LOCALIZACAO SUBCELULAR DA ZnPcBrg EM CULTURA DE CELULAS L929
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Resumo- Terapia Fotodinamica requer a presenca de um agente fotossensibilizante, uma fonte de luz e
oxigénio molecular. O fotossensibilizante absorve energia da luz e induz a produgao de espécies reativas de
oxigénio entre a natureza tumoral, gerando uma cascata de eventos que mata a célula tumoral. As células
L929 foram cultivadas como de rotina e incubadas com a Zinco Ftalocianina Octa-bromada (ZnPcBrg), uma
nova ftalocianina hidrofilica, por 1 hora nas concentragdes 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5 ou 10uM. Apds incubagao, as
células foram analisadas através da técnica de Microscopia de Fluorescéncia. Os resultados demonstram
que ZnPcBrg esta localizada na regido perinuclear apds incubacao de 1 hora em cultura de células L929.
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Introducéo

Terapia Fotodindmica (TFD) € um tratamento
alternativo para o cancer e outras condigbes
médicas (CAUCHON et al., 2005), a qual requer a
presenca de um agente fotossensibilizante, uma
fonte de luz e oxigénio molecular (FERREIRA et
al., 2004; ZHU et al., 2005).

Novos fotossensibilizantes de segunda geragéo
vém sendo testados (SCHASTAK et al.,, 2005).
Entre eles, as ftalocianinas sdo as mais
promissoras, demonstrando excelente localizagao
tumoral e alta eficiéncia fotodindmica (FERREIRA
et al., 2004; CEBURKOV; GOLLNICK, 2000).
Estes fotossensibilizantes reinem uma vasta
classe de componentes com alto coeficiente de
excitagdo, geralmente na regido vermelha do
espectro (630-750nm) (ALLISON et al., 2004).

O mecanismo de citotoxicidade da TFD
depende fortemente do tipo celular, do
fotossensibilizante empregado e de sua
localizagéo subcelular (GREBENOVA et al., 2003).
Varias organelas celulares podem ser postuladas
como alvo para a TFD, entre elas, a membrana
plasmatica, nucleo, mitocdndria, golgi, reticulo
endoplasmatico, lisossomos e estrutura
citoesquelética. Estas sdo as organelas mais
susceptiveis para o processo de oxidacido foto-
induzida (FERREIRA et al., 2004), junto com a
vasculatura tumoral (DOUGHERTY et al., 1998,
KOLAROVA et al., 2003, KOLAROVA et al., 2005,
FERREIRA et al., 2004).

O objetivo do presente trabalho foi investigar a
localizagdo subcelular da ZnPcBrg em cultura de
células L929.

Materiais e Métodos

Fotossensibilizante: Zinco Ftalocianina Octa-
bromada (ZnPcBrg) foi desenvolvida pelo Grupo de
Pesquisa do Laboratério de Sintese Organica —
IP&D — UNIVAP. A solucédo estoque foi diluida a
uma concentracao final de 1mM em DMSO estéril
(dimetil sulfoxido), esterilizada por filtragao através
de membrana Millipore (0.22um - Millipore,
Bedford, MA, USA) e estocada no escuro a 4°C.

Cultura de células: Tecido conjuntivo de rato
(Clone L929) (ATCC CCL-1 NCTC) (adquiridas do
Laboratdrio de Cultura de Células - Instituto Adolfo
Lutz - Sdo Paulo, SP, Brasil). Estas células foram
cultivadas como de rotina em garrafas de 25cm?
(Nunc) com Meio Minimo Essencial (MEM, Gibco-
BRL, USA) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) por 24 horas em estufa a 37°C com
atmosfera umidificada com 5% de CO.,.

Microscopia de Fluorescéncia: As células L929
(5x10° células/mL) foram cultivadas em placas de
24 pogos (Nunc, Denmark), contendo laminulas
estéreis, com meio MEM suplementado com 10%
de SFB por 24 horas em estufa a 37°C com
atmosfera umidificada (5% CO,). Apdés a adeséo,
as células foram incubadas com a ZnPcBrg diluida
em DMSO nas seguintes concentragdes, 0.25, 0.5,
1, 2.5, 5 ou 10uM e incubadas em condigdes de
crescimento por 1 hora. Apds incubacdo, as
células foram cuidadosamente lavadas com PBS e
fixadas por 10 minutos com Paraformaldeido 4%
(diluido em tampédo PHEM). As laminulas foram
lavadas com tampdao PHEM e montadas em
laminas contendo n-propil galato. Observacoes e
fotomicrografias foram realizadas utilizando um
fotomicroscopio Leica (DMLB).
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Resultados

As fotomicrografias demonstram que a
fluorescéncia da ZnPcBrg esta localizada na regiao
perinuclear, quando as células foram incubadas
por 1 hora nas concentragdes 1uM (figura C),
2.5uM (figura D) 5uM (figura E) e 10uM (figura F).
Porém, em menores concentragcbes como 0.25uM
(figura A) e 0.5uM (figura B) a visualizagao de
alguma fluorescéncia que demonstrasse a
localizagao subcelular da ZnPcBrg foi
imperceptivel.

Figura 1 - Células L929 incubadas com a ZnPcBrg
por 1 hora em diferentes concentragdes.
A) 0.25uM; B) 0.5uM; C) 1uM; D) 2.5uM; E) 5uM;
F) 10uM. (N: nucleo; seta: fluorescéncia) 1000x.

Discusséo

O mecanismo de citotoxicidade depende
fortemente do tipo celular, do fotossensibilizante
empregado e de sua localizagdo subcelular
(GREBENOVA et al., 2003). De acordo com tais
requisitos, foi estudado a localizagdo subcelular da
ZnPcBrg.

Para este experimento foi utilizado células do
tecido conjuntivo de rato (Clone L929) (ATCC
CCL-1 NCTC), as quais sao recomendadas pela
ISO 10993-5, que se refere aos testes para
citotoxicidade in vitro.

As células L929 foram incubadas com ZnPcBrg
por 1 hora em diferentes concentragdes, este
periodo de incubagdo esta de acordo com
experimentos previamente desenvolvidos, como
por exemplo, os estudos de Pazos et al. (2003),
que utilizou o0 mesmo tempo de incubagao para a
AIPc e a AIPcS, e o de Ferreira et al. (2004) que
utilizou a AlPcS,.

Os resultados da Microscopia de
Fluorescéncia demonstraram que a ZnPcBrg, uma
ftalocianina hidrofilica, localiza-se na regido
perinuclear, quando analisada apés 1 hora de
incubagdo em cultura de células L929. Estes
resultados estdo de acordo com os estudos de
Machado et al. (2005), quando incubou as células
CHO-K1 por 1 hora com a ZnPcBrg, bem como os
estudos de Pazos et al. (2003), o qual descreveu
que a AlPcS,;, um fotossensibilizante soluvel em
agua como a ZnPcBrg, estd localizada em
endossomos e lisossomos.

Concluséo

A Zinco Ftalocianina Octa-bromada localiza-se
na regido perinuclear apés 1 hora de incubagao
em cultura de células L929.
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