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Resumo- A Terapia Fotodindmica (PDT) é uma modalidade estabelecida para o tratamento de tumores
sélidos e outras lesdes acessiveis. O presente trabalho propds investigar os processo de adeséo de células
da linhagem HEp-2 (carcinoma de laringe humano) submetidas a PDT com os fotossensibilizantes
Cloroaluminio ftalocianina lipossomal (AIPHCI), Aluminio ftalocianina Tetrassulfonada (AlPcS4) e Zinco
ftalocianina (ZnPc). Para efetuar o estudo da modificacdo do potencial metastatico, as células tratadas com
os diferentes fotossensibilizantes e subsequentemente irradiadas foram analisadas em alteracéo da adesao
das células a matriz extracelular, representada pelo colageno do tipo IV ou poli-L-lisina. Os dados obtidos
nos permitiram concluir que células da linhagem HEp-2 submetidas ao tratamento fotodindmico ndo foram

capazes de aderir de modo eficaz na superficie coberta por colageno tipo IV.
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Introducéo

A Terapia Fotodindmica (PDT) €& uma
modalidade estabelecida para o tratamento de
tumores solidos e outras lesbes acessiveis.
Embora o conceito e préatica de combinacao de luz
e corante fotossensibilizante para o tratamento de
estados patologicos tenha ocorrido a quase um
século, a compreensdo dos mecanismos tem sido
tremendamente melhorada ao longo dos anos
(Pervaiz e Olivo, 2006). Entretanto maiores
conhecimentos se fazem necessarios para o
preenchimento de lacunas nos mecanismos
moleculares.

Desde a sua introducéo até cerca de duas
décadas, a PDT tem se tornado progressivamente
uma técnica estabelecida para o tratamento de
canceres e, mais recentemente, outras doencas
(PLATZER et al.,, 2002). Trés mecanismos que
levam a destruicdo tumoral primaria in vivo tem
sido propostos: a fotoinativagdo direta da célula
tumoral, a destruicdo vascular e a ativagdo do
sistema imunoldgico (HASSAN et al., 2000).

Nos dias atuais, com a aprovacdao de
indmeros fotossensibilizantes, a nova fase de
desenvolvimento da PDT se concentrard no
entendimento dos mecanismos da resposta de
células e tecidos ao tratamento (MILLER et al.,
2007), ou seja, na fotoinativacdo direta das
células. A procura dos alvos moleculares da

terapia € intrinsecamente complexa. A variacdo do
tipo celular, do fotossensibilizante e suas
condicdes de incubacdo, e dos parametros
utiizados para a iluminacdo podem alterar
significantemente a reposta frente a PDT
(CASTANO et al., 2005).

O presente trabalho prop6s investigar os
processo de adesao de células da linhagem HEp-2
(carcinoma de laringe humano) submetidas a PDT
com os fotossensibilizantes  Cloroaluminio
ftalocianina  lipossomal  (AIPHCI),  Aluminio
ftalocianina Tetrassulfonada (AIPcS4) e Zinco
ftalocianina (ZnPc). Uma variedade de ensaios foi
realizada para melhor compreensdo das
alteracdes na adesao célula matriz.

Os mecanismos basicos dos efeitos da
PDT na adeséo celular ndo estdo completamente
elucidados. As porfirinas sdo as mais exploradas
(CHRISTENSEN et al, 1985; GOMER,;
FERRARIO; MURPHEE, 1987; VONARX et al.,
1995; MARGARON; SORRENTI; LEVY, 1997,
ROUSSET et al., 1999; UZDENSKY et al., 2004a;
UZDENSKY et al.,, 2004b; UZDENSKY et al,
2005), entretanto quase nao ha informacdes sobre
o papel das ftalocianinas (CANTI et al., 1994;
BALL et al., 2001) na adeséo celular. Visto que a
PDT é indicada principalmente em carcinomas
precoces, nos quais ndo foi detectada metastase,
€ essencial que a influéncia da terapia no
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processo metastatico seja esclarecia, garantindo
um procedimento seguro (ROUSSET et al., 1999).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar
as alteragbes no potencial metastatico de células
HEp-2 (carcinoma de laringe humano) submetidas
a terapia fotodinamica com o0 agente
fotossensibilizador ~ Cloroaluminio  ftalocianina
lipossomal, Aluminio ftalocianina Tetrassulfonada
(AlPcS,;) e Zinco ftalocianina. Para efetuar o
estudo da modificacdo do potencial metastatico,
as células tratadas com os diferentes
fotossensibilizantes e subsequentemente
irradiadas foram analisadas em alteracdo da
adesdo das células a matriz extracelular,
representada pelo colageno do tipo IV ou poli-L-
lisina.

Metodologia

A linhagem HEp-2, carcinoma epidermoide
de laringe humana (CCL-23 ATCC-USA), utilizada
nos experimentos, foi obtida do Instituto Adolfo
Lutz/Secdo de Cultura Celulares (S&do Paulo-SP).
Essa linhagem celular tem sido amplamente
utilizada quando se faz necesséario um modelo de
sistema neoplasico (CORBIERE et al.,, 2004;
MAGGIORELLA et al.,, 2005; SUN et al.,, 2006),
incluindo estudos da resposta celular frente a PDT
(LIU; XU; ZHANG, 2004; MILANESIO et al., 2005)
e estudos de adesdo celular (LO; KEESE;
GIAEVER, 1999; MAZUROQOV et al., 2003). Nosso
grupo de pesquisa faz uso dessa linhagem celular
como sistema modelo no estudo da aplicacdo de
PDT in vitro. Manter o tipo celular permite
estabelecer comparativos entre a resposta das
células  frente a PDT com agentes
fotossensibilizante variados avaliando alteracfes
na expressao de proteinas e nos compartimentos
celulares.

O fotossensibilizante utilizado foi a aluminio
ftalocianina tetrassulfonada (AlPcS,), obtida da
Frontier Scientific Porphyrin. A droga foi
inicialmente diluida em PBS na concentracdo de
1mM e estocada a 4C protegida da luz. Para sua
utilizacdo em cultura, a solucdo estoque de 1mM
foi esterilizada por calor imido (autoclave) e entdo
diluida na concentracdo final de 10uM em meio
MEM sem SFB.

Para a avaliacao da resposta celular frente a
PDT as células foram divididas em grupos:

- Controle: grupo isento de qualquer
tratamento.

- Laser: grupo submetido apenas a irradiacao.

- PDT: grupo incubado com AlPcS,, AIPHCI
lipossomal e ZnPc e posteriormente irradiado,
caracterizando a terapia fotodinamica.

Para o ensaio de fluorescéncia 6, 12, 24 e
48 horas ap6s os tratamentos, as células foram
submetidas ao tratamento para analise dos
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filamentos de actina utlizando a técnica de
microscopia de fluorescéncia. Os ensaios de
adesdo célula-célula e matriz-célula foram
realizados 6, 12, 24 e 48 horas apds o0s
tratamentos para avaliar as modificacbes na
capacidade de adesdo ao longo dos periodos
analisados. @ Para avaliar alteracbes no
comportamento das células tratadas com tripsina,
0 ensaio de resisténcia foi realizado logo apoés a
exposicdo das células a luz. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata.

Culturas de células HEp-2 foram
incubadas com 300uL dos fotossensibilizantes
AlPcS, ZnPc a 10uM e AIPHCI lipossomal a 2,5
UM por 60 minutos a 37°C. Apds o periodo de
incubacgdo a cultura foi lavada 2 vezes com PBS,
para a retirada do fotossensibilizante excedente, e
a ela adicionada 300uL de meio MEM sem SFB e
sem vermelho de fenol. A irradiacdo foi procedida
no escuro com um aparelho clinico portatil de
Laser semicondutor Kondortech Bio Wave LLLT
Dual com meio ativo de InGaAIP (Fosfeto de indio-
galio-aluminio) operando no modo continuo em
comprimento de onda (A) de 660nm, poténcia de
30mW, densidade de energia de 4,5J/cm® e
densidade de poténcia de 30mw/cm?.

O colageno de placenta humana tipo IV
(Sigma) foi reconstituido em 0,25% (vol/vol) de
acido acético na concentracdo de 1mg/mL e
refrigerado a 4C, ou Poli-I-Lisina 0,01% em PBS.
Para cobrir superficies as placas foram incubadas
com 272uL/poco da solucdo de colageno ou Poli-I-
Lisina, em PBS, overnight a 4C. Posteriormente,
a solucao protéica foi retirada e os sitios
inespecificos de ligacdo foram bloqueados com
uma solucdo de BSA a 1% (peso/vol) por 30
minutos a temperatura ambiente. Retirada a
solucdo de BSA, as placas foram gentilmente
lavadas 3x com PBS e mantidas a 4C e Gmidas
com PBS até suas utilizages.

A cultura submetida aos tratamentos, apés
os periodos de incubacgdo, foram plaqueadas na
concentracdo de 10° células/pogo em placas
cobertas de colageno humano tipo IV e incubadas
a 37C em meio MEM com 2% de SFB por 2 horas
para permitir a adesdo. Apds este periodo, as
células foram gentilmente lavadas 3 vezes com
PBS, para a retirada das células ndo aderidas, e
fixadas com etanol 96% por 10 minutos a
temperatura ambiente. A cultura fixada foi
marcada com cristal violeta a 0,1% em etanol 70%
por 30 minutos. A placa foi lavada com agua
destilada, para a retirada do excesso do corante, e
entdo adicionou-se 300uL de DMSO para a
extracdo do marcador. A densidade Optica das
placas foi lida em leitor de ELISA Spectra Count,
operando no comprimento de onda de 570nm. O
branco foi determinado usando a absorbancia de 3
pocos cobertos com colageno tipo IV e
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bloqgueados com BSA submetidos a todos os
tratamentos descritos acima, o valor da
absorbancia desses pocos foi subtraido dos
resultados obtidos.

Resultados

Para observar alteracGes referentes a
adesédo das células a um componente da ECM foi
utilizado o teste colorimétrico com cristal violeta,
permitindo o estudo da quantidade de células que
permanecem com a capacidade adesiva ao
colageno tipo IV ou poli-L-lisina intacta apds os
tratamentos.

Ao avaliar o grupo PDT-AIPHCI 1 hora
(Fig.1), ap6s o periodo de pré incubacdo das
células com a matriz, ndo encontramos uma
diferenca significante (P>0,05) comparado ao
grupo controle, indicando um comportamento
semelhante na taxa de adesdo a matriz. Esse
comportamento persiste no periodo de 6 horas.
Passadas 24 horas a diferenca observada é
extremamente significante (P< 0,001) e persistindo
no periodo de 48 horas. O mesmo padrao é
verificado nos grupos PDT-AIPcS, e PDT-ZnPc,
repetindo-se o padrdo em 24 e 48 horas. Quando
os grupos PDT sdo comparados entre si, observa-
se uma alteracdo significante da AIPHCI com a
AlPcS4, no periodo de 1 hora (P<0,05). Nos outros
periodos de observacdo ndo sdo detectadas
alteracdes significantes no comportamento de
adeséo.

Ensaio Adesiao Célula-Matriz

0.55+
0.50
0.454
0.40+
0.354
0.30
0.25+
0.20
0.154
0.104
0.05
0.00-1—k=

Densidade Opﬁca D.O (570nm)

E=3PDT Lipossomal
EIPDT AlPcS4
[OPDT ZnPc

B Células

Figura 1. Ensaio adeséao célula-matriz. Apés PDT
as culturas foram incubadas em matriz de
colageno IV ou poli-L-lisina, nos periodos de 1, 6 e
24 horas e analisadas através de teste
colorimétrico com cristal violeta, por densidade
oOptica.
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Discussao

E sabido que células epiteliais dependem
dos contatos apropriados de adesédo célula-célula
e Célula-matriz para 0 crescimento e
sobrevivéncia. A alteracdo da adesao entre célula
e ECM foi extremamente influenciada por PDT. Foi
possivel observar uma queda acentuada do
ndmero de células aderidas apés o tratamento
fotodindmico, quando o tratamento foi realizado
com AIPHCI, que foi acompanhado pela AlPcS,. A
capacidade de adesédo simplesmente desaparece
nos periodos de 24 e 48 horas. O tratamento com
PDT-ZnPc revelou a presenca de células com
capacidade de adesdo, o que € preocupante e
demonstra a necessidade de uma nova aplicagédo
de PDT, objetivando a completa eliminacdo de
células resistentes. Runnels e colaboradores
(1999) ao realizar o mesmo ensaio para avaliar a
adesdo em colageno |V, fibronectina, laminina e
vitronectina (componentes da ECM) obtiveram os
mesmos resultados observados com PDT- AlPcS,.
A reducdo da adesdo de células OVCAR 3
(carcinoma de ovario humano) submetidas ao
tratamento com BPD-MA foi atribuida ao alto
indice de morte celular observado na cultura,
porém, mesmo com as taxas decrescentes de
integrina-B; nas placas de adesdo focal, nao
ocorreram diferencas na expressdo dessa
proteina.

Conclusao

O presente trabalho nos forneceu
importantes informacdes referentes a adesédo
celular posterior a terapia fotodindmica. Os dados
obtidos nos permitiram concluir que células da
linhagem HEp-2 submetidas ao tratamento
fotodindmico ndo foram capazes de aderir de
modo eficaz na superficie coberta por colageno
tipo IV.
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