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Resumo- A TFD é uma técnica que requer a exposicdo das células a um fotossensibilizante, oxigénio
molecular e luz visivel com o comprimento de onda compativel com o espectro de absor¢cao do farmaco,
esses elementos quando combinados criam uma reacao fotodinamica, resultando em alterac8es celulares.
O objetivo do presente trabalho foi avaliar a expressao da proteina de adesdo E-caderina em células HEp-2
( carcinoma epidermoide de laringe humana) utilizando como agente fotossensibilizante a Zinco Ftalocianina
(ZnPc), Aluminio Ftalocianina Tetra Sulfonada (AlPcS,) e Cloro Aluminio Ftalocianina Lipossomal (AIPHCI).
As células foram incubadas com os agentes fotossensibilizantes (AlPcS,, ZnPc a 10uM e AIPHCI lipossomal
a 2,5 uM), e submetidas a irradiacé@o utilizando laser de diodo (A de 660nm, 30mW, 4,5)/cm?, 3OmW/cm2).
Posteriormente as células foram submetidas a marcacgéo 6, 12 e 24 horas apos a terapia, com o anticorpo
primario mouse anti-E-caderina e anti-mouse conjugado com FITC. Com excegédo da TFD-AIPHCI no tempo
de 24 horas, a TFD com o fotossensibilizador AlPcS,, ZnPc e AIPHCI, alterou negativamente a expresséo

de E-caderina.
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Introducéo

A terapia fotodinamica (TFD) é uma
modalidade terapéutica para o tratamento de
doencas neoplasicas e ndo neoplasicas,
caracterizado pelo crescimento exagerado de
celulas ndo desejadas ou anormais. A técnica
envolve ativagao pela luz, na presenca de oxigénio
molecular, de certos corantes
(fotossensibilizantes) que sao de algum modo
seletivamente absorvidos pelo tecido alvo.
(HASSAN; MOOR; ORTEL, 2000). Este
procedimento induz a indmeras respostas
celulares, incluindo a de morte celular.

Almejando destacar o potencial e estender a
aplicagdo clinica, uma segunda geracao de
fotossensibilizantes  (FSs), dentre eles as
ftalocianinas, tem sido requerida para a terapia
contra 0 cancer, essas constituem uma extensa
classe de componentes com alto coeficiente de
absorcéo (630-750 nm) (MARTINES et al., 2007) o
gue permite maior absorcdo da luz em tecidos
biolégicos, apresentando assim excelentes
propriedades de localizacdo tumoral e alta
eficiéncia fotossensibilizante (SIBATA et al., 2000;
FERREIRA et al., 2004).

Dentre os processos desencadeados pela TFD,
a alteracdo na adeséo das células de cancer a um

substrato ou a células € uma conseqiéncia
importante da terapia (CASTANO et al., 2004). As
moléculas de adesado celular, que compreendem
as caderinas, integrinas e a superfamilia das
imunoglobulinas, s8o importantes para o
crescimento e metastase de muitos canceres
(MCGARY et al., 2002).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a
expressdo da proteina de adesédo E-caderina em
células HEp-2 ( carcinoma epidermoide de laringe
humana) utilizando como agentes
fotossensibilizantes a Zinco Ftalocianina (ZnPc),
Aluminio Ftalocianina Tetra Sulfonada (AIPcS,) e
Cloro Aluminio Ftalocianina Lipossomal (AIPHCI).

As caderinas sao responsaveis por ligacdes
homofilicas célula-célula (LODISH et al., 2003), e
alteracbes transitérias ou permanentes na
expressdo de E-caderina, tem demonstrado ser de
grande importancia no processo de metastase
tumoral (HARINGTON; SYRINGOS, 2000). Devido
a isso, foi observada a expressdo das mesmas
pela técnica de microscopia de fluorescéncia, visto
que a perda de expressdo de E-caderina pelas
células reduz a aderéncia entre elas, resultando
na migracao dessas.
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Metodologia

Para realizacdo do experimento as células
foram divididas em quatro grupos, sendo:

Grupo 1: Controle isento de qualquer
tratamento;

Grupo 2: ZnPc, incubado com ZnPc, AlPcS, e
AIPHCI e mantido na auséncia de luz;

Grupo 3: Laser, submetido apenas a irradiacao;

Grupo 4: TFD, incubado com ZnPc, AlPcS, e
AIPHCI e posteriormente irradiado, caracterizando
a Terapia Fotodinamica.

Células HEp-2 foram cultivadas em placas com
laminulas, na concentracdo de 10° células/poco e
incubadas com os fotossensibilizantes AIPcS,,
ZnPc a 10uM e AIPHCI lipossomal a 2,5 uyM por 60
minutos a 37°C. Apés o periodo de incubagdo a
cultura foi lavada com PBS (Solucdo Salina
Tampédo  Fosfato), para a retrada do
fotossensibilizante excedente, e a ela adicionada
meio MEM (Meio Minimo Essencial) sem SFB
(Soro Fetal Bovino) e sem vermelho de fenol.

A irradiacdo foi procedida no escuro com um
aparelho clinico portatii de Laser semicondutor
Kondortech Bio Wave LLLT Dual com meio ativo
de InGaAlP (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/cm2 e densidade de poténcia
de 30mW/cm2.

Posterior a irradiacdo, o PBS foi substituido por
meio de cultura MEM (Meio Minimo Essencial)
suplementado com 10% de SFB (Soro Fetal
Bovino) e 1% de antibidtico, e as células foram
incubadas por 6, 12 e 24 horas a 37°C em
atmosfera umidificada, com 5% de CO..

Apébs o periodo de incubacédo as células foram
fixadas com paraformaldeido a 4%,
permeabilizadas com Triton X-100 a 0,5%,
bloqgueadas com BSA e incubadas por 1 horas
com anticorpo primario mouse anti-E-caderina
(diluicdo 1:100) por 30 minutos a temperatura
ambiente, lavadas com PBS contendo 2% de
soroalbumina bovina e incubado com anti-mouse
conjugado com FITC (1:100). As laminulas foram
lavadas com PBS e montadas em laminas
contendo N-propil-galato. As laminas montadas
foram analisadas com o auxilio do microscopio de
fluorescéncia (Leica DMLB) acoplado a um
sistema fotografico (Leica MPS-30).

Resultados

A expressdo de E-caderina foi acompanhada
através da técnica de microscopia de
fluorescéncia, utilizando como marcador anticorpo
primario mouse anti-E-caderina e anti-mouse
conjugado com FITC, que marcam 0s receptores
da membrana celular.
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A analise das células submetidas a TFD com
AlPcS,, e marcadas com anticorpo anti-E-caderina
revelam a acdo do tratamento na interacdo entre
as células, revelando que com o passar do tempo
de incubagcdo pOs-TFD as células apresentam
espagcos entre as membranas e E-caderina
presente na forma de pequenos granulos
concentrados nos contatos intercelulares (Fig. 1.B,
C, D).

Pode ser observado interacdo entre as células
submetidas a TFD com ZnPc apds o periodo de 6
horas (Fig. 1.E), sendo que nos periodos de 12 e
24 horas verifica-se uma dispersdo de granulos
para a regido perinuclear (Fig. 1.F, G).

As células submetidas a TFD com AIPHCI
(Fig.1.H), apresentam no periodo de 6 horas
padrdo semelhante ao encontrado com a ZnPc 12
horas. Com 12 horas ndo é possivel observar
interacdo entre as células, somente a presenga de
E-caderina em células isoladas (Fig. 1.1). Apos 24
horas é possivel observar interacdo entre células
com forte expresséo de E-caderina (Fig.1.J).

J

Figura 1: Imunofluorescéncia para E-caderina.
Células HEp-2 submetidas a TFD foram marcadas
com anticorpo anti-E-caderina e incubadas com
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anti-mouse fluorescente, apés os periodos de 6,
12 e 24 horas.

(A) controle demonstrando a presenca de
interacao entre as células (seta).

(B, C, D) TFD- AIPcS,; apés 6, 12 e 24 horas
respectivamente, observa-se auséncia de
interacdo entre as células, com a distribuicdo de
pequenos granulos no citoplasma acompanhando
o contorno celular (seta).

(E, F, G) TFD-ZnPc ap6s 6, 12 e 24 horas
respectivamente, observa-se que apdés 6 horas
ainda ocorre interacdo entre as células vizinhas
(seta). Com 12 e 24 horas observa-se uma
dispersédo de granulos de E-caderina para a regido
perinuclear.

(H, 1, J) TFD-AIPHCI apés periodos de 6, 12 e 24
horas respectivamente. Apds 6 horas é possivel
verificar a presenca de pequenos granulos
proximos a regido intercelular (seta). No periodo
de 12 horas verifica-se a presenca dos granulos,
com auséncia de células vizinhas. Apos 24 horas,
observa-se forte expressdo de E-caderina entre
células adjacentes (seta). Barra=10um.

Discussao

Desde a sua introducdo até cerca de duas
décadas, a TFD tem se tornado progressivamente
uma técnica estabelecida para o tratamento de
canceres e, mais recentemente, outras doencas
(PLATZER et al., 2002). Este procedimento induz
a inumeras respostas celulares, incluindo a de
morte celular. Indmeras moléculas de adesé&o
estdo envolvidas nesse processo e a expressdo
anormal dessas moléculas pode levar ao aumento
ou decréscimo do potencial metastéasico.

Um elemento importante no processo de
adesdo € a proteina E-caderina. As caderinas
compreendem uma larga familia dependente de
ca®, séo responsaveis por ligacbes homofilicas
célula-célula (LODISH et al, 2003). Essas
moléculas aparecem no inicio do desenvolvimento
e mudancas na expressdo de seus subtipos séo
essenciais na segregacdo de células para a
formacao de tecidos distintos, além de ter papel
chave na manutencéo da integridade tecidual em
organismos adultos (STEINHUSEN et al., 2001;
MACGARY; LEV; BAR-ELI, 2002).

No presente estudo, a expresséo de E-caderina
se mostrou comprometida devido aos espagos
entre as membranas, e a presenca de E-caderina
na forma de pequenos granulos. Os efeitos da
TFD com AIPcS, demonstraram serem mais
acentuados ja que, quando utlizado ZnPc
observou-se a interacdo entre as células no
peridodo de 6 horas ap6s o tratamento, e com
AIPHCI esta interacdo é observada 24 horas apés
o tratamento.

IVUINIC Jr

Encontro Latino Americano

de Iniciagdo Cientifica Junior

Esse comportamento frente a terapia foi
observado por Foultier e colaboradores (1994)
utiizando um derivado de hematoporfirina, os
autores relataram uma diminuicdo na adesividade
de células de cancer de célon a uma monocamada
de células endoteliais. Galaz e colaboradores
(2005) demonstraram que TFD com a Zn(ll)
ftalocianina foi responsavel pela reducdo na
expressdo de E-caderina em cultura de
queratinécitos primario.

Alteracdes, transitérias ou permanentes, na
expressdo de E-caderina tem demonstrado ser de
grande importancia no processo de metastase
tumoral (HARINGTON; SYRINGOS, 2000). Na
progressdo de tumores uma diminuicdo ou perda
da expressdo de E-caderina nas células
neoplasicas levaria a reducdo da aderéncia
dessas células entre suas vizinhas resultando na
migracdo da mesma (BEAVON, 1999).

E sabido que células epiteliais dependem dos
contatos apropriados de adesdo célula-célula e
célula-matriz para o crescimento e sobrevivéncia.
A TFD demonstrou interferir negativamente na
adesao célula-célula, estando o tipo de
fotossensibilizante diretamente relacionado a este
resultado. Essa perda na expresséo de E-caderina
tem sido documentada em varios tipos de cancer
(BEAVON, 1999) incluindo os da regido do
pesco¢co (MATTIJSSEN, et al.,, 1993; ANDREWS
et al.,1997).

Conclusao

A TFD com o fotossensibilizador AIPcS,, ZnPc
e AIPHCI altera negativamente a expressédo de E-
caderina.
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