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RESUMO

A terapia fotodinAmica € uma promissora opcéo de tratamento que pode
ser utilizada em diversas areas da saude. A técnica é baseada na combinacao
de um agente fotossensibilizador (FS) e luz. O FS ap0s exposi¢do a radiacao
visivel, gera espécies reativas de oxigénio que levam a morte celular. As
fenotiazinas sdo uma classe de moléculas que apresentam propriedades
adequadas para a Terapia Fotodinamica, sendo que somente o Azul de Metileno
(AM) e Azul de Toluidina tém sido amplamente estudados. Recentemente outras
fenotiazinas, como o Azure A (AA) e Azure B (AB), comecaram a ser estudadas
e foi relatado que a eficacia das fenotiazinas é dependente da agregacéo. Neste
contexto, ainda ndo se sabe se a agregacao influencia no mecanismo de morte
celular fotoinduzido. O objetivo deste trabalho foi avaliar os mecanismos de
morte celular induzidos por terapia fotodinamica com os FS AA, AB e AM. Foram
realizados ensaios para quantificacdo da producdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, e avaliacdo de mecanismos de morte celular utilizando as
concentracdes de ICso dos fotossensibilizadores, em diferentes tempos apos a
exposicdo a luz. Os resultados mostraram que AM foi 0 FS que apresenta maior
producdo de espécies reativas (de oxigénio e de nitrogénio), seguido por AB,
enquanto a producéo destas espécies fotoinduzida por AA é muito baixa, sem
diferenca em relagdo ao grupo controle. O FS AM é o mais efetivo em causar
morte celular dentre os FS testados e também o FS que causa maior perda de
potencial de membrana mictocondrial. Todos os FS levam a alguma marcacéo
com iodeto de propideo 3h apo6s a irradiacdo, porém somente AA continua
apresentando elevada marcacdo PlI* em 24 e 48h apds o tratamento. Outros
ensaios ainda sédo necessarios para esclarecer os mecanismos de morte celular
fotoinduzida ap6s TFD, porém existem indicios que AA causa necrose em maior
extensdo devido a perda de integridade de membrana celular dos diferentes
tempos ap0ls tratamento, enquanto AM e AB causaria necrose em certa
extensdo, porém apoptose seria 0 mecanismo majoritariamente envolvido.

Palavras-chave: Terapia fotodindmica, Compostos Fenotiazinicos, Azul
de metileno, Azure A, Azure B, Mecanismo de morte celular,

fotossensibilizadores.



ABSTRACT

Photodynamic therapy is a promising treatment option that can be used in
several areas of health. The technique is based on the combination of a
photosensitizing agent and light. The photosensitizer after exposure to visible
radiation, generates reactive oxygen species that lead to cell death.
Phenothiazinium dyes are a class of molecules that have properties suitable for
Photodynamic Therapy, with only Methylene Blue and Toluidine Blue being
extensively studied. Recently other phenothiazinium dyes, such as Azure A and
Azure B, have started to be studied and it has been reported that their efficacy is
dependent on aggregation. In this context, it is not yet known whether
aggregation influences the mechanism of photoinduced cell death. The objective
of this work was to evaluate the mechanisms of cell death induced by
photodynamic therapy with the photosensitizers Azure A, Azure B and Methylene
Blue, relating to the production data of reactive oxygen species. Tests were
performed to quantify the production of reactive oxygen and nitrogen species,
and evaluation of mechanisms of cell death using the ICso concentrations of
photosensitizers, at different times after exposure to light. The results showed
that Methylene Blue was the photosensitizer that presented the highest
production of reactive species (oxygen and nitrogen), followed by Azure B,
whereas the production of these species photoinduced by Azure A is very low,
with no difference in relation to the control group. Methylene blue is the most
effective in causing cell death among the compounds tested and the
photosensitizer that causes greater loss of mitochondrial membrane potential. All
SFs lead to some labeling with propidium iodide 3h after irradiation, but only AA
continues to present high Pl + marking at 24 and 48h after treatment. Other
assays are still needed to clarify the mechanisms of photodamaged cell death
after photodynamic Therapy, but there are indications that Azure A causes
necrosis to a greater extent due to loss of cell membrane integrity at different
times after treatment, whereas Methylene Blue and Azure B would cause
necrosis to some extent, but apoptosis would be the mechanism most involved.

Key words: Photodynamic therapy, Phenothiazinium dyes, Methylene

blue, Azure A, Azure B, Mechanism of cell death, photosensitizers.
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1. JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

A terapia fotodindmica é uma terapia promissora para o tratamento de
canceres. Porém, ainda existem muitos pontos a serem melhor compreendidos
para que a terapia possa ser utilizada de maneira efetiva. Inicialmente
acreditava-se que para uma maior acao da terapia, 0 aumento da producao de
espécies reativas de oxigénio, especialmente o oxigénio singlete, seria
essencial. Com o tempo, viu-se que este parametro esta relacionado com a
morte celular, porém, outros parametros como a agregacao, localizagédo celular
do fotossensibilizador, tipo de alvo celular e subproduto de oxidagéo gerado séo
também importantes. Desta forma, cada vez mais torna-se necessario
compreender a relacdo entre a estrutura e a atividade dos fotossensibilizadores
para que seja possivel potencializar o efeito da terapia em doengas cujo
tratamento ainda seja dificil, caro e nem sempre efetivo.

Este trabalho deu continuidade a um trabalho anterior do grupo, em que
uma série de compostos fenotiazinicos foi estudada em termos da capacidade
em causar a morte de células de linhagem de carcinoma por terapia
fotodinamica. No estudo anterior verificou-se que os compostos mais efetivos
eram agueles que apresentavam menor agregacao, pois, em meio organico a
producdo de oxigénio singlete era elevada, enquanto em meio aquoso (em que
ocorre agregacao) a producao de oxigénio singlete era reduzida. Porém, ainda
nao havia sido estabelecida uma relacdo da agregacédo com a morte celular, de

modo que este se tornou o ponto inicial para o desenvolvimento deste estudo.
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2. CONTEXTUALIZACAO

A terapia fotodinAmica (TFD) é uma técnica promissora nas diferentes
areas da saude, entre elas, a odontologia e a medicina, e tem sido estudada na
inativacdo de micro-organismos e no tratamento de diversos tipos de cancer 5.
Esta técnica baseia-se no uso de um agente fotossensibilizador (FS) que, apos
absorcdo da luz visivel, gera espécies reativas de oxigénio que culminam em
seu efeito citotdéxico (Figura 1). A absorcdo de um féton de luz promove a
excitacdo do FS do estado fundamental para o estado excitado singlete. Neste
estado, o FS pode regressar ao estado fundamental por emissdo de
fluorescéncia ou passar ao estado excitado triplete, onde pode interagir com o
oxigénio molecular de duas formas distintas: transferéncia de elétrons (reacao
tipo 1) levando a formacéao de radicais, e transferéncia de energia (reacao do tipo
I) levando a formacéo de oxigénio singlete®.

Devido as reagBes do Tipo | e Tipo Il, as espécies oxidativas sao
produzidas, levando a oxidacdo de biomoléculas essenciais a homeostase

celular.”
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Figura 1: Diagrama de Jablonski.
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Diversas novas moléculas tém sido desenvolvidas e estudadas como FS,
porém, muitas delas apresentam elevado custo 819, Por se tratar de um FS com
baixo custo, o Azul de Metileno AM tem sido um agente muito investigado no
Brasil. Na area da odontologia, por exemplo, o0 AM tem sido investigado como

FS para terapia antimicrobiana induzindo de 95 a 99% de taxa de reducao de
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espécies como A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum, P. gingivalis, P.

intermedia e Streptococcus sanguis 1. Também foi relatado efeito em bactérias

periodontais patogénicas*?. Em termos de tratamento antitumoral, foi relatado

tratamento de tumor subcutaneo xenotransplantado (adeno-carcinoma, G-3) em

camundongos utilizando AM 1% e subsequente irradiacdo a 662 nm com 100

Jicm? que levou a completa destruicdo do tumor em 79% dos animais tratados®.

O AM apresenta peculiaridades em termos de suas propriedades fisico-

guimicas e fotoquimicas, formando agregados dependendo do meio em que esta

veiculado!34, O espectro de absorcéo pode ser utilizado para identificacdo das

formas agregada e ndo agregada do AM, uma vez que o mondémero apresenta

maximo de absorcdo em 664nm e o dimero 590nm?*°. Além disso, de acordo

com o seu estado de agregacdo o AM age fotoquimicamente por mecanismos

diferentes. Quando em mondmeros, AM eletronicamente excitado resulta na

producdo de oxigénio singlete; enquanto na forma de dimeros, ha formacéo de

radicais?®.
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Figura 2: Azul de metileno — agregacdo e fotoquimica. Esquerda: Espectros de
absor¢cdo do monémero (azul) e dimero (vermelho) do azul de metileno.® Direita: Reagdes
fotoquimicas do azul de metileno. AM*, 'AM*, 3AM* sdo o azul de metileno no estado
fundamental, no estado singlete excitado e triplete excitado, respectivamente. AM® e AM2** séo
radicais do azul de metileno semi-reduzido e semi-oxidado, respectivamente; Q1 é a absorg¢éo
da luz; of, onr, ¢T s&o rendimentos quanticos de fluorescéncia, ndo radiativo e ftriplete,
respectivamente. As reacOes representam: (1) o decaimento espontaneo do 2AM*, (2) reacao
do 3AM** com o oxigénio molecular, (3) supressao redox depois da excitacdo do dimero no estado
fundamental, (4) oxidacdo do AM* pelo oxigénio molecular retornando ao estado fundamental e
gerando radical superéxido e (5) dimerizagdo do AM* no estado fundamental.*3

As propriedades do AM s&o amplamente conhecidas, no entanto, ainda

h& pouco a respeito de outras fenotiazinas, como o Azure A (AA) e Azure B (AB).

Recentemente, em nosso grupo de pesquisa, foi verificado que a agregacao das
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fenotiazinas € um parametro determinante na efetividade do FS, sendo que,
guanto menor a agregacdo, maior sera a efetividade!’. Comparando, AA, AB e
AM, a efetividade aumenta na série AA<AB<AM devido a reducado da agregacao.
Diante das diferencas observadas na efetividade destas fenotiazinas, é possivel
também que possam existir diferengcas em termos das respostas celulares
induzidas apos TFD. Varios estudos tém mostrado que diversos mecanismos de
morte celular podem ser desencadeados por TFD: Necrose, apoptose, autofagia
e paraptose!®1d,

A morte celular através da necrose apresenta algumas caracteristicas
especificas, entre elas; aumento do volume celular, agregacdo da cromatina,
desorganizacao do citoplasma, edema das organelas, diminui¢cdo da capacidade
para manter a concentracdo de ATP, perda da integridade da membrana
plasmatica e consequente ruptura celular. Células com a membrana
citoplasmatica lesionada, ou seja, sem homeostase, ficam impossibilitadas de
manter ou gerar o gradiente de potencial eletroquimico que origina o potencial
de membrana. De acordo com estas circunstancias, € totalmente possivel
determinar a integridade da membrana através da retencdo ou exclusdo de
corantes como o iodeto de propideo, (P1)?°. A sua ligacéo direta no DNA permite
a comprovacdo da morte celular. No processo de morte celular por necrose, o
conteudo celular extravasa no tecido, provocando reacdo inflamatoria local.
Necrose pode ser considerada um tipo de morte acidental, isto €, uma resposta
passiva ao dano celular, porém, alguns estudos mais recentes, demonstram que
a necrose também pode ser regulada geneticamente (necroptose)®22.

Apoptose € um mecanismo controlado de morte, que depende de ATP
para ocorrer. Durante esse processo, a célula sofre alteracdes na sua morfologia
que sao caracteristicas desse tipo de morte celular: diminuicdo de volume,
diminuicdo de aderéncia com a matriz extracelular e células proximas,
condensacdo da cromatina, divisdo internucleossémica do DNA e formacgéo dos
corpos apoptéticos?? (FIGURA 3). A apoptose pode ser desencadeada por via
extrinseca e intrinseca. Via extrinseca: Esta via € desencadeada pela ligacao
especifica a um grupo de receptores de membrana da superfamilia dos
receptores de fatores de necrose tumoral (rTNF). Todos os membros da familia
rTNF tem a posse de um subdominio extracelular rico em cisteina que permitem

a identificacdo de seus ligantes. A porgao citoplasmatica desses receptores, que
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contém uma sequéncia de 65 aminoacidos chamada "dominio de morte" déao
sequéncia a sinalizacdo. Desta forma, esta ligacao € capaz de ativar a cascata
das caspases. Inicialmente ocorre a ativacdo da caspase-8, que na sequéncia
ir ativar a caspase-3, efetivando a morte por apoptose. Via intrinseca: Esta via
€ ativada por estresse intracelular ou extracelular como a contencédo de fatores
de crescimento, danos no DNA, diminuicdo da taxa de oxigénio (hipoxia) ou
ativacdo de oncogénese. Os sinais que sdo promovidos em resposta a estes

danos ocorrem principalmente para a mitocondria.®
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Figura 3. Caracteristicas morfolégicas da apoptose 2.

O potencial de membrana mitocondrial é gerado pela diferenca de
concentracbes de ions no interior e no exterior da mitocdndria e, como
componente do gradiente eletroquimico, estd totalmente relacionado com a
formacédo de ATP na célula?*?0. A transferéncia de elétrons ao longo da cadeia
transportadora € acompanhada pela passagem forcada de proétons
transmembrana mitocondrial e a energia inerente nesta diferenca de
concentracdo de protons, a forga préton-motora, remete uma conservacao de
parte da energia da oxidacao, posteriormente utilizada na formacéo de ATP. Foi
identificado que a absorcdo de fotons de luz pela cadeia transportadora de
elétrons levaria a elevacao da forga proton-motora, intensificando o potencial de

membrana mitocondrial.?®> As mitocdndrias demonstram constante potencial
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transmembrana (Ay) ao redor =180 mV gerada por bombas de prétons dos ions
acoplados a cadeia de transporte de elétrons®. A magnitude do Ay é em torno
de seis vezes superior ao potencial transmembrana presente em membranas
citoplasmaticas®. Este potencial é forca motora para direcionamento de FS
cationicos para a mitocondrias.

Certas vias de apoptose sao desencadeadas por TFD quando se envolve
receptores de morte por membrana plasmatica, mitocéndrias, lisossomos,
reticulo endoplasmatico, caspases e proteinas da familia Bcl2. Grande parte dos
FS utilizados na TFD se localizam em mitocondrias, lisossomos e/ou demais
membranas intracelulares.?> A fotoativacdo de determinado FS quando
localizado em mitocdndria determina a liberacdo do citocromo c, que de certa
forma, devera ou ndo necessariamente ser acompanhada por perda do potencial
da membrana mitocondrial e abertura da PTPC (complexo de poros de transicao
de permeabilidade).*® O citocromo c liberado é participante do complexo
apoptosoma, para entdo, gerar a caspase-9 ativada, que por sua vez, cliva e
ativa a caspase 3. A caspase 3 é a principal efetora e responsavel pela clivagem
das demais caspases, em especial as caspases 6, 7 e 8. As caspases efetoras
fragmentam numerosas proteinas, incluindo laminas nucleares, desta forma,
ocasionando a quebra nuclear; PARP e DNA-PK, levando a uma inibicdo de
reparacdo do DNA; ICAD, liberando CAD ativo para degradar o DNA e outras
proteinas que atuam na estrutura celular e adesdo. Uma outra importante fase,
do processo apoptotico envolve a degradacdo do DNA, via de ativacdo de
endonucleases, desintegracao nuclear e formacado de “corpos apoptéticos”.
Estes corpos apoptoéticos sdo removidos de forma muito rapida e efetiva do
tecido pelos macréfagos. Este processo € sinalizado pela translocacdo da
fosfatidilserina do lado interno para o lado externo da bicamada lipidica da
membrana membrana celular.?®

Nas situagBes em que os receptores de morte da superficie celular Fas e
TNFR participam, a ligacdo aos respectivos ligantes ocasiona a ativacdo da
caspase-8, o que devera resultar na ativagcdo da caspase 3 mesmo que néo
ocorra 0 envolvimento da mitocéndria. Caspase-8 fragmenta o homologo Bcl-2
para ocorrer a fragmentagcdo pré-apoptotico tBid que pode ter agdo sobre as

mitocOndrias para levar a liberagéo do citocromo c.
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Quando o FS se localiza em lisossomos, sua fotoativagéo pode ocasionar
a liberacdo de catepsinas, também podem promover a apoptose. O dano do
reticulo endoplasmatico ocasionado pela TFD leva ao dano de Ca?* e demais
proteinas que danificam a estrutura celular e adeséo. A apoptose é limitada por
membros da familia Bcl-2 que promovem ou inibem o processo. As proteinas
anti-apoptéticas Bcl-2 e Bcl-XI bloqueiam a apoptose por inibicdo da ativacao da

caspase e Bax pré-apoptotico’®.
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Figura 4: Vias da Apoptose. Representacdo da via intrinseca e extrinseca da morte
celular programada. 8

A morte celular programada pode também assumir um outro formato. Se
considerarmos gue as proteases especificas (caspases), mediam a apoptose, 0s
mediadores dos programas de morte celular ndo apoptética sdo minimamente
caracterizados. Podemos entdo, discutir que a paraptose, define-se de um
programa alternativo de morte celular ndo apoptética que pode ser influenciado
pelo receptor do fator de crescimento do tipo insulina-like (entre outros
indutores), é intermediada por proteinas cinases ativadas por mitbgenos
(MAPKSs) e inibida pela AIP-1/Alix. A inibicdo por AIP-1/Alix é especifica para a

paraptose?’. A paraptose é caracterizada pela degeneracdo do nucleo, a
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condensacdo da membrana plasmatica, a ativacdo da caspase-3, a
fragmentacdo do DNA e a vacuolizacdo citoplasmética. Diversos estudos
analisaram processos similares paraptoticos em varios modelos, mas os tipos de
mecanismos subentendidos a paraptose, em especial 0s sinais responsaveis
pelo processo de desenvolvimento da vacuolizagdo citoplasmatica ainda néo
obtiveram resultados efetivos. Porém, é entendido que quando ocorre a
sinalizacao no reticulo endoplasmatico este importante modelo de morte celular
€ bem aparente. A vacuolizacdo ocorre de maneira progressiva indicando uma
ruptura no reticulo endoplasmatico, levando a este modelo de morte celular,
estes vacuolos se apresentam de forma acida, desta forma, facilitando a
degradacdo das estruturas celulares prejudicadas.?®2°

A Autofagia € um processo catabdlico muito importante para a
manutencdo do sistema de equilibrio celular (homeostase), onde lisossomos
digerem o conteudo celular danificado, como organelas e proteinas. Inicialmente
uma membrana envolve a estrutura a ser degradada (autofagosomo - Figura 5).
Logo apds, a fusdo com um lisossomo forma o autolisosomo, onde efetivamente
ocorre a degradacao do conteido. Mesmo entendendo que a autofagia atua em
um nivel basal, conduzido pelas proteinas Atg (autofagia-relacionado), um
grande numero de fatores que desencadeiam estresse celular pode ativa-lo. De
acordo com a extensdo desta ativacdo, a autofagia deve desencadear a morte

celular 923,

Lisossomos
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Figura 5: Mecanismo da autofagia.l®

O mecanismo de morte celular desencadeado estd associado as

organelas que séo danificadas durante a TFD bem como, a dose de TFD, isto &,
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concentracdo de FS e energia utilizada. Altas doses da TFD geralmente
desencadeiam a morte por necrose, doses intermediarias geram a morte por
apoptose, enquanto doses baixas da TFD, induzem a morte por autofagia®®. Em
termos das organelas, mitocondrias e lisossomos séo consideradas os alvos
principais da TFD. Inicialmente, considerava-se que os danos causados em
mitocondrias estavam diretamente associados a morte por apoptose, através da
ativacdo das caspases. Porém, de acordo com a dose de luz fornecida e a
concentracdo de FS, a extensdo do dano nesta organela pode ser exacerbada
ou limitada, levando & necrose ou a ativacdo da autofagia, respectivamente.
Lesdes em lisossomos também podem levar aos diferentes mecanismos de
morte celular citados anteriormente. As elevadas doses de TFD induzem a
destruicdo uniforme desta organela, ira liberar altas concentracdes de enzimas
lisossomais (como catepsinas B, D, L) no citoplasma, resultando em necrose nao
regulada. Em contrapartida, o dano parcial aos lisossomos ocasiona a liberacao
de hidrolases, que sao capazes de ativar as proteinas pro-apoptéticas, desta
forma, desencadeando a paraptose e/ ou a inibicdo do fluxo autofagico. Como
consequéncia, este ultimo fendmeno, compromete mecanismos de citoprotecao
e leva a morte celular autofagica®.

Diante deste contexto, considerando a similaridade estrutural entre os FS
fenotiazinicos e as diferentes tendéncias de agregacao e efetividade, neste
estudo foram investigadas as vias de morte celular pelos FSs Azure A, Azure B
e Azul de Metileno (Figura 6) apos o dano fotoinduzido em células em cultura.
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Figura 6: Estrutura Quimica dos Fotossensibilizadores estudados.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais
O objetivo geral deste estudo é comparar 0os mecanismos de morte
celular induzidos em células neoplasicas em cultura apos tratamento das

mesmas por Terapia Fotodinamica com Azure A, Azure B e Azul de Metileno.

3.2 Objetivos especificos:

Os objetivos especificos deste projeto sao:

- Mensurar o estresse oxidativo intracelular fotoinduzido;

- Avaliar a viabilidade celular através de diferentes metodologias (MTT,
VN, CV) e avaliar a presenca de indicios de mecanismos de autofagia por meio
da determinacéo das unidades arbitrarias de autofagia (AAU);

- Avaliar de forma qualitativa a presenca de indicios dos mecanismos de
morte celular por meio da marcacdo com alaranjado de acridina e lodeto de
Propideo (vacuolos &cidos caracteristicos de autofagia, condensacdo de
cromatina e a permeabilizacdo da membrana plasmatica);

- Avaliar o efeito da terapia fotodindmica no potencial de membrana

mitocondrial por meio da marcacao do Rodamina 123 e lodeto de Propideo;
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4. METODOS

4.1 Cultura Celular

Para este estudo a linhagem de adenocarcinoma epitelial de cérvice
humano, conhecida como HelLa (ATCC — CCL-2) foi cultivada em garrafas de 75
cm2 em estufa (37° C, 5% CO2, ambiente umedecido) no meio Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM). Este meio foi suplementado com Soro Fetal
Bovino (SFB) 10% além de 0,1% de antibidticos penicilina/estreptomicina e
antimicético. Foi realizada uma monitorizacdo rigorosa das células ao
microscopio, no minimo, uma vez a cada dois dias e 0 meio DMEM 10% foi
substituido até a garrafa atingir a 80% da confluéncia. O subcultivo foi realizado
duas vezes na semana e a cada trés meses as ceélulas eram descartadas e um

novo vial da mesma passagem era descongelado.

4.2 Medidas de Estresse Oxidativo celular:
4.2.1 Quantificacdo de producdo de espécies reativas de oxigénio
utilizando a sonda DCFDA

A medida de estresse oxidativo pode ser realizada por meio da
quantificacdo da oxidacdo da sonda 2’,7’- diclorodihidrofluoresceina diacetato
(DCFDA). Esta sonda nédo fluorescente cruza as membranas celulares, é
desesterificada a 2’,7’- diclorohidrofluoresceina (DCFH) e é transformada em
2',7’- diclorofluoresceina (DCF) com elevada fluorescéncia logo depois da
oxidacao (Figura 7). Uma grande diversidade de ROS podem oxidar DCFH para
DCF 8.0,

As células foram semeadas em placas de 12 poc¢os na densidade de
(1x10° cels/poco). As células foram tratadas com FSs por 3 horas nas
concentracdes de seu ICso (1 pmol/L AM, 6 umol/L AA e 2 umol/L AB, em DMEM
1% SFB). Apos 2,5 horas de incubag¢éo com os FSs (isto €, 30 minutos antes do
término da incubacéo) adicionamos DCFDA para atingir uma concentracao final
de 5.0 umol/L, mantendo sob incubacdo por adicionais 30 minutos. Apds a
finalizacdo da incubacéo, os sobrenadantes foram retirados e as células foram
lavadas com PBS. A placa foi exposta a radiacdo durante um periodo de 12
minutos e 20 segundos utilizando um sistema LED emitindo em 639 + 10 nm,

com irradiancia de 2,9mW/cm?, chegando a uma exposicdo radiante final de 7
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J/cm?. Ao término da irradiacéo, as células foram tripsinizadas e realizoumos a
leitura em citbmetro de fluxo Accuri C6 BD no filtro FL1 505-520nm. A
porcentagem de aumento nas espécies reativas de oxigénio foi calculada em
funcdo do controle (células sem tratamento com FS)!2. Foram realizados 3

experimentos independentes.
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Figura 7: Hidrélise e oxidacdo do DCFDA

4.2.2 Dosagem da sintese de 6xido nitrico (NO)

Utiliza-se o método de Griess para dosagem de NO, uma vez que 0O
mesmo permite a quantificacdo de nitritos, produtos de oxidagcdo estaveis do
metabolismo do NO, nos sobrenadantes do meio de culturas celulares. O método
baseia-se na reacao do nitrito com a sulfanilamida em meio &cido que resulta em
um sal de diaz6nio, reagindo com o cloridrato de N-(I-naftil) etilenodiamina
levando a formacg&o de um composto de coloracao résea, cuja intensidade de
cor é diretamente proporcional a concentracédo de nitrito na amostra'? (Figura 8).

Os procedimentos de semeadura das células, incubagdo com os FSs e
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irradiagao foram os mesmos descritos anteriormente. Uma amostra de 50 JL do
sobrenadante de cada poco recebeu o reagente de Griess (1% de sulfanilamida
(SA), 0,1% de dihidrocloreto de N-1-naftilienodiamina (NED) e 2,5% de &cido
orto-fosforico) e foi determinada a absorbancia em 540nm em um leitor de
microplacas, utilizando-se como branco meio de cultura e reagente de Griess.
Foi utilizada uma curva padrdo com nitrito de sodio para a determinacdo da

concentragdo de nitritos em cada amostra3.
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Figura 8: Esquema reacional do método de Griess 32

4.3 Mecanismos de Morte Celular

Todos os experimentos descritos abaixo iniciaram-se pelo tratamento das
células com os FSs por 3 horas nas concentracfes de seu ICso (1 pmol/L AM, 6
pmol/L AA e 2 ymol/L AB, em DMEM 1% SFB). Ao finalizar a incubagéo as
células foram lavadas e mantidas em PBS e a placa foi submetida a irradiacéo

como descrito anteriormentel’

4.3.1 Marcagéo de Alaranjado de Acridina e lodeto de Propideo (AO/PI)

Em diferentes periodos de tempo apos a TFD (3, 24 e 48 horas), o0 meio
DMEM foi aspirado de cada um dos pocos da placa e em seguida as ceélulas
foram lavadas 2 vezes com PBS. Foram adicionados Alaranjado de Acridina e

lodeto de propideo 2,0 ug/mL em PBS. A placa foi incubada por 10 minutos a
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temperatura ambiente e protegida de luz. Por fim, as células foram lavadas em
PBS e levadas ao microscopio de fluorescéncia, ZOE™ Bio-rad Laboratories,
Camera monocromatica, CMOS de 12 bits, 5 megapixels para registro das
imagens 30, Apés a registro das imagens, foi realizada contagem manual das

células marcadas com iodeto de propideo no programa Image J, NHI.

4.3.2 AAU (MTT, VN e CV)

Realizou-se a semeadura de 3 placas de 48 pocos na densidade de
(30.000 cels/pogo), sendo uma placa para cada tempo de andlise. Apos o
periodo de aderéncia, as células foram tratadas com FSs por 3 horas nas
concentracdes de seu ICso (1 umol/L AM, 6 pumol/L AA e 2 umol/L AB, em DMEM
1% SFB). Apos a finalizagdo da incubagédo, os sobrenadantes foram retirados e
as células foram lavadas com PBS. A placa foi exposta a radiacdo durante um
periodo de 12 minutos e 20 segundos utilizando um sistema LED emitindo em
639 + 10 nm, com irradiancia de 2,9mW/cm?, chegando a uma exposicdo
radiante final de 7 J/cm?. Em periodos de 3, 24 e 48h apés a irradiacdo os
diferentes ensaios de viabilidade foram realizados. Para o MTT, as células foram
tratadas com MTT 75ug/ mL em DMEM 1% de SFB por 2 horas a 37° C e 5% de
CO2. Apés este periodo, a solugdo de incubagéo foi retirada e os cristais de
formazen foram solubilizados em isopropanol. Por fim, realizou-se a leitura de
absorcdo em espectrofotbmetro leitor de placas a 620 nm. Para o ensaio de
vermelho neutro, as células foram incubadas com 80 pg/mL de Vermelho Neutro
de em DMEM 1% SFB por 2 horas a 37° C e 5% de CO2. Em seguida, o meio foi
aspirado, as células foram lavadas por duas vezes em PBS e o corante
incorporado foi eluido em acido acético a 1 % (v/v) em solucéo de etanol a 50 %
(v/v) em agua. Por fim, realiza-se a leitura de absorbéancia em 492 nm. Nos
mesmos pocos em que foi realizado o ensaio de Vermelho Neutro, realizou-se a
analise por incorporagéo de Cristal violeta. As células foram lavadas com agua
destilada por 2x. Em seguida, as ceélulas foram tratadas com solugcéo de CV a
0,02% (m/v) em agua destilada por 5 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, o corante foi aspirado, as células lavadas por 2x em agua destilada e
eluiu-se em solucéo de citrato de sodio a 0,1 mol/L em etanol a 50% (v/v). Por

altimo, realizou-se a leitura de absorbancia em 620 nm (leitor de placas Anthos
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2020). O experimento foi realizado em triplicata, em 3 experimentos

independentes.

4.3.3 Potencial de membrana mitocondrial (A¥m)

Duas horas ap0s o tratamento das células com os FSs e irradiacéo, as
células foram tripsinizadas e marcadas com rodamina 123 (1 pg/mL) por 30
minutos, a temperatura ambiente e no escuro. Em seguida, as células foram
marcadas com iodeto de propideo (1 upg/mL) por 5 minutos, & temperatura
ambiente e no escuro. As células foram avaliadas por citometria de fluxo, sendo
que a fluorescéncia da rodamina € detectada no filtro FL-1 (A < 550 nm) e o

iodeto de propideo em FL-3 filter (600 nm < A < 645 nm) 20,

4.3.4 Citometria de Fluxo com Anexina V e lodeto de Propideo

Apés o tratamento das células com os FSs e irradiacdo, as células foram
tripsinizadas com tripsina diluida 10x e marcadas com Anexina V-FITC e de
lodeto de Propideo por incubacdo por 10 minutos a temperatura ambiente e
protegida da luz. As células foram avaliadas por citometria de fluxo, sendo que
a fluorescéncia da rodamina é detectada no filtro FL-1 (A < 550 nm) e o iodeto

de propideo em FL-3 filter (600 nm < A < 645 nm).
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5. RESULTADOS

5.1 Quantificacdo de producéo de espécies reativas de oxigénio utilizando
a sonda DCFDA

Na Figura 9 estdo apresentados os histogramas representativos das
amostras analisadas. E possivel verificar que a intensidade média de
fluorescéncia do DCF das amostras tratadas com os FS difere do controle, sendo
gue o maximo de contagem de eventos esta sempre a direita da linha vermelha
utilizada como referéncia para as células tratadas por TFD, enquanto no grupo

controle este maximo se encontra do lado esquerdo da linha de referéncia.
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Figura 9: Histogramas das amostras marcadas com DCFDA apés TFD. As células
foram tratadas com A) Controle; B) AA 6 umol/L; C) AB 2 umol/L; D) AM 1 umol/L em DMEM
1% SFB por 3 horas e expostas a radiacao por 12 minutos e 20 segundos utilizando um sistema
LED emitindo em 639 + 10 nm, com irradiancia de 2,9mW/cm?, exposicdo radiante final de 7
Jicm2,

Os valores da intensidade média de cada amostra foram normalizados em
funcdo do grupo controle, nos 3 experimentos independentes realizados. Ao
final, as intensidades de fluorescéncia foram apresentadas na Figura 10. E
possivel notar que houve aumento na producao de espécies reativas de oxigénio

para os tratamentos de TFD em relagdo ao controle. AM foi o FS que promoveu
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a maior producdo de EROs, seguido de AB, enquanto o AA ndo apresentou

diferenca estatistica em rela¢éo ao grupo controle.
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Figura 10: Producé&o de espécies reativas de oxigénio. As células foram tratadas com
AM 1 pmol/L, Azure A 6 umol/L e Azure B 2 umol/L em DMEM 1% SFB por 3 horas. A placa foi
exposta a radiagao por 12 minutos e 20 segundos utilizando um sistema LED emitindo em 639 +
10 nm, com irradiancia de 2,9mW/cm?, exposicéo radiante final de 7 J/cm?.

5.2 Dosagem da sintese de 6xido nitrico (NO)
A dosagem de oOxido nitrico no sobrenadante foi realizada por meio do
método indireto, que envolve a quantificacdo dos nitritos, que sao produtos de
oxidacdo estaveis do NO. A quantificacdo 3 e 24h apo6s a irradiacdo das

amostras, esta apresentada na Figura 11.
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Figura 11: Dosagem indireta da producao de 6xido nitrico pelo método de Griess
apos 3h (A) e 24h (B) dairradiacao. As células foram tratadas com AM 1 umol/L, Azure A 6
umol/L e Azure B 2 umol/L em DMEM 1% SFB por 3 horas. A placa foi exposta a radiagéo por
12 minutos e 20 segundos utilizando um sistema LED emitindo em 639 + 10 nm, com irradiancia
de 2,9mW/cm?, exposicao radiante final de 7 J/cm?.
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E possivel perceber que 3 horas apds a irradiacdo, AB e AM apresentaram
maior producao de 6xido nitrico que os grupos CT e AA. Por outro lado, 24 horas
apos a irradiacao os niveis de 6xido nitrico permaneceram elevados somente no

grupo tratado com AB.

5.3 Marcacao de Alaranjado de Acridina e lodeto de Propideo (AO/PI)

Foi realizada marcacdo com AO/PI em 3 tempos diferentes apds a
irradiacéo e as fotos obtidas estao apresentadas na Figura 12, Figura 13 e Figura
14 para 3, 24 e 48h apos a TFD, respectivamente. E possivel notar que existem
células que apresentam citoplasma marcado em verde e células marcadas em
vermelho, sendo que a proporcéo entre elas € variavel. O Alaranjado de acridina
€ um corante utilizado para marcar células viaveis, sendo que o mesmo vai emitir
fluorescéncia verde quando estiver no citoplasma e laranja quando em ambiente
acido. Por outro lado, o iodeto de propideo € somente internalizado por células
cuja integridade da membrana plasmatica foi comprometida, intercalando-se ao
DNA e apresentando fluorescéncia vermelha 2. Levando-se em consideragéo o
tempo apos a TFD, a coloragdo apresentada e a morfologia da célula é possivel
ter indicios os mecanismos de morte celular que estéo ocorrendos3;

- As células vivas apresentam coloracao verde, com nucleo brilhante.

- Células necréticas aparecem com nucleo vermelho, logo nas primeiras
horas apés a TFD.

- Células em processo inicial de apoptose apresentam coloracdo verde,
mas € possivel observar condensacdo de cromatina perinuclear, com
visualizacéo de fragmentos.

- Células no final da apoptose aparecerdo com nucleo vermelho.

- Células em processo de autofagia apresentam coloracdo verde, com

presenca de vacuolos alaranjados/vermelhos no citoplasma.
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Figura 12: Imagens de microscopia de fluorescéncia de células marcadas com AO/PI 3 h apds TFD. As células foram tratadas com AM 1 umol/L,
Azure A 6 umol/L e Azure B 2 umol/L em DMEM 1% SFB por 3 horas. A placa foi exposta a radia¢do por 40 minutos utilizando um sistema LED emitindo
em 639 + 10 nm, com irradiancia de 2,9mW/cm?, exposigdo radiante final de 7 J/cm2. A marcag&o foi realizada com AO/PI 2,0 pg/mL.
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Figura 13: Imagens de microscopia de fluorescéncia de células marcadas com AO/PI 24 h ap6s TFD. As células foram tratadas com AM
1 umol/L, Azure A 6 umol/L e Azure B 2 umol/L em DMEM 1% SFB por 3 horas. A placa foi exposta a radiacéo por 40 minutos utilizando um sistema
LED emitindo em 639 + 10 nm, com irradiancia de 2,9mW/cm?, exposicao radiante final de 7 J/cm2. A marcacdao foi realizada com AO/PI 2,0 pg/mL.
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Figura 14: Imagens de microscopia de fluorescéncia de células marcadas com AO/PI 48h ap6s TFD. As células foram tratadas com AM 1
pmol/L, Azure A 6 umol/L e Azure B 2 umol/L em DMEM 1% SFB por 3 horas. A placa foi exposta a radiagdo por 40 minutos utilizando um sistema LED
emitindo em 639 + 10 nm, com irradiancia de 2,9mW/cm?, exposicéo radiante final de 7 J/cm?. A marcacéao foi realizada com AO/PI 2,0 ug/mL.
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Utilizando o programa de computador Image J, foi realizada a contagem
das células marcadas com Pl em todas as fotos que foram registradas. O
resultado final est4 apresentado na Figura 15. O grupo controle, em todos 0s
tempos estudados, apresentou o0 menor numero de células PI (+) em relacdo aos

demais grupos.
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Figura 15: Contagem de células PI(+), 3, 24 e 48h ap6s TFD. As células foram tratadas
com AM 1 umol/L, Azure A 6 pumol/L e Azure B 2 umol/L em DMEM 1% SFB por 3 horas. A placa
foi exposta a radiagao por 40 minutos utilizando um sistema LED emitindo em 639 + 10 nm, com
irradiancia de 2,9mW/cm2, exposigdo radiante final de 7 J/cm?. Contagem de 25 fotos, em 3
experimentos independentes. *p<0,05 em relacdo ao CT, #p<0,05 em relacdo ao AM.

Na avaliagdo 3 horas apés o tratamento (Figura 12), AB e AM
apresentaram maior numero de células Pl (+) que o grupo CT, sem apresentar
diferenca estatistica entre si; enquanto AA foi o tratamento que apresentou o
maior numero de células PI (+).

Na avaliacdo 24 horas apds o tratamento (Figura 13), AM nédo apresentou
diferenca estatisticamente significante em relacdo ao CT; para o tratamento com
AB foi observada quantidade intermediaria enquanto AA novamente foi o
tratamento que apresentou o maior niamero de células PI (+).

Por fim, na avaliacdo realizada 48 horas ap6s a TFD (Figura 14), foi
observada diferenca estatisticamente significante entre todos os tratamentos

avaliados, sendo que AB apresentou o maior numero de células PI (+) que o CT;
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AM maior numero de células PI (+) que AB e mais uma vez AA foi o tratamento

gue apresentou o maior numero de células PI (+).

5.4 AAU (MTT, VN e CV)

Foram realizados ensaios de viabilidade por 3 metodologias diferentes e
em 3 diferentes tempos de avaliacao 3, 24 e 48h apds a irradiacao.

Na Figura 16, a avaliacdo de viabilidade celular pelo método do MTT 3h
apos a irradiacdo mostrou aumento de viabilidade nos grupos tratados com AA
e AB. Por outro lado, pelo método do VN, todos os FS causaram reducdo na
fracdo de células vivas em relacdo ao grupo CT, sendo que a maior reducao
ocorreu no grupo AM. Por fim, no ensaio de CV, AM e AB causaram reducao da
fracdo de células vivas em relacdo ao grupo CT. Desta forma, somente a TFD
com AM causou diminuicdo da viabilidade celular em todos os métodos

analisados.
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Figura 16: Ensaios de Viabilidade Celular MTT, NR, CV para 0s FS no ICsp avaliados
3h apds airradiacéo. As células foram tratadas com AM 1 umol/L, Azure A 6 umol/L e Azure B
2 umol/L em DMEM 1% SFB por 3 horas. A placa foi exposta a radiagdo por 40 minutos utilizando
um sistema LED emitindo em 639 = 10 nm, com irradiancia de 2,9mW/cm?, exposi¢ao radiante
final de 7 J/cm2. *p<0,05 em relacdo ao CT, #p<0,05 em relagdo ao AM.
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Na Figura 17, estdo apresentados os dados de viabilidade ap6s 24h da
irradiacéo. Pelo método do MTT, somente a TFD com AM diminuiu a fracao de
células vivas em relacédo ao grupo controle. Por outro lado, pelo método do VN,
todos os FS causaram reducédo na fragdo de células vivas em relacdo ao grupo
controle, sendo que a maior reducéo ocorreu no grupo AM. Os resultados obtidos
pelo método CV mostraram que AM e AB causaram reducéao na fracao de células
vivas em relacdo ao grupo CT. Neste tempo apoés irradiagcdo, novamente

somente o AM causou reducdo na viabilidade celular em todos 0s ensaios

realizados.
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Figura 17: Ensaios de Viabilidade Celular MTT, NR, CV para os FS no ICsp avaliados
24h apés a irradiacao. As células foram tratadas com AM 1 umol/L, Azure A 6 umol/L e Azure
B 2 umol/L em DMEM 1% SFB por 3 horas. A placa foi exposta a radiacdo por 40 minutos
utilizando um sistema LED emitindo em 639 + 10 nm, com irradiancia de 2,9mW/cm?, exposi¢ao
radiante final de 7 J/cm?. *p<0,05 em relagdo ao CT, #p<0,05 em relagdo ao AM, $p<0,05 em
relacdo ao AA.

Na Figura 18, estdo apresentados os dados de viabilidade celular apés 48h
da irradiacdo. Pelo método do MTT, a TFD com AM diminuiu a fragédo de células
vivas em relacdo ao grupo controle. Pelo método do VN, AM e AB causaram
reducdo na fragdo de células vivas em relacdo ao grupo controle, sendo que a
maior reducdo ocorreu no grupo AM. Os resultados obtidos pelo método CV

mostraram que todos os FS causaram reducdo na fracdo de células vivas em
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relacdo ao grupo CT. Neste tempo ap0s irradiacdo, novamente somente o AM

promoveu reducao na viabilidade celular em todos os ensaios realizados.
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Figura 18: Ensaios de Viabilidade Celular MTT, NR, CV para 0os FS no ICsp avaliados
48h apo6s a irradiacdo. As células foram tratadas com AM 1 umol/L, Azure A 6 umol/L e Azure
B 2 umol/L em DMEM 1% SFB por 3 horas. A placa foi exposta a radiagdo por 40 minutos
utilizando um sistema LED emitindo em 639 + 10 nm, com irradiancia de 2,9mW/cm?, exposicado
radiante final de 7 J/cm?2. *p<0,05 em relagdo ao CT, #p<0,05 em relacéo ao AM

Na Figura 19, estdo apresentados os dados de unidades arbitrarias de
autofagia, que se trata de uma relacao entre os diferentes métodos de viabilidade
celular, de modo que a superestimacado da viabilidade pelo método do VN seria
um indicio de acumulo de vacuolos acidos, seja pela indu¢cdo de autofagia ou
pelo blogueio do fluxo autofagico. Os dados mostram que nenhum dos FS
mostraram valores de AAU acima de 1 em nenhum dos tempos avaliados. Os
resultados para o AM, em 3, 24 e 48h apés a irradiacdo mostram valores de AAU
abaixo de 0,5. Os valores de AAU sao similares para AA e AB, sendo que para

3 e 24h sao proximos a 0,6 enquanto em 48h sao proximos a 0,9.
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Figura 19: Unidades arbitrarias de autofagia (AAU) 3, 24 e 48h apds a irradiacao.
As células foram tratadas com AM 1 pmol/L, Azure A 6 umol/L e Azure B 2 pmol/L em DMEM
1% SFB por 3 horas. A placa foi exposta a radia¢éo por 40 minutos utilizando um sistema LED
emitindo em 639 + 10 nm, com irradiancia de 2,9mW/cm?, exposicéo radiante final de 7 J/cm?2.
*p<0,05 em relacdo ao CT, #p<0,05 em relacdo ao AM.

5.5 Potencial de membrana mitocondrial (A%¥m)

Na Figura 20 estdo apresentados os gréficos de pontos gerados pela
dupla marcacéo das amostras com rodamina (eixo y) e iodeto de propideo (eixo
x). O gréfico tem 4 regibes demarcadas: Direita Superior (Rh*/PI*), Direita inferior
(Rh/PI"), Esquerda Superior (Rh*/PI") e Esquerda Inferior (Rh"/PI"). As células
marcadas em Rh*/PI* sdo células com potencial de membrana mitocondrial
porém com membrana celular com integridade comprometida enquanto as
células Rh/PI- sdo células que apresentam perda de potencial de membrana

mitocondrial porém com membrana celular integra.
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Figura 20: Graficos de pontos para marcacédo dupla de Rodamina 123 e iodeto de
propideo. As células foram tratadas com A) Controle; B) AA 6 umol/L; C) AB 2 umol/L; D) AM 1
umol/L em DMEM 1% SFB por 3 horas e expostas a radiagdo por 12 minutos e 20 segundos
utilizando um sistema LED emitindo em 639 + 10 nm, com irradiancia de 2,9mW/cm?, exposicao
radiante final de 7 J/cm?2,

Os valores de porcentagem de células Rh’/PI- das amostras foram

registrados e os valores médios para cada tratamento foram apresentados na

Figura 21. Os resultados apontaram uma elevacgao estatisticamente significante

na porcentagem de células que apresentaram perda de potencial de membrana

mitocondrial quando foi realizada TFD com AM guando comparados com 0S

demais grupos.



45

=
o
1

w
o
1

Células Rh-/Pl- (%)
s 3

o
1

CT AM AA AB

Figura 21: Potencial de membrana mitocondrial 3h apds a irradiacdo. As células
foram tratadas com AM 1 umol/L, Azure A 6 umol/L e Azure B 2 umol/L em DMEM 1% SFB por
3 horas. A placa foi exposta a radiacéo por 40 minutos utilizando um sistema LED emitindo em
639 = 10 nm, com irradiancia de 2,9mW/cm?, exposicdo radiante final de 7 J/cm? n=3. *p<0,05
em relacéo ao CT.
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6. DISCUSSAO

Em estudo anterior do grupo, foi apresentada a relacéo entre a agregacao
dos FS fenotiazinicos e a morte celular fotoinduzida, sendo que quanto menor a
agregacdo, maior a extensdo de morte celular.!” Sabe-se que a agregacao reduz
a producdo de oxigénio singlete, o mecanismo tipo Il, porém a presenca de
agregados ja foi relacionada a producéo de outras espécies reativas de oxigénio,
do mecanismo tipo 1.3

Neste estudo, foi possivel verificar que a producédo de espécies reativas
de oxigénio intracelular, bem como a producdo de espécies reativas de
nitrogénio no sobrenadante € maior no AM, intermediaria para AB e baixa para
AA. Desta forma a producao de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio é
inversamente proporcional a agregacao, isto é, a producdo destas espécies é
maior, quanto menor a agregacao do FS.

Com o intuito de relacionar a producao de espécies reativas de oxigénio,
agregacao e efetividade do FS, determinou-se a viabilidade celular usando os
métodos do MTT, VN e CV. A analise de viabilidade celular em tratamentos que
envolvem o uso de laser é bastante complexa, uma vez que 0S ensaios
colorimétricos mais comuns podem apresentar resultados irreais. O ensaio do
MTT é baseado na atividade de enzimas mitocondriais que levam a formacéo do
cristal de formazan, cuja concentracao € avaliada espectrofotometricamente. Ja
€ conhecido o efeito da fotobiomodulacdo em células, por meio da absorcéo da
luz pelas mitocondrias, devido ao citocromo ¢ oxidase, que promove aumento da
atividade mitocondrial **. Baixas densidades de energia de fotobiomodulagdo
produzem pequenas quantidades de EROs que podem estimular processos
positivos para o organismo, como proliferacéo, diferenciacéo e viabilidade 3. As
espécies reativas de oxigénio geradas pela fotobiomodula¢édo, podem iniciar a
sinalizagcdo redox e ativar fatores de transcricdo sensiveis a redox, como a via
Akt / GSK3beta e o fator nuclear kappa B (NF-kB). Esses fatores de transcrigéo
estimulam as respostas de sobrevivéncia antiapoptética e / ou celular3®. A
determinacao de viabilidade por meio do método do MTT poderia levar a um
resultado de viabilidade superestimado. A viabilidade celular por meio do ensaio
do VN é baseada na incorporacdo do VN por lisossomos. A utilizacdo deste

ensaio para determinar a viabilidade celular apés o tratamento por TFD pode
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levar a superestimacéao deste parametro, pois o VN também é retido em vacuolos
acidos associados ao processo autofagico 3. J& a quantificacdo de viabilidade
celular por meio da marcacéao com cristal violeta esté relacionada a quantidade
de células aderidas, pois 0 mesmo se liga as proteinas e DNA, sendo que apos
o tratamento por TFD, pode haver células aderidas que j& sofreram o dano
fotoinduzido e estdo em processo de morte celular®’ .Desta forma, a andlise da
viabilidade deve ser realizada por meio de mais de uma metodologia.

No periodo de 3h apds a irradiagdo, foi observado aumento na viabilidade
das células tratadas com AA e AB, de modo que pode ter havido algum dano
celular e, neste pequeno periodo ap0s o tratamento as células estdo com
metabolismo ativado tentando realizar uma recuperacdo das organelas
danificadas (autofagia) ou somente houve inducdo metabdlica devido ao efeito
estimulador da exposicdo a luz vermelha (fotobiomodulacédo). Nos outros
periodos avaliados (24 e 48h) nédo foi visualizado este efeito estimulador da
atividade mitocondrial.

Os diferentes ensaios de viabilidade celular mostraram que AM é o FS
mais efetivo, seguido pelo AB e por fim AA, corroborando com o estudo anterior
do grupo, em que somente o ensaio de MTT foi utilizado.!” Uma vez que a
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio foi maior no tratamento
com AA, pode-se dizer que a inducdo de morte celular por meio do processo de
fotosensibilizacéo estéa relacionada a producéo de espécies reativas de oxigénio.
Alguns trabalhos mostram que quanto maior a producéo de espécies reativas de
oxigénio, maior a extensédo da morte celular?>38, Por outro lado, existem estudos
gue mostram que a producéo de espécies reativas de oxigénio é importante na
inducdo de morte celular, porém, ndo ha uma relacdo direta entre estes
parametros. Neste caso, a localizacdo do dano fotoinduzido (que esta
diretamente relacionada a localizacdo celular do FS e sua relocalizacdo apés
irradiacdo) seria um fator mais relevante, junto com outros parametros &3%4°, Da
mesma forma, a localizagéo celular do FS € determinante no mecanismo de
morte celular fotoinduzido 89:30:41.42,

Relatos da literatura informam que o AM se localiza preferencialmente em
mitocondrias e lisossomos, de modo que o mesmo poderia induzir morte celular
por diversos mecanismos: Necrose, apoptose e aufoagia 3°4°, Os diferentes

mecanismos desencadeados dependem da concentracdo de FS e parametros
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de irradiacao utilizados. Nao existem relatos acerca da localizacao celular de AA
e AB, que poderiam sugerir a localizacao celular do dano fotoinduzido por estes
FS e o tipo de morte celular desencadeado. Este parametro ndo foi avaliado no
decorrer deste estudo, mas pretende-se realiz&-lo para a publicacdo do artigo
cientifico.

A avaliacao do potencial de membrana mitocondrial mostrou que AM é o
FS que provoca a maior reducdo no potencial de mitocdondria. A perda do
potencial de mitocdndria é considerada o “ponto sem retorno” do processo
apoptético*®. A perda do potencial da membrana mitocondrial leva a uma
liberacdo de proteinas toxicas do espaco intermembranas para o citosol que, por
fim, ativa um circuito de retroalimentacdo positiva que amplifica o sinal
apoptotico. A ativacao de caspases, apds a perda do potencial da membrana
mitocondrial, acelera a fase de execucdo da morte celular 3. A perda do
potencial de mitocéndria gerada por AM também poderia estar associada a morte
por necroptose, porém as células HeLa ndo expressam niveis detectaveis de
RIPK3 e, portanto, morrem exclusivamente por apoptose.

Devido a possibilidade de inducao de morte celular por autofagia, realizou-
se a determinacdo das unidades arbitrarias de autofagia baseada na
comparacao entre a viabilidade determinada pelos métodos de NR, MTT e CV?36,
Porém, este ensaio ndo mostrou indicios de autofagia em nenhum dos processos
de morte desencadeados pelos FS utilizados. O ensaio de marcagédo com iodeto
de propideo e alaranjado de acridina, que pode evidenciar, por meio da presenca
de marcacao laranja, a existéncia de vacuolos &cidos associados com o
processo de autofagia, também ndo mostrou nenhum indicio da ativagdo desta
via de reciclagem/morte celular.

Por outro lado, no ensaio AO/PI foi verificado que AA foi o tratamento que
apresentou o maior numero de células Pl (+). A perda da integridade da
membrana celular poucas horas apés o dano fotoinduzido indica a existéncia de
morte celular via necrose 4>44. Dos compostos da série estudada, a tendéncia de
agregacdo é maior para AA e menor para AM.” O agregado é mais lipofilico que
o mondémero, de modo que a interacdo com as membranas € maior. Sabe-se
gue o dano em membranas € potencializado e apresenta uma cinética mais
rapida, em FS que se ligam mais fortemente as membranas*+#°. Estes dados

indicam que a maior agregacdo do AA faz com que este FS se localize na
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membrana celular, levando a morte celular por necrose. Porém outros
experimentos ainda sdo necessarios para confirmar esta hipotese. Deda e
colaboradores mostraram que a localizacdo de FS na membrana celular pode
levar a inducdo do mecanismo de morte celular por necrose 42. Além disso, ap6s
24 e 48h AA continuou sendo o FS que apresentou maior nimero de células
marcadas PI(+) que poderia indicar a presenca de outros mecanismos de morte
celular associados.

Outros experimentos sdo necessarios para que seja possivel inferir os
mecanismos de morte celular que estdo sendo desencadeados pelos FS
estudados, como por exemplo a marcacdo de Anexina V e Pl e avaliacdo da
ativacdo de caspase-3. Estas metodologias podem mostrar a ativacdo de
diferentes pontos do mecanismo apoptético de modo a complementar as
observacdes feitas até aqui.

7. CONCLUSAO

Com base nos resultados pode-se concluir que a producédo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio esta diretamente ligada a efetividade do FS,
sendo determinada pela agregacdo do mesmo. Os dados sugerem que AA, por
apresentar maior agregacgao, localiza-se na membrana celular e desencadeia
mecanismo de morte celular por necrose, porém, outros experimentos Sao
necessarios para confirmar a sua localizacéo celular e a presenca dos agregados
em membranas. O AM foi o FS mais efetivo em causar morte celular,
apresentando reducédo de viabilidade em todas as metodologias colorimétricas
avaliadas. A perda do potencial de membrana mitocondrial induzida por AM, que
seria um ponto sem retorno no processo apoptotico, sugere a inducdo deste
mecanismo de morte que pode ser confirmado por meio da realizacdo de
marcacdo com Anexina V e Pl e avaliacdo da ativacdo de caspase-3. Nao
existem indicios claros da indugcéo de nenhum mecanismo especifico de morte
celular pelo AB, porém devido as duas caracteristicas intermediarias entre AA e
AM, acredita-se que 0 mesmo poderia estar induzindo morte por necrose em

uma pequena extensao e também morte por apoptose.
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The evauation of the ICy, weues of phenolhiazinesm dyes in neoplaslic immornalized cells
{HeLa) in the dark and under iradialion showed that (he effectivensss of the photcsersitizers (P5s)
increased in e order of Azwre A AA) < Azwre B AB) = Mefylene Blue MBL Singlel oxygen
production was similar in al of the compounds and the call uplake of MB was lower than thege of AA
and AE The evaluation af the dmer o manomar ralio showed thal aggregalion increased in the onder
of MB < AB < Af_ Thus, the photodyramic efficency of these Pis was dependen on aggregation. In
order to improve (he effectivensss of pholodynamic therapy POT), it B imporant 1o develop
phenolhiazinkem dyes with structural modifications andler to design formulations thal could reduce
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Introduction

Photodynamic thempy (PDT) iz a therapeutical aid for the
treatment of cancers, infections, and some benign diseases,
which emplovs the use of a photosensitizer (P5) that is asso-
ciated with light. The mechanism of action iz based on the
production of reactive oxvgen species (ROS), among them,
ainglet axygen (*0r,), which reacts with the lipids and proteins
of organelles, leading to cell death.*™ Several types of P5s have
been investigated for their use in PDT, such as porphyrins,
chlonines, phthalocvanines and phensthiazinium dves (POs)
PO are a group of molecules presenting an organic structure
that is composed of three aromatic rings containing sulfur and
nitrogen as hetermatoms. Due to their positive charge, PhDs
interact very well with biological membranes, incuding the
mitechondrial membrane. Methvlene blue (MB] is a P that
has been evaluated in several clinical trials and in experimental
models for POT studies,”™* mainly due to its high absorption
oflight in the region between 550 nm and 700 nm.* [tis known
that MB may aggregate depending upon the medium. The
degree of aggregation may easily be determined by an analysiz
of the absomption spectra. While monomers exhibit maximum
absorption at 664 nm, dimes have this maximum displaced at
540 nm.* In addition, the excitation of dimes and monomers
triggers different photochemical mechanizms: while monomer
excitation  results in singlet copgen  production (wpe IO

Pgrama de Plsgraduscs em Bobateis Aplvads &5 Ciacies da Satds,
Deiversidads Move g Julbs - UNIMOVE, S8 Pauly Brazil

E-madl cheripel el com

reactionz], the excitation of the dimers generates radicals, such
ag superoxide radical anions (tvpe [ reactions).”""* Other Pos,
which present similar structures (Fig. 1), such as Azure A (A
and Azure B (AB), may also present interesting activities for
FI¥T, but there is a lack of information regarding their photo-
phyzical, photochemical and photobiological properties.™ In
this context, the objective of this work was to compare the
photedynamic efficiency of the PDs MB, Ax and AB, in an
invgre model, when using a neoplastic cell line.
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Fig. 1 Swuctures of the photcsensitizers. Methylens blue (MB): Azure B
(BRI s Arara &R
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Results and discussion that were obtained are shown in Fig. 2. A dosedependent
relationship was observed; e, the increase in PS concentra-
tions was directly related to the redoction in the number of
viable cells. In the dark, the IC 4 values for MB, AN and AB were
162, 141 and 78 pmol L respectively. Note that AB was more

d) 120

In order to evaluate the photodynamic efficiency of the photo-
sensitizers (PSs), the 1C,, values were determined in the dark
and under imadiation. The atotoxicity and phototoxicity data
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Fig. 2 Cyotoxioty and phatotoxicity of PD in Hels cels. Peentage of viable cals after 3 h of incubaton n e dark (a—) or after beng irradated
{d-9 for 40 minutes with a red LED {639 < 10 nm, 2.9 mW an™? rasching the tatal radient exposure of 7.0 J o). The parcentages of fving cells
were determined 48 h after the teatments by using the MTT assay. Methylene blue (aand o). Azure A (band &) Azure B {cand 0. Dats & preswnted &
awerage + SE The characters shove he boxes indicate the statistics The pamed columnns presenting the same characters indicate the atsence of &
statstcal dfference, 8l he oher comparsons presented sgnfcant diference by the ANOVA test and the Bonferoni past-test o < 0.05) Trree
Independent eaxperimeans in quntuplicate were perfamed for sl the compounds

The jaurral & © The Royal Saciety of Cremigty and the Cantre Ntoral g 1y Recheche Scierthiaue 2017 NewJ Chem, 2077, 41, 1442614443 | 14439



N3

eyvtotoxde than the other Pss under this condition. The 10,
values under irradiation were 1.1, 6.3, LE pmaol L for MB, A&
and AR, respectively. The phototosicity of MB and AR were
similar, whemas AA was shown to be less phototosic. Since
these PSs have similar stroctues, a huge difference in their
efficiency was not expected. It iz known that PD2 can be
reduced io the leuko form by mitochondrial engymes. -
The ecolorless leuko form is not photochemically active, and it
may affect the total phototosicity. However, at higher concen-
trations, MB may localize at the mitschondra and the PDT
effect can he reached through lveosomal damage. ™ Indeed,
since MB, AA and AB present similar structures, it was not
expected that the production of leuko Form to be too different
among them.

An imadiation tme of 40 minutes with an imadiance of
2% mW em* was used, resulting in a final radiant eqposure of
7] em . This particular value of mdiant exposume has already
been used with effectiveness in the literature. Pavani ef ol used
a combination of a red LED and a blue LED to concurrently
excite two distinet PS5z, using 7.2 | em* for the red and
78 [ e ? for the blue.™ The literature has shown that cell
uptake iz an important factor in the effectiveness of PSs, being
more important than the production of ROS> 5 Thus, in
order to explain the differences in effectivences between
molecules, the cell uptake was measured (Fig. 3). While an
and AB showed a similar uptake, MB presented a smaller one.
Amphiphilicity is a propery that influences the P5 cell
uptake. "™ In this sense, the symmetry in the MB maolecule
reduced ite amphiphilic character, while the asymmetry
resulting from the removal of the methyl groups from the
periphery of the chmomophore in the aues (A and AB)
increased the amphiphilic character of these Fis, resulting
in a greater cell uptake. Although the lower uptake of MB was
casily justified by its chemical structure, the values have
shown that MB had the lowest uptake amaong these P&s, which
would not explain its greater effectiveness. Since singlet ony-
gen is a ROS with a high cviotoxic capacity, the quantumyields
of singlet oxvgen production in water and methanol were
evaluated (Table 1)

40

=1
=

Uptake (%)

i+

AE

ME Ak

Fig 3 Cell uptake of PD, massured after 3 hof incubstion with 10 pmd Lt
PS5 scutions in DMEM X FBS; data presented as aversge £ 5E *p < 005 by
the ANOWA test and the Bonferron post-test
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Table 1 The quartum yield of Snglet caygen produc fon
Photosensitzer $4° pat
MBE 007 & e 05084
AA (i b 0 53
AR s b 00 052

? Determined in water using MBE in methanol as sandard. * Deer
mined in methanal using MB in methanal as standard. 5 pM solutions
of MB, A and AB were used.

It waz observed that the guantum yield values of zinglet
ongen production were similar among the Pis, regardless of
the =olvent used. Mote that the values that were obtained in
methanol were higher than those that were obtained in water. [t
is known that the production of singlet covgen is dependent on
the solvent dielectric constant.®* The values of quantum vields
ofsinglet oxygen production for MB in water were variable, with
values between 060 and 0.37.% These differences that were
abserved in the quantum vield values of singlet covgen produc-
tion in water may be related o aggregation. Jungueim ef al
have shown that MB aggregates in agueous solution.™ In
addition, the type of photochemical reaction that occurs is
modulated by the degree of MB aggregation. While monomers
generate singlet cwgen, dimers produce free radicals.** ™ Due
to the structural similarty, azures may also present aggrega
tion, as was ohserved for MB. Thus, it is now belisved that the
ginglet cxvgen guantum yield values of the P52 in water were
lonw due to the aggregation, whereas in methanol the solube-
aolute interaction was reduced, the relative amount of mono-
mes was higher, and consequently, higher was the production
of gsinglet mygen. In view of the diferences that were observed
in the singlet cevgen production in water and methanol, and
due to the known aggregation of MB, the dimer to monamer
ratios (I¥M) of the P& wemre evaluated in both water and
phosphate buffered saline (PBS - Fig. 4). It was observed that
the higher the concentration that was evaluated, the higher the
[ value, regardless of the PS5 and the medium used. In
addition, the aggregation in PBS was higher than that in water.

I wwlar
— i gy
E A e
= = MEFES
=] —a— i PR
=4 &« #H PES
2
-
1)
E
(=]
g
E
2
& :
E ¥ -
[= %1 r - v
aamn ouaas 00050 0.0100
Concentration (%)

Fig. 4 Dimerto monamer ratos | Df M) in water and FBS. The wawelbengths
used inthis calulstion wene 590 and 684 nem for MB, 588 and 630 nm fer
AA, and 533 and 845 nm for AR
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Table 2 Photodynamic effidency

Phavtoysen s tizer Fl Cell uptake e lay FLiTe
ME 55 ] 0.9 20
AA 24 SR 1 LY
AR 433 LR 1 12

Pl = [ darkfls, i PDTe = PUcell uptake » overlay)

This effect was due o the presence of electrolytes, sinee the
aggregation was higher in those solutions with a higher ionic
atrength. 7 The presence of methyl groups in the periphery of
the chromophome reduced the tendency of PR o aggregate due
to a sterie effect® " Therefore, MB with 4 perpheral methyl
groups presented the lowest agpegation tendency; AR, with
3 methyl goups, presented intemmediate aggregation and A,
which has onk 2 perpheral methyl groups, presented the
higheat tendency of agpregation  among  the compounds
studied. Az a way of comparing Pss in terms of their eficiency
in cavsing cell death and in order to establish a relationship
with aggregation, photodwmamic eficiency (PITe) was caleu-
lated bazed on the presented Phototoxicity index (PIL"® The PI
iz caleulated from the dark to irradiated G mtio, ginee the
higher the dark [C 5 and the loweer the irmdiated [0, the maore
efficient were the PSs(Table 2). Besides, the cell uptake and the
absorption of light were parameters that affected the 10,
values, Therefore, the Pl was comected with the cell uptake
values (Fig. 3 and Table 2) and with the absomption at the
excitation waselength, The LED parameters that were used in
this work were chosen based on the liverature, and the absorp-
tion propemies of the eompounds used. The light emitted by
the LED was not coherent and eollimated as a LASER, emitting
in a broader range of the electromagnetic spectrumm. Thus, the
red LED used in this study covers the wawvelengths between
62% and &4% nen, allowing Tor its use with the P5s that have
absorption within this range (the MB monomes presented
absorption madima at 6684 nm, AA at &30 nm oand AB at
644 nmy, in agueous solution)’” In this way, the mnge of
wavelengths covered by the LED was enough to excite the Pss
used, Sinee the photedinamic eficiency was dependent an
light abeoption, the overlay of the absorption spectra of the
P& and LED emission spectm was calculated (Tahle 2).

When considering PDTe, MB was the most efficient PS5, since
it presented the highest PL sdth the lowe st cell uptake and light
absorption at the excitation wavelength, There was an inverse
relationship between aggregation and PDTe of these Phs; La,
while the POTe increazed in the order Ad = AB = MB, the
aggregation decreased in the same seguence. This result has
ahown that the aggregation was a pammeter that determined
the effectivencas of P, Biel and coworkers showed that the
efficacy of antimicrobial POT with MB was related o its ability
to Form dimers, especially for Gram-positive bacteria. ™™ How-
ewer, here we found an oppaosite tendency; Le, the higher the
ability to Form dimers, the lower the PDT efficacy in mamima-
lian celle, Thus, it seems that monomers have higher participa-
tion in POT's capacity of reducing cancer cells, Other P52 such

as poaphyring and phthalosanines also present aggregation
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related effectiveness,*™™ "% Thus, it is important to contral
the aggregation of P52 1o increase the effectiveness of POT
protocals,

Conclusions

In view of the obtained results, it was poszible to conclude that
MB was the most effective PS5 in this series, due to the presence
af the four peripherl groups that reduced aggregation. On the
ather hand, Ad was a less effective PS5, because it presented a
greater intermolecular interaction, and consequently, a higher
degree of aggregation. Aggregation was a pammeter that was
dependent on the maolecular structure of the PS and that has
been shown to be a determinant factor for PDT effectiveness, In
thiz sense, the development of PDe with structuml modifica
tions, and the development of forrmulations that can reduce
aggregation, can result in more effective POT protecals,

Experimental
Chemicals

The photosensitizers were used as eeeived. Methylene Blue
(tetrametnlthionine chloride, p.a) was purchased from Labsynth
(iadema, Brmzil). Azure B (¥ NN -tmimethylthionine chloride,
purity =E5%) and scure A (M A-dimethylthionine chloride,
purity =A%) were acquired from Sigma-aAdrich. For the cell
aseave, gtock solutions of PSs were prepared in sterile water, and
subsquentdy, they were diluted in DMEM culture medium at the
requited concenmations, PRSwas prepared frorm the sals, purchased
frorm Synth (Ddaderna, Beazl) with the fdlowing concenmations:
137 mumal LF Macl 2.7 mmel L° KCL 8.0 mmad L7 NaH POy,
147 mmal L° KH, POy at pH 7.2,

Cell cultupe

The Hela cell line (Human epithelial cervis adenocaminoma
ATOC CCL-2) was culiured in DMEM medium (Dulbecon's
Modified Eagle MediumVitrecell™, Campinag, Brazil), supple
mented with 1% fetal bovine serum (FBS) and 0.1% penicilling
streptonvein (Vitrocell™, Campinas, Brazil), The cellz were
growen in 75 om® culture bottles (Sargedt™, Nimbrecht, Gemmam)
and kept in an incubator (37 70, 5% 00y, humid atmosphere).

Cytotandeity and phototo deity

Fifty thousand (50000) cells per well were seeded in 48wl
plates (Kasvi®™, Curitiba, Brazil) and kept in an incubator, After
16-24 hours, the cells were washed with PRS and eeeived the
PS solutions (0o 250 pmol L) in DMEM supplemented with
1% FES, Plates were maintained in the incubator for 3 hours,™™
At the end of the incubation period, the cells were washed with
PBS and in the presence of PES, one plate was kept in the dark
for 40 minutes, while the otherswere subjected o rradiation for
A0 minutes, by uging an LED spstem emitting at 63% + 12 nm,
with an irmdiance of 2.9 mWem  and a final radiant exposure
of 7 ] em® The irmdiance and the radiamt exposure were
calculated based on the effective potency; Le, the potency of
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the svsterm was measured after covering of the experimental
platez, The area of the device was 96 cm® and the LEDs were
linearl polarized. After these procedures, the PBS was remaoved
from the plates and the cells were cultured in 109 FES DMEM
in an incubator for an additional 48 h. The determination of
cell wiability was performed by uszing the MTT-colorimetric
method (344, 5-dime thyl-2-thize ol 12 5-diphenyk2H 42 traazolivm
bromide purchased from Sigma-aldrich ™, Missouri, USA)L"™ Briefly,
the cells were washed with PBS and then incubated with MTT
75w omb " 1% FBS DMEM for 2 hours, The solutions were
agpieated and 300 Ll of Eopropanol (Swith, Diadema, Brazil) was
added, solubilizing the genemted fomrnazan ¢restala, An abeorption
rmeadirement at 550 nm was performed using a Spoctmbax Gy
plate reader {Molecular Devices, Sunmavale, USA)L The pereentage of
living cells was caleulated from a functon of the absorption that
wiag obtained fiom the cells that were maintained without the P
(eontol). All of the data were generated from three independernt
cxperiments with » = &in each of them

Cell uptake

The cells were seeded in 12-well plates at a density of 240000
celle per well, After a period of 18-24 howrs, the cells were
treated with 10 pmol L7 of the MB, AA and AB solutions in
DMER 1% FBS, for 3 hour= in the dark. At the end of the
incubation, 500 pl of the supernatant from each well was
removed and mixed with 500 pL of 100 mmol L sodiom
dodecyl sulfate solution (SD5), meserving the solutions for
quantification. The rermainder of the supematant was dis-
carded. The adhered cells were washed with ice-cold PBS and
T kL oof 50 mmaol L 508 solution was added to each well,
promoting cell lyzie, The gquantification of the P52 was per-
formed by reading the values of spectmphotometric abeorption
(Ceean Optica UNVVIES Spectrophatometer DH-20060-HAL ). Each
P5 was tested in triplicate and three independent experiments
were performed.

Ouantum yields of singlet oxgen produdtion (*0.)

The Psa were excited with an OPO Rainbow tunable laser
(Cuantel, France) that was pulsed by an Hd: YAG Laser, 5 ns,
Brilliant (Quantel, France). Singlet cocvgen emission decay at
1270 nm was detected using a4 Hamarmatsy Photomultplier
R55043, cooled in liguid nitrogen. Datawere then gtored in the
computer.*"" The guantum vield of singlet cevgen produoc-
tion was calculated from the ratio between the absorbance
and the phosphorescence intensities of the samples and the
atandard, while performing suitable comee tions for the index of
refraction and their lifstime in the different media Solutions
with an absorbance of around 0.2-0.3 at 664 nm (using a
cuvette with a 10 cm optical path) were used, since this was
the excitation wavelength. A= a standard, a MB =solution in
methanol was used.

Determination of dimer o monoemer ratio

By using a UW-1800 Spectrophotometer (Shimadew, Japan), the
absorption spectra of the PDe were recorded in water and in
PBE, weing the wavelength range of 500 nm to B0 nm.
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The monomer-dimer ratio was determined by establishing
the ratics between the absorbance values of the two main
absorption bands, ane near 590 nm (a characteristic of the
MB dimer absorbance) and the ather, near 864 nm (a char
acteristic of the monomer sbsorbance),™

Statistical analysis

The InStat Software Version 3.0 (GraphPad, La Jolla, USA) was
uzed. The Eolmogoroy and Smimov test was used in order to
verify the normaliy of the data Inferental analyses were
performmed by using one-way analyvsis of vanance [AMOVA) and
Bonfermni’s post-test, Values of po< 0,05 were considered
significant.
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INFORMACOES PARA MEMBROS EXTERNOS DE BANCAS

Caro(a) professor(a), agradecemos ter aceitado nosso convite, ficaremos
muito honrados com sua presenca. Para facilitar sua analise, esclarecemos que
os trabalhos de dissertacdo e tese do Programa de Pds-graduacdo em
Biofotbnica Aplicada as Ciéncias da Saude devem seguir a seguinte estrutura:

1. Contextualizagc&o do objeto de estudo com a respectiva justificativa,

2. Objetivos que devem estar alinhados aos artigos publicados;

3. Métodos. Toda metodologia utilizada no(s) artigo(s);

4. Resultados. Descricdo dos resultados ainda ndo publicados e/ou
apenas a referéncia completa do(s) manuscrito(s) publicado(s) ou aceito(s) para
publicacdo no caso de todos resultados ja terem sido aceitos ou publicados. Os
artigos devem estar disponiveis na secao “Anexos”.

5. Discusséo. Abordagem do conjunto dos resultados frente a literatura
pertinente;

6. Concluséo. Descricdo concisa do significado dos resultados;

7. Anexo. Informacdes adicionais nao reportadas nas sec¢des anteriores e

o(s) artigo(s) publicado(s) ou submetido(s) a publicacéo.



