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Resumo

A Terapia Fotodindmica (TFD) é uma modalidade terapéutica que envolve a
administracdo de um agente fotossensibilizador seguida pela ativacdo do mesmo
pela luz. Porém, os agentes comercializados atualmente sdo extremamente caros, ja
o Azul de Toluidina (AT), muito utilizado nas infec¢cbes bacterianas e flngicas;
poderia apresentar propriedades semelhantes, com custo acessivel. Portanto, essa
pesquisa verificou a acdo citotoxica do AT em diferentes concentracdes (1pg/ml;
5ug/ml; 10ug/ml e 20ug/ml) sobre linhagens de células derivadas de fibroblastos
(3T3). Para tanto, as células foram cultivadas em DMEM/F-12, tratadas por 15
minutos com solucdo de AT e apdés o periodo de incubacao (24 horas e 48 horas) a
viabilidade celular foi determinada pelo teste de conversao do sal dimetiltiazol difenil
tetrazolium (MTT). Foi observado que as diferentes concentragcbes de Azul de
Toluidina diminuiram a viabilidade celular, quando comparado com o grupo tratado
somente com DMEM/F-12.

Introducéo

Na odontologia, a Terapia Fotodinamica (TFD) ja foi estudada no tratamento de
lesbes com potencial de malignizacdo, adjuvante na terapéutica periodontal e
endoddntica, bem como no tratamento de prevencdo da cérie, devido ao efeito
antimicrobiano. No estudo de Buckm®, a qual investigou a relacéo entre eficiéncia
fotodinamica, citotoxicidade e propriedades moleculares de corantes para aplicacéo
em TFD, concluiu que em eficiéncia os corantes fenotiazinicos possuem maior acao
que o dos corantes xantenos, confirmando que entre os corantes fenotiazidicos o AT
€ o mais eficiente. O uso da TFD e do AT na acdo antimicrobiana, verificando a
sensibilidade de uma cepa laboratorial de Streptococcus mutans e dois isolados
clinicos do grupo Estreptococos foi estudado por Paschoal et al.??2. Os resultados
mostraram que a combinagédo de 0,25 pg/mL-1 de fotossensibilizador combinado a
36 J/lcm2 de LED vermelho foi capaz de fotoinativar o crescimento da cepa padréo
de S. mutans, mas que uma maior concentragao (2,5 pg/mL-1) foi necessaria para
fotoinativar ambos os isolados clinicos de estreptococos em combinacdo a 24 J/cm2
do mesmo LED. Na questdo do efeito antitumoral ndo ha muitas pesquisas sobre
este agente fototerapéutico em especifico, mas a seletividade de corantes
semelhantes por células tumorais foi comprovada e explicada pela associacdo do
fotossensibilizador as lipoproteinas resultando em uma acdo preferencial para nas
células neoplasicas® , ja que estas expressam um maior niimero de receptores de
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membrana para proteinas de baixa densidade, fazendo com que o
fotossensibilizador a internalize. Copper et al.%* realizaram um estudo para testar a
eficacia em longo prazo da TFD, utilizando Meta-tetra (hidroxifenil) clorina, no
tratamento de 29 carcinomas de células escamosas em estagio inicial da cavidade
oral e orofaringe. Em 86% dos casos obteve-se remissdo completa do tumor
primério, destes apenas quatro lesdes desenvolveram doenca recorrente local ap6s
um a seis meses. Por ser um fotossensibilizador mais acessivel, possuir bons
resultados quanto a eficiéncia fotodindmica, com Otima penetracdo nos tecidos e
absorcdo maxima em 665 nm em solucdo aquosa® , o uso do AT em tratamentos
odontoldgicos de diversas areas tem aumentado e este estudo pretende aprofundar
os efeitos deste fotossensiblizador em células fibroblasticas, quanto a citotoxidade.
Portanto esse estudo teve por objetivo verificar a acdo do AT em diferentes
concentracbes (1pg/ml; 5ug/ml; 10pug/ml e 20ug/ml) sobre linhagens de células
derivadas de fibroblastos (3T3)

Materiais e Métodos

As solugdes do fotossensibilizador Azul de Toluidina foram preparadas nas
seguintes concentracdes: 01lpg/ml; 05ug/ml; 10ug/ml e 20ug/ml, utilizando PBS (pH
7,4) para solubilizar o fotossensibilizador testado. Essas solugbes foram
armazenadas em frascos ambar, ao abrigo da luz e em temperatura de 4°C. Antes
de serem utilizados nos meios de cultura, foram esterilizadas por filtragdo em
membrana de 0,22 um (Millipore).

As células 3T3 foram cultivadas em frascos plasticos de 50cm? em meio de
cultura DMEM/F-12 (Invitrogen, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB), a 37°C em atmosfera contendo 5% de gas carbodnico e 95% de umidade. As
células foram subcultivadas sempre que atingirem uma confluéncia de
aproximadamente 70%.

Na sequencia foi realizado o plagueamento e 1x10% células de
fibroblastos/pocos em placa de 96 pocos de acordo com 0s grupos abaixo descrito e
incubadas a 37°C.

e Grupo DMEM (Controle Positivo): 4 pocos de cultura, contendo, cada poc¢o, 100
uL da suspenséo de células testadas e 100 uL de DMEM 1%.

e Grupo DMSO (Controle Negativo): 4 pocos de cultura, contendo, cada poco,
100 pL da suspenséo de células testadas e 100 uL de DMSO.

e Grupo PBS: 4 pocos de cultura, contendo, cada pogo, 100 uL da suspenséo de
células testadas e 100 uL de PBS.

e Grupo 1 (AT-1): 4 pocos de cultura contendo, cada poco, 100uL da suspensao de
células, 100uL da solucdo de Azul de Toluidina a 1 pg/ml.

e Grupo 2 (AT-5): 4 pocos de cultura contendo, cada poco, 100uL da suspenséo de
células, 100uL da solugdo de Azul de Toluidina a 5ug/ml.

e Grupo 3 (AT-10): 4 pocgos de cultura contendo, cada pogo, 100uL da suspenséo
de células, 100uL da solucdo de Azul de Toluidina a 10ug/ml.

e Grupo 4 (AT-20): 4 pocos de cultura contendo, cada pogo, 100uL da suspenséao
de células, 100uL da solucdo de Azul de Toluidina a 20pg/ml.

Para cada grupo foi aguardado 15 minutos para acao do fotossensibilizador e
em seguida, este foi aspirado. Imediatamente apds, acrescentou-se 200ul de PBS
para lavar as células, sendo aspirado o conteddo. Na sequéncia, foram
acrescentados 200ul de DMEM 1%. Ent&o as placas de 96 pocos foram incubadas
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por 24 horas ou 48 horas. Apds os periodos de incubacdo o meio foi renovado por
meio fresco ndo suplementado com SFB contendo 0,5 mg/mL de MTT
(dimetiltiazoldifeniltetrazolium). As placas foram, incubadas e protegidas da luz por
3h em estufa a 37°C. Decorrido o tempo de reacao o meio foi descartado e o corante
extraido com (1mL/poco) etanol (PA). O formazan azul foi quantificado em
espectrofotdbmetro a 570nm.

Os resultados obtidos foram analisados por meio do programa estatistico
BioEstat 5.0 (Brasil, 2007). Inicialmente foi medida a normalidade da amostra, por
meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. Por ser a amostra normal, optou-se pelo uso
de testes estatisticos paramétrico: andlise da variancia (ANOVA) um critério,
complementado pelo teste de comparac¢des multiplas de Tukey, considerando-se o
nivel de significancia de 5%.

Resultados e Discussao

A diferenga entre o grupo DMEM (controle positivo) e os as diferentes
concentracbes de AT que foram empregadas foram estatisticamente significante
(Grafico 01), tanto em 24 horas (ANOVA, p=0,000032) como em 48 horas (ANOVA,
p<0,0001). No entanto, ndo houve diferenca estatisticamente significante quando
comparado somente as diferentes concentracdes do fotossensibilizador AT no
periodo de 24 horas (ANOVA, p= 0,1442). Ja em 48 horas a concentracdo de 20
pug/ml de AT foi muito mais téxica aos fibroblastos (3T3) quando comparada as
concentracfes de 05 pg/ml e de 01 pg/ml (ANOVA, p= 0,0022047).

GRAFICO 01: Anélise em porcentagem da viabilidade celular pela técnica do MTT

em diferentes concentra¢des de azul de metileno nos tempos de 24h e 48h.
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Diferentes grupos experimentais e os diferentes tempos de anélise
Fonte: Dados da pesquisa

Notou-se um reducdo significativa na viabilidade celular ap6s 48 horas,
guando comparada ao tempo de 24 horas, principalmente nas concentracdes de 20
pg/ml (Teste de Tukey, p<0,05), de 10 pg/ml (Teste de Tukey, p<0,05) e de 05 pg/ml
(Teste de Tukey, p<0,05).

Também houve diferenca estatisticamente significativa (Tabela 01) ao
comparar o DMSO (controle negativo) com as amostras tratadas somente com PBS
(ANOVA, P<0,0001) e os grupos que foram tratados com diferentes concentracdes
de Azul de Toluidina durante 15 minutos tanto em 24 horas (ANOVA, p=0,0029028)
como em 48 horas (ANOVA, p=0,0000884).
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TABELA 01: Analise da viabilidade celular nas diferentes concentrades de Azul de
Toluidina aplicadas quando comparado ao PBS (Tamp&o fosfato-salino) e DMSO
(controle negativo).

Grupo Viabilidade celular média (%)
24 horas 48 horas
DMSO (controle negativo) 24,4% (DP = 01,45)A 12,3% (DP = 1,57)A
PBS (Tampao fosfato-salino) 55,6% (DP = 10,36)8 54,5% (DP = 7,92)8
Toluidina 20pg/ml 33,3% (DP = 05,96)  17,0% (DP = 3,31)A
Toluidina 10pg/ml 43,3% (DP = 06,88)8  23,1% (DP = 3,98)C
Toluidina 05ug/ml 42,3% (DP = 07,15)8  30,7% (DP = 3,78)C
Toluidina 01pg/ml 46,7% (DP = 10,408 33,1% (DP = 7,19)¢

Legenda: Letras iguais significam que auséncia de diferenca estatistica. Letras diferentes mostram
diferencas estatisticamente significantes, quando comparada com o grupo DMSO e PBS.
Fonte: Dados da pesquisa

Os procedimentos utilizados para os testes com as diferentes concentracdes
de Azul de Toluidina e com somente o PBS reduziram a viabilidade celular quando
comparadas as células que foram mantidas o tempo todo no DMEM (controle
positivo) e as diferentes concentracdes de Azul de Toluidina foram extremamente
citotoxica, principalmente no periodo de 48 horas. O uso do fotossensibilizante Azul
de Toluidina na terapia fotodindmica parece ser uma técnica promissora, porém
novos estudos com novas concentracdes precisam ser realizados, visto que as
concentracdes utilizadas neste estudo foram citotdxicas as células fibroblasticas.

Conclusdes

Com base nos resultados obtidos nesse estudo pode-se concluir que as diferentes
concentracfes de Azul de Toluidina foram extremamente citotoxicas aos fibroblastos
da linhagem 3T3, principalmente na concentracdo de 20 pug/ml. A maior diminuicao
da viabilidade celular foi observada no periodo de 48 horas
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