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Resumo - A terapia fotodinamica (TFD) é uma modalidade de tratamento de tumores malignos que tem como
base a combinagdo de um composto fotossensibilizante e luz com um comprimento de onda apropriado
(Dougherty, et al. 1998; Oleinick & Evans, 1998). A descoberta de que a TFD pode levar a uma resposta
apoptodtica em células malignas forneceu justificativa para a extensa eficicia observada. Esse trabalho tem por
finalidade avaliar o processo de morte celular por apoptose apdés TFD em células de carcinoma humano.
Cultura de células Hep-2 foram incubadas por 1 hora com o fotossensibilizante Cloroaluminio Ftalocianina
lipossomal 5uM, retirado o fotossensibilizante as células foram submetidas a irradiacdo com laser diodo
Thera Lase A=670nm, 4.5J/cm’, 45 mW/cm®>. Posterior a irradiacdo, as células foram incubadas por 30
minutos, 1, 4, 12, 24 horas para a marcagao de fluorescéncia e 24 e 48 horas para a avaliagdo da viabilidade
celular. Apds a incubagdo foi realizado o ensaio de MTT, e marcagdes de caspase-6 e caspase-3 com as
sondas fluorescentes DEVD-amc e VEID-amc. Os niveis de ATP foram medidos com ensaio da Luciferin-
Luciferase. Os resultados do ensaio de MTT demonstraram uma diminuicdo da viabilidade celular apos a
TFD utilizando CIAIPc lipossomal apresentando uma DL de 70% mesmo em baixa concentragdo. A marcagio
das caspases revelou a presenca destas apenas em células que sofreram TFD, foram observadas logo apos 4
horas de tratamento, ocorrendo um declinio com o passar do tempo. Foi detectada a presenca de ATP 24
horas pds TFD ao redor do nucleo além da presenga de células sem marcagdo indicando uma apoptose tardia.

Introducio proteinas do citosol que na presenca de ATP ativa
a caspase-9 que por sua vez ativa as caspases

A terapia fotodindmica é uma modalidade de executoras (caspase-3, caspase-6 ¢ caspase-7)

tratamento de tumores malignos que tem como
base a combinagdo de um  composto
fotossensibilizante e luz com um comprimento de
onda apropriado (1,2). A descoberta de que a TFD
pode levar a uma resposta apoptdtica em células
malignas forneceu justificativa para a extensa
eficacia observada.

A apoptose ¢ um suicidio celular em resposta a
estimulos fisicos, drogas, toxinas e agressdes
fisicas (3,4), além de ser coordenada por proteinas
codificadas pelo genoma do hospedeiro (5,6). O
mecanismo de ativagdo da apoptose é especifico e
envolve a familia de proteases denominadas
caspases (7), que estdo presentes no citosol sob a
forma de pro-caspases inativas (8). A ativagdo das
caspases depende da liberagdo do citocromo-c
pela mitocondria, essa substincia liga-se a duas

responsaveis pela apoptose (9). Sendo assim a
apoptose ¢ um processo ativo dependente de
energia, pelo menos nas fases iniciais, ja que o
ATP tem se mostrado critico para alguns eventos
apoptoticos incluindo a ativagdo da pro-caspase-3
e 6(10,11).

Materiais e métodos

Cultura de células Hep-2 (carcinoma de laringe
humana) foram incubadas por 1 hora com o
fotossensibilizante Cloroaluminio Ftalocianina
lipossomal (5uM) .

Apés a incubagdo as células foram lavadas 2x
com PBS e submetidas a irradiagdo com laser
diodo Thera Lasel =670nm, 4.5J/cm2, 45
mW/cm?.
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Ensaio de viabilidade cel ular apés PDT — Apos a
irradiagdo as culturas foram reincubadas por uma
periodo de 24 e 48 horas. Posterior a incubagdo
foi adicionado & cada pogo Img/mL de MTT[3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide; Sigma], suavemente agitado
e incubado por 1h a 37° no escuro. Apds o periodo
de incubagdo retirou-se a solu¢do de MTT nao
transformado e adicionou-se DMSO, tendo sido a
placa agitada vigorosamente de 10-20 minutos.
Foi entdo feita a medida da densidade Optica em
leitor de ELISA (D.O =570 nm).

Caspases - ApoOs incuba¢do das células pos
irradiacdo, lavar as mesmas com PBS para a
remoc¢do do meio de cultura com soro. Preparar
solugdo de PBS/Albumina com 0,5% de Tween 20
(ndo agitar muito, pois pode formar espuma,
misturar suavemente), e incubar com as células
por 15 minutos, a temperatura ambiente. Remover
a solucao, lavar com PBS 1x e incubar com a
solugdo de DEVD-amc e VEID-amc (previamente
preparada da seguinte forma- 8uL das caspases,
40 pL de HEPES, 10 uL de NaCl, 10 uL de DTT
e 132 puL de PBS) incubar por 120 minutos a
37 C. ao término deste tempo lavar com PBS fixar
as células em PA 4% em PBS por 20 minutos,
lavar com PBS para remog¢do do fixador. As
laminas foram montadas utilizando-se n-propil-
galato e vedadas com esmalte incolor. Foram
feitas  fotomicrografias do  material em
microscopio de epifluorescéncia modelo Leica
DMLB com sistema fotografico Leica MPS-30.

Os niveis de ATP foram medidos com
ensaio da Luciferin-Luciferase (10pL/mL).
Os efeitos da LDy, das doses de TFD nos
niveis de ATP foram determinados 60
minutos apos a irradiaggo.

Resultados e discussao

Observa-se uma sensivel reducdo da
viabilidade celular apos TFD.

Os indices de viabilidade variaram entre 30 e
26% apoOs 24 e 48 horas respectivamente
(Graficol), entretanto mantendo uma dose
letal (DL) de 70%, resultado esperado por
esse tipo de tratamento como descrito por
Kessel e Luo 1999.
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Grafico 1: Viabilidade celular ap6s TFD
ultilizando ClAIPc lipossomal nos tempos de
24 e 48hs.

Experimentos anteriores utilizado a Zinco
Ftalocianina (ZnPc) e a Ftalocianina
Cloroalumineo Tetrasulfonada (AlPcS,)
demonstraram que a ClAlPc lipossomal
apresenta um baixo poder de
fotossensibilizagao, porém quando
encapsulada em lipossomos a uma baixa
concentragdo tem esse potencial otimizado,
frente a outras ftalocianinas.

Na avaliacdo da presenga de ATP durante o
processo de apoptose pés TFD as células
apresentaram marcacdes ao redor do ntcleo
apoés 24h, com auséncia de marcagdo em
algumas células, um indicativo de apoptose
tardia.

A andlise das células tratadas com
marcadores para caspases 3 e 6, revelou a
presenca destas proteinas somente em células
que sofreram TFD. Estas proteinas
indicadoras de apoptose foram detectadas
logo apos 4 horas de tratamento, ocorrendo um
declinio com o passar do tempo.

A ClAlIPc lipossomal se mostrou agressiva
ocasionando danos estruturais consideraveis nas
células apds 4 horas mesmo com a administracdo
de uma baixa concentragdo (5uM).
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