte 

celular (KWIATKOWSKI et al, 2018). 

A reação tipo II por sua vez, promove a geração do oxigênio singleto através 

da transferência de energia do FS excitado no estado tripleto para o oxigênio 

também no estado tripleto (Figura 6) (YOON E JANG, 2012). 

 

Figura 6. Reação fotoquímica da terapia fotodinâmica. Diagrama de Jablonski 

modificado descrevendo interação do fotossensibilizador com  a luz e possíveis caminhos. 

Fonte: Autoria própria. 
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A execução do procedimento de TFD aparenta ser relativamente simples, no 

entanto, para que seja realizado de forma efetiva e bem sucedida é imperativo que 

se estabeleça corretamente os parâmetros da técnica e sua dosimetria. Uma vez 

que a luz chega aos tecidos deve-se considerar os efeitos de espalhamento, 

absorção e a profundidade de penetração dos variados comprimentos de onda 

(Figura 7). Dessa forma, é necessário saber selecionar lesões baseadas na sua 

extensão para receber o tratamento, bem como eleger o fotossensibilizador mais 

adequado atentando-se para o seu espectro de absorção, e por fim, ajustar o laser 

são de extrema importância para o sucesso dessa terapia (BAGNATO; REQUENA, 

2023). 

 

Figura 7. Profundidade de penetração dos diferentes comprimentos de onda na pele. 

Fonte: Autoria própria. 

3.6 Fotossensibilizadores e fontes de luz 

A ação desses agentes corantes, conhecidos como fotossensibilizadores 

depende basicamente de dois tipos de reação, onde o fotossensibilizador, quando 

excitado reage diretamente com substratos oxidáveis, através de transferência de 

elétrons ou removendo átomos de hidrogênio de moléculas biológicas, como 

fosfolipídios, colesterol, entre outras, ou reagem com o oxigênio molecular 
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produzindo oxigênio singleto, e reduzindo o corante a seu estado fundamental 

(MARTIN & LOGSDON, 1987; NÚÑEZ, 2007). 

A grande maioria dos agentes fotossensibilizadores tem seletividade por 

células alteradas, neoplásicas ou não, e isto ocorre porque as células em seu estado 

normal eliminam o corante em aproximadamente 24h enquanto as células 

neoplásicas, por exemplo, permanecem com o corante num intervalo de 24 a 72 h 

(National Cancer Institute, 2021; AGWAL et. al, 1991). Um fotossensibilizador ideal 

precisa atender as seguintes características: atoxicidade ou pouca toxicidade 

quando não irradiado; estabilidade cinética e termodinâmica; síntese rápida, e com 

alto rendimento; seletividade para a células-alvo; ser ampla e rapidamente absorvido 

pela célula; não ser absorvido ou ser eliminado rapidamente pelas células não-alvo; 

ter um comprimento de onda para sua ativação dentro do espectro; apresentar alta 

capacidade de produzir espécies reativas de oxigênio; não apresentar efeito 

mutagênico (GONZALES, 2007; VAN STRATEN et al., 2017). 

Exemplos de fotossensibilizadores são os derivados da hematoporfirina, 

curcumina, clorina, cianina e eles podem ser divididos de acordo com suas 

características, sendo de primeira, segunda e terceira geração (LEE et al., 2020). 

Quando comparados, os FS de segunda geração apresentam algumas vantagens 

em relação aos de primeira geração, destacando-se uma maior pureza química, 

maior rendimento na formação de oxigênio singleto, melhor seletividade para tecidos 

cancerígenos, melhor capacidade de penetração e uma eliminação mais rápida 

(BASKARAN, LEE, YANG, 2018).  

As fenotiazinas certamente estão entre os compostos com maior versatilidade 

no que se refere a atividade biológica, sendo consideradas compostos básicos em 

farmacologia e isso está diretamente relacionado com sua ampla aplicabilidade e 

importância em diversas áreas da medicina. O azul de metileno, por exemplo, fora 

sintetizado pela primeira vez por Heinrich Caro em 1876 (VARGA et al., 2017). 

No que tange às fontes emissoras de luz, existem algumas que podem ser 

aplicadas na TFD sendo as mais comuns as do tipo LED (Light Emitter Diode) e 

LASER (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation). A fonte de luz 

selecionada deve ser apropriada ao tecido alvo em relação às dimensões da lesão 

e/ou localização do tumor, bem como ser adequado ao fotossensibilizador 
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administrado. Lasers são comumente utilizados por produzirem uma luz 

monocromática coerente e direcional, concentrando-a em um estreito feixe. Podem 

ser ainda utilizados diodos emissores de luz (LEDs), como ilustrado na Figura 8 e 

lâmpadas. 

 

Figura 8. Feixes emitidos por diferentes fontes (Laser x LED). Fonte: Autoria própria. 

 

3.7 Derivados fenotiazínicos: Azul de metileno e azul de toluidina 

Os fenotiazínicos foram introduzidos na medicina veterinária em 1950 como 

tranquilizantes e denominados “neurolépticos” para indicar seus efeitos nas funções 

do sistema nervoso central (GROSS, 1995). Os fenotiazínicos são potenciais 

fotossensibilizadores propensos a formação de EROs, são compostos hidrofílicos, 

tricíclicos contendo nitrogênio e enxofre que veem sendo utilizados durante muitos 

anos, nos quais atualmente possuem cerca de 5 mil derivados, além das diversas 

propriedades químicas e biológicas, essa classe se destaca devido ao seu baixo 

custo, boa tolerância e a sua disponibilidade no mercado. A classe possui atividade 

contra uma série de microrganismos patogênicos e também como anticonvulsivante, 

analgésico e imunossupressor (WAINWRIGHT, 1998; BARBOSA, 2012).  

O azul de metileno (MB) e o azul de toluidina (TB), são excelentes compostos 

fotossensibilizadores de grande interesse na área médica e odontológica, tanto para 

diagnóstico (corantes histopatológicos, identificação de tumores) como para 

tratamentos como: câncer, choque séptico, malária, metahemoglobinemia e 

Alzheimer (PREISER et al., 1995; CLIFTON et al., 2003;WONDRAK et al., 2007). 

Apesar de possuírem propriedades físico-químicas semelhantes, sua eficácia 

fotodinâmica varia entre os microrganismos (DEMIDOVA, 2005), ambos se ligam ao 

DNA de bacteriófagos, entretanto em bactérias o efeito muda entre eles, uma vez 
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que o MB atua no DNA, o TB tem como sítio de atuação as membranas (BAGNATO, 

2008). 

Segundo Fernandez (1997), o MB em fase aquosa possui uma máxima absorção 

tecidual em 665 nm, já o TB em 636 nm, seja sistêmico ou tópico o uso desses 

fotossensibilizadores, possui uma baixa toxicidade (GARCEZ et. al., 2003).  

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS  
 

4.1 Obtenção dos compostos 

Os derivados fenotiazínicos azul de metileno (MB) e azul de toluidina (TB) 

foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) (Figura 9). Ambos os compostos 

foram diluídos em PBS 1x e filtrados com um filtro de seringa de 0,22 µm. Ambos os 

compostos foram armazenados em freezer a -20°C até o uso. 

 

Figura 9. Estrutura das moléculas em teste. (A) Azul de metileno (MB). (B) Azul de 

toluidina (TB). Fonte: Autoria própria (2022). 

 

4.2 Obtenção e manutenção das células em cultura 

Para os ensaios de citotoxicidade, as linhagens de células cancerígenas 

HSC-3 (carcinoma de células escamosas de língua humano) e SCC-9 (carcinoma 

escamocelular oral humano), obtidas da American Type Culture Collection - ATCC 

(Rockville, Maryland, U.S.A.) foram utilizadas. Para avaliar a seletividade dos 

compostos sobre a proliferação de células não cancerígenas, a linhagem Hfib 

(fibroblasto humano) foi utilizada (Tabela 1). As linhagens celulares foram cultivadas 
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em garrafas para cultura de células (75 cm3, volume de 250 mL) utilizando o meio de 

cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM; Gibco®, Grand Island, USA) 

suplementado com 10% de soro bovino fetal (GIBCO) e 1% de penicilina-

estreptomicina (GIBCO). No meio de cultura da SCC-9 foi também adicionado 40 

μg/mL de succinato sódico de hidrocortisona (Teuto, Brasil). Todas as linhagens 

foram mantidas em estufa umidificada à 37ºC e 5% de CO2. Todas as linhagens 

celulares foram testadas para micoplasma utilizando o kit MycoAlert® de detecção 

de micoplasma (Lonza, Basiléia, Suíça). 

 
Tabela 1. Linhagens celulares utilizadas no ensaio de citotoxicidade para determinação de 
CE50. 

Células 
 

Tipo histológico 

Células cancerosas 

SCC-9 
Carcinoma escamocelular oral 

humano 

HSC-3 
Carcinoma de células escamosas 

de língua humana 

Células não cancerosas 

Hfib Fibroblasto de orelha humana 

  

Fonte: Autoria própria (2023). 

 

4.3 Ensaio de incorporação de droga  

Inicialmente, todas as linhagens celulares foram semeadas em placas de 96 

poços em uma densidade celular de 2 x 104 células/poço em seus respectivos meios 

descritos acima por 24 h a 37°C e 5% de CO2. Após esse tempo, diferentes 

concentrações de MB (12,5 – 400 µM) ou TB (6,2 5 – 200 µM) foram adicionadas à 

placa, em triplicata, e as placas foram incubadas por diferentes tempos (15, 30, 60 e 

120 min). Em seguida, as placas foram lavadas duas vezes com PBS 1x e as células 

foram incubadas com dodecil sulfato de sódio (SDS; Sigma-Aldrich; 100 µL de uma 

solução de 50 mM diluída em PBS) para promover a lise da membrana celular e 

liberação de MB ou TB incorporados pelas células por 30 min em temperatura 
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ambiente. A absorbância do MB ou TB incorporado foi medida em um 

espectrofotômetro em um comprimento de onda de 660 nm. Três experimentos 

independentes foram realizados. 

4.4 Avaliação de citotoxicidade 

As células foram semeadas em placas de 96 poços a uma densidade celular 

de 2 x 104 células/poço em seus respectivos meios descrito acima por 24 h a 37°C 

e 5% de CO2. Após esse tempo, diferentes concentrações de MB (12,5 – 400 µM) 

ou TB (6,2 5 – 200 µM) foram adicionadas à placa, em quadruplicata, e as células 

foram incubadas a 37oC por 2 horas. Em seguida, as placas foram lavadas duas 

vezes com PBS e um novo foi meio adicionado as placas, que foram novamente 

incubadas a 37oC por mais 24 horas. Por fim, a viabilidade celular foi medida 

usando o reagente CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability, que indica a 

viabilidade celular pela medição de ATP, seguindo as instruções do fabricante. 

Ambos os compostos foram testados na ausência de luz (fase escura) ou após uma 

exposição fotodinâmica (fase clara) com um laser de diodo que possui um meio 

ativo semicondutor InGaAlP (λ 660 nm, 100 mW, 12 J/cm2, CW, TwinFlex, 

MMOptics, São Carlos, São Paulo, Brasil) (Figura 10).  
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Figura 10. Desenho experimental. Os derivados fenotiazínicos foram avaliados em um 

painel de células tumorais e não tumorais com a utilização ou não de terapia fotodinâmica. 

A citotoxicidade em ambas as condições foi avaliada utilizando o reagente CellTiter-Glo® 

Luminescent Cell Viability. Fonte: Autoria própria. 

 

4.5 Terapia combinada 

Para combinações de drogas, diluições duplas de cada droga (MB e TB), 

usadas isoladamente ou em combinações fixas, foram incubadas com células SCC-

9 seguindo o protocolo descrito acima. A terapia combinada foi realizada na fase 

escura e clara. A análise dos efeitos combinados foi realizada por meio da 

determinação do índice de combinação (IC), usado como ponto de corte para 

determinar o sinergismo, pelo método Chou-Talalay CI (CHOU; TALALAY, 1984) e 

pela construção de isobolograma usando o método de razão fixa, conforme descrito 

anteriormente (FIVELMAN et al., 2004; TALLARIDA, 2000; TALLARIDA, 2012). 

 

4.6 Análise estatística 

Com intuito de determinar a concentração efetiva de 50% (CE50) e a 

concentração citotóxica de 50% (CC50), foi usado regressão não linear. O teste A 

ANOVA (análise de variância) de uma via seguida pelo teste de comparação 

múltipla de Newman-Keuls foi usada para determinar a significância estatística das 

comparações de três ou mais grupos. O limite crítico de significância foi 

estabelecido para p < 0,05. Todas as análises foram realizadas utilizando o 

programa Graph Pad Prism versão 8.0 (Graph Pad Software, San Diego, CA). 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 

5.1 Ensaios de incorporação do azul de metileno e do azul de toluidina 

Inicialmente, a capacidade de incorporação do azul de metileno pelas 

linhagens celulares em teste foi avaliada para selecionar as concentrações e tempos 

de incubação mais adequados para os testes posteriores. As células foram tratadas 

com diferentes concentrações de azul de metileno variando entre 400 – 50 µM em 
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diferentes tempos (15, 30, 60 e 120 minutos). Em seguida, as placas foram lavadas 

duas vezes com PBS e as células foram incubadas com SDS para promover a lise 

da membrana celular e a liberação de MB incorporado pelas células por 30 min em 

temperatura ambiente. A absorbância do MB incorporado foi medida em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 660 nm. 

Conforme observado na Figura 11, a incorporação do MB apresentou taxas 

concentração-dependente e tempo-dependente para todas as linhagens, 

apresentando as maiores taxas de incorporação após 120 minutos de incubação 

para todas as linhagens. Curiosamente, taxas significativas (p < 0,05) de 

incorporação de MB pela linhagem não tumoral só foram observadas na maior 

concentração avaliada (400 µM), o que pode ser associado às suas menores taxas 

proliferativas por se tratarem de células normais, o que por sua vez corrobora com 

resultados obtidos por Dos Santos e colaboradores em 2017. Em contraponto, foi 

observado nas linhagens tumorais testadas taxas significativas (p < 0,05) de 

incorporação do MB em concentrações variando entre 100 e 400 µM (Figura 11). 

Dentre as três linhagens celulares avaliadas, a linhagem SCC-9 apresentou maiores 

taxas de incorporação do MB (Figura 11).  
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Figura 11. Incorporação do MB ao longo do tempo em diferentes linhagens celulares. 

(A) Incorporação de MB em células Hfib. (B) Incorporação de MB em células HSC-3. (C) 

Incorporação de MB em células SCC-9. (D) Comparação da taxa de incorporação de MB 

entre as linhagens celulares avaliadas após 2 horas de tratamento. Os valores representam 

as médias ± D.P. de quarto determinações obtidas em um dos três experimentos realizados. 

*p < 0,05 em comparação com células não tratadas (-) nos gráficos A, B e C. *p < 0,05 

comparado à taxa de incorporação do MB pelo Hfib na mesma concentração do gráfico D. 

 

A taxa de incorporação do azul de toluidina também foi avaliada sendo as três 

linhagens celulares tratadas com diferentes concentrações de droga (200 – 50 µM) 

em diferentes tempos (15, 30, 60 e 120 minutos). Posteriormente, as placas foram 

lavadas duas vezes com PBS e as células foram incubadas com SDS para promover 

a lise da membrana celular e a liberação de TB incorporada pelas células durante 30 

min à temperatura ambiente. A absorbância do TB incorporado foi medida em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 660 nm. 



41 
 
 

 

Observou-se um perfil de incorporação semelhante ao do MB, com as duas 

linhagens celulares tumorais apresentando taxas de incorporação mais significativas 

(p < 0,05) em relação as células não tumorais, principalmente a 100 ou 200 µM 

(Figura 12). Uma concentração e incorporação de TB dependente do tempo 

também foi observada nas linhagens de células tumorais, mostrando o tempo de 2 

horas com as maiores taxas de incorporação de TB para ambas as células tumorais. 

Em relação à linhagem com maiores taxas de incorporação de TB, observamos que 

em altas concentrações (100 e 200 µM), a linhagem HSC-3 apresentou maior 

absorção e em concentrações mais baixas (25 e 50 µM) a linhagem celular SSC-9 

apresentou maiores taxas de incorporação (Figura 12). 

A tendência de ambos os compostos serem melhor incorporados pelas 

células tumorais do que pelas células não tumorais está bem descrita na literatura 

(PENG et al., 1993; TREMBLAY et al., 2002; GANDOLFO et al., 2006). Esta 

característica justifica o emprego de ambos os compostos como marcadores 

tumorais visuais para detectar e delinear certos tipos de câncer, especialmente na 

cavidade oral, e seu uso como fotossensibilizadores para o tratamento de diferentes 

tipos de câncer (JOHNSON, 1996; KIRSZBERG; RUMJANEK; CAPELA, 2005; 

WARNAKULASURIYA, 2021). A seletividade dos derivados fenotiazínicos avaliados 

pode estar relacionada à afinidade dos compostos pelas lipoproteínas de baixa 

densidade (LDL), que são encontradas em maiores quantidades nas células 

tumorais (KWIATKOWSKI et al., 2018). O LDL promove a captação de colesterol 

necessária para a formação da membrana durante a divisão celular e funciona como 

um “transportador” dos fotossensibilizadores para o espaço intracelular (HAMBLIN; 

NEWMAN, 1994; CASTANO et al., 2005). Uma vez que as células tumorais 

aumentam as taxas de divisão mitótica, elas apresentam uma expressão elevada de 

receptores de lipoproteínas na superfície celular e uma maior captação de LDL 

(CRUZ et al., 2013; KWIATKOWSKI et al., 2018). 
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Figura 12. Incorporação do TB ao longo do tempo em diferentes linhagens celulares. 

(A) Incorporação de TB em células Hfib. (B) Incorporação de TB em células HSC-3. (C) 

Incorporação de TB em células SCC-9. (D) Comparação da taxa de incorporação de TB 

entre as linhagens celulares avaliadas após 2 horas de tratamento. Os valores representam 

as médias ± D.P. de quatro determinações obtidas em um dos três experimentos realizados. 

*p < 0,05 em comparação com células não tratadas (-) nos gráficos A, B e C. *p < 0,05 

comparado à taxa de incorporação do TB pelo Hfib na mesma concentração do gráfico D. 

 

5.2 Citotoxicidade da TPD com derivados fenotiazínicos 

Em relação à atividade citotóxica na fase escura, o MB apresentou efeito 

inibitório significativo na viabilidade celular especialmente na concentração de 400 

µM para todas as linhagens, sendo a linhagem celular SCC-9 a mais sensível com 

um valor de CE50 de 362,6 µM (Figura 13; Tabela 2). Após utilizar uma densidade 

de energia fixa (J/cm2) para excitar MB, encontramos um aumento no efeito 

citotóxico, com valores de CI50 de 234,5, 307,4 e 294,4 µM contra células HSC-3, 
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SSC-9 e Hfib respectivamente versus valores de CE50 de > 400, 362,6 e > 400 µM 

na fase escura, respectivamente (Tabela 2). A maior diferença foi observada em 

células HSC-3 a 400 μM. Quando testado na ausência de luz, o MB causou uma 

inibição de 34,3% na viabilidade celular. Nas mesmas condições, porém, na 

presença de luz, o MB inibiu 69,9% a viabilidade celular (Figura 13). A diferença 

observada entre os grupos foi estatisticamente significativa (p < 0,05). 

 

Tabela 2. Atividade citotóxica de MB e TB em diferentes linhagens celulares na 

ausência (fase escura) ou presença (fase clara) de luz. 

 Os valores representam a média ± D.P. e foram calculados a partir de três experimentos 

independentes. CE50 = Concentração efetiva de 50%. MB = azul de metileno. TB = azul de 

toluidina. DP = desvio padrão. 

 

A terapia fotodinâmica utilizando o MB como fotossensibilizador é bem 

empregada contra diversos tipos de câncer como: carcinoma cervical, leucemia, 

osteossarcoma, adenocarcinoma mamário, melanoma e adenocarcinoma pulmonar 

(FREITAS et al., 2017; GUAN et al., 2013; KIRSZBERG et al., 2005; SANTOS et al., 

2018; RODRIGUEZ-CÓRDOVA et al., 2019). No entanto, os efeitos da terapia 

fotodinâmica utilizando o MB nos carcinomas espinocelular orais são pouco 

descritos e também avaliados com metodologias de baixa sensibilidade em relação 

a ensaios baseados em ATP como foi usado no presente trabalho (KOFLER et al., 

2018; NOVAK et al., 2018; LE et al., 2021). Anteriormente, KOFLER e colaboradores 

(2018) demonstraram atividade citotóxica de MB sozinho ou com terapia 

fotodinâmica em células CA-9-22 e LE e colegas (2021) demonstraram atividade 

citotóxica de MB em células da linhagem SCC-25. 

Em comparação ao MB, o TB apresentou efeito citotóxico mais proeminente 

na viabilidade celular na fase escura para todas as linhagens, especialmente em 

Composto 

CE50 ± D.P (M)  

HSC-3 

CE50 ± D.P (M)  

SSC-9 

CE50 ± D.P (M)  

Hfib 

 Fase 

escura 

Fase 

clara 

 Fase 

escura 

Fase 

clara 

 Fase 

escura 

Fase 

clara 

MB > 400 
234,5 ± 

9,6 

362,6 ± 

15,6  

307,4 ± 

28,8  
> 400 

66,6 ± 

5,9  

294,4 ± 

12,1 

TB 
73,2 ± 

2,6 
58,7 ± 2,3 41,4 ± 4,0  33,8, ± 1,4  53,7 ± 3,6 
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concentrações entre 50 e 200 µM (Figura 13). Conforme revelado na Tabela 2, o 

menor valor de CE50 encontrado foi obtido utilizando a linhagem celular SCC-9 (41,4 

µM). A citotoxicidade escura do TB está bem caracterizada na literatura e também 

associada a efeitos adversos indesejados, limitando assim as concentrações e 

doses que podem ser utilizadas. (TREMBLAY et al., 2002; BLAZQUEZ-CASTRO et 

al., 2009; GUO et al., 2023). 
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Figura 13. Efeitos de MB e TB na viabilidade celular de linhagens celulares. Hfib (A e 

B), HSC-3 (C e D) e SCC-9 (E F). As células foram tratadas com diferentes concentrações 
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de azul de metileno (50 - 400 µM) ou azul de toluidina (25 - 200 µM) na ausência (fase 

escura; colunas azuis) ou presença (fase clara; colunas vermelhas) de TFD. A viabilidade 

celular foi determinada pela medição de ATP usando o CellTiter-Glo Luminescent Cell 

Viability Assay. Os valores representam as médias ± D.P. de quatro determinações obtidas 

em um dos três experimentos realizados. *P < 0,05 em comparação com células não 

tratadas (-). 

 

Na fase clara, todas as linhagens apresentaram maior sensibilidade, 

apresentando valores de CE50 mais baixos quando comparados aos valores da fase 

escura, tendo novamente a linhagem celular SCC-9 apresentando a maior 

sensibilidade com um valor de CE50 de 33,8 µM (Tabela 2). A maior diferença foi 

observada em células SCC-9 a 50 μM. Quando testada na fase escura, a TB causou 

uma inibição de 52,6% na viabilidade celular. Nas mesmas condições, contudo, na 

presença de luz, a TB inibiu 84,6% a viabilidade celular (Figura 13). A diferença 

observada entre os grupos foi estatisticamente significativa (p < 0,05). Resultados 

semelhantes usando terapia fotodinâmica com o TB foram encontrados usando 

linhagens celulares de câncer de mama, onde o TB apresentou um valor de IC50 de 

1,13 µM na fase escura e 0,88 µM na presença de luz, reforçando as vantagens da 

terapia fotodinâmica (GUO et al., 2023) Apesar de seu uso já consolidado em 

conjunto com outras técnicas na área de diagnóstico de câncer, o uso da TB como 

fotossensibilizador para o tratamento do câncer bucal é pouco discutido na literatura 

(MILLS, 2022). Também é importante relatar que a exposição à terapia fotodinâmica 

sem fotossensibilizador não causou perda de viabilidade celular das três linhagens 

avaliadas, sugerindo que a fototoxicidade deve ser atribuída exclusivamente aos 

derivados fenotiazínicos conforme relatado anteriormente (BARBOSA et al., 2020; 

GUO et al., 2023). 

 

5.3 Terapia combinada: Azul de metileno e azul de toluidina 

 

Por fim, a atividade citotóxica do MB e TB em combinação foi investigada 

contra células SCC-9, que se apresentou como a linhagem mais sensível para 

ambos os compostos. Primeiramente a combinação foi feita na ausência de luz, 

onde o MB e o TB apresentaram valores de CE50 de 368,5 e 43,8 µM quando 

testados individualmente, e 30,5 e 26,9 µM quando testados em combinação, 
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respectivamente. Esses dados demonstram uma redução de aproximadamente 13 

vezes no valor de CE50 para MB e cerca de 2 vezes no valor de CE50 para TB 

(Tabela 3). 

 

Tabela 3. Atividade de citotoxicidade de MB e TB em células SCC-9 isoladamente 

ou em combinação. 

Composto CE50 ±D.P (M)  

Fase escura 

CE50 ±D.P (M)  

Fase clara 

ICa 

 

 Isolada Combinação  Isolada Combinação IC 

Fase 

escura 

IC 

Fase 

clara 

MB 368,5 ± 

10,8 

30,5 ± 4,8 302,3 ± 

25,7  

23,4 ± 1,4 

0,69 ± 

0,05 

0,73 ± 

0,08  TB 43.8 ± 

2.9 

26.9 ± 1.4 33.7 ± 

1.2  

22.4 ± 2.4  

Os valores representam a média ± DP e foram calculados a partir de dois experimentos 

independentes. IC: Índice de combinação. Ponto de corte: valor de IC de 0,3-0,7, 

sinergismo; 0,7-0,85, sinergismo moderado; 0,85-0,9, leve sinergismo; 0,9-1,1, aditividade; > 

1,1, antagonismo. CE50 = Concentração efetiva de 50%. MB = azul de metileno. TB = azul 

de toluidina. DP = desvio padrão. 

 

 

 A combinação de drogas também foi realizada na presença de luz. Conforme 

mostrado na Tabela 3, na fase clara, MB e TB apresentaram valores de CE50 de 

302,3 e 33,7 µM quando testados separadamente e 23,4 e 22,4 µM quando 

combinados, respectivamente. Esses dados demonstram uma redução de 

aproximadamente 13 vezes no valor de CE50 para MB e cerca de 1,5 vezes no valor 

de CE50 para TB. 

Além disso, os valores dos índices de combinação de 0,69 (fase escura) e 

0,73 (fase clara) associados a isobologramas côncavos, em ambas as fases, 

revelaram que MB e TB têm efeitos sinérgicos quando combinados contra a 

viabilidade celular de células SCC-9 (Tabela 2; Figura 14). Curiosamente, o efeito 

sinérgico de MB e TB na fase escura já foi demonstrado na inibição da proliferação 

de amastigotas de T. cruzi com um índice de combinação de 0,89 (BULHÕES et al., 

2019). Adicionalmente, Zancan e Tebaldi também testaram a combinação de MB 

mais TB na fase clara, que eliminou o crescimento bacteriano de Xanthomonas 

campestris pv. campestris encontrado em sementes de canola naturalmente 
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contaminadas, o que não ocorreu quando os fotossensibilizantes foram testados 

isoladamente (ZANCAN; TEBALDI, 2020).  

Para tratamento de carcinoma espinocelular oral, este é o primeiro relato 

relacionado ao efeito sinérgico da combinação de MB mais TB em fase escura ou 

fase clara. No entanto, combinações de derivados fenotiazínicos auxiliados pela 

terapia fotodinâmica já apresentam efeitos sinérgicos com outras moléculas com 

reconhecida atividade citotóxica. Por exemplo, a terapia combinada com terapia 

fotodinâmica assistida por MB e ácido salicílico ou com doxorrubicina contra células 

de câncer de mama melhora a eficácia da quimioterapia (HOSSEINZADEH et al., 

2017; SADEGHLOO et al., 2020). 
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Figura 14. Isobolograma descrevendo os efeitos sinérgicos de MB e TB na viabilidade 

celular da linhagem SCC-9. As células foram tratadas com diferentes concentrações de 

azul de metileno (MB; 6,25 – 400 µM) ou azul de toluidina (TB; 3,12 – 200 µM) isoladamente 

ou em combinações fixas por um período de 2 horas. 

 

6. CONCLUSÕES  
 

Em síntese, o azul de metileno e o azul de toluidina usados como 

fotossensibilizadores associados a terapia fotodinâmica aparecem como uma 

estratégia útil para o tratamento do carcinoma escamocelular oral sendo isso 

reforçado na presente investigação. Além disso, foi demonstrado que a combinação 

de azul de metileno com azul de toluidina tem um efeito sinérgico sobre a viabilidade 

do carcinoma oral de células escamosas, abrindo possibilidades para a utilização da 

terapia fotodinâmica contra outros tipos de células cancerígenas usando 
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combinações desses derivados fenotiazínicos já bem caracterizados como 

promissores fotossensibilizadores. 
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Simple Summary: Among the most malignant cancers, oral squamous cell carcinoma stands out as
the most common malignant head and neck tumor, with high prevalence around the world, mainly
in developing countries. Despite advances in the field of treatment, the prognosis of patients with
oral squamous cell carcinoma remains poor, with a 5-year survival rate of less than 50%. Aiming to
overcome the limitations of currently existing therapies, the present work proposes to investigate
the potential of photodynamic therapy with methylene blue or toluidine blue. We found higher
incorporation rates of both drugs in tumor cells compared to the non-tumor cell line. In addition,
photodynamic therapy increases cytotoxic activity of both compounds for all lineages evaluated.
Moreover, combination of both compounds promotes a synergistic effect on the viability of oral
squamous cell carcinoma, opening up possibilities for the use of photodynamic therapy against other
cancer cell types using combinations of these photosensitizers.

Abstract: Among the most malignant cancers, oral squamous cell carcinoma (OSCC) stands out as
the most common malignant head and neck tumor. Despite advances in the field of treatment, the
prognosis of patients with OSCC remains poor. Aiming to overcome the limitations of the currently
existing therapies against OSCC, the present work aims to investigate the potential of photodynamic
therapy (PDT) with phenothiazine derivatives used alone or in combination. The incorporation of
methylene blue (MB) and toluidine blue (TB) was evaluated in OSCC cell lines (HSC-3 and SCC-9)
and a nontumor cell line (Hfib). Both compounds exhibited concentration and time-dependent
incorporation, with higher rates observed in tumor cells. Regarding dark-phase cytotoxic activity,
SCC-9 cells were the most sensitive cell line with an IC50 value of 362.6 µM and 41.4 µM for MB and
TB, respectively. Using PDT, all lineages showed greater sensitivity, presenting lower IC50 values
when compared to the dark phase values. The combination index values of 0.69 (dark phase) and
0.73 (clear phase) associated with concave isobolograms, in both phases, revealed that MB and TB
have synergistic effects when combined against SCC-9 cells. These findings suggest that MB or TB
assisted with PDT holds promise for OSCC treatment.

Keywords: anticancer therapy; phenothiazines; oral carcinoma

1. Introduction

Among the most malignant cancers, oral squamous cell carcinoma (OSCC) stands out
as the most common malignant head and neck tumor, with high prevalence around the
world, mainly in developing countries [1,2]. OSCC comprises more than 90% of oral cancers
and approximately two thirds of cases occur in developing countries [2]. The first-line
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treatment is surgical resection associated with chemotherapy or radiotherapy, which can
be performed before or after the surgical procedure [3]. Despite advances in the field of
treatment, the prognosis of patients with OSCC remains poor, with a 5-year survival rate of
less than 50% being reported in the literature [4]. Therefore, new therapies for OSCC are
still required.

An attractive option for the treatment of OSCC is the use of photodynamic therapy
(PDT). PDT involves the use of a photosensitizer along with a special type of light that,
when combined, induce the production of a form of oxygen that is harmful to various
cell types, including tumor cells [5–7]. PDT presents itself as a potentially applicable, safe
and accessible option, being an attractive option compared to the use of conventional
chemotherapy, mainly with regard to not inducing resistance and not requiring multiple
treatment sessions [8]. PDT is a minimally invasive therapeutic modality that is based on the
administration (systemic or topical) of a photosensitizer followed by light activation. The
photosensitizer is a type of photoactive pigment that generates singlet oxygen by irradiating
visible light using a wavelength that corresponds to its absorption spectrum [9,10]. The
activated photosensitizer can react with molecules in its vicinity by transferring electrons
or hydrogen, leading to the production of free radicals (type I reaction) or by transferring
energy to oxygen, leading to the production of singlet oxygen, causing damage in a more
effective way in tumor cells than in normal cells, resulting in the selective death of these
cells via apoptotic or necrotic mechanisms (type II reaction). Both pathways can lead to cell
death and destruction of diseased tissue [11]. This therapeutic approach has been shown
to be a promising alternative for the treatment of several histotypes of cancer, such as:
oropharyngeal cancer, esophageal cancer and cutaneous carcinoma [12–14].

Among the various classes of photosensitizers, phenothiazines stand out for be-
ing molecules with great potential and propensity for the formation of reactive oxygen
species [15]. So far, more than 5000 phenothiazine derivatives have been obtained and
this class has been highlighted for its variety of chemical and biological properties, low
cost and use associated with few adverse effects, since it is activated by ambient light
and quickly eliminated from the body [16]. Within the class, methylene blue (MB) and
toluidine blue (TB) stand out for their use in the medical and dental fields, both for diag-
nosis (histopathological stains, tumor identification) and for treatments of diseases such
as: cancer, septic shock, malaria, methemoglobinemia and Alzheimer’s [17–21]. Aiming
to overcome the limitations of currently existing therapies for OSCC, the present work
proposes to investigate the potential of PDT with phenothiazine derivatives used alone or
in combination.

2. Materials and Methods
2.1. Drugs

Methylene blue (MB) and toluidine blue (TB) were purchased from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). Both compounds were diluted in PBS and filtered with a 0.22 µm syringe
filter. Both compounds were stored in a −20 ◦C freezer until use.

2.2. Cell Culture

HSC-3 (human tongue squamous cell carcinoma) and SCC-9 (human tongue squa-
mous cell carcinoma) cell lines were obtained from the American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, VA, USA). Both cell lines were cultured in DMEM/F12 medium (1:1
mixture of Dulbecco’s modified Eagle’s medium and Ham’s F12 medium, Waltham, MA,
USA,) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS; GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD,
USA), 400 ng/mL hydrocortisone (Sigma-Aldrich) and 50 µg/mL of gentamicin (Life,
Carlsbad, CA, USA). The normal human epithelial fibroblast cell line (Hfib) was isolated
from a healthy donor skin biopsy and cultured in DMEM medium (GIBCO) supplemented
with 10% FBS and 50 µg/mL of gentamicin, as previously described [22]. The cells were
maintained in a humidified incubator at 37 ◦C and 5% CO2. All cell lines were regularly
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tested for mycoplasma contamination using MycoAlert® Mycoplasma Detection Kit (Lonza,
Basel, Switzerland).

2.3. MB and TB Incorporation Test

Initially, all the cell lines were plated into 96-well plates at a cell density of
2 × 104 cells/well in their respective medium described above for 24 h at 37 ◦C and
5% CO2. After that time, different concentrations of MB (12.5–400 µM) or TB (6.25–200 µM)
were added to the plate, in triplicate, and the plates were incubated for different times
(15, 30, 60 and 120 min). Then, the plates were washed twice with PBS and the cells were
incubated with sodium dodecyl sulfate (SDS; Sigma-Aldrich; 100 µL of a solution of 50 mM
diluted in PBS) to promote cell membrane lysis and release of MB or TB incorporated by
the cells for 30 min in room temperature. The absorbance of the incorporated MB or TB
was measured in a spectrophotometer at a wavelength of 660 nm. Three independent
experiments were performed.

2.4. Cell Viability

The cells were plated into 96-well plates at a cell density of 2 × 104 cells/well in in
their respective medium described above for 24 h at 37 ◦C and 5% CO2. After that time,
different concentrations of MB (12.5–400 µM) or TB (6.25–200 µM) were added to the plate,
in quadruplicate, and the plates were incubated were at 37 ◦C for 2 h. Then, the plates
were washed twice with PBS, the medium was replaced, and the plates were incubated
at 37 ◦C for an additional 24 h. Finally, cell viability was measured using CellTiter-Glo®

Luminescent Cell viability assay, which indicates cell viability by measuring ATP, following
the manufacturer’s instructions. Both compounds were tested in the absence of light
(dark phase) or after photodynamic exposure (clear phase) with a diode laser which has a
semiconductor active medium InGaAlP (λ 660 nm, 100 mW, 12 J/cm2, CW, Flash Lase III,
DMC equipamentos, São Carlos, São Paulo, Brazil) (Figure 1). The photodynamic exposure
was carried out after the washes with PBS in wells with 200 µL of DMEM.
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Figure 1. Experiment design. Phenothiazine derivatives (MB and TB) were tested on three cell
lines: human fibroblasts (Hfib), HSC-3 (human tongue squamous cell carcinoma) and SCC-9 (human
tongue squamous cell carcinoma). Cell viability was measured using CellTiter-Glo® Luminescent
Cell viability assay. The experiments were performed in the absence (dark phase) or presence (clear
phase) of PDT.

2.5. Drug Combination Assay

For in vitro drug combinations, each one of the drugs was tested in eight concentra-
tions alone (12.5–400 µM) or combined in a ratio of 1:1 or 2:1 MB/TB (3.12–200 µM) against
SCC-9 cells following the protocol described above. The combined therapy was performed
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during both the dark and clear phase. The analysis of the combined effects was performed
by determining the combination index (CI), used as cutoff to determine synergism, by
using the Chou–Talalay CI method [23], and through the construction of an isobologram
using the fixed ratio method, as described previously [24].

2.6. Statistical Analyses

We used non-linear regression for calculating the IC50 values. One-way analysis
of variance and Newman–Keuls multiple comparison tests were used to determine the
statistical significance of the group comparisons in the in vitro assays. The results were
considered statistically significant when p was <0.05. All analyses were performed using
Graph Pad Prism version 8.0 (Graph Pad Software, San Diego, CA, USA).

3. Results and Discussion

Initially, the incorporation of phenothiazine derivatives (MB and TB) was determined
in oral squamous cell carcinomas (HSC-3 and SCC-9) and in a non-tumor cell line (Hfib). As
revealed in Figure 2, MB incorporation showed a concentration and time-dependent profile
for all cell lines, with the highest incorporation rates after two hours of incubation for all
lineages. Interestingly, significant rates (p < 0.05) of MB incorporation by non-tumor cells
were only observed at the highest concentration evaluated (400 µM), which is different to
what was observed in tumor cells that had significant rates (p < 0.05) of MB incorporation at
concentrations ranging from 100 to 400 µM (Figure 2). Among the three evaluated lineages,
the SCC-9 cell line showed the highest MB incorporation rates (Figure 2).
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Figure 2. MB incorporation over time in different cell lines. (A) Incorporation rate of MB in Hfib cells.
(B) Incorporation of MB in HSC-3 cells. (C) Incorporation of MB in SCC-9 cells. (D) Comparison of
the MB incorporation rate between the cell lines evaluated after 2 h of treatment. Values represent the
means ± SD of four determinations obtained in one of the three experiments performed. * p < 0.05
compared to untreated cells (-) in graphs (A–C). * p < 0.05 compared to the incorporation rate of MB
by Hfib in the same concentration in graph (D).

The TB incorporation rate was also evaluated in the three cell lines. An incorporation
profile similar to that of MB was observed, with the two tumor cell lines having more
significant incorporation rates (p < 0.05) than the non-tumor cell line, especially at 100
or 200 µM (Figure 3). A concentration and time-dependent incorporation of TB was also
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observed in the tumor cell lines, with the time of 2 h showing the highest TB incorporation
rates for both tumor cell lines. Regarding the lineage with the highest TB incorporation
rates, we observed that at high concentrations (100 and 200 µM), the HSC-3 lineage had
greater absorption and at lower concentrations (25 and 50 µM) the SCC-9 cell line had
higher rates of incorporation (Figure 3).
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Figure 3. TB incorporation over time in different cell lines. (A) Incorporation of TB in Hfib cells.
(B) Incorporation of TB in HSC-3 cells. (C) Incorporation of TB in SCC-9 cells. (D) Comparison of the
TB incorporation rate between the cell lines evaluated after 2 h of treatment. Values represent the
means ± SD of four determinations obtained in one of the three experiments performed. * p < 0.05
compared to untreated cells (-) in graphs (A–C). * p < 0.05 compared to the incorporation rate of TB
by Hfib in the same concentration in graph (D).

The tendency of both compounds being better incorporated by tumor cells than non-
tumor cells is well described in the literature [25–27]. This feature justifies the employment
of both compounds as a visual tumor marker to detect and delineate certain types of
cancers, especially on oral cavity, and their use as photosensitizers for the treatment of
different types of cancer [28,29]. The selectivity of the evaluated phenothiazine derivatives
may be related to the compounds’ affinity for low-density lipoproteins (LDLs), which are
found in greater amounts in tumor cells [30]. LDLs promote the cholesterol uptake that is
necessary for membrane formation during cell division and work as a “transporter” of the
photosensitizers into intracellular space [31,32]. Once tumor cells have increased mitotic
division rates, they have a high expression of lipoprotein receptors on the cell surface and a
higher LDL uptake [30,33].

Regarding cytotoxic activity in the dark phase, MB showed a significant inhibitory
effect on cell viability, especially at 400 µM for all lineages, with the SCC-9 cell line being the
most sensitive with an IC50 value of 362.6 µM (Figure 4; Table 1). After using a fixed energy
density (J/cm2) to excite MB, we found an increase in cytotoxic effect, with IC50 values
of 234.5, 307.4 and 294.4 µM against HSC-3, SCC-9 and Hfib cells, respectively, versus
IC50 values of >400, 362.6 and >400 in the dark phase, respectively (Table 1). The largest
difference was observed in HSC-3 cells at 400 µM. When tested in the absence of light,
MB (400 µM) caused an inhibition of 34.3% in cell viability. Under the same conditions,
however, in the presence of light, MB (400 µM) inhibited 70.3% of cell viability (Figure 4).
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The difference observed between the groups was statistically significant (p < 0.05). MB-PDT
is well employed against several types of cancer such as: cervical carcinoma, leukemia, os-
teosarcoma, mammary adenocarcinoma, melanoma and lung adenocarcinoma [7,29,34–36].
However, MB-PDT effects on OSCCs are poorly described and also evaluated with method-
ologies less sensitive than the ATP-based assay as was used in the present work [37–39].
Previously, KOFLER and colleagues [37] demonstrated cytotoxic activity of MB alone or
with PDT in CA-9-22 cells, and LE and colleagues [38] showed the cytotoxic activity of MB
in SCC-25 cells.
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Figure 4. Effects of MB and TB on the cell viability of Hfib (A,B), HSC-3 (C,D) and SCC-9 cell lines
(E,F). Cells were treated with different concentrations of methylene blue (50–400 µM) or toluidine
blue (25–200 µM) in the absence (dark phase; blue columns) or presence (clear phase; red columns) of
PDT. Cell viability was determined by ATP measurement using the CellTiter-Glo Luminescent Cell
Viability Assay. Values represent the means ± SD of four determinations obtained in one of the three
experiments performed. * p < 0.05 compared to untreated cells (-). # p < 0.05 compared to the same
concentration in the dark phase.
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Table 1. Cytotoxic activity of MB and TB in different cell lines in the absence (dark phase) or presence
(clear phase) of light.

Sample

IC50 ± S.D (µM)
HSC-3

IC50 ± S.D. (µM)
SCC-9

IC50 ± S.D. (µM)
Hfib

Dark
Phase

Clear
Phase

Dark
Phase

Clear
Phase

Dark
Phase

Clear
Phase

MB >400 234.5 ± 9.6 362.6 ± 15.6 307.4 ± 28.8 >400 294.4 ± 12.1
TB 73.2 ± 2.6 58.7 ± 2.3 41.4 ± 4.0 33.8. ± 1.4 66.6 ± 5.9 53.7 ± 3.6

Values represent the mean ± SD and were calculated from three independent experiments. IC50 = inhibitory
concentration of 50%. MB = methylene blue. TB = toluidine blue. SD = standard deviation.

In comparison to MB, TB showed a more prominent cytotoxic effect on cell viability
in the dark phase for all lineages, especially in concentrations between 50 and 200 µM
(Figure 4). As revealed in Table 1, the lowest IC50 value found was obtained using the
SCC-9 cell line (41.4 µM). The dark toxicity of TB is well characterized in the literature and
also associated with undesired side effects, thereby limiting the concentrations and doses
that can be used [40–42].

In the clear phase, all lineages showed greater sensitivity, presenting lower IC50 values
when compared to the dark phase values, again with the SCC-9 cell line showing the highest
sensitivity with an IC50 value of 33.8 µM (Table 1). The largest difference was observed in
SCC-9 cells at 50 µM. When tested in the dark phase, TB caused an inhibition of 52.6% in
cell viability. Under the same conditions, however, in the presence of light, TB inhibited
86% of cell viability (Figure 4). The difference observed between groups was statistically
significant (p < 0.05). Similar results using TB-PDT were found using breast cancer cell
lines, where TB presented an IC50 value of 1.13 µM in the dark phase and 0.88 µM in the
presence of light, reinforcing the advantages of PDT [41]. Despite its already established
use in conjunction with other techniques in the field of cancer diagnosis, the use of TB as a
photosensitizer for the treatment of oral cancer is not much discussed in the literature [42].
It is also important to report that exposure to PDT without a photosensitizer did not cause
loss of cell viability in the three lineages evaluated, suggesting that the phototoxicity must
be attributed exclusively to phenothiazine derivatives as previously reported [41,43].

Lastly, the cytotoxic activity of MB and TB in combination was investigated against
SCC-9 cells, the most sensitive lineage for both compounds. First the combination was
carried out in the absence of light, where MB and TB presented IC50 values of 368.5 and
43.8 µM when tested individually, and 30.5 and 26.9 µM when tested in combination,
respectively. These data demonstrate an approximately 13-fold reduction in the IC50 value
for MB and an approximately 2-fold reduction in the IC50 value for TB (Table 2).

Table 2. Cytotoxic activity of MB and TB on SCC-9 cells alone or in combination.

Sample

IC50 ± S.D. (µM)
Dark Phase

IC50 ± S.D. (µM)
Clear Phase CI a

Drug Alone Combination Drug Alone Combination CI
Dark Phase

CI
Clear Phase

MB 368.5 ± 10.8 30.5 ± 4.8 302.3 ± 25.7 23.4 ± 1.4
0.69 ± 0.05 0.73 ± 0.08TB 43.8 ± 2.9 26.9 ± 1.4 33.7 ± 1.2 22.4 ± 2.4

Values represent the mean ± SD and were calculated from two independent experiments. a Combination index
(CI). Cutoff: CI value of 0.3–0.7, synergism; 0.7–0.85, moderate synergism; 0.85–0.9, slight synergism; 0.9–1.1,
additivity; > 1.1, antagonism. IC50 = inhibitory concentration of 50%. MB = methylene blue. TB = toluidine blue.
SD = standard deviation.

Drug combination was also performed in the presence of light. As shown in Table 2,
in the clear phase, MB and TB showed IC50 values of 302.3 and 33.7 µM when tested
separately and 23.4 and 22.4 µM when combined, respectively. These data demonstrate an
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approximately 13-fold reduction in the IC50 value for MB and an approximately 1.5-fold in
the IC50 value for TB.

Moreover, the combination index values of 0.69 (dark phase) and 0.73 (clear phase)
associated with concave isobolograms, in both phases, revealed that MB and TB have
synergistic effects when combined against the cell viability of SCC-9 cells (Table 2; Figure 5).
Interestingly, the synergistic effect of MB and TB in the dark phase has already been demon-
strated on the inhibition of the proliferation of amastigotes of T. cruzi with a combination
index of 0.89 [44]. In addition, combination of MB plus TB in the clear phase eliminated the
bacterial growth of Xanthomonas campestris pv. campestris found in naturally contaminated
canola seeds, which did not occur when the photosensitizers were tested alone [45]. For
treatment of OSCC, this is the first report related to the synergic effect of a combination of
MB plus TB in the dark phase and clear phase. However, combinations of phenothiazine
derivatives assisted with photodynamic therapy already show synergistic effects with other
molecules and with recognized cytotoxic activity. For example, combination therapy with
MB-assisted photodynamic therapy and salicylic acid or with doxorubicin against breast
cancer cells improve the efficacy of chemotherapy [46,47].
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Cell viability was determined by ATP measurement after 24 h of incubation. Broken lines correspond
to the predicted positions of the experimental points for additive effects.

4. Conclusions

In sum, MB or TB assisted with PDT as a useful strategy for the treatment of oral
carcinoma was reinforced in the present investigation. In addition, it was shown that the
combination of MB and TB has a synergistic effect on the viability of oral squamous cell
carcinoma, opening up possibilities for the use of PDT against other cancer cell types
using combinations of these phenothiazine derivatives already well characterized as
promising photosensitizers.
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