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Resumo- Terapia Fotodindmica € uma técnica utilizada atualmente para o tratamento do cancer que
envolve a administracdo de um agente fotossensibilizante seguida por iluminacéo local do tumor com luz de
um apropriado comprimento de onda para ativar uma droga especifica. Diversas organelas celulares vém
sendo postuladas como alvo no processo de Terapia Fotodindmica, dentre elas podemos citar o reticulo
endoplasmatico. O objetivo do presente estudo € avaliar os danos ocasionados ao reticulo endoplasmatico
de células HEp-2 apés Terapia Fotodindmica com a Zinco Ftalocianina Octa-bromada. Células HEp-2 foram
cultivadas como de rotina, mcubadas com ZnPcBrg (1uM) por 1 hora, irradiadas com um laser semicondutor
de diodo (660nm, 30mW, 4. 5J/cm? ), incubadas em meio MEM por 1 ou 24 horas. A analise dos resultados
foi através de Microscopia de fluorescéncia utilizando-se o DIOC6(3). Através dos resultados obtidos pode-
se observar que a TFD com ZnPcBrg ocasionou danos irreversiveis ao reticulo endoplasmatico de células

HEp-2.
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Introducao

Terapias contra o0 cancer geralmente se
baseiam no uso de agentes quimioterapéuticos
que eliminam eficientemente células cancerigenas
em divisdo. Porém, em muitos casos, a
quimioterapia falha na erradicacdo do tumor, e
mesmo quando a quimioterapia é aplicada com
sucesso, a citotoxicidade sistémica geralmente
resulta em efeitos secundéarios danosos. Para
superar estas limitacdes, estratégias inovativas
vém sendo desenvolvidas com o intuito de se
aumentar a seletividade do tratamento (DYBA;
TARASOVA; MICHEJDA, 2004; AMESSOU et al.,
2008).

Dentre essas técnicas, podemos citar a Terapia
Fotodindmica, que envolve a administracdo de um
agente fotossensibilizante seguida por iluminacéo
local do tumor com luz de um apropriado
comprimento de onda para ativar uma droga
especifica (TRIESSCHEIJN et al.,, 2006). Na
presenca de oxigénio molecular, a iluminacéo por
luz do fotossensibilizante pode ocasionar uma
série de reagles fotoquimicas e,
consequentemente, gerar uma variedade de
espécies citotéxicas (QIANG et al.,, 2006). O
fotossensibilizante excitado, seletivamente

acumulado no tumor, ativa a geracédo de espécies
reativas de oxigénio, os quais irdo causar a morte
da célula cancerigena via necrose e/ou apoptose
[ZAWACKA-PANKAU et al.,, 2007]. Este tipo de
tratamento  apresenta  diversas  vantagens,
incluindo sua natureza minimamente invasiva,
tolerancia de doses repetidas e alta
especificidade, a qual pode ser obtida através de
uma aplicacdo precisa da luz [BROWN; BROWN;
WALKER, 2004; LIU et al., 2008].

Uma das fontes de luz mais utlizada no
processo de TFD é o laser. O laser produz luz
monocromatica de alta energia de um especifico
comprimento de onda com uma estreita largura de
faixa para um fotossensibilizante especifico
(PERVAIZ; OLIVO, 2006). Dentre as vantagens
dos laseres podemos citar, habilidades de se
acoplar a fibra Ooptica para acessar tumores
internos, de selecionar um comprimento de onda
especifico, maximizando assim a profundidade de
penetracdo e de se alcancar irradiancias maiores,
diminuindo assim o tempo de exposicdo
(ALEXIADES-ARMENAKAS, 2006).

O objetivo do presente projeto € avaliar os
danos ocasionados ao reticulo endoplasmatico de
células HEp-2 apo6s Terapia Fotodinamica com a
Zinco Ftalocianina Octa-bromada.
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Metodologia

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 37C com atmosfera
umidificada com 5% de CO.,.

Fotossensibilizante: Zinco Ftalocianina Octa-
bromada (ZnPcBrg) foi preparada a uma
concentracdo estoque de 1mM em Dimetil
Sulfoxido estéril, esterilizada por filtragcdo através
de membrana Millipore (0.22um) e estocada no
escuro a 4°C.

Incubacé@o com o fotossensibilizante: As células
Hep-2 foram plaqueadas (densidade de 1x10°
células/mL) em placas de 24 pocos contendo
laminulas. Apds 24 horas de cultura, as células
foram incubadas com ZnPcBrg (diluido em
Tampaéo Fosfato Salino) na concentracao 1uM por
1 hora em estufa a 37<C.

Grupos de experimento: As células HEp-2
foram divididas em 4 grupos, Controle (somente
células), Fotossensibilizante (células somente
incubadas com ZnPcBrg), Laser (células somente
irradiadas) e TFD (células incubadas com ZnPcBrg
e irradiadas com Laser).

Tratamento fotodinamico: Apds incubacdo, as
células foram lavadas com PBS e 200uL de PBS
fresco foi adicionado para irradiacdo, que foi
realizada no escuro com um laser semicondutor
de diodo (Unidade Laser Bio Wave LLLT Dual -
Kondortech Equipamentos Odontolégicos Ltda,
Sao Carlos, Brazil), cujos parametros foram
(tabela 1):

Tabela 1 - Pardmetros de irradiacédo Laser.

WHEPG

Parametros Valores
Comprimento de onda 660nm
Poténcia 30mw
Densidade de energia 4.53/cm?
Tempo 5 minutos
Area 2cm’®

Apés irradiacdo, o PBS foi removido e o Meio
MEM com 10% de SFB foi adicionado as células
por 1 e 24 horas de cultura em estufa a 37<C.

Microscopia de Fluorescéncia: Apds cada
periodo as células foram marcadas com DIOC6(3)
(10pg/mL - Molecular Probes) por 15 minutos,
lavadas com Tampéo Fosfato Salino, fixadas com
Paraformaldeido 4% por 10 minutos. As laminulas
foram montadas em laminas com n-propil galato.
As fotomicrografias foram realizadas em um
Microscépio Leica DMLB.

Resultados

Para a visualizagao das estruturas do reticulo
endoplasmatico, células foram incubadas com o
marcador fluorescente catiénico DioCg(3).

Através das fotomicrografias pode-se observar
alteracdes dos elementos tubulares formados em
numerosos locais ao longo do citoplasma apoés
TFD com a Zinco Ftalocianina Octa-bromada em
ambos os tempos, 1 (Figura 1D) e 24 horas
(Figura 2D). Tais caracteristicas nao foram
observadas nos demais grupos (controle,
fotossensibilizante e laser), os quais apresentaram
morfologia normal em ambos os tempos, 1 e 24
horas (Figuras 1A, 1B, 1C, 2A, 2B e 2C,

respectivamente).
N
C D

Figura 1 - Reticulo endoplasmatico de células
HEp-2 apds 1 hora do tratamento. A) Controle; B)
Fotossensibilizante; C) Laser; D) TFD. Seta:
alteracbes na rede tubular do reticulo
endoplasmatico. Aumento: 400x.

Figura 2 - Reticulo endoplasmatico de células
HEp-2 apds 24 horas do tratamento. A) Controle;
B) Fotossensibilizante; C) Laser; D) TFD. Seta:

alteracdes na rede tubular do reticulo

endoplasmatico. Aumento: 400x.
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Discussao

As membranas celulares vém  sendo
identificadas como importantes alvos intracelulares
no processo da Terapia Fotodindmica, dentre elas
podemos citar as membranas do reticulo
endoplasmatico distribuidas através do citoplasma
(FERREIRA et al.,, 2004; MAFTOUM-COSTA et
al., 2008).

O reticulo endoplasméatico é o primeiro
compartimento do caminho secretério que
apresenta regides especializadas com ligacao de
ribossomos no compartimento dedicado a sintese
protéica, nessas areas, dominios lisos tubulares
extendidos, os elementos transicionais, participam

do transporte medicado pela  vesicula
(GRIFFITHS, 2001).
Vém sendo sugerido que o reticulo

endoplasmatico age como um ponto de controle
critico em diversos paradigmas apoptéticos
induzidos por sinais celulares que causam
sobrecarga ou perturbacdo de calcio na
homeostase de Ca,’ (DEMAUREX;
DISTELHORST, 2003).

Ap6s 1 e 24 horas da Terapia Fotodinamica
utilizando-se a Zinco Ftalocianina Octa-bromada
em cultura de células Hep-2 foi possivel observar
alteracdes nos elementos tubulares formados em
numerosos locais ao longo do citoplasma, sendo
importante salientar que este fato ndo aconteceu
nos demais grupos, controle, fotossensibilizante e
laser.

Tais alteragcBes morfolégicas ocasionadas ao
reticulo endoplasmatico foram previamente
observadas por Ferreira et al., (2004) e Maftoum-
Costa et al., (2008), apés TFD em cultura de
células de Carcinoma Humano (Hela), utilizando-
se 0 agente fotossensibilizante Cloro-aluminio
Ftalocianina Tetrasulfonada (AlPcS,;) (FERREIRA
et al., 2004; MAFTOUM-COSTA et al., 2008).

Conclusao

A Terapia Fotodindmica com a Zinco
Ftalocianina Octa-bromada ocasionou danos
irreversiveis ao reticulo endoplasmaético de células
HEp-2.
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