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RESUMO

O céancer de colo uterino (ou cancer cervical) € uma neoplasia maligna que tem a
infecgédo pelo HPV como o principal fator de risco para o seu surgimento. As terapias
atuais para o tratamento do cancer cervical tém como maior desvantagem a excisao
substancial do estroma cervical e muitos efeitos adversos associados aos
quimioterapicos, principalmente a cisplatina. Nesse cenario, a terapia fotodindmica
(TFD) vem se mostrando uma alternativa promissora, especialmente se combinada
a tratamentos convencionais. A técnica é baseada na administracdo de um agente
fotossensibilizador ndo toxico ao paciente com posterior exposi¢cao a uma fonte de
luz de comprimento de onda especifico, resultando em resposta citotdxica via dano
oxidativo. Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar, in vitro, a
citotoxicidade, o tipo de morte induzido e os efeitos genotdxicos e mutagénicos da
TFD em monoterapia e associada a cisplatina sobre as linhagens SiHa, C-33 A e
HaCaT, utilizando os fotossensibilizadores Photogem e azul de metileno.

Observou-se que tanto a terapia fotodindmica mediada por azul de metileno
(AMTFD) quanto a terapia mediada pelo Photogem (PGTFD) foram eficazes em
reduzir o numero de células viaveis, com a citotoxicidade sendo dependente da dose
de luz. A cisplatina teve menor eficacia sobre as trés linhagens quando comparada a
TFD. Porém, a combinagéo cisplatina + TFD apresentou efeito sinérgico intenso e
provocou maior morte celular em todas as condicbes testadas. A sequéncia de
aplicacao dos tratamentos (cisplatina + TFD ou TFD + cisplatina) demonstrou-se
importante e dependente do fotossensibilizador. Com relagdo ao tipo de morte
celular provocado, tanto a AMTFD quanto a PGTFD induziram morte independente
de caspases, mas a AMTFD induziu morfologia tipica de necrose, enquanto a
PGTFD induziu morfologia mais similar a apoptose. A cisplatina induziu
predominantemente apoptose e as terapias combinadas induziram maior taxa de
morte similar a necrose ou apoptose de acordo com a linhagem celular, mas sempre
com maior porcentagem de células mortas que as monoterapias. AMTFD, tanto em
monoterapia quanto combinada com a cisplatina, foi a unica terapia avaliada a
induzir danos significativos ao DNA (quebras de fita dupla) das trés linhagens.
Entretanto, n&do foi observado potencial mutagénico dos danos induzidos pela
AMTFD, dado que as poucas células que conseguiram sobreviver ao tratamento
perderam sua capacidade clonogénica. Ainda, observou-se que a presenga de
bactérias da microbiota cervical aderidas as células no momento da terapia
fotodindmica pode reduzir a eficacia do tratamento.

Palavras-chave: cancer cervical; HPV; terapia fotodindmica; azul de metileno;

Photogem; cisplatina; terapia combinada.



ABSTRACT

Cervical cancer is a malignant tumor that has HPV infection as the main risk factor
for its emergence. Current therapies for the treatment of cervical cancer have as
major disadvantage substantial excision of cervical stroma and many adverse effects
associated with chemotherapy, especially cisplatin. In this scenario, photodynamic
therapy (PDT) has proven to be a promising alternative, specially if combined with
conventional treatments. The technique is based on the administration of a non-toxic
photosensitizing agent to the patient with subsequent exposure to a light source of a
specific wavelength, resulting in cytotoxic response by oxidative damage. Thus, the
present study intended to evaluate in vitro cytotoxicity, the type of induced death and
the genotoxic and mutagenic effects of PDT alone and associated with cisplatin on
the cell lines SiHa, C-33 A and HaCaT, using the photosensitizers Photogem and
methylene blue.

It was observed that both the photodynamic therapy mediated by methylene blue
(MBPDT) and Photogem mediated therapy (PGPDT) were effective in reducing cell
viability with cytotoxicity being dependent on the light dose. Cisplatin was less
effective over the three lines compared to PDT. However, the combination cisplatin +
PDT had a greater synergistic effect and caused greater cell death in all conditions
tested. The sequence of treatment application (PDT + cisplatin or cisplatin + PDT)
was important and depended on the photosensitizer. Regarding the type of induced
cell death, both AMPDT and PGPDT induced caspase-independent death, but
AMPDT induced the typical morphology of necrosis, while PGPDT induced
morphology was most similar to apoptosis. Cisplatin predominantly induced
apoptosis; and combination therapy induced greater apoptosis- or necrosis-like rate
according to the cell line, but always with a higher percentage of dead cells than
monotherapies. MBPDT, either as monotherapy or in combination with cisplatin was
the only therapy to induce significant damage to DNA (double strand breaks) in the
three cell lines. However, there was no mutagenic potential observed for the damage
induced by MB-PDT, given that the few cells that survived the treatment lost their
clonogenic capacity. Furthermore, it was observed that the presence of bacteria from
cervical flora adhered to the cells at the time of photodynamic therapy can reduce the
effectiveness of the treatment.

Keywords: cervical cancer; HPV; photodynamic therapy; methylene blue; Photogem;
cisplatin; combination therapy.
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1. INTRODUCAO
1.1. HPV e Cancer de Colo de Utero

Os papilomavirus humanos (HPV) sdo pequenos virus n&do envelopados
constituidos por uma unica molécula de acido desoxirribonucleico (DNA) circular
duplo, contendo em média 7.900 pares de base e pertencentes a familia
Papillomaviridae, que infectam exclusivamente as células basais epiteliais da pele
ou mucosas, adentrando o epitélio través de microlesdes. Existem mais de 100 tipos
de HPV conhecidos, dentre os quais aproximadamente 40 tipos infectam os tratos
respiratério e digestivo superiores e a mucosa anogenital (RODEN; WU, 2006;
SOUTO, 2005; WOLSCHICK et al., 2007). De acordo com seu potencial de induzir a
transformacao celular, os diferentes tipos de HPV sao classificados como virus de
baixo risco (6, 11, 42, 43 e 44) ou de alto risco oncogénico (16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 e 70). Os tipos de HPV de alto risco sdo conhecidos
como os principais causadores de lesdes intraepiteliais escamosas e diversos tipos
de cancer, dentre eles o cancer do canal anal, canceres de cabeca e pescogo € o
cancer de colo do utero (também chamado cancer cervical). Os tipos 16 e 18
causam juntos aproximadamente 70% (o tipo 16 responde por cerca de 50% e o tipo
18 por cerca de 20% dos casos) de todos os casos de cancer cervical em todo o
mundo, enquanto que os tipos 6 e 11 causam a maioria das verrugas genitais tanto
em homens quanto em mulheres (Estimativa INCa, [2013]; RODEN; WU, 2006;
WOLSCHICK et al., 2007).

O cancer cervical é o terceiro tipo de cancer mais comum entre as mulheres
no mundo e no Brasil, com 530.232 novos casos diagnosticados mundialmente a
cada ano e 15.590 novos casos estimados entre as brasileiras para o ano de 2014
(DE SANJOSE et. al., 2012; Estimativa INCa, [2013]); é a quinta causa de morte por
cancer entre as mulheres no mundo, com 275.008 mortes por ano, das quais 88%
ocorrem em regides subdesenvolvidas (DE SANJOSE et. al, 2012). O cancer
cervical € uma neoplasia maligna diretamente associada ao virus HPV que se inicia
com transformacdes intraepiteliais e apresenta carater insidioso e progressivo,
podendo haver um lapso temporal de cerca de 20 anos entre a infecgao por um tipo
viral de alto risco e o surgimento do carcinoma (LINARD, 2002). A infec¢ao pelo
HPV é considerada o fator central e causal do cancer de colo uterino, com o DNA
viral sendo detectado em 99,7% dos casos (FRANCO et. al., 2001). Entretanto,
apesar de ser considerada uma condi¢cdo necessaria, a presenca do virus por si so

nao representa uma causa suficiente para o surgimento do cancer cervical. Além de
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aspectos relacionados a propria infec¢ao pelo HPV (tipo e carga viral; infecgédo unica
ou multipla; e natureza, intensidade e duragé&o do contato), outros fatores ligados a
imunidade, a genética e ao comportamento sexual da mulher (relagdo com multiplos
parceiros, por exemplo) parecem influenciar os mecanismos ainda incertos que
determinam a regresséo ou a persisténcia da infeccdo e também a progresséao para
lesbes precursoras ou cancer. A idade também é fator importante, pois a maioria das
infecgbes por HPV em mulheres com menos de 30 anos regride espontaneamente,
ao passo que, acima dessa idade, a persisténcia € mais frequente (BRAUN-FALCO
et. al., 1997, Estimativa INCa, [2013]).

As infecgbes por HPV, juntamente com as infec¢gbes por clamidia e herpes
simplex, sdo as mais comuns entre as doengas sexualmente transmissiveis (WASF
et. al., 2005). A prevaléncia € alta entre mulheres jovens (principalmente com idade
entre 20 e 25 anos), decrescendo nos grupos de meia idade e aumentando nos
grupos com idade acima de 60 anos (BURCHELL et al., 2006). Diversos estudos
associam a presenca da infeccdo pelo HPV a maior incidéncia de infeccoes
provocadas por outros microrganismos, indicando que uma infecgdo pode favorecer
a instalagédo de outra (MELO et al., 2003; PLATZCHRISTENSEN; SUNDSTROM,;
LARSSOM, 1994; SOBEL et al., 1993)

A incidéncia do cancer de colo do utero ocorre a partir dos 20 anos,
aumentando em passo acelerado até atingir o pico etario entre 50 e 60 anos; séo
reconhecidas maiores taxas de incidéncia em paises em desenvolvimento, o que
poderia ser explicado pela inexisténcia ou pouca eficiéncia dos programas de
rastreamento. (Estimativa INCa, [2013]). O teste de Papanicolaou convencional
constitui o principal método utilizado para deteccédo precoce das lesbes que podem
levar ao cancer de colo uterino. O exame é realizado na rotina ginecoldgica de
mulheres sexualmente ativas e permite detectar lesbes cervicais em estagios
iniciais, possibilitando prevenir a evolucdo do quadro. Estudos demonstram que
rastreamentos efetivos por Papanicolaou reduzem a incidéncia do cancer cervical
em até 80% e que lesdes detectadas precocemente apresentam até 100% de
chance de cura (RODEN; WU, 2006).

Foi aprovada em 2006 a vacina contra o HPV, uma promissora ferramenta
preventiva no combate ao cancer causado por esse virus. A vacina profilatica foi
idealizada para proteger mulheres de 9 a 26 anos e € composta por particulas
semelhantes ao virus, formadas pela proteina L1 do capsideo do HPV, o que
confere protecao restrita ao tipo viral. Embora tenha sido concebida para uma ampla
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faixa etaria, os estudos demonstraram que a vacinagdo antes da iniciacdo sexual
produz melhores resultados (CUTTS et al., 2007). Duas vacinas estdo no mercado:
as vacinas quadrivalente (HPV tipos 6,11,16 e 18: Gardasil® - MSD) e bivalente
(HPV tipos 16 e 18: CervarixX® - GSK). Isso significa que, embora seja uma
alternativa promissora e valiosa para reduzir a taxas de incidéncia de cancer de colo
de utero e outras lesdes provocadas pelo HPV, a vacinacdo nao elimina os
programas de rastreamento e detecgdo precoce de lesdes cervicais através do
Papanicolaou. Ainda, a vacina apresenta custo elevado e é sensivel ao calor e, dado
que a maior incidéncia de cancer cervical estd nos paises em desenvolvimento,
essas caracteristicas podem se mostrar um inconveniente importante e tornar a
vacinacdo em massa uma pratica distante da realidade de paises subdesenvolvidos
(RODEN; WU, 2006). A vacina contra o HPV foi incorporada ao Programa Nacional
de Imunizacdes do Brasil em 2014, sendo distribuida pelo Sistema Unico de Saude
(SUS) para meninas de 11 a 13 anos inicialmente; a partir de 2015 a vacinagao

passara a abranger também meninas de 9 a 11 anos.

As opcgodes terapéuticas disponiveis atualmente para o tratamento da infecgao
por HPV e do céancer cervical envolvem métodos cirurgicos e néo cirurgicos, de
acordo com a gravidade da lesdo e o estadiamento do tumor maligno. Em geral,
lesbes intraepiteliais ndo invasivas identificadas apenas microscopicamente sao
tratadas com procedimentos ablativos superficiais como a crioterapia (custo baixo e
tem boa indicagdo nas pequenas lesbdes vulvares e cervicais) e a vaporizagado a
laser de CO; (permite o perfeito controle da profundidade da destruicdo tecidual e
rapida cicatrizagdo). Técnicas excisionais, das quais a conizagdo € a mais comum,
sdo consideradas o tratamento padrdo para as neoplasias malignas cervicais
intraepiteliais (NIC; lesdo precursora do carcinoma cervical invasivo); o
procedimento pode ser realizado através de bisturi de lamina fria, laser e, mais
modernamente, pela cirurgia de alta frequéncia. A histerectomia (remocgéao cirurgica
do utero) tem sido utilizada nos estagios finais do carcinoma invasivo (WOLSCHICK
et al., 2007).

Na dependéncia do estagio e das caracteristicas do tumor maligno, pode-se
empregar mais de uma técnica ou ainda associa-las com radioterapia e/ou
quimioterapia (BOARDMAN, 2011; WOLSCHICK et al., 2007). A cisplatina é o
quimioterapico mais empregado no tratamento dos tumores malignos em

estadiamento intermediario a avangado (1B, lIA, IIB, llIA, IlIB e IVA), frequentemente
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associada a radioterapia e/ou a outros quimioterapicos, como a 5-fluoruracila
(BOARDMAN, 2011), além da cirurgia. A cisplatina € um agente que forma adutos
com o DNA, resultando em ligagdes intra e intercadeia que bloqueiam os processos
de replicacéo e transcricdo e ativam os mecanismos de reparo do DNA, que devem
culminar na morte da célula por apoptose uma vez que o dano causado é
irreversivel (CRESCENZI et al., 2004). Essa caracteristica faz da cisplatina um 6timo
farmaco anticancer, porém sua alta toxicidade aos sistemas renal, nervoso e
sanguineo e a grande resisténcia a sua acado apresentada por muitos tumores
limitam seu uso clinico, forcando o uso de associacbes com outras terapias para
reduzir a dose de cisplatina administrada ao paciente (GE et al., 2011).

As terapias descritas tem se mostrado satisfatoriamente eficazes, porém a
maior desvantagem comum a todos os métodos de tratamento das neoplasias
malignas intraepiteliais é a excisdo substancial do estroma cervical, que pode causar
insuficiéncia cervical (com parto prematuro ou bebés com baixo peso, dentre outras
complicagdes, em uma futura gestagcdo) ou estenose cicatricial cervical. Uma
modalidade de tratamento que preserve o colo do utero é, portanto, desejavel. A
terapia fotodindmica tem se mostrado uma alternativa de tratamento promissora
nesse aspecto (SOERGEL et al., 2010).

1.2. Terapia Fotodinamica

A terapia fotodinamica (TFD) vem se mostrando uma alternativa interessante
aos tratamentos atuais contra diversos tipos de cancer. Essa técnica é baseada na
administracdo de um agente fotossensibilizador ndo téxico ao paciente, por via
topica ou parenteral, com posterior exposi¢cao a uma fonte de luz de comprimento de
onda pré-determinado (MROZ et al., 2011). O fotossensibilizador (FS) acumula
seletivamente nas células tumorais malignas e na vasculatura associada e torna o
tecido sensivel ao comprimento de onda especifico absorvido pelo FS, resultando
em resposta fototdxica, via dano oxidativo (LIM et al., 2012; MROZ et al., 2011).
Assim sendo, trés fatores atuam concomitantemente na TFD: o fotossensibilizador, a
fonte de luz e o oxigénio. Isoladamente, nem o FS nem a fonte de luz devem ter a
capacidade de produzir efeito deletério ao tecido (LIM et al., 2012).

A interacdo do FS no estado excitado com o meio pode ocorrer de duas
formas, chamadas reacgdes tipo | e Il (Figura 1). Na reacéao tipo |, o FS no estado
tripleto excitado reage com substratos oxidaveis (por exemplo, lipidios e proteinas
da membrana plasmatica) transferindo atomos de hidrogénio por via radicalar para
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dar origem a radicais e ions radicais que entdo reagem com o oxigénio molecular e
geram os produtos de oxidag&o. Ja na reagao tipo Il, o FS tripleto excitado transfere
energia diretamente ao oxigénio em seu estado tripleto fundamental, em um
fenbmeno chamado aniquilagdo tripleto-tripleto, formando oxigénio singleto,
altamente reativo e citotéxico. Ambas as reacdes ocorrem ao mesmo tempo e a
relacao entre esses dois processos depende do fotossensibilizador utilizado, das
concentragdes de substrato e oxigénio e também da afinidade de ligagdo do FS com
o substrato (DOLMANS; FUKUMURA; JAIN, 2003; MACHADO, 2000; RIBEIRO et
al., 2011).

As subsequentes reacdes das espécies reativas de oxigénio (ERO) no meio
biolégico resultam na inativagdo das células-alvo através de reagbes de O6xido-
reducao com lipideos de membrana, acidos nucleicos e proteinas, o que provoca a
inducédo de apoptose, necrose ou ambas e pode levar a formacdo de um ambiente
imunolégico favoravel ao desenvolvimento de uma imunidade tumoral duradoura.
Acredita-se que a indugcdo de morte celular mista, isto é, com caracteristicas
necroéticas e apoptédticas concomitantes, tenha maior potencial para induzir uma
resposta imunolégica antitumoral; entretanto, o tipo de morte celular induzido pela
TFD depende da localizacido do FS na célula no momento da irradiacédo, o que é
reflexo da natureza quimica dessa substancia, da dose de luz, do tipo celular e
também do protocolo de incubagdo empregado (DELLINGER et al, 1996; PENG et
al., 1996; CHAN et al, 2000; ROUSSET et al, 2000; FABRIS et al., 2001; WYLD;

REED; BROWN, 2001).
FIGURA 1 — Reagbes tipo | e tipo Il na Terapia Fotodinamica.
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Apods a absorgéo de luz o fotossensibilizador passa a seu estado excitado, podendo sofrer dois tipos
de reacgdo: pode reagir diretamente com um substrato oxidavel (por exemplo, a membrana
plasmatica) ou com uma molécula, transferindo um atomo de hidrogénio para formar radicais, os
quais reagem com o oxigénio para formar produtos oxigenados (reagao tipo I). De forma alternativa, o
fotossensibilizador ativado por transferir sua energia diretamente ao oxigénio para formar oxigénio
singleto, que oxida varios substratos (reagéo tipo Il). [Modificado de: Dolmans, Fukumura e Jain
Nature Reviews Cancer 3, 380-387 (Maio 2003) | doi:10.1038/nrc1071)]
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Por suas caracteristicas, a TFD apresenta varias vantagens no tratamento do
cancer. nado apresenta efeitos colaterais de longo prazo quando devidamente
utilizada; € menos invasiva que procedimentos cirurgicos; geralmente dura pouco
tempo e é mais frequentemente feita em ambulatério; pode ser direcionada de forma
muito precisa porque apresenta dupla seletividade (a iluminagdo precisa da area-
alvo aumenta a seletividade da terapia, uma vez que somente na area irradiada
ocorre o efeito fotodindmico); pode ser repetida varias vezes em um mesmo local se
necessario, ao contrario da radiagao; ha pouca ou nenhuma cicatriz apds a cura e
geralmente custa menos que outros tratamentos contra o cancer (BROWN, S.B,;
BROWN, E.A.; WALKER, I., 2004). Como toda terapia, porém, apresenta algumas
limitagdes: funciona apenas no local irradiado pela luz, independente de o FS ter
atingido varias regides do corpo, o que a impossibilita de ser utilizada em
metastases porque a tecnologia atual nao permite a irradiagédo do corpo todo com a
dose de luz apropriada; e alguns FS utilizados atualmente deixam o paciente
sensivel a luz por algum tempo (BROWN, S.B.; BROWN, E.A.; WALKER, I., 2004).

Para o sucesso da Terapia Fotodindmica, a escolha do fotossensibilizador é
crucial. O FS deve ser preferencialmente excitado por luz no comprimento de onda
na regiao do espectro visivel e, em geral, utiliza-se a janela terapéutica de 600 a 700
nm, onde ha maior capacidade de penetracio tecidual; ndo pode ser toxico para a
célula (ou seja, ndo pode provocar morte celular na auséncia de luz); deve ser
seletivamente captado e/ou retido pelas células-alvo e deve induzir morte celular
imunogénica (definida por alteragbes na composi¢cao da superficie celular com
liberacdo de mediadores soluveis e ativagao de células dendriticas e linfécitos T)
para favorecer o desenvolvimento de uma resposta imunolégica contra o tumor
maligno (DOUGHERTY; MARCUS, 1992; MROZ et al., 2011; RIBEIRO et al., 2011).
O azul de metileno e o Photogem séo dois fotossensibilizadores que, a principio,
atendem a esses quesitos.

O Photogem (éter di-hematoporfirinico) foi o primeiro derivado
hematoporfirinico produzido e testado na TFD e é o mais utilizado até hoje, sendo
aprovado para uso clinico em diversos paises, como Canada, Estados Unidos e
Japao (sob o nome comercial Photofrin). Seu espectro de absor¢do mostra uma
banda intensa a 400 nm e uma mais discreta a 630 nm (Figura 2), esta ultima
representando o comprimento de onda utilizado para excita-lo na TFD. E geralmente
administrado por via endovenosa aos pacientes e tem como principal reacao
adversa a fotossensibilidade por algumas semanas apos a administracdo. Devido a
sua baixa absorcado de luz na janela terapéutica e a inducao de fotossensibilidade
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prolongada, derivados hematoporfirinicos de segunda geragao foram desenvolvidos,
com melhores caracteristicas de absor¢cao e menores efeitos adversos. Entretanto, o
Photogem ainda é o mais utilizado na pratica clinica (MACHADO, 2000). O
Photogem ocorre sempre na forma de dimeros ou oligbmeros e, por ser um derivado
porfirinico, tenderia a se acumular na mitocéndria das células-alvo, favorecendo a
morte por apoptose. Entretanto, estudos revelaram que o Photogem pode induzir
morte celular por apoptose, necrose ou ambas, resultando num tipo misto de morte,
dependendo da localizagdo desse FS nas células (HE et al., 1994; DELLINGER,
1996; FORMIGLI et al, 2000; DELLINGER et al, 2001; HSIEH et al., 2003). Danos na
membrana plasmatica também foram observados, em sua maioria decorrente de
peroxidacgao lipidica (GIBSON et al., 1988; THOMAS; GIROTTI, 1989; BUETTNER
et al., 1993).

FIGURA 2 - Espectro de absorgao UV-VIS do Photogem.
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Espectro de absorcdo Ultravioleta-Visivel de solugado aquosa diluida de Photogem, obtido
com o equipamento multiusuario Lambda 1050 UV/Vis/NIR spectrophotometer (PerkinElmer, EUA) do
Instituto de Quimica — UNESP Araraquara. S&o visiveis a banda de Soret (intensa absorgdo em 400
nm) e as bandas Q (absorgbes fracas entre 500 e 650 nm), tipicamente presentes no espectro de
absorgao de profirinas.

O azul de metileno é um derivado fenotiazinico de facil obtengdo e baixo
custo que absorve luz intensamente na janela terapéutica, em 660 nm (Figura 3),
apresenta baixa toxicidade no escuro e apresenta um alto rendimento quéantico de
formagdo de oxigénio singleto (GABRIELLI et al., 2004; TARDIVO et al., 2005;
BLAZQUEZ-CASTRO et al., 2009). E muito solivel em agua, o que permite
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desenhos experimentais diretos com a incubacdo do FS diretamente no meio de
cultura (BLAZQUEZ-CASTRO et al., 2009). O seu balango hidrofilico/lipofilico e sua
carga positiva permitem que atravesse facilmente membranas biologicas e se
acumule em organelas, especialmente na mitocéndria, que apresenta potencial
negativo de cargas (TARDIVO et al., 2005). O emprego do azul de metileno como
fotossensibilizador predomina na terapia fotodindamica antimicrobiana, para
eliminacdo de micro-organismos como Candida albicans, Enterococcus faecalis e
Escherichia coli. Entretanto, seu uso como FS na TFD anticancer vem crescendo
com resultados promissores, como o0s apresentados por Tardivo e seus
colaboradores (TARDIVO et al., 2005) e Wagner e colaboradores (WAGNER et al.,
2012), entre outros trabalhos. Assim sendo, estudos que contribuam para os
conhecimentos sobre a atividade antitumoral do azul de metileno como
fotossensibilizador na TFD podem colaborar para o desenvolvimento de uma terapia
anticancer eficiente e de baixo custo, uma vez que é mais barato e de mais facil

obtencao que os FS convencionais.

FIGURA 3 - Espectro de absorgao UV-VIS do azul de metileno
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Espectro de absorgao Ultravioleta-Visivel de solugdo aquosa diluida de azul de metileno,
obtido com o equipamento multiusuario Lambda 1050 UV/Vis/NIR spectrophotometer (PerkinElmer,
EUA) do Instituto de Quimica — UNESP Araraquara. Vé-se uma absorgao intensa ao redor de 660
nm, caracteristica de solugdes diluidas de azul de metileno, onde ha predominancia de monémeros.

A fonte de luz é outro parametro importante a ser considerado. Diversas
fontes vém sendo estudadas e aplicadas a TFD, em especial os LEDs e lasers.

Ambos apresentam um espectro de emissdo monocromatico caracteristico e
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dependente do material que os compdem, mas os LEDs (do inglés, Light Emitting
Diodes) vém ganhando espacgo em relagdo aos lasers gragas a algumas vantagens
que apresentam, como um custo mais baixo de produg¢do e manutengao, longa vida
de duracéo, facilidade de serem transportados e de serem dispostos em conjunto
para irradiar grandes areas de acordo com o formato desejado (por exemplo, uma
placa de 96 pogos pode ser irradiada de uma s6 vez com um conjunto de LEDs, mas
teria que ter seus pogos irradiados um a um por um laser). Dessa forma, o emprego
de LEDs como fonte de luz na terapia fotodindmica € uma abordagem econdmica e
simples, tanto na pesquisa quando na pratica clinica (BLAZQUEZ-CASTRO et al.,
2009; CHEN et al., 2012).

Varios estudos envolvendo a TFD e o cancer cervical por HPV vém sendo
realizados e demonstram que essa terapia ndo provoca danos ao tecido cervical
normal e ndo estd associada a incompeténcia cervical caracteristica dos
procedimentos cirurgicos padrao utilizados em pacientes com neoplasia maligna
intraepitelial cervical (NIC) (SOERGEL et al., 2012). Diante do exposto, este estudo
se propds a avaliar a eficacia da TFD sobre células cervicais tumorais malignas
utilizando azul de metileno ou Photogem como fotossensibilizadores, a associagéao
da TFD a cisplatina e os efeitos genotdxico e mutagénico da TFD isolada e

combinada.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a eficacia in vitro da terapia fotodindmica (TFD) mediada por
Photogem ou azul de metileno, a associagdo da TFD com a cisplatina e os efeitos

genotdxicos e mutagénicos da TFD isolada e combinada.

2.2. Objetivos Especificos
Avaliar nas linhagens celulares de carcinoma de colo uterino infectadas por
HPV16 (SiHa), ndo infectadas (C-33 A) e a linhagem normal HaCaT:

e Se a TFD isolada e combinada induz citotoxicidadade, utilizando o ensaio de
reducao do MTT,;

e O perfil de morte celular induzida pela TFD isolada e combinada, utilizando
Hoechst/lodeto de propideo (microscopia de fluorescéncia) e atividade de

caspase-3.

e Se a TFD isolada e combinada induz genotoxicidade, utilizando a citometria

de fluxo com o anticorpo anti-yH2AX e o ensaio de micronucleo;

e O efeito da TFD isolada e combinada em presencga de bactérias (simulagao in

vitro de um ambiente cervical).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens Celulares

C-33 A (ATCC HTB-31): Células originarias de bidpsias de carcinoma do
cérvice uterino, negativas para o DNA e RNA do papilomavirus humano,
pseudodiploides (70% das células tem 46 cromossomos) e com morfologia epitelial.

HaCaT (CLS 300493). Células originarias de pele histologicamente normal
(queratindcitos), transformadas espontaneamente in vitro.

SiHa (ATCC HTB-35): Células originarias de carcinoma de células escamosas
do cérvice uterino grau ll, infectadas com HPV16 (1 a 2 copias/célula), hipertriploide

(69 a 72 cromossomos) e com morfologia epitelial.

3.2. Cultura de células

As linhagens C-33 A, HaCaT e SiHa, foram cultivadas em uma mistura 1:1
(v/iv) DMEM e Ham’s F10 (Sigma Co., St. Louis, EUA) acrescido de 100 U/mL de
penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 0,25 pg/mL de anfotericina B, 0,1 mg/mL de
canamicina (Sigma Co., St. Louis, EUA) e 10% de soro fetal bovino (SFB - Cultlab,
Campinas, Brasil). As células foram cultivadas em garrafas de cultura, mantidas em
atmosfera umida a 37 °C e 5% de CO, até que a monocamada celular estivesse
confluente. Em seguida, as células foram lavadas com 3 mL de solugdo de Hank
(0,4 g de KCI; 0,06 g de KH,POy4; 0,04 g de Na;HPOy4; 0,35 g de NaHCO3; 1 g de
glicose, H,O q.s.p. 1.000 mL) e desprendidas da garrafa com 2 mL de Tripsina-
EDTA 0,05% (Gibco, Waltham, MA, EUA). Apds o desprendimento do tapete celular,
as células foram homogeneizadas com 3 mL de DMEM/F10 acrescido de 10% de
soro fetal bovino e a suspensao celular obtida foi transferida para outras garrafas.
Esse procedimento foi repetido até que houvesse quantidade de células suficiente

para os ensaios.

3.3. Terapia Fotodinamica e tratamento com cisplatina

As linhagens C-33 A, HaCaT e SiHa foram cultivadas em placas de 6, 12, 24
ou 96 pogos por 24h, a uma concentracdo adequada de células para cada ensaio.
Em seguida, o meio de cultura (DMEM/F10 + 10% SFB) foi removido e as células

foram tratadas com azul de metileno ou Photogem em concentracbes pré-
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estabelecidas com base na literatura (ambos solubilizados em DMEM/F10 sem
soro). Apos o periodo de incubagdo com o fotossensibilizador (20 minutos para o
azul de metileno e 2 horas para o Photogem), as células foram tratadas ou n&do com
luz (Biotable 660 ou 630 nm) também em varias doses (J/cm?) pré-estabelecidas e
incubadas por 24 horas em DMEM/F10 +10% SFB. Todos os procedimentos foram
executados na auséncia de luz policromatica incidente sobre as células.

Para o tratamento com cisplatina (Tecnoplatin®, Zodiac), as linhagens foram
cultivadas da mesma forma e receberam concentragdes variadas e pré-
estabelecidas do quimioterapico por 6, 12 ou 24 horas antes ou apés a TFD e na

auséncia desta.
3.4. Avaliacao de citotoxicidade pelo método de reducdao do MTT

O MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio]} (Sigma Co.,
St. Louis, EUA) é um corante tetrazdlico de cor amarela, soluvel em agua, que é
reduzido pelas células vivas (mas nao pelas mortas) a um produto violeta e insoluvel
em solugcbes aquosas. A solubilizacdo desse produto e sua quantificagao
espectrofotométrica permite determinar a porcentagem de células vivas presentes
no meio. Dessa forma, a redugcdo do MTT permite avaliar o potencial citotoxico de
uma terapia em estudo.

Para o ensaio, as linhagens C-33 A, HaCaT e SiHa foram cultivadas em
placas de 96 pocos a uma concentracdo de 1,0 x 10° células/mL por 24h e tratadas
conforme descrito no item 3.3. A solugdo de MTT foi preparada em duas etapas:
primeiro, o sal foi dissolvido em PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO,4 10,1
mM, KH,PO4 1,8 mM pH7,4) a uma concentragdo de 5 mg/mL; sem seguida, essa
solugao foi diluida 1:10 em meio de cultura sem soro para uma concentracao final de
0,5 mg/mL. Apds o periodo de recuperagao, o meio de cultura foi removido das
placas e cada poco recebeu a adicdo de 100 uL de MTT a 0,5 mg/mL; a placa foi
entdo incubada a 37°C por 3 horas. A solugdo de MTT foi removida e 100 pL de
isopropanol acidificado (HCI 0,04 M) foram adicionados para solubilizar os cristais
violeta, e a placa levada para leitura espectrofotométrica em 570 nm em leitor de
placas Bio-Tek Powerwave X (BioTek Instruments, Inc.,EUA), com agitacdo prévia
de 2 minutos em baixa velocidade. A porcentagem de células vivas em relagcéo ao
controle negativo, representando a citotoxicidade de cada tratamento, foi calculada

em relagdo ao controle negativo, de acordo com a férmula a seguir:
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% de celulas vivas (média absorbancia do teste — média absorbancia do branco)
em relagéao = x 100

ao controle negativo (média absorbancia do controle negativo — media absorbancia do branco)

3.5. Ensaios de morte celular

3.5.1. Hoechst e iodeto de propideo

O ensaio citomorfoldgico de marcagdo com Hoechst 33342 (HO) e iodeto de
propideo (Pl) permite a diferenciagdo entre apoptose precoce, tardia e necrose,
utilizando o método de exclusdo de fluorocromos. Este método foi realizado de
forma semiautomatizada no IN Cell Analyzer 2000 (GE Healthcare Life Sciences,
Pittsburgh, PA, EUA), nas dependéncias do Nucleo de Proteémica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara - UNESP.

Para o ensaio no IN Cell Analyzer 2000 (GE Healthcare Life Sciences,
Pittsburgh, PA, EUA), as células foram cultivadas em placa de 96 pogos a uma
concentracdo de 5.000 células por poco (5,0 x 10* cél/mL) e tratadas conforme
descrito no item 3.3. Ao completar o tempo de incubacdo do tratamento, a placa foi
centrifugada a 2.500 rpm por 5 minutos a 4°C, para sedimentar as células que
estivessem desprendidas. O meio com tratamento foi removido com cuidado, e 100
ML de PBS 1X gelado foram adicionados a cada pogo; a placa foi novamente
centrifugada a 2.500 rpm por 5 minutos a 4°C. O PBS foi removido e, no escuro,
foram adicionados 100 yL da solugdo de corantes (HO 1 mg/mL — 15%; IP 1 mg/mL
25%, DAF 1 mg/mL 35%. O volume final foi obtido pela adicdo de PBS 1X gelado) a
cada pocgo. A placa foi envolta em papel aluminio e incubada por 10 minutos a
temperatura ambiente. O equipamento INCell Analyzer 2000 foi programado para
capturar 12 campos de imagem por pogco, em cada um dos filtros, utilizando a
objetiva de 20X. As imagens obtidas foram fundidas através do software IN Cell
Analyzer 1000 Workstation 3.7 (GE HealthCare, Pittsburgh, PA, EUA) e as células
foram contadas manualmente. Foram contadas 500 células por poco e a apoptose
foi avaliada qualitativa e quantitativamente, através da determinagcdo da
porcentagem de células em apoptose precoce, tardia e em necrose, levando-se em

consideragao a morfologia e coloracao celular.
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3.5.2. Atividade de caspase-3

As caspases sao proteases que atuam como mediadores cruciais da morte
celular por apoptose. Sdo categorizadas em caspases iniciadoras ou efetoras, de
acordo com o seu papel na via apoptética. Dentre elas esta a caspase-3, uma
caspase efetora que pode ser ativada pelas caspases 8 ou 9 (combinadas a outros
fatores apoptoticos). Uma vez ativada, a caspase-3 promove a clivagem de PARP1
(poli (ADP-ribose) polimerase 1) e a fragmentagao internucleossomal do DNA, uma
das marcas registradas da apoptose (PORTER; JANICKE, 1999). A detecgéo de
caspases ativas na célula € um forte indicio de esta ocorrendo morte celular por
apoptose. A deteccdo da atividade catalitica da caspase-3 pode ser realizada
utilizando-se substratos que consistem de uma sequéncia peptidica rica em acido
aspartico (por exemplo, Asp-Met-GlIn-Asp [DMQD]) acoplada uma molécula como a
aminometilcumarina (AMC), que gera o grupo repérter fluorescente 7-amino-4-
metilcumarina apds ser clivada do peptideo pela agao da protease. A fluorescéncia é

quantificada e reflete a quantidade de caspase-3 ativa nas células.

Para este ensaio, as células foram plaqueadas a uma concentracdo de 2x10°
cél./mL em placa de 96 pocos de fundo preto, propria para leitura fluorimétrica, e
foram incubadas por 24 horas a 37°C e 5% de CO; em atmosfera umida. As células
foram tratadas conforme descrito no item 3.3 e, imediatamente ao término do
tratamento, a placa foi colocada em gelo. O meio contendo as substancias de
tratamento foi removido e cada pogo recebeu 100 pL de tampao de lise (50 mM Tris
pH 7,4; 150 mM NaCl; 0,5% Triton X-100; EDTA 2 mM; DTT 5 mM). A placa foi
entdo incubada em gelo por 20 minutos e, em seguida, cada pogo recebeu 100 yL
do substrato Ac-DMQD-AMC a 20 pM, preparado no mesmo tampao. Durante o
tempo de incubacao foi preparada a curva padrao de AMC, com concentragdes
decrescentes em 50% partindo de 4 uM. A placa foi levada para leitura top em
fluorimetro (FLx800™ Fluorescence Reader, BioTek - Winooski, VT, EUA; excitacao
360/40 nm e emissdao 460/40 nm) e agitada automaticamente pelo equipamento
antes do inicio da leitura de fluorescéncia, que foi feita a 37°C. Os resultados foram
expressos em concentragdao de AMC, com base na curva padrao. Este ensaio foi
realizado em colaboragdo com o Laboratério de Bioquimica Clinica da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP.
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3.6. Ensaios de genotoxicidade

3.6.1. Citometria de fluxo utilizando anti-yH2AX

H2AX é uma variante especifica da familia de histonas H2A que sofre rapida
fosforilagcdo na serina 139 de sua por¢cdo C-terminal em resposta a danos na dupla
fita do DNA (ROGAKOU et al, 1998). A proteina fosforilada é conhecida por yH2AX
(gama-H2AX). A detecgao de yH2AX por citometria de fluxo tem se tornado uma
alternativa mais rapida e robusta ao classico ensaio do cometa (WATTERS et al,
2009).

Para o ensaio, as células foram plaqueadas a uma concentracdo de 2x10°
cél./poco (4x10° cél./mL), em placa de 24 pocos. Apds 24 horas de incubacdo a
37°C e 5% de CO2 em atmosfera umida, as células foram tratadas conforme
descrito no item 3.3. Finalizado o tratamento, as células foram tripsinizadas e
centrifugadas a 2.500 rpm por 10 minutos. O pellet de células foi suspendido em 1
mL de paraformaldeido a 4% (em PBS1X) e incubado por 10 minutos a temperatura
ambiente, sendo em seguida centrifugado a 2.500 rpm por 10 minutos. Apos
lavagem com PBS1X, cada pellet foi suspendido em 1 mL de metanol 70% (70%
metanol e 30% PBS 1X) e armazenado a -20°C até o dia da citometria. Na etapa
seguinte, as células foram centrifugadas a 2.200 rpm por 5 minutos e lavadas com
PBS 1X. Para a permeabilizagéo, as células foram suspensas em 0,025% de Triton-
X-100 e incubadas por 5 minutos, sendo na sequéncia centrifugadas a 2.200 rpm
por 5 minutos e lavadas com PBS 1X novamente. Em temperatura ambiente, as
células foram incubadas durante 1 hora (sem agitagdo) com anticorpo anti- yH2AX
na diluicao 2,5: 1.000. Novamente, as células foram centrifugadas a 2.200 rpm por 5
minutos e lavadas com PBS 1X. Em seguida, foram incubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente com anticorpo secundario conjugado com AlexaFluor®488
(diluicao 2,5:1000), sem agitacdo. Uma vez mais, as suspensdes celulares foram
centrifugadas a 2.200 rpm por 5 minutos e lavadas com PBS 1X, sendo por fim
suspendidas em 60 yL de PBS 1X e analisadas por citometria de fluxo em
equipamento FACSCanto (BD - Becton, Dickinson and Company, New Jersey,
EUA), nas dependéncias da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — USP.
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3.6.2. Ensaio do microntcleo

A inducdo de micronucleos € a principal caracteristica de compostos
genotdxicos e a analise de formagado de micronucleos resultantes de quebras no
DNA ou interferéncia com a segregagdo cromossdémica € um componente
importante do screening toxicolégico de novos candidatos a farmacos. Este ensaio
foi realizado de forma semiautomatizada no equipamento IN Cell Analyzer 2000 (GE
Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA, EUA).

Para o ensaio, foram plaqueadas 5.000 células por po¢o em placa de 96 pogos.
Apos 24 horas de incubagdo a 37°C com 5% de CO, em atmosfera umida, as
células foram tratadas conforme descrito no item 3.3, o0 meio contendo o tratamento
foi substituido por meio completo (DMEM/F10 suplementado com 10% soro fetal
bovino) e as células forma deixadas em recuperagéo por 24 horas. Em seguida, foi
adicionado a cada pog¢o 100 uL de meio completo contendo 6 pg/mL de citocalasina-
B e as células foram incubadas por mais 24h nas mesmas condi¢cdes. Apds esse
periodo, as células foram fixadas com etanol absoluto por 30, em temperatura
ambiente, e coradas com 1 pg/mL de isotiocianato de fluoresceina (FITC) por 30
minutos e 10 ug/mL de Hoechst 33342 por 15 minutos, ambos em temperatura
ambiente protegidos da luz. O equipamento INCell Analyzer 2000 foi programado
para capturar 12 campos de imagem por pog¢o, em cada um dos filtros, utilizando a
objetiva de 20X. As imagens obtidas foram fundidas através do software IN Cell
Analyzer 1000 Workstation 3.7 (GE HealthCare, Pittsburgh, PA, EUA) e as células

foram analisadas manualmente.

3.7. Sobrevivéncia clonogénica

Ensaio de sobrevivéncia clonogénica ou ensaio de formagao de colbnias € um
teste in vitro baseado na capacidade de uma unica célula de crescer e formar uma
colénia. A colbnia é definida como consistindo de ao menos 50 células. O ensaio
avalia cada célula na populacdo por sua habilidade de sofrer divisbes “ilimitadas”,
permitindo avaliar a morte reprodutiva da célula apés um tratamento (FRANKEN, et
al., 2006).

Para a avaliagao do potencial clonogénico, as linhagens foram plaqueadas
(em duplicatas) a uma concentragcao de 150 células por poco de placa de 6 pocos e
incubadas até sua adesao ao plastico (cerca de 3 horas a 37°C com 5% de COy;

adesao confirmada com observagao ao microscoépio). Uma vez aderidas, as células
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foram tratadas conforme o item 3.3 e, apdés o tempo estipulado para cada
tratamento, o meio contendo o tratamento foi removido e substituido por meio
completo (DMEM/F10 suplementado com 10% SFB) e as placas foram incubadas a
37°C com 5% de CO,; em atmosfera umida por 7-10 dias. Apds os dias de
incubacgéo, o meio foi removido e as células foram lavadas com PBS, fixadas com
uma mistura metanol/acido acético/agua, na proporgéo 1: 1: 8, por 30 minutos e
coradas com cristal violeta por 15 minutos. As col6nias formadas para cada placa
foram analisadas com o auxilio de lupa (aumento 16x). Colonias contendo < 50
células foram desprezadas. Os resultados foram expressos em eficiéncia de
plaqueamento (EP) e fragcdo de sobrevida (FS) de acordo com FRANKEN, et al.,
2006:

EP = (n° de coldnias contadas) / (n° de células semeadas) X 100

FS = (n° de coldnias contadas em cultura tratada / n° de células semeadas) X (EP controle/100)

3.8. Terapia Fotodinamica de células tumorais em presengca de

bactérias

No primeiro dia, as células foram plaqueadas em placas de 24 pog¢os a uma
concentracdo de 2 x10° cél./mL e incubadas por 24 horas a 37°C e 5% de CO,, e as
bactérias foram inoculadas em 3 mL de TSB e incubadas por 18 horas a 35£2°C. No
dia seguinte, a concentragao inicial dos inéculos bacterianos foi determinada através
de medida espectrofotométrica a 630 nm (DOe3o) e ajustada para 10° UFC/mL em
meio DMEM sem antibiéticos suplementado com 10% SFB. Essa concentracao
bacteriana corresponde a uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de 5:1
(bactérias:células). O meio de cultura das células foi removido e cada pogo foi
lavado com PBS 1X. Os inéculos bacterianos foram adicionados aos respectivos
pocos e a placa foi centrifugada a 4.000 rpom por 3 minutos para sedimentar as
bactérias e sincronizar a infecgao. Apos incubagao por 1 hora a 37°C e 5% de COy,
o meio de cultura foi removido e os pocgos foram lavados com PBS 1X para remover
as bactérias nao aderidas. Em seguida, as células infectadas foram tratadas com
AMTFD (19,5 pM + 5,11 J/cm?) ou PGTFD (0,5 uM + 2,76 J/cm?) conforme descrito
no item 3.3. ApoOs o tratamento, a viabilidade celular das células infectadas e nao
infectadas foi determinada através do método de reducdo do MTT, descrito no item
3.4. A leitura espectrofotométrica foi realizada no leitor ELx800™ Absorbance
Reader (BioTek - Winooski, VT, EUA).
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3.9. Analises Estatisticas

Para comparar os valores das variaveis continuas entre os grupos foram
utilizados testes de Analise de Varidncia (ANOVA), quando possivel. O pés-teste
mais adequado foi utilizado para identificagdo do grupo significativamente diferente.
As analises foram realizadas através do software GraphPad Prism® Version 5.01
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). O nivel de significancia adotado para
os testes estatisticos foi de 5%, ou seja, p<0.05. O Coeficiente de Variagdo maximo

aceitavel dos ensaios foi estipulado em 25%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Citotoxicidade

A terapia fotodinamica (TFD) é uma combinacdo de trés fatores atuando
concomitantemente: o fotossensibilizador (FS), a fonte de Iluz e o oxigénio.
Isoladamente, nem o FS nem a fonte de luz devem produzir efeito deletério ao
tecido. Assim sendo, os ensaios de citotoxicidade foram realizados com o FS e a luz
isoladamente e com ambos combinados, em concentragdes variadas.

Os resultados referentes a esses ensaios integram um manuscrito publicado
na revista Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, sob o titulo
“Synergistic effect of photodynamic therapy and cisplatin: a novel approach for
cervical cancer" (DOI: 10.1016/j.jphotobiol.2014.08.021), o qual encontra-se sob o
Capitulo 2 deste trabalho.

4.1.1. Terapia Fotodinamica com azul de metileno e Photogem

Para selecionar as melhores condi¢cbes para a terapia fotodinamica mediada
por azul de metileno (AMTFD) e por Photogem (PGTFD), foram avaliados varios
tempos de incubacdo, concentragcoes dos fotossensbilizadores e doses de luz, com
base na literatura pertinente (BLAZQUEZ-CASTRO et al., 2009; CHEN et al., 2008;
LEUNIG et al., 1994; SHARKEY et al., 1993; dados ndo mostrados). Os melhores
tempos de incubagéo foram 20 minutos para o azul de metileno (AM) e 2 horas para
o Photogem (PG). Doses de luz de até 60 J/cm? foram avaliadas; morte celular
massiva ocorreu acima de 12,9 J/cm? para AMTFD e 2,76 J/cm? para PGTFD, o que
nos levou a estabelecer 12,9 J/cm? e 2,76 Jicm? como as doses de luz maximas
para as respectivas terapias. De maneira semelhante, concentragdes de AM maiores
que 78,2 uM (25 ug/mL) e concentracées de PG maiores que 8,5 uM (10 pg/mL)
também resultaram em um decréscimo acentuado da viabilidade celular. Dessa
forma, as condi¢des dos protocolos de tratamento foram escolhidas de tal forma que
uma porcentagem significativa de células sobreviva, permitindo assim que os efeitos
da terapia fotodindmica fossem comparados com os diferentes fotossensibilizadores
e linhagens celulares.

Inicialmente, as trés linhagens foram expostas a uma alta dose de luz (12,9
Jicm?, para o LED 660 nm e 13,8 J/cm? para o LED 630 nm) para determinar o
potencial citotéxico da luz de forma isolada sobre as células. Os dados apresentados
nas figuras 4A e 6A nos mostram que a luz ndo teve efeito téxico significativo em

nenhum dos trés tipos celulares.
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Em seguida, as células foram tratadas com azul de metileno e Photogem na
auséncia de luz. A avaliagdo da toxicidade dos fotossensibilizadores no escuro é
crucial, uma vez que, como ja dito, o FS ndo deve causar efeito deletério a célula
quando sozinho. No painel B da Figura 4, observamos que o azul de metileno ndo
produziu efeito toxico significativo sobre as trés linhagens na condi¢do estudada,
exceto na concentragcdo mais alta (156,4 uM), onde observamos uma tendéncia de
morte celular mais pronunciada. Essa concentracdo, entdo, foi descontinuada. Da
mesma forma, o Photogem ndo apresentou toxicidade celular em nenhuma das
concentragbes testadas, o que é visto no painel B da Figura 6. A linhagem SiHa
mostrou-se ligeiramente mais sensivel ao azul de metileno em relacdo as outras
linhagens, mas nao foram observadas diferencas de sensibilidade quando as
mesmas foram submetidas ao tratamento com Photogem.

A Figura 5 mostra o comportamento das linhagens frente a terapia
fotodinamica pelo azul de metileno e o LED 660 nm nas doses 1,29 J/cm? (painel A);
2,56 Jicm? (painel B); 5,11 Jicm? (painel C); e 12,9 J/cm? (painel D). Conforme a
dose de luz é elevada durante a TFD aumenta-se também o efeito fototdxico; ainda,
observa-se uma tendéncia da linhagem SiHa em apresentar-se mais sensivel a TFD
com azul de metileno (AMTFD) em relagdo as outras duas linhagens celulares, o
que fica mais evidente nos paineis C e D. Para comprovar essa tendéncia, a CI50
(concentracao inibitoria de 50%) das células para a linhagem SiHa foi encontrada na
dose de 5,11 J/cm? utilizando concentracdes de azul de metileno de 9,8 a 39,1 uM.
O CI50 para a linhagem HaCaT foi de 12,9 J/cm? e 78,2 uM de azul de metileno. C-
33 A foi a unica linhagem cujo CI50 para AMTFD nao pode ser determinado nas
condi¢des testadas, revelando uma resisténcia dessa linhagem frente a terapia
fotodindmica, em comparagao a SiHa e HaCaT.

Para a realizacdo dos ensaios posteriores, entdo, escolhemos 5,11 Jicm? e
19,5 uM de azul de metileno, condi¢do na qual sdo mais evidentes as diferencas de
resposta a AMTFD das trés linhagens.

Comparando com os dados obtidos com o azul de metileno, quando a TFD foi
mediada pelo Photogem e LED 630 nm (PGTFD) a tendéncia de maior sensibilidade
da linhagem SiHa nao foi observada para este fotossensibilizador, como mostram os
paineis C e D da Figura 6, mas repetiu-se a dependéncia da dose de luz no efeito
fototoxico. A TFD com Photogem resultou em citotoxicidade muito maior que a
observada para o azul de metileno e nas concentragdes mais elevadas de Photogem
a linhagem mais sensivel foi a C-33 A (2,76 J/lcm?), enquanto SiHa e HaCaT

apresentaram resultados similares e estatisticamente iguais em praticamente todas
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as concentragdes avaliadas (de 0,4 a 8,5 uM). O CI50 para as trés linhagens ficou
préximo de 2,76 Jicm?e 0,5 uM de Photogem, e esta foi a condi¢do escolhida para a
realizagao dos ensaios seguintes.

Os resultados mostram que, nas condigdes testadas, ambos os
fotossensibilizadores sao eficazes na reducao da viabilidade das células tumorais. A
terapia fotodinamica com Photogem foi capaz de provocar morte celular em muito
baixas concentracdes tanto de FS quanto de luz, mas a TFD com azul de metileno
demonstrou uma pequena vantagem por ter provocado a morte celular de uma
forma aparentemente seletiva, causando maior fototoxicidade na linhagem principal
deste estudo, SiHa, e menor fototoxicidade na linhagem considerada normal,
HaCaT, mesmo na maior dose de luz empregada. A maior sensibilidade da linhagem
SiHa a AMTFD pode ser devida a maior instabilidade gendémica provocada pela
presenga do DNA do virus HPV16 no genoma da célula (KADAJA et al, 2009), o que
pode potencializar o dano gendmico provocado pelas espécies reativas de oxigénio
geradas pelo tratamento fotodinamico, culminando entdo na maior taxa de morte
celular observada para as células SiHa tratadas com AMTFD, em comparagdo com
as outras duas linhagens (sec¢éao 4.2). Em contraste, a PGTFD nao provoca nessa
linhagem uma morte celular mais significativa em relagéo as linhagens C-33 A e
HaCaT (secao 4.2).

Se considerarmos que virtualmente todos os casos de cancer de colo uterino
séo provocados por uma infec¢cado por HPV (99,7% dos casos; WALBOOMERS et

al., 1999), esse dado torna-se muito interessante.
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FIGURA 4 — Determinacao do potencial citotoxico do LED 660 nm e do azul de metileno sobre as linhagens C-33A, HaCaT e SiHa.
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A fonte de luz LED 660 nm nao afetou a viabilidade celular na auséncia do fotossensibilizador (painel A). O azul de metileno mostrou-se levemente
citotdxico apenas na concentragcdo mais elevada (painel B). Os asteriscos indicam onde ha diferenga estatistica. As colunas representam as médias de
trés quadruplicatas independentes e as barras representam o desvio-padrao. ANOVA one-way,com pos-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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FIGURA 5 — Determinacao do potencial citotoxico da TFD mediada por azul de metileno e LED 660 nm sobre as linhagens C-33A, HaCaT e SiHa.
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Nas doses de luz mals baixas (1,29 Jiem? - palnel A; 2,56 Jlcm? — painel B) ndo foi observada toxicidade celular significativa. Nas doses de luz mais
elevadas (5,11 Jicm? — painel C; 12,9 J/cm? — painel D) a linhagem SiHa mostrou-se significativamente mais sensivel 8 TFD com azul de metileno,
comparada as outras duas linhagens. O tempo total de exposi¢cdo das células a terapia foi 20 minutos. Os asteriscos indicam onde ha diferenga
estatistica. As colunas representam as médias de trés quadruplicatas independentes (n=12) e as barras representam o desvio-padrao. ANOVA one-
way, com poés-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.



FIGURA 6 — Determinacao do potencial citotoxico do LED 630 nm, do Photogem e da TFD mediada por Photogem e LED 630 nm
sobre as linhagens C-33A, HaCaT e SiHa.
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O LED 630 nm nao induziu efeito toxico nas linhagens (painel A). O Photogem n&o apresentou toxicidade no escuro (painel B). A PG-TFD induziu
toxicidade celular significativa independente da dose de luz (paineis C e D). O tempo total de exposi¢ao das células a terapia foi 2 horas. Os asteriscos
indicam onde ha diferenga estatistica. As colunas representam as médias de trés quadruplicatas independentes (n=12) e as barras representam o
desvio-padrao. ANOVA one-way, com pos-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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4.1.2. Cisplatina

O tratamento convencional do cancer de colo uterino envolve a combinagao de
quimio e radioterapias, tendo a cisplatina como antineoplasico de escolha
(BOARDMAN, 2011). As trés linhagens, entdo, foram tratadas com cisplatina em 8
concentragdes e 3 tempos diferentes para avaliar sua suscetibilidade a esse farmaco.
A Figura 7 e o Quadro 1 trazem o resultado.

Foram testados os tempos de tratamento de 6, 12 e 24 horas (paineis A, Be C
da Figura 7, respectivamente). Excetuando-se a concentragédo de 166 pM (50 pug/mL),
onde houve significancia estatistica entre as médias das porcentagens de viabilidade
celular obtidas para as linhagens HaCaT e SiHa, ndo foram observadas diferengas
significativas entre os trés tempos de tratamento.

A observacao de que o tratamento por 6 horas provocou maior morte celular
apenas na concentragado mais alta (166 uM) para as linhagens HaCaT e SiHa foi um
resultado nao esperado. Entretanto, Hermann e colaboradores evidenciam em
trabalho de 2013 que a meia-vida da cisplatina fica em torno de 2 horas (HERMANN
et. al.,, 2013). Ainda, Saris e colaboradores mostram que a formagao de adutos
cisplatina-DNA ¢é rapida, atinge um pico maximo entre 4 e 6 horas apds o inicio da
incubacéao e pode ser revertida (SARIS et. al., 1996).

Levando esses dados em consideracao e o fato de que a entrada da cisplatina
na célula se da por difusdo passiva (FICHTINGER-SHEPMAN et. al., 1990; GATELY
& HOWEL, 1993; HERMANN et. al., 2013) e que, por essa razao, a concentragao de
cisplatina extracelular tende a se igualar a concentracao intracelular, hipotetizamos
que em tempos de incubagdo maiores que 6 horas pode haver um desfavorecimento
da ligacao da cisplatina ao DNA. Isso pode ser devido a degradacédo da cisplatina,
que resulta em seu deslocamento do nucleo para o citosol e/ou meio extracelular,
reduzindo a formacgao de adutos e, consequentemente sua toxicidade a célula.

O fato de o resultado obtido neste trabalho ter sido dependente da linhagem
celular e da concentragdo de cisplatina concorda com os resultados obtidos em
estudos anteriores (FICHTINGER-SHEPMAN et. al., 1990; SARIS et. al., 1996;
HERMANN et. al., 2013).

De acordo com a literatura, as concentracdes terapéuticas da cisplatina ficam
em torno de 1 a 4 pg/mL, havendo ototoxicidade severa ja a partir de 6 pg/mL
(SCHULDES et. al., 1997). Nas condicbes aqui testadas observamos para as
linhagens tumorais morte celular significativa apenas acima de 166 uM, que
corresponde a 50 ug/mL, uma concentracdo 12,5 vezes maior que a terapéutica.
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Essa necessidade de alta dose para provocar morte celular condiz com a dificuldade
de se obter resposta clinica satisfatéria no tratamento de tumores malignos com
cisplatina, fazendo-se indispensavel a associacdo desse quimioterapico com outros
farmacos antineoplasicos e/ou radioterapia.

Embora apresente fatores limitantes, como a alta toxicidade e resisténcia dos
tumores malignos, a cisplatina ainda é um dos antineoplasicos mais potentes
disponiveis. Dessa forma, buscar alternativas de sinergismo terapéutico que possam
diminuir a dose de cisplatina administrada e elevar sua efetividade, reduzindo seus
efeitos adversos, ainda é de grande valia. Assim, a cisplatina foi associada a terapia
fotodindmica mediada por azul de metileno ou Photogem, em varias condigdes,

descritas a seguir.
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FIGURA 7 — Determinacao do potencial citotoxico da cisplatina sobre as linhagens C-33 A, HaCaT e SiHa, empregando trés tempos de tratamento.
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As linhagens foram submetidas ao tratamento com cisplatina por 6 (painel A), 12 (painel B) ou 24 horas (painel C). Os asteriscos indicam onde ha diferenga
estatistica. As colunas representam as médias de trés quadruplicatas independentes (n=12) e as barras representam o desvio-padrao. ANOVA one-way, com
pos-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.



QUADRO 1 - Médias das porcentagens de células vivas encontradas para cada concentragio de cisplatina,

de acordo com linhagem e tempo de tratamento.
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C-33A tempo de tratamento HaCaT tempo de tratamento SiHa tempo de tratamento
p<0,05? p<0,05? p<0,05?
[cisplatina] 6h 12h 24h [cisplatina] 6h 12h 24h [cisplatina] 6h 12h 24h
1,3 uM 111% 112,40%  96,80% néo 1,3 uM 98,71% 113% 89,82% nao 1,3 uM 99,06% 96,66% 104,40% nao
2,6 uyM 105,50% 101,70% 97,63% nao 2,6 uM 94,50% 105% 100,80% nao 2,6 yM 81,50% 101% 99,59% néao
5,8 yM 104,30% 102,80%  93,76% néo 5,8 uM 100,30% 93,68% 95,69% nao 5,8 uM 88,62% 98,81% 93,61% nao
10,4pM | 101,90% 96,11% 94,57% nao 10,4 pM 85,45% 76,42% 83,34% nao 10,4 yM 82,08% 91,17% 92,44% nao
20,8 uM 97,39% 82,13% 86,60% nao 20,8 uM 69,43% 47,99% 70,72% nao 20,8 uyM 68,31% 78,22% 80,35% néo
41,6 uyM | 101,90% 74,68% 79,09% néo 41,6 uM 55,72% 36,12% 30,36% nao 41,6 yM 62,37% 70,75% 69,77% nao
83,3 uM 92,61% 63,20% 67,59% néao 83,3 uM 35,15% 30,12% 18,97% nao 83,3 uM 45,11% 63,90% 62,52% nao
166 uM 61,12% 48,86% 60,01% niao 166 uM 0,36% 1,50% 15,79% p<0,01 166 pM 21,93% 13,05% 49,29% p<0,05

As médias de porcentagem de células vivas obtidas para cada concentragdo em cada tempo de tratamento foram comparadas através do teste estatistico
ANOVA one-way com pos-teste de Tukey. A analise estatistica ndo encontrou diferengas significativas entre as médias obtidas nos diferentes tempos de
tratamento, indicando que ndo ha degradacgao significativa da cisplatina em meio de cultura mesmo no maior tempo empregado, excetuando-se na maior

concentragao (166 pM).
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4.1.3. Cisplatina e terapia fotodinamica (terapia combinada)

A TFD foi aplicada antes ou apds a incubacdo com cisplatina nas condi¢des
escolhidas anteriormente: 19,5 uyM de azul de metileno + 5,11 Jicm? e 0,5 pM de
Photogem + 2,76 Jicm?. As concentracdes de cisplatina testadas foram as que
mostraram menor eficacia frente as linhagens tumorais, de 1,3 a 41,6 uM,
concentragbes onde n&o foram encontradas diferengas significativas na viabilidade
celular para todas as linhagens.

De forma geral, a associacdo TFD + cisplatina foi altamente eficaz
independentemente do protocolo de incubagcdo empregado. Para o azul de metileno,
a aplicagéo da TFD antes da incubagcédo com cisplatina por 12 ou 24h (figuras 9B e
9C, respectivamente) mostrou melhores resultados que a TFD apds esse periodo
(Figuras 8B e 8C, respectivamente), mas a ordem de tratamento ndo resultou em
diferenga se as células eram tratadas com cisplatina por 6h (Figuras 8A e 9A). Ja
para o Photogem, observamos menor viabilidade celular quando a TFD foi aplicada
apos a incubagdo com cisplatina por 6 ou 12h (Figuras 10A e 10B), quando
comparado ao tratamento com cisplatina antes da PGTFD (Figuras 11A e 11B). Para
o tratamento com cisplatina por 24h a eficacia foi melhor quando a TFD foi aplicada
antes da cisplatina (Figura 11C), em comparagao ao tratamento com PGTFD apds a
incubacgédo com o quimioterapico (Figura 10C).

Os melhores protocolos de incubagdo foram AMTFD seguida de cisplatina por
24 horas e cisplatina por 6 horas seguida de PGTFD. Nessas condi¢des, doses de
cisplatina tdo baixas quanto 1,3 uM (0,34 pg/mL) foram capazes de eliminar mais de
90% das células tumorais, uma dose 3 vezes menor que a dose terapéutica minima
indicada na literatura (1 a 4 ug/mL; SCHULDES et. al., 1997). Quando as linhagens
celulares deste estudo foram incubadas apenas com cisplatina na dose de 1,3 yM
obtivemos 100% de células viaveis em 6, 12 e em 24 horas. A Figura 12 mostra a
comparagao dos resultados obtidos para as monoterapias e terapias combinadas.

Com isso, nossos resultados indicam que a associagao da terapia fotodinamica
com a cisplatina tem grande potencial para ser utilizada na pratica clinica, uma vez
que leva a eliminagdo de quase a totalidade das células tumorais em uma soé
aplicagado in vitro, empregando baixas doses tanto de cisplatina quanto de
fotossensibilizador e luz e, portanto, com baixo potencial de provocar efeitos adversos
significativos. A TFD, nesse contexto, pode se tornar uma alternativa mais segura a

radioterapia no tratamento do cancer de colo uterino.
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FIGURA 8 — Determinacao do potencial citotoxico sinérgico da cisplatina e seguida da terapia fotodinamica mediada por azul de metileno
e LED 660 nm sobre as linhagens C-33A, HaCaT e SiHa.
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As linhagens foram submetidas ao tratamento com cisplatina por 6 (painel A), 12 (painel B) ou 24 horas (painel C), seguido de terapia fotodinAmica mediada
por azul de metileno (19,5 pM; 5,11 Jicm? ). Os asteriscos indicam onde ha diferenga estatistica. As colunas representam as médias de trés quadruplicatas
independentes (n=12) e as barras representam o desvio-padrao. ANOVA one-way, com pds-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.



FIGURA 9 — Determinacao do potencial citotoxico sinérgico da terapia fotodinamica mediada por azul de metileno seguida de tratamento com
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As linhagens foram submetidas a terapia fotodindmica mediada por azul de metileno (19,5 uM; 5,11 J/cmz) seguida de tratamento com cisplatina por 6 (painel
A), 12 (painel B) ou 24 horas (painel C), Os asteriscos indicam onde ha diferenga estatistica. As colunas representam as médias de trés quadruplicatas
independentes (n=12) e as barras representam o desvio-padrao. ANOVA one-way, com pds-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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FIGURA 10 - Determinacdo do potencial citotéxico sinérgico da cisplatina seguida da terapia fotodinamica mediada por Photogem sobre as
linhagens C-33A, HaCaT e SiHa
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As linhagens foram submetidas ao tratamento com cisplatina por 6 (painel A), 12 (painel B) ou 24 horas (painel C), seguido de terapia fotodinAmica mediada
por Photogem (0,5 puM; 2,76 Jiem? ). Os asteriscos indicam onde ha diferenga estatistica. As colunas representam as médias de trés quadruplicatas
independentes (n=12) e as barras representam o desvio-padrao. ANOVA one-way, com pds-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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FIGURA 11 - Determinacdo do potencial citotéxico sinérgico da terapia fotodinamica mediada por Photogem seguida de tratamento com cisplatina
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As linhagens foram submetidas & terapia fotodinamica mediada por Photogem (0,5 uM; 2,76 J/cm?) seguida de tratamento com cisplatina por 6 (painel A), 12
(painel B) ou 24 horas (painel C), Os asteriscos indicam onde ha diferenga estatistica. As colunas representam as médias de trés quadruplicatas
independentes (n=12) e as barras representam o desvio-padrdao. ANOVA one-way, com pos-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.



FIGURA 12 — Comparagao dos efeitos citotéxicos da Terapia Fotodinamica e cisplatina como
monoterapias e combinadas
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combinada (AMTFD + cisplatina, nas mesmas condi¢ées das monoterapias); B: linhagens tratadas com

PGTFD (0,5 uM; 2,76 J/cm2), cisplatina (1,3 uM por 6 horas) e a terapia combinada (cisplatina + PGTFD,

nas mesmas condicdes das monoterapias). Observa-se a grande reducdo da viabilidade celular
provocada pelas terapias combinadas em relagdo as monoterapias. Os asteriscos indicam onde a
diferenca estatistica entre a terapia combinada e as monoterapias em cada contexto. As colunas
representam as médias de trés quadruplicatas independentes (n=12) e as barras representam o desvio-
padrédo. ANOVA one-way, com pos-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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4.2. Perfil de morte celular

4.2.1. Ensaio de exclusdo de fluorocromos: Hoechst 33342 e iodeto de

propideo

Hoechst 33342 (HO) e iodeto de propideo (IP) sdo ambos fluoréforos que coram
DNA, mas suas propriedades fisico-quimicas distintas permite distinguir células vivas,
células apoptoticas e células necroticas. O Hoechst é um corante supravital permeavel
as células vivas que se intercala na volta menor da dupla fita de DNA, com preferéncia
para sequéncias ricas em A-T; & excitado no ultravioleta (350 nm) e emite fluorescéncia
azul (460 nm) (PORTUGAL e WARING, 1988). Ja o iodeto de propideo se intercala
entre as bases do DNA, com pouca ou nenhuma preferéncia por sequéncias, e &
totalmente impermeavel as células vivas; emite fluorescéncia no vermelho (617 nm) ao
ser excitado por volta de 535 nm (SUZUKI et. al., 1997).

A técnica de coloragao por esses fluoréforos permite distinguir células vivas,
células apoptoticas e células necréticas de maneira simples, avaliando-se a morfologia
e coloracdo do nucleo celular. Células vivas apresentam cromatina relaxada e
aparecem coradas apenas em azul; células apoptéticas exibem cromatina condensada
e/ou fragmentada, além de encolhimento celular, e sdo permeaveis ao IP apenas nas
fases finais do processo de apoptose, quando ja ha desarranjo da membrana
plasmatica, podendo entdo se apresentar coradas apenas em azul ou azul e vermelho.
Células necroticas, por sua vez, apresentam grande inchago celular, bolhas na
membrana plasmatica e sdo totalmente permeaveis ao IP, sendo vistas intensamente
coradas em vermelho. E também empregado um corante citoplasmatico, o diacetato de
fluoresceina (DAF): a fluorescéncia verde do DAF é emitida apenas apds sua hidrdlise
por esterases citoplasmaticas e a célula s6 é capaz de reter o produto fluorescente em
seu citoplasma se a membrana plasmatica estiver integra. Dessa forma, o DAF atua
como um marcador de viabilidade celular e também de integridade de membrana
(SARUYAMA et al, 2013).

A microscopia de fluorescéncia convencional é a forma classica para se avaliar a
morfologia celular utilizando HO e PI. Entretanto, € um ensaio laborioso e demorado,
exigindo que as amostras sejam coradas uma a uma imediatamente antes de serem
levadas ao microscépio, o que restringe o numero de amostras que podem ser
analisadas num mesmo dia. Levando essa desvantagem em consideragcdo, optamos
por padronizar um novo protocolo de coloragao e captura de imagens no equipamento

INCell Analyzer 2000 (GE Healthcare Life Sciences), disponivel como equipamento
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multiusuario no Nucleo de Protebmica em nossa instituicdo. A versao do software de
analise que acompanha este INCell Analyzer ndo dispée do modulo de apoptose, logo,
as imagens foram capturadas pelo equipamento e as células foram contadas e
avaliadas manualmente, constituindo uma técnica semiautomatizada.

Como neste ensaio semiautomatizado as células viaveis permanecem aderidas
a placa, tornam-se mais evidentes as diferengas morfologicas entre células vivas e
células mortas, caracteristica que facilita a analise e contagem das células. Ainda, a
manipulagao celular nesse novo protocolo é praticamente nula, o que diminui a geragao
de artefatos e assegura a determinacé&o de uma taxa de morte celular mais fidedigna.

As células foram tratadas com curcumina 20 yM por 6 horas (indutor de
apoptose), doxorrubicina 60 uyM por 6 horas (indutor de necrose), cisplatina 41,6 yM
por 6 horas, azul de metileno por 20 minutos, LED 660 nm (5,11 J/cm?), AMTFD
(exposicao total de 20 minutos), AMTFD seguida de cisplatina 1,3 yM por 6 horas,
Photogem por duas horas, LED 630 nm (2,76 J/cm?), PGTFD (exposicdo total de 2
horas) e cisplatina 1,3 uM por 6 horas seguida de PGTFD, ou nao foram tratadas.

De acordo com a literatura, a apoptose induzida pela TFD € geralmente rapida,
ocorrendo tdo cedo quanto 1 minuto apés o tratamento (DELLINGER, 1996; LUO,
CHANG; KESSEL, 1996; HE; OLEINICK, 1995; TRAUL; SIEBER, 1994). Sendo assim,
inicialmente foi determinado o tempo ideal para a coloragao das células pds-tratamento
com a terapia fotodindmica. Para isso, as células foram coradas imediatamente, 10
minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas e 3 horas apds o tratamento das linhagens com
AMTFD ou PGTFD. Nos tempos inferiores a 30 minutos foi dificil identificar as células
em processo de morte devido as poucas diferencas morfolégicas apresentadas em
relacido as células vivas. A partir de duas horas em diante a fragmentacgao celular ja era
pronunciada, o que também dificultava a classificagdo morfologica das células. Os
tempos de 30 minutos e uma hora foram os que melhor permitiram a distingao
morfolégica das células em processo de morte das células vivas, com o tempo de uma
hora tendo se revelado ser o ideal para a execugao do protocolo. Dessa forma, as
células foram coradas com os fluoréforos sempre uma hora apés o tratamento com a
TFD.

De maneira similar, os tratamentos com doxorrubicina, curcumina e cisplatina
também foram avaliados quando ao tempo pds-tratamento ideal para coloragdo das
células. Foi observado que 6 horas eram o melhor tempo de tratamento para as trés
substancias, ponto onde foi possivel classificar morfologicamente de maneira precisa o
tipo de morte celular induzido por cada uma delas.
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As figuras 13 e 14 trazem o resultado. Como esperado, doxorrubicina e
curcumina induziram preferencialmente necrose e apoptose, respectivamente, com a
porcentagem de células necréticas ou apoptéticas variando de acordo com a linhagem
celular, tendo a C-33 A como linhagem mais sensivel (Figuras 13A e 14A). Quando as
células foram tratadas apenas com as fontes de luz LED ou com os
fotossensibilizadores no escuro n&do foi observada morte celular significativa em
comparagao com o controle negativo (Figuras 13A e 14A-C).

Como esperado, a TFD mediada por azul de metileno induziu maior
porcentagem de morte celular na linhagem SiHa, em comparac¢ao as linhagens C-33 A
e HaCaT, em concordancia com os resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade
(secdo 4.1.1). Entretanto, ao contrario do descrito na literatura (BLAZQUEZ-CASTRO
et al., 2009; CHEN et al., 2008; TARDIVO et al., 2005), a AMTFD provocou morte
celular predominantemente com morfologia necrética, com cerca de 2/3 das células
mortas identificadas com morfologia tipica de necrose e 1/3 com morfologia tipica de
apoptose precoce (Figura 13C). Essa diferengca encontrada pode ser devida ao tempo
de incubagao com o fotossensibilizador, visto que a maioria dos trabalhos com cultura
de células existentes na literatura emprega protocolos de incubagdo com azul de
metileno por 1 hora (CHEN et al., 2008; LU et al., 2008); a incubagao por 20 minutos
aqui utilizada pode ter sido insuficiente para que o AM atingisse os alvos celulares
necessarios para desencadear a morte celular por apoptose. Dessa forma, se o AM
ficou restrito as proximidades da membrana plasmatica no momento da irradiagao é
possivel que as EROs geradas tenham induzido peroxidagdo dos lipideos de
membrana (KAMAT; DEVASAGAYAM, 1996), o que pode ter culminado na
desestruturacdo da membrana celular e favorecido a morte celular por necrose (RELLO
et al., 2005).

A terapia combinada AMTFD + cisplatina manteve o perfil de morte com
predominio de células tipicamente necrodticas similar a monoterapia AMTFD para as
linhagens SiHa e HaCaT, mas a porcentagem de células mortas foi significativamente
maior tanto em relacdo a AMTFD quanto a cisplatina como monoterapias (Figuras 13C,
14B e 14C). A linhagem C-33 A também apresentou maior porcentagem de células
mortas com a terapia combinada, porém, curiosamente, houve um predominio de
células tipicamente apoptoéticas em relacdo as necroticas, um perfil mais similar a
monoterapia com cisplatina (Figuras 13C e 14A). Esses resultados evidenciam o efeito
sinérgico entre a AMTFD e a cisplatina e corroboram os resultados obtidos nos ensaios
de citotoxicidade. Ainda, os diferentes perfis de tipo de morte celular encontrados entre
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as linhagens com a terapia combinada indicam que a combinagdo dos efeitos
citotéxicos de cada terapia individual € dependente do tipo celular.

Quando as linhagens foram tratadas com PGTFD observou-se também a
presenga de células com morfologia tanto apoptoticas quanto necréticas, porém com
predominio das apoptoticas (Figuras 13C e 14A-C). Diversos estudos tém mostrado
que o Photogem pode induzir ambos os tipos de morte celular, sempre de maneira
dependente do protocolo de incubacdo (HSIEH et al, 2012; DELLINGER 1996). Dessa
forma, os resultados encontrados eram esperados e estdo em acordo com a literatura.
Ao contrario do observado para AMTFD + cisplatina, a terapia combinada cisplatina +
PGTFD néo induziu taxa de morte celular mais significativa quando comparada com a
monoterapia PGTFD, exceto para a linhagem C-33 A, que novamente apresentou
comportamento distinto das demais. Quando comparada a cisplatina como
monoterapia, a terapia combinada foi capaz de induzir maior taxa de morte celular em
todas as linhagens.

De forma geral, as taxas de morte celular encontradas para a terapia
fotodinamica mediada pelo Photogem, tanto em monoterapia quanto combinada a
cisplatina, foram inesperadamente baixas, levando em consideragcao os resultados
obtidos nos ensaios de citotoxicidade. E possivel que a PGTFD provoque danos
celulares que culminem na morte da célula mais tardiamente, o que pode ter gerado
uma baixa estimativa da taxa de morte celular pés-tratamento neste ensaio devido aos
tempos de incubagéo do protocolo empregado.

Na literatura especializada ha grande discussdo a respeito do tipo de morte
celular induzido pela terapia fotodinamica e a resposta imune antitumoral subsequente
desencadeada. E comumente aceito que a morte celular via necrose incita resposta
inflamatoria aguda e, portanto, tem papel imunogénico. Da mesma forma, entendia-se
que ceélulas apoptdoticas eram eliminadas de maneira silenciosa, sem provocar um
ambiente inflamatério ou uma resposta imunolégica (MELCHER et al.,, 1998;
TESNIERE et al., 2008). Entretanto, a ideia de apoptose imunogénica foi levantada por
diversos autores e tem ganhado forga nos ultimos anos (GOLDSZMID et al., 2014;
MROZ et al., 2011; SCHEFFER et al., 2003).

Apesar das ideias conflitantes, ha consenso sobre o fato de que a geracao de
uma resposta inflamatéria aguda intensa apdés a terapia fotodinamica exerga um papel
favoravel na ativagao do sistema imune e, com isso, dé inicio ao estabelecimento de
uma imunidade antitumoral duradoura e com potencial de controlar possiveis
recorréncias do tumor maligno primario e micrometastases (MROZ et al., 2011;
PANZARINI; INGUSCIO; DINI, 2013).
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Nesse sentido, protocolos de tratamento que favorecam a morte das células
tumorais por apoptose e necrose ao mesmo tempo, como os protocolos evidenciados
neste trabalho, tem grande potencial para induzir uma resposta imunoldgica
antitumoral: as células necréticas provocariam a resposta inflamatéria necessaria para
atrair as células de defesa, e as células apoptdticas sendo fagocitadas pelas células
apresentadoras de antigeno profissionais dariam inicio ao desenvolvimento da resposta

imunoldgica especifica antitumor.



FIGURA 13 — Captura de imagens de fluorescéncia utilizando Hoechst 33342, iodeto de propideo e diacetato de fluoresceina no IN Cell Analyzer
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AMTFD +CPT CPT+PGTFD

As linhagens C-33 A, HaCaT e SiHa foram submetidas a coloragdo com Hoechst, iodeto de propideo e diacetato de fluoresceina apds receberem os
diversos tratamentos (CUR [25 uM por 6 horas]; DOX [50 pg/mL por 6 horas]; CPT [41,6 uM por 6 horas]; AM [19,5 uM por 20 minutos]; LED 660 nm [5,11 J/cmz];
PG [0,5 uM por 2 horas]; LED 630 nm [2,76 J/cm?]; AMTFD [19,5 uM AM + 5,11 J/cm? LED 660 nm]; AMTFD + CPT [19,5 uM AM + 5,11 J/cm? LED 660 nm + 0,34
MM CPT por 6 horas]; PGTFD [0,5 uM PG + 2,76 Jicm? LED 630 nm]; CPT + PGTFD [0,34 uM CPT por 6 horas + 0,5 uM PG + 2,76 Jiem? LED 630 nm]). As setas
brancas indicam algumas células apoptéticas e as setas amarelas indicam algumas células necroéticas. Objetiva de 20X.

CN: Controle Negativo; CUR: curcumina; DOX: doxorrubicina; CPT: cisplatina; AM: azul de metileno; AMTFD: terapia fotodindmica mediada por AM; PG:
Photogem; PGTFD: terapia fotodinamica mediada por PG.
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FIGURA 14 — Perfil de morte celular induzida por cada tratamento, de acordo com a linhagem
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As linhagens C-33 A (painel A), HaCaT (painel B) e SiHa (painel C) foram submetidas a coloragao com Hoechst 33342, iodeto de propideo e diacetato de
fluoresceina apos receberem os diversos tratamentos (CUR [25 puM por 6 horas]; DOX [50 pug/mL por 6 horas]; CPT [41,6 uM por 6 horas]; LED 660 nm [5,11
J/cmz]; AM [19,5 uM por 20 minutos]; AMTFD [19,5 uM AM + 5,11 Jicm? LED 660 nm]; AMTFD + CPT [19,5 uM AM + 5,11 Jicm? LED 660 nm + 0,34 MM CPT por 6
horas]; LED 630 nm [2,76 J/cmz]; PG [0,5 uM por 2 horas]; PGTFD [0,5 uM PG + 2,76 Jicm? LED 630 nm]; CPT + PGTFD [0,34 uM CPT por 6 horas + 0,5 uyM PG +
2,76 J/lcm? LED 630 nm]). As colunas representam as médias de trés experimentos independentes e as barras indicam o desvio-padrdo. Os asteriscos indicam
onde ha diferenga estatistica em relagéo ao controle negativo. Teste de Kruskal-Wallis, com pds-teste de Dunn. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

CN: Controle Negativo; CUR: curcumina; DOX: doxorrubicina; CPT: cisplatina; AM: azul de metileno; AMTFD: terapia fotodindmica mediada por AM; PG:
Photogem; PGTFD: terapia fotodindmica mediada por PG.
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4.2.2. Ensaio de atividade de caspase-3

O Comité para Nomenclatura em Morte Celular (NCCD, da sigla em inglés
Nomenclature Committee on Cell Death) recomenda que a apoptose, ou outras
formas de morte celular, seja demonstrada por mais de uma metodologia como uma
forma de eliminar artefatos. Por exemplo, ensaios como o TUNEL e a citometria com
anexina-V podem detectar também necrose, e as caspases podem ser ativadas
durante outros processos celulares que ndao a apoptose (KROEMER et al., 2009).
Sendo assim, recomenda-se que sempre sejam utilizadas ao menos duas
metodologias para a detecgdo de apoptose ou outras formas de morte celular.
(BUCUR et. al., 2012). Para complementar e confirmar os resultados obtidos no
ensaio citomorfolégico de exclusdo de fluorocromos, descrito no item 4.2.1, foi

realizado o ensaio de atividade de caspase-3.

Os membros da familia de cisteina-proteases caspases desempenham um
papel central na coordenagao dos eventos estereotipados que ocorrem durante a
apoptose (WALSH et. al., 2008). As caspases sao ativadas em resposta a diversos
estimulos de morte celular e levam ao “desmonte” da célula através da protedlise de
centenas de alvos celulares (LUTHI; MARTIN, 2007; TIMMER; SALVESEN, 2007).
De acordo com a etapa do processo apoptético em que atuam, as caspases sao
subdivididas em iniciadoras (caspases -8, -9 e -10), que conectam o estimulo de
morte intrinseco ou extrinseco as caspases seguintes na via, chamadas efetoras
(caspases -3, -6 e -7), que vao ativar outros fatores celulares (WALSH et. al., 2008). A
caspase-3, por exemplo, promove a clivagem de PARP1 (poli (ADP-ribose)
polimerase 1) e a fragmentacédo internucleossomal do DNA, uma das marcas
registradas da apoptose (PORTER; JANICKE, 1999).

Embora tenham especificidades diferentes sobre substratos celulares in vivo, in
vitro as caspases -3 e -7 apresentam atividades similares sobre substratos artificiais,
como o Ac-DMQD-AMC (WALSH et. al., 2008). Por essa razao, ensaios bioquimicos
empregando esse substrato podem detectar, na verdade, a combinagdo das
atividades das caspases -3 e -7, € ndo apenas da caspase-3. Porém, estudos
demonstraram que a caspase-3 €, além de mais promiscua que a -7, a principal
caspase efetora da fase de “demolicao” da apoptose (SLEE; ADRIAN; MARTIN,
2001), o que pode ser usado como base para avaliar os resultados descritos a seguir
como sendo, principalmente, a detec¢ao da atividade de caspase-3.

A Figura 15 traz o resultado do ensaio realizado nas mesmas condi¢gdes do

ensaio citomorfolégico descrito anteriormente (item 4.2.1). E possivel observar que,
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apenas com exce¢ao do controle positivo (curcumina 75 yM por 6 horas), nenhum
dos tratamentos induziu ativagdo da caspase-3 detectavel pelo ensaio. No caso de
controle negativo, AM, PG, LED 630 e LED 660 nm esse resultado confirma a n&o
inducdo de morte celular ja comprovada; da mesma forma, a doxorrubucina nao
induziu ativacdo de caspases como era esperado, uma vez que induz morte necrotica
(independente de caspase). A cisplatina em monoterapia, embora sabidamente
provoque morte por apoptose, tem pouco efeito citotoxico sobre essas linhagens e,
portanto, as poucas células apoptoticas dentro do conjunto ndo produziram sinal
suficiente para ser detectado.

Os tratamentos de terapia fotodindmica, tanto em monoterapia quanto
combinados a cisplatina, ndao apresentaram ativagao de caspase-3 detectavel por
essa técnica. Esse resultado indica que a morte celular provocada pela TFD nessas
condicdes € independente de caspases, 0 que concorda com estudos anteriores que
associaram a morte celular independente de caspases (MCIC) a suprarregulagao de
espécies reativas de oxigénio (TAIT; GREEN, 2008; KIM; LEE, 2004; LIN et al.,
2003), as espécies responsaveis pelo mecanismo de agao da TFD.

A MCIC é definida por alguns autores como a morte celular que se segue
quando um estimulo que normalmente induziria apoptose falha em ativar a cascata
de caspases (BRO; KRUYT; GIACCONE, 2005). Embora eventos tipicos da agéo de
caspases nao estejam presentes, como a externalizagao de fosfatidilserina (esta pode
ou nao estar presente) e a fragmentagao nuclear, outras caracteristicas da MCIC se
assemelham a apoptose, como a permeabilizacdo da membrana externa da
mitocdndria, a perda da capacidade proliferativa da célula e a condensagao nuclear
(BRO; KRUYT; GIACCONE, 2005; EKERT et al., 2004). Entretanto, as células
sofrendo MCIC podem apresentar uma ampla variedade de caracteristicas,
dependentes principalmente do estimulo inicial e do tipo celular (BRO; KRUYT;
GIACCONE, 2005). Na Figura 13C da sessao anterior, os protocolos de tratamento
envolvendo AMTFD resultaram em morte celular com morfologia similar a necrose,
enquanto aqueles envolvendo a PGTFD resultaram em morfologia mais similar a
apoptose, o que demonstra que o estimulo inicial parece ser mais importante que o
tipo celular para determinar as caracteristicas do processo de morte que a célula
sofrera.

O conceito de morte celular independente de caspases € ainda novo e,
portanto, existem poucos estudos esclarecedores a esse respeito. Ndo se sabe qual a
resposta do tecido frente a essas células, como sao removidas do tecido e nem qual
o papel da MCIC no desenvolvimento da imunidade antitumoral (BRO; KRUYT;
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GIACCONE, 2005; TAIT; GREEN, 2008). Porém, por apresentar caracteristicas
mistas de apoptose e necrose, € possivel que a MCIC tenha um papel importante no
desenvolvimento da imunidade antitumoral. De fato, foi observado que algumas
linhagens celulares que morrem de maneira independente de caspases sao
altamente imunogénicas (LARMONIER et al., 2002), porém mais estudos precisam
ser realizados para determinar se esse tipo de morte celular, observado para os
tratamentos com TFD neste trabalho, seria a chave para que o organismo pudesse

estabelecer uma resposta imunoldgica antitumor efetiva e duradoura.
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Figura 15 — Avaliacdo da atividade de caspase-3
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As linhagens C-33 A, HaCaT e SiHa tiveram a atividade de caspase-3 determinada apos
receberem os diversos tratamentos (CUR [75 uM por 6 horas]; DOX [50 ug/mL por 6 horas]; CPT [41,6
UM por 6 horas]; LED 660 nm [5,11 J/cm?]; AM [19,5 uM por 20 minutos]; AMTFD [19,5 M AM + 5,11
Jicm? LED 660 nm]; AMTFD + CPT [19,5 uM AM + 5,11 J/cm?® LED 660 nm + 0,34 pM CPT por 6
horas]; LED 630 nm [2,76 J/lcm?]; PG [0,5 uM por 2 horas]; PGTFD [0,5 uM PG + 2,76 J/cm? LED 630
nm]; CPT + PGTFD [0,34 yM CPT por 6 horas + 0,5 yM PG + 2,76 Jicm? LED 630 nm]). A: As colunas
representam as médias de trés experimentos independentes e as barras indicam o desvio-padrdo. Os
valores negativos (vide tabela em B) foram considerados zero para a confecgéo do grafico.

CN: Controle Negativo; CUR: curcumina; DOX: doxorrubicina; CPT: cisplatina; AM: azul de
metileno; AMTFD: terapia fotodindamica mediada por AM; PG: Photogem; PGTFD: terapia fotodinamica
mediada por PG.
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4.3. Genotoxicidade

4.3.1. Citometria de fluxo com anti-yH2AX

A eletroforese alcalina de célula unica em gel (Single-Cell Gel Electrophoresis),
também conhecida por Ensaio do Cometa, tem sido a metodologia classica para a
deteccdo de quebras na fita de DNA desde seu estabelecimento por Singh e
colaboradores em 1988 (SINGH et al, 1988). Entretanto, essa técnica é trabalhosa,
pouco sensivel e demorada. Por essa razdo, metodologias alternativas tém sido
estabelecidas, entre elas a imunohistoquimica e a citometria de fluxo utilizando
anticorpos anti-yH2AX (HUANG & DARZYNKIEWICZ, 2006; WATTERS et al, 2009),
sendo a ultima a técnica escolhida para este trabalho por sua maior sensibilidade,
rapidez e confiabilidade estatistica.

A Figura 16 traz os resultados obtidos para este ensaio para as linhagens C-33
A, HaCaT e SiHa. A intensidade média de fluorescéncia é diretamente proporcional a
frequéncia de quebras duplas no DNA induzidas pelos tratamentos (HUANG &
DARZYNKIEWICZ, 2006; WATTERS et al, 2009). As células tratadas com as fontes
de luz, os fotossensibilizadores e a cisplatina ndo sofreram danos significativos ao
DNA nas concentragdes empregadas, em comparagao ao controle negativo.

Por outro lado, é possivel observar nos paineis A, B e C da Figura 16 que, em
todas as linhagens celulares, a terapia fotodinamica mediada pelo azul de metileno
(AMTFD) induziu quebras duplas no DNA de maneira pronunciada, ao contrario da
terapia fotodinamica mediada pelo Photogem (PGTFD), a qual resultou em niveis de
dano similares ao controle negativo. Da mesma forma, a terapia combinada AMTFD +
cisplatina gerou maior numero de quebras duplas no DNA que a terapia combinada
cisplatina + PGTFD, tendo esta mantido seu indice de dano similar a monoterapia
PGTFD e, consequentemente, ao controle negativo.

Muitos estudos tém avaliado o potencial genotdxico e mutagénico da terapia
fotodindmica, empregando uma variedade de fotossensibilizadores, fontes de luz e
tipos celulares. A inducdo de danos ao DNA pela TFD foi identificada em todos os
trabalhos da literatura, sendo o oxigénio singleto a espécie reativa diretamente
relacionada as alteragdes observadas da molécula de acido nucleico. O tipo e
extensao do dano ao DNA variam de acordo com o FS utilizado e sua concentragao,
dose de luz e linhagem celular (DAVIES et al., 2007; EPE; PFLAUM; BOITEUX, 1993;
MCBRIDE et al., 1992; WOODS et al., 2004).

Além das quebras de fita dupla ou fita simples, a TFD pode induzir cross-
linking de DNA, troca de cromatides-irmas e oxidagdo das bases do DNA,
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particularmente nos residuos de guanina; diversos estudos apontam a formagéo do
residuo de 8-hidroxideoxiguanosina apés a TFD mediada por azul de metileno
(DAVIES et al., 2007; EPE; PFLAUM; BOITEUX, 1993; MCNAIR et al., 1997;
WOODS et al., 2004).

Os resultados obtidos neste ensaio corroboram com os estudos anteriores
citados, especialmente com relagdo a AMTFD. A grande extensao de danos ao DNA
provocada por essa terapia foi acompanhada por um perfil de morte celular
predominantemente necrético, tanto na monoterapia quando na terapia combinada.
Estudos anteriores demonstraram que danos extensos ao DNA provocados por
estresse oxidativo levam a morte celular por necrose: apds os danos genémicos ha a
ativacdo de PARP-1 (poli-(ADP-ribose) polimerase-)1, que catalisa a hidrolise de
NAD+, depletando-o do contexto celular e provocando falha energética. Esse
processo resulta em morte celular independente de caspases, que apresenta
caracteristicas de morte necroética (CIPRIANI et al, 2005; SHEN et al, 2004; ALANO
et al, 2004; BURKART et al, 1999; ELIASSON et al, 1997; COSI et al, 1994).

Para estabelecer o potencial mutagénico das terapias aqui avaliadas, os
tratamentos que provocaram dano ao DNA no ensaio de genotoxicidade foram
avaliados quando a sua capacidade de induzir mutagdes, o que foi feito através do
ensaio de formagcao de micronucleos, uma técnica classica e amplamente utilizada

para a deteccao de quebras ou perdas cromossomais, descrito a seguir.
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FIGURA 16 — Avaliagao da fosforilagdo de H2AX via citometria de fluxo*
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As linhagens C-33 A (painel A), HaCaT (painel B) e SiHa foram submetidas a citometria de fluxo com anticorpo monoclonal anti-yH2AX apos
receberem os diversos tratamentos (CPT [41,6 uM por 6 horas]; LED 660 nm [5,11 J/cmz]; AM [19,5 uM por 20 minutos]; AMTFD [19,5 uM AM + 5,11 Jiem?
LED 660 nm]; AMTFD + CPT [19,5 uM AM + 5,11 Jicm? LED 660 nm + 0,34 MM CPT por 6 horas]; LED 630 nm [2,76 J/cm2]; PG [0,5 uM por 2 horas]; PGTFD
[0,5 uM PG + 2,76 Jicm? LED 630 nm]; CPT + PGTFD [0,34 uM CPT por 6 horas + 0,5 uyM PG + 2,76 Jiem? LED 630 nm]). As colunas representam as médias
de trés experimentos independentes e as barras indicam o desvio-padrado; os asteriscos indicam onde ha diferenga estatistica em relacdo ao controle
negativo. Teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Sec: fluorescéncia basal do anticorpo secundario conjugado com AlexaFluor®488; CN: Controle Negativo; CPT: cisplatina; AM: azul de metileno;
AMTFD: terapia fotodindmica mediada por AM; PG: Photogem; PGTFD: terapia fotodinamica mediada por PG.

*Analise realizada na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP.
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4.3.2. Micronucleo

O ensaio do micronucleo in vitro € um teste de genotoxicidade para a detecgéo
de micronucleos (MN) no citoplasma de células em intérfase. MN podem se originar
de fragmentos cromossomais acéntricos (com o centrbmero ausente) ou
cromossomos inteiros incapazes de migrar para os polos durante o estagio de
anafase da divisédo celular. O ensaio detecta a atividade de substancias clastogénicas
(indutoras de quebras cromossémicas) e aneugénicas (indutoras de aneuploidia) em
células que passaram por divisao celular durante ou apds a exposicdo a substancia
teste. Dessa forma, os micronucleos representam danos que foram transmitidos para
as células filhas (OCDE, 2010).

Neste ensaio foram considerados apenas os tratamentos que induziram
quebras na dupla fita de DNA detectadas pela citometria de fluxo com anti-yH2AX
(secéo 4.3.1), ou seja, AMTFD e AMTFD combinada a cisplatina. Entretanto, a
analise de MN nas linhagens apds esses tratamentos ndo pdde ser realizada: dado
que os MN sao danos transmitidos a progénie, é necessario que as células tratadas
tenham sua capacidade de divisdo celular preservada apds o tratamento. Porém,
como pode ser observado na Figura 17, ndo foram encontradas células binucleadas
apoés o tratamento com AMTFD e AMTFD + cisplatina, ao contrario do controle
negativo.

Para confirmar que este resultado era realmente resultado da perda de
capacidade de divisdo das células, e ndo um erro experimental, foi realizado o ensaio
de sobrevivéncia clonogénica, visto na Figura 18. Através dele ficou confirmado que
as células perderam sua capacidade de divisao celular normal (Figura 18A), dado que
as poucas células sobreviventes ao tratamento ou nao conseguiram se dividir mesmo
apos quase 10 dias de incubacéao (Figura 18B).

Diante disso, embora os tratamentos AMTFD e AMTFD + cisplatina induzam
grande quantidade de danos ao DNA, as poucas células que sobrevivem ao
tratamento ndo conseguem propagar a possivel mutagdo que adquiriram por
perderem sua capacidade clonogénica. Sendo assim, a terapia fotodindmica mediada
pelo azul de metileno como monoterapia ou combinada a cisplatina apresenta baixo
potencial mutagénico, o que favorece seu uso seguro na pratica clinica do tratamento

do cancer de colo uterino.



63

FIGURA 17 — Ensaio do microntcleo

AMTFD AMTFD+CPT

C-33A
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Imagens representativas do ensaio de micronucleo. As setas amarelas indicam algumas células
binucleadas. Imagens capturadas no IN Cell Analyzer 2000 com a objetiva de 20X.

CN: controle negativo; AMTFD: terapia fotodindmica mediada por azul de metileno (19,5 uyM + 5,11
J/cmz); AMTFD + CPT: AMTFD seguida de tratamento com cisplatina por 6h (1,3 uM).
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FIGURA 18 — Sobrevivéncia clonogénica
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A: Fracado de sobrevida das linhagens tratadas ou ndo no ensaio de sobrevivéncia clonogénica. As colunas
representam o numero meédio de colbnias com >50 células encontrado em cada condicdo em trés
experimentos independentes; as barras indicam o desvio-padrdo. Os asteriscos indicam onde ha diferenca
estatistica em relagdo ao controle negativo. Teste de Kruskal-Wallis com poés-teste de Dunn (*p<0,05,
**p<0,01, **p<0,001). B: Imagens representativas das colénias formadas pelas linhagens em cada
condicao de tratamento. Coloragdo com cristal violeta; objetiva de 10X (Microscopio Olympus CKX31)

CN: controle negativo; AMTFD: terapia fotodinamica mediada por azul de metileno (19,5 uM + 5,11 Jicm?);
AMTFD + CPT: AMTFD seguida de tratamento com cisplatina por 6h (1,3 uM).
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4.4. Terapia fotodinadmica em presencga de bactérias

A microbiota do trato genital inferior feminino € complexa e dinamica e sua
regulagdo ainda n&do é completamente compreendida. Os estudos da microbiota
bacteriana normal dessa regido sao primariamente limitados a caracterizagdo dos
tipos bacterianos presente em mulheres sem doenca identificavel, de forma
qualitativa apenas (LARSEN; MONIF, 2001). A tabela 1 traz as principais bactérias

isoladas do trato genital feminino inferior.

Tabela 1 — Espécies bacterianas isoladas do trato genital feminino inferior

ISOLADO AEROBIO ISOLADO ANAEROBIO
Bacilos Gram-positivos Bacilos Gram-positivos
Diphtheroids Espécies de Bifidobacterium
Lactobacilli Espécies de Clostridium
Espécies de Lactobacillus
Cocos Gram-positivos Espécies de Proprionibacterium
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis Cocos Gram-positivos
Espécies de Streptococcus Espécies de Gaffkya
Espécies de Peptococcus
Bacilos Gram-negativos Espécies de Peptostreptococcus
Escherichia coli
Espécies de Klebsiella e Enterobacter Cocos Gram-negativos
Espécies de Proteus Espécies de Veillonella

Espécies de Pseudomonas
Bacilos Gram-negativos
Espécies de Bacteroides
Espécies de Fusobacterium
Espécies de Eubacterium
Fonte: LARSEN, B.; MONIF, G.R.G. Understanding the Bacterial Flora of the Female
Genital Tract. Clinical Infectious Diseases, v.32; p.69-77, 2001.

A microbiota cervical tem papel importante na prote¢cao contra infec¢des por
microrganismos patogénicos e qualquer desequilibrio em sua homeostase pode
favorecer a instalacéo e o desenvolvimento de patdgenos, incluindo o HPV (MARTIN
et al., 2008; NOGUERES, 2010). O HPV, por sua vez, € um virus que uma vez
instalado nas células do epitélio cervical provoca um desequilibrio na microbiota local
e favorece o surgimento de outras infecgdes por microrganismos oportunistas da
propria microbiota ou patégenos externos (NOGUERES, 2010).

Nesse sentido, cabe considerar que o carcinoma de colo uterino possa estar
associado a uma infecgao bacteriana, seja por bactérias da propria microbiota ou
bactérias exdgenas ao cérvice uterino. Considerando o calculo da dose adequada

para a aplicagao clinica, é importante considerar a presenca das bactérias no mesmo
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microambiente das células tumorais, dado que a Terapia Fotodinamica também tem
efeito sobre microrganismos e sua seletividade pode ser alterada dependendo da
condicao clinica e do protocolo de tratamento.

A figura 19 traz o resultado da TFD aplicada as linhagens celulares na
auséncia e presenca de quatro cepas bacterianas normalmente encontradas na
microbiota cervical. Embora a analise estatistica ndo tenha encontrado diferenca
entre os grupos, quando tratadas com AMTFD (Figura 17A) na presenga das cepas,
as linhagens tiveram uma aparente maior sobrevivéncia em relacdo ao mesmo
tratamento na auséncia das bactérias, exceto a linhagem HaCaT na presenga de
Staphylococcus aureus. Quando foram tratadas com PGTFD (Figura 17B), por outro
lado, ndo houve diferenga significativa na sobrevivéncia na presencga e auséncia das
cepas bacterianas. Essa diferenga de resultados pode ser explicada pela seletividade
dos fotossensibilizadores por células de mamifero ou por células bacterianas.

A seletividade antimicrobiana da terapia fotodindmica para células
bacterianas em relagao as células hospedeiras de mamifero € dependente de alguns
fatores que incluem o tempo de incubacdo, que para redugao bacteriana deve ser
curto, fornecimento de determinadas doses de luz local e imediatamente na éarea
infectada, além da dependéncia do tipo de fotossensibilizador utilizado. No caso dos
FS derivados de fenotiazinicos, como o azul de metileno, a interagcdo deste FS
catibnico com cargas negativas das células bacterianas € um processo rapido
(ligacao eletrostatica) e completa-se dentro de alguns minutos. Ao contrario, a taxa
de absorgéo de compostos catibnicos em células de mamiferos ocorre pelo processo
de endocitose e por adsorgao (ligagao especifica ao receptor celular) e € um processo
relativamente lento (varias horas) (SOUKOS et al., 1996;. ZEINA et al., 2002; ZEINA
et al., 2001; GEORGE; KISHEN, 2007). Por outro lado, derivados de
hematoporfirinas, como o Photogem, possuem alta afinidade de acumulagdo em
tecidos em proliferacdo, como em tumores. Assim, de acordo com o
fotossensibilizador empregado, a dose de luz escolhida e o tempo de incubagao
poderemos ter como alvo a redugao bacteriana ou danos em tecidos/células de
mamiferos (TANAKA et al., 2011; XU et al., 2009).

Com isso, constando-se presencga de infecgdo bacteriana concomitante ao
carcinoma faz-se necessaria a adequacao da dose de TFD a ser aplicada, levando
em consideragcao o FS escolhido para o tratamento, para que a eficiéncia da terapia

nao seja comprometida.
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FIGURA 19 — Tratamento das linhagens celulares com TFD em presenga de cepas bacterianas

A azul de metileno
1204

100
804
604

40

20

% células viaveis (em relagdo ao controle)

o

C33-A HaCaT SiHa
B Photogem

1201
@
e - —
§ 100- -
o — —_— —
° . ] —
©
xg 80- 1 _ — ]
E; —
o
£ 604
9
2
o
> 404
©
>
[72]
o
3 204
‘O
o
2

i C33A HaCaT SiHa

3 AMTFD

[ AMTFD em presenca
de E. coli

[J AMTFD em presenca
de P. mirabilis

[J AMTFD em presenca
de S. aureus

J AMTFD em presenca
de S. agalactiae

PGTFD

PGTFD em presenca
de E. coli

PGTFD em presenga
de P. mirabilis
PGTFD em presenca
de S. aureus
PGTFD em presencga
de S. agalactiae

0o00~00¢0

As células foram tratadas com AMTFD (A) ou PGTFD (B) na auséncia ou presencas de cepas
bacterianas aderidas e tiveram sua viabilidade celular determinada pelo método de redugcdo do MTT
imediatamente apds os tratamentos. As cepas incubadas com o sal MTT foram utilizadas como

controle do ensaio. A analise estatistica (teste de Kruskal-Wallis) nao

revelou diferengas

estatisticamente significativas entre os grupos (p>0,05). As colunas representam os resultados de um

de trés experimentos independentes.
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5. Conclusoes

A terapia combinada resultou em maior efeito citotdxico independentemente
do protocolo empregado; porém, a sequéncia de administragdo das monoterapias
quando de sua combinagao foi importante. Em suma, este estudo sugere que baixas
doses de quimioterapicos e fotossensibilizadores podem ser aplicadas sem a redugao
da efetividade do tratamento e, ao mesmo tempo, minimizando a probabilidade de
ocorréncia de efeitos adversos.

Ponto a ponto temos que:
- A Terapia Fotodinamica (TFD), tanto com azul de metileno quanto com Photogem,
teve efeito citotdxico significativo em todas as linhagens avaliadas;
- A TFD mediada por azul de metileno (AMTFD) foi mais seletiva para a linhagem
SiHa;
- A cisplatina como monoterapia ndo induziu citotoxicidade significativa sobre as
linhagens avaliadas, exceto na maior concentragéo testada;
- A terapia combinada cisplatina + TFD resultou em efeito citotoxico muito mais
pronunciado em comparagao as monoterapias, independente do protocolo de
tratamento;
- A sequéncia de tratamento na terapia combinada é importante e varia de acordo
com o fotossensibilizador empregado na TFD: a AMTFD atuou como sensibilizador
das células a acdo da cisplatina; mas a cisplatina atuou como sensibilizador das
células para a agao da TFD mediada por Photogem (PGTFD);
- A AMTFD, no protocolo empregado, induz morte celular preferencialmente por
necrose;
- A PGTFD, no protocolo empregado, induz morte celular com morfologia
preferencialmente apoptética, porém com baixa taxa de morte;
- Nenhum dos tratamentos induziu ativagao da caspase-3, nas condi¢gdes estudadas;
- Tanto em monoterapia quanto em terapia combinada com a cisplatina a AMTFD
induz quebras na fita dupla de DNA,;
- Tanto em monoterapia quanto em terapia combinada com a cisplatina a PGTFD nao
induz quebras na fita dupla de DNA.
- A AMTFD nao é capaz de induzir a formagao de micronucleos e inibe a capacidade
de proliferacao celular das células que sobrevivem ao tratamento, tendo, portanto,
baixo potencial mutagénico, apesar da genotoxicidade.
- A presencga de bactérias no mesmo microambiente das células tumorais pode afetar
a eficacia da TFD dependendo da espécie bacteriana e do fotossensibilizador.
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Cervical cancer is a neoplasia primarily caused by Human papillomavirus (HPV) infection. Current treat-
ment modalities involve cisplatin, a potent chemotherapeutic agent with severe adverse effects. Photo-
dynamic therapy (PDT) is a promising modality for the treatment of cancer and infections, which has
been associated with innovative therapeutic approaches, especially for the treatment of neoplasias. This
study aimed to investigate the anticancer potential of PDT mediated by methylene blue (MB) or Photo-
gem (PG) individually and combined with cisplatin in vitro. SiHa, C-33 A and HaCaT cells were incubated

{fﬁ{) ‘;‘;odrd; mic thera with MB, PG and|/or cisplatin and received no further treatment or were irradiated with a 630 or a 660 nm
Cisplati); by LED light source at energy densities varying according to the photosensitizer (PS). The MTT assay was

employed to assess cell viability. Both PS were effective in reducing cell viability with the cytotoxicity
being dependent on the light dose. When compared to PDT groups, cisplatin was less effective. The cell
viability of the combined therapy groups was significantly lower compared to monotherapies. The
sequence of treatments (PDT + cisplatin/cisplatin + PDT) was important and had different results when
varying the PS, but combination therapy resulted in an enhanced anticancer effect regardless of treat-

Cervical cancer
Combined therapy

ment protocol.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Cervical cancer is the third most common cancer among women
worldwide with 530,232 new cases diagnosed and 275,008 deaths
occurring annually, according to 2008 data [1]. HPV infection is
considered the causal factor of cervical cancer with viral DNA being
detected in 99.7% of cases [2]. The best way to prevent HPV infec-
tion is through vaccination, and two vaccines have been commer-
cially available since 2006 [3]. The persistent viral infection leads
to intraepithelial transformations of an insidious and progressive
nature that culminates in a carcinoma if left untreated [4]. Lesions
can be easily treated and completely cured if identified at an early
stage [3]. If the lesions are not identified at an early stage, the
treatment protocol is dependent on the tumor stage and is usually
based on the association of at least two treatment modalities, such
as chemotherapy/surgery or chemotherapy/radiotherapy [5,6].

Almost all protocols for cervical cancer treatment are cisplatin-
based either as a single drug regimen or associated with radiation
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or other antineoplastics [5]. Cisplatin forms DNA adducts resulting
in the inhibition of DNA replication, thus activating apoptosis. Cis-
platin’s mechanism of action makes it a potent chemotherapeutic
agent, but the associated adverse effects, such as nephrotoxicity
and ototoxicity, as well as the resistance shown by several tumors
limit its clinical use; therefore, cisplatin is combined with other
therapies to achieve a desirable clinical outcome [7,8].

Photodynamic therapy (PDT) is a treatment modality capable of
eliminating fast-proliferating cells that involves the administration
of an individually non-toxic photosensitizer (PS) and its activation
by light of a specific wavelength in the presence of oxygen, thus
leading to cell and tissue toxicity via oxidative damage [9,10].
PDT has been successfully employed in cancer treatment, and it
has several advantages, such as few adverse effects, minimal inva-
siveness and double selectivity [11].

Combining PDT and cisplatin can sum the advantages of each
individual treatment, improve cervical cancer treatment and
reduce cisplatin toxicity [12,13]. Therefore, the aim of this study
was to evaluate the effect of PDT and cisplatin individually and
in combination on cervical carcinoma cells infected and non-
infected with HPV16 in vitro.
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2. Materials and methods
2.1. Cell cultures

The cell lines used in this study were SiHa (cervical carcinoma
infected with HPV16; ATCC® HTB35™), C-33 A (cervical carcinoma
not infected with HPV; ATCC® HTB31™), and HaCaT (spontane-
ously immortalized human keratinocytes). All cell lines were
grown in a 1:1 mixture of Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM, Sigma Co., St. Louis, USA) and Ham’s Nutrient Mixture
F10 (Sigma Co., St. Louis, USA) supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS; Cultlab, Campinas, Brazil), 1X antibiotic/antimycotic
solution (100 U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin, 0.25 pg/
mL amphotericin B; Sigma Co., St. Louis, USA) and 0.1 mg/mL kana-
mycin (Sigma Co., St. Louis, USA), which is referred to as complete
medium hereafter. Cells were kept in 5% CO, atmosphere, 95% rel-
ative humidity and a constant temperature of 37 °C.

2.2. Photosensitizers and cisplatin

Photogem (Photogem LLC. Co., Moscow, Russia; Fig. 1A) was
dissolved in PBS at a concentration of 5 mg/mL and was stored at
—20 °C. Methylene blue (Sigma Co., St. Louis, USA; Fig. 1B) was dis-
solved in PBS at a concentration of 10 mg/mL and stored at —20 °C.
Both PSs were diluted to working concentrations in complete med-
ium prior to use.

Cisplatin was obtained as a 0.5 mg/mL solution (Tecnoplatin,
Zodiac Produtos Farmaceuticos S/A, Brazil) and stored protected
from light at room temperature, and it was diluted to working con-
centrations in complete medium prior to use.
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Fig. 1. Absorption spectra of Photogem (A) and methylene blue (B), obtained from
diluted water solutions using a Lambda 1050 UV/Vis/NIR spectrophotometer

(PerkinElmer, USA) at the Chemical Institute-UNESP Araraquara.

2.3. Light source

Both light sources (630 and 660 nm) consisted of a compact LED
array-based illumination system with a homogeneous illumination
area and a cooling device, composed of 48 LEDs with variable
intensities (IrradLED® - biopdi, Sao Carlos, SP, Brazil). The distance
between the LED and the plate allowed an even distribution of
light on each well. The power density of the incident radiation
was measured using a power meter (Coherent®, Santa Clara, CA,
USA).

2.4. Photodynamic and cisplatin treatment

All three cell lines were seeded into 96-well plates (1 x 10° -
cells/mL) and incubated overnight. In the cisplatin-only group, 8
different cisplatin concentrations were used (from 1.3 to
166 uM). The medium was changed after 6, 12 or 24 h, and cell via-
bility was determined using the MTT assay after an additional 24 h
as previously described [14].

Treatment groups are summarized in Table 1.

For the Photogem-photodynamic therapy (PG-PDT) group, the
cells were untreated or exposed to 630 nm LEDs at 1.39 or 2.76 ]/
cm? after a 2 h incubation with different PG concentrations (from
0 to 8.5 uM; twofold dilutions). In the methylene blue-photody-
namic therapy (MB-PDT) group, the cells were untreated or
exposed to 660 nm LEDs at 1.29, 2.56, 5.11 or 12.9 J/cm? after a
20 min incubation with different MB concentrations (from 0 to
156.4 uM; twofold dilutions). After each PDT treatment, fresh
media was added to the wells. The MTT assay was performed
24 h later.

In the combination group, cisplatin concentrations (from 1.3 to
41.6 uM) were administered 6, 12 or 24 h before or after MB-PDT
or PG-PDT. The MTT assay was performed 24 h after each
treatment.

For all MTT assays, 100 pL of MTT solution (0.5 mg/mL; in com-
plete medium without serum) was added to each well and incu-
bated for 3 h. The solution was then replaced by 100 uL of
acidified isopropanol (4% HCl), and the absorbance was measured
at 570 nm (BioTek Powerwave X, BioTek Instruments, Inc., Winoo-
ski, VT, USA). The percentage of cell viability was calculated by
dividing the mean absorbance in each treatment group by the
mean absorbance in the control group. The assay was performed
as three independent quadruplicates.

2.5. Statistical analysis

Data were expressed as the mean plus standard deviation (SD)
and were analyzed by one-way ANOVA with Tukey’s post hoc test
using GraphPad Prism® Version 5.01 software (GraphPad Software
Inc., La Jolla, CA, USA). Differences were considered to be signifi-
cant when p < 0.05. The acceptable coefficient of variation was less
than or equal to 25%.

Table 1
Treatment groups for photodynamic therapy and cisplatin monotherapies and
combination therapies.

Groups (PS) (Cisplatin) Light dose
Methylene blue (MB) 0.0-1564uM 0 0
Photogem (PG) 0.0-8.5 uM 0 0

MB-PDT 0.0-782pM 0 1.29-12.9 J/cm?
PG-PDT 0.0-8.5 uM 0 1.39 and 2.76 J/cm?
Cisplatin 0 0.0-166 uM 0

Cisplatin + MB-PDT 19.5 uM 1.3-41.6 uM  5.11 Jjcm?
Cisplatin + PG-PDT 0.5 uM 1.3-41.6 uM  2.76 J/cm?

PS: photosensitizer; MB-PDT: methylene blue-mediated photodynamic therapy;
PG-PDT: Photogem-mediated photodynamic therapy.
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3. Results
3.1. PDT

To select the best conditions to test MB-PDT and PG-PDT, we
tested a variety of incubation times, MB and PG concentrations
and light doses, based on pertinent literature [15-18; data not
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shown]. The best incubation times were 20 min for MB and 2 h
for PG. Light doses of up to 60 J/cm? were evaluated; massive cell
death occurred above 12.9 J/cm? for MB-PDT and 2.76 J/cm? for
PG-PDT, leading us to establish 12.9 J/cm? and 2.76 J/cm? as the
maximum light dose for each therapy. Similarly, MB concentra-
tions greater than 156.4 UM and PG concentrations greater than
8.5 UM also resulted in marked decrease in cell viability. Therefore,
the protocol conditions were chosen so that a reasonable percent-
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Fig. 3. Cytotoxic effect of methylene blue-mediated photodynamic therapy on C-33 A, HaCaT and SiHa cells. Lower light doses (1.29 J/cm? - panel A; 2.56 J/cm? - panel B) did
not result in significant cellular toxicity, but higher light doses (5.11 J/cm? - panel C; 12.9 J/cm? - panel D) caused the SiHa cells to be significantly more sensitive to MB-PDT
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age of cells survived, allowing us to compare the effects of photo-
dynamic therapy with different PSs and cell lines.

All three cell lines were exposed to a high light dose (12.9 J/cm?
for LED 660 nm; and 13.8 J/cm? for LED 630 nm) to determine the
potential cytotoxic effect caused by light alone. Figs. 2A and 4A
show that both light sources had no significant toxic effect on
the three cell lines.

The dark toxicity test was also performed by treating cells with
MB or PG in the absence of light as shown in Figs. 2B and 4B.
Excluding a MB concentration of 156.4 uM (this concentration
was not used in further experiments), no other concentration
showed dark toxicity.

Fig. 3A-D display the behavior of cell lines when treated with
MB-mediated PDT with the 660 nm LED source (MB-PDT) at
1.29]/cm? (panel A), 2.56 J/cm? (panel B), 5.11]/cm? (panel C)
and 12.9 J/cm? (panel D). As the light dose increased during PDT,
the phototoxic effect was increased, and the SiHa cells were more
sensitive as compared to the other two cell lines (panels C and D).
To further investigate this trend, the IC50 (50% inhibitory concen-
tration) of MB-PDT on SiHa cells was estimated to be at 5.11 J/cm?
using the MB concentration range from 9.8 to 39.1 uM. The IC50
for HaCaT cells was 12.9 J/cm? and 78.2 uM MB. C-33 A was the
only cell line for which the IC50 for MB-PDT could not be deter-
mined in the conditions tested; this finding suggests a resistance
of this cell line to MB-mediated PDT as compared to the results
obtained for the SiHa and HaCaT cell lines.
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For the following assays, we selected a MB dose of 19.5 M and
light dose of 5.11 J/cm?, which was the condition in which the dif-
ferences in the response to MB-PDT of the three cell lines were
more evident.

Comparing to the data obtained for MB-PDT, the trend of higher
sensitivity of the SiHa cells was not observed when PDT was med-
iated by Photogem and a 630 nm LED light source (PG-PDT) as
shown in Fig. 4C and D, but light dose dependency on the photo-
toxic effect was observed. PG-PDT resulted in higher cytotoxicity
than MB-PDT. The most sensitive cell line was C-33 A (2.76]/
cm?) at higher concentrations of PG, while SiHa and HaCaT pre-
sented similar results. The IC50 for all three cell lines was close
to 0.5 uM PG and 2.76 J/cm?, and this condition was selected for
further assays.

3.2. Cisplatin

The conventional treatment of cervical cancer involves the com-
bination of chemotherapies and radiotherapies with cisplatin as
the main antineoplastic drug [5]. The three cell lines were treated
with cisplatin at 8 different concentrations and 3 different incuba-
tion times to evaluate their susceptibility to this drug (Fig. 5).

Due to the low stability of cisplatin at pH levels less than 5.5
(culture media has pH 7.4), we tested 6, 12 and 24 h treatment pro-
tocols (Fig. 5A-C, respectively). Except for the 166 uM concentra-
tion where a statistically significant difference among the
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Fig. 4. Cytotoxic effect of LED 630 nm source treatment, Photogem treatment and photodynamic therapy mediated by Photogem on C-33 A, HaCaT and SiHa cells. The 630 nm
LED light source did not have toxic effects on cell lines (panel A). PG showed no dark toxicity (panel B). PG-PDT induced significant cellular toxicity at 0.4 pM regardless of the
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average percentages of cellular viability of HaCaT and SiHa cells in
all three incubation times was observed, no significant difference
among the treatment protocols was found. This result indicated
that even if the stability of cisplatin at pH 7.4 is not ideal, its deg-
radation rate did not compromise the results with the concentra-
tions used. Additionally, concentrations greater than 41.6 M
resulted in a difference in the response among the cell lines as fol-
lows: HaCaT was the most sensitive of all three; and SiHa was
slightly more sensitive than C-33 A.

3.3. PDT plus cisplatin

In this group, we tested PDT in combination with cisplatin in
two conditions as follows: MB-PDT or PG-PDT was applied before
incubation with cisplatin; and the PDT protocol was applied after
incubation with cisplatin. The cisplatin protocol involved concen-
trations ranging from 1.3 to 41.6 uM for 6, 12 or 24 h. The MB-
PDT protocol involved treatment with 19.5 uM MB and 5.11]/
cm? light intensity, and the PG-PDT protocol involved treatment
with 0.5 uM PG and 2.76 J/cm? light intensity.

In general, PDT + cisplatin was highly effective in reducing the
IC50 of the chemotherapeutic agent in all cell lines regardless of
the incubation protocol. For MB, performing PDT before the treat-
ment with cisplatin for 12 or 24 h (Fig. 6B and C) produced better
results than irradiating the cells after incubation with cisplatin
(Fig. 7B and C). However, when cells were incubated with cisplatin

for 6 h, the order of treatment (PDT + cisplatin or cisplatin + PDT)
did not result in any differences (Figs. 6A and 7A).

In contrast, when the PS was changed, the incubation time
affected the obtained results. Unlike MB, PG-mediated PDT
resulted in major cell death after treating cells with cisplatin for
6 or 12 h before PDT (Fig. 9A and B). Nevertheless, for the incuba-
tion time of 24 h, the best cellular reduction was observed when
PDT was applied before cisplatin (Fig. 8C).

4. Discussion

The fundamental rationale for combination therapy in cancer is
to use approaches that work through different mechanisms of
action. The combination of different approaches may result in the
following advantages: targeting of different key signal transduc-
tion pathways; more efficient destruction of cancer cells; enhance-
ment in overall therapeutic efficacy; and additive or even
synergistic effects so that the dose of the most toxic component
can be reduced in order to eliminate or lessen noxious side effects.

The role of PDT as a cancer treatment, either in combination
with traditional methods or alone, arises as a non-complex modal-
ity with few side effects [19]. There are several factors influencing
photodynamic effects, including the type of PS, light dose, incuba-
tion protocol, the target cell and oxygen availability [20]. In the
present study, we assessed the photodynamic effects of PG, MB
and cisplatin alone as well as in combination with PDT. Different
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protocols were tested, and the effect of application order on cellu-
lar reduction was also evaluated.

Our results showed that both photosensitizers were effective in
reducing cancerous cell viability in the tested conditions. PG-med-
iated PDT promoted cell death with low PS and light concentra-
tions, but MB-PDT demonstrated a slight advantage by
promoting selective cell death causing greater phototoxicity in
SiHa cells and lesser phototoxicity in HaCaT cells even with the
highest light dose. Considering that most cervical cancer cases
are caused by HPV infection, this result is important.

Although we did not elucidate the mechanisms that cause SiHa
cells to be more sensitive to MB-PDT, the presence of HPV16 in
SiHa cells may cause the cells to be more susceptible to the ther-
apy. This could be due to a greater genomic instability caused by
the presence of viral DNA in the cell genome [21], potentiating
the genomic damage caused by reactive oxygen species generated
by photodynamic treatment and culminating in the higher cell
death rate observed for SiHa cells treated with MB-PDT, predomi-
nantly by apoptosis (unpublished data). However, PG-PDT did not
cause the same effect. We are investigating this issue in an ongoing
study; apparently PG-PDT promotes a more aggressive cell death,
with a higher percentage of necrotic cells than MB-PDT, which
promotes cell death mainly by apoptosis.

Cervical cancer treatment protocols depend on the tumor stage
and can involve surgery, chemotherapy, radiation or chemoradia-

tion, but almost all protocols are cisplatin-based [5]. According to
the literature, therapeutic concentrations of cisplatin range from
1 to 4 pg/mL, and a concentration of 6 pig/mL can cause severe oto-
toxic effects [22]. In the conditions tested here, we observed signif-
icant cell death of cancerous cell lines at concentrations greater
than 166 uM corresponding to 50 pg/mL, which is a concentration
12.5-fold higher than the therapeutic one. This result showing that
the high cisplatin dose caused cell death is in agreement with the
difficulty of obtaining satisfactory clinical response when treating
malignant tumors with cisplatin only; thus, the use of cisplatin
combined with other drugs and/or radiotherapy is necessary [23].

As observed in the results obtained for cisplatin as mono-
therapy (Section 3.2), treatment for 6 h resulted in more cell death
with the highest concentration (166 uM) for HaCaT and SiHa cell
lines, which was an unexpected result. However, Hermann et al.
reported in a recent study that the half-life of cisplatin is approxi-
mately 2 h [24]. Moreover, Saris et al. showed that the formation of
cisplatin-DNA adducts is fast, reaching a plateau between 4 and
6 h after beginning of incubation, e can be reverted [25].

Taking those results together with the fact that cisplatin enters
cell by passive diffusion [24,26,27] and that extracellular cisplatin
concentration tends to be equal to intracellular cisplatin concen-
tration, we hypothesized that in incubation times longer than 6 h
the cisplatin bonding to DNA may be disfavored. This may be a
result of cisplatin dislocation from the nucleus to cytosol and/or
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extracellular environment, as a consequence of cisplatin degrada-
tion. This may in turn reduce the formation of adducts and, conse-
quently, decrease cytotoxicity.

Our results were dependent of both the cell line and concentra-
tion of cisplatin, a finding consistent with results obtained in pre-
vious studies [24-26].

Although cisplatin presents limiting factors, such as high toxic-
ity and tumor resistance, it remains one of the most powerful
antineoplastics available [24,28]. Searching for therapeutic syner-
gistic alternatives that could reduce the administered dose and ele-
vate the effectiveness of cisplatin (reducing its adverse effects) is of
great value. Therefore, we combined cisplatin with PDT mediated
either by MB or PG in several conditions as described earlier.

The best incubation protocols were MB-PDT followed by cis-
platin treatment for 24 h and cisplatin treatment for 6 h followed
by PG-PDT. In these conditions, cisplatin doses as low as 1.3 pM
(0.34 pg/mL) eliminated more than 90% of the tumor cells, which
is a dose 3-fold lower than the minimum therapeutic dose indi-
cated in the literature (1-4 pg/mL; [22]). When the cell lines in this
study were treated only with 1.3 uM cisplatin, the viability of the
cells was 100% at 6, 12 and 24 h.

We observed that combined therapy (cisplatin+PDT or
PDT + cisplatin) was also more effective with an incubation time
of 6 h, consistent with data obtained for cisplatin monotherapy.

Therefore, our in vitro results indicated that the combination of
PDT with cisplatin has great potential to be used in the clinical
practice because the tumor cells were almost completely elimi-

nated with just one application of low dose cisplatin, PS and light,
thereby resulting in a low potential to induce significant adverse
effects. Therefore, PDT could be a safer alternative to radiation in
the treatment of cervical cancer.

5. Conclusion

Our data showed that the administration sequence of combina-
tion therapy presented different results according to the photosen-
sitizer employed, thus revealing that the use of alkylating
antineoplastic agents in association with PDT is dependent on vari-
ables, such as order of application.

Low doses of cisplatin acted as a sensitizing agent to PG-medi-
ated PDT. In contrast, MB-mediated PDT sensitized the tumor cells
for cisplatin action.

In conclusion, the combination therapy resulted in an enhanced
anticancer effect regardless of the treatment protocol. Our study
suggested that low doses of antineoplastic drugs and PS may be
employed without decreasing treatment efficacy and, at the same
time, may reduce the likelihood of significant adverse effects.
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