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PG125

Ensaio de MTT maultiplo na analise de morte reprodutiva por
fotobiomodulacdo combinada a radioterapia em células endo-
teliais

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

camilla.santos.costa@usp.br

Hnstituto de Fisica de Sao Carlos - USP

A radioterapia (RT) é um tratamento padrdo no tratamento de cancer, utilizada ha mais de um século.
Ela consiste na irradiacdo do tecido tumoral com radiacdo ionizante, capaz de causar dano as células
principalmente por meio da quebra de ligacdes no DNA através da formacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Esses efeitos, quando ndo reparados, provocam morte celular. (1) A sensibilidade
celular frente a radiacdo ionizante relaciona-se a fase do ciclo celular, capacidade de reparo do DNA e
oxigenacdo do tecido. Nesse contexto, a hipéxia tumoral é um fator importante na eficacia do método,
uma vez que tumores bem vascularizados e com altas taxas de perfusdo s3o mais suscetiveis a radiac3o
ionizante. A terapia por fotobiomodulagdo (PBMT), por sua vez, consiste na iluminagdo de tecidos por
luz, geralmente na faixa do vermelho e infravermelho préximo, capaz de ativar vias de sinalizagdo com
consequentes: aumento da sintese de ATP, geracdo de ROS, aumento da proliferacdo celular, reducio da
inflamacdo e aumento da oxigenac3o tecidual. (2) Tais efeitos relacionam-se a sensibilizacdo tumoral a
radiacdo ionizante. Existem evidéncias de que a PBMT é capaz de potencializar os efeitos da RT, apesar
dos mecanismos ndo estarem completamente elucidados. Portanto, esse projeto se baseia na hipotese
de que a combinacio das técnicas pode alterar o microambiente do tumor, interferindo na resposta a
radioterapia e tem o objetivo de analisar os efeitos da PBMT na vascularizacdo tumoral. Para isso, foram
realizados experimentos in vitro, com células endoteliais (HUVEC - EA.hy926). O ensaio clonogénico
é o mais indicado para analisar a morte reprodutiva de células apés a irradiacdo, mas ndo é sempre
factivel, uma vez que a formac3o de col6nias pode n3o ocorrer. As células EA.hy926 s3o uma linhagem
cooperativa e tendem a morrer quando em baixas densidades. (3) Ent3o, ap6s testes preliminares onde
se observou a n3o adequacdo do ensaio clonogénico, os efeitos proliferativos do tratamento proposto
foram analisados pelo ensaio colorimétrico MTT, no qual, quanto maior o nimero de células viaveis,
maior o sinal de absorbancia. Para associar o niumero de células ao sinal de absorbancia, foi obtida
uma curva de calibragdo, para cada tempo de incuba¢do do MTT: 30 min e 2h, R? = 0,99356 (fit
polindmio de ordem 3) e R = 0,99594 (fit linear), respectivamente. Essas curvas mostraram que a
incubacdo 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/cm?
e 5.0Gy, respectivamente. A partir da absorbancia foi determinado o nimero de células médio para os
grupos controle, PBMT, RT e PBMT-RT entre 50h e 296h. Observou-se que os grupos comegaram
a mostrar respostas diferentes a partir de 146h. Em 296h, o grupo PBMT apresentou leve acréscimo
em relagdo ao controle ( 8%) e a dose utilizada reduziu a proliferagdo dos grupos tratados com RT em
21%, sem diferenca entre os grupos RT e PBMT-RT. Na sequéncia, serdo realizados experimentos de
protocolo fracionado, com 3 sessdes alternadas de PBMT e RT.
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