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Resumo: No tratamento de lesdes malignas e de determinadas condigbes benignas, geralmente
caracterizadas pelo elevado indice de multiplicagéo celular, a Terapia Fotodindmica (TFD) vém sendo
comumente utilizada. O principio da TFD esta baseado na retengdo de uma substancia fotossensibilizante
em células malignas e pré-malignas, seguida da reacdo entre esta molécula e a luz na qual o tecido é
exposto. O objetivo do presente estudo foi analisar possiveis alteragdes do citoesqueleto produzidas em
cultura de células HEp-2 apds Terapia Fotodindmica com luz nao- coerente.O LED é uma fonte de luz que
vém sendo empregada para esta fungao. As células HEp-2 foram mcubadas com a AIPcS, na concentragao
10 uM por 1 hora, irradiadas com LED (640nm +/- 20nm, 4,5J/cm?, 70mW, 128 segundos) e re-incubadas
em meio minimo essencial por 24, 48 e 72 horas. Apds cada perlodo as células foram analisadas através
da técnica de Microscopia de Fluorescéncia utilizando-se um marcador especifico para o citoesqueleto. As
fotomicrografias demonstraram que 24, 48 e 72 horas apdés TFD, o citoesqueleto de células HEp-2
apresentou desorganizagcdo completa dos filamentos de actina, fato ndo observado nos demais grupos
(Controle, LED e fotossensibilizante).

I?alavras-chave: TFD, Cancer de laringe, Cultura de Células, LED.
Area do Conhecimento: Engenharia Biomédica
Introducéo Diversas organelas celulares podem ser
postuladas como alvos para TFD com diferentes

Aproximadamente 6.600 novos casos de
cancer da laringe sao registrados por ano no
Brasil, representando algo em torno de 5% de
todos os novos casos de cancer, com exceg¢ao do
cancer de pele. O cancer de laringe ¢é
primariamente uma doenga da meia idade, com
picos de incidéncia na quinta e sexta década. Nas
ultimas décadas tém se observado um aumento da
incidéncia no sexo feminino, provavelmente devido
a mudangas na exposigéo ao tabaco (BRASIL et.
al., 2001). Para o tratamento de lesdes malignas e
de determinadas condigdes benignas, geralmente
caracterizadas pelo elevado indice de
multiplicagdo celular, a Terapia Fotodinamica
(TFD) vém sendo comumente utilizada (MENEZES
et al., 2002). O principio da TFD esta baseado na
retencdo de uma substancia fotossensibilizante em
células malignas e pré-malignas, seguido da
reagao entre esta molécula e a luz a qual o tecido
€ exposto, favorecendo a formacado de espécies
reativas de oxigénio (TEITEN et al.,2003; MOOR,
2000).

fotossensibilizantes, como: membrana plasmatica,
nacleo, mitocdndria, reticulo endoplasmatico,
complexo de Golgi, lisossomos e estruturas
citoesqueléticas (DOUGHERTY et al. 1998;
FERREIRA et al. 2004, KOLAROVA et al., 2005).

A fonte de luz deve emitir radiacdo com
comprimento de onda coincidente com a faixa
espectral de absorg¢do do fotosensitizador e ter
energia suficiente para ativa-lo (KOMERIK, 2002).
A radiagdo emitida por um LED apresenta
caracteristica nao-coerente , com vantagens de
apresentar largura espectral préxima da banda de
absorcdo de drogas fotossensiveis, aumentando
assim a eficéncia da fotossensibilizagéo da droga.

O objetivo do presente estudo foi analisar
possiveis alteragbes do citoesqueleto produzidas
em cultura de células HEp-2 apoés Terapia
Fotodindmica com luz n&o- coerente.

Materiais e Métodos

Cultura de células: Carcinoma de Laringe
Humana (HEp-2, Associacdo Técnico Cientifica
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Paul Ehrlich — URFJ — RJ). As células HEp-2
foram cultivadas em 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, (Forma Scientific) (MARTINES et al., 2007).

Fotossenbilizante: ~ Aluminio  Ftalocianina
Tetrasulfonada — AIPcS,; (Porphyrin Products,
INC). A solugdo estoque foi diluida a uma
concentracdo final de 1mM em PBS estéril,
esterilizada por filtracdo através de membrana
Filtro Millipore (0.22 pM - Millipore, Bedford, MA,
USA) e armazenada no escuro a 4°C (PAZOS et
al., 2003).

Grupos  experimentais: As células HEp-2
foram divididas em 4 grupos: Controle (somente
células), Fotossensibilizante (células incubadas
com AIPcS,), LED (células somente irradiadas) e
TFD (células incubadas com AlIPcS, e irradiadas).

Incubacdo e Irradiacdo: As células HEp-2
foram tripsinizadas e plaqueadas
(1x1050élulas/mL) em placas de 24 pocos (TPP)
contendo laminulas estéreis, com meio de cultura
MEM suplementado com 10% de SFB e cultivadas
"overnight" a 37°C em atmosfera umidificada de
5% de CO,. Apos este periodo de adesdo, as
células foram incubadas com a AIPcS, (diluida em
PBS) na concentragdo 10 yM e incubadas em
condicdes de crescimento por 1 hora. Apdés o
periodo de incubagdo as células foram irradiadas
em ambiente protegido a luz, utilizando um Diodo
emissor de luz, cujos parametros de irradiagdo
foram: Comprimento de onda de 640nm; poténcia
de 70mW; tempo de 128 segundos; densidade de
energia de 4,5 Jicm® e area: 2 cm® (area
coincidente com area da placa de cultura). Apds
irradiagcdo, as células receberam novamente o
meio de cultura MEM suplementado com 10% SFB
e foram mantidas em condigbes de crescimento a
37°C em atmosfera umidificada de 5% de CO, por
24,48 e 72 horas.

Microscopia de Fluorescéncia - Marcacgéo para
Citoesqueleto: Apods 0s procedimentos
previamente descritos, as células foram fixadas
em Paraformaldeido 4% e Triton X-100 (1:100),
apo6s fixagcdo, lavou-se as células com tampao
PHEM. Estas foram entdo incubadas com
Rodamina-faloidina (1:100 PHEM) por 1 hora em
ambiente com auséncia de luz, apds incubagao as
células foram lavadas com tampdo PHEM
novamente. Apds a marcagao, as laminulas foram
montadas em laminas contendo N-propil galato.
Foram registradas fotomicrografias do material em
um microscopio de epifluorescéncia Leica DMLB
com sistema fotografico Leica MPS-30 .

Resultados

Os resultados obtidos através de andlise das
fotomicrografias de Microscopia de Fluorescéncia,

demonstraram que  nos grupos: Controle
(Figuras 1A, 2A e 3A), Fotossensibilizante (Figuras
1B, 2B e 3B) e LED (Figuras 1C, 2C e 3C)
demonstraram a distribuigdo homogénea dos
filamentos de actina intacto para todos os tempos.
O grupo TFD, quando analisado, permitiu a
observacdo de completa desorganizacdo dos
filamentos de actina (Figuras 1D, 2D, 3D)
ocorrendo a presenga da forma despolimerizada
chamada globular (G-actina). Importante ressaltar
que nos periodos de 48 e 72 horas tal processo é
mais evidente, sendo quase nula a fluorescéncia.

Figura 01: Citoesqueleto de células HEp-2 24
horas apés TFD com LED. A) Grupo Controle; B)
Grupo Fotossensibilizante; c¢) Grupo LED; d)
Grupo TFD (seta: F-actina; asterisco: G-actina).

o

Figura 02: Citoesqueleto de células HEp-2 48
horas apés TFD com LED. A) Grupo Controle; B)
Grupo Fotossensibilizante; c¢) Grupo LED; d)
Grupo TFD.
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Figura 03: Citoesqueleto de células HEp-2 72
horas apés TFD com LED. A) Grupo Controle; B)
Grupo Fotossensibilizante; c¢) Grupo LED; d)
Grupo TFD.

Discusséo

A TFD, tendo como fonte luminosa o laser,
tem como alvo varias estruturas celulares dentre
elas membrana plasmatica e endomembranas,
entretanto tem se verificado que os danos
ocasionados nestas estruturas sao refletidos na
organizagdo do citoesqueleto, em especial os
filamentos de actina (FERREIRA et al.,, 2004).
Nossos resultados demonstram uma maior
despolimerizagdo  dos  filamentos  quando
comparados ao de CARNEVALLI et al 2003.
Notou- se que a despolimerizacdo dos filamentos
intermediarios do citoesqueleto em culturas
irradiadas com laser sdo observadas em 48h
apos o inicio dos experimentos, empregando
marcador especifico para citoesqueleto - rodamina
faloidina.

A utilizagdo de LED como fonte de luz para
TFD, foi avaliada, objetivando verificar se o
comportamento deste tipo de luz assemelha-se ao
laser no que diz respeito a actina. A analise dos
resultados permitiu verificar que mais de 90% das
células submetidas a TFD tiveram a F-actina
despolimerizada para G-actina, demonstrando
desorganizagdo e redugdo na presenga destes
filamentos. As células submetidas ao tratamento
com o fotossensibilizante e com o LED
isoladamente, apresentaram a disposi¢cdo dos
filamentos de actina igual ao das células sem
nenhum tratamento, o que vem confirmar o efeito
danoso da associagéo do fotossensibilizante+LED.
Este fato indica acdo mais evidente do LED 24
horas ap6s TFD em comparagdo com
experimentos previamente desenvolvidos
empregando o laser (TAMIETTI et al.,, 2007b),
sugerindo uma potencializagao do
fotossensibilizante quando combinado com LED.

Apds a analise dos resultados foi possivel
dizer que TFD com LED possui vantagens em
relacio a TFD com LASER, pois além de
potencializar o efeito fotodindmico, o LED possui
facil manipulagéo e baixo custo, tornando assim, o
tratamento mais viavel.

A despolimerizacdo ou quebra da actina,
citoqueratina, laminina e outras proteinas do
citoesqueleto estdo envolvidos na preparagao
celular para divisdo celular (mitose), bem como
nos passos de execucdo do processo de morte
celular por apoptose. (BURSCH et al., 2000).
Como trabalhos futuros, esta auséncia e
modificagdo morfoldégica poderiam ser estudadas
na avaliagdo da atividade mitocondrial para a
comprovacdo da nao efetividade do LED,
empregado na auséncia do fotossensibilizante,
sobre divisao celular e concentragdo de canais de
célcio intactos nos parametros testados, como
estudados por NICOLAU et. al., 2004 (a, b) .

Conclusao

A TFD utilizando o LED promove danos ao
citoesqueleto de células HEp-2 culminando em
desorganizagao completa dos filamentos de
actina, o que nao ocorre nos demais grupos.
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