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RESUMO

ROCHA, E. S. S. R. Estudo do potencial citotoxico da terapia fotodinamica com
derivados fenotiazinicos em linhagens celulares derivadas de carcinoma
escamocelular oral (dissertacdo). Salvador: Departamento de Ciéncias da Vida
(DCV), Universidade do Estado da Bahia, 2023; 83p.

Entre os canceres mais malignos, o carcinoma espinocelular oral (CECO) destaca-
se como o tumor maligno de cabeca e pesco¢co mais comum, com alta prevaléncia
em todo o mundo. Apesar dos avancgos no campo do tratamento, o progndstico dos
pacientes com CECO permanece obscuro. A terapia fotodinamica (TFD) surgiu
como uma opc¢ao de tratamento promissora para Vvarios tipos de cancer, incluindo o
carcinoma espinocelular oral. Visando superar as limitacbes das terapias atualmente
existentes contra o CECO, o presente trabalho visa investigar o potencial da TFD
com derivados fenotiazinicos utilizados isoladamente ou em combinacdo. A
incorporacdo 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 nao
tumoral (Hfib). Ambos o0s compostos exibiram concentracdo e incorporacéo
dependente do tempo, com taxas mais elevadas observadas em células tumorais.
Em relacdo a atividade citotoxica escura, as células SCC-9 foram a linhagem celular
mais sensivel, com valor Clsp de 362,6 pM e 41,4 pM para MB e TB,
respectivamente. Utilizando TFD, todas as linhagens apresentaram maior
sensibilidade, apresentando menores valores de Clso quando comparados aos
valores da fase escura, tendo novamente a linhagem celular SCC-9 apresentando
maior sensibilidade. Por ultimo, a atividade de citotoxicidade de MB e TB em
combinacdo foi investigada contra células SCC-9. Os valores dos indices de
combinacéo de 0,69 (fase escura) e 0,73 (fase clara) associados aos Isobologramas
cbncavos, 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 sdo promissores para o
tratamento do CECO, e o efeito sinérgico da sua combinacdo justifica uma

exploracédo mais aprofundada em outros tipos de células cancerigenas.

Palavras-chave: cancer; carcinoma espinocelular oral; terapia fotodinAmica; azul de

metileno; azul de toluidina.



ABSTRACT

ROCHA, E. 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 1Cso value of 362.6 uM and 41.4 uM for MB and TB respectively. Using TFD, all
lineages showed greater sensitivity, presenting lower ICso 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



am TFD

ATP
ATCC
ANOVA
B7
CCso
CEso
Clso

CTLA-4

DMEM

DMSO
DNA
DP
EROs

FITC

FS
FT

GLOBOCAN

HSC-3
H-FIB
HTP
IARC

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Terapia fotodinamica microbiana (do inglés Antimicrobial
Photodynamic Therapy)

Trifosfato de adenosina (do inglés: adenosine triphosphate)
American Type Culture Collection

Analise de variancia (do inglés: analysis of variance)
Ligantes de receptores de superficie de linfocitos T
Concentracao citotéxica para 50%

Concentracao efetiva de 50%

Concentracao inibitéria de 50%

Proteina 4 associada a linfocitos T citotoxicos (do inglés:
Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4)

Meio Eagle Modificado por Dulbecco (do inglés: Dulbecco's
Modified Eagle’s medium)

Dimetilsulfoxido

Acido desoxirribonucleico (do inglés: Deoxyribonucleic acid)
Desvio do padrédo (do inglés: standard deviation)

Espécies reativas de oxigénio

Isotiocianato de fluoresceina (do inglés: Fluorescein
isothiocyanate

Fotossensibilizador
Fototerapia

Observatorio Global do Cancer (do inglés: Global Cancer
Observatory)

Carcinoma de células escamosas de lingua
Fibroblasto humano
Derivados hematoporfirinicos

Agéncia Internacional da Pesquisa do Cancer (do inglés:



INCA
LASER

LDL

LED
MB
OMS
OPAS
PBS
PDI
PACT
TFD
PD-1
PDL1
RPMI
SCC9
SDS
T. cruzi
B
TFD
UNEB

WHO

uv

International Agency for Research on Cancer)

indice de combinac&o

Instituto Nacional do Céncer

Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation

Lipoproteinas de baixa densidade (do inglés: Low Density
Lipoproteins)

Light Emitter Diode

Azul de metileno (do inglés: Methylene blue)

Organizacao Mundial da Saude

Organizacao Pan-Americana da Saude

Tampao fosfato salina (do inglés: Phosphate buffered saline)
Photodynamic Inactivation

Photodynamic Antimicrobial Chemotherapy

Photodynamic therapy

Proteina expressa por células tumorais

Programmed cell death ligand 1

Meio de cultura desenvolvido no Roswell Park Memorial Institute
Carcinoma escamocelular oral humano

Dodecil sulfato de sodio

Trypanosoma cruzi

Azul de toluidina (do inglés: Toluidine blue)

Terapia fotodinamica

Universidade do Estado da Bahia

Organizacao Mundial da Saude (do inglés: World Health
Organization)

Ultravioleta



Figura 01.

Figura 02.

Figura 03.

Figura 04.

Figura 05.

Figura 06.

Figura 07.

Figura 08.
Figura 09.
Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

LISTA DE FIGURAS

O que é cancer?

Taxas de incidéncia e mortalidade padronizadas por
idade estimadas (Mundial) em 2020, em todo o
mundo, ambos os sexos, todas as idades.

O processo metastatico.

Principais sitios anatdmicos de Carcinoma de Células

Escamosas de Cabeca e Pescoco.
Leucoplasia.
Reacdo fotoquimica da terapia fotodinamica.

Diagrama de Jablonski modificado.

Profundidade de penetracdo dos diferentes

comprimentos de onda.

Feixes emitidos por diferentes fontes (Laser x LED).
Estrutura das moléculas em teste.

Desenho experimental.

Incorporacdo do MB ao longo do tempo em
diferentes linhagens celulares.

Incorporacdo do AT ao longo do tempo em diferentes
linhagens celulares.

Efeitos de MB e TBO na viabilidade celular de
linhagens celulares.

Isobolograma descrevendo os efeitos sinérgicos de
AM e AT na viabilidade celular da linhagem SCC-9.

19

21

22

23

25

31

32

34

35

37

40

42

44

47



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Linhagens celulares utilizadas no ensaio de citotoxicidade para
deterMiNACAO € Cl50......uu it e pagina 36

Tabela 2. Atividade citotéxica de MB e TB em diferentes linhagens celulares na
auséncia (fase escura) ou presenca (fase clara) de luz..........ccccevvvveeeenennnnn. pagina 43

Tabela 3. Atividade de citotoxicidade de MB e TB em células SCC-9 isoladamente
OU €M COMDINAGED. ... uueieeeeieiee e e e e ettt e ee e e e e e e e e s s e e bbb e e pagina 46



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ot nes e enenes 15
2. OBJIETIVOS ..o e e e e e e e e et r e e e e e e e naanees 18
T - | PP 18
ESPECITICOS ...ttt e e as 18
3. FUNDAMENTAGAO TEORICA ..o 19
G 00 - 1 o = 19
3.2 CANCEr A DOCA .....coeeeeeee e e 23
3.4 Terapia fotOUINAMICA .......coiiiiiiiiiiiiii ettt 29
3.5 Mecanismo de @G80 da TPD ........coouiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeieeeeeeeeeeeeeeeee et 30
3.6 Fotossensibilizadores e fontes de [Uz...........ooovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 32
3.7 Derivados fenotiazinicos: Azul de metileno e azul de toluidina................ccceeeee... 34
4. MATERIAIS E METODOS. ...ttt ettt 35
4.1 ObteNGAO A0S COMPOSLOS .....ceviiieiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeees 35
4.2 Obtencao e Manutencao das Células em Cultura..........cccoooeeeviviiiiiiiiiiie e 35
4.3 Ensaio de inCOrporacan de ArOga.........ceuuuuuuuuiiieeeeereeeiiiiiiasseeeeeeeeeannnnnaseeaeeseennnnns 36
4.4 Avaliagao de CItOtOXICIAATE .........uuiieeeeiieeieiiiee e e e e e e e e e e e e e e e e eeaennn 37
4.5 Terapia COmMBDINAGA .........ccoiiiiiiiii e e e e e e e eeaanae 38
4.6 ANAIISE ESTALISHCA .. .evvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt e et e et e e e e e e e e e eeeeeeeeees 38
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....cooiieeeieceeeeeeete et sttt 38
5.1 Ensaio de incorporacao do azul de metileno e azul de toluidina......................... 38
5.2 Citotoxicidade da TPD com derivados fenotiaziniCos ..........cccccvvveeeeiveeiieeeeenennne. 42
5.3 Terapia combinada: azul de metileno e azul de toluidina................ccccovvvieeeeenn... 45
6. CONCLUSOES .....oouiiiiieieieiet ettt ettt ettt a7
REFERENCIAS ..ottt ettt ettt e et s e e 49

ANEXOS e 59



15

1. INTRODUCAO

Céancer é o nome dado a um conjunto de mais de cem doencas que tém em
comum a proliferacdo desordenada de células com capacidade de invasdo e
disseminacdo (WHO, 2022). Por defini¢éo cientifica, cancer é referenciado ao termo
neoplasia, que por sua vez esta associada a tumores malignos. Sendo assim, € uma
doenca caracterizada pela proliferacdo descontrolada de células transformadas, as
quais se diferenciam pela capacidade de invadir tecidos e 6rgdos, vizinhos ou
distantes (ALMEIDA et al.,2005).

Dados globais apresentados pela Organizacdo Mundial da Saude apontam o
cancer como a principal causa de morte no mundo e responsavel por quase 10
milhdes de mortes no ano de 2020 (WHO, 2022). Em 2040, espera-se uma
incidéncia mundial de 30 milhdes de novos casos (OPAS, 2023). O envelhecimento
e o0 crescimento populacional, bem como mudancas na distribuicdo dos principais
fatores de risco para o cancer, estando alguns desses associados ao
desenvolvimento socioeconémico sao fatores que contribuem para elevacao
acentuada da incidéncia do cancer (BRAY et al., 2018). Dentre os tipos de
neoplasias, o cancer de mama € o mais diagnosticado, com estimativa de 2,3
milhdes de novos casos, seguidos pelo de pulméo, préstata e estbmago. O cancer
de pulméo continua sendo o principal causador de morte por cancer, estimando-se
1,8 milhdo de mortes, seguido por cancer colorretal, figado, estbmago e mama
(SUNG et al., 2021).

O cancer de boca, por sua vez, caracteriza-se por uma neoplasia maligna
com surgimento em labio ou na cavidade oral e pode ser definido como um
carcinoma de células escamosas devido ao seu perfil histolégico. Segundo o
Observatério Global do Cancer essa neoplasia ocupa a décima sétima posicao em
malignidade em todo o mundo 2023 (GLOBOCAN, 2023).

Os principais tratamentos para cancer, especialmente cancer de boca sao a
cirurgia, quimioterapia e radioterapia, usados em associacdo ou nao, dependendo
do protocolo desenvolvido pela equipe médica (LONGO; LOZZI; AZEVEDO, 2011).
Na busca por novas alternativas terapéuticas, a utilizacdo de terapia fotodindmica
(TFD) vem mostrando resultados promissores. A TFD é um tipo especial de

tratamento que envolve o uso de um fotossensibilizador ou um agente
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fotossensibilizante, juntamente com um tipo especial de luz que, combinados,
induzem a produgdo de uma forma de oxigénio que € danosa a varios tipos
celulares, incluindo células tumorais (NELKE et al., 2014; CORREIA et at., 2021;
SANTOS et al., 2017).

A TFD se apresenta como uma opg¢do potencialmente aplicavel, segura e
acessivel, sendo uma opcdo atraente comparada ao uso da quimioterapia
convencional, principalmente no que se refere a ndo indugéo de resisténcia e de ndo
exigir multiplas sessdes de tratamento (CHEN et al., 2020; WANG, LUO, BASILION,
2021). A terapia fotodinAmica € uma modalidade terapéutica minimamente invasiva
gue é baseada na administracdo (sistémica ou topica) de um fotossensibilizador
seguido de ativacao de luz (CIVANTOS et at., 2018). O fotossensibilizador € um tipo
de pigmento fotoativo que gera oxigénio singleto por irradiacéo de luz visivel usando
um comprimento de onda que corresponde ao seu espectro de absorcdo (NAFEE et
al., 2013; LI et al., 2016). O fotossensibilizador ativado pode reagir com moléculas
em sua vizinhanca por transferéncia de elétrons ou hidrogénio, levando a producao
de radicais livres (reacado tipo I) ou por transferéncia de energia para oxigénio,
levando a producdo de oxigénio singleto, causando danos as células tumorais de
forma mais efetiva do que em células normais, resultando na morte seletiva dessas
células via mecanismos apoptoticos ou necroticos (reacdo tipo II). Ambos os
caminhos podem levar a morte celular e a destruicdo do tecido doente (BARBOSA et
al., 2012).

Dentre as diversas classes de fotossensibilizadores, as fenotiazinas se
destacam por serem moléculas com grande potencial e propensao a formacéo de
espécies reativas de oxigénio (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 quimicas e bioldgicas. As
fenotiazinas apresentam algumas vantagens em relacdo a  outros
fotossensibilizadores considerando seu custo relativamente baixo e por nao
apresentar muitos efeitos adversos, jA que é pouco ativado pela luz ambiente e
rapidamente eliminado do organismo (ANDREADIS et al.,, 2016). As mesmas Sao
detentoras de inUmeras atividades promissoras, dentre elas: atividade bactericida,

atividade antitumoral, antiviral, antifingica, imunomoduladora, anticonvulsivante e
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antiparasitaria (HUBBLE, 1941; MITCHELL, 1994; WAINWRIGHT, 1998; BARBOSA
et al., 2012; GONZELEZ-GONZALEZ et al., 2021; OTREBA & KOSMIDER, 2021).

Visando superar as limitacdes das terapias existentes atualmente contra o
canceres na cavidade oral, faz-se necessario o estudo e desenvolvimento de novas
estratégias a serem empregadas nos tratamentos aos pacientes acometidos por
essas doencas. Nesse contexto, a utilizacdo de derivados fenotiazinicos combinados
com a terapia fotodinamica tem sido estudada e apresenta resultados promissores
no tratamento do cancer (GOMES et al., 2018). Dessa forma, o presente trabalho
visa investigar o potencial da terapia fotodindmica com derivados fenotiazinicos
frente linhagens celulares derivadas de carcinoma espinocelular de cavidade oral.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o potencial citotoxico da TFD com derivados fenotiazinicos (azul de metileno
e azul de toluidina) em linhagens celulares derivadas de carcinoma espinocelular de

cavidade oral.

2.2 ESPECIFICOS

e Determinar a incorporacéo de diferentes concentractes de azul de metileno e

azul de toluidina em diferentes linhagens celulares;

e Comparar o efeito citotoxico da terapia fotodinamica utilizando MB ou TB

em linhagens de carcinoma espinocelular de cavidade oral e uma linhagem
nao tumoral;

e Avaliar a citotoxicidade do MB e do TB em linhagens de carcinoma
espinocelular de cavidade oral e uma linhagem nao tumoral;

e Investigar o efeito da combinacdo dos derivados fenotiazinicos sobre a

proliferacdo de células da linhagem SCC-9, em diferentes linhagens.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Cancer

Céancer (tumores malignos ou neoplasias) é um termo genérico utilizado para
designar um grande grupo de doencas multifatoriais que se caracteriza por uma
multiplicacdo celular anormal, que atinge além de seus limites habituais e, que pode,
em seguida, invadir partes adjacentes do corpo, se espalhando para outros 6rgdos
(SUHAIL et al., 2019; WHO, 2022). As células tumorais séo células transformadas
gue possuem alteracdes genéticas adquiridas e/ou herdadas, que podem se
transformar num cancer a depender das mutacbes apresentadas (CREE, 2011,
WHO, 2022). Existem ainda agentes externos que interagem com essas alteracoes,
sendo eles os carcindgenos fisicos (ex. radiacdo ultravioleta); carcindbgenos
guimicos (ex. amianto, fumaca do tabaco); e os carcindgenos biolégicos (ex. certos
virus e bactérias) (KENTSIS, 2020). Esses agentes cancerigenos sdo 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 alcool, alimentos ultraprocessados, poluicdo do ar, excesso
de exposicao ao sol, sedentarismo, stress, tabagismo dentre outros, sédo exemplos a
serem citados para o aumento do risco da ocorréncia do cancer (AVGERINOS et al.,
2019; INCA, 2020; CREE, 2011; WHO, 2022). O processo de carcinogénese é

descrito na Figura 1.

O que é cancer?

) @
5 Agente
Orgao cancerigeno
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Figura 1. O que € cancer?. Fonte: Instituto Nacional do Cancer (2022).
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A formacdo do cancer € um processo complexo, envolve diversos niveis
diferentes de regulacéo e acontece de forma lenta e progressiva, sendo dividida
didaticamente em trés fases até se tornar ao estado de cancer detectavel, sendo
elas: iniciagao, promogéao e progressao (PETER & GONZALEZ, 2018; SPANDIDOS,
2007). Na fase de iniciacdo, as células sofrem o efeito de um agente carcinogénico
gue modifica a estrutura e/ou expressao de alguns de seus genes. Durante a etapa
de promocdo, as células alteradas geneticamente sofrem o efeito dos agentes
carcinogénicos classificados como oncopromotores se transformando numa célula
maligna, de forma gradual, necessitando de contato continuo com o agente
carcinogénico promotor. Finalmente, a fase de progressdo se caracteriza por
multiplicacdo celular descontrolada, sendo um processo irreversivel, na qual o
cancer ja esta instalado e culminara no aparecimento das primeiras manifestacdes
clinicas da doenca (SANTOS, 2017; INCA, 2021).

Hipocrates introduziu o termo cancer para descrever tumores,
prioritariamente, malignos. Apos Hipocrates sugiram varias outras definicdes a fim
de tentar explicar o processo de carcinogénese. Apos 2500 anos de registros sobre
tumores 0os mesmos continuavam sem cura definitiva (LAKHTAKIA, 2014). Registros
e teorias sobre o cancer foram descritos ao longo dos quase 5000 anos,
descrevendo tumores em tecidos humanos e casos raros de cura espontanea. Cada
uma destas doencas produz quadros clinicos diferentes e evoluem de formas
distintas. Dessa forma os protocolos terapéuticos para cada tipo de cancer devem
ser individualizados e personalizados, levando em consideracdo pelo menos o tipo
de cancer, anamnese e o quadro clinico do paciente (LAKHTAKIA, 2014). Apesar da
dificuldade inerente aos processos de analise de tumores em amostras seculares
existem relatos de tumores em mumias do século 18, bem como outros casos
(FELDMAN et al.,2016). Percival Pott, um cirurgido inglés, em 1775, relatou que o
cancer do escroto ocorreu em limpadores de chaminés em Londres e abriu margem

para posteriores estudos sobre carcinégenos e mutagénicos (LIPSICK, 2021).

Um numero expressivo representando entre 30% e 50% dos novos casos de
cancer poderiam ser evitados com a diminuicdo apenas da exposi¢ao aos fatores de
risco, adicionalmente, aplicando-se estratégias de prevencdo baseadas em
evidéncias. Além disso, vale destacar que esse volume poderia se reduzir ao passo

gue se for realizada a deteccdo precoce bem como os cuidados e tratamento
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apropriados aos pacientes. Em caso de diagnéstico precoce somado ao tratamento
adequado, as chances de cura para muitos tipos de cancer sdo elevadas (INCA,
2022; WHO 2022).

A prevencdo do cancer pode-se dar através da adocdo de medidas como:
evitar o consumo de alcool, peso corporal saudavel, manter dieta com inclusédo de
frutas e legumes, pratica de atividade fisica regular, ndo consumir tabaco, estar
vacinado contra papilomavirus e hepatite B, evitar radiagdo ultravioleta, e outras
(INCA, 2023; SARICH et al.,, 2020; THEODORATOU, 2017). Vale salientar que
essas nao sao apenas acdes preventivas que trazem beneficios para um individuo,
mas na verdade s&o representativas com um aspecto importante em politicas de
saude (LEWANDOWSKA et al.,2021).

Dentre os tipos mais comuns de cancer destacam-se mama (2,26 milhdes de
casos), pulméo (2,21 milhdes de casos), colon e reto (1,93 milhdo de casos) e
préostata (1,41 milhdo de casos, representando mais de 70% de todos os tipos de
cancer (WHO, 2022) (Figura 2). Quanto aos tipos de cancer mais letais em 2020
elencam-se o cancer de pulmao (1,8 milhdo de mortes), célon e reto (916.000
mortes), hepatico (830.000 mortes), gastrico (769.000 mortes) e o cancer de mama
(685.000 mortes) (FERLAY et at., 2018; WHO, 2022).

Taxas estimadas de incidéncia e mortalidade padronizadas por idade (Mundo) em 2020, Mundo, ambos os sexos,
todas as idades (excl. NMSC)

Rim gy
Labio, cavidade oral-

Cérebro

Melanoma g dancis

Laringe [&

ASR (Workd) per 100000

Figura 2. Estimativa de incidéncia e mortalidade de diferentes tipos de céancer,

incluindo ambos os sexos e todas as idades. Fonte: GLOBOCAN, 2023.
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O diagnostico precoce do céancer € de fundamental importancia na
repercussao e diminuicdo da sua mortalidade (PAKRAVAN et al. 2021; INCA, 2012).
Uma vez que a doenca é detectada precocemente, aumenta a probabilidade de
melhores respostas aos tratamentos, bem como pode-se ter mais chances de
sobrevivéncia, diminuindo assim a morbidade e até barateando-se as terapias
(CRAWFORD et al.,, 2022). Sobretudo, existirdA uma melhora significativa na
gualidade de vida dos pacientes quando os cuidados precoces se iniciem.

Apesar dos expressivos avangos no diagnostico e tratamento do céncer,
persiste em muitos casos a situacdo em que células malignas provocam lesbes aos
tecidos adjacentes, causando inflamacdes e dores, podendo se espalhar por todo o
corpo, através do processo chamado de metastase (LAMBERT et at., 2017; ROSAS
et al., 2013). Muito embora o0 processo de metastase ndo seja completamente
elucidado, alguns mecanismos estdo associados com a sua ocorréncia (Figura 3)
(HANAHAN e WEINBERG, 2011).

Tumor primario Vascularizagéo Destacamento Intravasamento

e
i ’
€ = e SO = e _L_ S = © C o C
) — o I o
Célula tumoral Ades&o a parede de Extravasamento Crescimento
circulante vaso e tumor secundario

Figura 3. O processo metastatico. Nesse processo complexo, as células se desprendem
de um tumor primario vascularizado penetram no tecido circundante, entram nos vasos
sanguineos préximos (intravasamento) e circulam no sistema vascular. Algumas dessas
células eventualmente aderem as paredes dos vasos sanguineos e séo capazes de
extravasar e migrar para o tecido local, onde podem formar um tumor secundario. Fonte:
Adaptado de WIRTZ; KONSTANTOPOULOS; SEARSON (2011).
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3.2 Cancer deboca

O céancer de boca, também conhecido como céancer de cabeca e pescoco,
compreende os labios, as estruturas da boca, gengivas, bochechas, palato, lingua e
assoalho de lingua (Figura 4) (RIVERA, 2015; INCA, 2022;).

Seio frontal

Palato duro

Cavidade oral

Orofaringe

Faringe

Manditula

Osso hidide

Cartilagem cricolde

Figura 4 Principais sitios anatdmicos de Carcinoma de Células Escamosas de Cabeca
e Pescoc¢o. Fonte: Adaptado de Chow (2020).

A neoplasia maligna mais frequente da cavidade oral e nos seus sitios
adjacentes é o carcinoma espinocelular, representando mais de 90% de todos os
canceres de boca, tendo como padréo-ouro de tratamento a cirurgia, associada ou
ndo a radioterapia e/ou quimioterapia. Quando n&o ha indicagdo de cirurgia como
em casos avangados, escolhe-se a radioterapia, que pode estar associada ou ndo a
guimioterapia (PRIHANTONO, 2018; IRFAN et at.,, 2020; SAMI et at., 2020). A
incidéncia de cancer bucal estd aumentando, com nUmeros expressivos entre

mulheres e jovens. Ao redor do mundo, séo diagnosticados 350.000-400.000 novos
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casos a cada ano. Bactérias, virus, e fungos estdo fortemente associados como

fatores etiol6gicos em certos tipos de canceres (GHOLIZADEH et al., 2016).

A Organizacdo Mundial da Saude orienta que qualquer lesdo suspeita que
ndo desapareca dentro de duas semanas apos ser detectada e que tenham sido
removidas as causas locais de irritagdo necessitam ser biopsiadas (ABATI et al.,
2020; ATTY et al.,2022; WHO, 2020). A bidpsia cirtrgica continua sendo o padrédo
ouro para o diagnostico de cancer bucal (LOPEZ. OMANA-CEPEDA, SALAS, 2015).
O manejo do cancer bucal representa um esfor¢co multidisciplinar, uma vez que cada
paciente apresenta um conjunto Unico de caracteristicas e desafios cuja gestdo
impacta tanto na sobrevida quanto na qualidade de vida (WONG & WIESENFELD,
2018). A conducédo dos casos de canceres da cavidade oral € complexa, por conta
das implicacbes funcionais e estéticas do tratamento de tumores nesta regido.
Respiracdo, fala, degluticdo, visdo, olfato, paladar, mastigacdo e funcdo da
mandibula sdo apenas algumas das funcdes criticas da cabeca e do pescoco que
podem ser prejudicadas, temporaria ou permanentemente quando acometidos pela
doenca (ABATI, 2020).

Os primeiros sintomas do cancer bucal sdo inespecificos levando muitas
vezes a suspeita de outras lesdes e doencas menos graves. Dessa forma, a
apresentacao clinica do cancer bucal é altamente variavel (SARODE et al., 2020;
RUTKOWSKA et al., 2020). As apresentacfes mais comuns sdo a de uma leséo
ulcerada na cavidade oral, os pacientes também podem apresentar unidades
dentarias com mobilidade grau I, 1l ou Ill, sangramentos, dor ou dorméncia na boca
ou face ou uma protese mal ajustada (WONG & WIESENFELD, 2018).

Ainda sobre apresentacdes e tipos de lesdes € importante salientar que elas
podem representar uma grande variedade de diagndsticos sendo as lesGes brancas
da cavidade oral as mais relevantes. Leucoplasia bucal, que é definida como uma
placa ou mancha branca, ndo-removivel a raspagem e que nao pode ser classificada
clinica ou patologicamente como outra doenca (MOHAMED & FAIROZEKHAN,
2023; LOMBARDO et at., 2018). Essa é a lesédo pré-cancerosa mais prevalente da
cavidade oral e devido ao seu potencial de malignificagdo, 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 lesdes eritematosas, que também devem levantar a
suspeita de cancer bucal, lesdes exofiticas, proliferativas ou papilomatosas
(semelhantes a verrugas) também podem ser apresentacfes de cancer bucal. E,
menos comumente, 0os canceres de cavidade oral podem se apresentar como uma
lesdo cistica ao redor de um dente, que mimetiza a de um cisto odontogénico
(VONK et al., 2020).

O cancer de cavidade oral, por sua vez, € um dos canceres evitaveis mais
comuns no mundo. Dessa forma, estratégias de saude puablica, como a
conscientizacao e a triagem de doencas deve ser preconizada para sua prevencao e
deteccdo precoce especialmente nos servicos publicos de saude (INCA, 2020;
WHO, 2021). O autoexame da boca apresenta-se com ambos 0s propdsitos, ou
seja, atuando tanto na prevencdo como na deteccao precoce das lesdes, sendo um
método de facil execucdo, ndo invasivo e de baixo custo. Esse exame nao s ajuda
na deteccdo precoce de lesGes orais suspeitas, mas também ajuda as pessoas a
abandonar seus comportamentos de alto risco como o consumo de tabaco e alcool
(SHRESTHA; MAHARJAN, 2020).

3.3 Terapias contra o cancer de boca

A oncologia oral manteve praticas primitivas de tratamento do cancer
utilizando técnicas cirargicas com a simples remo¢do do que era relativamente
superficial e visivel das lesdes até a metade do século XIX, quando finalmente a
introducdo do advento da anestesia geral permitiu o aumento das excisdes e
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ampliou os acessos cirirgicos em 1846, viabilizando por exemplo a seccao de labio
e mandibula 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 céncer de cavidade oral,
sendo elas a cirurgia, a radioterapia, a quimioterapia, a terapia de fotorradiagdo com
derivados hematoporfirinicos (HTP) e a imunoterapia, as quais geralmente sao
utilizadas em associacao, uma vez que € observado aumento significativo da taxa de
cura (ALMEIDA et al., 2005; KATZUNG, 2014).

Acerca das modalidades de tratamento, a técnica cirdrgica, na auséncia de
metastases, € capaz de remover lesdes de canceres com eficacia, especialmente
guando o diagnodstico € realizado precocemente (ALMEIDA et al., 2005). A
radioterapia (raios gama, radioisotopos como cobalto-60, raios-X e até protons e
mésons pi negativos), por sua vez, pode ser utlizada isoladamente, mas é
comumente utilizada em conjunto com a cirurgia, apresentando incremento da
eficiéncia do tratamento. Seu uso € fortemente indicado como Unica terapia em
casos de tumores em estagios iniciais ou combinados para casos de estagios
avancados. (SANTOS, 2017; ALTERIO et al., 2019). No entanto, a radioterapia esta
Sujeita a diversas limitacdes principalmente associadas aos efeitos adversos e aos
canceres sistémicos (ALMEIDA et al., 2005). Na verdade, embora a cirurgia e/ou
radioterapia possam curar com sucesso as lesdes primarias, muitos canceres
humanos desenvolvem metastases distantes que levam quase invariavelmente a
morte (KOSTOVA, 2006).

A quimioterapia tem como principal objetivo a destruicdo das células
neoplasicas, preservando as normais, dispondo da administracdo de farmacos com
potencial anticancer, buscando a regressdo e destruicdo das células neoplasicas,
entretanto os efeitos adversos, em geral, sédo frequentes (RODRIGUES et al., 2012).
Esses efeitos podem ser explicados pela alta citotoxicidade demonstrada pelos
guimioterapicos frente as células com elevadas taxas de replicacdo, dentre elas as
células gastrointestinais, células endoteliais e as células do sistema imunolégico,
convergindo em inumeros efeitos adversos, tais como nausea, vomito, queda de
cabelo, imunossupressao, dentre outros (KATZUNG et al., 2014). Na atualidade, a

guimioterapia ainda é utilizada principalmente em trés situagdes clinicas, sendo elas:
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o tratamento de inducdo priméria para a doenca avancada ou para canceres que
nao existe outra abordagem efetiva, podendo ou n&o ser curativa; tratamento
neoadjuvante para pacientes que apresentam doenca localizada, as quais as formas
locais de terapia ndo se mostraram totalmente adequadas, dessa forma, a
guimioterapia auxilia na diminuicdo do cancer para realizagdo da terapia local; e
tratamento adjuvante para os métodos locais, que apresenta papel fundamental na
reducdo da recidiva local e/ou sistémica ap0s a ressecc¢do cirargica do céancer
primario (KATZUNG, 2014). Almeida e colaboradores destacam a importancia da
precocidade do diagnéstico do cancer no sucesso da quimioterapia relacionando
lesdes com tamanho inferior a 1 cm. Uma lista extensa compde as opcdes de
guimioterapicos, dentre eles estdo as antraciclinas (como doxorrubicina e

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

A imunoterapia por sua vez, se fundamenta em auxiliar o proprio sistema
imunolégico do paciente a identificar e combater o cancer. A técnica significou um
grande avanco cientifico no tratamento do cancer nos ultimos anos, culminando no
Prémio Nobel de Medicina em 2018. Os pesquisadores James P. Allison e Tasuko
Honjo fundamentaram a terapia baseada em inibicdo da regulacdo negativa do
sistema imune. A inibicdo da ligacdo do CTLA-4 com B7 e PD-1 com PD-L1 viabiliza
gue o linfécito T CD8 esteja livre para promover uma resposta ao tumor. Porém, em
alguns tipos de cancer, apenas uma fracdo dos pacientes atinge a remissao,
associado a isso, 0 ndo conhecimento da durabilidade da resposta imunolégica

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

A combinacdo de dois ou mais tratamentos terapéuticos € fundamental na
terapia do cancer, embora ainda a monoterapia seja uma modalidade de tratamento
muito comum para algumas formas diferentes de cancer, este método convencional
€ 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
toxicos em células normais ao mesmo tempo em que produz efeitos citotoxicos em
células cancerosas tanto pela atuacdo em diferentes vias das células cancerigenas
guanto por um efeito sinérgico ou aditivo entre as drogas, sendo necessarias
menores dosagens (ALBAIN et al.,2008; MOKHTARI et al., 2013). Comumente,
como em cancer de mama, observa-se tratamentos em que o paciente se submete a

cirurgia para remocao de um tumor e também recebe os quimioterapicos. Em caso
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de o procedimento cirdrgico acontecer primeiro, a quimioterapia sera adjuvante.
Caso a administragdo dos farmacos ocorra antes do procedimento de remocao, esse
sera indicado como neoadjuvante. Ainda como exemplo de terapias combinadas,
pode-se citar o tratamento de cancer de cabeca e pesco¢o com cirurgia juntamente
com a radioterapia, representando uma opgao curativa para estagios iniciais ou
avancados da doenca (ALTERIO et al., 2019). Adicionalmente, pode-se citar
combinacdo de quimioterapia com a terapia fotodinamica mediada por
nanoparticulas que vem se desenvolvendo em estudos in vitro (KHDAIR et al.,
2010).

Com base no cenario atual de opcdes terapéuticas para o tratamento de
lesbes de cancer de boca, muitos estudos tém mostrado a terapia fotodinamica
como mais uma alternativa como estratégia no combate as manifestacoes de lesdes
neoplasicas (TAN et al., 2022). Pode-se destacar como vantagem dessa terapia a
diminuicdo de efeitos adversos associados ao periodo pos tratamento antineoplasico
guando comparado com outras modalidades de tratamento. No ambito da saude
coletiva, a aplicacéo do tratamento por terapia fotodinamica merece o destaque para
0 quesito de custo operacional menor frente aos outros tratamentos tradicionalmente
utilizados, como por exemplo, quimioterapia e excisdes cirargicas. Uma vez que a
conducdo da TPD pode ser feita em ambito ambulatorial, € possivel reforcar a
vantagem da mesma (LONGO; LOZZI; AZEVEDO, 2011).

A técnica de terapia fotodinamica parte da premissa de que a interacdo de
comprimentos especificos de onda eletromagnética com um composto nao toxico
(fotossensibilizador) e oxigénio resulta em espécies reativas capazes de induzir
morte celular (MACHADO, 2000). A terapia permite a localizacédo e a destruicdo de
canceres com maior seletividade dispondo de radiacédo especifica com fluorescéncia
(A de 620-640 nm) (MACHADO, 2000; DE MELO GOMES et al. 2023; TIAN et al,
2023). E necessaria a administracio local ou sistémica do fotossensibilizador
associado ao uso radiacdo dirigida ao local dispondo de um laser (NSEYO, 1992;
KWIATKOWSKI et al., 2018). Entretanto, a terapia tem se mostrado efetiva apenas
para canceres cujo diametro ndo exceda cerca de 2 centimetros e com limitagdes
frente a doencga disseminada (MACHADO, 2000).



29

3.4 Terapiafotodinamica

Existe divergéncia a respeito de quando se comecou a utilizar a luz como
terapia. Indicios apontam que foi h4 milhares de anos atras e existem relatos de que
0s antigos egipcios, gregos e indianos, utilizavam a luz solar para tratar doencas
como o vitiligo e psoriase, associado a ingestao de plantas (Amni bajus) e sementes
da (Psoralea corylifolia), (BASTOS et al., 2012). Hindus, bem como outros povos do
Oriente Médio ha 1400 anos, faziam o uso de plantas medicinais associado a
exposicdo a luz do sol, para tratar o vitiligo e acredita-se que houve transmissao
desse conhecimento por esses povos (DUARTE et al., 2006; FOLEY et al., 2011).
Dados sobre essas praticas foram perdidos ao longo dos séculos, 0 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 comecgaram a surgir cepas resistentes aos antibioticos, e dessa forma
houve a retomada dos estudos sobre o efeito fotodinamico por Dougherty e seus
colaboradores (FOLEY et al., 2011; BASTOS et al., 2012).

Muitos dos estudos sistematicos das reacdes de fotossensibilizacdo sao
referidos ao grupo de Oscar Raab, que nos anos de 1900, investigou a acdo 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 protozoarios (BASTOS et al., 2012). Mas foi
em 1903 que Niels Finsen, ganhador do prémio Nobel, devido ao sucesso ao tratar
[Upus vulgar utilizando a radiacao ultravioleta (UV), que a fototerapia passou a ter
maior visibilidade, ampliando sua pratica e estudos no tratamento de varias
dermatoses (RAJESH et al., 2011). Em 1904, Hermann Von Tappeiner, que era
orientador de Oscar, empregou combinacdo de eosina e a luz, para tratar o cancer
de pele, conseguindo uma reducado significativa do tumor e descreveu reacdes
guimicas dependentes de oxigénio como resultado de fotossensibilizacdo. Na
oportunidade ele inferiu o termo “acdo fotodinamica” (SILVA et al., 2009;
ANDREADIS et al., 2016), ja em 1925, Goeckerman introduziu a combinacdo do
fotossensibilizador (FS) (Coaltar) com UV para tratar a psoriase, sendo essa

abordagem utilizada por muito tempo (DUARTE et al., 2006).
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Na primeira e na segunda guerras mundiais, a fototerapia (FT) também foi
utilizada, devido a varias publica¢fes atribuindo efeitos sobre uma serie de infec¢des
causadas por virus, bactérias, protozoarios e no tratamento de Ulceras traumaticas,
porém a sua utilizacdo para desinfeccao do sangue s6 foi sugerida em 1955, mesmo
tendo sido feitos testes anteriores e tendo sua eficAcia comprovada pelo Instituto
Walter Reed, so foi praticada anos depois. Entre os anos 60 e 70 foram utilizados
fotossensibilizadores antivirais em ensaios clinicos devido a sua responsividade, e a
resisténcia aos medicamentos convencionais (WAINWRIGHT, BAPTISTA, 2011).

Uma formulacdo de derivados da hematoporfirina (Photofrin®), teve
aprovacgdo para o seu uso na clinica em 1993, associada a terapia fotodindmica
(TFD), para o tratamento oncolédgico e dermatologico, fazendo aumentar o interesse
da comunidade académica em estudar a acdo fotodindmica em todo o mundo
(BASTOS et al., 2012; GOMES et at., 2018).

3.5 Mecanismo de acao da TPD

O mecanismo da terapia fotodinamica consiste em trés pilares fundamentais,
o fotossensibilizador (FS), o oxigénio presente nas células tratadas, e a luz com
comprimento de onda especifico. A TFD € conhecida principalmente por induzir a
morte celular por apoptose, no entanto, durante varios 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 localizacdo do
PS dentro das células tumorais (MOKOENA, GEORGE, ABRAHAMSE, 2021; DE
MELO et al.,, 2023). Em 1991 Agarwal et al. ja haviam relatado uma resposta
apoptética a TPD, além de Seberi e colaboradores em 2022 ratificaram que a TPD

destroi células tumorais com efeitos adversos minimos.

Apébs a absorcéo 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 reacdes do tipo | e reacdes do tipo Il
No primeiro momento 0 mecanismo é semelhante para as duas reagfes (SANTOS,
2020). O FS é irradiado de acordo com seu espectro de absorcdo e entdo €

convertido do seu estado fundamental de energia singleto Sp para o estado excitado
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singleto Si. Parte dessa energia é emitida em forma de fluorescéncia e o restante da
energia pode partir para um cruzamento intersistema onde ha mudanca de spin do
elétron excitado do FS formando um estado tripleto excitado Ti (Figura 6)
(MACDONALD & DOUGHERTY, 2001).

A reacdo tipo | se da pelo FS excitado interagindo com os componentes do
sistema, produzindo radicais livres. Ocorre uma captacdo de hidrogénio ou
transferéncia de elétrons entre o0 FS no estado tripleto e uma molécula adjacente
formando radicais idnicos, que interagem com moléculas de oxigénio no seu estado
fundamental levando a producdo de EROs. Como resultado final da reagdo acontece
a producéo de espécies reativas de oxigénio nas células desencadeando a morte
celular (KWIATKOWSKI et al, 2018).

A reacéo tipo Il por sua vez, promove a geragcao do oxigénio singleto através
da transferéncia de energia do FS excitado no estado tripleto para o oxigénio
também no estado tripleto (Figura 6) (YOON E JANG, 2012).
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Figura 6. Reacdo fotoquimica da terapia fotodindmica. Diagrama de Jablonski
modificado descrevendo interagdo do fotossensibilizador com a luz e possiveis caminhos.

Fonte: Autoria prépria.
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A execucao do procedimento de TFD aparenta ser relativamente simples, no
entanto, para que seja realizado de forma efetiva e bem sucedida é imperativo que
se estabeleca corretamente os parametros da técnica e sua dosimetria. Uma vez
gque a luz chega aos tecidos deve-se considerar os efeitos de espalhamento,
absorcdo e a profundidade de penetragcdo dos variados comprimentos de onda
(Figura 7). Dessa forma, é necessario saber selecionar lesbes baseadas na sua
extensdo para receber o tratamento, bem como eleger o fotossensibilizador mais
adequado atentando-se para o seu espectro de absorcéo, e por fim, ajustar o laser
sdo de extrema importancia para o sucesso dessa terapia (BAGNATO; REQUENA,

2023).

7

50-150pm
Tmm

-1- 390-420 nm (violeta)
2mm 420-470 nm (azul)
470-545 nm (verde)
545-600 nm (&Gmbar)
600-780 nm (vermelho)
10mm 780-940 nm (infravermelho)

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

Fonte: Autoria propria.

3.6 Fotossensibilizadores e fontes de luz

A acdo desses agentes corantes, conhecidos como fotossensibilizadores
depende basicamente de dois tipos de reacdo, onde o fotossensibilizador, quando
excitado reage diretamente com substratos oxidaveis, através de transferéncia de
elétrons ou removendo atomos de hidrogénio de moléculas biolégicas, como

fosfolipidios, colesterol, entre outras, ou reagem com o0 oxigénio molecular
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produzindo oxigénio singleto, e reduzindo o corante a seu estado fundamental
(MARTIN & LOGSDON, 1987; NUNEZ, 2007).

A grande maioria dos agentes fotossensibilizadores tem seletividade por
células alteradas, neoplasicas ou néo, e isto ocorre porque as células em seu estado
normal eliminam o corante em aproximadamente 24h enquanto as células
neoplasicas, 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 caracteristicas: atoxicidade ou pouca toxicidade
quando ndo irradiado; estabilidade cinética e termodindmica; sintese rapida, e com
alto rendimento; seletividade para a células-alvo; ser ampla e rapidamente absorvido
pela célula; ndo ser absorvido ou ser eliminado rapidamente pelas células nao-alvo;
ter um comprimento de onda para sua ativagdo dentro do espectro; apresentar alta
capacidade de produzir espécies reativas de oxigénio; ndo apresentar efeito
mutagénico (GONZALES, 2007; VAN STRATEN et al., 2017).

Exemplos de fotossensibilizadores s@o os derivados da hematoporfirina,
curcumina, clorina, cianina e eles podem ser divididos de acordo com suas
caracteristicas, sendo de primeira, segunda e terceira geracdo (LEE et al., 2020).
Quando comparados, os FS de segunda geracdo apresentam algumas vantagens
em relacdo aos de primeira geracdo, destacando-se uma maior pureza quimica,
maior rendimento na formac&o de oxigénio singleto, melhor seletividade para tecidos
cancerigenos, melhor capacidade de penetracdo e uma eliminacdo mais rapida
(BASKARAN, LEE, YANG, 2018).

As fenotiazinas certamente estdo entre os compostos com maior versatilidade
no que se refere a atividade bioldgica, sendo consideradas compostos basicos em
farmacologia e isso esta diretamente relacionado com sua ampla aplicabilidade e
importancia em diversas areas 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 as 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 relacédo as dimensfes da leséo

e/ou localizacdo do tumor, bem como ser adequado ao fotossensibilizador
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administrado. Lasers sd&o comumente utilizados por produzirem uma luz
monocromatica coerente e direcional, concentrando-a em um estreito feixe. Podem
ser ainda utilizados diodos emissores de luz (LEDs), como ilustrado na Figura 8 e
lampadas.

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

3.7 Derivados fenotiazinicos: Azul de metileno e azul de toluidina

Os fenotiazinicos foram introduzidos na medicina veterinaria em 1950 como
tranquilizantes e denominados “neurolépticos” para indicar seus efeitos nas funcdes
do sistema nervoso central (GROSS, 1995). Os fenotiazinicos s&@o potenciais
fotossensibilizadores propensos a formacdo de EROs, sdo compostos hidrofilicos,
triciclicos contendo nitrogénio e enxofre que veem sendo utilizados durante muitos
anos, nos quais atualmente possuem cerca de 5 mil derivados, além das diversas
propriedades quimicas e bioldgicas, essa classe se destaca devido ao seu baixo
custo, boa tolerancia e a sua disponibilidade no mercado. A classe possui atividade
contra uma série de microrganismos patogénicos e também como anticonvulsivante,
analgésico e imunossupressor (WAINWRIGHT, 1998; BARBOSA, 2012).

O azul de metileno (MB) e o azul de toluidina (TB), sdo excelentes compostos
fotossensibilizadores de grande interesse na area médica e odontoldgica, tanto para
diagnostico (corantes histopatoldgicos, identificacdo de tumores) como para
tratamentos como: cancer, choque séptico, malaria, metahemoglobinemia e
Alzheimer (PREISER et al., 1995; CLIFTON et al., 2003;WONDRAK et al., 2007).
Apesar de possuirem propriedades fisico-quimicas semelhantes, sua eficacia
fotodinamica varia entre os microrganismos (DEMIDOVA, 2005), ambos se ligam ao

DNA de bacteriéfagos, entretanto em bactérias o efeito muda entre eles, uma vez
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gue o MB atua no DNA, o TB tem como sitio de atuacdo as membranas (BAGNATO,
2008).

Segundo Fernandez (1997), o MB em fase aquosa possui uma maxima absorcéo
tecidual em 665 nm, jA o TB em 636 nm, seja sistémico ou topico o uso desses

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

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao dos compostos

Os derivados fenotiazinicos azul de metileno (MB) e azul de toluidina (TB)
foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) (Figura 9). Ambos os compostos
foram diluidos em PBS 1x e filtrados com um filtro de seringa de 0,22 pum. Ambos 0s

compostos foram armazenados em freezer a -20°C até o uso.
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Figura 9. Estrutura das moléculas em teste. (A) Azul de metileno (MB). (B) Azul de
toluidina (TB). Fonte: Autoria propria (2022).

4.2 Obtencado e manutencéo das células em cultura

Para os ensaios de citotoxicidade, as linhagens de células cancerigenas
HSC-3 (carcinoma de células escamosas de lingua 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 proliferacdo de células ndo cancerigenas, 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 cm?, 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
pMg/mL de succinato sodico de hidrocortisona (Teuto, Brasil). Todas as linhagens
foram mantidas em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO». Todas as linhagens
celulares foram testadas para micoplasma utilizando o kit MycoAlert® de deteccao
de micoplasma (Lonza, Basiléia, Suica).

Tabela 1. Linhagens celulares utilizadas no ensaio de citotoxicidade para determinacdo de
CEso.

Células Tipo histologico

Células cancerosas

Carcinoma escamocelular oral
SCC-9

humano
Carcinoma de células escamosas
HSC-3 ;
de lingua humana
Células nao cancerosas
Hfib Fibroblasto de orelha humana

Fonte: Autoria propria (2023).

4.3 Ensaio de incorporacédo de droga

Inicialmente, todas as linhagens celulares foram semeadas em placas de 96
pocos em uma densidade celular de 2 x 10# células/poco em seus respectivos meios
descritos acima por 24 h a 37°C e 5% de CO.. Apds esse tempo, diferentes
concentragfes de MB (12,5 — 400 uM) ou TB (6,2 5 — 200 uM) foram adicionadas a
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 sodio (SDS; Sigma-Aldrich; 100 uL de uma
solugcédo de 50 mM diluida em PBS) para promover a lise da membrana celular e

liberagdo de MB ou TB incorporados pelas células por 30 min em temperatura
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ambiente. A absorbancia do MB ou TB incorporado foi medida em um
espectrofotometro em um comprimento de onda de 660 nm. Trés experimentos

independentes foram realizados.
4.4 Avaliagéo de citotoxicidade

As células foram semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade celular
de 2 x 10* células/poco em seus respectivos meios descrito acima por 24 h a 37°C
e 5% de CO2. Apos esse tempo, diferentes concentragbes de MB (12,5 — 400 uM)
ou TB (6,2 5 — 200 uM) foram adicionadas a placa, em quadruplicata, e as células
foram incubadas a 37°C 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 37°C 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 medicdo de ATP, seguindo as instru¢cdes do fabricante.
Ambos os compostos foram testados na auséncia de luz (fase escura) ou apds uma
exposicao fotodinamica (fase clara) com um laser de diodo que possui um meio
ativo semicondutor InGaAIP (A 660 nm, 100 mW, 12 J/cm? CW, TwinFlex,
MMOptics, Sao Carlos, Sao Paulo, Brasil) (Figura 10).

| células |

[ Fase escura ] - [ Fase clara ]

Fixride isisisiis: I

;.

% % % % % % Comprimento de onda: 660nm

Densidade de energia: 4.2J/cm

Poténcia de saida: 40mW.
Tempo de exposi¢ao: 120s.
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Figura 10. Desenho experimental. Os derivados fenotiazinicos foram avaliados em um
painel de células tumorais e ndo tumorais com a utilizacdo ou ndo de terapia fotodinamica.
A citotoxicidade em ambas as condigbes foi avaliada utilizando o reagente CellTiter-Glo®
Luminescent Cell Viability. Fonte: Autoria propria.

4.5 Terapia combinada

Para combinacdes de drogas, diluicdes duplas de cada droga (MB e TB),
usadas isoladamente ou em combinac¢des fixas, foram incubadas com células SCC-
9 seguindo o protocolo descrito acima. A terapia combinada foi realizada na fase
escura e clara. A andlise dos efeitos combinados foi realizada por meio da
determinacdo do indice de combinacdo (IC), usado como ponto de corte para
determinar o sinergismo, pelo método Chou-Talalay Cl (CHOU; TALALAY, 1984) e
pela construgdo de isobolograma usando o método de razéo fixa, conforme descrito
anteriormente (FIVELMAN et al., 2004; TALLARIDA, 2000; TALLARIDA, 2012).

4.6 Analise estatistica

Com intuito de determinar a concentracdo efetiva de 50% (CEso) e a
concentragéo citotoxica de 50% (CCsp), foi usado regressdo néo linear. O teste A
ANOVA (andlise de variancia) de uma via seguida pelo teste de comparacao
multipla de Newman-Keuls foi usada para determinar a significancia estatistica das
comparacdes de trés ou mais grupos. O limite critico de significancia foi
estabelecido para p < 0,05. Todas as andlises foram realizadas utilizando o

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

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

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

Inicialmente, a capacidade de incorporacdo do azul de metileno pelas
linhagens celulares em teste foi avaliada para selecionar as concentragdes e tempos
de incubag&o mais adequados para os testes posteriores. As células foram tratadas

com diferentes concentracdes de azul de metileno variando entre 400 — 50 uM 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 liberagdo de MB incorporado pelas células por 30 min em
temperatura ambiente. A absorbéncia do MB incorporado foi medida em
espectrofotometro no comprimento de onda de 660 nm.

Conforme observado na Figura 11, a incorporagédo do MB apresentou taxas
concentragdo-dependente e tempo-dependente para todas as linhagens,
apresentando as maiores taxas de incorporacdo apds 120 minutos de incubacéo
para todas as linhagens. Curiosamente, taxas significativas (p < 0,05) de
incorporacdo de MB pela linhagem ndo tumoral s6 foram observadas na maior
concentracado avaliada (400 pM), o que pode ser associado as suas menores taxas
proliferativas por se tratarem de células normais, 0 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
incorporacdo do MB em concentracdes variando entre 100 e 400 uM (Figura 11).
Dentre as trés linhagens celulares avaliadas, a linhagem SCC-9 apresentou maiores

taxas de incorporacédo do MB (Figura 11).
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Figura 11. Incorporacédo do MB ao longo do tempo em diferentes linhagens celulares.
(A) Incorporacdo de MB em células Hfib. (B) Incorporacdo de MB em células HSC-3. (C)
Incorporacédo de MB em células SCC-9. (D) Comparacéo da taxa de incorporacdo de MB
entre as linhagens celulares avaliadas apos 2 horas de tratamento. Os valores representam
as médias + D.P. de quarto determinacdes obtidas em um dos trés experimentos realizados.
*p < 0,05 em comparagdo com células ndo tratadas (-) nos graficos A, B e C. *p < 0,05

comparado a taxa de incorporagéo do MB pelo Hfib na mesma concentragéo do grafico D.

A taxa de incorporacao do azul de toluidina também foi avaliada sendo as trés
linhagens celulares tratadas com diferentes concentracées de droga (200 — 50 uM)
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 liberacéo de TB incorporada pelas células durante 30
min a temperatura ambiente. A absorbancia do TB incorporado foi medida em

espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 660 nm.
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Observou-se um perfil de incorporacdo semelhante ao do MB, com as duas
linhagens celulares tumorais apresentando taxas de incorporacédo mais significativas
(p < 0,05) em relacdo as células ndo tumorais, principalmente a 100 ou 200 pM
(Figura 12). Uma concentracdo e incorporacdo de TB dependente do tempo
também foi observada nas linhagens de células tumorais, mostrando o tempo de 2
horas com as maiores taxas de incorporacdo de TB para ambas as células tumorais.
Em relacéo a linhagem com maiores taxas de incorporacdo de TB, observamos que
em altas concentracbes (100 e 200 uM), a linhagem HSC-3 apresentou maior
absorcdo e em concentragcdes mais baixas (25 e 50 uM) a linhagem celular SSC-9
apresentou maiores taxas de incorporacao (Figura 12).

A tendéncia de ambos os compostos serem melhor incorporados pelas
células tumorais do que pelas células ndo tumorais esta bem descrita na literatura
(PENG et al., 1993; TREMBLAY et al.,, 2002; GANDOLFO et al., 2006). Esta
caracteristica justifica o emprego de ambos 0s compostos como marcadores
tumorais visuais para detectar e delinear certos tipos de cancer, especialmente na
cavidade oral, e seu uso como fotossensibilizadores para o tratamento de diferentes
tipos de cancer (JOHNSON, 1996; KIRSZBERG; RUMJANEK; CAPELA, 2005;
WARNAKULASURIYA, 2021). A seletividade dos derivados fenotiazinicos avaliados
pode estar relacionada a afinidade dos compostos pelas lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), que sao encontradas em maiores quantidades nas células
tumorais (KWIATKOWSKI et al., 2018). O LDL promove a captacdo de colesterol
necessaria para a formacado da membrana durante a divisdo celular e funciona como
um “transportador” dos fotossensibilizadores para o espaco intracelular (HAMBLIN;
NEWMAN, 1994; CASTANO et al.,, 2005). Uma vez que as células tumorais
aumentam as taxas de divisdo mitética, elas apresentam uma expressao elevada de
receptores de lipoproteinas na superficie celular e uma maior captacdo de LDL
(CRUZ et al., 2013; KWIATKOWSKI et al., 2018).



42

A s Hfib B . HSC-3

= =

3, 60 3, 2001

© ©

£ £

° * k=l

E] 3 150+

] * o

40+ =

[ [

° o

3 3 100

< <

() [

T 20+ k=]

o o

'] S 50+

o (53

g g

5] * o

= s

o o

o 0T TTT T T TTTTT o 07

£ - 2550100200 - 25 50100200 - 25 50100200 - 25 50 100200 £ - 2550100200 - 25 50100200 - 25 50100200 - 25 50 100200

Concentragdo (pM) Concentragéo (M)
B 120 min EE 60min EE 30 min @@ 15 min EE 120min W 60min @@ 30min @@ 15min

(@)
O

scc-9
150 %

N

o

=3
1

@
S
1

1004

=3
S
1

o
b

Incorporagéo de Azul de Toluidina (uM)

o

- 2550100200 - 25 50100200 - 25 50 100200 - 25 50 100200

Incorporagéo de Azul de Toluidina (uM)

T
0 50 100 200

Concentragéao (uM) Concentragéo (uM)

Em 120min EE 60min EE 30min B9 15 min Hiib cells - HSC3cells W SCC9cells

Figura 12. Incorporacdo do TB ao longo do tempo em diferentes linhagens celulares.
(A) Incorporacdo de TB em células Hfib. (B) Incorporacdo de TB em células HSC-3. (C)
Incorporacdo de TB em células SCC-9. (D) Comparacédo da taxa de incorporacdo de TB
entre as linhagens celulares avaliadas apos 2 horas de tratamento. Os valores representam
as médias + D.P. de quatro determinagfes obtidas em um dos trés experimentos realizados.
*p < 0,05 em comparagdo com células ndo tratadas (-) nos graficos A, B e C. *p < 0,05

comparado a taxa de incorporagéo do TB pelo Hfib na mesma concentracdo do gréafico D.

5.2 Citotoxicidade da TPD com derivados fenotiazinicos

by

Em relacdo a atividade citotéxica na fase escura, o MB apresentou efeito
inibitério significativo na viabilidade celular especialmente na concentracdo de 400
UM para todas as linhagens, sendo a linhagem celular SCC-9 a mais sensivel com
um valor de CEsp de 362,6 uM (Figura 13; Tabela 2). Apés utilizar uma densidade
de energia fixa (J/lcm?) para excitar MB, encontramos um aumento no efeito
citotoxico, com valores de Clso de 234,5, 307,4 e 294,4 uM contra células HSC-3,
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SSC-9 e Hfib respectivamente versus valores de CEso de > 400, 362,6 e > 400 puM
na fase escura, respectivamente (Tabela 2). A maior diferenca foi observada em
células HSC-3 a 400 uM. Quando testado na auséncia de luz, o MB causou uma
inibicdo de 34,3% na viabilidade celular. Nas mesmas condi¢cdes, porém, na
presenca de luz, o MB inibiu 69,9% a viabilidade celular (Figura 13). A diferenga
observada entre os grupos foi estatisticamente significativa (p < 0,05).

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

CEsox D.P (uM) CEsox D.P (uM) CEsox D.P (HM)
Composto HSC-3 SSC-9 Hfib

Fase Fase Fase Fase Fase Fase

escura clara escura clara escura clara
2345 + 362,6 + 307,4 + 2944 +

MB b 1 1 1
> 400 9.6 156 28,8 6>64g?r 121
+ T

TB 732"%_ 58,7+2,3 414+40 338,+14 5,9 53,7+ 3,6

auséncia (fase escura) ou presenca (fase clara) de luz.

Os valores representam a média £ D.P. e foram calculados a partir de trés experimentos
independentes. CEso = Concentracao efetiva de 50%. MB = azul de metileno. TB = azul de
toluidina. DP = desvio padréo.

A terapia fotodinamica utilizando o MB como fotossensibilizador € bem
empregada contra diversos tipos de céancer como: carcinoma cervical, leucemia,
osteossarcoma, adenocarcinoma mamario, melanoma e adenocarcinoma pulmonar
(FREITAS et al., 2017; GUAN et al., 2013; KIRSZBERG et al., 2005; SANTOS et al.,
2018; RODRIGUEZ-CORDOVA et al., 2019). No entanto, os efeitos da terapia
fotodinamica utilizando o MB nos carcinomas espinocelular orais sdo pouco
descritos e também avaliados com metodologias de baixa sensibilidade em relagéo
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 citotoxica de MB sozinho ou com terapia
fotodindmica em células CA-9-22 e LE e colegas (2021) demonstraram atividade

citotoxica de MB em células da linhagem SCC-25.

Em comparagdo ao MB, o TB apresentou efeito citotoxico mais proeminente

na viabilidade celular na fase escura para todas as linhagens, especialmente em
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concentragbes entre 50 e 200 uM (Figura 13). Conforme revelado na Tabela 2, o
menor valor de CEso encontrado foi obtido utilizando a linhagem celular SCC-9 (41,4
MM). A citotoxicidade escura do TB esta bem caracterizada na literatura e também
associada a efeitos adversos indesejados, limitando assim as concentragdes 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 concentracdes
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de azul de metileno (50 - 400 uM) ou azul de toluidina (25 - 200 uM) na auséncia (fase
escura; colunas azuis) ou presencga (fase clara; colunas vermelhas) de TFD. A viabilidade
celular foi determinada pela medicdo de ATP usando o CellTiter-Glo Luminescent Cell
Viability Assay. Os valores representam as médias + D.P. de quatro determinac¢des obtidas
em um dos trés experimentos realizados. *P < 0,05 em comparagdo com células ndo

tratadas (-).

Na fase clara, todas as linhagens apresentaram maior sensibilidade,
apresentando valores de CEso mais baixos quando comparados aos valores da fase
escura, tendo novamente a linhagem celular SCC-9 apresentando a maior
sensibilidade com um valor de CEsp de 33,8 uM (Tabela 2). A maior diferenca foi
observada em células SCC-9 a 50 uM. Quando testada na fase escura, a TB causou
uma inibicdo de 52,6% na viabilidade celular. Nas mesmas condi¢bes, contudo, na
presenca de luz, a TB inibiu 84,6% a viabilidade celular (Figura 13). A diferenca
observada entre os grupos foi estatisticamente significativa (p < 0,05). Resultados
semelhantes usando terapia fotodindmica com o TB foram encontrados usando
linhagens celulares de cancer de mama, onde o TB apresentou um valor de ICso de
1,13 puM na fase escura e 0,88 UM na presenca de luz, reforcando as vantagens da
terapia fotodinamica (GUO et al., 2023) Apesar de seu uso ja consolidado em
conjunto com outras técnicas na area de diagnostico de cancer, o uso da TB como
fotossensibilizador para o tratamento do cancer bucal € pouco discutido na literatura
(MILLS, 2022). Também é importante relatar que a exposicao a terapia fotodinamica
sem fotossensibilizador ndo causou perda de viabilidade celular das trés linhagens
avaliadas, sugerindo que a fototoxicidade deve ser atribuida exclusivamente aos
derivados fenotiazinicos 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 citotoxica do MB e TB em combinacédo foi investigada
contra células SCC-9, que se apresentou como a linhagem mais sensivel para
ambos 0s compostos. Primeiramente a combinacdo foi feita na auséncia de luz,
onde o MB e o TB apresentaram valores de CEsp de 368,5 e 43,8 puM quando

testados individualmente, e 30,5 e 26,9 pyM quando testados em combinacao,
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respectivamente. Esses dados demonstram uma reducdo de aproximadamente 13
vezes no valor de CEsp para MB e cerca de 2 vezes no valor de CEsp para TB
(Tabela 3).

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

Composto CEsoD.P (uM) CEso%D.P (uM) (o
Fase escura Fase clara
Isolada Combinagdo Isolada Combinagéo IC IC
Fase Fase
escura clara
MB 368,5 = 30,5+4,8 302,3 + 234+1.4
10,8 25,7 0,69 + 0,73 =
B 438 + 269+14 33.7+ 224+2.4 0,05 0,08
2.9 1.2

Os valores representam a média = DP e foram calculados a partir de dois experimentos
independentes. IC: Indice de combinacdo. 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. CEso = Concentracéo efetiva de 50%. MB = azul de metileno. TB = azul

de toluidina. DP = desvio padréo.

A combinacao de drogas também foi realizada na presenca de luz. Conforme
mostrado na Tabela 3, na fase clara, MB e TB apresentaram valores de CEso de
302,3 e 33,7 UM quando testados separadamente e 23,4 e 22,4 uM quando
combinados, respectivamente. Esses dados demonstram uma reducdo de
aproximadamente 13 vezes no valor de CEsp para MB e cerca de 1,5 vezes no valor
de CEsp para TB.

Além disso, os valores dos indices de combinacdo de 0,69 (fase escura) e
0,73 (fase clara) associados a isobologramas cbncavos, em ambas as fases,
revelaram que MB e TB tém 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 ja foi demonstrado na inibicdo da proliferacéo
de amastigotas de T. cruzi com um indice de combinac&o de 0,89 (BULHOES et al.,
2019). Adicionalmente, Zancan e Tebaldi também testaram a combinacdo 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, 0 que ndo ocorreu quando os fotossensibilizantes foram testados
isoladamente (ZANCAN; TEBALDI, 2020).

Para tratamento de carcinoma espinocelular oral, este € o primeiro relato
relacionado ao efeito sinérgico da combinacdo de MB mais TB em fase escura ou
fase clara. No entanto, combina¢cfes de derivados fenotiazinicos auxiliados pela
terapia fotodindmica j4 apresentam efeitos sinérgicos com outras moléculas com
reconhecida atividade citotoxica. Por exemplo, a terapia combinada com terapia
fotodindmica assistida por MB e &cido salicilico ou com doxorrubicina contra células
de cancer de mama melhora a eficacia 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 concentracbes de
azul de metileno (MB; 6,25 — 400 uM) ou azul de toluidina (TB; 3,12 — 200 uM) isoladamente

ou em combinacgdes fixas por um periodo de 2 horas.

6. CONCLUSOES

Em sintese, o azul de metileno e o azul de toluidina usados como
fotossensibilizadores associados a terapia fotodinAmica aparecem como uma
estratégia util para o tratamento do carcinoma escamocelular oral sendo isso
reforcado na presente investigacao. Além disso, foi demonstrado que a combinacao
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 utilizacdo da

terapia fotodindmica contra outros tipos de células cancerigenas usando
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combinacdes desses derivados fenotiazinicos j& 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 ICsy value of 362.6 uM and 41.4 uM for MB and
TB, respectively. Using PDT, all lineages showed greater sensitivity, presenting lower ICs5j 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 Il 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 pm 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 pug/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 ug/mL of gentamicin, as previously described [22]. The cells were
maintained in a humidified incubator at 37 °C and 5% CO,. 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 x 10* cells/well in their respective medium described above for 24 h at 37 °C and
5% CO,. After that time, different concentrations of MB (12.5-400 uM) or TB (6.25-200 M)
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 uL 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 x 10* cells/well in in
their respective medium described above for 24 h at 37 °C and 5% CO,. After that time,
different concentrations of MB (12.5-400 uM) or TB (6.25-200 uM) 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 InGaAIP (A 660 nm, 100 mW, 12 ]/ c¢m?, CW, Flash Lase III,
DMC equipamentos, Sao Carlos, Sdo Paulo, Brazil) (Figure 1). The photodynamic exposure
was carried out after the washes with PBS in wells with 200 uL. of DMEM.

Dark Phase

—\
=N

=)

ATP) § =
— / = —!

—
Clear Phase
E E Incubation for 24 h
Wavelength: 660 nm. Cell viability was
Energy density: 12 J/cm?. assessed by measuring
Power output: 100 mW. ATP using the CellTiter-
Expose time: 120 s. GloCell Viability Assay.

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 pM) or combined in a ratio of 1:1 or 2:1 MB/TB (3.12-200 pM) 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 IC5y 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 uM), 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 uM (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 uM (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 M), the HSC-3 lineage had
greater absorption and at lower concentrations (25 and 50 uM) 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 uM for all lineages, with the SCC-9 cell line being the
most sensitive with an ICsy value of 362.6 uM (Figure 4; Table 1). After using a fixed energy
density (J/cm?) to excite MB, we found an increase in cytotoxic effect, with ICsq values
of 234.5, 307.4 and 294.4 uM against HSC-3, SCC-9 and Hfib cells, respectively, versus
ICsp 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 pM. When tested in the absence of light,
MB (400 uM) caused an inhibition of 34.3% in cell viability. Under the same conditions,
however, in the presence of light, MB (400 uM) 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
(EF). Cells were treated with different concentrations of methylene blue (50-400 uM) or toluidine

blue (25-200 uM) 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.

IC50 +S.D (HM) IC50 + S.D. (uM) IC5() + S.D. (uM)

HSC-3 SCC-9 Hfib

Sample

Dark
Phase

Clear Dark Clear Dark Clear
Phase Phase Phase Phase Phase

MB
TB

>400

2345 +9.6 362.6 = 15.6 307.4 +28.8 >400 2944 +12.1

732 +26 58.7 £2.3 414+40 33.8. £1.4 66.6 + 5.9 53.7 £3.6

Values represent the mean & SD and were calculated from three independent experiments. ICsy = 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 uM
(Figure 4). As revealed in Table 1, the lowest IC50 value found was obtained using the
SCC-9 cell line (41.4 pM). 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 ICsq values
when compared to the dark phase values, again with the SCC-9 cell line showing the highest
sensitivity with an ICsg value of 33.8 uM (Table 1). The largest difference was observed in
SCC-9 cells at 50 uM. 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 ICs value of 1.13 uM in the dark phase and 0.88 uM 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 ICs( values of 368.5 and
43.8 uM when tested individually, and 30.5 and 26.9 uM when tested in combination,
respectively. These data demonstrate an approximately 13-fold reduction in the ICsq value
for MB and an approximately 2-fold reduction in the ICsq value for TB (Table 2).

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

ICso =+ S.D. (uM) ICsp & S.D. (uM)

cIa
Dark Phase Clear Phase

Sample

Drug Alone Combination Drug Alone Combination

CI CI
Dark Phase Clear Phase

MB
TB

368.5 £10.8 30.5 £ 4.8 302.3 £25.7 234+14
438 +29 269+14 33.7+1.2 224+24

0.69 + 0.05 0.73 £ 0.08

Values represent the mean + SD and were calculated from two independent experiments. * 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. ICsj = 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 ICsg values of 302.3 and 33.7 uM when tested
separately and 23.4 and 22.4 uM when combined, respectively. These data demonstrate an
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approximately 13-fold reduction in the ICsy value for MB and an approximately 1.5-fold in
the ICs( 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].

0.75-

3 3
w w
o o
& 0.50- o
m m
= =
0.25-
0.00 . . . » X
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

MB (ECso) MB (ECqo)

Figure 5. Isobologram describing the synergistic effects of MB and TB on SCC-9 cell viability. The test
was conducted in the absence of light (dark phase) (A) or in the presence (clear phase) of PDT (B).
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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