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Resumo

Atualmente trés fotossensibilizadores possuem acgao antineoplasicas: Photofrin®
(derivado de hematoporfirina), Foscan®(Temoporfina) e Acido 5-Aminolevulinico (5-
ALA). Porém, estes sdo extremamente caros. Ja o Azul de Metileno (AM), pode ser
utilizado em tratamento de infecgbes bacterianas, fungicas, neoplasias, com custo
acessivel. Portanto, essa pesquisa visa verificar a agao citotéxica do AM em
diferentes concentragdes (1ug/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 AM em diferentes
concentragdes e apos o periodo de incubagéo (24 horas e 48 horas), a viabilidade
celular foi determinada pelo teste de conversao do sal dimetiltiazoldifeniltetrazolium
(MTT). Houve reducao significativa na viabilidade celular apos o uso de AM em
todas as concentragbes testadas. No entanto as diferentes concentragcdes de AM
nao diferiram uma das outras no periodo de 24 horas. J4 apds 48 horas, a
concentragao de 20ug/ml de AM mostrou-se mais citotéxica quando comparada as
demais concentracoes testadas.

Introducgao

Os fotossensibilizadores (FTS) sdo agentes, que, sob iluminagdo em determinado
comprimento de onda e na presenca de oxigénio, produzem espécies reativas de
oxigénio, que sao citotoxicas®.0s FTS podem ser administrados na forma
intralesional, topica ou sistémica, sendo que apresentam mecanismos diretos
(apoptose e/ou necrose) e indiretos (resposta imune e inflamatéria)®*.A primeira
demonstragao (1900) de fotossensibilizacao letal de células, quando verificou-se que
alaranjado de acridina® no escuro, néo possuiam efeito,mas, sob exposicido a luz
normal do dia, inativou microrganismos®. No final de 1980 aplicou-se FTS no
tratamento de tumores malignos superficiais e, em seguida, no tratamento de
infeccdes locais, fungicas, bacterianas®, cancer de bexiga, pulm&o, cérebro, mama,
pescocgo, oral, doencas malignas da pele e para canceres do tratoaerodigestivo. O
AM tem um maximo de absorcdo de 660nm e exibe um bom valor de atividade
fotodinamica, sendo compativel com o uso de LED.

Propriedades fotossensibilizantes, sdo: menos téxico possivel, captado mais
rapidamente pelo tecido alvo, pequena ou nenhuma toxicidade sem presenca de luz,
cinética 0e8 ser estavel para que haja tempo suficiente na transferéncia de energia e
elétrons™.
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No final do século XIX, foi descrito as propriedades do AM, um composto
triciclico que mais tarde se tornaria o nucleo de um grupo de compostos derivados
que, juntos, constituem as fenotiazinas®®, os quais tem grande propensao a
formagao de espécies reativas de oxigénio.

Clinicamente, o TFD tem sido principalmente usado para cancer de bexiga,
pulmao, cérebro, mama, pescogo, oral, doengas malignas da pele e para canceres
do tratoaerodigestivo. Além de terapia anti-neoplasica, infecgdes bacterianas,
fungicas, bioestimulacdo, carcinoma espinocelular’®, cancer de mama®e
adenocarcinoma de pulmao®’.

Com base no exposto, este trabalho objetivou avaliar a agéo citotoxica do
fotossensibilizador azul de metileno em diferentes concentragdes (1 pg/ml; 5 pg/mi;
10pg/ml e 20pg/ml ) sobre linhagens de células de fibroblastos (3T3).

Materiais e Métodos

As solugdes de Azul de Metileno (AM) foram preparadas nas concentragbes
de: 01ug/ml; 05ug/ml; 10ug/ml e 20pg/ml. Para tanto, utilizou-se solu¢do salina
tampanada com fosfato pH 7,4 (PBS) para solubilizar o AM.

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 carbdnico e 95% de umidade. As
células foram subcultivadas sempre que atingirem uma confluéncia de
aproximadamente 70%.

Na sequéncia foi realizado o plaqueamento e 1x10* células de
fibroblastos/pocos em placa de 96 pogos de acordo com os grupos abaixo descrito e
incubadas a 37°C.Grupo DMEM (Controle Positivo): 4 pocos de cultura, contendo,
cada poco, 100 uL da suspenséo de células testadas e 100 uL de DMEM 1%. Grupo
DMSO (Controle Negativo):ldem ao grupo DMEM, porém com 100 uL de DMSO.
Grupo PBS:ldem ao grupo DMEM, porém com 100 uL de PBS.Grupo 1 (AM-
1):ldem ao grupo DMEM, porém com 100uL da solugdo de azul de metileno a 1
pMg/ml.Grupo 2 (AM-5):ldem ao grupo DMEM, porém com 100uL da solugdo de azul
de metileno a 5ug/ml.Grupo 3 (AM-10):Idem ao grupo DMEM, porém com 100uL da
solugdo de azul de metileno a 10pg/ml.Grupo 4 (AM-20):ldem ao grupo DMEM,
porém com 100uL da solugao de azul de metileno a 20ug/ml.

Para cada grupo foi aguardado 15 minutos para acéo do fotossensibilizador e
em seguida, este foi aspirado. Imediatamente apds, acrescentou-se 200ul de PBS
para lavar as células, sendo aspirado o conteudo. Na sequéncia, foram
acrescentados 200ul de DMEM 1%. Entédo as placas de 96 pogos foram incubadas
por 24 horas ou 48 horas. Apds os periodos de incubacdo o meio foi renovado por
meio fresco nédo 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 reagao 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: analise da variancia (ANOVA) um critério,
complementado pelo teste de comparac¢des multiplas de Tukey, considerando-se o
nivel de significancia de 5%.
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Resultados e Discussao

Com base do GRAFICO 01 nota-se que houve diferenca estatisticamente
significante (Figura 01) entre o grupo DMEM-24 (controle positivo) e as diferentes
concentragcdes de Azul de Metileno que foram empregadas, tanto em 24 horas
(ANOVA, p=0,000031), como em 48 horas (ANOVA, p<0,0001), mostrando que este
fotossensibilizador tem propriedades citotdxicas, consequentemente causando morte
celular, essencial fator para ser utilizado em terapias antineoplasicas.

No entanto, levando em consideracao acao do Azul de Metileno em diferentes
concentragcdes apds 24 horas e 48 horas, ndo houve diferenga estatisticamente
significante entre os grupos (ANOVA, p= 0,9207 e p= 0,2447; respectivamente).

GRAFICO 01:Analise 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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Fonte: Dados da Pesquisa.

Na tabela 01 pode-se observar que houve diferenga estatisticamente
significativa 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 metileno durante 15 minutos tanto em 24 horas
(ANOVA, p=0,0006) como em 48 horas (ANOVA, p=0,0005).

TABELA 01: Analise da viabilidade celular nas diferentes concentragdes de azul de
metileno aplicadas quando comparado ao PBS (tampao fosfato-salino) e DMSO
(controle negativo).

Grupo Viabilidade celular média (%)(desvio-padrao)
24 horas 48 horas

DMSO (controle negativo) 24,4%(DP = 1,45)° 12,3%(DP = 1,57)°
PBS (Tampao fosfato-salino) 55,6% (DP =10,36)" 54,5% (DP = 7,92)"
Metileno 20ug/ml 46,0%(DP =8,61)" 32,8%(DP = 7,31)°
Metileno 10ug/ml 44,1%(DP = 7,85)" 37,9%(DP = 3,07)"
Metileno 05ug/ml 47,4%(DP = 5,86)" 46,2%(DP = 11,87)"
Metileno 01ug/ml 45,5%(DP = 4,20)" 39,3%(DP = 10,29)"

Legenda: Letras iguais significam que n&o houve diferenga estatisticamente significante. Letras
diferentes mostra as diferencas estatisticamente significantes.
Fonte: Dados da Pesquisa.

Porém ao comparar a viabilidade celular entre as amostras tratadas somente
com o PBS e as diferentes concentragdes de azul de metileno, pode-se perceber
pouca variagao entre os grupos, resultando na auséncia de significancia estatistica
(ANOVA, p=0,2752 para 24 horas e p=0,0783 para 48 horas), exceto na
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concentracdo de azul de metileno 20ug/ml (Teste de Tukey, p<0,05). Isso
demonstrou, que o uso de solucao de Azul de Metileno nessa concentracao foi mais
citotéxica se comparada as demais concentracoes.

Conclusoes

Pode-se concluir que houve redugéao significativa na viabilidade celular apds o uso
do fotossensibilizador Azul de Metileno, com isso concretizamos que este FTS tem
eficacia relacionado a morte celular. No entanto, os procedimentos utilizados para os
testes com as diferentes concentracdes de Azul de Metileno e com somente o PBS
reduziram a viabilidade celular ao se comparar com as células que foram mantidas o
tempo todo no DMEM.

Além disso, somente a concentragao de azul de metileno 20ug/ml mostrou
mais citotdxica, apos 48 horas, que as demais concentracdes utilizadas.
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