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RESUMO

A terapia fotodinamica (TFD) destaca-se como uma modalidade terapéutica
minimamente invasiva baseada na ativacdo de um fotossensibilizador por luz em
comprimento de onda especifico, na presenca de oxigénio molecular, promovendo a
geracao localizada de espécies reativas de oxigénio capazes de induzir morte celular
seletiva. Entre os fotossensibilizadores disponiveis, o azul de metileno (AM) apresenta
elevada disponibilidade, baixo custo e propriedades fotofisicas favoraveis,
configurando-se como uma alternativa promissora para o tratamento de neoplasias.
Entretanto, permanecem lacunas quanto aos mecanismos moleculares
desencadeados pela TFD mediada por azul de metileno (AM-TFD) e a influéncia dos
parametros dosimétricos sobre a ativacdo das diferentes modalidades de morte
celular. O presente estudo teve como objetivo avaliar os mecanismos de morte celular
induzidos pela TFD mediada por AM (AM-TFD) em modelos experimentais in vitro e in
vivo de carcinoma mamario murino da linhagem 4T1, utilizando duas concentragbes
do fotossensibilizador (25 e 50 uM) e investigando as vias de apoptose, autofagia,
necroptose e ferroptose. Inicialmente, foram estabelecidos os parametros
experimentais por meio de ensaios de viabilidade celular, determinando-se as
concentracoes de azul de metileno e definindo-se o protocolo fotodindmico. A
irradiagao foi realizada com laser de diodo InGaAIP, com comprimento de onda de 660
nm, poténcia de 100 mW, area de ponto de 0,028 cm?, energia de 2,8 J por ponto,
densidade de energia de 100 J/cm?, irradiancia de 3,57 W/cm? e tempo de exposicao
de 28 s por ponto. Posteriormente, foram realizados ensaios de migragédo celular,
analise da expressao génica por RT-qPCR, avaliagdo funcional das vias de morte
celular por meio de inibidores farmacoldgicos especificos e caracterizagao
histopatolégica e imuno-histoquimica em camundongos BALB/c portadores de
carcinoma mamario induzido por células 4T1. Os resultados demonstraram que a AM-
TFD reduziu significativamente a viabilidade e a capacidade migratoria das células
tumorais. A analise da expressao génica revelou modulagdo de marcadores
associados as vias de morte celular regulada, com maior participagcdo de mecanismos
relacionados a autofagia e ferroptose. Os ensaios com inibidores farmacoldgicos
confirmaram a contribuicéo funcional da ferroptose para a citotoxicidade induzida pela
terapia. No modelo in vivo, o tratamento mostrou-se seguro, sem evidéncias de
toxicidade sistémica. Embora nao tenham sido observadas diferencas significativas na
regressao macroscopica do volume tumoral durante o periodo experimental, as
analises moleculares e imuno-histoquimicas evidenciaram alteragdes compativeis com
a ativagdo de diferentes vias de morte celular imunogénica no tecido tumoral como
necroptose. A AM-TFD constitui uma estratégia antitumoral promissora para o
tratamento do carcinoma mamario experimental, sendo capaz de induzir multiplas vias
de morte celular regulada, com destaque para autofagia, necroptose e ferroptose.
Esses achados ampliam a compreensdao dos mecanismos moleculares envolvidos na
fototerapia e fornecem subsidios para a otimizagcao dos parametros terapéuticos e o
desenvolvimento de protocolos translacionais para o tratamento do cancer de mama.

Palavras-chave: terapia fotodinamica; azul de metileno; carcinoma mamario; morte
celular regulada; apoptose; autofagia; necroptose; ferroptose.



ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) stands out as a minimally invasive therapeutic modality
based on the activation of a photosensitizer by light at a specific wavelength in the
presence of molecular oxygen, promoting the localized generation of reactive oxygen
species capable of inducing selective cell death. Among the available photosensitizers,
methylene blue (MB) has high availability, low cost, and favorable photophysical
properties, making it a promising alternative for the treatment of neoplasms. However,
gaps remain regarding the molecular mechanisms triggered by methylene blue-
mediated photodynamic therapy (MB-PDT) and the influence of dosimetric parameters
on the activation of different forms of cell death. The present study aimed to evaluate
the cell death mechanisms induced by MB-mediated PDT (MB-PDT) in in vitro and in
vivo experimental models of 4T1 murine mammary carcinoma, using two
photosensitizer concentrations (25 and 50 yM) and investigating the pathways of
apoptosis, autophagy, necroptosis, and ferroptosis. Initially, the experimental
parameters were established through cell viability assays, determining the methylene
blue concentrations and defining the photodynamic protocol. Irradiation was performed
using an InGaAIP diode laser at a wavelength of 660 nm, with a power output of 100
mW, spot area of 0.028 cm?, energy of 2.8 J per point, energy density of 100 J/cm?,
irradiance of 3.57 W/cm?, and exposure time of 28 s per point. Subsequently, cell
migration assays, gene expression analysis by RT-qPCR, functional assessment of cell
death pathways using specific pharmacological inhibitors, and histopathological and
immunohistochemical characterization were performed in BALB/c mice bearing 4T1
cell-induced mammary carcinoma. The results demonstrated that MB-PDT significantly
reduced tumor cell viability and migratory capacity. Gene expression analysis revealed
modulation of markers associated with regulated cell death pathways, with a greater
contribution of mechanisms related to autophagy and ferroptosis. Pharmacological
inhibitor assays confirmed the functional contribution of ferroptosis to the cytotoxicity
induced by the therapy. In the in vivo model, the treatment was shown to be safe, with
no evidence of systemic toxicity. Although no significant differences in macroscopic
tumor volume regression were observed during the experimental period, molecular and
immunohistochemical analyses revealed alterations consistent with the activation of
different immunogenic cell death pathways in the tumor tissue, including necroptosis.
MB-PDT represents a promising antitumor strategy for the treatment of experimental
mammary carcinoma, capable of inducing multiple regulated cell death pathways,
particularly autophagy, necroptosis, and ferroptosis. These findings expand the
understanding of the molecular mechanisms involved in photodynamic therapy and
provide a basis for optimizing therapeutic parameters and developing translational
protocols for breast cancer treatment.

Keywords: photodynamic therapy; methylene blue; mammary carcinoma; regulated
cell death; apoptosis; autophagy; necroptosis; ferroptosis.
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1. INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, a oncologia tem experimentado avangos
expressivos no desenvolvimento de estratégias terapéuticas para o tratamento
do céancer. Esses progressos foram impulsionados principalmente pela
introdugéo e aperfeicoamento de terapias sistémicas, incluindo a quimioterapia,
terapias-alvo e, mais recentemente, a imunoterapia (PALUMBO et al., 2013;
MIN; LEE, 2022). Esta ultima tem se destacado por sua maior especificidade
biolégica, atuando na modulacdo de diferentes mecanismos celulares e
imunologicos envolvidos na eliminagdo das células tumorais, o que
frequentemente resulta em menor toxicidade aos tecidos saudaveis quando
comparada as abordagens convencionais (FARKONA; DIAMANDIS;
BLASUTIG, 2016). Entretanto, apesar dos avangos alcangados, a elevada
capacidade proliferativa das células neoplasicas, associada a sua notavel
plasticidade, favorece o desenvolvimento de mecanismos adaptativos de
resisténcia terapéutica. Esse processo, frequentemente denominado
quimiorresisténcia ou quimioadaptacdo, permite que as células tumorais
sobrevivam a pressado seletiva imposta pelos tratamentos, reduzindo sua
eficacia ao longo do tempo. Consequentemente, o desenvolvimento continuo
de novas terapias antineoplasicas permanece essencial (MARTINS et al.,
2021).

As terapias convencionais para o tratamento do cancer, incluindo
cirurgia, quimioterapia, radioterapia e imunoterapia, podem causar efeitos
colaterais que superam os beneficios clinicos, especialmente em pacientes
com o estado de saude comprometido. Diante disso, novas alternativas
terapéuticas vém sendo exaustivamente investigadas em todo o mundo. Nesse
contexto, a Terapia Fotodindmica (TFD, do inglés photodynamic therapy - PDT)
tem sido amplamente explorada, com varios fotossensibilizadores (FS) ja
aprovados para aplicagdes clinicas em determinados tipos de cancer (NATH,;
OBAID; HASAN, 2019).



1.1 A Terapia Fotodinamica

A TFD é uma modalidade terapéutica minimamente invasiva, bem
estabelecida e em constante evolugdo. Embora a "acdo fotodindmica" tenha
sido descrita pela primeira vez em 1903 (DOLMANS et al., 2003;
MISHCHENKO et al., 2022), a abordagem consolidou-se na medicina moderna
ao combinar um fotossensibilizador (FS) com a irradiagdo de luz em um
comprimento de onda especifico, influenciado pelas caracteristicas quimicas da
molécula (ALZEIBAK et al., 2021). Essa combinacgéao ativa o FS na presenca de
oxigénio molecular, gerando espécies reativas de oxigénio (EROs)
intracelulares capazes de desencadear uma cascata de eventos que culmina
na morte das células tumorais (GUNAYDIN; GEDIK; AYAN, 2021).

Na TFD, ocorrem duas reagdes fotoquimicas principais apds a excitacao
do FS: a do tipo | envolve a transferéncia de elétrons ou protons que reagem
com substratos celulares, formando anions ou cations radicais, ou interagem
diretamente com o oxigénio molecular para produzir EROs, como ions
superoxido e radicais hidroxila; e a do tipo Il, que por sua vez, baseia-se na
transferéncia direta de energia do estado tripleto do FS para o oxigénio
molecular no estado fundamental, gerando oxigénio singleto (O,), uma espécie
altamente reativa em estado excitado (HU et al., 2021) (Figura 1). Ambas as
reacdes podem ocorrer simultaneamente e provocar diferentes mecanismos de
morte celular. A predominancia de cada via é influenciada pelas caracteristicas
fisico-quimicas do FS, pelas concentracdes de substrato e pelos niveis de
oxigenacao do tecido, podendo também levar a danos na microvasculatura

tumoral e a processos inflamatorios locais (AGOSTINIS et al., 2011).
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Figura 1: Reacdes do tipo | e Il na Terapia Fotodindmica. Apés a absor¢gdo de um féton, os
elétrons do FS sdo impulsionados para um orbital de alta energia (estado excitado singleto) e,
por cruzamento intersistemas, passam para um estado excitado tripleto (°FS), podendo seguir
duas vias reacionais. No tipo |, o 3FS reage diretamente com um substrato (por exemplo,
acidos graxos poli-insaturados nos lipidios da membrana celular), transferindo um elétron ou
préton e formando radicais organicos e espécies reativas de oxigénio (EROs), como o anion
superoxido (O,7-), radical hidroperéxido (HOO-), perdxidos (H,O,, ROOH) e radical hidroxila
(HO-). No tipo Il, o 3FS ftransfere sua energia diretamente para o oxigénio molecular
fundamental (*0,), formando oxigénio singleto excitado ('O,). Adaptado de Alzeibak et al., 2021
e Martins et al., 2021.

Devido a elevada reatividade, ao curto tempo de vida e a limitada
capacidade de difusdo das EROs, apenas os FS localizados nas proximidades
de alvos bioldgicos criticos sdo capazes de promover danos fotodindmicos
efetivos nas células tumorais (AGOSTINIS et al.,, 2011; PRZYGODA et al.,
2023). O oxigénio singleto ('O;), considerado a principal espécie citotoxica
gerada durante a TFD, apresenta um tempo de vida aproximado de 4 pus em
agua pura, o que limita sua distdncia média de difusdo a valores inferiores a
200 nm. Dessa forma, embora as células de mamiferos possuam dimensoes
que variam entre 10 e 30 ym de diametro, o dano oxidativo induzido pelo 'O,
permanece restrito a regides subcelulares muito proximas ao local de sua
geragdo, afetando predominantemente as organelas e estruturas que
acumulam o FS (CUNHA et al., 2026).

Dessa forma, a eficacia da TFD nao depende exclusivamente da
quantidade de EROs produzidas, mas também da distribuicdo intracelular do

FS. Quando localizado préoximo a estruturas essenciais para a manutengao da

11



homeostase celular, como mitocdndrias, lisossomos, reticulo endoplasmatico
ou membrana plasmatica, o FS promove a oxidagao seletiva de lipidios,
proteinas e acidos nucleicos, desencadeando vias especificas de morte celular
(BUYTAERT et al., 2007; AGOSTINIS et al., 2011). Além disso, fatores
relacionados ao microambiente tumoral, especialmente a disponibilidade local
de oxigénio, influenciam diretamente a eficiéncia da reagao fotodinamica,
podendo potencializar ou limitar a geracdo de EROs e, por conseguinte, a
resposta terapéutica (MARTINS et al., 2021).

Diante dessas caracteristicas, a escolha do FS representa um dos
fatores mais criticos para o sucesso da TFD. As propriedades fisico-quimicas
da molécula, incluindo carga elétrica, hidrofobicidade, carater anfifilico,
tendéncia a agregacgéao e afinidade por determinados compartimentos celulares,
determinam ndo apenas sua capacidade de internalizacdo e acumulo tumoral,
mas também os tipos de organelas que serao preferencialmente danificadas
apos a fotoativagdo (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004; KESSEL,
2020). Como resultado, diferentes FS podem induzir respostas bioldgicas
distintas, ativando mecanismos regulados de morte celular, tais como
apoptose, autofagia, necroptose ou ferroptose (ATAMNA et al., 2008; BUZGA
et al.,, 2022; ALZEIBAK et al., 2021; MISHCHENKO et al., 2022). Assim, a
selecdo adequada do FS para cada tipo tumoral constitui um aspecto
fundamental para maximizar a eficacia terapéutica e ampliar o potencial

antitumoral da terapia fotodinamica.

1.2 O Fotossensibilizador — Azul de Metileno

Idealmente, um FS deve reunir caracteristicas especificas para garantir
a maxima eficacia terapéutica. Entre elas, destacam-se a forte absorgéo de luz
em comprimentos de onda na janela fototerapéutica, a auséncia de toxicidade
no escuro, a alta seletividade pelo tecido tumoral com retengao prolongada e a
rapida eliminagédo do organismo apos o tratamento (JORI, 1996). Para transitar
eficientemente nos diferentes ambientes biolégicos, muitas moléculas
investigadas apresentam carater anfifilico, equilibrando propriedades
hidrofilicas e hidrofébicas (HU et al., 2021).
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Ao longo dos anos, diferentes classes e geragbes de FS foram
desenvolvidas e empregadas na TFD (Quadro 1). Os compostos de primeira
geracdo sao representados pelos derivados de porfirinas, incluindo a
hematoporfirina e seus derivados purificados. Para superar as limitacdes
dessas moléculas iniciais, como a persistente fotossensibilidade cutanea, foram
desenvolvidos os agentes de segunda geragao. Esta classe abrange uma
ampla variedade de estruturas quimicas, incluindo porfirinas modificadas ou
expandidas, clorinas, ftalocianinas e corantes fenotiazinicos. Por fim, os FS de
terceira geragéo consistem em moléculas de gerag¢des anteriores conjugadas a
sistemas de direcionamento, como anticorpos monoclonais, peptideos ou
nanoparticulas, visando elevar consideravelmente a seletividade tumoral
(ALLISON; SIBATA, 2010). Entretanto, vale ressaltar que muitos desses
sistemas avangados de terceira geragdo ainda permanecem em fase

experimental ou apresentam viabilidade clinica limitada.

Quadro 1: Evolugdo das geragcdes de fotossensibilizadores utilizados em Terapia
Fotodindmica.

= Principais P
Geragao Classes Exemplos Vantagens Limitagoes
Pionei Baixa absorcdo em
loneiros comprimentos de
Porfirinas HpD, Porfimero clinicos onda lonaos
12 naturais e sodico 9
derivados (Photofrin®) Ef|ca!0|a Fototoxicidade
consolidada R
cuténea prolongada
Absorcao na
Porfirinas ALA, Azul de janela Distribuigo
sintéticas, . terapéutica A .
. Metileno, sistémica residual
2a Clorinas, Foscan® (600-800 nm)
Ftalocianinas e Verteporfina, Captagao tumoral
Corantes ZnPc Menor variavel
(Fenotiazina) fototoxicidade
cuténea
Alta
: seletividade .
~ Conjugados Complexidade de
FS de_ 2" geracao anticJorgo-FS tumoral Zintese
¥ tr(;%?ug:gg;:s Nanoparticulas, Melhor
Sporta Lipossomas, G- Co Elevado custo de
ou biomoléculas . biodistribuicao ~
clorina e producao
farmacocinética
142 Sistemas Nanoplataformas Liberagao Predominantemente
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Principais

Geragao Classes Exemplos Vantagens Limitagoes
nanotecnologicos responsivas (pH, inteligente e em fase
multifuncionais e hipoxia, EROs) controlada no experimental

estimulaveis tumor
Desafios
Potencial regulatorios
terandstico

Embora a classificagdo classica contemple até a terceira geracgao,
diversos autores tém utilizado o termo "quarta geragcdo" para descrever
fotossensibilizadores inteligentes e plataformas nanoestruturadas
multifuncionais desenvolvidas recentemente (Bonnett, 2000; Allison; Sibata,
2010; Abrahamse; Hamblin, 2016; Kataoka et al., 2017; Sorrin et al., 2020;
Aebisher et al., 2024).

E importante destacar que FS pertencentes a uma mesma classe
quimica ndo apresentam necessariamente 0 mesmo comportamento bioldgico
ou fotofisico. Pequenas variagbes nos grupos substituintes ligados ao
croméforo central podem modificar significativamente a solubilidade, a taxa de
agregacao e a farmacocinética da molécula (MARTINS et al., 2021). Nesse
cenario, embora novas geragbes de FS estejam em desenvolvimento, os
corantes histologicos tradicionais ganharam destaque devido ao seu custo
acessivel e perfil de seguranga bem documentado.

Entre eles, o azul de metileno (AM) tem se destacado por sua ampla
disponibilidade comercial, baixo custo e seguranga consolidada por décadas de
uso médico (GALVAN et al.,, 2021). Classificado quimicamente como um
composto aromatico heterociclico pertencente a classe das fenotiazinas, o AM
possui propriedades antissépticas marcantes e capacidade de induzir a
degradagao de acidos nucleicos, sendo tradicionalmente utilizado em diversas
intervengdes clinicas, incluindo o tratamento da meta-hemoglobinemia, da
encefalopatia induzida por ifosfamida, da malaria, e como marcador em
cirurgias de tireoide (ATAMNA et al., 2008; CONGDON et al., 2012; LIM et al.,
2013; TORATANI et al., 2016; BERNDT-PAETZ et al., 2017; LIM DJ, 2021).

Estruturalmente, o AM é um derivado catidnico que apresenta um

sistema aromatico extensamente conjugado. Essa conformagdo confere a
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molécula um carater anfifilico, equilibrando regides hidrofébicas associadas ao
nucleo fenotiazinico e regides hidrofilicas decorrentes dos grupos amino e de
sua carga positiva permanente (MAHAJAN et al., 2013; BOLLINGER et al.,
2025). Essa natureza anfipatica favorece a interacdo do AM com as
membranas bioldgicas, cujos componentes estruturais primarios, fosfolipidios e
proteinas integrais, compartilham da mesma afinidade (MAHAJAN et al., 2013;
TSUBONE et al., 2019; MARTINS et al., 2021). Como consequéncia, esse FS é
capaz de se internalizar e se associar eficientemente a multiplos
compartimentos celulares delimitados por membranas, acumulando-se no
nucleo, nas mitocoOndrias, nos lisossomos e no reticulo endoplasmatico
(GABRIELLI et al., 2004; SORRIN et al., 2020).

As propriedades fotofisicas do AM também determinam sua eficiéncia na
TFD. A molécula exibe uma forte banda de absorg&o na regido do vermelho do
espectro visivel (faixa de 550 a 700 nm), com pico de maxima absortividade em
aproximadamente 664 nm, o que permite uma boa penetracdo Optica nos
tecidos bioldgicos (JUNQUEIRA et al., 2002; KHAN et al., 2022; BOLLINGER
et al., 2025). Sob fotoativagdo, o AM apresenta um alto rendimento quantico
para o estado tripleto, sendo altamente eficiente na geragcdo de oxigénio
singleto ('O,) por mecanismos do tipo Il, além de produzir espécies de radicais
livres via reagdes do tipo | (TUITE; KELLY, 1993; TARDIVO et al., 2005;
MERTINS et al., 2014). Somado a isso, é descrito na maioria dos trabalhos que
o AM nao manifesta toxicidade significativa em baixas concentragcdes na
auséncia de luz, o que eleva substancialmente a especificidade e a seguranga
bioldgica do protocolo terapéutico (SCHIRMER et al., 2011; dos SANTOS et al.,
2017).

Diante dessas vantagens, a TFD mediada pelo azul de metileno (AM-
TFD) tem demonstrado uma promissora atividade antitumoral em modelos
experimentais e ensaios clinicos para neoplasias superficiais, tais como
tumores de bexiga, carcinomas esofagicos, carcinoma basocelular, sarcoma de
Kaposi e melanoma (FERNANDEZ et al.,, 2007; PETRELLIS et al., 2014;
SCOTTINI et al., 2021), exibindo também forte eficacia in vitro e in vivo em
linhagens de carcinoma cervical HeLa (TARDIVO et al.,, 2005; LOU et al.,
2008). Mais recentemente, essa abordagem tem se consolidado como uma

alternativa promissora para a investigacdo de novas terapias voltadas ao
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tratamento do cancer de mama. No entanto, apesar dos resultados
encorajadores acumulados na literatura, a otimizagdo dos protocolos e o
estabelecimento de parametros dosimétricos precisos permanecem
fundamentais para garantir a maxima eficacia e a seguranca dessa modalidade

a longo prazo.

1.3 Terapia Fotodindmica e as Principais Vias de Morte Celular

A oncologia avancgou significativamente com a caracterizacéo de que as
células tumorais podem sofrer multiplas formas de morte celular regulada além
dos processos classicos de apoptose e necrose, englobando vias complexas
como a autofagia, necroptose, piroptose, parthanatos e ferroptose
(MISHCHENKO et al.,, 2022; WANG et al., 2022; ZHANG et al.,, 2025). A
elucidacédo dessas rotas alternativas tornou-se um alvo estratégico essencial,
visto que neoplasias agressivas frequentemente desenvolvem
quimiorresisténcia através do bloqueio de vias apoptdticas convencionais.
Nesse contexto, a AM-TFD surge como uma abordagem promissora, capaz de
contornar fendtipos de resisténcia a multiplos farmacos ao ativar mecanismos
paralelos e independentes de eliminagédo tumoral (dos SANTOS et al., 2020; de
SOUZA et al., 2024).

A rota molecular de morte desencadeada pela TFD é governada
primariamente pelas propriedades fisico-quimicas do FS, as quais determinam
seu perfil de permeabilidade e sitio de acumulo subcelular (CASTANO;
DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004). Uma vez que o FS se distribui por organelas
como mitocdndrias, lisossomos, reticulo endoplasmatico (RE), complexo de
Golgi ou membrana plasmatica, a fotoativagdo local promove um dano
oxidativo restrito e direcionado (MISHCHENKO et al., 2022). Em linhagens de
melanoma, carcinoma pulmonar e adenocarcinoma mamario, o tropismo do FS
pelas mitocdndrias correlaciona-se classicamente a inducido de apoptose
intrinseca. Contudo, a magnitude desse foto-dano mitocondrial pode desviar o
destino celular: doses fototerapéuticas elevadas colapsam a permeabilidade da
membrana e exaurem os niveis de ATP, culminando em necrose, enquanto

doses subletais estimulam a remocg&o de organelas danificadas por autofagia
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seletiva, via mitofagia (CHEN et al., 2008, ANDRZEJAK et al., 2011;
BACELLAR et al., 2015; ANIOGO et al., 2020).

De forma homodloga, o estresse oxidativo direcionado a outros
compartimentos celulares evoca respostas moleculares distintas. O foto-dano
ao complexo de Golgi pode deflagrar a catastrofe mitética, ao passo que o
acumulo do FS na membrana plasmatica frequentemente induz piroptose e
ferroptose, e a presenga nuclear do agente induz o processo de parthanatos
(MISHCHENKQO et al., 2022; ZHOU et al., 2025). Adicionalmente, o acumulo de
FS localizado no RE promove uma liberagcdo massiva de calcio intracelular
(Ca?*), desregulando a homeostase citosdlica e ativando tanto a paraptose,
uma via independente de caspases, quanto a necroptose (ZONG, 2006;
BACELLAR et al., 2015). Notavelmente, para a via da necroptose, evidéncias
sugerem que a transicdo do estimulo apoptdético para o necroptotico pode ser
modulada nao apenas pela localizagdo celular do FS, mas também pela
concentragao intracelular da substancia e pela densidade de energia luminosa
aplicada (MISHCHENKO et al., 2022).

A capacidade da AM-TFD em induzir essas modalidades n&o-
convencionais de morte tem sido progressivamente demonstrada em modelos
tumorais agressivos. Em ensaios utilizando painéis de linhagens de
adenocarcinoma pancreatico humano (Panc-1, MIAPaCa-2, AsPC-1 e BxPC-3),
que mimetizam a heterogeneidade fenotipica e genotipica tumoral, a AM-TFD
foi eficaz em disparar vias concomitantes de autofagia e necroptose (ALMEIDA
et al., 2023). Essa interconexdo molecular também foi evidenciada em culturas
de carcinoma prostatico altamente agressivo (PC3), onde o tratamento
fotodinamico induziu a fosforilagdo da proteina quinase semelhante ao dominio
de linhagem mista (pMLKL), um marcador molecular definitivo e obrigatério
para a execucao da necroptose (GOMES et al., 2023).

A relevancia académica e clinica em mapear o predominio dessas vias
reguladas reside na sua associagdo com o fendbmeno da Morte Celular
Imunogénica (MCI). Ao contrario da apoptose fisioldgica, que mimetiza um
evento metabolicamente silencioso, processos como a necroptose e a
ferroptose rompem a integridade celular de forma programada, promovendo a
liberagdo massiva de padrées moleculares associados ao dano (DAMPs),
como a proteina do grupo de alta mobilidade 1 (HMGB1), trifosfato de
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adenosina (ATP), calreticulina (CRT), Erp57, proteinas de choque térmico
(como HSP90) e vasostatina, além de citocinas pré-inflamatérias no
microambiente (GARG; AGOSTINIS, 2017). Esses sinais de perigo recrutam e
ativam células dendriticas, convertendo o sitio tumoral em um ambiente
imunogenicamente ativo capaz de instruir uma resposta imune adaptativa
duradoura mediada por linfécitos T CD8+ (GARG et al., 2015). Assim,
decodificar os mecanismos moleculares acionados pela AM-TFD em modelos
de cancer abre caminhos para a proposicdo de protocolos dosimétricos
otimizados que unam a citotoxicidade direta local ao ganho de uma vacinagéo

antitumoral sistémica.

1.3.1 Mecanismos de Indugao da Via Apoptética na Terapia Fotodinamica

A apoptose constitui uma modalidade de morte celular regulada
caracterizada por alteragbes morfolégicas coordenadas, incluindo picnose
(condensacdo da cromatina), retracdo citoplasmatica, blebbing (bolhas) na
membrana plasmatica e fragmentagcdo do DNA, culminando na formacao de
corpos apoptoéticos fagocitados sem o extravasamento de conteudo citosélico
ou inducdo de resposta inflamatéria (ELMORE, 2007). Na TFD, o estresse
oxidativo agudo gerado pelas EROs atua como o gatilho primario para a
ativagao de cascatas apoptoticas por vias intrinsecas (PAPA et al., 2025). Essa
suscetibilidade ao dano oxidativo exibe uma seletividade biolégica favoravel:
células nao-tumorigénicas frequentemente mantém sistemas antioxidantes
robustos e maquinarios de reparo eficientes, o que preserva o tecido saudavel
adjacente, ao passo que as células neoplasicas colapsam sob o estresse
induzido pela fotossensibilizagdo (dos SANTOS et al., 2020).

Considerando que a meia-vida das EROs (especialmente do oxigénio
singlete, (O2) é extremamente curta e seu raio de ag&o intracelular é restrito a
poucos nandmetros, a apoptose induzida pela TFD é governada diretamente
pela localizagdo subcelular do fotossensibilizador (DONOHOE et al., 2019). As
mitocdndrias representam o alvo central nessa dindmica (RIBEIRO; SILVA;
JORGE, 2004). O foto-dano direto as membranas mitocondriais induz a perda
do potencial de membrana e promove a permeabilizacdo da membrana externa

mitocondrial, um evento bioquimico regulado por proteinas da familia Bcl-2
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(KESSEL; OLEINICK, 2018). Esse processo resulta na liberagdo massiva de
fatores pro-apoptoticos para o citosol, com destaque para o citocromo c e o
fator indutor de apoptose (ELMORE, 2007). Uma vez no citoplasma, o
citocromo c interage com o fator ativador de protease apoptoética 1 (APAF-1) na
presenga de dATP, organizando o complexo proteico conhecido como
apoptossomo, o qual recruta e cliva a caspase-9 iniciadora (ANIOGO;
GEORGE; ABRAHAMSE, 2020).

Alternativamente, a cascata mitocondrial pode ser disparada
indiretamente por meio do fendmeno de crosstalk organelar quando o FS
acumula-se nos lisossomos (NATH et al., 2019). A fotoativacdo nesta organela
provoca a permeabilizacdao da membrana lisossomal e a consequente liberacao
de proteases acidas, particularmente as catepsinas, no citosol. No ambiente
citoplasmatico, as catepsinas promovem a clivagem proteolitica da proteina
pré-apoptética BID em sua forma truncada ativa (t1BID), a qual se transloca para
a mitocéndria (NATH et al., 2019). A tBID induz diretamente a ativagcao de BAX
e BAK na membrana mitocondrial externa, mimetizando a liberacdo do
citocromo ¢ e do segundo ativador mitocondrial de caspases para o citoplasma
(MOYER; TANAKA; CHENG, 2025). A convergéncia dessas vias
citoplasmaticas (Figura 2) culmina na ativagdo sequencial das caspases
executoras, primariamente a caspase-3 e a caspase-7 (SALVESEN; DIXIT,
1997).
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MECANISMOS DE APOPTOSE INDUZIDA POR TFD
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Figura 2 - Mecanismos de apoptose celular regulada induzida por Terapia Fotodinamica.
Gerada pelo autor com o auxilio do modelo de Inteligéncia Artificial Gemini da Google (2026).

Simultaneamente, a eficacia dessa via depende do balanco de proteinas
da familia Bcl-2: enquanto membros antiapoptéticos como Bcl-2 e Bcl-xL
tentam antagonizar a formagdo de poros mitocondriais, a sua inativagdo por
foto-oxidagao direta ou clivagem enzimatica anula sua fungédo protetora,
acelerando a degradacédo proteica estrutural e a fragmentagdo gendmica
(KESSEL; OLEINICK, 2018; MOYER; TANAKA; CHENG, 2025).

Apesar da robustez desse mecanismo, a resisténcia a apoptose
permanece como um dos principais determinantes de falha terapéutica em
tumores de alta agressividade (DANDOTI, 2021). Neoplasias avangadas
contornam rotas de morte convencionais por meio de mutagbes no gene
supressor tumoral TP53, redugdo na expressao de proteinas efetoras (como
BAX/BAK) ou superexpressdo de polipeptideos antiapoptoticos (MOYER;
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TANAKA; CHENG, 2025). Todavia, a capacidade da TFD de mimetizar danos
foto-oxidativos diretos em organelas vitais, surge como uma ferramenta
contundente na oncologia experimental (SORRIN et al.,, 2020). Ao induzir o
estresse fisico-quimico imediato nas mitocdndrias e lisossomos, a terapia
fotodinamica contorna bloqueios transcricionais de sobrevida celular,
restabelecendo a sinalizagdo de morte em tumores previamente refratarios
(BACELLAR et al., 2015).

1.3.2 Mecanismos de induc¢ao da via autofagica na Terapia Fotodindmica

A autofagia representa um processo catabdlico homeostatico, altamente
conservado, responsavel pela degradagdo e reciclagem de componentes
citoplasmaticos, macromoléculas e organelas disfuncionais via sistema
lisossomal (WHITE; DIPAOLA, 2009). No cenario oncoldgico, a autofagia exibe
um carater paradoxal de dupla face: atua como um mecanismo citoprotetor de
sobrevivéncia sob condi¢cdes de estresse metabdlico ou hipdxia, permitindo que
a celula recicle seus proprios constituintes para sustentar o bioenergetismo
basal, mas também pode atuar como uma rota de morte celular programada
(morte celular autofagica) quando induzida de forma massiva e persistente
(SHINTANI; KLIONSKY, 2004; KROEMER; JAATTELA, 2005). Durante o
tratamento antineoplasico, a transicdo entre o resgate de sobrevivéncia e a
autofagia letal € governada pela extensdo do estresse celular e pelo grau de
integridade do aparato lisossomal (KESSEL et al., 2020).

A orquestracdo molecular do fluxo autofagico (Figura 3) é rigidamente
controlada por uma rede de sinalizacdo upstream que monitora o estado
energeético celular. Sob homeostase, a via da fosfoinositideo 3-quinase/proteina
quinase B/alvo mecanico da rapamicina (PISK/AKT/mTOR) mantém a autofagia
reprimida (WEI et al., 2014). O estresse oxidativo agudo gerado pelas EROs
pos-TFD atua como um potente modulador desse eixo, promovendo a inibicao
da mTOR ou a ativagao direta da proteina quinase ativada por AMP (AMPK)
(EGAN et al., 2011; KIM et al., 2011). Ambos os estimulos convergem para a
ativacdo do complexo iniciador ULK1/ATG13/FIP200, que se transloca para

dominios especificos da membrana do reticulo endoplasmatico, recrutando a
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proteina transmembranar ATG9 para fornecer os lipideos necessarios a
montagem do fagoéforo inicial (ORSI et al., 2012; KARANASIOS et al., 2016).

Na fase subsequente de nucleacido e expansdo da membrana, a
ativagao do complexo PI3K de classe Il (composto por Vps34, Vps15 e Beclin-
1) gera bolsdes locais de fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P), os quais recrutam
proteinas efetoras como WIPI2 (ITAKURA; MIZUSHIMA, 2010). O alongamento
do fagéforo para a formagao do autofagossomo de dupla membrana depende
crucialmente de dois sistemas de conjugagdo semelhantes a ubiquitinagdo: o
complexo ATG5-ATG12-ATG16L1 e a clivagem mediada por ATG7 e ATG3
da proteina citosdlica LC3-l. Esse processo resulta na lipidagdo da LC3-I
através de sua conjugacao a fosfatidiletanolamina, gerando a forma hidrofébica
LC3-1l. A LC3-Il ancora-se firmemente em ambas as faces da membrana do
autofagossomo nascente, servindo como o marcador molecular padrao-ouro
para a quantificacdo do fluxo e maturagdo desta organela vesicular (MARTINS
et al., 2021).
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Figura 3 - Mecanismos de autofagia celular regulada induzida por Terapia Fotodinamica.
Gerada pelo autor com o auxilio do modelo de Inteligéncia Artificial Gemini da Google (2026).

No contexto da TFD, a ativagdo da maquinaria autofagica esta
intimamente ligada a localizagdo intracelular do fotossensibilizador e a
dosimetria da irradiagdo (SORRIN et al.,, 2020). Quando o FS acumula-se
primariamente nos lisossomos, a fotoativagdo pode promover a fotodegradacao
parcial de hidrolases e a permeabilizacdo moderada da membrana lisossomal
(LMP). Se o foto-dano for subletal, a autofagia é disparada como um
mecanismo adaptativo de citoprotegao, limpando os detritos gerados e
impedindo a deflagracdo da apoptose, especialmente em células tumorais que
apresentam delecdo de eixos efetores como Bax ou Caspase-3 (CODOGNO;
MEIJER, 2005; ANIOGO; GEORGE; ABRAHAMSE, 2020). Contudo, se o
estimulo fotodindmico for intenso, ocorre o colapso do sistema vacuolar: os
autofagossomos acumulam-se sem conseguir fundirem-se a lisossomos
disfuncionais, bloqueando o fluxo catabodlico e forgando a célula tumoral a
evoluir para a morte (SHI et al., 2018).
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Adicionalmente, o estresse foto-oxidativo organela-especifico pode
induzir modalidades de autofagia seletiva voltadas ao resgate celular. Quando
a integridade mitocondrial € parcialmente comprometida pelo tratamento, a
célula ativa a mitofagia, um processo seletivo de eliminacdo de mitocdndrias
despolarizadas para evitar o vazamento de fatores pré-apoptoticos e a
producao exacerbada de radicais livres endégenos (AGOSTINIS et al., 2011).
De modo analogo, o acumulo de FS no reticulo endoplasmatico ativa a sua
autofagia seletiva, denominada reticulofagia. Esse mecanismo & coordenado
por receptores residentes da membrana do reticulo, como RETREG1
(FAM134B) e CCPG1, que se ligam diretamente a LC3-Il ancorada no fagéforo
para isolar os subdominios proteicos oxidados (MARTINS et al., 2021).

Para além de sua participacao direta no balango entre a sobrevivéncia e
a letalidade celular, a maquinaria autofagica atua de forma ativa na modulagéo
da resposta imune antitumoral. No contexto da MCI deflagrada pela fototerapia,
os autofagossomos servem como plataformas eficientes para o processamento
e o trafego de antigenos tumorais (NATH; OBAID; HASAN, 2019). Fragmentos
proteicos de células neoplasicas em degeneragdo, encapsulados pelas
vesiculas autofagicas, sao direcionados ao compartimento lisossomal para
protedlise controlada, otimizando a secrecdo de DAMPs e o processamento de
neoantigenos (MARTINS et al., 2021). Esse microambiente enriquecido
estimula o recrutamento de células apresentadoras de antigenos (APCs), como
as células dendriticas, facilitando o fendmeno de apresentagao cruzada (cross-
presentation), onde peptideos tumorais internalizados sédo expostos via
complexo principal de histocompatibilidade de classe | (MHC-I) para a ativagao
clonal e expansao de linfocitos T CD8+ citotoxicos (GARG; AGOSTINIS, 2017).
Dessa forma, a manutencéo do fluxo autofagico basal ou induzido atua como
um elo molecular critico para converter a destruicdo tumoral local em uma
resposta vacinal sistémica e duradoura.

Evidéncias experimentais recentes confirmam a relevancia biologica
desse eixo molecular especificamente quando modulado pelo AM. Em ensaios
utilizando modelos de adenocarcinoma prostatico altamente agressivo (PC3),
observou-se que a AM-TFD promoveu um incremento robusto e dose-
dependente na formagdo de vacuolos autofagicos positivos para LC3-lI,
confirmando o papel da terapia como um indutor direto desse fendtipo vacuolar
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(GOMES et al,, 2023). De forma homodloga, investigacbes focadas no
mapeamento espacial do FS em linhagens de adenocarcinoma mamario
demonstraram que, contrariando o perfil lipofilico classico de outros agentes, as
mitocdndrias ndo representavam o sitio primario de ancoragem do AM (dos
SANTOS et al., 2017). Em contrapartida, o composto exibiu um tropismo pelo
sistema endossomal-lisossomal (dos SANTOS et al., 2017).

Essa compartimentagdo preferencial nos lisossomos justifica a
propensdo da AM-TFD em deflagrar processos autofagicos por estresse de
organela, reforcando o paradigma de que os desfechos bioldgicos da
fototerapia ndo sao randémicos, mas sim estritamente condicionados pelas
propriedades quimicas do farmaco, por sua compartimentacao citoplasmatica,
pela densidade de energia luminosa entregue e pelo perfil intrinseco da célula-
alvo (ANIOGO et al., 2020).

1.3.3 Mecanismos de indugao da via necroptose na Terapia Fotodindmica

Embora a apoptose seja classicamente descrita como a rota preferencial
de eliminagao celular em terapias oncolégicas, a evasao desse mecanismo por
tumores agressivos exige a ativagcao de vias alternativas de morte celular
regulada. Dentre estas, a necroptose tem se destacado como uma via
contundente para a superacao de fendtipos de multirresisténcia a farmacos
(dos SANTOS et al.,, 2017). Conceitualmente caracterizada em meados da
década de 2000 como uma modalidade de necrose programada e
geneticamente controlada, a necroptose difere da necrose acidental por
depender de um aparato enzimatico especifico, mimetizando a apoptose em
sua sinalizagcdo, mas resultando na rapida permeabilizacdo da membrana
plasmatica, inchacgo organelar e lise celular (KACZMAREK; VANDENABEELE;
KRYSKO, 2013).

A ativagdo da via necroptdtica é governada por uma fina regulagao
molecular complexa, frequentemente iniciada por receptores de morte (como
os receptores de TNF) ou sensores de estresse oxidativo intracelular (HOLLER
et al.,, 2000; TANG et al., 2019). O ponto de inflexdo que desvia o destino
celular da apoptose para a necroptose reside na atividade da enzima caspase-
8 (MISHCHENKO et al., 2022). Sob estresse foto-oxidativo severo induzido
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pela TFD, ocorre a inibicdo ou o bloqueio da atividade catalitica da Caspase-8.
Na auséncia de clivagem mediada por esta caspase, a serina/treonina quinase
1 induzida por receptor (RIPK1) ndo é clivada, permitindo seu recrutamento e
auto-fosforilaggo para a montagem de um complexo multiproteico
citoplasmatico conhecido como complexo Il ou necrossomo (TANG et al.,
2019).

Uma vez estruturado o necrossomo, a RIPK1 recruta e interage com a
serina/treonina quinase 3 (RIPK3), promovendo a sua homofosforilagdo. Na
sequéncia da cascata, a RIPK3 ativada atua diretamente sobre a MLKL,
induzindo a sua fosforilagdo (pMLKL) (GOMES et al., 2023). A fosforilagao da
MLKL promove sua oligomerizagdo em complexos multiméricos que se
translocam do citosol em direcdo a membrana plasmatica. A insercdo desses
oligbmeros de pMLKL na bicamada lipidica desestabiliza a integridade fisica da
membrana, mediando a abertura de poros transmembranares hidrofilicos que
colapsam o potencial osmoético e deflagram o extravasamento massivo do
conteudo citoplasmatico (MARTINEZ-OSORIO et al., 2023) (Figura 4).
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Figura 4 - Mecanismos de necroptose celular regulada induzida por Terapia Fotodinamica.
Criado com BioRender®. (de Souza et al., 2024).

O grande diferencial biolégico da execugdo da necroptose no
microambiente tumoral reside no seu carater intrinsecamente pro-inflamatario,
0 qual atua como um potente gatilho para a MCI (MISHCHENKO et al., 2022).
Em decorréncia da ruptura fisica da membrana induzida pelos poros de
pMLKL, ocorre a liberacdo macica e desimpedida de DAMPs no meio
extracelular, HMGB1, ATP, CRT, Erp57, HSP e vasostatina (ATAMNA et al.,
2008; BUZGA et al., 2022).

Paralelamente a liberagao desses sinais de perigo, o foto-dano promove
a supressao de marcadores de evasao imune na superficie da célula tumoral,
como o sinal de "ndo me coma" (do inglés “don’t eat me”) codificado pela
proteina CD47 (ZHANG et al., 2021). Esse rearranjo molecular e o incremento
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de quimiocinas inflamatdrias sinalizam eficientemente para o sistema imune
inato. As células apresentadoras de antigenos, especificamente as células
dendriticas, fagocitam os remanescentes tumorais e sofrem um processo de
maturacao fenotipica, caracterizado pela superexpressdao das moléculas
coestimulatérias CD80 e CD8 (GARG; AGOSTINIS, 2017).
Consequentemente, as células dendriticas maduras migram aos linfonodos e
realizam a apresentagao antigénica cruzada para os linfocitos T, estabelecendo
uma imunidade adaptativa antitumoral sistémica e de longo prazo, capaz de
erradicar micrometastases e mitigar os riscos de recorréncia tumoral (ATAMNA
et al., 2008; BUZGA et al., 2022).

1.3.4 Mecanismos de indugao da ferroptose na Terapia Fotodindmica

A ferroptose constitui uma modalidade de morte celular regulada
estritamente dependente de ferro e caracterizada pelo acumulo deletério de
peréxidos lipidicos nas membranas biolégicas, culminando no colapso da
integridade celular (DIXON et al., 2012). Na oncologia translacional, essa via
tem despertado consideravel interesse devido a sua capacidade de contornar e
eliminar clones tumorais refratarios aos estimulos apoptoticos classicos
(AGOSTINIS et al., 2011). No que se refere a TFD, a ferroptose consolida-se
como um desfecho citotoxico proeminente, uma vez que a cascata fotofisica
baseia-se na geragdo massiva de EROs capazes de desencadear danos
oxidativos severos e imediatos na bi camada lipidica (STOCKWELL et al.,
2020).

O inicio desse processo (Figura 5) ocorre quando a transferéncia de
energia do FS fotoativado gera 'O2 e radicais livres nas proximidades das
membranas celulares ou organelares. Essas EROs atacam preferencialmente
os fosfolipidios que contém acidos graxos poli-insaturados, disparando uma
reacdo em cadeia de abstracdo de hidrogénio e formagédo subsequente de
radicais e hidroperoxidos lipidicos (STOCKWELL et al., 2020). A propagacgéo
dessa oxidacao é catalisada de forma critica pelo pool de ferro intracelular livre;
os ions ferrosos (Fe?*) reagem com os hidroperdxidos via reagdo de Fenton,
gerando radicais alcoxila e peroxila altamente reativos que retroalimentam o

ciclo de destruicio da membrana. Adicionalmente, metaloenzimas
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dependentes de ferro, como as lipoxigenases, atuam de forma sinérgica na
oxidagao programada dos lipidios estruturais, tornando linhagens tumorais com
disturbios no metabolismo férrico ou com elevados estoques de ferro labil
particularmente vulneraveis a TFD (JIANG et al., 2021).

Para mitigar o estresse lipidico, as células coordenam sistemas de
defesa enzimatica, centralizados na atividade da Glutationa Peroxidase 4
(GPX4) (YANG et al., 2014; ZOU et al., 2019). A GPX4 atua convertendo
hidroperoxidos lipidicos citotoxicos em alcoois lipidicos inertes, utilizando a
glutationa reduzida como cofator essencial para interromper a peroxidagéo
(YANG et al., 2014). No entanto, o estresse foto-oxidativo agudo promovido
pela TFD exaure rapidamente as reservas citoplasmaticas de glutationa
reduzida devido ao consumo acelerado frente a onda de radicais livres. Sob
condigbes de sobrecarga funcional e deplecdo do substrato glutationa, a
atividade catalitica da GPX4 é severamente comprometida. Desse modo,
mesmo diante de mecanismos transcricionais compensatérios de sobre-
expressao enzimatica, a taxa de peroxidos formados supera o limiar
antioxidante celular, conduzindo a célula a um ponto de n&o retorno
termodinamico (ZOU et al., 2019).
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Figura 5 - Mecanismos de ferroptose celular regulada induzida por Terapia Fotodindmica.
Gerada pelo autor com o auxilio do modelo de Inteligéncia Artificial Gemini da Google (2026).

Ao contrario da apoptose, que envolve o desmonte enzimatico ordenado
por caspases, a ferroptose expressa-se essencialmente como uma faléncia
estrutural de membranas. A oxidagdo extensiva de fosfolipidios altera
drasticamente a fluidez, a curvatura e a permeabilidade da bicamada,
resultando no influxo descontrolado de Ca?*, perda da homeostase idnica e
disfungcao bioenergética. Em nivel ultraestrutural, as mitocéndrias sofrem uma
remodelagdo morfolégica: exibem reducdo acentuada do volume vacuolar
(shrunken mitochondria), aumento da densidade eletrbnica de suas
membranas, redugao ou desaparecimento completo das cristas mitocondriais e
ruptura fisica da membrana externa (JIANG et al., 2021).

No contexto especifico da AM-TFD, as propriedades fisico-quimicas do
AM potencializam a indugdo dessa rota molecular. Por ser uma molécula

fenotiazinica de natureza catidnica e carater anfifilico, o AM exibe alta afinidade
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eletrostatica por membranas Dbiologicas carregadas negativamente,
acumulando-se preferencialmente no sistema endomembranar e em cristas
mitocondriais (dos SANTOS et al., 2017; MISHCHENKO et al., 2022). Sob
irradiacdo na faixa do vermelho, a producao localizada de 'O2 ocorre em intima
proximidade com as cadeias de acidos graxos poli-insaturados dessas
organelas, precipitando a cascata de peroxidagao lipidica e o consequente
colapso mitocondrial e celular por ferroptose (ANIOGO et al., 2020; GOMES et
al., 2023).

Adicionalmente ao dano parenquimatoso direto, a morte por ferroptose
inicia uma robusta sinalizagdo imunogénica no microambiente tumoral.
Semelhante a necroptose, o colapso fisico e a lise celular promovem a
liberacdo de DAMPs, acompanhados de produtos lipidicos oxidados que atuam
como quimiotrativos (JIANG et al., 2021). Essa liberacdo de moléculas também
recrutam e ativam as células dendriticas, que ao internalizarem esses
remanescentes tumorais, sofrem maturacdo e coordenam a apresentacao
cruzada de neoantigenos para linfécitos T CD8+, integrando a citotoxicidade
foto-oxidativa local a inducdo de uma resposta antitumoral sistémica adaptativa
(GARG; AGOSTINIS, 2014; JIANG; STOCKWELL; CONRAD, 2021).

1.4 Modelo Experimental 4T1 (RRID:CVCL_0125)

A linhagem celular 4T1 (RRID:CVCL_0125) consiste em um modelo
experimental amplamente consolidado para o estudo do adenocarcinoma
mamario esponténeo altamente agressivo. Derivada originalmente do tecido da
glandula mamaria de camundongos Mus musculus da linhagem BALB/c, esta
cepa exibe morfologia epitelial e crescimento aderente in vitro (LELEKAKIS et
al., 1999). Quando implantadas em modelos in vivo, as células 4T1 reproduzem
caracteristicas relevantes do carcinoma mamario humano avancgado,
particularmente no que se refere a agressividade, invasividade e capacidade de
disseminagado metastatica, caracterizando-se por uma proliferagdo epitelial
maligna arranjada em blocos soélidos, pleomorfismo celular acentuado e um
indice mitético criticamente elevado (SOUZA, 2013; CELLOSAURUS, 2025). O
isolamento pioneiro dessa linhagem baseou-se na selegdo por resisténcia

nativa a 6-tioguanina, obtida de forma espontédnea e sem a intervengcdo de
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agentes mutagénicos quimicos, preservando a estabilidade cariotipica e
fenotipica do tumor (LELEKAKIS et al., 1999).

A principal relevancia translacional do modelo 4T1 reside em sua
extraordinaria capacidade tumorigénica e no perfil de metastase esponténea
(BAIROCH, 2018). Quando inoculadas no coxim gorduroso mamario (fat pad)
de camundongos BALB/c imunocompetentes, estas células desencadeiam um
crescimento tumoral primario agressivo que mimetiza com precisdo o curso
clinico humano. Mesmo diante de intervengdes terapéuticas ou resseccgoes
cirargicas do tumor primario, a linhagem mantém uma cinética de disseminagao
sistémica continua, desenvolvendo micrometastases em O6rgaos vitais
distantes, tais como pulmdes, figado, linfonodos e cérebro (DEXTER et al.,
1978; ASLAKSON; MILLER, 1992). Clinicamente, o grande diferencial técnico
decorrente de sua resisténcia intrinseca a 6-tioguanina € a viabilidade de
realizar ensaios de clonogenicidade ex vivo: a aplicagao do quimioterapico nos
tecidos dos érgaos afetados permite purificar e quantificar focos metastaticos
incipientes com altissima sensibilidade (PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG,
2000).

Outro aspecto de elevada relevancia para a caracterizacdo do modelo
4T1 é seu fendtipo molecular compativel com o cancer de mama triplo-negativo
(triple-negative breast cancer, TNBC), caracterizado pela auséncia de
expressao dos receptores de estrogénio (ER), progesterona (PR) e do receptor
2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2/ErbB2) (SCHRORS et al.,
2020). A auséncia desses trés principais alvos moleculares empregados na
classificagdo e no direcionamento terapéutico das neoplasias mamarias
confere ao modelo caracteristicas particularmente relevantes para o estudo de
tumores biologicamente agressivos e com opgdes terapéuticas direcionadas
mais restritas.

Para a manutencao dos ensaios in vitro, o cultivo celular padronizado
exige o emprego de meio RPMI-1640 modificado, suplementado com 2 mM de
L-glutamina, 1 mM de piruvato de sédio, 4.500 mg/L de glicose e soro fetal
bovino (SFB) a uma concentracdo final de 10% (BCRJ, s.d.). O perfil de
proliferacdo celular ideal requer a manutengcao das culturas em condicdes
controladas de incubagao a 37 °C, sob atmosfera umidificada contendo 95% de

ar atmosférico e 5% de dioxido de carbono (COz).
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Do ponto de vista imunoldgico, o modelo destaca-se por expressar
niveis fisioldgicos basais de moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade de classe | (MHC-I) e niveis indetectaveis de MHC-II na
auséncia de estimulos proé-inflamatérios (PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG,
2000). Esta assinatura molecular torna as células 4T1 alvos biologicos ideais e
responsivos para o reconhecimento citotoxico mediado por linfocitos T CD8+.
Consequentemente, o modelo 4T1/BALB/c firma-se como o padrao-ouro
internacional para investigagdes que correlacionam a citotoxicidade tumoral
direta local a estratégias de imunoterapia, permitindo avaliar o ganho de
sobrevida sistémica sob um sistema imune funcional e integro (PULASKI;
OSTRAND-ROSENBERG, 2000).

1.5 Justificativa

Apesar do sdlido avango no mapeamento molecular de agentes
fotodinamicos na ultima década, a translagdo clinica da AM-TFD enfrenta
impasses significativos. O principal desafio reside na auséncia de padronizagéo
internacional dos protocolos dosimétricos, observando-se uma disparidade
critica na literatura biomédica quanto as concentracdes ideais do FS e as
densidades de energia e taxas de fluéncia de luz aplicadas. Essa variabilidade
metodolégica compromete a reprodutibilidade dos dados e dificulta a
correlacdo dose-resposta necessaria para predizer qual via de morte celular
regulada, apoptose, autofagia, necrose ou necroptose, sera prioritariamente
ativada no parénquima tumoral (MISHCHENKO et al., 2022; de SOUZA et al.,
2024).

Embora haja evidéncias de que a AM-TFD orquestre multiplas rotas de
morte celular, permanecem lacunas sobre como essas janelas de tratamento
influenciam a transigéo do resgate adaptativo para o colapso celular irreversivel
in vivo. Atualmente, a TFD possui status regulatério aprovado para o
tratamento de diversas condigdes oncologicas malignas em agéncias
internacionais regulatérias nos Estados Unidos (FDA), Canada, Uniéo
Europeia, Japao e Russia.

No cenario nacional brasileiro, a técnica atingiu um marco histérico

recente com a recomendacdo da Comissao Nacional de Incorporacdo de
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Tecnologias no Sistema Unico de Saude (Conitec), tornando o Brasil pioneiro
na inclusdo da TFD em um sistema publico de saude universal (BUZZA et al.,
2019; BAGNATO, REQUENA, 2023). Contudo, essa incorporagdo permanece
estritamente restrita ao manejo de carcinomas cutaneos nao-melanoma
superficiais (ISSA, MANELA-AZULAY, 2010). Essa delimitagdo clinica reflete
entraves econdmicos e estruturais da oncologia nacional, visto que os
fotossensibilizadores comerciais de alta eficiéncia para uso sistémico ou
intracavitario sdo importados e de alto custo para a tabela de repasses do SUS,
sendo a atual viabilidade na rede publica dependente de insumos e plataformas
de emissdo de luz desenvolvidas por centros nacionais de pesquisa. Em
contrapartida, a vertente antimicrobiana da técnica (a-PDT) encontra-se
amplamente consolidada e disseminada na pratica odontologica nacional,
sendo rotineiramente empregada como recurso terapéutico coadjuvante no
controle microbiolégico devido ao uso de corantes de baixo custo, como o azul
de metileno (CARRERA et al., 2016).

Portanto, torna-se necessario elucidar os mecanismos celulares
relacionados a diferentes tipos de mortes desencadeadas pela AM-TFD
utilizando um modelo experimental de cancer de mama triplo-negativo 4T1. Ao
determinar as condicbes o6timas de concentragdo, tempo de incubacdo e
entrega de energia pela luz, este trabalho busca fornecer resultados para
auxiliar no conhecimento dos tipos de mortes, quimiorresisténcia local e mitigar
a progressao metastatica, auxiliando assim na expansao dessa modalidade

terapéutica na oncologia.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os mecanismos de morte celular induzidos pela terapia
fotodindmica mediada por azul de metileno (AM-TFD), comparando duas
diferentes concentragdes do fotossensibilizador, em modelos in vitro e in vivo

de carcinoma mamario murino (linhagem 4T1).

2.2 Objetivos Especificos

. Estabelecer a relacdo dose-resposta da irradiacdo com laser vermelho

(660 nm) e determinar a cinética de internalizacao celular do azul de metileno;

. Avaliar o impacto do estresse foto-oxidativo na migragcao das células
4T1;
. Investigar o perfil de expressdo de genes associados as vias de

apoptose, autofagia, necroptose e ferroptose por meio de PCR em tempo real
(RT-PCR);

. Determinar a participagao das vias de autofagia, necroptose e ferroptose
na citotoxicidade da AM-TFD por meio do bloqueio farmacolégico seletivo in
vitro;

. Caracterizar as alteragdes histopatoldgicas, arquitetura tecidual, indice
mitotico e o perfil de progressao ou regressao do tumor primario em modelo in
vivo utilizando camundongos BALB/c;

. Avaliar a expressado de proteinas executoras de apoptose, autofagia e

necroptose por técnicas de imuno-histoquimica nos tecidos tumorais in vivo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Fotossensibilizador

Solugbes de Azul de Metileno (AM) (Sigma-Aldrich/Merck, CAS n°
122965-43-9, pureza de 95%) foram preparadas utilizando-se meio de cultura
basal, desprovido de suplementacdo com soro fetal bovino (SFB), em
concentragdes seriadas variando de 5 a 150 uM (Figura 6). Com o intuito de
padronizar o intervalo ideal para a internalizacao celular do fotossensibilizador
antes da fotoativagao, foram avaliados trés tempos distintos de incubacéao: 10,
15 e 30 minutos. Esses intervalos de tempo e gradientes de concentragao
foram testados de forma comparativa tanto na auséncia de luz (toxicidade no
escuro) quanto apés a irradiacao laser (eficiéncia fotodinamica). Imediatamente
apés o preparo, todas as solugbes foram esterilizadas por filtragdo em
membranas com porosidade de 0,22 uM.

A partir dos dados obtidos nas curvas de triagem inicial, o tempo de 30
minutos de incubacao foi estabelecido como o periodo padrao de internalizacao
para os experimentos definitivos. Sob este intervalo cinético, as concentracdes
de 25 e 50 yM foram selecionadas como as doses de trabalho do estudo, de
acordo com os achados prévios da literatura (GOMES et al., 2023).

A concentracdo de 25 pM foi padronizada por representar o limiar
maximo de seguranga bioldgica, no qual o fotossensibilizador ndo manifestou
toxicidade na auséncia de luz (dark toxicity). Por sua vez, a concentragédo de 50
MM embora tenha exibido uma tendéncia a citotoxicidade no escuro (p>0,05),
demonstrou elevada eficiéncia fotodindmica quando submetida a irradiacao,
justificando sua inclusdo para avaliar os mecanismos de morte regulada sob

estresse foto-oxidativo severo.
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Figura 6 - Disposicao experimental em placa de 96 pogos para triagem de citotoxicidade do
azul de metileno. As colunas ilustram o gradiente de diluicao seriada do fotossensibilizador em
meio de cultura e o mapeamento dos grupos experimentais antes da etapa de irradiagéo.
Fonte: Acervo pessoal.

3.2 Laser de Baixa Poténcia

Para a fotoativagdo do azul de metileno, utilizou-se um equipamento
emissor de laser de diodo semicondutor no espectro visivel do vermelho
(Photon Lase Ill, D.M.C. Equipamentos Ltda., Sao Carlos, SP, Brasil),
operando em modo continuo. O equipamento foi posicionado de forma

Y

perpendicular a superficie superior das placas de cultivo (in vitro) ou em
contato com a pele do animal (in vivo), mantendo uma distancia fixa e
padronizada entre a mao e as células em todas as sessbes de tratamento. O
os parametros biofisicos de entrega de energia foram tabulados e
padronizados para ambos os modelos experimentais, conforme detalhado na

Tabela 1.
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Tabela 1: Parametros fisicos do laser utilizados nos modelos experimentais.

Comprimento de onda 660 nm
Laser de diodo InGaAIP
Poténcia 100 mW
Area do ponto 0.028 cm?
Energia por ponto 28J
Densidade de energia 100 J/cm?
Irradiancia 3,57 W/cm?
Tempo por ponto 28s
Numero de pontos 1
Técnica de aplicacao Perpendicular (contato com a placa
superior)
Numero de sesso6es de tratamento Uma (in vitro) ou duas (in vivo)

3.3 Modelo Experimental in Vitro

Para a realizagao dos ensaios bioldgicos, as células da linhagem de 4T1
foram descongeladas e expandidas em garrafas de cultivo de 75cm?.
Subsequentemente, as células foram tripsinizadas, centrifugadas e semeadas
em placas de microtitulagdo de 96 pogos na densidade de 1 x 10%. Foi utilizado
o0 meio RPMI-1640 (Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de solugdo mista de
antibiéticos (100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina; Gibco™).
As culturas foram mantidas em condi¢des fisioldgicas estaveis a 37 °C, sob
atmosfera umidificada contendo 5% de didxido de carbono (CO2). Apos o
periodo de 24 horas destinado a adesao e estabilizagcdo celular, os pocos

foram lavados e submetidos aos respectivos tratamentos.

3.4 Incubagcao com AM e Irradiagao com Laser de Baixa Poténcia

Previamente aos ensaios fotodindmicos, as células 4T1 foram
monitoradas até atingirem uma confluéncia de aproximadamente 80%. Para a

etapa de incorporacado do fotossensibilizador, o meio de cultura completo foi
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removido e as culturas foram lavadas com tampao fosfato-salino (PBS pH 7,4)

para eliminar residuos de proteinas do soro que pudessem mimetizar o AM.

O delineamento experimental foi estruturado a partir da distribuigdo das

culturas em seis grupos distintos de analise:

e Grupo Controle (C): Células mantidas em meio de cultura basal, sem
exposicao ao fotossensibilizador ou a irradiacéo laser;

e Grupo Laser: Células submetidas exclusivamente a irradiacdo com laser
vermelho, na auséncia do fotossensibilizador;

e Grupo Azul de Metileno 25 yM (AM 25 pM): Células incubadas apenas
com o fotossensibilizador na concentragdo de 25 pyM mantidas no
esCuro;

e Grupo Azul de Metileno 50 uM (AM 50 pM): Células incubadas apenas
com o fotossensibilizador na concentragdo de 50 pyM mantidas no
esCuro;

e Grupo Terapia Fotodindmica 25 uM (TFD 25 uM): Células incubadas
com AM 25 uM e subsequentemente submetidas a irradiagao laser;

e Grupo Terapia Fotodinamica 50 yM (TFD 50 uM): Células incubadas
com AM 50 uM e subsequentemente submetidas a irradiacao laser.

Em seguida, as solugbes de AM (25 e 50 uM) diluidas em meio RPMI
foram adicionadas e as placas foram mantidas em incubagdo no escuro por um

periodo 30 minutos.

Para mitigar artefatos experimentais decorrentes de reflexdo Optica,
refracdo lateral ou irradiagdo cruzada entre amostras adjacentes, adotou-se um
isolamento espacial (Figura 7). Os grupos experimentais mantidos estritamente
no escuro (Controles de Toxicidade no Escuro) e os grupos destinados a
fotoativagao (TFD) foram alocados em placas de microtitulagao fisicamente
independentes. Adicionalmente, nas placas submetidas a irradiacéo, a
semeadura celular foi realizada em pogos intercalados, utilizando-se pocos
vazios circundantes como barreiras oOpticas fisicas. Durante o procedimento de
aplicagao do laser, as paredes laterais dos pocos vizinhos foram mascaradas

com anteparos pretos opacos, garantindo que a entrega da densidade de
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energia ocorresse de forma isolada, colimada e restrita exclusivamente ao pogo
sob tratamento. Apds a irradiacdo, o meio contendo as solugcbes de AM foi
removido, as células foram lavadas e preenchidas com meio de cultura
completo para as analises dos desfechos biolégicos nos tempos experimentais
correspondentes.

Figura 7 - Representacdo esquematica do procedimento experimental da Terapia
Fotodindmica mediada por Azul de Metileno (AM-TFD). (1) Cultivo e preparacao das células até
atingirem aproximadamente 80% de confluéncia. (2) Incubagéo com Azul de Metileno (AM) sob
condi¢des de auséncia de luz, garantindo a integridade do grupo Controle Escuro e evitando a
fotoativagcdo nao intencional do fotossensibilizador. (3) Irradiagdo laser do grupo submetido a
AM-TFD, com as células distribuidas estrategicamente em pogos nao adjacentes, a fim de
prevenir interferéncias causadas por luz dispersa ou irradiagédo cruzada entre as amostras.

3.5 Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi quantificada 24 horas apos os tratamentos
fotodindmicos e grupos controles. Considerando que o estresse foto-oxidativo
severo pode induzir o desprendimento precoce de células em processo de
morte celular regulada, as placas foram submetidas a centrifugagao a 1500 rpm
por 5 min a 4°C em rotor apropriado para microplacas, assegurando a
sedimentacao de toda a populagao celular (aderente e em suspensao). Apés a
centrifugagcdo, o sobrenadante foi cuidadosamente descartado e no pellet
celular remanescente, foi adicionado a cada poco 10 pL de solugdo de brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) (5 mg/mL) dissolvido em
meio RPMI-1640. As culturas foram incubadas por um periodo de 150 minutos

a 37 °C, sob atmosfera umidificada contendo 5% de COsa.
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Ao término do periodo de incubacdo, as placas foram centrifugadas
novamente sob as mesmas condigdes previamente descritas para garantir a
retencdo dos cristais e debris celulares. O sobrenadante contendo o MTT
residual ndo reagido foi inteiramente removido e foram adicionados 100 uL de
dimetilsulféxido (DMSO, grau analitico) em cada pogo para promover a lise
celular e a completa solubilizagcdo dos cristais insoluveis de formazana. As
microplacas foram submetidas a agitagao orbital suave por 10 minutos em
abrigo da luz para homogeneizagdo do soluto. A densidade optica (DO) foi
determinada por meio da leitura da absorbancia em comprimento de onda de
595 nm em um espectrofotbmetro de microplacas. Para validagao estatistica,
foram executados cinco experimentos bioldgicos independentes, com triplicata

técnica por grupo.

3.6 Concentragao Intracelular do Azul de Metileno

Para determinar o perfil cinético de captacdo do fotossensibilizador, as
células 4T1 foram semeadas em placas de microtitulacdo na densidade de 1 x
10* células por pogco. Apds o periodo de estabilizagdo, as culturas foram
incubadas com pL de meio de cultura basal contendo AM nas concentragdes
seriadas de 5 a 150 yM. Visando mapear a dinamica de incorporagao celular,
foram avaliados de forma cruzada trés tempos de incubagao: 10, 15 e minutos.
Ao término de cada intervalo, o sobrenadante foi aspirado e as monocamadas
celulares foram lavadas por duas vezes consecutivas com PBS para a
completa eliminacdo das moléculas de corante nao internalizadas ou retidas
fracamente na superficie externa da membrana plasmatica.

Subsequentemente, para promover a lise celular por solvatacdo de
membranas e a consequente liberagdo do AM estocado no compartimento
intracelular, adicionou-se a cada pogo 100 uL de uma solugdo do detergente
aniénico dodecil sulfato de sodio (SDS) a 50mM dissolvido em agua destilada.
Os lisados celulares resultantes foram homogeneizados e transferidos para
leitura.

A quantificacdgo do AM internalizado foi determinada por

espectrofotometria de microplacas a partir da mensuragcao da densidade Optica
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no comprimento de onda de 655nm, correspondente ao pico maximo de
absorbancia espectral do fotossensibilizador em sistema monomérico.

Para corrigir a interferéncia da absorbancia basal das células sobre a
mensuracdo do AM, os valores obtidos nos pogcos contendo células incubadas
com o fotossensibilizador foram corrigidos pela subtracdo da absorbancia
correspondente aos respectivos pocos contendo apenas células, sem a adicao
de AM. Dessa forma, os valores corrigidos de absorbancia a 655 nm foram
utilizados como medida relativa da quantidade de AM presente no lisado
celular, permitindo a comparagdo da captacdo intracelular do
fotossensibilizador entre as diferentes concentracdes e tempos de incubacgao

avaliados.

3.7 Analise Ensaio de Cicatrizagao de “Ferida”

Para avaliar a capacidade de migragdo e o potencial invasivo da
linhagem 4T1 apds o estresse foto-oxidativo, realizou-se o ensaio de
cicatrizagdo de ferida (wound healing assay). As células foram semeadas em
placas de cultura de 12 pogos na densidade de 1 x 10 células por poco em 2
mL de meio RPMI-1640 completo, sendo mantidas a 37 °C em atmosfera
umidificada com 5% de CO:2 por 48 horas até atingirem a confluéncia de 80 -
90%.

Apos o periodo de incubacdo, a monocamada celular foi submetida a
escarificagdo mecanica pontual. Utilizando-se uma ponteira estéril de
micropipeta de 1000 pl posicionada perpendicularmente ao fundo do poco, foi
realizado um risco linear longitudinal, conforme figura 8. Imediatamente apos a
escarificagcdo, o meio foi aspirado e as culturas foram lavadas duas vezes
consecutivas com tampao PBS para a remog¢ao completa dos debris e das

células flutuantes desprendidas pelo atrito mecanico.
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Figura 8 - Representacdo esquematica bidimensional do ensaio de cicatrizagdo de ferida
(scratch wound healing assay). O diagrama ilustra o principio de escarificacdo mecéanica da
monocamada celular confluente com o auxilio de ponteira de micropipeta, delimitando uma
area de denudacgao central (void) livre de células para a posterior avaliagdo quantitativa da
cinética de migracao lateral. Fonte: Gerada pelo autor com o auxilio do modelo de Inteligéncia
Artificial Gemini da Google (2026).

Na sequéncia, os pocos foram preenchidos com as solugdes de trabalho
de AM em meio basal por 30 minutos no escuro, seguidas dos respectivos
protocolos de irradiacdo laser, conforme o delineamento dos grupos
experimentais. Finalizada a etapa fotodindmica, o meio de tratamento foi
inteiramente removido e substituido por meio RPMI-1640 suplementado com
concentragédo reduzida de soro fetal bovino (1% de SFB) e 1% de antibidtico.
Essa restricdo sérica foi estrategicamente adotada para induzir o estado de
quiescéncia replicativa celular, assegurando que o preenchimento subsequente
da area escarificada fosse decorrente de migragcédo celular ativa e ndo de
eventos proliferativos. A cinética de fechamento da ferida foi monitorada e
fotodocumentada sob microscopia de luz invertida Nikon Eclipse TS 100
(Nikon, Japéao), objetiva de 10x, nos tempos 0, 24h, 48h e 72h (tempo no qual
houve o fechamento de todos os pogos). A analise quantitativa da migracao
celular foi obtida através da reducao do espacgo aberto em comparagdo com os
seus respectivos controles (somente pogos com meio RPMI e tratados com

laser), por meio do software Image Proplus (Media Cybernetics, China/Japao).

3.8 Extracao de RNA e PCR em tempo real

O RNA total foi extraido de células 4T1 semeadas em placas de cultura
de 12 pocos na densidade de 1 x 10° células/cm? por pogo, 24 horas apods a
incubacdo com AM-TFD nas concentragdes de 25 e 50 uM, utilizando o
reagente TRIzol® (Thermo Fisher Scientific, EUA), de acordo com as

instrucdes do fabricante. Foram realizados cinco experimentos independentes
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em ftriplicata. Apos a coleta, as amostras foram armazenadas a -80 °C até o
processamento. Posteriormente, foram adicionados 100 uL de cloroférmio
(Merck, Alemanha) a cada amostra, que permaneceu incubada a temperatura
ambiente por 5 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
12.000 rpm, a 4 °C, por 15 minutos. A fase aquosa foi cuidadosamente
transferida para microtubos de 1,5 mL, aos quais foram adicionados 250 yL de
isopropanol (Merck, Alemanha). Apds incubagao por 15 minutos a temperatura
ambiente, as amostras foram novamente centrifugadas a 12.000 rpm, a 4 °C,
por 15 minutos. Os sobrenadantes foram descartados e o RNA total precipitado
foi ressuspendido em solugdo aquosa de dietilpirocarbonato (DEPC) a 0,1%
(Merck, Alemanha). A concentragdo e a pureza do RNA foram determinadas
por espectrofotometria utilizando o equipamento NanoDrop 1000 (NanoDrop
Technologies, EUA). As amostras de RNA foram entdo armazenadas a -80 °C

até sua utilizacao nas analises subsequentes.

A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada utilizando o kit de
transcriptase reversa SuperScript™ IV (Thermo Fisher Scientific, EUA). Para
isso, 2 ug de RNA total foram submetidos a transcrigdo reversa em uma reagao
final de 20 pL, seguindo as recomendacgdes do fabricante. A determinagéo dos
niveis relativos de RNAm foi realizada por meio da reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real (RT-gPCR), conduzida em triplicata para
cada amostra. Foram avaliados genes relacionados a apoptose (Caspase-3,
Caspase-6, Bax e Bcl-2), a autofagia (LC3B), a necroptose (MLKL) e a
ferroptose (GPX4). As sequéncias dos primers utilizados encontram-se
apresentadas no Quadro 2. As reagdes foram realizadas em equipamento de
RT-gPCR 7500 (Qiagen, EUA). Inicialmente, as amostras foram submetidas a
desnaturacédo a 94 °C por 10 minutos. Em seguida, a amplificacdo foi
conduzida por 40 ciclos, consistindo em desnaturacdo a 94 °C por 30
segundos, anelamento a 60 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 30
segundos. O gene B-actina (ACTB) foi utilizado como controle endégeno para
normalizagdo dos niveis de expressdao dos genes-alvo. Os valores obtidos
foram analisados no Microsoft Excel (Microsoft, EUA) utilizando o método

comparativo do limiar de ciclo (Ct), expresso como 2*-AACt.
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Quadro 2: Sequéncias dos primers utilizados nas reagées de PCR quantitativa em
tempo real (RT-gPCR).

Sequéncias
Primers
Forward Reverse
ACTB CATCCGTAAAGACCTCTATGCC GGAGCCAGAGCAGTAATCTC
CASP-3 GGGAGCAAGTCAGTGGACTC CCGTACCAGAGCGAGATGAC
CASP-6 GACGTGGTGGAAGGGCTAAA AGTGTCACAAAAGGGGAGGC
BCL-2 TGGGTCTAGGAAAGGGGGAA CGGGCTATTCACAATTCTGCC
BAX CAAACTGGTGCTCAAGGCC GGCTCACGGAGGAAGTCC
LC3B GTCCTGGACAAGACCAAGTTCCC CCATTCACCAGGAGGAAGAAGG
MLKL CTGAGGGAACTGCTGGATAGAG CGAGGAAACTGGAGCTGCTGAT
GPX4 CTTATCCAGGCAGACCATGTGC CCTCTGCTGCAAGAGCCTCCC

3.9 Inibidores de morte celular

Com o objetivo de caracterizar os mecanismos de morte celular
induzidos pela AM-TFD, foram empregados inibidores farmacologicos
especificos: necrostatina-1s (Nec-1s; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA; 20
MM) para inibicdo da necroptose; ferrostatina-1 (Fer-1; Sigma-Aldrich; 1 pM)
para inibicdo da ferroptose; e cloroquina (Sigma-Aldrich; 10 uM) como inibidor
da autofagia.

Os inibidores foram adicionados as culturas de células 4T1
concomitantemente ao fotossensibilizador e mantidos em pré-incubacao por 30
minutos. Ap6s a aplicagdo do protocolo de irradiacdo, as células
permaneceram incubadas por mais 24 horas em meio de cultura completo
contendo os respectivos inibidores, até a realizagado das analises de viabilidade
celular. Essa metodologia foi conduzida de acordo com protocolos previamente
estabelecidos para a caracterizacdo de diferentes modalidades de morte
celular regulada (TURUBANOVA et al., 2019; dos SANTOS et al., 2020).
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3.10 Detecgao de fragmentagdo do DNA por ensaio de TUNEL

A ocorréncia de clivagem e fragmentagdo do DNA, marcador tardio de
morte celular regulada, foi avaliada por meio do ensaio histoquimico de
marcacgao de extremidades livres (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP
nick end labeling — TUNEL), utilizando o kit comercial TUNEL POD (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemanha). Para tanto, as células 4T1 foram
semeadas na densidade de 1 x 108 células por pogo sobre laminulas circulares
de vidro estéreis, previamente posicionadas no fundo de placas de cultura de 6
pocos. Apds atingirem 40% de confluéncia, as culturas foram submetidas aos
respectivos tratamentos e mantidas em incubacao por 24 horas.

Transcorrido o periodo experimental, o meio de cultura foi aspirado e as
laminulas contendo as células foram lavadas por duas vezes com tampao PBS
pH 7,4. Subsequentemente, procedeu-se a fixacdo com solugcdo de
paraformaldeido a 4% tamponado, pH 7,4 por 30 minutos a 4 °C.
Posteriormente, todo o material foi lavado com tampao PBS pH 7,4 por 2 vezes
e incubado com solugédo bloqueadora de peroxidase endogena (3 ml peroxido
de hidrogénio a 3% + 7ml de metaonol) por 30 min a temperatura ambiente.

Apods lavagens subsequentes com tampao PBS pH 7,4, as amostras
foram expostas a mistura reacional TUNEL, contendo a enzima recombinante
terminal desoxinucleotidil transferase e o nucleotideo modificado fluoresceina-
dUTP, permanecendo em camara umidificada por 1 hora a 37 °C. As laminulas
foram lavadas com PBS e incubadas com o reagente Converter-POD
(anticorpo anti-fluoresceina conjugado a peroxidase de rabano) por 30 minutos
a 37 °C. A reagdo imuno-histoquimica foi visualizada por meio do
desenvolvimento de cor com o cromogeno 3,3'-diaminobenzidina (DAB; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por 10 minutos a temperatura ambiente. As
laminulas foram contra coradas com verde de metila (0,5%), desidratadas,
clarificadas e montadas sobre laminas de microscopia com meio de montagem
sintético. A analise quantitativa foi realizada por contagem manual de nucleos
TUNEL-positivos em dez campos aleatdrios por laminula sob microscopia de
luz (Microscépio Olympus BX53F equipado com objetivas U-PlanFL N 4x/0,13,
10%/0,30, 40%/0,75 e 100%/0,85. As imagens foram capturadas utilizando uma
camera Olympus DP73 e o software CellSens Imaging - versédo 5.1, Olympus,
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EUA). Todos os procedimentos foram validados a partir de trés experimentos

independentes.

3.11 Modelo experimental in vivo de carcinoma mamario

Fémeas de camundongos da linhagem BALB/c, isogénicas, com peso
corporal entre 20-25 g e idade aproximada de quatro semanas, foram obtidas
junto ao Centro de Biologia da Reprodugéo da Universidade Federal de Juiz de
Fora (CBR/UFJF). Os animais foram alojados em microisoladores sob
condicdes controladas de biotério, mantendo-se a temperatura estavel a 22 + 2
°C e ciclo artificial de 12 horas claro/escuro. A dieta consistiu em racéo
comercial peletizada padréao e agua filtrada, fornecidas ad libitum. Todos os
protocolos experimentais que envolveram a manipulagdo animal foram
rigorosamente analisados e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UFJF (CEUA/UFJF, protocolo n® 034/2023).

Para a indugéo do crescimento tumoral, realizou-se a inoculagdo de 1,5
x 108 células 4T1 viaveis, ressuspendidas em 100 pyL de PBS estéril. A
suspensao celular foi injetada no tecido adiposo da glandula mamaria
abdominal esquerda (Figura 9), utilizando-se seringas de insulina estéreis
equipadas com agulhas de calibre 26G (0,45 x 13 mm). O procedimento foi
bem tolerado pelos animais, sem registros de intercorréncias ou mortalidade
imediata. A taxa de estabelecimento tumoral foi de 92%, com o
desenvolvimento macroscépico da massa neoplasica consolidado em 23 dos
25 animais inoculados dentro do intervalo de 14 dias.

Os animais foram monitorados e o peso corporal foi aferido
periodicamente em balanga analitica de precisdo. O inicio das intervencdes
terapéuticas foi padronizado no 14° dia pds-inoculagdo, momento em que os
nodulos tumorais atingiram o diametro médio palpavel de aproximadamente 0,5

cm.
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Figura 9 - Esquema representativo Anatomia Topografica da distribuicdo das glandulas
mamarias de camundongo fémea (VIEIRA, 2019). Seta vermelha indica local da inoculagéo das
células 4T1.

3.12 Inoculagao do AM e Irradiacdo com Laser de Baixa Poténcia nos

Tumores

Quando os tumores atingiram aproximadamente 0,5 cm de didametro, os
animais foram distribuidos aleatoriamente nos grupos experimentais e
submetidos aos respectivos tratamentos.

O delineamento experimental foi estruturado em cinco grupos distintos:

e Grupo Controle (C): animais portadores de tumor sem exposigdo ao
Azul de Metileno ou a irradiagao laser;

e Grupo Azul de Metileno 25 yM (AM 25 uM): animais submetidos a
administracao intratumoral de AM na concentracao de 25 uM, sem
posterior irradiagao laser;

e Grupo Azul de Metileno 50 pM (AM 50 pM): animais submetidos a
administracao intratumoral de AM na concentracao de 50 uM, sem
posterior irradiacao laser;

e Grupo Terapia Fotodinamica 25 uM (TFD 25 pM): animais submetidos
a administragéo intratumoral de AM na concentragdo de 25 uM, seguida

de irradiagao com laser vermelho;
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e Grupo Terapia Fotodinamica 50 pM (TFD 50 pM): animais submetidos
a administragao intratumoral de AM na concentragao de 50 uM, seguida

de irradiacao com laser vermelho.

Para a realizacdo dos tratamentos, as solugbes de AM nas
concentragdes de 25 e 50 pM foram preparadas em PBS e administradas
diretamente no interior da massa tumoral por via intratumoral. A administracao
do fotossensibilizador foi realizada em dois pontos distintos de cada tumor,
buscando favorecer sua distribuicdo no tecido tumoral. O volume de solucao
administrado foi determinado de acordo com o tamanho e a capacidade de
acomodacao de cada massa tumoral, sendo utilizado, em média, um volume
total de 150 a 200 pL de solucdo de AM por tumor. A administracao foi
realizada até que fosse observada tumefacdo macroscopica do tumor,

conforme ilustrado na Figura 10.

Inoculagio
do AM

Figura 10 — Aspecto macroscépico do tumor antes (A) e apds (B) a administragao intratumoral
de Azul de Metileno. Em B, observa-se a tumefacdo da massa tumoral apds a administracdo do
corante.

Apds o periodo de incubagdo do fotossensibilizador (30 minutos), os
animais pertencentes aos grupos submetidos a Terapia Fotodindmica foram
posicionados para a aplicagao do laser. A irradiacao foi realizada em um unico
ponto de aplicagdo, seguindo os mesmos parametros utilizados in vitro
descritos na tabela 1, com o aplicador mantido na vertical em contato direto
com a pele sobrejacente a massa tumoral. O didmetro do spot de luz foi

suficiente para abranger toda a extensdo do tumor, permitindo a irradiagao
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uniforme da massa tumoral sem a necessidade de multiplos pontos de

aplicacéao.

Os tratamentos foram realizados em duas sessdes, com intervalo de 48h
entre as aplicacdes, mantendo-se os parametros experimentais em ambas as
sessdes. Vinte e quatro horas apds a segunda intervengdo, os animais foram
submetidos a eutanasia, sendo posteriormente coletados os tumores e demais

amostras bioldgicas destinadas as analises histopatoldgicas e moleculares.

3.13 Eutanasia dos animais experimentais

Vinte quatro horas apds a segunda sessdo do tratamento, os animais
foram submetidos a eutanasia mediante administracado intraperitoneal de uma
associagao anestésica de cloridrato de cetamina (DCB 01937; 95 mg/kg;
solugédo a 10%) e cloridrato de xilazina (DCB 09208; 12 mg/kg; solugao a 2%),
conforme protocolo experimental previamente aprovado. Apds a administragéo,
os animais foram monitorados até a obtencdo de plano anestésico profundo,
caracterizado pela auséncia de resposta aos estimulos externos e auséncia de
reflexos. A confirmagdo do obito foi realizada mediante a constatagdo de
auséncia de movimentos respiratorios, seguida de deslocamento cervical como
método complementar de confirmacado da morte. Somente apds a confirmacéao

dos sinais de morte foram iniciados os procedimentos de coleta dos tecidos.

3.14 Analise Histopatologica

Vinte e quatro horas apds a segunda sessao de tratamento, os animais
foram eutanasiados e os tumores, juntamente com a pele circundante, o
linfonodo drenante (linfonodo inguinal esquerdo), os pulmbdes e o figado, foram
coletados, lavados em PBS estéril e fixados em solucdo de paraformaldeido
4% pH 7.4 por 48 horas. Apés a fixagdo, os tecidos foram submetidos ao
processamento  histolégico convencional, incluindo desidratagdo em
concentracdes crescentes de alcool, diafanizacéo, inclusdo em parafina e

obtencgao de cortes histolégicos com 4 uym de espessura.

50



Foram confeccionadas l|édminas histoldégicas contendo os tumores
provenientes de todos os grupos experimentais. Para a avaliagdo das
caracteristicas histopatolégicas das neoplasias, um corte histolégico
representativo do modelo experimental foi selecionado e encaminhado a um
laboratorio particular especializado em patologia veterinaria na cidade de Juiz
de Fora — MG (HemoFastVet), onde foi submetido a coloragédo por hematoxilina
e eosina (HE) e posteriormente avaliado por médico-veterinario patologista.

A avaliagdo histopatoldégica foi realizada de forma descritiva,
considerando as principais caracteristicas morfologicas do tecido neoplasico e
do microambiente tumoral, incluindo organizagdo e arquitetura da neoplasia,
padrdao de crescimento, caracteristicas citomorfolégicas das células tumorais,
grau de pleomorfismo, anisocitose, anisocariose, presenga e intensidade de
figuras de mitose, areas de necrose e demais alteragdes histopatoldgicas

observadas.

3.15 Analises Imunohistoquimicas

Para a avaliacdo da expressao de proteinas relacionadas as diferentes
vias de morte celular, cortes histolégicos foram submetidos a técnica de
imunohistoquimica para deteccdo das proteinas MLKL (mixed lineage kinase
domain-like), CASP3 (caspase-3) e LC3 (microtubule-associated protein 1 light
chain 3), associadas, respectivamente, as vias de necroptose, apoptose e
autofagia. Foram utilizados anticorpos primarios da marca Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific.

Inicialmente, as laminas contendo os cortes histolégicos foram
submetidas a desparafinizagcdo, seguida de hidratagdo em PBS durante 15
minutos. Para recuperagdo antigénica, as laminas foram submetidas a dois
ciclos de 7 minutos em banho-maria em forno de micro-ondas, utilizando
tampéao citrato 0,01 M, pH 5,6. Apds a recuperacao, as laminas foram lavadas
com PBS e submetidas ao bloqueio da atividade da peroxidase endégena com
solugao de peroxido de hidrogénio (H,O,) a 3%. Apds nova lavagem com PBS,

foi realizado o bloqueio de sitios inespecificos mediante incubagcdo com
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solugdo de albumina sérica bovina (BSA) a 1% durante 1 hora, a temperatura
ambiente.

Apos o bloqueio, as laminas foram incubadas com os respectivos
anticorpos primarios, sendo utilizado o anticorpo anti-MLKL na diluicdo de
1:100, anti-CASP3 na diluigdo de 1:100 e anti-LC3 na diluicdo de 1:300. Para
cada marcador, foram incluidos controles negativos, nos quais o anticorpo
primario foi omitido. A incubagdo dos anticorpos primarios foi realizada
overnight (aproximadamente 16 horas), a 4 °C e ao abrigo da luz.

Em seguida, as laminas foram lavadas com PBS e incubadas com os
anticorpos secundarios apropriados, utilizando o kit VECTASTAIN Elite ABC-
HRP (EUA), Peroxidase, R.T.U. (Universal) (Anti-Camundongo/Coelho IgG de
Cavalo). A reacédo foi revelada utilizando o cromogeno 3,3'-diaminobenzidina
(substrato DAB, ROCHE, EUA) e os cortes foram contra-corados com verde de

metila. Controles negativos foram realizados omitindo-se o anticorpo primario.

3.16 Analises estatisticas

Os dados foram expressos como média * desvio-padrdo. As
comparagdes entre multiplos grupos foram realizadas por meio da analise de
variancia de uma via (ANOVA one-way), seguida do teste pds-hoc de Tukey
para comparagoes multiplas.

Para os dados obtidos no ensaio TUNEL, que apresentaram distribuicao
nao parameétrica, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. Nos experimentos
envolvendo inibidores farmacologicos (Nec-1s, Fer-1 e cloroquina), foi
empregada analise de variancia de duas vias (ANOVA two-way), seguida do
teste pds-hoc de Bonferroni para determinar diferencas entre os grupos
tratados na auséncia e na presencga dos respectivos inibidores.

Em todas as anadlises, valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. As analises estatisticas foram realizadas
utilizando o software GraphPad InStat para Windows (GraphPad Software, San
Diego, Califérnia, EUA).
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4 RESULTADOS

In vitro

4.1 Viabilidade Celular

Com o objetivo de estabelecer uma curva de dose-resposta e padronizar
o tempo de incubacédo e a concentragcdo de azul de metileno foram testados
trés tempos: 10 min, 15 min e 30 min (Figura 11).

Nos intervalos de 10 e 15 minutos, ndo foram registradas alteragbes na
viabilidade das células 4T1 em nenhuma das concentragbes testadas (p >
0,05), padrao que se manteve inalterado mesmo apds a aplicagao do protocolo
de irradiacédo laser (TFD 10 min e TFD 15 min).

Por outro lado, 30 minutos de incubagao revelou perfis bioldgicos
distintos e estatisticamente significativos. No ensaio de toxicidade no escuro
(AM 30 min), a viabilidade das células 4T1 nas doses de 5 a 25 yM n&o foi
alterada (p > 0,05), mas um efeito citotdxico significativo foi observado a partir
da concentragao de 50 uM (p < 0,05).

Quando a incubagdo de 30 minutos foi combinada a irradiacéo laser
(TFD 30 min), a partir da dose de 25 uM, a terapia promoveu um declinio
acentuado e estatisticamente significativo na sobrevivéncia das células 4T1 em
comparagao ao grupo controle (p<0,05), efeito que se intensificou
progressivamente nas concentragdes de 50, 100 e 150 uM.

Esses achados ratificaram o tempo de 30 minutos como o periodo
padrao de incubagao pré-irradiagdo para as etapas seguintes, elegendo as
concentragbes de 25 pM (limiar de inducdo de fotocitotoxicidade com
segurancga no escuro) e 50 uyM (potencial maximo de modulagéao fotodindmica
combinada) como as doses experimentais de trabalho para o detalhamento dos

mecanismos moleculares subsequentes.
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Para destacar os dados das concentragdes escolhidas e comparar com
o efeito de cada tratamento, os dados dessas concentracdes (25 e 50 yM) com
o tempo de incubacdo de 30 minutos foram comparados e sua representagcao
grafica esta ilustrada na figura 12. Os resultados mostram ainda nesta imagem
que o laser é seguro, ja que a viabilidade celular para este grupo nao foi
alterada (p>0,05).
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Figura 12 - Viabilidade celular determinada ap6s 30 minutos de incubagdo com azul de
metileno (AM 25 e 50), na auséncia ou presenga de irradiacdo laser de baixa poténcia,
incluindo o grupo controle de irradiagdo isolada (Laser). Os dados representam a média *
desvio padrao de 5 ensaios independentes. (*) indicam diferenca estatisticamente significativa
em relagdo ao respectivo grupo controle (p < 0,05).

4.2 Internalizacao Intracelular do Fotossensibilizador

Para investigar como o fotossensibilizador entra nas células, a captagao
intracelular do AM foi quantificada apds a incubagdo com concentragdes de 0 a
150 pM nos tempos de 10, 15 e 30 minutos (figura 13).

A entrada do AM nas células 4T1 mostrou um padrdo dependente da
concentracdo em todos os tempos testados. Nas concentragdes mais baixas, a
captacao celular ficou abaixo de 10%. Por outro lado, as concentracbes mais
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altas (100 e 150 pM) aumentaram muito a internalizagdo, atingindo valores
entre aproximadamente 22% e 28%. Nota-se ainda que a captagdo do
fotossensibilizador chega perto da saturagdo em pouco tempo. O tempo de 15
minutos mostrou niveis de internalizagcdo um pouco maiores do que o tempo de
30 minutos na concentracdo maxima. Isso sugere que a entrada do AM nas

células acontece de forma rapida e se estabiliza cedo.
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Figura 13 - Porcentagem de internalizagdo do fotossensibilizador apoés incubagdo em
diferentes concentragdes (0 a 150 yM) nos tempos de 10, 15 e 30 minutos, determinada por
lise celular com SDS e leitura espectrofotométrica. Foram realizados trés experimentos
independentes, cada um conduzido em triplicata.

4.3 Migracao Celular

Para avaliar a capacidade de migragao das células 4T1, foi realizado o
ensaio de fechamento de ferida. Na Figura 14, estdo os graficos com a
quantificacdo das areas para cada tratamento nos tempos de Oh, 24h e 48h.

No tempo inicial (Oh), todos os grupos comegaram com a area da fenda
padronizada, sem diferengas entre eles. Apds 24 horas, os grupos Controle e
Laser migraram rapidamente, quase fechando totalmente. Em contrapartida, os
grupos tratados com AM 25 e 50 uM e com TFD 25 e 50 yM apresentaram um
atraso importante nessa migragdo, mantendo a fenda aberta com relevancia
estatistica (p < 0,01 e p < 0,001).
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Depois de 48 horas, os grupos controle, laser e AM 25 yM alcangaram o
fechamento completo da fenda (area igual a zero). Por outro lado, o grupo AM
50 uM e os grupos que receberam a terapia fotodinamica (TFD 25 e 50 uM)
ainda continuaram com uma area aberta. O grupo TFD 50 yuM foi o mais
eficiente em segurar a migragdo celular, mantendo a maior area aberta mesmo

apos dois dias de experimento.
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Figura 14 - Ensaio de migracao das células 4T1 nos tempos de Oh, 24h e 48h. Controle: sem
tratamento; Laser: irradiado com laser vermelho de baixa poténcia; AM: incubados com
concentragbes de azul de metileno (concentracbes de azul de metileno utilizadas) TFD:
incubadas com azul de metileno (25 pM e 50 uM) e irradiadas com laser de baixa poténcia.
Quantificagéo das areas indicando que o MB-PDT resultou em uma redugao na capacidade de
migragdo das células 4T1, sugerindo um impacto negativo no processo de cicatrizagéo,
especialmente no grupo PDT 50 uM ** p < 0,01 *** p < 0,001.
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4.4 Expressao Génica Associado as Vias de Morte Celular

4.4.1 Marcadores de Apoptose

Para compreender os mecanismos moleculares envolvidos na morte
celular induzida pelos tratamentos, avaliou-se a expressao de genes da via
apoptética por RT-gPCR (Figura 15). Os niveis relativos de RNAm para as
enzimas efetoras Caspase-3 e Caspase-6 nao apresentaram alteragdes
estatisticamente significativas em nenhuma das condi¢des testadas, mantendo
um perfil de expressao basal muito préximo ao observado no grupo controle
(Figuras 15A e 15B).

Em contrapartida, o gene pré-apoptético Bax exibiu uma expressiva e
significativa superexpressdo modulada exclusivamente pela terapia combinada
(Figura 15C). Tanto o grupo TFD 25 puM quanto o grupo TFD 50 uM
promoveram um aumento marcante nos niveis de RNAm de Bax em
comparagao ao controle (p < 0,05). Como as células expostas isoladamente ao
laser ou ao fotossensibilizador ndo demonstraram variagbes no perfil de Bax,
confirma-se que essa ativagcdo decorre diretamente do efeito citotoxico
sinérgico da terapia fotodinamica.

Para o gene antiapoptético Bcl-2 (Figura 15D), observou-se um aumento
significativo nos niveis relativos de mRNA exclusivamente no grupo tratado
com AM 25 uM em relagdo ao controle (p < 0,05), sugerindo uma resposta
adaptativa de sobrevivéncia celular ao corante no escuro. Nas demais
condigdes, incluindo os grupos de TFD, a expresséo de Bcl-2 manteve padrbes
semelhantes as células n&o tratadas.

Essa divergéncia entre a indugdo do gene pré-apoptético e o perfil do
antiapoptético refletiu-se de maneira contundente na razdo Bax/Bcl-2 (Figura
15E). Nos grupos tratados com a TFD, houve um deslocamento drastico do
equilibrio celular em diregdo a um perfil pré-apoptotico, evidenciado pelo
aumento altamente significativo da razdo nos grupos TFD 25 uM (p < 0,001) e
TFD 50 uyM (p < 0,05). Este desequilibrio pronunciado pode sugerir que o
estimulo fotodindmico rompe a homeostase de sobrevivéncia da célula tumoral,

direcionando o sistema para as vias de sinalizagdo de morte celular.
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Figura 15 - Niveis relativos de mRNA quantificados por RT-gPCR para os genes (A) Caspase-
3, (B) Caspase-6, (C) Bax, (D) Bcl-2 e (E) Razédo Bax/Bcl-2. Os dados expressam a média +
SD. Seus respectivos niveis de significAncia estatistica séo indicados por (*) p < 0,05 e (***) p <
0,001 em comparagao ao grupo controle. AM — grupos incubados com azul de metileno; TFD —
grupos incubados com azul de metileno e irradiados com laser de baixa poténcia.
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4.4.2 Marcador de Autofagia

Para avaliar se a TFD poderia desencadear a via de autofagia nas
células 4T1, analisou-se a expressao os niveis relativos de mRNA do gene
LC3B (Figura 16).

Ao contrario dos demais grupos, observou-se um aumento significativo
nos niveis relativos de mRNA da LC3B exclusivamente no grupo tratado com
AM 50 yM em comparagéo ao grupo controle (p < 0,05). Esse resultado sugere
que a exposicao isolada ao FS em maior concentragdo, mesmo na auséncia de
luz, poderia induzir a uma modulagdo associada a ativacdo da maquinaria de
autofagia.

Em contrapartida, os grupos submetidos a terapia fotodinamica (TFD 25
MM e TFD 50 pM) ndo apresentaram alteragdes estatisticamente significativas
nos niveis de expressdao de LC3B, mantendo perfis semelhantes ao grupo
controle (p > 0,05). Esse resultado pode indicar que, sob o efeito citotoxico
direto da terapia combinada, a modulagdo imediata do LC3B n&o € a via
preferencialmente ativada nas células tumorais 4T1 nessas condi¢cdes

experimentais.
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Figura 16 - Niveis relativos de mRNA quantificados por RT-qPCR para o gene LC3B. Os dados
expressam a média + SD. Seus respectivos niveis de significancia estatistica sao indicados por
(*) p < 0,05 em comparagéo ao grupo controle. AM — grupos incubados com azul de metileno;
TFD - grupos incubados com azul de metileno e irradiados com laser de baixa poténcia.
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4.4.3 Marcador de Necroptose

Préxima via de morte regulada induzida pela TFD investigada foi a
necroptose, através da expresséo relativa do gene MLKL (Figura 17).

Os resultados demonstraram que os niveis relativos de mRNA de MLKL
permaneceram inalterados em todos os grupos experimentais quando
comparados ao grupo controle (p > 0,05). Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos submetidos a TFD, ao
fotossensibilizador isolado ou ao laser.
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Figura 17 - Niveis relativos de mRNA quantificados por RT-qPCR para o gene MLKL. Os
dados expressam a média + SD. Seus respectivos niveis de significancia estatistica s&o
indicados por (*) p < 0,05 em comparagéo ao grupo controle. AM — grupos incubados com azul
de metileno; TFD — grupos incubados com azul de metileno e irradiados com laser de baixa
poténcia.

4.4.4 Marcador de Ferroptose

Para investigar o envolvimento da via de ferroptose nos diferentes
tratamentos, avaliou-se a expressao relativa da enzima Gpx4 por RT-qPCR
(Figura 18).

Os resultados demonstraram que a exposicdo isolada ao
fotossensibilizador na maior concentragdo (AM 50 yM) provocou um aumento

significativo nos niveis relativos de mRNA de Gpx4 em comparagao ao grupo
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controle (p < 0,05). Notavelmente, o grupo submetido a terapia combinada de
menor concentragao (TFD 25 pM) exibiu uma indugédo ainda maior, com niveis
de expressao muito superiores aos observados no grupo controle (p < 0,01).
Em contrapartida, as células tratadas apenas com laser, com AM 25 uM
ou submetidas a maior dose da terapia combinada (TFD 50 upM) né&o
apresentaram alteragbes estatisticamente significativas nos niveis de RNAm de

Gpx4 em relagao ao grupo controle (p > 0,05).

GPX4

Niveis Relativos de mRNA
B

Figura 18 - Niveis relativos de mRNA quantificados por RT-qgPCR para o gene Gpx4. Os dados
expressam a média + SD. Seus respectivos niveis de significancia estatistica sdo indicados por
(*) p < 0,05 em comparagéo ao grupo controle. AM — grupos incubados com azul de metileno;
TFD — grupos incubados com azul de metileno e irradiados com laser de baixa poténcia.

4.5 Avaliagao da Fragmentagao de DNA por Ensaio de TUNEL

Para verificar se as alteragdes observadas nos resultados de RT-PCR
nos marcadores apoptoticos resultaram na execugdo da morte celular por
apoptose, quantificou-se a fragmentagdo do DNA por meio do ensaio de
TUNEL (Figura 19 — A - G).

Os resultados demonstraram que a ocorréncia de fragmentagdo do DNA
nao apresentou diferengas estatisticamente significativas entre os grupos
experimentais avaliados (p>0,05). Os niveis de fragmentacdo observados nos
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grupos tratados com o FS isolado (AM 25 yM e AM 50 uM) ou submetidos a
terapia combinada (TFD 25 uM e TFD 50 upM) foram semelhantes aos
encontrados nas células dos grupos controle e laser, como observado na

analise quantitativa (Figura 19 - H).

20+
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Figura 19 - Avaliagdo da fragmentagcdo do DNA por ensaio de TUNEL. Fotomicrografias
representativas e analise quantitativa de células submetidas aos diferentes tratamentos. (A)
Grupo Controle; (B) Grupo Laser; (C) Azul de Metileno (AM) 25 puM; (D) Terapia Fotodindmica
(TFD) 25 uM; (E) AM 50 puM; (F) TFD 50 pM; (G) Controle Negativo; (H) Quantificagdo do total
de células marcadas por campo. Os dados expressam a auséncia de diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos avaliados (p > 0,05). Analise estatistica realizada
por meio do teste de Kruskal-Wallis com p6s-teste de Bonferroni. Barra de escala: 50um

4.6. Inibidores Farmacolégicos

As células inicialmente foram tratadas com cloroquina (CQ), um agente
lisossomotropico capaz de inibir as etapas finais da degradagao autofagica. Os
ensaios de viabilidade celular (Figura 20) demonstraram que a adigédo de CQ
nao alterou significativamente a sobrevivéncia das células 4T1 em nenhum dos
grupos experimentais quando comparados aos seus respectivos grupos sem
inibicdo farmacolégica (p>0,05). Uma analise detalhada de comparacgdes
multiplas pareadas (com pos-teste de Bonferroni) confirmou a auséncia de
diferengas, evidenciando que o perfil de sobrevivéncia das células 4T1
permaneceu estatisticamente homogéneo independentemente da adicdo do

inibidor de autofagia.
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Figura 20 - Viabilidade de células 4T1 mensurada pelo ensaio de MTT na auséncia ou
presenga do inibidor lisossomotropico Cloroquina (CQ). Os grupos experimentais
compreendem: Controle, Laser, Azul de Metileno (AM 25 e 50) e Terapia Fotodinamica (TFD 25
e 50). Os valores representam a média = desvio padrdo (SD) de quatro experimentos
independentes realizados em ftriplicatas.
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Na sequéncia, investigou-se a participacdo da via de necroptose na
morte celular induzida pelos tratamentos por meio do uso do inibidor especifico
necrostatina-1 (Nec-1) (Figura 21). As andlises estatisticas demonstraram que,
0os grupos controle, Laser, AM 25 e na TFD 25, a adicdo de Nec-1 nédo
provocou alteragdes significativas na sobrevivéncia das células 4T1 (p> 0,05).

Em contrapartida, um efeito protetor robusto foi observado nas
concentragdes e condigdes de estresse mais elevadas. No grupo exposto ao
AM 50 isolado, a presenca do inibidor promoveu um aumento estatisticamente
significativo na viabilidade celular (p<0,01). De forma ainda mais pronunciada,
no grupo submetido a terapia fotodindmica em maior concentracéo (TFD 50), a
Nec-1 aumentou significativamente a viabilidade celular, elevando-a de 49% na
auséncia de inibicdo para aproximadamente 92% na condigédo protegida (p <
0,001). Esses achados demonstram que a necroptose atua de maneira ativa e
relevante como um dos mecanismos executores de morte celular nas células

tumorais 4T1 sob condicdes severas de estresse fotodinamico.
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Figura 21 - Viabilidade de células 4T1 tratadas na auséncia ou presenca do inibidor alostérico
de RIPK1, Necrostatina-1 (Nec-1). O gréfico evidencia uma atenuacao significativa da morte
celular dependente da dose nas maiores concentragdes testadas (50 uM). No grupo AM 50 uM,
a Nec-1 promoveu um incremento significativo na sobrevivéncia celular (p<0,01); no grupo
terapia fotodinamica (TFD 50 uM), observou-se uma reversdo severa da citotoxicidade, com
resgate da viabilidade celular para patamares proximos a 92% (*** p<0,001). Os valores
correspondem a média + desvio padrao (SD).
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Por fim, avaliou-se a via de morte celular por ferroptose utilizando o
inibidor especifico ferrostatina-1 (Fer-1) (Figura 22). O ensaio de viabilidade
celular demonstrou um papel protetor evidente do inibidor dependente da dose
de FS empregada.

As analises revelaram que, para os grupos Laser, AM 25 e 50) e TFD
25, a adicado de Fer-1 ndo induziu alteragbes com significancia estatistica (p >
0,05). No entanto, no grupo TFD 50, a viabilidade celular que era em torno de
49% na auséncia de inibicdo foi significativamente aumentada para
aproximadamente 89% na presenga de Fer-1 (p < 0,001; diferengca de médias
+40,07%). Esse expressivo bloqueio da citotoxicidade aponta para um
envolvimento majoritario da via de ferroptose no mecanismo de morte induzido

pelo protocolo de TFD em concentragbes mais elevadas.
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Figura 22 - Viabilidade celular de células de carcinoma mamario murino 4T1 apds exposi¢cao
aos regimes terapéuticos na auséncia (Sem inibidor) ou presenca do inibidor especifico de
ferroptose, Ferrostatina-1 (Fer-1). Nota-se um resgate marcante e localizado da sobrevivéncia
celular no grupo submetido a terapia fotodindmica (TFD 50 uyM). Os dados expressam a média
t* desvio padrdo (SD). Asteriscos indicam diferenca estatistica localizada em relagédo ao
respectivo grupo sem inibidor (*** p < 0,001).
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In Vivo
4.7 Modelo Experimental de Tumor Mamario 4T1

Apods a inoculagédo das células 4T1 em camundongos BALB/c, o curso
do desenvolvimento neoplasico foi monitorado periodicamente. Durante os
primeiros 14 dias de evolucdo, os animais foram acompanhados quanto a
aspectos macroscopicos, ndo sendo observados sinais de ulceragao na regiao
do tumor. A cronologia detalhada das etapas do estudo, compreendendo desde
a inducado tumoral, progressao da vascularizagdo local, até as sessdes de
tratamento e posterior eutanasia para exérese de 6rgaos (tumores, linfonodos,

pulmdes e figado), esta representada na Figura 23.

Dial

Inoculagdo das Crescimento Crescimento Tumoral

células4T1 Tumoral (vascularizagio) Trl::rtianr‘r:eeirn(:o TSegundo Eutanasia
ratamento

Figura 23 - Cronograma e imagens representativas dos eventos experimentais in vivo. Linha
do tempo detalhando as principais etapas do estudo, utilizando o modelo experimental de
tumor mamario 4T1 em camundongos BALB/c. (Dia 1) Inoculagdo subcutanea das células
tumorais; (Dia 5) Inicio do crescimento tumoral palpavel e visivel (circulo vermelho); (Dia 10)
Progresséo tumoral com vascularizagdo evidente (seta vermelha); (Dia 14) Inicio do protocolo
de ftratamento (primeira sessado); (Dia 16) Segunda sessdo de tratamento; (Dia 17)
Encerramento do experimento via eutanasia dos animais para a coleta de tumores e 6érgaos
exérese (linfonodos, pulmdes e figados).

A avaliagdo do crescimento tumoral consistiu na mensuragdo do maior

eixo da lesao (em mm) em dois momentos cruciais do protocolo experimental:
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no inicio das intervengdes (i, correspondente ao dia que se iniciou o tratamento
experimental) e no desfecho do estudo (f, correspondente ao dia 17, momento
da eutanasia), conforme ilustrado na Figura 24. De maneira geral, os diametros
tumorais iniciais variaram entre 3,0 mm e 7,6 mm, enquanto os valores finais se

situaram na faixa de 4,0 mm a 8,6 mm.

O grupo controle exibiu um incremento mais acentuado no didametro
tumoral entre os dois periodos analisados, atingindo as maiores médias ao final
do experimento. Em contrapartida, os grupos submetidos aos tratamentos
demonstraram uma tendéncia a uma menor variacdo no crescimento do eixo
tumoral, com destaque visual para o grupo tratado com AM 50 uM. Contudo, a
analise estatistica revelou que todos os grupos experimentais apresentaram
aumento do eixo tumoral ao término do periodo e n&do foram detectadas
diferengas significativas entre eles (p > 0,05). Esses achados evidenciam que
as terapias instituidas (Azul de Metileno isolado ou Terapia Fotodinamica, nas
concentragdes de 25 e 50 uM) ndo promoveram alteragbes ou regressiao no

tamanho absoluto dos tumores primarios durante a janela temporal avaliada.
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Figura 24 - Avaliacdo da progressao da area tumoral in vivo. O grafico representa a média e o
desvio padrao da area tumoral (cm?) para cada grupo experimental nos momentos inicial (inicio
do tratamento) e final (eutanasia). Grupos experimentais: Controle (sem tratamento); AM 25 uM
e AM 50 uM (Azul de Metileno isolado); TFD 25 uM e TFD 50 uM (Terapia Fotodindmica). Os
asteriscos indicam diferencga estatistica significativa em relacdo ao respectivo momento inicial
dentro do mesmo grupo (p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). Two-way ANOVA com pos-teste de
Bonferroni.
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O peso corporal dos camundongos foi monitorado como um indicador de
toxicidade sistémica e bem-estar geral, sendo avaliado no inicio do protocolo
experimental (i, momento da inoculagédo das células tumorais) e no desfecho do
estudo (f, imediatamente antes da eutanasia). Conforme demonstrado na
Figura 25, os animais apresentaram pesos médios homogéneos e semelhantes
entre os diferentes grupos experimentais em ambos os momentos avaliados.
Durante o periodo de acompanhamento, ndo foram observadas variacbes
ponderais significativas entre os tempos inicial e final dentro de cada grupo,
tampouco diferengas estatisticamente significativas na comparagao intergrupos
(p > 0,05). Esses resultados sugerem a auséncia de toxicidade sistémica

severa ou caquexia induzida pela progressao tumoral ou pelas terapias

aplicadas.
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Figura 25 - O grafico representa a média e o desvio padrdo da massa corpdrea (em gramas)
dos camundongos nos momentos inicial (inicio do protocolo) e final (eutanasia). Grupos
experimentais: Grupos experimentais: Controle (sem tratamento); AM 25 yM e AM 50 uM (Azul
de Metileno isolado); TFD 25 yM e TFD 50 yM (Terapia Fotodindmica). p > 0,05; Two-way
ANOVA com pds-teste de Bonferroni.

4.8 Anadlises Histopatolégicas do Tumor Mamario 4T1

A analise histopatologica das massas tumorais (Figura 26) revelou uma
proliferacdo densa de células epiteliais neoplasicas  dispostas

predominantemente em arranjo sélido (ninhos e blocos compactos),
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sustentadas por um estroma fibrovascular escasso e delicado.
Morfologicamente, as células exibiram citoplasma eosinofilico com limites
intercelulares indistintos, nucleos volumosos, cromatina pontilhada e nucléolos
multiplos e proeminentes. Foi observado moderado pleomorfismo celular e
nuclear (anisocitose e anisocariose). A atividade mitética mostrou-se
acentuada, registrando-se 17 figuras de mitose em uma area de 2,37 mm?,
com presencga frequente de formas atipicas. Na derme adjacente, evidenciou-
se a presenga de nodulos satélites e invasao de vasos sanguineos por células
neoplasicas (émbolos tumorais), além de um infiltrado inflamatério de
intensidade moderada, constituido predominantemente por neutréfilos e raros
linfocitos.

A avaliacao dos critérios histologicos baseada no sistema de Nottingham
modificado por Elston e Ellis (1998) determinou: formagao tubular inferior a
10% (escore 3), pleomorfismo nuclear moderado (escore 2) e indice mitético
elevado (escore 3). Conforme detalhado no Quadro 3, o somatorio resultou em

um escore total de 8 pontos, classificando a neoplasia experimental como

Carcinoma Invasor com Padréo Sdlido, Grau Il (Alto Grau).

Figura 26 - Aspectos histopatolégicos representativos do carcinoma mamario 4T1 em
camundongos BALB/c. Fotomicrografias de secg¢des tumorais coradas em Hematoxilina e
Eosina (HE) em diferentes aumentos. (HE 10x) Panoramica evidenciando massa neoplasica
infiltrativa na derme e hipoderme com arranjo predominantemente sélido e delimitagdo
lobulada. (HE 20x) Proliferagdo celular compacta intimamente associada ao estroma local,
exibindo areas de densidade celular homogénea abaixo da epiderme adjacente. (HE 40x)
Detalhe em alta resolugdo demonstrando acentuado indice proliferativo, pleomorfismo nuclear
moderado, nucléolos evidentes e limites celulares imprecisos, caracteristicos do padrao sélido
de Grau lll.

70



Quadro 3. Graduagdo histopatologica dos tumores mamarios 4T1 com base no
sistema de Elston e Ellis (1998).

Parametro .. Pontuacgao
Histopatolégico Achado Fenotipico/ Resultado Atribuida
. . 0
Formagio Tubular Padrao sodlido pr(,adomlnante (<10% de 3
tubulos)
Pleomorfismo Nuclear Moderado (variagdo moderada em 2
tamanho e forma)
indice Mitético Elevado (17 mitoses em 2,37mm?) 3
Nédulo Satélite Presente —
Invasao Vascular
Presente —
(Derme)
Esco_re tha_I/Grau . 8 (Grau Ill)
Histolégico

4.9 Analises Imunohistoquimicas dos Marcadores de Morte Celular

A avaliagao imuno-histoquimica no microambiente tumoral revelou perfis
distintos de marcagao proteica entre os grupos experimentais, auxiliando na
elucidacdo das vias de morte celular moduladas pelas terapias. A
imunomarcacéo para a Caspase-3, utilizada como o marcador classico da via
apoptética dependente de protease, ndo apresentou diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos tratados e o controle (p > 0,05),

conforme ilustrado nas Figura 27.
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Figura 27 - Analise imunohistoquimica da expressao de Caspase-3 em tumores mamarios 4T1.
Fotomicrografias representativas do tecido tumoral evidenciando o padrdo de imunomarcagao
e quantificacao das células marcadas. (A) Controle Negativo; (B) Controle (C) Azul de Metileno
(AM) 25 uM; (D) AM 50 um (E) Terapia Fotodindmica (TFD) 25 pym; (F) TFD 50 pym (G) Analise
quantitativa da porcentagem de células positivas por campo. Os dados expressam a média +
desvio padrado. Nao foram detectadas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos
experimentais avaliados (p > 0,05; ANOVA com pés-teste de Tukey). Barra de escala: 50 um.

Por outro lado, o monitoramento do processo autofagico via
imunomarcacgéo para a proteina LC3 revelou um aumento significativo em sua
expressao percentual especificamente nos grupos MB 50 uM e PDT50 uM,

quando comparados ao grupo controle (p < 0,05; Figura 28).
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Figura 28 - Analise imunohistoquimica da expressdo de LC3B em tumores mamarios 4T1.
Fotomicrografias representativas do tecido tumoral evidenciando o padrdo de imunomarcagao
e quantificagdo de células marcadas. (A) Controle Negativo; (B) Controle (C) Azul de Metileno
(AM) 25 uM; (D) AM 50 um (E) Terapia Fotodinamica (TFD) 25 um; (F) TFD 50 ym (G) Analise
quantitativa da porcentagem de células positivas por campo. Os dados expressam a média +
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desvio padrdo. *Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (p <
0,05). Barra de escala: 50 pym.

Adicionalmente, a investigacdo da via de necroptose (morte celular
necrotica regulada) por meio da quantificagdo da proteina MLK demonstrou
uma elevagao estatisticamente significativa em sua imunomarcagao nos grupos
tratados com MB 50 yM e TFD 50 uM (p < 0,05; Figura 29).
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Figura 29 - Andlise imunohistoquimica da expressdo de MLKL em tumores mamarios 4T1.
Fotomicrografias representativas do tecido tumoral evidenciando o padrdo de imunomarcagao
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e quantificacdo de células marcadas. (A) Controle Negativo; (B) Controle (C) Azul de Metileno
(AM) 25 uM; (D) AM 50 um (E) Terapia Fotodindmica (TFD) 25 uym; (F) TFD 50 ym (G) Analise
quantitativa da porcentagem de células positivas por campo. Os dados expressam a média +
desvio padrdo. *Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (p <
0,05). Barra de escala: 50 ym.
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5 DISCUSSAO

5.1 A terapia fotodinamica com azul de metileno no modelo experimental

in vitro

A terapia fotodindmica tem emergido como uma estratégia terapéutica
inovadora no tratamento de varios tipos de cancer. Entre os
fotossensibilizadores disponiveis, o AM tem ganhado atengdo devido as suas
propriedades fotoquimicas e ao seu potencial em varias abordagens
terapéuticas. Neste estudo, investigamos os efeitos da combinagdo do AM com
a luz em células tumorais de mama murinas 4T1, um modelo amplamente
utiizado para estudos de cancer de mama triplo-negativo altamente
metastatico.

Um dos desafios proeminentes na translacéo clinica da TFD reside na
padronizagao rigorosa da concentragado do FS, do tempo de incubagao e dos
parametros fisicos da irradiacdo laser. A literatura reporta uma expressiva
heterogeneidade metodolégica em ensaios in vitro, o que frequentemente
dificulta a comparagao direta de limiares fototoxicos (MELLISH et al., 2002;
TURCHIELLO et al., 2021). Nossos ensaios preliminares de viabilidade celular
revelaram que nos intervalos de incubagado mais curtos (10 e 15 minutos) a
homeostase celular das células 4T1 permaneceu inalterada em todo o espectro
de concentragdes (5 a 150 yM), mesmo apds o protocolo de irradiagdo com o
laser. Esse perfil inicial € combinado com o ensaio de internalizacdo celular
(Figura 12), o qual demonstrou que, embora a captagcao do AM seja rapida e
concentragdo-dependente, o periodo de 30 minutos foi o que viabilizou o
acumulo intracelular critico necessario para deflagrar o estresse fotodinamico
nas doses moduladoras. A auséncia de toxicidade em tempos curtos reforca a
seguranga biolégica do corante na auséncia de fotoativagdo massiva, em
consonancia com dados classicos de transporte de membrana para compostos
cationicos (JUNQUEIRA et al., 2002).

Esses achados indicam que o AM, em baixas concentragdes e com
tempos de exposicao curtos, ndo apresenta toxicidade no escuro para as

células tumorais. Adicionalmente, dos Santos et al, (2017) demostraram uma
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eficiéncia maior em causar uma morte seletiva em células tumorais sem
citotoxicidade escura nas concentragbes mais baixas do corante (<20uM).
Além disso, os autores demostraram também pela primeira vez que células
normais do epitélio mamario sdo mais resistentes ao AM-TFD. Essas sé&o
caracteristicas fundamentais para o uso seguro da terapia, reforgando o fato de
que uma das vantagens da TFD sobre outras abordagens terapéuticas € a

possibilidade de gerar menos efeitos colaterais aos pacientes.

A auséncia de toxicidade no escuro observada na concentracdo de 25
MM estabelece uma janela terapéutica favoravel para as células 4T1,
demonstrando que o AM permanece biologicamente inerte até a sua
fotoativagdo, o que se alinha a relatos de que doses inferiores a 30 uM
mimetizam condi¢des seguras na auséncia de luz (TURCHIELLO et al., 2021;
GOMES et al., 2023). Em contrapartida, o declinio da viabilidade celular obtido
na dose de 50 uM independentemente da irradiagao, potencializado apds a
associacao ao laser, demonstra o perfil de "toxicidade no escuro" inerente ao
corante em concentragdes elevadas (KOFLER et al., 2018; LE et al., 2022).
Esse fendbmeno decorre da capacidade intrinseca do AM de interferir na
homeostase mitocondrial, uma resposta estritamente dependente do tipo
celular e ja documentada pela literatura em linhagens de carcinoma oral (IC50
de 362,6 yM em SCC-9), tumores retinianos e adenocarcinoma prostatico
expostos a doses superiores a 30-50 yM (KOFLER et al., 2018; TURCHIELLO
et al., 2021; ROCHA et al., 2023). Desse modo, os resultados sugerem que a
dose de 25 uM representa o limiar critico de segurancga bioldgica para o modelo
experimental avaliado, viabilizando o mapeamento das vias de morte

desencadeadas exclusivamente pelo estresse fotodinamico.

Apesar disso, a dose de 50 uM também foi mantida nas investigacdes
subsequentes. A inclusdo dessa concentragao justificou-se pela intengcdo de
extrapolar os achados in vitro para o modelo tumoral in vivo. Sabendo que o
comportamento farmacoldgico e citotoxico de compostos em sistemas celulares
isolados frequentemente diverge daquele observado em organismos
complexos (SAEIDNIA; MANAYI; ABDOLLAHI, 2015), a avaliagdo da dose de
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50 uM tornou-se essencial para analisar possiveis respostas terapéuticas e

limitagdes biolégicas no modelo animal.

Paralelamente a perda de viabilidade, o ensaio de “cicatrizacao de
ferida” demonstrou o potencial da terapia em mitigar a motilidade celular, um
componente crucial para a invasao tumoral. Os resultados revelaram que,
enquanto os grupos controle e laser alcangaram o fechamento completo da
fenda em 48 horas, a aplicagdo da AM-TFD (25 e 50 yM) e o AM 50 uM isolado
preservaram a fenda significativamente aberta. A contencdo maxima da
migracgéao foi obtida no grupo TFD 50 uM. Esse efeito é altamente relevante no
contexto do carcinoma mamario 4T1, conhecido por sua agressividade e rapida
disseminagao sistémica. Padrao semelhante foi reportado por Gomes et al.
(2023) em células PC3, onde a atividade migratoria foi drasticamente suprimida
pela terapia fotodindmica combinada. A atenuagao da migragdo sugere que a
fotooxidacao local promove nao apenas a redug¢ao na viabilidade, mas também
a desestruturacao do citoesqueleto e das proteinas de adesao focal, limitando
a capacidade invasiva das células sobreviventes.

Desde que a viabilidade celular foi reduzida, associada com o atraso na
“cicatrizacado de feridas”, especialmente nos grupos AM-TFD, foi investigado
quais tipos de mortes celulares poderiam estar envolvidas. A primeira via
investigada foi a apoptética classica. Os resultados de RT-gPCR revelaram um
aumento robusto e altamente significativo na expressao do gene pré-apoptético
Bax, acompanhado por um deslocamento drastico na razido Bax/Bcl-2 nos
grupos submetidos a TFD, o que teoricamente sinalizaria o desencadeamento
da via intrinseca mitocondrial (RENAULT et al., 2013). No entanto, os niveis
transcricionais das caspases efetoras Caspase-3 e Caspase-6 nao foram
alteradas 24 horas poés-tratamento. Em estrita concordancia com a estabilidade
das caspases, 0 ensaio de TUNEL ndo demonstrou diferengas significativas,
indicando a auséncia de fragmentacdo do DNA em todos os grupos. Esse
cenario pode indicar que, embora o estresse foto-oxidativo tenha sido suficiente
para ativar o gene pro-apoptético Bax, a cascata enzimatica classica nao foi
mobilizada para a execuc¢ao final da apoptose nas condi¢des avaliadas. Nossos
achados sugerem que a morte celular induzida pela AM-TFD ocorre

predominantemente por mecanismos independentes da apoptose classica.
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Esses resultados estdo de acordo com achados recentes que também
demonstraram que a AM-TFD (25 uM) ndo promoveu aumento significativo dos
niveis de Caspase-3 ativa nem alteragdes na expressao de BCL-2 em células
de tumor prostatico PC3 (GOMES et al., 2023), sugerindo que a apoptose
também n&o constitui o principal mecanismo de morte celular nesse contexto
experimental. De forma semelhante, dos Santos et al., 2017, utilizando inibidor
de caspases Z-VAD-FMK, demonstrou reducdo da viabilidade celular em
células MCF-10A e MCF-7 tratadas com AM-TFD (20 uM), onde o inibidor n&o
foi capaz de impedir a morte celular. Além disso, ndo foi detectada ativacao
significativa das caspases-3 ou -9, nem altera¢des na razao Bcl-2/Bax.

Por outro lado, alguns estudos observaram resultados opostos. Nesses
trabalhos, os autores descreveram que a AM-TFD (3,2 yg/mL) promoveu uma
reducdo significativa da expressdo de Bcl-2 e superexpressdo de Bax,
induzindo efetivamente apoptose em células de carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescogo (HNSCC) (KAHALIAN et al.,, 2022).
Adicionalmente, a AM-TFD (1,0 mg/L), mais LED na dose de 7,5 J/cm? reduziu
significativamente a viabilidade celular em fibroblastos (LAMARQUE et al.,
2020), aumentando a expressao de citocromo c¢ e Fas-L apds 3 horas, seguida
por aumentos nas razdes Bax/Bcl-2, Bad/Bcl-2 e na expressao de VDAC-1
apdés 6 horas. Esses resultados indicam que, em fibroblastos murinos, a
citotoxicidade induzida pela TFD esta associada a ativacao de vias apoptoticas

dependentes de Bcl-2.

Nossos achados foram obtidos a partir de analises experimentais
realizadas 24 horas apos a aplicacdo da AM-TFD. Entretanto, a avaliacdo da
apoptose em um unico ponto temporal pode ndo contemplar integralmente a
dindmica dessa via de morte celular, uma vez que sua manifestacdo apos a
terapia fotodindmica pode ocorrer de forma precoce e transitoria. Nesse
contexto, Yin et al. (2016), ao investigarem a cinética temporal da apoptose
induzida pela terapia fotodinamica com PsDO007 em células de leucemia
mieloide aguda LT12, identificaram uma janela apoptética compreendida
aproximadamente entre 2 e 24 horas apos o tratamento. Os autores
observaram que a intensidade e a duracdo da resposta apoptoética foram

dependentes da dose de PDT, com redugao rapida dos eventos apoptéticos em
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concentracdes mais baixas, enquanto em concentragbes mais elevadas esses
eventos persistiram por periodos mais prolongados, de até 6 a 12 horas,
conforme demonstrado por citometria de fluxo. Além disso, por meio da analise
da expressédo de 84 genes relacionados a apoptose e da quantificagdo de
proteinas envolvidas nessa via, incluindo a caspase-3 ativada, Yin et al. (2016)
observaram maior intensidade dos eventos associados a morte apoptoética
entre aproximadamente 6 e 12 horas apds a TFD. Esses dados sugerem que a
resposta apoptotica pode apresentar uma dinamica temporal anterior ao
periodo de 24 horas utilizado em nossas analises. Dessa forma, embora
nossos resultados ndo permitam excluir a participacdo da apoptose na resposta
a AM-TFD, a avaliacado realizada exclusivamente 24 horas apds o tratamento
pode ter subestimado a magnitude dessa via de morte celular. A inclusdo de
diferentes pontos temporais, especialmente em periodos mais precoces,
poderia contribuir para uma caracterizagdo mais abrangente da cinética da
apoptose e esclarecer sua participacao na resposta induzida pela AM-TFD no
modelo 4T1.

Embora esses estudos apontem a apoptose como principal via de morte
celular, a agressividade do modelo 4T1 e o tipo de estresse gerado pelo nosso
tratamento direcionam o destino celular para modalidades alternativas de morte
regulada. Por isso, o segundo tipo de morte celular avaliado foi a autofagia. A
autofagia é frequentemente iniciada para remover organelas danificadas, como
mitocbndrias, lisossomos ou reticulo endoplasmatico, que constituem alvos
intracelulares comuns de diversos FS (KESSEL et al., 2015; ANIOGO et al.,
2020). De fato, consolidou-se um consenso de que a autofagia é uma
consequéncia frequente da TFD, desempenhando um papel duplo ao
determinar tanto citoprotegdo celular quanto morte celular programada
(MARTINS et al., 2021).

Em nossos experimentos, em contraste com os outros grupos, apenas o
tratamento isolado com AM 50 yuM promoveu um aumento significativo nos
niveis relativos de mRNA de LC3B em relagdo ao controle (p < 0,05). Esse
resultado sugere que o AM em altas concentragbes, mesmo no escuro, pode
atuar como um estimulo para a modulagdo e ativagdo da via da autofagia.

Entretanto, a via autofagica assumiu um carater puramente adaptativo ou
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acessorio frente ao estresse induzido, ja que a co-incubagdo com o agente
lisossomotropico cloroquina foi incapaz de modular a citotoxicidade em
qualquer um dos grupos, o que demonstra que a autofagia ndo atuou como o
mecanismo de morte celular. Tais achados também foram descritos em células
tumorais prostaticas (PC3) tratadas com AM-TFD (25 uM), onde os marcadores
autofagicos foram aumentados significativamente, mas esse processo atuou
como uma resposta pro-sobrevivéncia, e ndo como um mecanismo indutor de
morte celular (GOMES et al., 2023). Esse resultado evidencia que, mesmo
quando a autofagia esta presente do ponto de vista morfoloégico e bioquimico,
ela pode nao representar o mecanismo executor final dos efeitos da TFD.

Notavelmente, o maquinario autofagico vem sendo cada vez mais
reconhecido por sua capacidade de interagir com outras formas de morte
celular regulada, como apoptose e necroptose (MARTINS et al., 2021). Sua
modulagao pode alterar significativamente o limiar apoptético; especificamente,
a inibicdo da autofagia ou a sobrecarga dos seus mecanismos de
sobrevivéncia leva a reducao da expressao de proteinas antiapoptéticas, como
Bcl-2, e a0 aumento de fatores pro-apoptoticos, como Bax (MARTINS et al.,
2021). Essa alteragao molecular sensibiliza efetivamente as células tumorais
ao estresse fotoinduzido, reduzindo sua resisténcia aos danos provocados pela
luz. Em nosso estudo, os grupos submetidos a TFD apresentaram tal alteracéo
expressiva na razdo Bax/Bcl-2, o que poderia sugerir um potencial
envolvimento da autofagia. Dessa forma, os resultados indicam que a AM-TFD
em células 4T1 desencadeia sinais moleculares associados ao estresse
celular, porém a autofagia parece desempenhar um papel secundario ou
adaptativo em especial no grupo AM 50 pM, sem contribuicdo decisiva para a
execucao dessa via de morte celular nas condi¢cdes experimentais avaliadas.

A terceira via de morte celular investigada foi a necroptose, uma forma
regulada de morte celular que apresenta morfologia necrotica e € orquestrada
pelo eixo de sinalizagdo RIPK1/RIPK3/MLKL. Esse processo € caracterizado
pela rapida permeabilizagdo da membrana plasmatica, facilitada pela formacéo
de poros em escala nanométrica com diametro superior a 200 nm, levando ao
intumescimento celular, condensagcdo moderada da cromatina e subsequente
liberagdo do conteudo intracelular para o espago extracelular (DUAN et al.,
2018). Os resultados de viabilidade celular demonstraram inicialmente que
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tanto o tratamento isolado com AM (50 pM) quanto a TFD nas duas
concentragdes (25 e 50 uyM) exerceram um pronunciado efeito citotdéxico. No
entanto, a auséncia de resgate significativo pela Nec-1 no grupo TFD 25 uM
sugere que a via necroptdtica ndo foi expressivamente recrutada nessa
dosagem mais baixa, indicando que ela ndo desempenha um papel
preponderante na resposta citotoxica das células 4T1 sob esse estimulo
especifico. Em contrapartida, nos grupos submetidos a maior concentragao do
fotossensibilizador (AM 50 uM isolado e TFD 50 pM), a co-incubagdo com a
Nec-1 foi capaz de resgatar de forma significativa a viabilidade celular. Esse
comportamento funcional fornece evidéncias de que a necroptose pode atuar
como uma das vias de morte predominantemente ativadas pelo estresse
fotodindmico nestas condigbes avaliadas. Curiosamente, embora o resgate
farmacoldgico com a Nec-1 demonstre o envolvimento da necroptose, a analise
molecular revelou que os niveis relativos de mMRNA de MLKL permaneceram
inalterados em todos os grupos experimentais. A execugdo da necroptose
baseia-se primordialmente em modificagbes pds-traducionais, especificamente
na cascata de fosforilagdo de RIPK1/RIPK3/MLKL e na subsequente
translocacao proteica para a membrana celular. Desse modo, o processo utiliza
o pool de proteinas preexistentes no citoplasma, ocorrendo de forma
independente de novas sinteses de mRNA no intervalo de tempo avaliado
(COUPIENNE et al., 2011; SUN et al., 2012).

Adicionalmente, o estresse oxidativo gerado pela TFD pode
desencadear a lise celular de maneira tdo rapida que antecede qualquer
resposta transcricional compensatoria detectavel para o gene MLKL. Em
consonancia com Wang et al. (2023), o tratamento de células 4T1 com 5-ALA-
TFD resultou na reducao da viabilidade celular em até 4 horas pds-irradiacao,
efeito associado ao aumento acentuado da fosforilacdo de MLKL, reforcando o
carater agudo e pos-traducional dessa via de morte.

A literatura demonstra que a ativacdo da necroptose pela AM-TFD é
altamente dependente do modelo celular e do perfil metabdlico especifico do
tumor. A AM-TFD (25 pM) foi capaz de reduzir significativamente a viabilidade
de células PC3 por meio da inducdo de necroptose, conforme confirmado pelo
aumento dos niveis de MLKL fosforilada (p-MLKL) (GOMES et al., 2023). Além
disso, foi relatado que a AM-TFD promove a eliminagcdo eficaz de células
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agressivas de cancer de mama humano (MCF-10A e MDA-MB-231) por
mecanismos envolvendo a permeabilizagdo da membrana lisossomal, processo
que pode culminar em necroptose e/ou ferroptose (dos SANTOS et al., 2020).
Esses resultados corroboram a hipotese de que a AM-TFD desencadeia
respostas citotoxicas especificas para cada tipo celular e dependentes da dose
do fotossensibilizador.

Por fim, a ultima via de morte celular investigada foi a ferroptose.
Considerando a relagdo bem estabelecida entre estresse foto-oxidativo e
peroxidacdo lipidica, a ferroptose surgiu como uma principal candidata a
explicar a reducado da viabilidade pela AM-TFD 25uM. Nossos resultados
revelaram um aumento significativo nos niveis relativos de mRNA de GPX4 nos
grupos AM 50 uM e AM-TFD 25 uyM. A GPX4 é considerada a principal enzima
antioxidante responsavel pela neutralizacdo de hidroperéxidos lipidicos
presentes nas membranas bioldégicas (KACZMAREK et al., 2013). Dessa
forma, sua superexpressao provavelmente representa uma resposta celular
compensatoéria destinada a neutralizar o intenso estresse oxidativo e os danos
de membrana induzidos pelo tratamento.

A evidéncia mais robusta da participacdo da ferroptose foi obtida por
meio do experimento de resgate utilizando a Fer-1, um potente antioxidante
lipofilico e inibidor especifico dessa via de morte celular. A adicdao de Fer-1
aboliu completamente os efeitos citotoxicos da AM-TFD em ambas as doses,
apesar do grupo AM-TFD 50 yM nao ter apresentado inicialmente aumento nos
niveis de mRNA de GPX4, restaurando a viabilidade celular a niveis
comparaveis aos do grupo controle (p < 0,05). Essa recuperacéo total mostra
que a peroxidacgao lipidica pode constituir um evento decisivo responsavel pela
morte das células 4T1.

E valido destacar aqui que, embora as analises dos nossos resultados
demonstrem que o grupo TFD 25 uM tenha apresentado apenas uma
tendéncia visual de resgate da viabilidade celular na presenca de Fer-1, essa
diferenca n&o atingiu significancia estatistica na analise global devido a alta
variancia observada nos grupos de maior concentragao (50 uM). Visualmente,
observa-se que o grupo TFD 25 pM exibe uma tendéncia nitida de resgate da
viabilidade celular na presenca do inibidor de ferroptose. No entanto, quando
submetido as analises estatisticas considerando todos os grupos experimentais
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simultaneamente, essa diferenga n&o atingiu significancia, ao passo que, na
auséncia dos grupos AM 50 pM e AM-TFD 50 pM, mantendo as analises
estatisticas, o grupo AM-TFD 25 uM passa a apresentar significancia
estatistica. A exclusdo matematica dos grupos de 50 uyM reduz o numero de
hipoteses testadas concorrentemente e diminui a variabilidade residual,
permitindo que o grupo TFD 25 pM alcance significancia estatistica de forma
isolada. Portanto, a auséncia de uma sinalizacdo de relevancia estatistica no
grafico completo ndo anula o potencial biolodgico de resgate por Fer-1 na dose
de 25 uM, mas reflete uma limitacdo de sensibilidade analitica induzida pela
dispersao de dados nas doses superiores.

Em concordancia com nossos achados, foi demonstrado que a AM-TFD
(20 uM - 4,5 J/cm?) foi capaz de induzir ferroptose em células humanas de
cancer de mama (dos SANTOS et al.,, 2020). Considerando que as EROs
geradas durante a TFD apresentam curto raio de difuséo e elevada reatividade,
a localizagdo intracelular do FS constitui um fator determinante para a
eficiéncia do tratamento (MROZ et al. 2011; MARTINS et al., 2021). Dessa
forma, a associagdo do AM as membranas bioldgicas potencializa a ocorréncia
de danos foto-oxidativos localizados, especialmente a peroxidacao lipidica de
fosfolipidios de membrana. Esse mecanismo é particularmente relevante no
contexto da ferroptose. A combinagao entre a afinidade do AM por membranas,
sua capacidade de gerar EROs apos fotoativagcdo e sua localizagdo em
organelas sensiveis ao estresse oxidativo (BACELLAR et al., 2014) favorece a
inducdo de danos lipidicos extensos, culminando na ativacido de vias de morte
celular dependentes de peroxidacédo lipidica. Assim, além de atuar como um
eficiente FS, o AM apresenta propriedades que o tornam particularmente
adequado para a indugao de ferroptose.

O direcionamento dessas formas nao-apoptoticas de morte celular
regulada emerge como uma alternativa na oncologia. Tumores agressivos e
refratarios, como o carcinoma mamario triplo-negativo, frequentemente exibem
mutacdes deletérias em vias apoptoéticas, desenvolvendo resisténcia a
multiplos farmacos. A capacidade da AM-TFD em atuar nas células tumorais
promovendo a lise regulada da membrana plasmatica contorna com eficacia
esses bloqueios genéticos (WANG et al., 2019; SHISHIDO et al., 2021). Além
da citotoxicidade local direta, a ativagado da necroptose e da ferroptose produz
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um impacto sistémico. Ao contrario do carater imunologicamente "silencioso"
da apoptose classica, a ruptura de membrana caracteristica da necrose
regulada atua como um gatilho para a Morte Celular Imunogénica (YAN et al.,
2021; MISHCHENKO et al., 2022). O extravasamento do conteudo
citoplasmatico culmina na liberagdo massiva de DAMPs (GARG; AGOSTINIS,
2017).

Essa sinalizacdo biolégica atua como um potente quimiotatico,
promovendo o recrutamento, a fagocitose de antigenos tumorais e a maturagéo
subsequente de células dendriticas no microambiente tumoral. Uma vez
ativadas, as células dendritica migram para os linfonodos drenantes,
promovendo a apresentacdo antigénica e expandindo clones clonais de
linfécitos T citotdxicos CD8™ especificos contra o tumor (WANG et al., 2019).
Ao deflagrar a morte via necroptose ou ferroptose de maneira dose-
dependente, a AM-TFD transita de uma modalidade puramente local para um
estimulador de vacinagao tumoral in situ. Esse mecanismo é fundamental para
o estabelecimento de uma memoaria imunoldgica adaptativa de longo prazo. No
contexto do carcinoma mamario metastatico, essa resposta imune sistémica
torna-se a ferramenta mais promissora para rastrear, reconhecer e erradicar
micrometastases e células tumorais 4T1 disseminadas em sitios distantes
(GARG et al.,, 2015), consolidando a AM-TFD como uma abordagem
terapéutica estratégica e de alto impacto no controle da progressao de tumores

mamarios agressivos.

5.2 A terapia fotodindmica com azul de metileno no modelo experimental

in vivo

Os mesmos tratamentos com AM e AM-TFD in vitro foram utilizados num
ambiente complexo de um organismo vivo, avaliados inicialmente por meio do
monitoramento do didametro tumoral macroscopico na janela temporal
compreendida entre o inicio das intervencbes (Dia 14) e o desfecho
experimental com a eutanasia dos animais (Dia 17) (Figura 23). Conforme
exposto na analise intragrupo (Momento Inicial vs. Momento Final), o grupo
Controle exibiu uma expansao tumoral explosiva e altamente acentuada (p <

0,001). De forma homologa, os grupos expostos ao AM 50 uM (p < 0,01), TFD
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25 uM (p <0,01) e TFD 50 pM (p < 0,05) também apresentaram um incremento
estatisticamente significativo em suas areas ao término do periodo.

Em contraste evidente, o grupo submetido ao tratamento com AM 25 uM
demonstrou uma estabilizacdo no crescimento macroscépico da lesao,
configurando-se como a unica condi¢do experimental que nado apresentou
aumento estatisticamente significativo de sua area entre os momentos inicial e
final. Esse efeito de estabilizacdo do volume tumoral, sem necessariamente
promover a regressao completa do tecido neoplasico, ja foi descrito em
modelos experimentais, tratados com AM-TFD, inclusive sob regimes de doses
superiores as empregadas no presente estudo, nos quais a indugdo de dano
vascular local e o estresse oxidativo podem reduzir a taxa mitdtica e lentificar a
progressdo da massa tumoral (TARDIVO et al., 2005).

Por outro lado, a persisténcia do crescimento tumoral nos grupos
tratados com doses mais elevadas (AM 50 uM e TFD 50 uM), embora em
menor escala que o controle (p < 0,01 e p < 0,05, respectivamente), pode
levantar a hipotese de ativagdo de vias adaptativas tumorais. O disparo de
respostas inflamatoérias e o recrutamento da maquinaria autofagica tumoral s&o
frequentemente associados ao restabelecimento da homeostase tecidual e ao
surgimento de nichos de resisténcia adaptativa, os quais podem justificar a
progressdo proliferativa do tumor e impedem o desfecho de remisséo
(INGUSCIO; PANZARINI; DINI, 2012).

Paralelamente, o monitoramento da massa corporea dos animais (Figura
24) foi realizado para ser indicador de bem-estar geral e de auséncia de
toxicidade sistémica pré-clinica. Os camundongos exibiram pesos meédios
homogéneos e semelhantes em ambos os momentos avaliados, sem variacoes
ponderais significativas (p > 0,05). Esses dados de tolerabilidade confirmam
que a progressao neoplasica nao induziu quadros de caquexia tumoral e,
crucialmente, atestam que nem o AM administrado de forma isolada nem o
estresse foto-oxidativo decorrente da AM-TFD provocaram efeitos adversos
agudos deletérios. Esse perfil seguro e nao invasivo corrobora os achados de
Wu et al. (2019), que administraram AM encapsulado em lipossomas por via
intravenosa (dose de 1mg/kg) em camundongos portadores de céancer de
mama e avaliaram o peso corporal dos animais durante 14 dias. Essa elevada

biosseguranca sistémica fundamenta-se na natureza espacialmente restrita da
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ativagao fotodinamica, cuja reagao fotoquimica e geragcdo de EROs ocorrem
exclusivamente nos sitios bioldgicos submetidos a intersecgao simultanea entre
0 acumulo do FS e a irradiacéo direcionada pelo laser (VAN STRATEN et al.,
2017).

Microestruturalmente, a caracterizagdo histopatoldogica das massas
tumorais (Figura 25) revelou um fendtipo de alta agressividade bioldgica,
consolidado pelo sistema de Nottingham modificado por Elston e Ellis (1998)
como um Carcinoma Invasor com Padrdo Solido de Grau Il (Alto Grau).
Conforme detalhado no mapeamento morfométrico (Quadro 3), o escore total
de 8 pontos decorreu de uma formacéo tubular inferior a 10% (escore 3),
pleomorfismo nuclear moderado com anisocitose e anisocariose evidentes
(escore 2) e um indice mitético severamente elevado, registrando-se 17 figuras
de mitose em uma area de 2,37 mm? (escore 3), inclusive com a identificagdo
frequente de formas atipicas. Essa intensa atividade mitética e o arranjo celular
em blocos compactos sustentados por um estroma fibrovascular escasso
mimetizam o microambiente de carcinomas pouco diferenciados de prognostico
desfavoravel.

Adicionalmente, a identificagao histoldgica de nédulos satélites na derme
adjacente e de invasdo de vasos sanguineos por células neoplasicas (émbolos
tumorais) atesta o perfil altamente invasivo e metastatico da linhagem 4T1.
Tumores de alto grau histolégico associados a infiltragcao vascular representam
um dos maiores desafios terapéuticos na oncologia. Nesses cenarios, a
eliminacdo incompleta de células presentes na periferia infiltrativa ou nos vasos
acometidos pode favorecer a sobrevivéncia de subpopulagdes celulares mais
resistentes, com maior capacidade invasiva e expressao de metaloproteinases,
estimulando processos de transicdo epitélio-mesenquimal e impulsionando a
progressao tumoral residual (Mossakowska et al., 2022). Por fim, o infiltrado
inflamatério de intensidade moderada, constituido predominantemente por
neutrofilos na periferia tumoral, sinaliza uma resposta imune inata local basal
ativa, a qual pode atuar de forma estratégica ao ser modulada por terapias
indutoras de morte imunogénica (CASTANO; MROZ; HAMBLIN, 2006; NATH;
OBAID; HASAN, 2019).

E importante ressaltar aqui, como uma limitacdo metodolégica do

presente estudo, que nao foi realizada a avaliagao histopatolégica comparativa
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individualizada grupo a grupo apos as intervengdes; em contrapartida,
estabeleceu-se uma caracterizagdo histopatolégica descritiva do modelo
experimental de enxerto tumoral.

As analises imuno-histoquimicas das massas tumorais expandiram de
forma consistente os achados observados nos ensaios in vitro. As analises
para Caspase-3, um dos principais efetores da fase executora da apoptose,
nao revelaram diferencgas estatisticas significativas entre os grupos tratados e o
grupo controle (p>0,05). Considerando que a ativacdo da Caspase-3
representa um evento central na apoptose classica, responsavel pela clivagem
de multiplos substratos intracelulares e pela fragmentagéao nuclear (ELMORE,
2007), esses resultados sugerem que a apoptose nao constituiu a principal
modalidade de morte celular induzida pelos tratamentos avaliados. A auséncia
de aumento da expressdo de Caspase-3 corrobora com as evidéncias
crescentes de que a TFD pode desencadear mecanismos alternativos de morte
celular regulada (dos SANTOS et al.,, 2020; de SOUZA et al., 2024), cuja
ativagao depende da localizag&o subcelular do FS, da intensidade do estresse
oxidativo gerado e das caracteristicas metabolicas intrinsecas do tumor.

A auséncia de ativagcado significativa da Caspase-3 observada neste
estudo pode ainda estar relacionada a capacidade intrinseca das células
tumorais de evadir a apoptose, um dos principais hallmarks of cancer
(Hanahan, 2022). Por outro lado, a imuno-histoquimica para LC3B demonstrou
aumento significativo nos grupos tratados com AM 50 uM e AM-TFD 50 uM;
esses achados sugerem o recrutamento da maquinaria autofagica em resposta
ao estresse celular induzido pelo tratamento.

No contexto da TFD, o aumento na expressao de LC3B nos grupos de
maior dose reflete o recrutamento da maquinaria autofagica em resposta ao
estresse foto-oxidativo. A fotoxidagao de organelas vitais, como mitocondrias e
reticulo endoplasmatico, estimula processos seletivos, como mitofagia e
reticulofagia, voltados para a remogao de estruturas disfuncionais, reciclagem
de componentes intracelulares e contengdo do dano tecidual (AGOSTINIS et
al., 2011; MARTINS et al., 2021). Desse modo, essa ativagdo opera como uma
via adaptativa e citoprotetora de reparo frente a agressao terapéutica, atuando
diretamente como um potencial mecanismo de resisténcia ao tratamento
(INGUSCIO; PANZARINI; DINI, 2012). Essa resiliéncia molecular correlaciona-
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se perfeitamente com os achados macroscopicos do modelo in vivo, auxiliando
no entendimento do porqué dos grupos expostos a dose de 50 yM (AM 50 uM
e TFD 50 uM) terem mantido uma progressdao tumoral estatisticamente
significativa; o gatilho adaptativo da autofagia nesses tecidos atuou de forma
eficiente para mitigar a agdo fotodindmica, sustentando a sobrevivéncia e a
expansao da massa neoplasica. Adicionalmente a interpretagcao desse perfil
tecidual, deve-se considerar a heterogeneidade do microambiente tumoral
sélido. Conforme descrito por White e DiPaola (2009), a autofagia é
naturalmente hiperativada em nichos hipoxicos distantes do suprimento
vascular como uma estratégia de resiliéncia metabdlica. Assim, o acumulo de
LC3B observado correlaciona-se tanto a injuria fotoquimica direta quanto a
processos homeostaticos da propria biologia infiltrativa do carcinoma 4T1.

Aléem da autofagia, observou-se aumento significativo de MLKL nos
grupos tratados com AM 50 uM e AM-TFD 50 pM. A proteina MLKL é
considerada o principal efetor terminal da necroptose, uma forma de morte
celular regulada dependente da ativagdo da via RIPK1/RIPK3/MLKL (de
SOUZA et al., 2024). Diferentemente da apoptose, que geralmente ocorre de
forma imunologicamente silenciosa, a necroptose resulta na liberagdo de
conteudo intracelular e de moléculas sinalizadoras conhecidas como DAMPs,
incluindo HMGB1, ATP extracelular, proteinas de choque térmico e fragmentos
de DNA (GARG; AGOSTINIS, 2017). Considerando o carater altamente
agressivo e metastatico da linhagem 4T1, a ativagdo de vias alternativas de
morte celular regulada, como necroptose, pode representar um mecanismo
compensatério induzido pela TFD para superar as resisténcias apoptotica e
autofagica frequentemente observada em tumores avangados (AGOSTINIS et
al., 2011).

A crescente valorizagdo da necroptose na oncologia decorre justamente
de seu potencial imunogénico. Estudos recentes demonstram que a ativagéo
dessa via oferece uma nova perspectiva sobre a TFD ao favorecer o
recrutamento de células dendriticas, macréfagos e linfocitos T citotdxicos,
contribuindo diretamente para a transformacdo de um microambiente tumoral
imunossupressor em um nicho pro-inflamatério e imunologicamente ativo (dos
SANTOS et al., 2020). Trabalhos na literatura indicam que a necroptose opera

como um mecanismo subjacente crucial no contexto da TFD, especialmente
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em neoplasias de pancreas e glandulas mamarias, nas quais a indugao desse
perfil de morte estimula a liberagdo de citocinas proé-inflamatorias e a
quimiotaxia leucocitaria local (dos SANTOS et al., 2020; CHOI et al., 2023). No
presente estudo, embora os achados histopatologicos detalhados
correspondam a caracterizagao inicial e descritiva do modelo de enxerto
tumoral, a identificacdo prévia de um infiltrado inflamatério local, composto
predominantemente por neutrofilos e raros linfécitos, sinaliza de forma
contundente que as populagdes celulares imunoldgicas ja se fazem presentes
no microambiente da les&o. Por constituir uma das principais modalidades de
morte celular regulada associadas a deflagragéo da morte celular imunogénica,
esse processo € fundamental para o desenvolvimento de respostas
antitumorais sistémicas e o estabelecimento de uma memoria imunoldgica
duradoura (TURUBANOVA, 2019). Desse modo, o aumento expressivo na
marcacao tecidual de MLKL evidenciado sinaliza que a AM-TFD vai além da
ablagao citotdxica puramente local, podendo estar relacionado também como
um gatilho estratégico para modular e potencializar a atividade desse
contingente imune ja residente, o que carrega implicagdes clinicas
extraordinarias para o desenho de terapias combinatérias focadas na

promogao de uma imunidade ativa e sustentada a longo prazo.

5.3 Correlagdao in vitro vs. in vivo

E amplamente reconhecido que uma parcela significativa das respostas
bioldgicas obtidas em culturas celulares ndo se reproduz fielmente em modelos
in vivo, uma discrepancia decorrente da grande complexidade sistémica do
organismo animal, que envolve interagdes estromais, barreiras
farmacocinéticas e modula¢des imunoldgicas. No presente estudo, contudo,
observou-se uma sélida sobreposi¢cao dos resultados experimentais entre as
duas formas de analise, validando a consisténcia dos fenbmenos moleculares
investigados. Essa convergéncia de dados reflete-se de forma nitida na
auséncia de modulacdo da Caspase-3, o que confirma, em ambas as fases
metodoldgicas, que a apoptose classica desempenhou papel estritamente
limitado como via executora. Em contrapartida, o aumento concomitante e

estatisticamente significativo dos marcadores LC3B e MLKL, tanto nas analises
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in vitro quanto no mapeamento proteico in vivo, corrobora a coexisténcia e o
sinergismo entre a maquinaria autofagica adaptativa e a rota necroptética
regulada frente ao estresse oxidativo severo (em especial nos grupo AM 50 uM
e AM-TFD 50 pM). Achados similares e descritos recentemente na literatura
sustentam que linhagens neoplasicas glandulares de alta agressividade,
quando submetidas a injurias fotodinAmicas agudas, tendem a recrutar
simultaneamente essas cascatas multifatoriais de morte como uma resposta
coordenada para contornar o bloqueio de vias programadas convencionais
(ALMEIDA et al., 2023; GOMES et al., 2023).

Essa mesma consisténcia na correlacdo dos resultados estendeu-se ao
fendmeno da toxicidade no escuro associada a concentragdo de 50 uM, cuja
acao citotoxica observada exaustivamente nos ensaios in vitro manteve-se de
forma fidedigna nos resultados in vivo. Embora o AM possua um historico
consolidado de segurancga na pratica clinica, a literatura pré-clinica adverte que
doses locais elevadas podem intensificar o estresse oxidativo basal através de
danos diretos ao DNA mitocondrial e da inducdo de reagdes inflamatorias
locais por radicais livres (ATAMNA et al.,, 2008; BUZGA et al., 2022). Esse
comportamento dose-dependente e independente de fotoativacdo reforca a
importancia critica da determinagao rigorosa da janela terapéutica do FS. No
presente estudo, a sobreposicdo desse achado em ambas as plataformas,
valida a dose de 25 pM como o limiar critico de seguranga bioldgica para o
modelo 4T1, abrindo perspectivas valiosas para investigagcdes futuras focadas
na avaliagdo de marcadores adicionais de peroxidacao lipidica e disfungao de

endomembranas.

6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo reforcam o potencial da Terapia
Fotodindmica mediada por Azul de Metileno como uma abordagem terapéutica
promissora, com possivel relevancia no tratamento de neoplasias mamarias
agressivas, invasivas e refratarias as terapias convencionais, conforme

resumido na Figura 30.
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SUPERAGAO DA EVASAO
APOPTOTICA CLASSICA

Os achados in vitro e in vivo demonstram
que a AM-TFD superam a evasdo
apoptotica da linhagem 4T1.

Via apoptética
classica

Caspase-3
(efetora)

¥

Independente da
ativacio da Caspase-3

EVIDENCIAS MOLECULARES E TECIDUAIS

ALTERNATIVAS DE MORTE

O tratamento direciona para rotas alternativas
de morte regulada por meio da superexpressdo
do efetor necroptotico MLKL, gue coexiste e
estabelece cross-talk com a maquinaria
autofagica adaptativa (LC3B), especialmente
sob estresse oxidativo e na dose mais elevada.

‘ e DIRECIONAMENTO PARA ROTAS

POTENCIAL DE MORTE
9 IMUNOGENICA E REMODELAMENTO
DO MICROAMBIENTE TUMORAL

A ativagdo da via necroptotica mediada
por MLKL, associada a presenga pré-existente
de infiltrado inflamatdric no modelo tumoral,
sugere que os efeitos da AM-TFD viao alem
da ablac3o citotoxica local.

Liberagio de DAMPs

BIOSSEGURANGA E JANELA
TERAPEUTICA IDEAL

A estrita biosseguranga sistémica foi
confirmada pelo monitoramento dos animais
e pela caracterizacdo da toxicidade no escuro

na dose de 50 uM.

Bi ca sistémi Toxicidade no escure

Necroptose Autofagia - & sinais pré-inflamatérios & p J
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(¥ dase mais elevada) Provavel estimulo a respasta imune antitumoral

Figura 30 - Resumo grafico das principais evidéncias obtidas no estudo: Os achados in vitro e
in vivo demonstram que a AM-TFD superam a evasao apoptotica classica caracteristica da
linhagem 4T1, uma vez que as mortes celulares ocorram de forma independente da ativagao
da via efetuadora da Caspase-3; O tratamento direciona para rotas alternativas de morte
regulada por meio da superexpressdo do efetor necroptético MLKL, a qual coexiste e
estabelece um cross-talk com a maquinaria autofagica adaptativa (expressdo de LC3B),
ativada sobretudo sob estresse oxidativo e na dose mais elevada; A ativagdo da via
necroptética mediada por MLKL, associada a identificagdo histopatoldgica pré-existente de um
infiltrado inflamatdrio local no modelo de enxerto tumoral, sugere que os efeitos da AM-TFD
vao além da ablagéo citotoxica local, sugerindo a indugdo de morte celular imunogénica e
provavel remodelamento pré-inflamatério do microambiente tumoral.

Por a estrita biossegurangca sistémica demonstrada pelo

fim,
monitoramento dos animais e a caracterizacado da toxicidade no escuro na dose
de 50 uM consagram a concentragao de 25 uM como a janela terapéutica ideal
para o modelo. Conclui-se, portanto, que a AM-TFD se consolida ndo apenas
como uma estratégia de destruigdo tumoral direta, mas como um promissor
tratamento para terapias oncolégicas combinatérias focadas na modulagao do
estroma neoplasico e na provavel resposta imune antitumoral frente a ativacao

de mortes celulares imunogénicas.
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7 DECLARACAO DE USO ETICO E TRANSPARENCIA - USO
DE INTELIGENCIA ARTIFICIAL

Declaro, para os devidos fins de transparéncia e integridade académica,
que utilizei ferramenta de Inteligéncia Artificial (IA) para a concepgao e criagao
de figuras e esquemas ilustrativos apresentados nesta tese.

Ressalto que o uso dessa tecnologia teve carater exclusivamente
auxiliar, servindo para otimizar o processo de criagao visual e aprimorar a
clareza didatica das ilustragdes, sem interferir no conteudo cientifico, na analise
de dados ou na redagao do texto da pesquisa.

A ferramenta de IA (Google Gemini®) foi empregada sob minha
supervisao direta, sendo as imagens geradas submetidas a rigorosa revisao e
edicdo por minha parte para garantir sua precisao técnica e total conformidade
com os resultados e conceitos discutidos no trabalho. A autoria intelectual, a
responsabilidade pelo conteudo e as interpretagdes apresentadas permanecem

sob minha inteira responsabilidade.
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