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ESTUDO DA POTENCIALIDADE DE UMA FTALOCIANINA CONJUG ADA COM
ALBUMINA BOVINA COMO AGENTE PARA TERAPIA FOTODINAMI CA
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Instituto de pesquisa e desenvolvimento (IP&D-UniVap)/ Laboratério de Imunologia, Av. Shishima Hifumi,
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A terapia fotodindmica (TFD) é uma terapia inovadora baseada na administracdo de uma droga
fotossensivel seguida da irradiacdo da area afetada com laser. Essa interacdo resulta na geracdo de
radicais a partir do oxigénio molecular os quais s&o téxicos para as células, ou ainda pela inducdo de danos
a estruturas celulares devido a liberacdo de energia em seu interior. As ftalocianinas (Pc) séo
fotossensibilizadores de nova geracdo, as quais possuem boas caracteristicas para a TFD. Em nosso
trabalho utilizamos uma Pc de zinco ligada a albumina (Pc-BSA) pelos anéis pirrélicos, sintetizada pelo
laboratério de sintese organica do IP&D-UniVap. Resultados anteriores mostraram que a Pc-BSA utilizada
induziu o aparecimento de vacuolos, visualizados por microscopia de fluorescéncia, nas células HEp-2
(cancer laringe) apds 12 horas de incubagédo. Esses resultados sugerem que o bioconjugado sintetizado e
estudado (Pc-BSA), apresenta potencialidade para uso em TFD. Nosso objetivo é verificar se a Pc-BSA é
eficaz na TFD através de ensaios para a determinacdo da viabilidade celular por brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT) apds diferentes periodos de incubacdo com a Pc e a irradiacéao
laser.

Palavras-chave: Ftalocianina, terapia fotodindmica, BSA
Area do Conhecimento: Biomedicina.

Introducéo

A TFD envolve a administracdo de um
fotossensibilizador seguida de ativagcdo por luz em
comprimento de onda especifico. Esse
procedimento resulta numa sequéncia de
processos fotoquimicos e fotobiolégicos que
causam dano irreversivel ao tecido tumoral
(FISHER; MURPHREE; GOMER, 1995; NOWIS et
al., 2005).

Apéds a absorcao de luz, essa interacdo resulta
na geracdo de radicais a partir do oxigénio
molecular, os quais sdo toxicos para as células, ou

massa tumoral massa tumoral apés a irradiacdo da  morte

na indugdo de danos a estruturas celulares devido
a liberacdo de grande quantidade de energia em
seu interior (FISHER; MURPHREE; GOMER,
1995; NOWIS et al., 2005). A Figura 1 ilustra de
forma simples como é feita a terapia fotodinadmica.

Um fotossensibilizador eficaz para TFD deve
possuir varias caracteristicas como pureza
guimica, retencéo preferencial pelo tumor, rapida
acumulacéo no tecido tumoral e rapida depuracéo,
ativacdo pela luz com uma boa penetracédo
tecidual, alto coeficiente de absorcédo e auséncia
de toxicidade no escuro. O  primeiro
fotossensibilizador usado clinicamente foi o
Photofrin, que apresentou muitos efeitos colaterais
no uso clinico (JORI, 1996).

captacdo de Pc pelas area afetada
células tumorais e do
estroma
Figura 1: llustracdo do processo envolvido na

TFD. Fonte: RIBEIRO, N. M., 2009.

Novos compostos tém sido estudados entre
eles as ftalocianinas. Esses sdo compostos que
demonstram alta sensibilidade térmica e quimica,
como também alta absorcdo de Iluz nos
comprimentos de onda entre 600 e 700 nm. As
ftalocianinas sdo compostos ciclicos formados por
quatro unidades indol ligadas por atomos de
nitrogénio na posicdo azo. Assim como as
porfirinas, as ftalocianinas tém a propriedade de
formar complexos com ions metélicos ligados aos
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atomos de nitrogénio dos anéis indol. A albumina
€ a mais abundante proteina sérica no plasma dos
mamiferos e tem sido objeto de muitas
investigacdes devido a seu facil isolamento em
grandes quantidades, além de alta estabilidade e
solubilidade. A albumina é a principal proteina que
contribui para a pressao coléide osmotica do
sangue e também é carreadora de numerosos
compostos enddgenos e exégenos.
Os tumores séo formados por células malignas

e estroma, que apesar de interdependentes,
influenciam-se mutuamente. O estroma tumoral é
formado por vasos sanguineos, matriz extracelular
e leucécitos inflamatorios, entre eles os
Macrofagos Associados ao Tumor (TAMs). Os
TAMs constituem os principais componentes do
infiltrado leucocitario (BALKWILL; CHARLES;
MANTOVANI, 2005), acumulando-se nas areas de
hipéxia do tumor apresentando um efeito anti-
tumoral quando em contato inicial, mas quando
residem nas areas de hipoOxia, ativam um vasto
leque de genes para a promoc¢ao da invasado das
células tumorais e angiogénicas passando a
contribuir para o desenvolvimento da neoplasia
(DIRKX et al, 2006). Como os TAMs séo
altamente capazes de captar albumina e, portanto,
internalizar fotossensibilizadores conjugados a ela,
ao se ministrar uma ftalocianina conjugada a
albumina, espera-se que os macrofagos assim
como as células tumorais absorvam essa
ftalocianina para em seguida iniciar a terapia
fotodinamica. A albumina é a proteina mais
abundante no plasma de mamiferos e tem sido
objeto de muitas investigacdes devido a seu facil
isolamento em grandes quantidades, a sua alta
estabilidade e sua solubilidade e, por contribuir
para a pressdo coléide osmaética do sangue alem
de ser carreadora de numerosos compostos
enddgenos e exogenos. Essa molécula tem uma
massa molecular de 66 kDa e é constituida por
uma Unica cadeia polipeptidica contendo
aproximadamente 580 aminoacidos (NAKAMURA
et al.,1997).

Metodologia

O fotossensibilizador utilizado  tetra-nitro-
ftalocianina de zinco (NzPc) (Figura 2), foi
sintetizado no Laboratorio de Sintese Organica,
IP&D-UniVap. A ftalocianina precursora foi entdo
conjugada com albumina sérica bovina (BSA)
resultando na Pc-BSA que foi usada neste estudo
e comparada com a sua precursora.

A férmula estrutural da Pc-BSA inclui pelo
menos uma molécula de albumina bovina ligada a
4 atomos de enxofre da estrutura da ftalocianina
(Figura 2).
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Ligacio da albumina bovina (BSA)
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Figura 2: Formula estrutural da ftalocianina de
zinco sintetizada. Fonte: GONCALVES, C. S,
2008.

A formula estrutural da Pc-BSA inclui pelo
menos uma molécula de albumina bovina ligada a
4 atomos de enxofre da estrutura da ftalocianina
(Figura 2), o que facilita a fagocitose por tornar
possivel a ligagao de até 4 albuminas bovina.

Foram utilizados macréfagos de reticulo-
sarcoma da linhagem celular murina J774 e
células HEp-2 de cancer de laringe ambas padréo
ATCC, American Type Culture Collection. Para a
avaliacdo da resposta frente a TFD as células
HEp-2 (cancer de laringe) e J774 (macrofagos)
foram cultivadas em garrafas de cultura celular,
mantidas em 5 ml de meio MEM acrescido de 10%
de SBF (MEM completo) e antibiotico. As garrafas
de culturas foram mantidas em estufa de CO,. O
crescimento celular foi acompanhado por meio de
observacdo em microscopio invertido Olympus
CK40. Apé6s a formacédo de uma monocamada no
fundo do frasco de cultura, as células foram
tripsinizadas e sua concentracdo ajustada para 5
X 10" células/mL. Em seguida, a suspensao celular
foi plaqueada em placas estéreis de 96 pocos em
quadruplicata. As células foram incubadas por 24
h para adeséo a 37 € em atmosfera umidificada
com 5 % de CO,. As células foram entdo lavadas
com PBS para prosseguir com os ensaios de TFD.

Para os ensaios de TFD as células HEp-2 e
J774 foram divididas em quatro grupos
experimentais:

1. Controle: grupo isento de qualquer
tratamento.

2. Laser: grupo submetido somente a
irradiacao.

3. Pc: grupo incubado por 1 hora com a Pc.
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4. TFD: grupo incubado por 1 hora com Pc e
irradiado.

A irradiacdo foi feita na densidade de energia
de 4,5 J/lcm2 em sala escura com aparelho clinico
portatil de laser semicondutor (Thera Lase, DMC,
Brasil) com meio ativo fosfeto de indio, gélio e
aluminio (InGaAIP), operando com onda continua.
Os parametros utilizados estdo na tabela a seguir:

Tabela 1- Pardmetros utilizados para irradiagdo.

Parametros Valores
Comprimento de 685 nm

onda (A)

Densidade de 45 Jiem?
energia

Poténcia 35 mw

Area 0,5 cm?

Tempo 09 s (4,5 Jicm?)

Em seguida as células foram protegidas da luz
e novamente incubadas por 12 e 24 horas em
estufa imida com 5% de CO.. Terminado o tempo
de incubacdo, ensaios de MTT foram realizados
para se calcular a viabilidade celular ap6s a TFD.

Os ensaios de MTT foram realizados para a
determinacéo da viabilidade celular ap6s o periodo
de incubacdo de 12 e 24 h apds o tratamento dos
grupos experimentais. A técnica de MTT ¢é
utilizada para avaliar a atividade mitocondrial e,
portanto nos informar se as células estao viaveis
ou ndo nos grupos experimentais. A atividade
mitocondrial foi avaliada pela andlise baseada na
formacdo do precipitado de cor roxa 1-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-3,5-difenilformazana, produto das
desidrogenases mitocondriais presentes apenas
em células metabolicamente ativas, a partir da
reducdo do sal MTT. Os pocos foram lavados com
PBS, em seguida foi adicionado o MTT diluido em
PBS na concentracdo de 0,5 mg/mL. As células
foram incubadas por 30 minutos a 37 T em
atmosfera umidificada com 5 % de CO,. Em
seguida foram adicionados 10 yL de DMSO + 90
puL de PBS por poco e as placas foram agitadas
por 30 minutos para diluicdo dos cristais de 1-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-3,5-difenilformazana. A leitura da
absorbancia das placas foi feita em leitor de ELISA
(Elisa Spectracount, Packard, EUA) utilizando-se
filtro de 570 nm. Os valores de absorbancia
obtidos foram transformados em porcentagem de
atividade mitocondrial em relacdo ao controle
através da férmula:

% viabilidade = (abs. células tratadas — abs. branco) x 100

(abs. células controle — abs. branco)
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Os resultados foram plotados em porcentagem no
programa Microsoft Excel 2007

Resultados

Resultados publicados em estudos anteriores,
demonstram que a Pc-BSA induz formacdo de
vacuolos em células HEp-2 (Figura 3) ap6s 1 hora
de incubacdo, dando indicios de que esta Pc
possui excelentes caracteristicas para a TFD.

Figura 3. Formacéo de vacuolos apés incubacédo
de Pc-BSA em diferentes tempos em células
cancerosas HEp-2. A) 1h, B) 6h, C) 12h, D) 24h.
Fonte: GONCALVES, C. S., 2008.

A partir desses resultados, essa ftalocianina foi
testada como possivel agente para uso em TFD.
Nossos resultados mostram que dos macrofagos
J774 submetidos a TFD com Nz-Pc, somente 18%
permaneceram viaveis 12 horas apds a TFD, e
somente 12% permaneceram viaveis 24 horas
apés a TFD (Figura 4). As células HEp-2
submetidas a TFD com Nz-PC apresentaram 79%
e 63% de viabilidade celular 12 e 24 horas ap0s
TFD, respectivamente (figura 5). Células HEp-2 ao
serem testadas com Pc-BSA apresentaram 47% e
32% de células viaveis 12 e 24 horas apos
TFD,respectivamente (Figura 6).
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Figura 4: Porcentagem de macrofagos J774
viaveis apés TFD com Nz-PC em diferentes
tempos.
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Figura 5: Porcentagem de células HEp-2 viaveis
ap6s TFD com Nz-PC em diferentes tempos.
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Figura 6: Porcentagem de células HEp-2 viaveis
ap6s TFD com PC-BSA em diferentes tempos.

Discussao

Comparadas as células HEp-2 testadas com
Nz-Pc, os macrofagos J774 se mostraram células
mais vulneraveis a acdo desta ftalocianina.
Embora a Nz-Pc ndo tenha apresentado uma taxa
elevada de morte celular nas células HEp-2
(Figura 5), calculada como a diferenca entre a
porcentagem de células viaveis aos 100 % da
amostra, ela provocou grandes danos aos
macrofagos J774 os quais somente 12 horas apos
a TFD ja apresentaram uma taxa de morte celular
de 82 % e 88% 24 horas apds a TFD (Figura 4).
As células HEp-2, apesar de serem mais
resistentes a acdo da Nz-Pc, mostraram-se
sensiveis a acdo da Pc-BSA que, ao serem
tratadas e submetidas a TFD, apresentaram
significativa taxa de morte celular 12 horas apos a
TFD, equacionando uma taxa de 53% de morte
celular e 68% 24 horas apos TFD (Figura 6).

Os efeitos colaterais das terapias para o
cancer, tornam as mesmas um teste de resisténcia
aos tecidos saudaveis do corpo, por induzirem a
morte de células saudaveis juntamente as células
malignas. Conseguir desenvolver uma terapia de
alta eficacia e objetividade para o tratamento de
neoplasias, destruindo tdo somente as células
cancerigenas € algo a que se propdem os estudos
de fotossensibilizadores associados a TFD.
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Concluséao

De acordo com os dados obtidos através deste
experimento, é possivel concluir que tanto a Nz-Pc
guanto a Pc-BSA, compostos desenvolvidos por
GONCALVES (2008), apresentam atividade
citotoxica ao serem irradiadas por laser, levando
as células que participaram da TFD a morte
celular. Ainda que a Nz-Pc ndo tenha
apresentado a mesma eficacia que a Pc-BSA nas
células HEp-2, ambas se mostraram o6timos
compostos para realizacédo da TFD.
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