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Resumo

A terapia fotodinamica (TFD) tem se mostrado promissora no tratamento de diversos tipos de
cancer, incluindo o de mama. Essa abordagem se baseia na interagdo entre um
fotossensibilizador, luz e oxigénio molecular. O fotossensibilizador ativado pela luz reage com
o oxigénio molecular presente nas células, gerando espécies reativas de oxigénio (ERO), que
sdo altamente toxicas para as células cancerosas, levando a sua destruicdo. Por muitos anos, o
oxigénio singleto foi considerado a principal ERO envolvida na TFD. Entretanto, o papel dos
radicais centrados em oxigénio, como o superoxido, tem sido discutido com mais frequéncia
em protocolos de TFD. O objetivo deste estudo foi padronizar um método de detecgdo de radical
superoxido por ressondncia paramagnética eletronica (RPE), utilizando marcadores de spin da
classe das hidroxilaminas ciclicas, em cultura de células tumorais mamarias submetidas a TFD.
Utilizamos azul de metileno como agente fotossensibilizador em células murinas 4T1, gerando
ERO mediante ativagdo com luz de LED de 660 nm. A detec¢do da produgao total de ERO foi
feita com o marcador de spin CMH, que ¢ permeavel a célula e que, apos reacdo com estes
radicais, gera um sinal de nitroxido que pode ser quantificado por espectroscopia de RPE. Os
resultados demonstraram que, ap6s a irradiacdo com luz de LED, o azul de metileno promoveu
um aumento de cinco vezes na produgdo total de ERO em células tumorais. O pré-tratamento
das células com superoxido dismutase (SOD) impermedvel promoveu atenuacdo na
concentracao de nitréxido em 53,9%, fornecendo estimativa da produgao extracelular de radical
superoxido. Ja a formagao intracelular de superéxido foi estimada pelo tratamento com PEG-
SOD, que ¢ permeavel as células. Confirmamos a utilidade do marcador de spin especifico
mitocondrial mito-TEMPO-H em células 4T1 para medir o aumento de 243% da formagao do
superoxido mitocondrial gerado ap6s TFD. Em conclusdao, foi possivel estabelecer um
protocolo de deteccao de superoxido em diferentes compartimentos celulares apos TFD,
envolvendo a combinac¢do de marcadores de spin e enzimas com diferentes permeabilidades
celulares e marcadores de spin projetados para acumular-se rapidamente nas mitocondrias,
permitindo a obtencdo de informacdes exclusivas sobre a localizagdo da produgdao de

superoxido.



Abstract

Photodynamic therapy (PDT) has shown promise in the treatment of several types of cancer,
including breast cancer. This approach is based on the interaction between a photosensitizer,
light and molecular oxygen. The light-activated photosensitizer reacts with molecular oxygen
present in cells, generating reactive oxygen species (ROS), which are highly toxic to cancer
cells, leading to their destruction. For many years, singlet oxygen was considered the main ROS
involved in PDT. However, the role of oxygen-centered radicals, such as superoxide, has been
discussed more frequently in PDT protocols. The aim of this study was to standardize a method
for detecting superoxide radicals by electron paramagnetic resonance (EPR), using spin labels
of the cyclic hydroxylamine class, in cultured mammary tumor cells subjected to PDT. We used
methylene blue as a photosensitizing agent in murine 4T1 cells, generating ROS upon activation
with 660 nm LED light. Total ROS production was detected using the spin marker CMH, which
is cell-permeable and, after reacting with these radicals, generates a nitroxide signal that can be
quantified by EPR spectroscopy. The results demonstrated that, after irradiation with LED light,
methylene blue promoted a five-fold increase in total ROS production in tumor cells.
Pretreatment of cells with impermeable superoxide dismutase (SOD) promoted a 53.9%
attenuation in nitroxide concentration, providing an estimate of extracellular superoxide radical
production. Intracellular superoxide formation was estimated by treatment with PEG-SOD,
which is cell-permeable. We confirmed the usefulness of the mitochondrial-specific spin
marker mito-TEMPO-H in 4T1 cells to measure the 243% increase in mitochondrial superoxide
formation generated after PDT. In conclusion, it was possible to establish a protocol for
detecting superoxide in different cellular compartments after PDT, involving the combination
of spin markers and enzymes with different cellular permeabilities and spin markers designed
to rapidly accumulate in mitochondria, allowing to obtain unique information on the location

of superoxide production.
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1 Introducao

O cancer de mama ¢ um dos tipos de cancer mais prevalentes em todo o mundo,
apresentando elevados indices de morbidade e mortalidade (FERLAY et al., 2020). Apesar dos
avangos significativos nas tecnologias de diagndstico e tratamento, o cancer de mama continua
sendo um grande desafio terapéutico, principalmente por conta da heterogeneidade da doenca
e dos mecanismos celulares adaptativos relacionados a resisténcia tumoral (BIANCHINI et al.,
2016). Com isso, surge a necessidade de explorar abordagens que ampliem a compreensao dos
processos bioldgicos envolvidos e contribuam para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas mais eficazes e direcionadas.

A terapia fotodinamica (TFD) tem ganhado destaque como uma abordagem inovadora para
o tratamento do cancer, devido a sua capacidade de induzir a morte celular de maneira seletiva.
Esse tratamento utiliza um fotossensibilizador (FS), que ao ser ativado pela luz em um
comprimento de onda especifico, gera espécies reativas de oxigénio (ERO), responsaveis por
provocar danos celulares irreversiveis (FRIEDBERG et al., 2017; ALSAAB et al., 2020).
Estudos recentes indicam que, além do oxigénio singleto ('), outras ERO altamente reativas
estdo envolvidas na producdo do dano oxidativo, ampliando assim o entendimento sobre os
mecanismos de acdo da TFD (PRZYGODA et al., 2023).

A eficacia da TFD est4 diretamente relacionada a dindmica das ERO no microambiente
tumoral. A concentragdo e a distribuicdo espacial dessas moléculas altamente reativas sao
parametros criticos para o sucesso terapéutico (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016; DOS
SANTOS et al., 2019). A Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE) tem sido empregada
para a deteccdo e quantificacdo precisa de ERO, utilizando sondas de spin especificas para
monitorar a geragao de radicais livres. Esta metodologia tem se mostrado eficaz na avaliagao
da distribuicdo das ERO em ambientes intra e extracelulares durante a TFD, possibilitando a
compreensdo sobre aspectos da cinética oxidativa (BACELLAR et al., 2018; ELAJAILI et al.,
2019).

Este estudo visa estabelecer um método para deteccdo e analise da distribui¢do espacial de
ERO geradas durante TFD em células epiteliais de carcinoma mamario murino 4T1-Luciferase
(4T1-Luc). A metodologia emprega a RPE em associacdo com sondas de spin especificas e
agentes antioxidantes, permitindo a quantificagdo e localizagao dos radicais livres formados. O
entendimento dos fotodanos gerados pode resultar no desenvolvimento de estratégias
terapéuticas que maximizem a eficacia citotdxica nas células neoplésicas, a0 mesmo tempo que

minimizem os efeitos deletérios sobre os tecidos adjacentes.
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2 Revisao da literatura
2.1 Cancer de mama

2.1.1 Epidemiologia

O cancer de mama ¢ um dos tipos de cincer mais comum e a principal causa de
mortalidade associada ao cancer entre mulheres em todo o mundo (ALVES et al., 2023;
HERRERA-QUINTANA; VAZQUEZ-LORENTE; PLAZA-DIAZ, 2024), representando um
grande desafio para a satde publica (FENG et al., 2018). A fim de viabilizar estratégias globais,
a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) inaugurou a Iniciativa Global do Cancer de Mama em
2021. O objetivo era centralizar as iniciativas em trés pilares: (1) promocdo da satde para
deteccao precoce; (2) diagnostico oportuno; (3) gerenciamento abrangente do cancer de mama
(WILKINSON; GATHANI, 2022).

A promoc¢ao da saude concentra-se na educa¢do em saude, visando aumentar a
conscientizacdo sobre a saide da mama para garantir a percep¢ao de sinais e sintomas
sugestivos de malignidade e, dessa forma, auxiliar no diagnostico precoce da doenca
(WILKINSON; GATHANI, 2022). Para alcangar os resultados ideais no tratamento do cancer
de mama, ¢ essencial que o diagnostico seja feito de forma oportuna (MUTEBI et al., 2020).
Estudos evidenciam que o diagndstico realizado no estdgio inicial pode curar cerca de 70 a 80%
dos pacientes (HERRERA-QUINTANA; VAZQUEZ-LORENTE; PLAZA-DIAZ, 2024).
Assim, o diagnéstico ¢ acompanhado da implementagdo de estratégias para proporcionar o
acesso ¢ a entrega do tratamento multimodal do cancer de mama — com intengdo curativa ou
paliativa (MUTEBI et al., 2020).

Um dos grandes desafios da iniciativa ¢ a variacdo dos cenarios globais. Isso pode ser
retratado a partir da correlagdo entre a incidéncia do cancer de mama e o indice de
desenvolvimento humano (IDH) do territorio. Em 2020, foram registrados cerca de 2,26
milhdes de casos incidentes de cancer de mama no mundo, majoritariamente em paises mais
desenvolvidos (WILKINSON; GATHANI, 2022). No entanto, observa-se uma tendéncia
descendente da mortalidade nesses paises (SANTOS et al., 2022), fato que pode ser atribuido
ao sucesso na implementacao do diagndstico precoce da doenca (MUTEBI et al., 2020).

Em contrapartida, os paises menos desenvolvidos apresentam taxas de mortalidade
alarmantes. Em 2020, o cancer de mama provocou 685.000 mortes em mulheres no mundo,
sendo quase dois tercos registrados em regides menos desenvolvidas (WILKINSON;
GATHANI, 2022). Isso pode ser atribuido aos obstaculos financeiros e logisticos dos paises

menos desenvolvidos, que apresentam limitacdes na detec¢do precoce € no acesso ao
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diagnostico e aos tratamentos adequados. Posto isso, enfrentar o cancer de mama globalmente
exige uma orientacao estratégica, visando diminuir as disparidades existentes (MUTEBI et al.,
2020).

No Brasil, € possivel verificar um grande destaque na incidéncia de cancer de mama em
compara¢do com os demais tipos de cancer, se observado o publico feminino do pais (Figura
1). Cabe mencionar que o Ministério da Saude prioriza a detecg@o precoce do cancer de mama,
no entanto, o rastreamento € feito apenas em mulheres que buscam espontaneamente os servicos
de saude (TOMAZELLI et al., 2023). Isso contribui significativamente para a persisténcia de
altos niveis de diagndsticos em estagios avancados da doenga (DIAS et al., 2024). Por
consequéncia, a mortalidade por cancer de mama permanece elevada, uma vez que o
diagnostico tardio representa o principal fator para a letalidade deste tipo de cancer (SANTOS

et al., 2022).
Incidéncia Mortalidade

Mama A
Colorretal -
Tireoide -
Pulmao -
Colo do utero
Utero 4
Estomago -
Ovario 1
Pancreas

Sistema Nervoso Central -

100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100

Nuamero (em milhares)

Figura 1 — Incidéncia e mortalidade de diferentes tipos de cincer em mulheres no Brasil no ano de 2022. O
grafico mostra a incidéncia (azul) e a mortalidade (vermelho) em nimero absoluto por tipo de cancer. O cancer de
mama ¢ o mais comum, com uma grande diferenca entre incidéncia e mortalidade, o que sugere um bom nivel de
deteccdo e tratamento. Embora o cancer de mama seja o mais detectado, apresenta a maior mortalidade entre os
tipos analisados, evidenciando a gravidade da doenga e a importancia de aprimorar os tratamentos e as medidas
preventivas. Fonte: Adaptado de Global Cancer Observatory da OMS de 2022. Produgdo grafica da International
Agency for Research on Cancer (http://gco.iarc.fr/today).
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A natureza complexa do cancer de mama representa um obsticulo significativo na
redugdo das taxas de mortalidade (MOKOENA; GEORGE; ABRAHAMSE, 2021). Esta
complexidade resulta da heterogeneidade da doenga, que se manifesta nos niveis genético,
molecular e clinico. Tal variabilidade impde desafios consideraveis na determinagao precisa do
diagnostico, progndstico, avaliacdo de risco e sele¢do da terapia mais adequada (HOUGHTON,
2021; KAWIAK, 2022; ALVES et al., 2023). Consequentemente, torna-se crucial aprofundar
o entendimento da fisiopatologia do cancer de mama e desenvolver abordagens terapéuticas
mais eficazes e personalizadas. Estas medidas visam aprimorar os desfechos clinicos e, por

conseguinte, diminuir a mortalidade associada a doenca (FENG et al., 2018).

2.1.2 Fisiopatologia

A mama ¢ composta por diferentes tecidos e apresenta de 15 a 20 lobos de tecido
glandular dispostos radialmente ao redor do mamilo (MOKOENA; GEORGE; ABRAHAMSE,
2021). Esses lobos sdo constituidos por 16bulos e ductos, responsaveis pela producao de leite e
passagem de leite até o mamilo, respectivamente (MCGHEE; STEELE, 2020). A mama ¢ a
axila também apresentam linfonodos, que sdo segmentos pertencentes ao sistema linfatico,
encarregados do transporte de células do sistema imune (MOKOENA; GEORGE,;
ABRAHAMSE, 2021). Os linfonodos desempenham um papel importante no crescimento de
células metastaticas ¢ na dissemina¢ao secundaria, sendo reconhecido como um indicador
relevante para o prognoéstico do cancer de mama (JI et al., 2023).

O cancer de mama ¢ uma doenca multifatorial MANOUCHERI et al., 2022), podendo
ser etiologicamente categorizada como:

(a) Fatores de risco fixos: idade, sexo feminino, genética, biomarcadores imunologicos,
caracteristicas raciais ou étnicas, historico familiar de cancer de mama e menopausa
tardia (SUN et al., 2017; FENG et al., 2018; POOROLAIJAL et al., 2021; OBEAGU;
OBEAGU, 2024).

(b) Fatores de risco modificaveis: consumo de bebidas alcodlicas, tabagismo, falta de
atividade fisica, alto indice de massa corporal, alto teor de gordura na dieta, controle de
natalidade com contraceptivos hormonais, ndo engravidar ou ter uma gravidez tardia e
terapia de reposi¢ao hormonal ap6s a menopausa (SUN et al., 2017; FENG et al., 2018;
POOROLAJAL et al., 2021; OBEAGU; OBEAGU, 2024).

O cancer de mama surge a partir da proliferacao descontrolada de células epiteliais da

mama, resultado de multiplos fatores carcinogénicos (HERRERA-QUINTANA; VAZQUEZ-
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LORENTE; PLAZA-DIAZ, 2024). Essas células apresentam alteracdes que comprometem sua
funcionalidade normal, podendo levar a condi¢des mamarias ndo cancerosas, hiperplasias,
cistos ou tumores benignos (OBEAGU; OBEAGU, 2024). A proliferagao de células anormais
no epitélio ductal ou lobular pode resultar no desenvolvimento de lesdes pré-invasivas
conhecidas como carcinoma in situ. Contudo, uma vez que as células tumorais rompem a
membrana basal e invadem o estroma adjacente, o cancer ¢ classificado como carcinoma

invasivo (NOLAN, LINDEMAN E VISVADER, 2023), esquema representado na Figura 2.

os®

EPITELIO MAMARIO HIPERPLASIA CARCINOMA IN SITU CARCINOMA INVASIVO

Figura 2 — Patogénese do cincer de mama. O diagrama mostra as principais fases do desenvolvimento do cancer
de mama, evidenciando as mudancas celulares e estruturais que ocorrem ao longo do processo, desde as alteracdes
no epitélio mamario até a invasdo do estroma circundante. Fonte: Adaptado de NOLAN; LINDEMAN;
VISVADER, 2023.

O carcinoma ductal in situ (CDIS) € o tipo mais prevalente de cancer de mama, contudo
somente 10 a 30% dos casos progridem para a forma invasiva. A progressdo para a doenca
invasiva ou metastatica pode ser predita por biomarcadores especificos (NOLAN;
LINDEMAN; VISVADER, 2023). A metastase refere-se ao processo que o tumor primario se
desenvolve para um tumor secundario distal. Este processo ¢ influenciado por multiplos
mecanismos celulares, incluindo a invasdo do tumor primario, a evasao tumoral, a regulagcdo do
microambiente e a transicdo epitélio-mesenquimal (PARK et al., 2022). O progndstico para o
cancer de mama metastatico ¢ desfavoravel, representando mais de 90% das mortes associadas
ao cancer de mama. Embora os tratamentos tenham avangado, muitos pacientes com metastases
ainda ndo tém possibilidade de cura (HERRERA-QUINTANA; VAZQUEZ-LORENTE;
PLAZA-DIAZ, 2024).

Apos a defini¢ao do diagnodstico, o cancer de mama € classificado com base no tamanho
do tumor, no estado dos linfonodos e na presenca de metastases. O estagio do cancer de mama
pode ser diferenciado por estagios iniciais (0-I) e avancados (II-IV). O estdgio 0 refere-se ao
CDIS, enquanto os estagios I a IV sdo considerados formas invasivas do cancer. O grau do

cancer reflete na diferenciag¢ao celular, no tamanho e no padrao de crescimento da metastase.
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O estadiamento do cancer de mama auxilia na padronizacdo do tratamento para que seja
possivel instituir as melhores abordagens terapéuticas (MOKOENA; GEORGE;
ABRAHAMSE, 2021).

2.1.3 Tratamento

A resseccao cirurgica ¢ um dos principais pilares para o tratamento do cancer, sendo
uma das modalidades terapéuticas mais antigas e recorrentes (CHEN et al., 2019). No cancer
de mama, o tratamento cirurgico abrange a lumpectomia, que consiste na remogao parcial do
tecido mamadrio, e a mastectomia, que envolve a remocdo total da mama (MOKOENA;
GEORGE; ABRAHAMSE, 2021). Embora seja um procedimento rotineiro, evidéncias indicam
que a cirurgia representa um fator de risco para a promogao de micrometastases pré-existentes
e para o surgimento de novas metastases (SHURIN; BARALDI; SHURIN, 2021), além de
efeitos indesejaveis como inflamacdo, sensibilidade, alteracdes na aparéncia da mama,
depressao e outros (MOKOENA; GEORGE; ABRAHAMSE, 2021).

O protocolo de tratamento padrao do cancer de mama ¢ a cirurgia acompanhada de
radioterapia e quimioterapia com a finalidade de remover completamente as células tumorais e,
com isso, reduzir a probabilidade de recorréncia (MOKOENA; GEORGE; ABRAHAMSE,
2021; YE et al.,, 2023). A radioterapia utiliza a radiacdo de fotons de alta energia para tratar o
cancer, agindo diretamente ao causar danos ao DNA das cé€lulas tumorais e indiretamente ao
causar estresse oxidativo e danos as biomoléculas (GONG et al., 2021). Um desafio
significativo na aplicacdo da radioterapia ¢ a otimizagdo do tratamento para aumentar as
disparidades entre as caracteristicas do tumor e do tecido circundante e, assim, minimizar os
agravos ao tecido saudavel (SCHAUE; MCBRIDE, 2015).

Por outro lado, a quimioterapia tem como estratégia a administragdo de agentes
quimioterdpicos para mitigar ou inibir o crescimento das células cancerosas (WEI et al., 2021).
O mecanismo de a¢dao dos quimioterapicos ¢ multifacetado, englobando desde a alteracao da
estrutura quimica do DNA até a inibicdo da sintese e alteracdo na transcricado de acidos
nucleicos (LI et al., 2022). No entanto, o tratamento apresenta desafios significativos, como a
toxicidade sistémica, a resisténcia a multiplos farmacos, a supressao do sistema imunolédgico e
outros (BUKOWSKI; KCIUK; KONTEK, 2020; MONTERAN et al., 2022).

Embora evidéncias sustentem a eficacia dos tratamentos convencionais ¢ da combinagao
de diferentes modalidades terapéuticas, essas abordagens apresentam limitagdes significativas

(WANG; MINDEN, 2022; KESHARWANI et al., 2023). Essas restri¢des evidenciam a
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necessidade de investigagdes mais aprofundadas que possam elucidar os processos biologicos
subjacentes a resposta terapéutica e a progressao tumoral. Neste contexto, torna-se fundamental
desenvolver metodologias capazes de identificar e caracterizar alteragcdes moleculares no
microambiente tumoral, visando aprimorar as estratégias de intervencdo e expandir o
conhecimento cientifico sobre os mecanismos de desenvolvimento e resposta ao tratamento
(NEOPHYTOU et al.,, 2021; HERRERA-QUINTANA; VAZQUEZ-LORENTE; PLAZA-
DIAZ, 2024).

2.2 Espécies reativas de oxigénio (ERO)

Os organismos multicelulares contam com uma complexa rede de sinais extracelulares
e intracelulares para facilitar a comunicagdo célula-célula em diversos processos fisioldgicos.
O oxigénio molecular (O2) € essencial para a sobrevivéncia de organismos aerdbicos, sendo
considerado o substrato mais utilizado no corpo humano por conta de seu envolvimento em
varios processos bioquimicos (BAIK; JAIN, 2020). Em termos gerais, 95% do oxigénio
utilizado no metabolismo celular contribui para a producdo de energia, enquanto os 5%
restantes originam metabolitos reativos, conhecidos como ERO (NAKAI; TSURUTA, 2021).

As ERO sdo espécies quimicas de tamanho reduzido, caracterizadas pelo tempo de vida
curto e alta reatividade, originadas da redugdo parcial do Oz (LI et al., 2021). Os intermediarios
reativos do O; sdo rapidamente convertidos em compostos toxicos, capazes de causar danos
celulares por meio da oxidagdo de proteinas, lipidios, carboidratos e acidos nucleicos (EGEA;
JIMENEZES-ALTAVO; CAMPUZANO, 2020). Entre os principais tipos de ERO, destaca-se
o peroxido de hidrogénio (H.02), o oxigénio singleto ('O2), o radical hidroxila (HO"), os
peroxidos (02%) e os superdxidos (027) (ESPINOZA et al., 2021).

A producao de ERO advém do metabolismo oxidativo ou da resposta celular a
mecanismos de defesa (TAUFFENBERGER; MAGISTRETTI, 2021). Essa producao ocorre
em diversas organelas celulares, incluindo mitocondrias, peroxissomos, reticulo
endoplasmatico, membrana plasmatica e citosol (DI MEO et al., 2016; LI et al., 2021). Estudos
indicam que a producao de ERO ¢ majoritariamente realizada nas mitocondrias. Inicialmente,
isso foi atribuido a formacao de metabolitos indesejaveis da cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial (ETC), no entanto, evidéncias recentes demonstram que essa produgdo ocorre de
maneira continua e regulada (ZHANG et al., 2022).

A formagao de ERO mitocondriais esta intrinsecamente ligada a fungdo mitocondrial e

as respostas fisioldgicas do organismo. A produgdo basal destas espécies ¢ essencial para a
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manuten¢do da homeostase celular. Contudo, produgdes elevadas desencadeiam mecanismos
de adaptacdo celular e, se persistentes, podem levar ao estresse oxidativo e consequentes danos
celulares. Um exemplo importante desse equilibrio ¢ o mecanismo de regulagdo dos niveis de
ERO, que envolve a conversdao do O>~ em H>0O> na matriz mitocondrial pela enzima superoxido
dismutase (SOD). O H20: formado pode ser neutralizado por diferentes enzimas: a glutationa
peroxidase (GPX), que utiliza glutationa reduzida como cofator para converté-lo em agua; a
peroxirredoxina (PRX), que atua por meio de um mecanismo cisteina-dependente; e a catalase
(CAT), responsavel por converter o H-O2 em dgua e O> com alta eficiéncia, especialmente em
altas concentracdes de peroxido. Este processo de detoxificacdo, ilustrado na Figura 3,
exemplifica a complexa rede de regulacio das ERO no ambiente celular (LISMONT;
REVENCO; FRANSEN, 2019; MAPUSKAR et al., 2021; ZHANG et al., 2022).

A SOD desempenha um papel fundamental na regulacdo de ERO e influencia a via
metabolica do 6xido nitrico (NO). O NO pode ser rapidamente inativado ao reagir com Oz,
formando peroxinitrito (ONOO™), um potente oxidante associado a danos celulares. A
importancia da SOD também ¢ evidenciada por meio da presenca de multiplas isoformas em
diferentes compartimentos celulares, como: SOD1 (Cu/ZnSOD) presente no citosol e no
ambiente intermembranar mitocondrial; SOD2 (MnSOD) presente na matriz mitocondrial;
SOD3 (EC-SOD) presente no espaco extracelular. Cabe mencionar que todas as isoformas
exigem um metal catalitico (Cu ou Mn) para sua ativacao (FUKAI; USHIO-FUKAI, 2011;
UDOMSAK et al., 2024).

Homeostase

Estresse oxidativo

> H20

Adaptacao celular

Figura 3 — Mecanismo de regulacio mitocondrial ao estresse oxidative. A Superoxido Dismutase (SOD)
converte o anion superdxido (O227) em peroxido de hidrogénio (H202). O H20: é subsequentemente reduzido a
agua (H20) pelas enzimas peroxirredoxina (PRXs) e glutationa peroxidase (GPXs), utilizando NADPH como fonte
de elétrons. A glutationa (GSH) ¢ oxidada em glutationa oxidada (GSSG) e restaurada pela glutationa redutase
(GR). Essas vias s@o essenciais para a manuten¢do da homeostase, adaptagdo celular e resposta ao estresse
oxidativo. Siglas: TR: Tiorredoxina redutase; Trxs: Tiorredoxinas; Trxo: Tiorredoxina oxidada. Fonte: Adaptado
de ZHANG et al., 2022
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As NADPH oxidases (NOX), juntamente com as SODs, constituem as principais fontes
enzimaticas enddgenas para regulagdo de ERO. A familia NOX ocupa varias localiza¢des
celulares, contribuindo para a produgao localizada de ERO em compartimentos celulares
especificos (BEDARD E KRAUSE, 2007; SIES E JONES, 2020). Ha uma relagao significativa
entre as NOXs e a regulacdo do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), uma via
de sinalizagdo fundamental para a sobrevivéncia celular (PESHAVARIYA et al., 2009). Além
disso, destaca-se sua participacdo na modulacdo da atividade imunossupressora das células
supressoras derivadas de mieloides (MDSCs), que ocasionam a supressao da atividade das
células T, comum em contextos inflamatorios e neoplasicos (GABRILOVICH; NAGARAJ,
2009).

De modo geral, existe um equilibrio entre o estado redox adequado e o estresse
oxidativo, sendo uma condi¢ao que depende das taxas relativas de produgdo e degradacgdo
(BRIEGER et al., 2012). Quando esses sistemas antioxidantes sdo sobrecarregados, o acimulo
excessivo de ERO leva a disfungdo celular e a indugdo de morte celular. O estresse oxidativo
prolongado estd intimamente ligado ao desenvolvimento de doencas cronicas, como doencas
neurodegenerativas, cardiovasculares e cancer, fato que reforca a importancia de um controle
do estado redox celular (PIZZINO et al., 2017; GLORIEUX et al., 2024).

Em especial, o cancer estd intrinsecamente relacionado as altas concentragdes de ERO,
decorrentes de alteracdes genéticas, proliferacdo celular acelerada e modificagdes no
metabolismo. As células tumorais desenvolveram mecanismos adaptativos notaveis para
prosperar nesse ambiente oxidativo hostil. Essas células se ajustam através do fortalecimento
de seus sistemas antioxidantes, permitindo-lhes manter os niveis de ERO abaixo do limiar
citotoxico, mas dentro de uma faixa pro-tumorigénica ideal (GORRINI; HARRIS; MAK et al.,
2013). Esta adaptacao ndo apenas possibilita a sobrevivéncia das células tumorais em condig¢des
de estresse oxidativo, mas também confere vantagens adicionais, como resisténcia ao
tratamento e capacidade de progressdo da doenga. Diante dessa complexa interagdo entre as
células tumorais e o ambiente oxidativo, hd um interesse crescente no desenvolvimento de
terapias inovadoras que visem modular o equilibrio redox (SHAH; ROGOFF, 2021; YANG et
al., 2018).

2.3 Terapia fotodinamica (TFD)

Os primeiros relatos sobre o efeito fotodindmico e o desenvolvimento do conceito de TFD

foram registrados ha mais de um século. Essa descoberta ocorreu ao observar que, quando
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certos microrganismos eram incubados com corantes especificos, tornavam-se sensibilizados,
e a exposicdo a luz resultava em morte celular (KESSEL, 2019; RAHMAN et al., 2022). No
entanto, essa consequéncia nao ocorria em microrganismos mantidos no escuro ou em sistemas
sem oxigénio, 0 que originou maior interesse nos critérios necessarios para que a agao
fotodinamica se manifestasse (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016).

Rapidamente, a TFD se destacou por sua crescente aplicagdo em diversas areas
terapéuticas. A quantidade de indicacdes ¢ constantemente ampliada, incluindo cancer,
infeccdes, doencas inflamatérias, ginecologicas, uroldgicas, gastroenterologicas,
dermatoldgicas e neurologicas (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016; OSKROBA et al., 2024).
Destaca-se sua efetividade no tratamento de cancer devido a sua natureza minimamente
invasiva com alta seletividade, baixa propensdao para desenvolvimento de resisténcia
medicamentosa e potencial para ser combinada com outras modalidades terapéuticas (FALK-
MAHAPATRA; GOLLNICK, 2020; KIM; CHANG, 2023).

Esses beneficios sdo alcancados a partir da associacdo entre FS, luz visivel com
comprimento de onda adequado para ativacao do FS e oxigénio tecidual. O FS se concentra no
ambiente celular e tem a capacidade de penetrar em diversas organelas celulares, tais como
mitocondrias, lisossomos, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e membranas
plasmaticas (OSKROBA et al., 2024). A reacdo fotoquimica gerada a partir da TFD ¢
responsavel pela formagdo de ERO e, por consequéncia, a eliminagdo de células neoplasicas,
microrganismos patogénicos e tecidos indesejados. Isso ocorre quando os cromoforos sao
expostos a luz em um comprimento de onda especifico, capaz de excita-los a um estado de alta
energia (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016; ROSSIN et al., 2020).

A TFD inicia-se com a absor¢ao de luz pelo FS, que promove a transicdo do estado
fundamental para um estado singleto excitado ('FS*), representado na Figura 4. Apds a
excitacdo eletronica, ocorrem transi¢des entre diferentes niveis de energias vibracionais e
rotacionais dentro do 'FS*. Nesse processo, o FS transita de seu estado fundamental (S0) para
um estado singleto excitado mais elevado (S2). Este, por sua vez, decai rapidamente para o
estado S1 por meio de conversdo interna, redirecionando a energia disponivel para outras rotas
de dissipacdo (JIA et al., 2023). E importante destacar que esse estado é instavel, fato que pode
gerar a retomada para o estado fundamental. Caso o processo de relaxamento do 'FS* implique
na emissdo de fotons, o processo ¢ reconhecido como fluorescéncia. Na TFD, a ocorréncia da
fluorescéncia ¢ indesejavel, visto que promove a dispersao de energia e a consequente, redugdo

na produ¢do de ERO (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016; WANG et al., 2023).
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Alternativamente, o 'FS* pode desencadear o cruzamento intersistema (ICS), um
processo que envolve a mudanga na multiplicidade de spin por meio da inversdo do spin dos
elétrons para um estado tripleto excitado (*FS*) (OSKROBA et al., 2024). Este estado ¢
relativamente estdvel e ndo permite a retomada direta para o 'FS*. No entanto, o retorno do
3FS* ao estado fundamental ocorre por meio de fosforescéncia, que libera energia na forma de
fotons (DABROWSKI, 2017; IMRAN et al., 2021). Cabe destacar que o *FS* ¢ o principal
marcador para a formag¢ao de ERO durante a TFD, sendo responsavel por desencadear dois
tipos de reagdes, que contribuem para o efeito terapéutico da TFD (WANG et al., 2023).

Na reacdo do Tipo I, o *FS* reage com substratos presentes no microambiente celular,
levando a producio de O,"~ de maneira direta ou indireta. Na reagio direta, o *FS* reage com o
02, resultando na oxidacdo do *FS* e na formacio de O, conforme descrito na Equagdo 1. Na
reacdo indireta, o *FS* reage com o NADPH, um dos principais agentes redutores envolvidos
na homeostase das ERO. Nessa reacdo, o *FS* atua como um aceptor de elétrons, sendo
convertido a sua forma reduzida (*FS™). Subsequentemente, o *FS™ reage com o O2 e origina o
0,2, ao passo que o FS retorna ao seu estado fundamental, como representado na Equacao 2 e

3 (DABROWSKI, 2017; DUBACH; SAN SEGUNDO-ACOSTA; MURPHY, 2024).

[1]°FS* + O, — *FS™ + Oy
[2] 2 ’FS* + NAD(P)H — 2 ’FS™ + NADP' + H'
[3]°FS™+ 0, — FS + 0,

1FS*
%
CRUZAMENTO
2 INTERSISTEMA
CONVERSAO
INTERNA $» REAGCAOTIPOI
e
ABSORCAO s1 (3pg
FLUORESCENCIA
» REAGAOTIPOII
FOSFORESCENCIA
>
ESTADO FUNDAMENTAL

Figura 4 — Diagrama de Jablonski. Representagdo do processo de ativagdo fotodindmica para formagdo de ERO.
FS: fotossensibilizador no estado fundamental; 'FS*: fotossensibilizador no estado singleto excitado; FS*:
fotossensibilizador no estado tripleto excitado. Fonte: Autoria propria.
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O FS em seu estado oxidado (°FS™), produto da reagdo direta, reage com o Ox" e
promove a formacao do radical peridroxil (HO;"), conforme demonstrado na Equacdo 4. Esse
radical atua como precursor de H>O> como ilustrado na Equagdo 5 e 6. O H,O; destaca-se entre
os demais tipos de ERO devido a sua estabilidade, abundancia no meio celular e alta
permeabilidade, desempenhando um papel fundamental na sinalizag@o celular e na regulacao
do estresse oxidativo (RECZEK; CHANDEL, 2015; DABROWSKI, 2017; WANG et al., 2018;
LENNICKE; COCHEME, 2021).

A dismutacdo do O>", representada na Equagdo 7, € catalisada pela SOD. Apesar de nao
apresentar uma forte acdo oxidante, o O2™ ¢ potencialmente toxico para o ambiente celular.
Dessa maneira, a SOD desempenha um papel central na regulacdo dos niveis de Oz e por
consequéncia, dos seus constituintes (DABROWSKI, 2017; WANG et al., 2018). Sabe-se que
ao promover essa regulagdo, a SOD pode prejudicar a indugao de apoptose em células tumorais
ao bloquear vias de sinalizagdo importantes. O efeito protetor sobre as células tumorais pode
comprometer a eficacia da TFD ao diminuir a citotoxicidade resultante dessas vias oxidativas
(UDOMSAK et al., 2024).

[4] °FS™ + Oy — °FS'+ HOY'
[S]HO2 + O + HF — O2+ H202
[6] HO2"+ HO2" — Oz + H202
[7]12 O+ 2 H" — O+ H202

A CAT, de forma analoga a SOD, atua como uma enzima antioxidante essencial ao
catalisar o H>Oz em O2 e H>O, prevenindo o acimulo desse composto nas células. No entanto,
o H20: também pode participar de reagcdes com o O2" ou o HO>’, conforme apresentado nas
equagoes 8 e 9. Essas interacdes promovem a formacdo de HO® altamente reativos, sendo
capazes de degradar biomoléculas essenciais e inativar antioxidantes naturais. E importante
destacar que a transferéncia de elétrons por parte do *FS*, bem como a interacdo com ifons ferro
através da Reacdo de Fenton desencadeiam a formacdo da HO', intensificando o potencial de
dano oxidativo, representado respectivamente nas equagdes 10, 11 e 12. Dessa maneira,
compreende-se a importancia da reagao de Tipo I, uma vez que promove a producao de ERO,
resultando em estresse oxidativo ¢ danos as células tumorais (DABROWSKI, 2017; ZHANG
et al., 2020; UDOMSAK et al., 2024).

[8] H20+ 02~ — HO" + 05+ OH-
[9] H2O2 + HO2" — HO™ + O2 + H2O
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[10] °FS™+ H20, — *FS + HO" + OH-
[11] Fe*" + 02"~ — Fe*" + 02
[12] Fe** + H,0, — HO"+ OH™ + Fe**

Na reagdo do Tipo II, o *FS* transfere a energia absorvida dos fotons de luz diretamente
para o oxigénio no estado tripleto (*0O2), promovendo a formacao de 'O, conforme ilustrado na
Equagado 13 (DABROWSKI, 2017). A presenga do *0O2 ¢ um passo fundamental nesse processo,
visto sua atuagdo como substrato essencial para a geracdo do 'O2, que desencadeia os efeitos
citotoxicos desejados na TFD (WANG et al., 2023). Portanto, a eficacia dessa reacdo esta
intrinsecamente ligada a disponibilidade de O2 no ambiente tumoral e a capacidade do FS

realizar uma transferéncia de energia eficiente durante a ativacao por luz (CUI et al., 2024).

[13]3FS* +30, —» FS + 'O,

As transigdes eletronicas e configuragdes de spin do O, destacados na Figura 5, sdo
fundamentais para compreensao dos diferentes niveis energéticos e propriedades reativas em
sistemas biologicos (GHOGARE; GREER, 2016; MAHARJAN; BHATTARALI 2022). Ao
passo que o estado fundamental tripleto O:(*Xg") ¢ excitado por meio da transferéncia de
energia, ocorre a conversao para o estado singleto excitado O:('Ag) (AE = 0.98 eV, A = 1270
nm), como demonstrado na Figura 5. Cabe mencionar que o O2('Ag), primeiro estado excitado,
apresenta elétrons pareados com spins antiparalelos, aumentando assim sua capacidade
oxidativa em comparagdo ao O2(*Xg"). O proximo nivel de singleto excitado O2('Xg") envolve
uma reorganiza¢do eletronica com os elétrons ocupando orbitais moleculares diferentes,
resultando em um estado de maior energia e menor estabilidade (AE = 0.56 eV, A = 1925 nm).
A conversao interna do estado O2('Xg") para O2('Ag) € rapida, o que contribui para a dissipagao
da energia desse estado de alta excitagio (MAHARJAN; BHATTARALI, 2022; ANDRES et al.,
2024; CUI et al., 2024).

O 02 ¢ uma espécie altamente reativa e apresenta propriedades eletrofilicas, tornando-o
capaz de promover a oxidagao de diversas biomoléculas (MUROTOMI et al., 2023). Embora a
combina¢do dos mecanismos de Tipo I e Tipo II ofereca uma abordagem otimizada, estudos
indicam que a TFD ¢ mais eficaz quando a reagdo do Tipo I estd ativa, contribuindo diretamente
para a producdo de espécies altamente reativas, que desempenham um papel fundamental na

citotoxicidade e na destrui¢do eficiente das células-alvo (DABROWSKI, 2017).
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Figura 5 — Transicdes de nivel de energia e configuracées eletronicas do oxigénio molecular. A figura mostra
as transigoes entre o estado fundamental tripleto O2(*Zg") ¢ os estados singlete excitados O2('Ag) e O2('Xg"). Os
valores de AE representam a diferenca de energia (em elétron-volts), e A refere-se ao comprimento de onda
associado a transi¢do (em nandmetros). As configuragdes de spin dos elétrons em orbitais antiligantes m sdo
representadas para cada estado eletronico. Fonte: Adaptado de ANDRES et al., 2024.

Os danos celulares promovem a liberagdo de componentes intracelulares conhecidos
como padrdes moleculares associados a danos (DAMPs, do inglés Damage Associated
Molecular Patterns). Esses DAMPs atuam como sinalizadores moleculares que, ao interagir
com receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs, do inglés Pattern Recognition
Receptors), desencadeiam uma cascata complexa de sinalizacdo imunolodgica. Esse processo
desempenha um papel essencial na ativagao do sistema imune e na regulagao dos mecanismos
de morte celular (FALK-MAHAPATRA; GOLLNICK, 2020).

Embora a acdo fotodinamica afete muitos alvos, trés mecanismos principais sao induzidos
por fotodano, sendo eles, apoptose, necrose e autofagia. A apoptose, um tipo de morte celular
programada, ¢ frequentemente observada em resposta a danos moderados causados pela TFD
(DOS SANTOS et al., 2019). Este processo ¢ caracterizado pela ativagdo irreversivel das
caspases, fragmentacdo do DNA, condensagdo da cromatina, surgimento de bolhas na
superficie celular e formacdo de corpos apoptoticos. A localizacdo mitocondrial do FS
desencadeia uma cascata de eventos, que culmina na morte celular programada. Este processo

inicia-se com a liberagao do citocromo C para o citosol, seguida pela ativagao do fator ativador
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de protease apoptdtica 1 (APAF-1), que por sua vez, desencadeia a cascata das caspases,
amplificando o sinal apoptético e garantindo a execugao eficiente do programa de morte celular
(DABROWSKI, 2017; VAN STRATEN et al., 2017).

A necrose, um processo de morte celular ndo programada, ¢ desencadeada por danos
severo as membranas celulares ou pela produgdo intensa e rapida de ERO que supera a
capacidade antioxidante da célula. Este fenomeno ¢ caracterizado por uma série de eventos
celulares deletérios, incluindo uma diminuigdo significativa dos niveis de ATP, ruptura da
membrana plasmatica, vacuolizagdo do citoplasma e liberacdo descontrolada do conteudo
intracelular. Como consequéncia, ocorre uma robusta resposta inflamatéria no microambiente
circundante. A indug@o da necrose estd intrinsecamente ligada a diversos fatores celulares,
destacando-se a produgdao excessiva de ERO mitocondriais, danos aos lisossomos ¢ a
sobrecarga intracelular de fons célcio (Ca™) (AGOSTINIS et al., 2011). Estes eventos
coletivamente contribuem para o colapso da integridade celular e a subsequente morte por
necrose.

Estudos mostram que a modula¢do dos mecanismos de morte celular na TFD esta
intrinsecamente ligada as doses de luz aplicadas. Observa-se uma predominancia da apoptose
quando sdo empregadas doses mais baixas de luz, enquanto a aplicagcdo de doses mais elevadas
favorece a ocorréncia da necrose (DABROWSKI, 2017). Esta relagao dose-dependente entre a
intensidade luminosa e o tipo de morte celular induzida destaca a importancia da calibracao dos
parametros de tratamento na TFD para otimizar seus efeitos terapéuticos (MROZ et al., 2011).

A autofagia ¢ um processo celular caracterizado pela formagdao de autofagossomos,
responsaveis por englobar organelas celulares e componentes citoplasmaticos. Os
autofagossomos se fundem com lisossomos formando autolisossomos, neste processo ocorre a
degradacao e reciclagem do material englobado. Embora inicialmente tenha sido reconhecida
cOmo um mecanismo citoprotetor, a autofagia também pode induzir a morte celular em resposta
a TFD, especialmente quando a apoptose estd comprometida (KESSEL; OLEINICK, 2009;
DABROWSKI, 2017). Sabe-se que baixas doses de luz induz a autofagia como um mecanismo
protetivo, ao passo que doses elevadas, promove a indugdo de mecanismos de morte celular a
partir da autofagia (AGOSTINIS et al., 2011; DABROWSKI, 2017).

A Figura 6 sintetiza as reagdes fotoquimicas envolvidas na aplicagdo da TFD, incluindo
a formagdo das ERO ao longo do sistema e as subsequentes alteracdes celulares desencadeadas

pelo processo fotodinamico.
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Figura 6 - Diagrama dos processos celulares desencadeados pela TFD. A absor¢go de fotons pelo FS resulta em estados excitados, levando a formagdo de ERO. As ERO
desencadeiam danos celulares, ocasionando a morte celular por apoptose, necrose ou a partir de mecanismos autofagicos, dependendo da intensidade e extensdo do dano.
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2.3.1 Fotossensibilizador (FS)

A eficacia da TFD estd diretamente relacionada a efetividade do FS escolhido para
compor o sistema, visto seu importante papel nos processos anteriormente descritos
(WAINGADE; MEDIKERI; RATHOD, 2022). As caracteristicas ideais para escolha de um FS
incluem: (1) acimulo no tecido alvo; (2) alta produgdo de 'O2; (3) baixa toxicidade na auséncia
de luz; (4) tempo de meia vida curto; (5) comportamento anfifilicos; (6) pico de absor¢ao de
luz entre 600 nm e 800 nm. Nesse contexto, diversos avangos tém sido implementados para
desenvolver FS que atendam a esses critérios, resultando no aumento da aplicabilidade e
eficacia da TFD (TARDIVO et al., 2005; DOBSON; QUEIROZ, 2018; CORREIA et al., 2021;
ZHOU et al., 2021).

O azul de metileno (AM), conhecido por cloreto de 3,7-bis(dimetilamino)fenazationio e
representado na Figura 7, ¢ um composto bem estabelecido e utilizado em diversas aplicagdes
clinicas (XUE; THAIVALAPPIL; CAO, 2021). Este composto fenotiazinico destaca-se por sua
capacidade de foto-oxidagdao de moléculas naturais e sintéticas, sendo empregado na TFD tem
de diferentes tipos de cancer, incluindo no cancer de mama (TARDIVO et al., 2005; DOS
SANTOS et al., 2017). Como FS, o AM apresenta propriedades farmacologicas favoraveis,
devido a sua baixa toxicidade tecidual e reduzido peso molecular. Essas propriedades permitem
uma entrega rdpida e segura aos tecidos-alvo, otimizando sua eficacia terapéutica (XUE;

THAIVALAPPIL; CAO, 2021; LAW; LEUNG; XU, 2023).

N

~

H3C~N S Sne s

| |
CHs CHs
er

Figura 7 — Estrutura quimica do azul de metileno. Fonte: LAW; LEUNG; XU, 2023.

O AM apresenta caracteristicas que permitem sua distribuicdo em varios
compartimentos celulares e organelas. Sua lipofilicidade suficiente e carga positiva facilitam a
travessia de membranas celulares, sendo atraido pelo ambiente eletroquimico negativo da

matriz mitocondrial. Devido a essa propriedade, o AM se concentra preferencialmente nas
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mitocondrias, alcangando niveis até 1000 vezes superiores ao citosol. Esse acimulo seletivo
nas mitocondrias ¢ particularmente relevante para suas aplicagdes terapéuticas, especialmente
na TFD direcionada a estas organelas (TARDIVO et al., 2005).

No entanto, ¢ importante notar que o AM ndo se acumula exclusivamente nas
mitocondrias. Sua distribui¢do em varios compartimentos celulares depende de fatores como a
densidade optica do corante, o comprimento de onda de excitacdo e o rendimento quantico do
'0,. Essa distribui¢io abrangente, combinada a acumulagio seletiva em organelas especificas,
faz do AM uma molécula versatil para intervencdes com diferentes alvos celulares (TARDIVO
et al., 2005).

Além de um FS bem selecionado, existem outros fatores que afetam a eficiéncia da TFD
como a presenca de oxigénio e o acimulo de FS em tecidos-alvo (ZHOU et al., 2021). A
proliferagdo e o crescimento das células tumorais exigem um alto consumo de oxigénio.
Diversos segmentos tumorais exibem um microambiente hipoxico, resultando na reducio do
efeito da TFD e ocasionando o comprometimento da efetividade do tratamento (WANG et al.,
2023). Outro fator limitante para o deposito de FS em tecidos-alvo ¢ a complexidade enfrentada
no tratamento de tumores profundos. Dada a ativacao da maioria dos FS por meio de luz de
comprimento de onda curto (400-700 nm), ocorre o comprometimento da capacidade de
penetragdo tecidual. Além disso, altas concentragdes de FS podem levar a formacdo de
agregados, o que afeta a produg¢do de ERO e reduz a eficiéncia na absor¢ao de luz e conversao
ao estado tripleto (JI; WEI; YANG, 2022).

Apesar das limitagdes identificadas, ha uma crescente percepgao sobre o potencial da
TFD como estratégia efetiva no tratamento do cancer (ALZEIBAK et al., 2021). Contudo, os
experimentos e estudos clinicos sdo escassos, tornando relevante a realiza¢do de mais estudos
com intuito de avangar o dominio da técnica e ampliar suas aplicagdes terapéuticas (ZHANG;

LI, 2018).

2.4 Deteccao de ERO por Ressoniancia Paramagnética Eletronica (RPE)

O desequilibrio entre a produgao de ERO e a atividade antioxidante resulta no acimulo
de danos oxidativos em biomoléculas. Diante desse acumulo, surgem marcadores do estresse
oxidativo, tais como nucleotideos modificados, produtos da peroxidacao lipidica e constitui¢ao
de proteinas carboniladas. As disfuncdes celulares estdo associadas as mudangas no estado
redox ou na sinalizacdo redox celular ¢ ndo demonstram correlagdo com o acumulo de

marcadores especificos de estresse oxidativo.
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Portanto, a avaliacdo de marcadores de estresse oxidativo ndo oferece uma compreensao
molecular precisa do estresse oxidativo e da sinalizacdo celular, sendo necessario o
desenvolvimento de métodos especificos e sensiveis para detectar ERO. E importante ressaltar
que, embora ndo haja um método de referéncia universalmente aceito para a detec¢ao de ERO,
varias abordagens eficazes tém sido implementadas (DIKALOV; POLIENKO; KIRILYUK,
2018).

A detec¢ao de ERO em diferentes compartimentos celulares e teciduais ¢ fundamental
para ampliar a compreensao sobre a sinalizacao e o impacto do estresse oxidativo no meio
biologico. Entre os métodos disponiveis atualmente, a RPE destaca-se como o unico método
direto para avaliagdo de radicais livres de maneira precisa. Esse método permite a deteccdo de
niveis fisiologicos com alta especificidade, sendo responsavel por fornecer rigor as abordagens
experimentais no campo da biologia redox (ELAJAILI et al., 2019).

A detecgdo de radicais livres de curta duragdo por RPE requer o uso de sondas
moleculares especificas, denominadas como marcadores de spin. Essas sondas interagem com
os radicais transitorios, convertendo-os em radicais mais estaveis e de vida prolongada, que
podem entdo ser quantificados por meio da técnica de RPE (ELAJAILI et al., 2023). Também
existe uma variedade de sondas de spin que podem medir uma gama de espécies de radicais
livres biologicamente relevantes (ELAJAILI et al., 2019). E importante destacar a disting&o
entre spin traps (armadilhas de spin) e spin probes (sondas de spin). As armadilhas de spin
estabelecem uma ligacao covalente com o radical por meio de uma reagdo de adigdo, ao passo
que as sondas de spin sao oxidadas pelas ERO sem que ocorra ligagoes (DIKALOV;
HARRISON, 2014).

As hidroxilaminas ciclicas constituem um dos tipos mais empregados de sondas de spin,
exemplos ilustrados na Figura 8 (ELAJAILI et al., 2019). Essas sondas sdao oxidadas por ERO
com constante de velocidade de ~10°-10*M!s™!. A oxidacdo origina nitréxidos estaveis
detectaveis via RPE e com vida util de varias horas em culturas celulares. A alta constante de
velocidade favorece a detecgdo, visto que minimiza a competicdo entre os nitréxidos com os
antioxidantes celulares e assim, aumenta a precisdo no quantitativo de EROintracelular
(DIKALOV; HARRISON, 2014).

A deteccdo por meio de sondas de spin da classe das hidroxilaminas ciclicas oferece
uma alta sensibilidade no equipamento de RPE de banda X. Essa avancada tecnologia
possibilita a medicdo de concentragdes extremamente baixas de radicais e outras espécies
paramagnéticas, tanto em ambientes in vitro, quanto em amostras teciduais (BERG et al., 2014).

Uma caracteristica especifica das hidroxilaminas ciclicas ¢ a capacidade de monitorar
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diretamente a produ¢cdo de ERO no nivel celular, subcelular e tecidual em tempo real e em
temperatura ambiente. Esse acompanhamento ¢ realizado observando o acimulo de radicais

nitréxido por RPE (DIKALOV; HARRISON, 2014).
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Figura 8 — Estruturas quimicas de sondas de hidroxilaminas ciclicas. Fonte: Adaptado de DIKALOV;
POLIENKO; KIRILYUK, 2018.

Hé uma diversidade de sondas da classe das hidroxilaminas ciclicas, variando pela carga
elétrica entre catidnicas, anidnicas € neutras ou pela lipofilicidade e permeabilidade celular
(Figura 8). A alta permeabilidade do 1-hidroxi-3-metoxicarbonil-2,2,5,5-tetrametilpirrolidina
(CMH) permite a deteccao de ERO intra e extracelular, ao passo que o ativo 1-hidroxi-4-[2-
trifenilfosfonio-acetamido]-2,2,6,6-tetrametilpiperidina (mitoTEMPO-H) concentra-se
especificamente na detec¢do nas mitocondrias (DIKALOV; HARRISON, 2014).

Cabe destacar que a oxidac¢dao de hidroxilaminas ciclicas ndo é exclusiva para Oy,
portanto, a utilizacdo de controles especificos ¢ fundamental para verificar a natureza das ERO
envolvidas na geracdo do sinal do radical nitréxido. Isso € notavel pela utilizagdo da SOD,
impermeavel a célula e responsavel pela identificagao do O, extracelular e do polietilenoglicol
superoxido dismutase (PEG-SOD), permeavel a célula e responsavel pela identificagao de Ox ™
intracelular (DIKALOV et al., 2011; DIKALOV; HARRISON, 2014; ELAJAILI et al., 2019).

O objetivo principal desse processo ¢ minimizar a producao de artefatos e aumentar a
precisdo na interpretacdo das respostas celulares. A combinagdo de diferentes tipos de
hidroxilaminas com controles adequados permite uma compreensdo mais detalhada dos
processos celulares envolvidos no tratamento proposto (DIKALOV; POLIENKO; KIRILYUK,
2018).
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3 Objetivos
3.1 Objetivo Geral

e Padronizar métodos de detecgdo de ERO e, especificamente, de radicais superoxido em
diferentes compartimentos celulares, utilizando hidroxilaminas ciclicas associadas a RPE,

em cultura de células tumorais mamarias submetidas a TFD.

3.2 Objetivos especificos

e Padronizar os parametros fisicos envolvidos na aplicacdo da TFD;

e Padronizar um método de deteccio de ERO em cultura de células tumorais mamarias
submetidas a TFD;

e Padronizar um método de deteccdo de superdxidos extracelulares em cultura de células
tumorais mamarias submetidas a TFD;

e Padronizar um método de detec¢ao de superdxidos citosélicos em cultura de células
tumorais mamarias submetidas a TFD.

e Padronizar um método de detec¢ao de superdxidos mitocondriais em cultura de células

tumorais mamarias submetidas a TFD.
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4 Metodologia

4.1 Materiais e reagentes

As células epiteliais de carcinoma mamario murino 4T1-Luciferase (4T1-Luc) e os
fibroblastos murinos 3T3 (NIH/3T3) foram adquiridos no Banco de Células do Rio de Janeiro
no Brasil. As células foram gentilmente concedidas pela Prof* Dr* Sonia Nair Béo e os ensaios
celulares foram realizados no Laboratorio de Microscopia € Microandlise no Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia. Para realizacdo do cultivo e manutengdo
celular, foi utilizado o meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) para
células NIH/3T3 e Roswell Park Memorial Institute médio 1640 (RPMI-1640) para 4T1-Luc,
ambos suplementadas com soro fetal bovino inativado a 10% e antibidtico penicilina (100
ULmL ™) e estreptomicina (100 ug.mL ') a 1%, com o pH ajustado para 7,2. Para a avaliagdo
da viabilidade celular, foi utilizado o reagente Alamar Blue (AlamarBlueTM Cell Viability
Reagent, InvitrogenTM). O AM foi adquirido em Hatfield PA, EUA. As hidroxilaminas ciclicas
utilizadas como marcadores de spin foram o CMH (Noxygen, Alemanha) e o mitoTEMPO-H
(Enzo Life Sciences, EUA). As enzimas SOD e sua versao conjugada com polietilenoglicol, a
PEG-SOD, foram obtidas da Sigma-Aldrich, EUA. O Tampao Krebs Hepes (KHB), o trihidrato
de dietilditiocarbamato de sodio (quelante de cobre) e a deferoxamina (quelante de ferro) foram

obtidos da Noxygen (Alemanha).

4.2 Ensaio de viabilidade celular

A fim de verificar a viabilidade celular das linhagens NIH/3T3 e 4T1-Luc diante do
AM, realizou-se o ensaio com células sem tratamento e células tratadas com o FS, ambas no
meio de cultivo estabelecido. As concentragdes utilizadas no ensaio seguiram o protocolo
previsto por Santos, 2017, portanto, avaliou-se as concentragdes de 1,25 pg.mL™!, 2,5 pg.mL"!,
3,75 ngmL!, 5 pgmL"' e 10 pg.mL"! de AM. Foram semeadas 5x10° de células NIH/3T3 e
4T1-Luc em microplacas de 96 pocos e tratadas com diferentes concentragdes de AM. A placa
foi mantida em incubadora timida por 24h e transcorrido esse periodo, as células foram
incubadas com 110 uL de A/lamar Blue e retornaram a incubadora por mais 2h 30 min. A leitura
em fluorescéncia foi realizada em espectrofotometro Spectramax M5 (Molecular Devices —
USA) (Kex. 560; Aem.590). Optou-se pela concentragdo de AM que apresentou a menor
citotoxicidade no escuro para aplicacao nos ensaios de TFD, sendo considerado como ideal a

concentragdo de 1,25 pg.mL™! de AM.
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4.3 Avaliacio do efeito fotodinamico

A aplicagdao da TFD foi dada a partir de um sistema emissor de luz de LED (Diodo
Emissor de Luz, do inglés Light Emitting Diode) no comprimento de onda especifico de 660
nm. O sistema foi projetado e constituido no Laboratério de Software e Instrumentagdo em
Fisica Aplicada na Universidade de Brasilia (UnB) pelo Prof. Dr. Paulo Eduardo Narcizo de
Souza. O equipamento era composto por um LED de 660 nm (modelo GP-100Wr6-G42M-
Z3GL, Green Powertech Solutions Limited), controlado por modula¢do de largura de pulso
aplicada a uma onda quadrada de 480 Hz. O controle térmico do equipamento ocorre por meio
de um refrigerador de dgua comercial (Corsair H95), desempenhando um papel de dissipador
de calor ligado ao LED de alta poténcia.

A padronizagdo dos ensaios de TFD para determinagdo da fototoxicidade foi feita a
partir do plaqueamento de 5x10° de células NIH/3T3 e 4T1-Luc em microplacas de 96 pogos.
As células foram divididas em: (1) células sem tratamento e (2) células tratadas com AM e
emissdo do LED 660 nm. Verificou-se a viabilidade celular nas irradiancias de 7,5, 15, 22,5
mW/cm?, com distanciamento de 12 cm entre a placa do LED e a base do aparelho, garantindo
a emissdo uniforme sobre os pocos avaliados. Decorrido o tempo de irradiagdo de 60 segundos,
as c¢lulas foram incubadas por mais 24 h para verificacdo da viabilidade celular com aferi¢ao
da fluorescéncia em espectrofotdmetro. Considerou-se a reducdo da viabilidade das células
4T1-Luc, bem como a preservacao da integridade da linhagem NIH/3T3 para definir a poténcia
de 15 mW/cm?, durante 60 s, para aplicagdo da TFD nos ensaios seguintes. Essa condigio
permitiu a aplica¢do de uma fluéncia de 0.9 J/cm?. Os ensaios foram realizados em triplicata

para avaliar o desempenho celular frente a TFD.

4.4 Deteccao da producdao de superoxido por RPE em diferentes compartimentos

celulares

O principio fundamental desta técnica baseia-se na transformacdo quimica das
hidroxilaminas ciclicas, que s3o inicialmente moléculas diamagnéticas, em nitroxidos
paramagnéticos quando reagem com ERO. Esta mudanga no estado magnético da molécula ¢ a
chave para a detec¢@o e quantificagdo das ERO. Quando expostas a ERO, as hidroxilaminas
ciclicas, como o CMH, rapidamente se oxidam, formando radicais nitroxidos estaveis. Estes
radicais, por possuirem elétrons desemparelhados, geram um sinal caracteristico no espectro de

RPE, cuja intensidade ¢ diretamente proporcional a quantidade de ERO presentes no sistema.
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Para a deteccdo de ERO nos diferentes compartimentos celulares, realizou-se o
plaqueamento de 5x10* de células NIH-/3T3 e 4T1-Luc em placas de 24 pocos e mantidas em
incubadora iimida durante 24 horas. Decorrido esse periodo, as células receberam diferentes
condicdes de tratamento.

Para a deteccdo total de ERO preparou-se uma solugdo estoque de 10 mM de CMH,
dissolvido em KHB. Este tampao continha 25 mM de deferoxamina (DF, quelante de ferro) e
5 mM de trihidrato de dietilditiocarbamato de sédio (DETC, quelante de cobre), utilizados para
minimizar a oxidagdo do CMH por metais de transicdo. As solucdes foram preparadas
imediatamente antes dos experimentos e mantidas em gelo durante todo o decorrer dos mesmos.
Foram adicionados 12,5 pL. de CMH para atingir a concentragdo final de 200 uM, em seguida
adicionou-se o fotossensibilizador diluido em KHB em volume total de 500 pL e realizadas as
irradiagdes com luz de LED 660 nm (fluéncia de 0.9 J/cm?).

Para avaliar a producdo de superdxido extracelular, os pogos foram pré-tratados com
SOD, representacao na Figura 9. Adicionou-se 10 pL/poco de solugdo de trabalho de SOD para
atingir a concentragdo final de 50 U/mL e incubados por 10 min a 37 °C antes da adicao de
CMH e AM. As placas foram irradiadas por 60 segundos (fluéncia de 0.9 J/cm?), em seguida
incubadas por 50 min em incubadora iimida a 37°C. Posteriormente a incubagdo, 400 uL do
sobrenadante foram colocados em seringa de 1 mL e imediatamente congelados em nitrogénio

liquido. A placa foi mantida sobre gelo durante o procedimento.

- » ) % o i J/ X
P th I Xlo:mn — i gy 05V
J

/'\ ' /\ /\ |]] — /\ / /\ }// X o
. B &= B
® PLAQUEAMENTO @ INCUBAGAO ® PRE-TRATAMENTO ® INCUBACAO ® PRE-TRATAMENTO ® IRRADIAGAO
COM SOD COM CMH E AM
-
‘J‘ ;'_ _'4"\
z 50 min > [ "
— ¥ ] |
|
N\ | N\ ( N\ N\
1
@ INCUBACAO ® COLETA DO SOBRENADANTE ® CONGELAMENTO EM @ MEDIGAO NO RPE

NITROGENIO LIQUIDO
Figura 9 — Esquema metodologico para avaliacio da producio de superdxido extracelular. Fonte: Autoria

propria.

Para avaliar a producdo de superdxido intracelular, os pogos foram pré-tratados com

PEG-SOD, conforme ilustrado na Figura 10. Adicionou-se 14 pul/poco de solugdo de trabalho
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de PEG-SOD para atingir a concentracao final de 100 U/mL e incubados por 10 min a 37 °C
antes da adicdo de CMH e AM. As placas foram irradiadas por 60 segundos (fluéncia de 0.9
J/em?), em seguida, incubadas por 50 min em incubadora imida a 37°C. Posteriormente a
incubacdo, 400 puL do sobrenadante foram retirados. Em seguida, as células foram raspadas e
ressuspendidas com o auxilio de uma pipeta. Utilizou-se uma seringa, na qual foram colocados
200 pL de agua, congelados em nitrogénio liquido, em seguida 50 puL da suspensdo de células,
que também foram congeladas e entdo mais 200 uLL de dgua, congelando entdo todo o contetdo

da seringa. Todas as amostras foram armazenadas a -80 °C até as medidas de RPE.
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Figura 10 — Esquema metodoldgico para avaliacio da producio de superoxido intracelular. Fonte: Autoria
propria.

Para avaliar a produgdo de superoxido mitocondrial, esquema representado na Figura 11,
adicionou-se 5,3 plL/poco de solucdo de trabalho de mito-TEMPO-H para atingir a
concentragdo final de 250 uM e incubados por 10 min a 37 °C antes da adi¢do de AM. O restante
do procedimento foi idéntico ao descrito acima para avaliar a producdo de superdxido
intracelular. Todas as amostras foram armazenadas a -80 °C até as medidas de RPE.

Para a curva de calibragdo das medidas de ERO, foram preparadas amostras a partir de
uma solugdo estoque de 10 mM do padrdo: 3-carboxi-proxilo (CP¢) (Noxygen, Alemanha)
preparado em KHB e diluido a concentragdes de 0, 5, 10, 50, e 100 pM. Exatamente 400 pL
das amostras de calibracao foram transferidos seringas de 1 mL e congelados instantaneamente

em nitrogénio liquido.
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As medidas de RPE foram realizadas em um espectrometro Bruker EM X500, utilizando
a banda X (9,35 GHz), poténcia 2 mW e campo de modulacdo de 200 Gauss, constante de
tempo de 10 ms, tempo de varredura de 600 G e 5 varreduras adicionados em conjunto para
cada medicdo. Os parametros e a andlise dos dados foram baseados em metodologia

padronizada e adaptados de acordo com as necessidades do nosso estudo.
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Figura 11 — Esquema metodolégico para avaliacdo da produciio de superéxido mitocondrial. Fonte: Autoria
propria.

4.5 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 10.0.
As comparagdes estatisticas foram efetuadas por analise de variancia a dois fatores (ANOVA
Two-Way), seguido pelo pos-teste de Tukey. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido
em 95% de confianga. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(EPM). Diferencas entre grupos foram consideradas estatisticamente significativas quando o

valor de p foi menor que 0,05 (p < 0,05).
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5 Resultados e Discussao

Uma das caracteristicas fundamentais na selecdo de um FS ¢ sua capacidade de nao
desempenhar um carater toxico até a ativacdo pela luz (DOBSON; QUEIROZ, 2017). Dessa
forma, foi necessario avaliar a citotoxicidade das linhagens perante o AM. Para determinar a
viabilidade celular no escuro, as células NIH-3T3 e 4T1-Luc foram tratadas com diferentes
concentracdes de AM. Com base no protocolo descrito por Santos (2017), foram estabelecidas
as concentragdes de 1,25 ng.mL!, 2,5 pg.mL!, 3,75 pgmL™!, 5 ugmL' e 10 pg.mL! de AM
para o ensaio.

A Figura 12 apresenta os indices de viabilidade celular das duas linhagens celulares ap6s
o tratamento com diferentes concentracoes de AM. Ambas as linhagens demonstraram
sensibilidade ao AM, com diminui¢do progressiva da viabilidade conforme o aumento da
concentracdo. Notavelmente, as células 4T1-Luc exibiram maior susceptibilidade ao
tratamento, apresentando reducdes mais acentuadas na viabilidade em comparagdo com as
NIH-3T3, especialmente em concentragdes acima de 2,5 pg.mL’'. Esta diferen¢a foi
particularmente evidente na concentragio de 10 ug.mL™!, onde a viabilidade das células 4T1-
Luc caiu para 36%, enquanto as NIH-3T3 mantiveram uma viabilidade de 67%. Esses achados
sugerem uma potencial seletividade do AM, indicando sua capacidade de afetar diferentemente
distintas linhagens celulares. Esse comportamento ¢ consistente com a literatura, que aponta
uma maior citotoxicidade em células tumorais em razao do seu metabolismo acelerado. Em
contraste, as células normais apresentam maior viabilidade celular no tratamento com

concentragdes equivalentes (DOBSON; QUEIROZ, 2017).
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Figura 12 — Avaliacdo da citotoxicidade do AM em células NITH-3T3 (controle) e 4T1-Luc (tumoral) no
escuro. As colunas representam a viabilidade celular diante das concentragdes de 1,25 pg.mL™, 2,5 ng.mL, 3,75
pgmL?, 5 ngmL" e 10 ug.mL"' de AM. Dados representam média + EPM, n = 4. # p < 0,05 (comparado com
células NIH-3T3 na mesma concentragdo de AM) e * p < 0,05 (comparado com o respectivo grupo controle).
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Selecionamos a concentragio de 1,25 pg.mL™! de AM para prosseguir com os ensaios
de fototoxicidade porque nesta concentragdo ambas as linhagens celulares mantiveram alta
viabilidade, proxima ao controle, o que permite observar os efeitos especificos da
fototoxicidade, sem confundi-los com a toxicidade direta do AM, além de garantir que haja um
numero de células suficientes para o estudo. Assim, foi possivel investigar se a fotoativagdo do
AM pode induzir efeitos toxicos adicionais, mesmo em concentragdes que sdo relativamente
seguras sem exposicao a luz, fornecendo informagdes valiosas sobre seu potencial como agente
fototerapéutico.

A otimizagdo da TFD requer uma cuidadosa selecdo e ajuste de diversos parametros
fisicos para garantir sua eficacia e seguranca. A literatura, notadamente os trabalhos de Torezan
e Niwa (2009) e Algorri et al. (2021), destaca varios fatores determinantes para a eficicia da
TFD, incluindo a taxa de fluéncia, o tempo de irradiagdo, o espectro de emissao, a distribuicao
espacial da luz e a irradiancia.

Para minimizar possiveis variagdes no sistema, buscou-se a padronizagdo desses fatores.
As condigdes especificas estabelecidas para o estudo foram: uso de um LED de 660 nm, com
uma fluéncia de 0,9 J/cm?, aplicada durante um tempo de irradiagdo de 60 segundos, mantendo
uma distancia de 12 cm entre a placa do LED e a base do aparelho. Com o intuito de otimizar
ainda mais o processo, foi conduzido um ensaio especifico para selecionar a irradidncia mais
adequada, demonstrado na Figura 13. O objetivo principal era encontrar um equilibrio entre a
eficacia terapéutica e a seguranga, mitigando os danos indesejados que poderiam ser causados
por irradiancias mais elevadas, ao mesmo tempo evitando a insuficiente ativacao do AM, que
poderia ocorrer com irradidncias mais baixas (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016). Neste
contexto, foram avaliadas as irradiancias de: 7,5, 15, 22,5 mW/cm?, mantendo constantes os
outros parametros previamente estabelecidos.

Os resultados demonstraram que a irradiagcdo apenas com luz de LED (irradiancia de 15
mW/cm?), na auséncia do FS, promoveu aumento na viabilidade de ambos os tipos celulares.
Esse aumento pode ser explicado pelo fendmeno da fotobiomodulagdo, também conhecido
como bioestimulagdo. Esse processo ocorre quando a luz em comprimentos de onda especificos,
particularmente na faixa do vermelho (630-670 nm), interage diretamente com componentes
celulares fotorreceptores, especialmente a enzima citocromo c oxidase presente na cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial, o que desencadeia uma cascata de eventos celulares
que promovem o metabolismo e a proliferagao celular. Quando a luz ¢ absorvida pela citocromo
¢ oxidase, ocorre uma otimizagdo do transporte de elétrons na cadeia respiratdria, resultando

em maior eficiéncia na producdo de ATP. Este aumento na disponibilidade energética celular,
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por sua vez, estimula diversos processos biologicos, incluindo a sintese de DNA e proteinas,

além de ativar fatores de transcri¢cdo relacionados a proliferagdo celular (KARU, 2008).
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Figura 13 — Avaliacio do efeito fotodinimico em células NIH-3T3 (controle) e 4T1-Luc (tumoral) por AM
(1,25 pg/mL) e irradiacio com luz de LED 660 nm durante 60 segundos. Foram testadas as irradidncias de 7.5,
15 € 22.5 mW/cm?. A exposic¢do das células somente a luz de LED 15 mW/cm?, na auséncia de AM, promoveu
aumento da viabilidade celular. Dados representam média + EPM, n =4. # p < 0,05 (comparado com células NIH-
3T3 sob a mesma irradia¢do) ¢ * p < 0,05 (comparado com o respectivo grupo controle).

Verificou-se, ainda, que apds a irradidncia de 22,5 mW/cm? houve redugao na
viabilidade tanto de células normais quanto tumorais de maneira ndo seletiva. A irradiancia de
15 mW/cm? foi a que promoveu maior redugdo na viabilidade das células tumorais 4T1-Luc (-
49%), em comparacao as células normais NIH-3T3 (-18%). Isto sugere que esta irradiancia
especifica fornece energia suficiente para ativar o fotossensibilizador e induzir a morte celular
nas células tumorais, causando poucos danos as células normais circundantes. Com base nessa
evidéncia, padronizou-se o uso da a irradidncia de 15 mW/cm? para os ensaios subsequentes de
deteccao de ERO.

A deteccao de ERO durante a TFD ¢ fundamental para compreender e otimizar o
tratamento. As ERO sdo os principais agentes responsaveis pelo efeito citotoxico da TFD,
tornando sua medi¢do essencial para avaliar diretamente a eficdcia do tratamento (DOS
SANTOS et al., 2019; ZHANG et al., 2020). Além disso, a produgao de ERO pode servir como
indicador precoce do potencial sucesso do tratamento. Geralmente, uma maior producdo esta
correlacionada com uma maior eficicia terapéutica, permitindo prever os resultados e, se

necessario, ajustar o tratamento (DOUGHERTY et al., 1998, DUSE et al., 2018).
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No presente estudo, utilizou-se hidroxilaminas ciclicas associadas a RPE para
quantificar a produ¢do de ERO durante a TFD. A Figura 14 apresenta a produgao de nitroxido
apos tratamento com AM e irradiagdo com LED de 660 nm nas duas linhagens celulares: NIH-
3T3 e 4T1-Luc. Nos grupos branco (apenas meio de cultura) e controle (apenas células em meio
de cultura), ambas as linhagens celulares exibiram niveis negligencidveis de nitroxido. Da
mesma forma, a exposi¢ao isolada ao LED de 660 nm ndo provocou aumento significativo na
producdo de nitroxido, indicando que a luz por si s6 nao induz estresse oxidativo consideravel
nas células.

O tratamento apenas com AM resultou em aumento na produ¢do de ERO, quando
comparado ao grupo controle. Essa caracteristica do AM ja foi verificada em outros estudos
(RODRiGUEZ-CORDOVA et al., 2019; JIANG et al., 2019; WU et al., 2019) e indica sua
capacidade em induzir um certo nivel de estresse oxidativo nas células, mesmo sem ativagao
pela luz. Uma possivel explicagdo ¢ a capacidade do AM em interagir com a cadeia de
transporte de elétrons mitocondrial. O AM pode entrar na mitocondria e criar uma via
alternativa para o fluxo de elétrons, aceitando elétrons do NADH no complexo I e transferindo-
os diretamente para o citocromo ¢, que pode resultar em um aumento na produgao de superoxido
nos complexos [ ou IIT (PATIL et al., 2020; GUREEYV et al., 2022). Além disso, 0 AM também
pode interagir com ions metalicos como ferro e cobre, catalisando a reacdo de Fenton, que

converte H>O> em HO* (IMPERT et al., 2003).
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Figura 14 — Producio de nitroxido medidas por RPE em células NIH-3T3 (controle) e 4T1-Luc (tumoral)
apos tratamento com AM e irradiagdo com LED 660 nm. As colunas sdo segmentadas em 6 grupos, sendo: (1)
branco, composto apenas pelo meio de cultura celular; (2) controle, caracterizado pelo meio de cultura e a linhagem
descrita; (3) Led 660 nm, irradiacdo aplicada frente ao meio celular e linhagem descrita; (4) AM, somente o FS
aplicado no escuro; (5) AM + 660 nm, tratamento com FS e irradiagdo com LED. A Figura demonstra a formagao
de nitroxidos durante TFD. Dados representam média + EPM, n = 3. Diferenca significativa * p < 0,05 (comparado
com o respectivo grupo controle) e # p < 0,05 (comparado com o respectivo grupo AM)
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Cabe ressaltar que, embora esses mecanismos possam levar ao estresse oxidativo, o AM
também tem sido estudado por seus potenciais efeitos terapéuticos em certas condicdes,
particularmente em baixas doses (OZ et al., 2009; YANG et al., 2017). O equilibrio entre seus
efeitos pro-oxidantes e antioxidantes pode depender de fatores como concentragdo, estado
redox celular e contexto fisiologico.

Como esperado, os resultados demonstraram aumento significativo na produgdo de
nitroxido quando o AM foi ativado pela irradiagdo de 660 nm, atingindo niveis
aproximadamente cinco vezes superiores aos observados no grupo que recebeu apenas AM.
Este aumento na producdo de nitroxido pode ser atribuido a uma série de processos
fotoquimicos e bioldgicos desencadeados pela ativagio do AM (WAINWRIGHT;
CROSSLEY, 2002). Quando o AM absorve fotons da luz de 660 nm, ele ¢ excitado para um
estado de maior energia. Neste estado, 0 AM pode interagir eficientemente com o oxigénio
molecular presente no ambiente celular, promovendo a formacdo de 'O (DEROA;
CRUTCHLEY, 2002). Além disso, 0 AM excitado pode participar de reagdes de transferéncia
de elétrons, gerando outras ERO como o anion superdxido e o radical hidroxila (ZHAO; XU,
2013).

O aumento na concentracdo de nitroxido observado apos a fotoativagdo do AM foi
consideravelmente maior do que a soma dos efeitos do AM e da luz LED quando aplicados
separadamente. Este efeito sinérgico sugere que a combinacdo de AM e luz ndo apenas soma
seus efeitos individuais, mas potencializa significativamente a geracdo de espécies reativas e,
consequentemente, a producao de nitroxidos (HAMBLIN; HASAN, 2004).

Embora as células NIH-3T3 e 4T 1-Luc tenham apresentado diferentes sensibilidades ao
AM ativado (Figura 13), ndo se observou diferenca na produgdo de nitréxido entre as duas
linhagens (Figura 14). Este resultado alinha-se com o estudo de Scheinok et al. (2020), que nao
encontrou diferenca significativa na produgao global de ERO entre células de cancer de colo
do ttero humano do tipo selvagem SiHa e células SiHaF3 superinvasivas.

Contudo, a literatura indica que a producdo de ERO ¢ geralmente elevada nas células
tumorais devido ao aumento da taxa metabdlica, mutagdes genéticas e hipdxia relativa
(PERILLO et al., 2020). Além disso, evidéncias sugerem que células tumorais sdo mais
sensiveis aos agentes geradores de ERO em comparagdo com as células normais. Glorieux et
al. (2024) revisaram as diferencas significativas entre células normais e tumorais em seus
estados redox dinamicos, mecanismos de regulacdo e capacidade de lidar com o estresse
oxidativo e responder a agentes moduladores de ERO. Os autores descreveram que células

normais e cancerosas exibem perfis de transcricdo distintos de RNAs longos nao codificantes
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(IncRNAs) em resposta ao estresse oxidativo. Essa descoberta sugere que os IncRNAs podem
desempenhar um papel importante na modulagdo da resposta diferencial ao estresse de ERO
entre células normais e cancerosas. No entanto, os mecanismos moleculares e bioquimicos
responsaveis por essa diferenca de sensibilidade ainda ndo foram completamente elucidados,
indicando a necessidade de mais pesquisas nesta area.

Em cultura de células, o uso do CMH associado ao pré-tratamento com as enzimas SOD
(impermeavel) e PEG-SOD (permeével) permite a diferenciacdo entre superoxidos citosélicos
e extracelulares.

A Figura 15 apresenta a medida da concentragdo de nitréxidos por RPE nas duas
linhagens celulares: NIH-3T3 e 4T1-Luc, apds o tratamento com AM ativado pela irradiacao
de 660 nm em comparacao ao grupo controle. A contribuicao do superdxido extracelular foi
validada por meio do pré-tratamento com SOD, em que se observou redugao na amplitude do
espectro de RPE, quando comparado com células que nio receberam esse tratamento. A
diferenca entre as concentragdes de nitroxido com e sem o pré-tratamento com SOD representa
a producgdo de superoxido extracelular, uma vez que a SOD ¢ uma enzima nao permeavel a
membrana celular, restringindo sua atividade ao espaco extracelular (DIKALOV et al., 2007;
MAURYA; NAMDEOQ, 2021). Por outro lado, o CMH, sendo permeavel a membrana, tem a
capacidade de reagir com o superdxido tanto no ambiente intracelular quanto no extracelular,
formando um radical nitroxido estavel que pode ser quantificado por RPE (DIKALOV et al.,
2011).
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Figura 15 — Producéo de nitréxido medidas por RPE em células NTH-3T3 (controle) e 4T1-Luc (tumoral)
com pré-tratamento de SOD e tratamento com AM e irradiacio com LED 660 nm. A figura demonstra o
papel da SOD em neutralizar as ERO e evidenciar a produgao de superdxido extracelular e total. EC = Superoxido
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Extracelular. Dados representam média e desvio padrdo, n = 3. Diferenca significativa * p < 0,05 (comparado com
o respectivo grupo controle) e # p < 0,05 (comparado com o respectivo grupo AM + 660 nm).

Quando as células sdo expostas apenas ao CMH, a sonda reage com todo o superdxido
disponivel, independentemente de sua localizagdo, resultando em um sinal de RPE que
representa a producao total de superdxido. Contudo, ao pré-tratar as células com SOD, cria-se
uma condi¢@o onde o superoxido extracelular é rapidamente eliminado antes que possa interagir
com o CMH. Consequentemente, o sinal de RPE observado nesta condi¢do reflete
principalmente a produg¢ao intracelular de superoxido, ja que a SOD nao penetra nas células
para afetar o superoxido interno (GRIENDLING et al., 2016).

A diferenca entre essas duas condi¢des (com e sem pré-tratamento com SOD) fornece
uma medida quantitativa do superoxido produzido especificamente no espago extracelular, pois
representa a por¢ao do sinal que foi suprimida pela acado da SOD no ambiente fora das células.
Esta abordagem permite discriminar entre a produgdo total de superdxido e a producdo
especifica no espago extracelular, permitindo ndo apenas a quantificagdo de ERO, mas também
a determinacao de sua localizacao celular e o papel protetor da SOD no controle desse processo
(ELAJAILI et al., 2019).

A Figura 16 apresenta espectros de RPE representativos, gerados pelo tratamento das
células com CMH e AM ativado, com ou sem o pré-tratamento com SOD. Demonstra-se que o

sinal de nitroxido foi inibido pela SOD em ambas as linhagens celulares.
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Figura 16 — Detecciio de radical superdéxido no sobrenadante de células NIH-3T3 (controle) e 4T1-Luc
(tumoral) com pré-tratamento de SOD e tratamento com AM e irradiacio com LED 660 nm. Espectros de
RPE de nitroxidos detectados a 77 K apds o tratamento das células com CMH (200 uM) e com ou sem pré-
tratamento de SOD (50 U/mL) e tratamento com AM e irradiagdo com LED 660 nm. Siglas: UA: Unidades
arbitrarias.

Um experimento semelhante foi conduzido utilizando PEG-SOD com o intuito de

analisar o perfil de produgdo de superdxido intracelular (Figura 17). A PEG-SOD ¢ uma forma
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modificada da SOD que foi conjugada com polietilenoglicol (PEG), alterando suas
propriedades fisico-quimicas e permitindo que ela atravesse membranas celulares
(VERONESE et al., 2002). Quando as células foram expostas ao AM ativado por irradiagao de
660 nm, verificou-se aumento significativo na concentragao de nitréxido em ambas as linhagens
celulares, em comparag@o ao grupo controle. Assim como observado com a SOD convencional,
o pré-tratamento com PEG-SOD resultou em reducdo significativa na produgdo de nitroxidos
(» < 0,05), evidenciando a diminuicdo dos niveis de superdxido intracelular, ou seja,
confirmando a eficacia da PEG-SOD em neutralizar o superdxido intracelular (IC).

A capacidade da PEG-SOD de inibir superoxidos intracelulares a torna uma ferramenta
importante para validar a participagdo especifica destes radicais (em compara¢do com a
producao total de ERO), além de analisar a dinamica de produgao de superoxidos em sistemas

celulares (DIKALOV & HARRISON., 2014; ELAJAILI, et al., 2021).
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Figura 17 — Producéo de nitréxido medidas por RPE em células NIH-3T3 (controle) e 4T1-Luc (tumoral)
com e sem pré-tratamento de PEG-SOD e tratamento com AM e irradiacio com LED 660 nm. A figura
demonstra o papel da PEG-SOD em neutralizar as ERO e evidenciar a produgédo de superoxido intracelular. IC =
Superdxido Intracelular. Dados representam média e desvio padrdo, n = 3. Diferenga significativa * p < 0,05
(comparado com o respectivo grupo controle) e # p < 0,05 (comparado com o respectivo grupo AM + 660 nm).

ApoOs avaliarmos a producdo extra e intracelular de superdxidos, investigamos a
produgdo mitocondrial de superéxido nas linhagens celulares NIH-3T3 e 4T1-Luc, utilizando
a sonda especifica mito-TEMPO-H (Figura 18). Esta sonda ¢ uma versdo modificada do

composto TEMPO, que foi especialmente projetada para se acumular seletivamente nas
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mitocondrias (NAZAREWICZ et al., 2013). Os resultados mostram que, na condi¢cdo de
controle, ambas as linhagens apresentaram niveis basais baixos de nitréxidos, indicando uma
producdo minima de superoxido mitocondrial. A exposicao isolada a luz LED de 660 nm nao
provocou um aumento significativo na produ¢ao de superdxido mitocondrial em nenhuma das
linhagens celulares.

O tratamento das células apenas com AM resultou em aumento na concentragdo de
nitroxido em ambas as linhagens. Este efeito moderado pode ser atribuido a capacidade do AM
de interagir com componentes mitocondriais, mesmo na auséncia de fotoativagcdo. Contudo, a
combinagdo de AM com irradiagdo a 660 nm desencadeou um aumento expressivo na
concentragdo de nitréxidos, quando comparado com o tratamento isolado com AM, destacando

o efeito sinérgico entre o fotossensibilizador e a luz na indugdo do estresse oxidativo

mitocondrial.
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Figura 18 — Producéo de nitréxido medidas por RPE em células NITH-3T3 (controle) e 4T1-Luc (tumoral)
com tratamento com AM e irradiacdo com LED 660 nm e mito-TEMPO-H. A figura evidencia os niveis de
nitréxido a partir do uso do mitoTEMPO-H e o envolvimento mitocondrial na TFD. Dados representam média +
EPM, n = 3. Diferenga significativa * p < 0,05 (comparado com o respectivo grupo controle) e # p < 0,05
(comparado com o respectivo grupo AM).

A sonda mito-TEMPO-H ¢ uma ferramenta altamente especifica utilizada na detecgado
de superoxido mitocondrial em sistemas biologicos. A estrutura quimica do mito-TEMPO-H
incorpora caracteristicas cruciais que determinam sua funcionalidade. A molécula possui um
grupo trifenilfosfonio (TPP+) ligado covalentemente, que confere uma carga positiva e

lipofililicidade a sonda (MURPHY, M.P., 2008). Estas propriedades sdo fundamentais para sua
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capacidade de atravessar membranas bioldgicas e se concentrar nas mitocondrias, impulsionada
pelo potencial de membrana mitocondrial negativo. Uma vez dentro da mitocondria, o mito-
TEMPO-H atua como um captador eficiente de superdxido. A reagdo entre o superoxido e a
sonda resulta na formagao de um radical nitréxido estavel e detectavel por RPE (DIKALOV &
HARISSON, 2014; ELAJAILI, et al., 2021).

A utilizacdo da sonda mito-TEMPO-H possibilitou a detec¢ao especifica do superoxido
gerado nas mitocondrias, corroborando a hipotese de que estas organelas sdo um importante
local de acao da TFD com AM. De fato, o mito-TEMPO-H tem sido utilizado para avaliar a
producdo de superdxido mitocondrial em diferentes contextos bioldgicos e patologicos, em
diversos campos de pesquisa, desde estudos sobre cancer e doengas cardiovasculares até
investigacdes sobre doencas neurodegenerativas e toxicologia (DIKALOVA et al., 2010;

DIKALOV etal., 2011).
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6 Conclusao

A presente pesquisa demonstrou com sucesso a padronizagao de um método eficaz para
a deteccdo de ERO e, especialmente, de radical superoxido em células tumorais mamarias
submetidas a TFD, utilizando a técnica de RPE associada a marcadores de spin da classe das
hidroxilaminas ciclicas. Os resultados obtidos revelaram um aumento significativo na producao
de superoxidos apods a aplicacao da TFD.

A utilizagdo do AM como fotossensibilizador, em conjunto com a irradiagdo por luz
LED de 660 nm, mostrou-se eficiente na gera¢do de ERO, resultando em um aumento de cinco
vezes na produgdo total de superdxidos nas células tumorais 4T1. Além disso, a aplicagdo de
diferentes abordagens experimentais, como o uso de SOD impermeavel e PEG-SOD permeavel,
confirmou a participacdo dos superodxidos produzidos por TFD e permitiu discriminar entre a
produgdo extracelular e intracelular destas espécies.

Destaca-se, ainda, a validagdo do marcador de spin especifico mitocondrial mito-
TEMPO-H, que possibilitou a quantificagdo precisa do aumento na formagao de superoxido
mitocondrial apds a TFD. Este achado ¢ particularmente relevante, considerando o papel central
das mitocondrias na regulagdo do metabolismo celular e na indugdo de morte celular.

Em suma, este estudo contribui significativamente para o avan¢o do conhecimento sobre
os mecanismos moleculares envolvidos na TFD, especialmente no que diz respeito a produgdo
e distribui¢do de radicais superdxido. A metodologia desenvolvida oferece uma ferramenta
valiosa para futuras investigacdes neste campo, podendo auxiliar no aprimoramento de
protocolos de TFD e no desenvolvimento de terapias mais eficazes para o tratamento do cancer

de mama e, potencialmente, de outros tipos de cancer.
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