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PG125
Ensaio de MTT múltiplo na análise de morte reprodutiva por
fotobiomodulação combinada à radioterapia em células endo-
teliais

COSTA, C.1; FARIA, C.1; BAGNATO, V. S.1

camilla.santos.costa@usp.br

1Instituto de Física de São Carlos - USP

A radioterapia (RT) é um tratamento padrão no tratamento de câncer, utilizada há mais de um século.
Ela consiste na irradiação do tecido tumoral com radiação ionizante, capaz de causar dano às células
principalmente por meio da quebra de ligações no DNA através da formação de espécies reativas de
oxigênio (ROS). Esses efeitos, quando não reparados, provocam morte celular. (1) A sensibilidade
celular frente à radiação ionizante relaciona-se à fase do ciclo celular, capacidade de reparo do DNA e
oxigenação do tecido. Nesse contexto, a hipóxia tumoral é um fator importante na eficácia do método,
uma vez que tumores bem vascularizados e com altas taxas de perfusão são mais suscetíveis à radiação
ionizante. A terapia por fotobiomodulação (PBMT), por sua vez, consiste na iluminação de tecidos por
luz, geralmente na faixa do vermelho e infravermelho próximo, capaz de ativar vias de sinalização com
consequentes: aumento da síntese de ATP, geração de ROS, aumento da proliferação celular, redução da
inflamação e aumento da oxigenação tecidual. (2) Tais efeitos relacionam-se a sensibilização tumoral à
radiação ionizante. Existem evidências de que a PBMT é capaz de potencializar os efeitos da RT, apesar
dos mecanismos não estarem completamente elucidados. Portanto, esse projeto se baseia na hipótese
de que a combinação das técnicas pode alterar o microambiente do tumor, interferindo na resposta à
radioterapia e tem o objetivo de analisar os efeitos da PBMT na vascularização tumoral. Para isso, foram
realizados experimentos in vitro, com células endoteliais (HUVEC - EA.hy926). O ensaio clonogênico
é o mais indicado para analisar a morte reprodutiva de células após a irradiação, mas não é sempre
factível, uma vez que a formação de colônias pode não ocorrer. As células EA.hy926 são uma linhagem
cooperativa e tendem a morrer quando em baixas densidades. (3) Então, após testes preliminares onde
se observou a não adequação do ensaio clonogênico, os efeitos proliferativos do tratamento proposto
foram analisados pelo ensaio colorimétrico MTT, no qual, quanto maior o número de células viáveis,
maior o sinal de absorbância. Para associar o número de células ao sinal de absorbância, foi obtida
uma curva de calibração, para cada tempo de incubação do MTT: 30 min e 2h, R2 = 0,99356 (fit
polinômio de ordem 3) e R2 = 0,99594 (fit linear), respectivamente. Essas curvas mostraram que a
incubação de 2h é mais apropriada, uma vez que apresenta comportamento linear. Foram realizados
dois experimentos independentes combinando PBMT e RT, com intervalo de 24h, com 780nm-5J/cm2

e 5.0Gy, respectivamente. A partir da absorbância foi determinado o número de células médio para os
grupos controle, PBMT, RT e PBMT-RT entre 50h e 296h. Observou-se que os grupos começaram
a mostrar respostas diferentes a partir de 146h. Em 296h, o grupo PBMT apresentou leve acréscimo
em relação ao controle ( 8%) e a dose utilizada reduziu a proliferação dos grupos tratados com RT em
21%, sem diferença entre os grupos RT e PBMT-RT. Na sequência, serão realizados experimentos de
protocolo fracionado, com 3 sessões alternadas de PBMT e RT.
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