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RESUMO

O cancer de prostata apresenta alta incidéncia entre os homens no mundo € mesmo apos os
tratamentos mais comuns esta associado com efeitos colaterais e alta recidiva. Assim, a busca por
alternativas terap€uticas menos invasivas e eficientes ¢ necessaria. A terapia fotodinadmica pode ser
uma alternativa interessante para o tratamento do cancer de prostata uma vez que utiliza a energia
da luz e uma molécula de fotossensibilizador para causar estresse oxidativo e morte celular apenas
no local da aplicagdo. O presente trabalho investigou o efeito da terapia fotodindmica (TFD)
associada ao corante Azure A como fotossensibilizador em células tumorais de prostata humana da
linhagem PC3. As células foram divididas em 4 grupos experimentais: controle, Luz, Azure A ¢ a
combinagdo de luz com Azure A. Para isso, as células foram tratadas com 5uM de Azure A por 30
minutos seguidas ou ndo da irradiagdo com luz led por 5 minutos. Apds 24 hrs dos tratamentos, elas
foram avaliadas quanto a viabilidade celular pelo método de MTT; autofagia utilizando coloragao
com laranja de acridina; morte celular por apoptose usando caspase-3 clivada e vimentina. Os dados
obtidos foram analisados estatisticamente. Nossos resultados mostram que o tratamento com o
fotossensibilizador na auséncia de luz ndo tem efeito citotoxico e que quando combinado com a luz
na terapia fotodindmica causa redug¢do da viabilidade celular. Ainda, encontramos que a terapia
fotodindmica foi capaz de aumentar a expressdo de vimentina, ¢ da marcacdo com laranja de
acridina e uma tendéncia de aumento de apoptose. Assim, esse trabalho mostrou que a terapia
fotodinamica com Azure A ¢ eficiente na morte de células tumorais de prostata humana PC3 e que
desencadeia vias de morte celular diferentes da apoptose, como a autofagia. Futuras investigagoes
buscarao entender melhor os tipos de morte celular envolvidos nesse processo.
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1 INTRODUCAO
1.1 Cancer de prostata

A préstata ¢ uma glandula exocrina do sistema genital masculino que produz e secreta
componentes do fluido seminal. Ela se encontra inferior a bexiga e circundando a uretra na parte
inicial, o que ¢ importante para regulacdo do fluxo urinario, devido a musculatura dessa regiao
(Sharma et al., 2017). O desenvolvimento da prostata ¢ diretamente dependente dos hormonios
andrégenos, como a testosterona, de modo que as células de Leydig nos testiculos produzem esse
hormdnio que ¢ convertido em diidrotestosterona pela 5-alfa redutase nas células alvo da prostata
(Sharma et al., 2017).

A prostata humana ¢ dividida anatomicamente em zonas, de acordo com estudo de McNeal:
Periférica que compde cerca de 70%; Central que corresponde a 25% e possui a maior parte dos
ductos ejaculatorios; Transicional, representando cerca de 5%; e estroma fibromuscular que
completa o volume total da prdstata dando sustentacdo a glandula (McNeal, 1980) (Figura 1).
Comumente a area mais acometida pelo surgimento do cancer de prostata ¢ a Zona Periférica, onde
estima-se cerca de quase 70% de incidéncia tumoral, seguido da Zona de Transi¢ao, onde o cancer

parece se desenvolver de nddulos a partir da hiperplasia benigna (McNealet al., 1988).

Figura 1- Divisao das zonas da prdstata: imagem representando um esquema didatico das zonas prostaticas, sendo elas
a central, zona de transicdo e zona periférica.
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Fonte: Instituto da prostata.
Histologicamente a prostata ¢ formada por glandulas tubulo acinares cujos ductos se

encontram em volta da uretra. No epitélio acinar, sdo encontradas as células epiteliais basais que

sdo progenitoras, as células epiteliais luminais - responsaveis pela secrecdo prostatica- e as células
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neuroenddcrinas. No estroma glandular existem as células estromais que sdo principalmente
fibroblastos e células musculares (De Marzo et al., 1998).

O cancer de prostata representa uma grave questdo de saide publica mundial sendo o quarto
tipo de cancer mais incidente, e o segundo mais incidente na populagdo masculina, e em nosso pais
os dados nao sdo diferentes. No Brasil, essa ¢ a neoplasia mais comum entre homens, excluindo as
neoplasias de pele ndo melanoma. Os ltimos dados fornecidos pelo Instituto Nacional de Cancer
(INCA) estimam para 2026 cerca de 72.920 novos casos, o que corresponde a 30,5% de todos os
canceres masculinos. Em um panorama localizado, o estado mais acometido por essa neoplasia ¢
Sao Paulo com 20.820 novos casos estimados (Inca, 2026).

A expectativa de vida tem aumentado nos ultimos anos, e, consequentemente, houve um
impulso na incidéncia das doengas associadas ao envelhecimento. A hiperplasia prostatica e o
desenvolvimento do cancer de prostata sao as duas principais alteragdes patoldgicas do trato genital
masculino apos a quinta década de vida (Sung & Chung, 2002). Cerca de 75% dos casos globais de
cancer de prostata ocorrem a partir dos 65 anos, e os dados da Organizagdo Mundial da Satde
mostram um salto de mortalidade durante o envelhecimento (Who, 2017). Isso ocorre
principalmente devido as alteragdes hormonais normais da idade, estando também associadas ao
sobrepeso e obesidade, hiperinsulinemia e niveis elevados de citocinas proé-inflamatorias que
contribuem para o desenvolvimento do cancer e pior progndstico (Boda, 2024). O rastreio do cancer
de proéstata ¢ inicialmente feito pela combinag¢ao do exame clinico de toque retal com a dosagem do
antigeno prostatico especifico (PSA) no sangue. Nesse sentido, o diagnostico € feito pelo estudo
histopatologico do tecido obtido por bidpsia (Mokoenaet al., 2021).

Os métodos mais comuns de tratamento para o cancer de préstata sdo a cirurgia e
radioterapia que podem ser associadas ou ndo a terapia hormonal de bloqueio androgénico, que
impede o avanco do cancer através da privagdo de androgenos. No entanto, comumente esses
tratamentos levam a uma recidiva da doenca, além de gerar sequelas como por exemplo disfuncao
erétil e incontinéncia, que contribuem para reduzir a qualidade de vida (Ashrafizadehet al., 2022),
junto a possibilidade de as células se tornarem andréogenos independentes, evento causado por
fatores variados como alteracdes no receptor androgénico, tornando necessarias novas alternativas

terapéuticas.

1.2 Terapia fotodinamica
A terapia fotodindmica (TFD) ¢ um método de terapia com luz usada para tratar algumas
doengas, e que tem se mostrado promissor como adjuvante no tratamento de alguns tipos de cancer,

com a vantagem de ser um tratamento alternativo, minimamente invasivo e possuir efeito citotoxico
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em células malignas (Aebisherer al., 2024). Ela consiste em 3 elementos principais, sendo o
fotossensibilizador, a luz visivel em um comprimento de onda especifico e oxigénio molecular
(Chilakamarthi; Giribabu, 2017).

O tratamento ocorre da seguinte forma: O fotossensibilizador ¢ colocado diretamente no
local do tumor de maneira que atinja a concentracao ideal dele no tecido. Apds essa etapa, ¢ feita a
irradiagdo da luz em um comprimento de onda especifico que tire o fotossensibilizador do seu
estado fundamental para o estado de excitacdo (estado tripleto). Entdo, ocorrem 2 reagdes que
podem ser simultineas, mas o saldo entre elas depende do tipo de fotossensibilizador ¢ a
disponibilidade de oxigénio nos tecidos. A reagao tipo 1 da TFD consiste na transferéncia do elétron
absorvido do fotossensibilizador diretamente para as moléculas (tais como lipidios de membranas e
proteinas). Essa transferéncia gera radicais livres, que sdo moléculas altamente reativas encontradas
no sistema bioldgico por meio do metabolismo celular aerdbio, os quais se ficarem nas células,
além de serem toxicos, podem gerar diversos tipos de dano a depender da espécie presente, como
por exemplo destruicdo de membranas e modificagdes genéticas e sinalizacdo para morte celular
(Ferreira; Matsubara, 1997).

Em um segundo momento, o fotossensibilizador que estd mais excitado ird fazer a reacdo
tipo 2 na qual a energia absorvida por ele ¢ passada para o oxigénio molecular, transformando-o em
oxigénio singleto, altamente reativo, gerando as espécies reativas de oxigénio (ROS), como anions
superoxido, perdxidos e radicais hidroxila (Niculescu; Grumezescu, 2021). Tais espécies, que
quando ultrapassam o limiar critico desencadeiam formas variadas da ativagdo de diferentes tipos
de morte celular pois os danos causados pelo estresse oxidativo gerado, superam a capacidade
antioxidante natural das células e assim desencadeiam a morte celular (Mallidief al., 2015).

Além de induzir a morte celular, a terapia fotodinAmica gera cascatas imunologicas que
causam danos que auxiliam na redugdo da recorréncia do tumor, metastase e morbidade do cancer
em longo prazo (Chou ef al., 2023). Dentre os principais mecanismos descritos como beneficios
desse tipo de terapia estdo: a morte das células tumorais diretamente pelas ROS; a indugdo de danos
aos vasos associados ao tumor, gerando o infarto tumoral; e a ativagdo da resposta imune contra o
tumor, estabelecendo assim uma “memoria” do organismo contra o aparecimento de novos tumores.
Esses trés mecanismos podem influenciar um ao outro, e a combinacdo de todos ¢ interessante para

o controle do crescimento tumoral a longo prazo (Dougherty et al 1998; Aebisheret al., 2024).
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1.3 Fotossensibilizador

A hematoporfirina foi o primeiro fotossensibilizador usado na terapia fotodindmica
(Ashrafizadeher al., 2022). Ela foi descoberta na década de 50 em tecidos tumorais ¢ o seu uso
comercial teve marco inicial em 1970, quando ela foi testada na terapia fotodinamica, e se tornaria
posteriormente a primeira substancia a ser aprovada pela Food andDrugAdministration (FDA) para
ser usada como fotossensibilizador nesse tratamento (Russell; Kingsley, 2003).

Este foi entdo o fotossensibilizador mais wusado da primeira geragdo dos
fotossensibilizadores, a qual ¢ marcada principalmente por compostos baseados em difosfato de
potassio. Esses compostos, tinham limitacdes que precisavam ser sanadas, tais como a falta de
pureza, heterogeneidade, baixa solubilidade em 4gua, e ativacdo em comprimentos de onda abaixo
de 640nm (a qual ndo tem boa penetracao nos tecidos). Aliado a isso, tem a falta de especificidade
para se acumular nas células e a meia vida longa deles, gerando efeitos colaterais ao paciente, pois
as reacoes de escuro em decorréncia do fotossensibilizador em si, sem efeito da luz, eram muito
comuns (Mallidiet al., 2015).

Tendo isso em vista, em 1980 foram desenvolvidos os fotossensibilizadores de segunda
geracdo, os quais hoje em dia englobam principalmente as classes de porfirinas, bacterioclorinas,
ftalocianinas e clorinas, tendo como principal representante aprovado para uso o 5-ALA (4cido 5-
aminolevulinico) (Oluwajembolaer al., 2024). Essa nova classe ja apresentou alteragdes para
aumentar sua solubilidade em meios biologicos, absor¢do de luz em comprimentos de onda
maiores, na faixa de 650 a 800 nm, o que ajuda na absor¢do tecidual mais profunda e localizada,

permitindo ativacdo por luz infravermelha, combinada com uma meia vida menor e metabolizagao
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mais rapida, diminuindo seus efeitos colaterais (Dabrowski et al., 2021; Ashrafizadeher al., 2022).
Mas ainda assim, eles apresentavam fragilidades como baixa estabilidade e toxicidade residual, o
que levou ao desenvolvimento de pesquisas para futuros fotossensibilizadores de terceira geragao.
Os fotossensibilizadores de terceira geragdo foram desenvolvidos e sdo baseados muitas
vezes nos de segunda geracdao, buscando melhorar ao maximo a afinidade pelas células-alvo e a
biodistribuicao. Isso se da através da conjugacao dos fotossensibilizadores de segunda geracao com
moléculas de direcionamento, sendo as mais comuns anticorpos e carboidratos, ou usando
encapsulamento em sistemas carreadores atuais como nanoparticulas, micelas e lipossomas. Dessa
forma, com esses fotossensibilizadores ¢ possivel aumentar a especificidade para células tumorais,
diminuir as reagdes de escuro e os efeitos colaterais em geral (Mokoenaet al., 2021; Dabrowskiet
al., 2021). No entanto, ¢ preciso salientar que tais fotossensibilizadores sdo de produ¢do complexa o

que os torna onerosos, podendo dificultar a praticidade e ampla utilizacdo na pratica médica.

1.4 Azure A

Corantes e pigmentos comerciais também apresentam atividade fotossensibilizadora,
destacando-se entre eles os corantes fenotiazinicos. Os corantes fenotiazinicos apresentam absor¢ao
na regido de 600-660 nm do espectro e fraca absor¢ao no restante da luz visivel e do ultravioleta
proximo, resultando em pouca ou nenhuma fotossensibilizagdo cutdnea durante o tratamento
(Gorman et al., 2006).

Dessa forma, as fenotiazinas t€ém se destacado como fotossensibilizadores promissores na
terapia fotodindmica. Embora os fotossensibilizadores de segunda e terceira gera¢do tenham
melhorado muito no quesito seletividade e melhor absor¢do no espectro terapéutico, a maioria
apresenta alto custo e dificil formulagdo. Assim, corantes da classe das fenotiazinas, tais como azul
de metileno, azul de toluidina e Azures, apresentam vantagem por sua acessibilidade, baixo custo e
seu uso ja comum na medicina.

O Azure A ¢ um corante derivado de fenotiazinicos que se assemelha com o azul de
metileno, mas sua diferenca € ser desmetilado. Por essa proximidade estrutural, pesquisas acreditam
que ele possa ser usado na terapia fotodinamica apresentando efeitos citotoxicos nas células alvo.
Junto a isso, sabe-se que ele tem afinidade pela membrana plasmatica, a qual costuma ser uma das
principais estruturas lesadas pela terapia fotodinamica (Moreira et al., 2010). Alguns trabalhos
mostraram que o Azure A pode ser capaz de reduzir o crescimento de leveduras (Moreira ef al.,
2010), e tem acesso ao mecanismo bioenergético de mitocondrias causando danos apos a

fotoestimulagdo. Assim, € notdria sua capacidade de agir como fotossensibilizador.
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1.5 Terapia fotodinamica no tratamento de Cancer

Ja elucidado o funcionamento da terapia fotodinamica e a necessidade de novos tratamentos
para cancer de prostata, a literatura mostra estudos cujos resultados sdo promissores. No caso do
cancer de prostata, poucos estudos sdo encontrados na literatura a respeito do uso da terapia
fotodinamica. Entretanto, alguns trabalhos tem descrito resultados positivos do uso de terapia
fotodinamica em células tumorais como PC3 e LNCap (Fan et al., 2014; Yamauchi et al., 2015;
Hayashidaet al., 2016). Embora esses trabalhos tenham demonstrado sucesso dessa terapia, cada um
desses estudos utilizou um fotossensibilizador diferente, ou ainda associou a ele outros compostos
quimicos ou térmicos para aumentar a sua eficicia, o que torna o tratamento ainda mais oneroso
(Fan et al., 2014; Yamauchi et al., 2015; Hayashidaet al., 2016). Nenhum deles testou a eficiéncia
do Azure A como fotossensibilizador na apoptose e viabilidade de células tumorais, o que seria de
grande interesse na area médica, dadas as vantagens bioldgicas e econdmicas deste
fotossensibilizador, como ja mencionado anteriormente.

Em se tratando do Azure A, nenhum estudo investigou o seu potencial na terapia
fotodindmica para o tratamento de cancer de prdstata. No entanto, Da Silva et al. (2026)
desenvolveram um lipossoma combinado de Azure A e RoseBengalDecyl Ester (RBDEC) para o
tratamento de adenocarcinoma colorretal, ¢ mostraram que os fotossensibilizadores foram para
localizagdes celulares diferentes, o azure tendo uma incorporacdo de 60% pelas células e se
localizando no citoplasma. Ainda, mostraram que as células cancerigenas reduziram a viabilidade
celular em 80% apods 20 minutos de terapia fotodinamica.

Um outro estudo, conduzido por De Souza et al., (2021) mostrou que o Azure A se acumula
nas mitocondrias de hepatdcitos in vitro, produzindo altos niveis de peroxidagdo lipidica e ROS
durante a terapia fotodindmica, interferindo na bioenergética mitocondrial. Ainda, eles
demonstraram que esse fotossensibilizador também tem efeitos fotodinamicos em situagdo de

hipoxia o que seria interessante no sua aplicagdo em tumores.

1.6 Justificativa
Tendo em vista que o cancer de prostata € o segundo tipo de cancer que mais acomete
homens no mundo, e com altas taxas de reincidéncia apos os tratamentos convencionais justificam a
necessidade do desenvolvimento de alternativas de tratamento cada vez mais eficazes (Inca, 2026).
Nesse sentido, a terapia fotodindmica vem se aprimorando e demonstra potencial como
tratamento coadjuvante contra varios tipos de cancer, incluindo o de prostata por seu carater

minimamente invasivo. Ela permite a qualidade de vida do paciente pela baixa toxicidade sistémica
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em geral, apresentando baixos efeitos colaterais, recuperacao rapida e, principalmente, pode reduzir
a recidiva comum em outras formas de tratamento para o cancer de prostata (Salduttoet al. 2025) .

Além disso, estudos prévios utilizando fotossensibilizadores da mesma classe quimica do
Azure A reforgam o potencial da terapia fotodinamica no tratamento do cancer de prostata. Gomes
et al. (2023) avaliaram a terapia fotodindmica mediada por azul de metileno, uma fenotiazina, em
células tumorais de prostata da linhagem PC3. Eles observaram reduc¢ao significativa da viabilidade
celular e da capacidade migratdria das células tratadas. Esses resultados demonstram que corantes
fenotiazinicos apresentam potencial terapéutico promissor em células tumorais prostaticas,
incentivando a investigacao de outros compostos da mesma classe, como o Azure A.

Dessa forma, a novidade desse estudo ¢ notdéria, uma vez que o uso do Azure como
fotossensibilizador na terapia fotodindmica em células tumorais de prostata ainda ndo foi
investigado e, portanto, tem alta relevancia, uma vez que tem baixo custo, alto potencial foto

estimulante.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Analisar os efeitos do Azure A como fotossensibilizador na terapia fotodindmica em células

tumorais de prostata humana de linhagem PC3.

2.2 Objetivos Especificos
e Avaliar a viabilidade das células tumorais de prdstata humana (PC3) apds a terapia
fotodinamica
e Mensurar a imunomarcagao de vimentina por imunofluorescéncia;
e Analisar a citotoxicidade através da quantificagdo de morte celular por apoptose;

e Avaliar autofagia através da coloracdo com laranja de acridina.

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Cultura de células

Para esse estudo foi realizado o cultivo de células epiteliais tumorais de prostata humana de
linhagem PC3. As células foram cultivadas com o meio de cultura Eagle Modificado de Dulbecco
(DMEM) suplementado com soro fetal bovino a 10% e 1% de antibidtico
(penicilina/estreptomicina) volume/volume, sendo mantidas em atmosfera de 5% de CO: a 37°C. O

DMEM suplementado sera referido como DMEM completo.

3.2 Grupos Experimentais
As células foram cultivadas conforme topico anterior e separadas em grupos experimentais
seguindo a seguinte configuracao:
e Grupo controle (CT): células sem nenhum tipo de tratamento;
e Grupo Azure A (AA): células tratadas apenas com o fotossensibilizador;
e Grupo controle + luz (CT-LED): células tratadas somente com luz LED;

e Grupo Azure A + luz (AA-LED): células tratadas com fotossensibilizador associado a luz.

As células (AA e AA-LED) foram tratadas com o fotossensibilizador Azure A a 5puM
diluido em DMEM completo por 30 minutos. Apos esse periodo, o fotossensibilizador foi removido
e as células (AA-LED e CT-LED) foram irradiadas utilizando a luz LED vermelha (660~680nm)
em PBS e, apos a irradiagdo, o PBS foi substituido por DMEM completo. O grupo controle (CT)

recebeu apenas o meio DMEM. A fonte luminosa foi posicionada a 13 cm de altura das células, e as
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c€lulas foram irradiadas durante 5 minutos, com poténcia de 3,4mW, e a dose de energia que foi

administrada nas irradiacdes com a luz LED foi 1,6]/cm?.

3.3 Avaliacio da viabilidade celular através do ensaio de MTT

Para verificar se a terapia fotodinamica possui efeito na viabilidade celular, foram utilizadas
células tumorais de prostata humana de linhagem PC3. Para a escolha ideal de dose do
fotossensibilizador, foi realizado o teste de concentragdo em SuM, 10uM e 15uM. Para isso, as
células PC3 foram plaqueadas em placas de 96 pogos ( 10* células/poco) e separadas em grupos que
receberam o tratamento da mesma maneira citada anteriormente, recebendo as diferentes
concentracdes do fotossensibilizador diluido em DMEM completo. Apos 24hrs do tratamento, as
células foram incubadas com a solugdo de MTT com o kit MTT basedcelltiter 96 Aqueous Non-
RadioactiveCellProliferationAssay(MTT G4000, Promega, Madison, WI) na concentracdao de 1:6
(MTT:DMEM) por 3h. Foram separados 4 pocos sem células para o grupo branco, o qual havia
somente 0 DMSO com o reagente MTT. Apods esse periodo houve a remog¢do do meio com a
solugdo de MTT, e acrescentado DMSO para dilui¢do do Formazan. A placa foi imediatamente lida
para mensuragdo de absorbancia com a utilizag¢do de leitora de microplaca (Multiskan FC, Thermo
Scientific) pelo comprimento de onda de 565nm. A normalizacdo foi realizada subtraindo as

absorbancias de cada pogo dos grupos pela média de absorbancia do branco.

3.4 Avaliacio de autofagia

Para avaliar se a TFD possui efeito na autofagia, as células PC3 foram cultivadas em placas
de 6 pocos. Apds 24 horas dos tratamentos, as células ainda vivas foram incubadas com o corante
laranja de acridina previamente filtrado (Sigma Aldrich, Spug/mL por 10 minutos no escuro) para
marcacdo de vesiculas &cidas, que aparecem em fluorescéncia vermelha. As imagens foram
capturadas com o auxilio do microscopio invertido fluorescente (Microscopio Invertido Nikon Ti-S)
para ambos os filtros (vermelho para vesiculas acidas e verde para o DNA/RNA). A intensidade de
coloragdo foi detectada utilizando o software Image J através da ferramenta Threshold,
selecionando 5 imagens por poco, sendo 3 pogos por grupo. A intensidade de fluorescéncia

vermelha foi normalizada pelo nimero de células em cada imagem.

3.5 Imunofluorescéncia para vimentina e caspase 3 clivada
Para avaliar maiores efeitos da terapia fotodinamica nas células PC3, foi realizado ensaio de
imunofluorescéncia para vimentina e caspase-3 clivada. Para esse ensaio, as células foram

cultivadas em placas de 96 pogos seguindo os grupos e tratamento experimental descritos. Apos
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24hs dos tratamentos, as células foram fixadas com metanol 4% gelado por 20 minutos. Entdo, foi
realizado bloqueio de interacdes inespecificas utilizando albumina de soro bovino (BSA) a 5% em
Tampao Tris salino com Tween 20 (TBST) por 1H. Apos esse periodo, as células foram incubadas
overnight a 4°Ccom os anticorpos anti-vimentina (1:250 - sc-6260, camundongo - Santa Cruz
Biotechnology diluido em BSA 3%) e anti-caspase-3 clivada (1:250 - monoclonal, coelho -
CellSignaling Technology, 9664, Danvers, USA, diluido em BSA 3%). No outro dia, as células
foram lavadas delicadamente com TBST por trés vezes, sendo 5 minutos cada lavagem. As células
foram incubadas entdo por 1H com anticorpo secundario Alexa 594anti-coelho (1:500 - diluido em
BSA 3%) ou anti-camundongo (1:500 - diluido em BSA 3%) (ambos da Jackson Laboratories).
Para marcacao dos nucleos, foi utilizado DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) na concentracao de
lpug/mL em TBST por 10 minutos e as imagens foram obtidas utilizando o microscopio invertido
fluorescente (Microscopio Invertido Nikon Ti-S) com os filtros verde para vimentina e caspase-3
clivada e UV para visualizagdo de nucleos. A intensidade de marcagdo foi detectada utilizando o
software Image J através da ferramenta Threshold, selecionando 5 imagens por poco, sendo 5 pogos
por grupo para ambas as analises. A normalizagdo foi realizada pela razdo entre a intensidade de

marcagdo ¢ a quantidade de nucleos contados em cada campo.

3.6 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados obtidos foi avaliada com o auxilio do software JASP (Versao
0.97.1 - https://jasp-stats.org/). Os dados foram analisados quanto a distribuicdo normal usando o
teste de Shapiro-Wilk. As diferengas entre os grupos controles e tratados foram verificadas pelo
teste de andlise de variancia (ANOVA One Way) seguido do pos-teste Tukey, sendo considerado

significativo quando p< 0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 Terapia fotodinAmica reduz viabilidade das células PC3.

Foi realizado o ensaio de MTT testando as concentragdes de SuM, 10uM e 15uM. O efeito
do fotossensibilizador foi avaliado na presenga ou auséncia da luz. Foi verificado que o Azure A
causou redugdo de viabilidade, mesmo no escuro, nas concentragdes de 10uM e 15uM, enquanto
em SuM resultou na reducao somente quando associada a luz LED (Figuras 2 e 3). Portanto, foi
escolhida a concentragdo de SuM para a realizacdo dos demais ensaios.

O ensaio de MTT mostrou que a viabilidade de células do grupo tratado com o
fotossensibilizador e a presen¢a de luz diminuiu aproximadamente 38% em relacdo ao grupo
controle, sendo também estatisticamente diferente dos grupos tratados apenas com LED ou com

somente o fotossensibilizador (Figura 3).

Figura 2- Ensaio de MTT para determinacdo da viabilidade celular de células PC3
tratadas com diferentes concentracdes de Azure A, na presenca ou auséncia de luz LED.
Os dados representam as médias de absorbancia normalizadas pelo branco (DMSO). CT:
grupo controle; AA5, AA10 e AA15: células tratadas com Azure A nas concentracodes de 5,
10 e 15 uM, respectivamente: CT—-LED: grupo controle irradiado; AA5—LED, AA10—-LED e
AA15-LED: células tratadas com Azure A nas concentracdes de 5, 10 e 15 uM associadas
a irradiacao por LED. * p < 0,05 em comparag¢ao ao grupo controle.
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Figura 3- Grafico do teste MTT para viabilidade celular dos grupos CT, CT-LED, AA e AA-LED com a dose definida
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entre os grupos CT e CT-LED respectivamente.
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4.2 A marcac¢ao de vimentina demonstrou aumento no grupo AA-LED.

A vimentina ¢ um marcador de células mesenquimais ¢ ¢ usado para avaliar transicao
epitélio-mesenquimal em células tumorais. Assim, foi feita a imunofluorescéncia anti-vimentina
para analisar a agressividade das células PC3 na presenga ou auséncia de luz, e sendo tratadas ou
ndo com o fotossensibilizador. E notério o aumento de 50% no grupo tratado com a terapia
fotodindmica em relacdo ao grupo controle, notando também que houve aumento de 31% da

vimentina no grupo que foi apenas exposto a luz, em relagdo ao grupo controle.

Figura 4 — Imagens representativas e grafico obtido pela marcag¢do de vimentina dos grupos CT, CT-LED, AA e AA-
LED. As setas brancas apontam para a distribuicdo de vimentina no citoplasma das células cuja fluorescéncia ¢
vermelha. Nucleos estdo marcados em azul. *representa diferenca significativa entre os comparados, e ab representa
diferenca significativa com os grupos CT e CT-LED respectivamente.
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4.3 Terapia FotodinaAmica nao causou alteracio de caspase-3 clivada apos 24h.

A caspase-3 ¢ uma das caspases efetoras da via intrinseca da apoptose, sendo um importante
marcador para esse tipo de morte celular. Para avaliar se a terapia fotodinamica reduz a viabilidade
das células tumorais da préstata por intermédio da apoptose, foi realizado imunofluorescéncia para
caspase-3 clivada. A analise demonstrou que, embora ndo haja diferenga estatistica entre os grupos,

foi notado que a apoptose tende a ser maior no grupo AA-LED.

Figura 5- Imagens representativas e grafico obtido pela marcacdo da caspase 3 clivada dos grupos CT, CT-

LED, AA e AA-LED. As setas indicam células em apoptose.
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4.4 Aumento de vesiculas acidas causada pela terapia fotodinamica indica possivel morte
celular por autofagia.

O laranja de acridina ¢ um corante que se liga nos compartimentos acidos das células, exibe
fluorescéncia vermelha e ¢ usado como um indicador de autofagia. Como ndo houve aumento
significativo de apoptose no grupo tratado com terapia fotodindmica, foi realizada a marcagao das
células com o corante Laranja de acridina para verificar possivel ativagao de outras vias de morte
celular. A andlise demonstrou que houve aumento de 36% na marcacdo do grupo tratado no grupo
AA-LED em relagdo ao grupo controle na presenca de luz, indicando que a terapia desencadeou
autofagia nas células tumorais.

Figura 6- Imagens representativas e grafico obtido pela marcacéo de laranja de acridina dos grupos CT, CT-LED, AA

e AA-LED. As setas brancas apontam para a distribui¢do de laranja de acridina no citoplasma das células cuja
fluorescéncia ¢ vermelha. Nucleos estdo marcados verde. b representa diferenca significativa com o grupo CT-LED.
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5 DISCUSSAO

Essa investigacao demonstrou, com uso de MTT, uma reducao na viabilidade das células
PC3 no grupo AA-LED, indicando que a terapia fotodindmica foi capaz de controlar o crescimento
das células tumorais de prostata humana. Embora a terapia fotodindmica ja venha demonstrando
eficiéncia em células tumorais de prostata in vivo e in vitro com o uso de diferentes classes de
fotossensibilizadores (Mesquita et al., 2021; Kocaagaet al., 2023; Azadet al., 2025), em se tratando
do Azure A, esse ¢ o primeiro estudo que avaliou o seu uso como fotossensibilizador na terapia
fotodindmica em células tumorais de préstata. Ainda, é preciso notar que observamos que o Azure
A teve efeito citotoxico escuro na concentragao acima de 5 uM. De Souza et al (2021) também
demonstraram efeito citotoxico do Azure A em concentragao de 40 uM em tempo superior a 90
minutos. Dados semelhantes também foram encontrados por nosso grupo de pesquisa com o uso do
azul de metileno que teve efeito citotoxico escuro em células PC3 humanas (Gomes et al., 2023).

A vimentina ¢ um marcador tipico de malignidade tumoral pois € expressa no citoesqueleto,
e ¢ bastante comum na transi¢cdo epitélio mesenquimal das células de cancer, o que ¢ importante
pois nessa transi¢do as células ganham mobilidade e geralmente se tornam mais resistentes e
agressivas (Parvanian; Eriksson, 2025). Neste estudo, a imunofluorescéncia para vimentina
demonstrou aumento no grupo AA-LED, contudo, esse resultado ndo deve ser interpretado
isoladamente como indicativo de aumento da malignidade celular, uma vez que a expressdo de
vimentina pode estar associada a diferentes respostas celulares ao estresse, podendo estar associado
a outro tipo de comportamento celular (AUGUSTO, 2022). Ainda, a maior intensidade de
fluorescéncia da vimentina pode ser um reflexo de uma reorganizagdo dela em agregados no
citoplasma e ndo necessariamente um aumento na sua expressao.

Genez (2022) obtiveram resultados semelhantes aos nosso de vimentinafosforilada em
células de melanoma, e discutem que o aumento da vimentina pode ter sido causado por uma
resposta celular ao estresse causado pela propria terapia fotodindmica, ou até remodelacdo do
citoesqueleto para tentar reparar parte do dano causado nas células que se mantém vivas apos a
terapia. Dessa forma, considerando que o Azure A associado a terapia fotodindmica promove a
formacao de oxigénio singleto e o consequente estresse oxidativo, sugere-se que o aumento da
expressdo de vimentina observado neste estudo possa estar relacionado a mecanismos adaptativos
das células remanescentes frente ao dano celular induzido pelo tratamento. Nesse sentido, estudos
mostram que os filamentos intermedidrios do citoesqueleto sao extremamente sensiveis ao estresse
oxidativo e sob condicdes de estresse, a vimentina sofre reorganizacdo com intenso agrupamento e
agregacdo justanuclear (Monicoet al., 2019). O significado biologico dessa reorganizacao

citoesquelética ainda ¢ incerta, mas acredita-se que possa atuar como mediadora do dano celular
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como também como um mecanismo de defesa. Assim, nossos dados apontam a resposta da
vimentina como um indicador do estresse oxidativo e dano celular, e destaca a terapia fotodinamica
baseada no Azure A como um aliado no controle de cé¢lulas tumorais de prostata.

Como a terapia fotodindmica foi capaz de reduzir a viabilidade das células PC3, decidimos
avaliar a morte celular para entender melhor qual via ¢ desencadeada pelo Azure A nessa terapia.
Assim, foi analisado principalmente o estimulo a apoptose, que ¢ desencadeada por meio da
ativagdo da cascata de ativagdo de caspases, sendo a caspase-3 a que tem papel executor
fundamental dessa via (Kessel et al, 2006). No presente estudo, ndo foi observado aumento
significativo de apoptose no grupo submetido a terapia fotodindmica, sugerindo que essa via de
morte celular ndo foi o principal mecanismo responsavel pela redugao da viabilidade celular
observada. Dos Santos et al (2017) também demonstraram que a apoptose ndo ¢ a principal via de
morte celular desencadeada pela terapia fotodindmica baseada no azul de metileno em células
tumorais de mama. Dados da literatura de outros estudos com terapia fotodindmica mostram que as
espécies reativas podem burlar mecanismos de resisténcia canonicos, ativando outros tipos de morte
celular além da apoptose, podendo até¢ em alguns casos obter melhor resultado imunologico
antitumoral e aumentar a eficiéncia do tratamento. Dessa forma, os resultados obtidos sugerem a
possivel participagdo de vias alternativas de morte celular regulada além da apoptose, sendo
necessarios estudos complementares para a elucidagdo dos mecanismos envolvidos na resposta ao
tratamento (Matsuyama et al., 2022).

O laranja de acridina € um corante cationico usado para marcar compartimentos acidos nas
células, tais como lisossomos e autolisossomos, que fluorescem em laranja/vermelho na
microscopia de fluorescéncia (Moriyamaet al., 1982). Com base nessa caracteristica, esse corante
também tem sido usado como marcador de autofagia em células que ndo sdo naturalmente
fagociticas (Thome et al., 2016). Ashrafizadehet al. (2022) demonstraram aumento da marcacao de
vesiculas acidas em células PC3 submetidas a diferentes tratamentos, associando esse fendmeno a
ativacdo da autofagia. Os nossos dados mostram que houve aumento de vesiculas 4dcidas marcadas
com laranja de acridina no grupo tratado com a terapia fotodinamica. Gomes et al. (2023) também
observaram aumento de vesiculas acidas e da expressao de LC3 em células PC3 submetidas a
terapia fotodindmica mediada por azul de metileno. Além disso, os autores ndo identificaram
aumento significativo de marcadores apoptoticos, mas verificaram maior expressdao de p-MLKL,
marcador associado a necroptose. Em conjunto, esses achados sugerem que a reducdo da
viabilidade celular observada no presente estudo pode estar relacionada nao apenas a apoptose, mas
também a ativacdo de mecanismos autofagicos e de vias alternativas de morte celular regulada,

como a necroptose.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que a terapia fotodindmica mediada por Azure A foi capaz de reduzir a
viabilidade de células tumorais de prostata humana da linhagem PC3, além de promover aumento
da formacdo de vesiculas 4cidas e alteragdes na expressdo de vimentina. Os resultados obtidos
sugerem que a reducdo da viabilidade celular ndo esta associada predominantemente a apoptose,
indicando o possivel envolvimento de outras vias de morte celular regulada, como autofagia e
necroptose. Ainda, as células que se mantém vivas apresentam resposta ao estresse celular com a
reorganizacdo do citoesqueleto. Isso indica que a terapia, além de desencadear morte celular
imediata, também causa disturbios nas células remanescentes que poderdao entrar em via de morte
celular em um segundo momento. Dessa forma, os achados refor¢am o potencial uso do Azure A
como fotossensibilizador para terapia fotodindmica, de maneira inédita o seu uso para o controle do
cancer de prostata, ¢ demonstram a necessidade de estudos complementares para elucidar os

mecanismos moleculares envolvidos na resposta celular observada.
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