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Resumo- Terapia Fotodinamica € uma técnica terapéutica minimamente invasiva para o tratamento de
doencas neoplasicas e nao neoplasicas. O principio basico deste tratamento € uma reagao fotoquimica nao
térmica, a qual requer a presenga simultdnea de uma droga fotossensibilizante, oxigénio e luz visivel. O
objetivo do seguinte trabalho foi avaliar a citotoxicidade da Zinco Ftalocianina Octa-bromada em cultura de
células HEp-2 na auséncia de irradiagdo. As células HEp-2 foram cultivadas como de rotina, incubadas com
a ZnPcBrg nas concentragbes 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5 e 10uM por 1 hora. A anadlise dos resultados foi obtida
através da técnica MTT (Citotoxicidade). De acordo com os resultados, pode-se observar que as
concentragdes 0,25 a 1uM obtiveram uma alta porcentagem de atividade mitocondrial, ficando em torno de
98.5 a 85.6%, respectivamente. Portanto, pode-se concluir que a concentragdo da ZnPcBrg cuja viabilidade
das células HEp-2 apresenta-se em uma porcentagem toleravel de aceitagao, sendo considerada nao-toxica
na auséncia de irradiacao esta localizada em torno de 0.25 a 1uM.

Palavras-chave: Terapia Fotodinamica, cancer, fotossensibilizante.

Area do Conhecimento: Engenharia IV

Introducao

Terapia Fotodinamica (TFD) é uma técnica
terapéutica minimamente invasiva (AL-MUTAIRI et
al., 2006), a qual demonstra um grande potencial
para tratar doencas neoplasicas e nao neoplasicas
(DA-SILVA et al.,, 2007). Dentre tais doengas
podemos citar, a degeneracdo macular da retina,
psoriase, artrite reumatoéide sistémica, restenosis,
micoses fungdides, infestacbes bacterianas,
verrugas, arteriosclerose, SIDA, entre outras
(ALEXANDRATOU; YOVA; LOUKAS, 2005;
SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002). Essas
doengas geralmente s&o caracterizadas pelo
grande crescimento de células nao desejadas ou
células anormais (OLEINICK; MORRIS;
BELICHENKO, 2002).

O principio basico da TFD é uma reagao
fotoquimica nao térmica, a qual requer a presencga
simultdnea de uma droga fotossensibilizante,
oxigénio e luz visivel (OHMORI et al., 2005;
MARTINEZ et al.,, 2007). O fotossensibilizante
excitado por um féton inicia uma cascata de
reagbes quimicas formando tanto o produto
oxidativo (reagéo tipo I) quanto oxigénio singleto
(reacao tipo Il), levando a uma citotoxicidade direta
ou dano vascular, e subseqientemente, a uma
regressao tumoral (WANG et al., 2005; MARTINEZ
et al, 2007). O processo fotodindmico dos

sensibilizantes em tecidos neoplasicos ainda nao
esta bem definido, embora seja geralmente aceito
que o oxigénio singleto (102), produzido apds a
exposicado do sensibilizante a luz, seja a principal
espécie responsavel pela inativacdo celular
(ALVAREZ et al., 2000).

O fotossensibilizante ideal para a Terapia
Fotodindmica deve possuir os seguintes requisitos:
ser quimicamente puro e de composigcao
conhecida, ser Dbiologicamente estavel, ter
toxicidade minima no escuro sendo somente
citotoxico na presenga de luz, ser
preferencialmente retido pelo tecido alvo, ser
rapidamente excretado pelo corpo para prover
baixa toxicidade sistémica, ter uma alta eficiéncia
quantica para o evento fotoquimico, ter forte
absorgcdo com um alto coeficiente de excitagdo na
faixa de 600-800nm, onde a penetragéo da luz no
tecido estd no maximo e onde o comprimento de
onda da luz permanece energético o suficiente
para produzir oxigénio singleto (ACKROYD et al.,
2001; DETTY; GIBSON; WAGNER, 2004;
KARMAKOVA et al., 2006). Entre os mais
promissores fotossensibilizantes de segunda
geracdo estdo as ftalocianinas, as quais vém
atraindo muita atencdo ha décadas devido ao fato
de possuirem excelentes propriedades
fotoquimicas, demonstrando excelente localizagao
tumoral e alta eficiéncia fotodinamica
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(CEBURKOV; GOLLNICK, 2000; LIU et al., 2004;
MACHADO et al., 2006).

O objetivo do seguinte trabalho foi avaliar a
citotoxicidade da Zinco Ftalocianina Octa-bromada
em cultura de células HEp-2 na auséncia de
irradiagao.

Materiais e Métodos

Fotossensibilizante: Zinco Ftalocianina Octa-
bromada (ZnPcBrg) desenvolvida pelo Grupo de
Pesquisa do Laboratério de Sintese Orgéanica -
IP&D / UNIVAP foi preparada a uma concentragao
estoque de 1mM em Dimetil Sulfoxido estéril,
esterilizada por filtragdo através de membrana
Millipore (0.22um) e estocada no escuro a 4°C.

Cultura de células: A linhagem utilizada foi a
HEp-2 (Carcinoma de Laringe Humana). As
células HEp-2 foram cultivadas como de rotina em
garrafas de 25cm? com Meio Minimo Essencial
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino por
24 horas em estufa a 37°C com atmosfera
umidificada com 5% de CO,.

Incubacdo com o fotossensibilizante: As
células HEp-2 foram plaqueadas (densidade de
5x10° células/mL) em placas de 24 pogos (TPP,
Switzerland, Europa). Apos 24 horas de cultura, as
células foram incubadas com a ZnPcBrg (diluida
em Tampado Fosfato Salino estéril) nas
concentragbes 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5 e 10uM por 1
hora em estufa a 37°C.

Citotoxicidade através da técnica MTT: Apds
periodo de incubagao, foi adicionado as células o
MTT (3- [(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl
tetrazolium bromide]), na concentragdo de
0,5mg/mL, incubando-se por 1 hora. Os cristais de
formazan formados foram dissolvidos através da
adi¢cdo de 200uL de DMSO, mantidos 30 minutos
sob agitagdo. A leitura das placas foi realizada em
um aparelho Spectracount Reader (Packard),
utilizando filtro de 570nm.

Andlise estatistica: O grafico com as médias e
o desvio padréo foi obtido através do programa
GraphPad Software Incorporated, version 2.0. O
teste estatistico utilizado foi o ANOVA.

Resultados

O teste de MTT foi utilizado para analisar a
atividade mitocondrial de células HEp-2 incubadas
com o agente fotossensibilizante ZnPcBrg nas
concentragbes 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5 e 10uM por 1
hora.

Os resultados obtidos no grafico 01
demonstram que nas concentra¢des 0.25 a 1uM,
as células permaneceram com uma alta
porcentagem da atividade mitocondrial, ficando em
torno de 98.5% para 0.25uM, 91.5% para 0.5uM e
85.6% para 1uM, sendo essas concentragdes
consideradas nao-tdxicas para as células.

Porém, quando aumentou a concentragao,
ocorreu uma queda acentuada na porcentagem da
atividade mitocondrial, ficando em torno de 41.7%
para 2.5uM, 8.9% para 5uM e 8.8% para 10uM,
sendo essas concentragdes consideradas toxicas
para as células.

O grupo controle foi considerado como 100%.
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Grafico 01 — Atividade mitocondrial de células
HEp-2 apds 1 hora de incubagdo com a ZnPcBrg
em diferentes concentragcbes. Pelo teste ANOVA,
as diferencas entre as concentracbes foram
estatisticamente significativas (n=3, p<0.05).

Discusséo

As células HEp-2 foram incubadas com a
ZnPcBrg por 1 hora em diferentes concentragdes.
Este periodo de incubagdo foi utilizado
previamente em células CHO-K1 e L929, ambas
as linhagens incubadas com ZnPcBrg (MACHADO
et al., 2005; MACHADO et al., 2007).

O teste de MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-
2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) é um dos
métodos mais utilizados para medidas de
proliferacdo celular e citotoxicidade (LIU et al.,
1997; ABE; MATSUKI, 2000; MACHADO et al.,
2007). A redugao do MTT é geralmente atribuida a
atividade mitocondrial, porém, esta também vem
sendo relacionada a enzimas nao mitocondriais,
bem como endossomos e lisossomos
(VELLONEN; HONKAKOSKI; URTTI, 2004).

De acordo com os resultados do teste de
citotoxicidade através da técnica MTT, realizado
em cultura de células HEp-2 incubadas com a
ZnPcBrg sem irradiagdo, pode-se observar que
uma concentracdo tolerdvel para um possivel
tratamento fotodindmico varia de 0,25 a 1uM.
Nestas concentracbes a ZnPcBrg € considerada
nao-toxica para as células HEp-2, possuindo uma
porcentagem de atividade mitocondrial de 98.5 a
85.6%, respectivamente.
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Concluséao

A concentracdo da ZnPcBrg cuja viabilidade
das células HEp-2 apresenta-se em uma
porcentagem toleravel de aceitagdo, sendo
considerada nao-téxica para as células na
auséncia de irradiagdo, esta localizada em torno
de 0.25 a 1uM.
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