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Resumo

Introdugéo. O cancer de mama foi o segundo tipo mais incidente em 2022, com aproximadamente 2,3
milhdes de novos casos, representando 11% de todos os diagnésticos no mundo. Objetivos. Analisar
parametros celulares e metabdlicos em esferoides da linhagem MDA-MB 468 apoés terapia fotodinamica
(PDT) com Aluminio ftalocianina Tetrasulfonada (AIPcS(1) LED (660 nm). Metodologia. Células MDA-
MB 468 cultivadas em meio L-15 formaram esferoides 3D em placas de 12 pogos (1,6 x 10°
células/poco), divididos em quatro grupos: controle; AIPcS(; LED e PDT (AIPcS[1 + LED). A viabilidade
foi avaliada por resazurina (5%) e da HSP27 por microscopia confocal. Resultados. Considerando o
controle como 100%, a atividade metabdlica foi de 90% (LED), 85% (AIPcS(1) e 80% (PDT). O anticorpo
confirmou a presenga da proteina HSP27. Conclusédo. A PDT reduziu a viabilidade celular em 20% e
aumentou o numero de proteinas HSP27 ativadas, evidenciando potencial promissor no tratamento.
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Introdugao

O cancer de mama é a neoplasia maligna mais frequente entre mulheres, correspondendo a 23%
dos casos e cerca de 17% das mortes por cancer na populagédo feminina. Em 2022, estimaram-se 2,3
milhdes de novos casos e aproximadamente 666 mil dbitos, ocupando a primeira posicdo em incidéncia
em 157 paises e liderando os indices de mortalidade por cancer em 112 deles. Diante desse cenario,
torna-se essencial a realizagédo de estudos que explorem novos recursos terapéuticos, sobretudo para
0 cancer de mama triplo-negativo, que apresenta comportamento mais agressivo e limitado arsenal
terapéutico. Nesse contexto, a linhagem MDA-MB-468 & amplamente utilizada como modelo
experimental por refletir caracteristicas desse subtipo tumoral, incluindo elevada taxa de proliferacéo e
potencial metastatico. Estudos demonstram que variantes dessa linhagem podem produzir metastases
extensas em linfonodos apds injecdo em modelos murinos e apresentam maior expressdo de
osteopontina, fatores associados a sua agressividade e relevancia em pesquisas pré-clinicas (BRAY
et al., 2022; CHAMBERS et al., 2005).

A terapia fotodindmica (PDT) € uma modalidade emergente e menos invasiva, que tem se destacado
no tratamento de diversos tipos de cancer, incluindo o de mama, por utilizar um fotossensibilizador, luz
em comprimento de onda especifico e oxigénio molecular. Apds a ativagdo luminosa, o
fotossensibilizador gera espécies reativas de oxigénio, como oxigénio singlete, promovendo morte
celular direta, danos vasculares e ativagao de respostas imunes, com seletividade para tecidos tumorais
devido a caracteristicas como vasculatura permeavel, pH acido e drenagem linfatica deficiente
(Triesscheijn et al., 2006; Hu et al., 2015; Kim e Chang, 2023). Apesar dos avangos, ainda sao escassos
os estudos que exploram o efeito da PDT em conjunto com a ftalocianina tetrasulfonada em modelos
tridimensionais de cancer de mama, especialmente na linhagem MDA-MB-468, que reproduz de forma
mais fiel a complexidade estrutural e o comportamento agressivo do tumor in vivo, reforgando a
necessidade de investigagdes que considerem essas caracteristicas. Nesse contexto, Hu et al. (2015)
demonstraram que o uso da ftalocianina tetrasulfonada de aluminio (AIPcS[1) associada a
nanoparticulas em células MDA-MB-231 resultou em elevada geracao de espécies reativas de oxigénio
e destruicdo de aproximadamente 85% das células apds irradiacdo, evidenciando o potencial
terapéutico da técnica e fortalecendo a importancia de estudos futuros em modelos tridimensionais da
linhagem MDA-MB-468.

No contexto do presente estudo, a deteccdo de HSP27 apds a aplicacdo da terapia fotodinamica
(PDT) sugere que as células tumorais ativaram mecanismos de defesa frente ao estresse oxidativo
gerado, especialmente pelo aumento de oxigénio singlete, refletindo a importancia dessa proteina na
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manuteng¢do da homeostase redox intracelular (Arrigo et al., 2005; Mehlen et al., 1997). A HSP27 ¢é
uma pequena proteina de choque térmico que atua como chaperona molecular, modulando a resposta
celular ao estresse oxidativo por meio da manutengdo da glutationa em sua forma reduzida, da
regulacao de enzimas como a glicose-6-fosfato desidrogenase e a glutationa redutase e da diminuigéao
do acumulo intracelular de ferro, catalisador de radicais hidroxila. Sua fungao protetora depende da
formacao de agregados oligoméricos, cuja estrutura é influenciada pela fosforilagdo de residuos de
serina; apenas 0s grandes agregados sao capazes de modular espécies reativas de oxigénio e
glutationa, conferindo protecdo contra apoptose induzida por estimulos como TNFa (Mehlen et al.,
1997). Dessa forma, o aumento observado de HSP27 em células submetidas a PDT pode refletir a
ativacdo de mecanismos de defesa celular, reforgando a relevancia de investigar sua regulagdo em
contextos terapéuticos.

Dessa forma, avaliar os efeitos da terapia fotodinadmica utilizando a ftalocianina tetrasulfonada de
aluminio (AIPcS1J) associada a ativagao por LED em esferoides tridimensionais da linhagem MDA-MB-
468, considerando tanto a viabilidade celular quanto a expressédo da HSP27, torna-se fundamental para
compreender os mecanismos celulares de resposta ao estresse oxidativo induzido pelo oxigénio
singlete.. Este estudo busca contribuir para a caracterizagdo da eficacia da PDTem modelos mais
préximos da complexidade tumoral in vivo, fornecendo informagdes sobre a interagdo entre
fotossensibilizadores e vias de defesa celular, e assim fornecer subsidios para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas mais eficientes contra o cancer de mama triplo-negativo.

Metodologia

As células MDA-MB-468 cultivadas no laboratério de cultura celular, do IP&D, da UNIVAP foram
cultivadas em meio L-15 suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antimicotico,
mantidas em garrafas de cultura, com trocas de meio realizadas as segundas, quartas e sextas-feiras,
até atingir confluéncia adequada. Para a formagao dos esferoides, utilizaram-se placas de 24 pogos
contendo moldes de agarose, com cinco moldes por placa. Cada molde foi incubado trés vezes com
troca de meio para equilibrar o pH da agarose.

Para formacédo dos esferoides as células cultivadas em garrafas de cultura de 25 cm? foram
ressuspensas utilizando 3 mL de tripsina, transferidas para tubos de 15 mL e neutralizadas com a
mesma quantidade de meio de cultura. As células foram entdo centrifugadas, o sobrenadante
descartado e o pellet ressuspendido em 2 mL de meio. Uma aliquota de 25 uL foi utilizada para
contagem celular em citbmetro baseado em imagem Tali. A suspenséo foi completada com meio até
atingir 2,0 mL, permitindo a distribuicao de 200 uL por pogo, correspondente a uma concentragao final
de 1,70 x 10° células/pogo (8,49 x 10° células/mL) contadas pelo TALI™ Image-Based Cytometer
Invitrogen™ (ThermoFischer Scientific- Waltham, Massachusetts, EUA).

Apds uma semana de cultivo, os esferoides foram incubados com 5% de AIPcS[] em solugéo de
10% de AIPcS[] em PBS por 1 hora, seguida de lavagem com PBS e adigdo de meio de cultura. Foram
estabelecidos quatro grupos experimentais: (i) grupo escuro, com dois pogos contendo AIPcS(] que
nao foram submetidos a irradiagao; (ii) grupo controle, com trés pogos sem tratamento; (iii) grupo PDT,
com dois pogos contendo AIPcST] que foram submetidos a irradiagao; e (iv) grupo LED, servindo como
controle do PDT, irradiado sem AIPcSLI. A irradiacéo foi realizada com LED de 660 nm por 1,45 minutos
pela biotable biopdi irrad-Led5 660, do laboratério Photobios, do IP&D, da UNIVAP. No dia seguinte,
foi realizado a avaliacdo metabdlica com resazurina a 100%, incubando os esferoides por 1 hora, em
seguida o sobrenadante foi transferido para placas separadas para avaliagdo da atividade metabdlica
por absorbancia e fluorescéncia.

Posteriormente, os esferoides foram fixados em paraformaldeido 4% e permeabilizados com 1,6 pL
de Triton X-100 para permitir a penetragao do anticorpo. Em seguida, foram incubados com anticorpo
anti-HSP27 produzido em coelho (Sigma-Aldrich) por 24 horas. No dia seguinte, houve marcacao de
nucleo com DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) das células pré-marcadas com HSP27. Os esferoides
foram analisados por microscépio confocal usando diferentes filtros: N2.1/verde (excitagdo BP 515-560
nm), L5/azul (excitagcdo BP 480/40 nm) e D/UV+violeta (excitagdo BP 355-425 nm), demonstrando
elevada atividade nos esferoides submetidos a PDT em comparagao aos controles nao irradiados.

Resultados
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A andlise da atividade metabdlica revelou diferencas significativas entre os grupos experimentais.
Considerando o grupo controle (escuro) como referéncia (100% de atividade metabdlica), o grupo LED
(claro) apresentou 90% de atividade metabdlica, o grupo tratado apenas com AlPcS[1 apresentou 85%
(Ftalo), e o grupo PDT (AIPcS[] + LED) apresentou a menor atividade metabdlica, com 80%, indicando
que a combinagdao do fotossensibilizante com irradiagdo promoveu maior redugdao da atividade
metabdlica das células MDA-MB-468.

Figura 1- Grafico demonstrando redugéo na atividade metabdlica celular p6s-PDT com resazurina
da marca Alamar Blue, P<0,05 utilizando teste estétistico de Brown-Forsythe.
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Fonte: O autor (2025).
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Figura 2- Avaliacao de HSP27 com 4 grupos por 4 filtros (célula, AIPcST], HSP27 e jungéo tripla
dos filtros) com seta indicando o aumento na atividade proteica da HSP27 no PDT.

DAPI HSP27 Ftalo MERGE

Contole
Escuro

AlPcS,

Controle
Claro

PDT

Fonte: O autor (2025).

Observou-se aumento da atividade de HSP27 nos esferoides submetidos a PDT em comparagéo
aos grupos controle e LED, indicado pela seta na figura 2 analise, sugerindo a ativagdo de mecanismos
de defesa celular frente ao estresse oxidativo induzido pelas espécies reativas de oxigénio gerado
durante a terapia. A microscopia confocal evidenciou marcagao mais intensa da proteina nos esferoides
PDT, corroborando o papel protetor da HSP27.

Esses resultados indicam que houve redugédo da viabilidade celular, e que a presenga da HSP27 reflete
a tentativa das células tumorais de se defenderem contra o estresse oxidativo, reforgando a relevancia de
estudos adicionais com aumento nas concentragdes para otimizar parametros terapéuticos e compreender
melhor a resposta celular em modelos tridimensionais de cancer de mama.

Discussao

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que a terapia fotodinamica (PDT) com AlPcS[]
reduziu a atividade metabdlica dos esferoides MDA-MB-468, promoveu aumento da proteina HSP27.
Esses achados corroboram o papel da PDT na indugdo de estresse oxidativo e na ativagcao de
mecanismos adaptativos de defesa celular, uma vez que espécies reativas de oxigénio (ERO) geradas
durante o processo desencadeiam respostas como a ativagao de chaperonas moleculares (Castano et
al., 2006; Agostinis et al., 2011).

Estudos prévios com PDT mediada por azul de metileno (MB-PDT) a 640 nm e 4,5 J/cm?
demonstraram que o tratamento induz morte celular significativa em células tumorais, enquanto células
ndo malignas exibem maior resisténcia. Além disso, a MB-PDT promove autofagia com efeitos
dependentes do tipo celular, resultando em citoprote¢ao em MDA-MB-231 e MCF-10A, ou morte celular
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em MCF-7. Em modelos tridimensionais, a seletividade do acumulo de ERO sobre células tumorais foi
ainda mais evidente, sugerindo maior acimulo de ERO nos tecidos neoplasicos. Esses achados
fornecem um contexto importante para os resultados observados com AIPcS(], reforgando que a PDT
pode reduzir a viabilidade de células tumorais enquanto induz respostas de defesa adaptativa.

A proteina de choque térmico 27 (Hsp27) desempenha papel protetor significativo contra apoptose
induzida por radiagdo em células tumorais. Aloy et al. (2008) mostraram que linhagens Jurkat
transfectadas com cDNA de Hsp27 apresentaram reducdo de 50% na apoptose 48 horas apds
irradiagao, efeito associado ao aumento do glutationa, retardamento da detoxificagao de ERO, atraso
no colapso mitocondrial e modulagao da ativagdo de caspases. Esses achados indicam que a Hsp27
confere resisténcia celular a estresses oxidativos e tratamentos citotoxicos, sugerindo a ativagdo da
proteina e isso pode determinar a sensibilidade ou resisténcia de tumores a radioterapia e,
possivelmente, a PDT.

Dessa forma, os dados deste estudo indicam que, embora a PDT com AIPcS[ tenha reduzido
significativamente a atividade metabdlica dos esferoides de cancer de mama triplo-negativo, as células
ativaram mecanismos adaptativos de defesa mediados pela HSP27. Esses resultados destacam a
relevancia de investigar estratégias combinatérias capazes de inibir respostas protetoras das células
tumorais, como a HSP27, potencializando a eficacia da PDT e abrindo perspectivas para tratamentos
mais eficientes em tumores resistentes.

Conclusao

A terapia fotodinamica (PDT) combinada com o fotossensibilizandor AIPcS[] reduziu a atividade
metabdlica dos esferoides MDA-MB-468, demonstrando agdo no modelo tridimensional de cancer de mama
triplo-negativo. O aumento da atividade metabdlica da proteina HSP27 nos esferoides submetidos a PDT
evidencia que as células ativaram mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo induzido pelas ERO,
confirmando a capacidade da terapia de gerar respostas celulares significativas. Estes achados reforgam o
potencial da PDT como estratégia terapéutica promissora e indicam a necessidade de investigagdes
adicionais para otimizar pardmetros de tratamento e compreender melhor a regulagéo de proteinas de
choque térmico em modelos tridimensionais de cancer.
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