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Resumo- A Terapia Fotodinamica é uma modalidade estabelecida para o tratamento de tumores sélidos e
outras lesbes acessiveis. Embora o conceito e pratica de combinacdo de luz e corante fotossensibilizante
para o tratamento de estados patolégicos tenha ocorrido hd quase um século, a compreensao dos
mecanismos tem sido tremendamente melhorada ao longo dos anos. Almejando destacar o potencial e
estender a aplicagdo clinica, uma geracao de fotossensibilizantes, dentre eles a ftalocianina, tem sido
requerida para a terapia do cancer. Com o intuito de avaliar as alteragbes no potencial metastatico de
células HEp-2 apés a terapia fotodinamica com diferentes fotossensibilizantes e avaliar a capacidade de
formacao de colénias das células sobreviventes a TFD, ensaios foram realizados e verificou-se que em
relacdo as ftalocianinas ZnPc e AIPHCI, a AlPcS, se apresenta mais efetiva, porém o ensaio clonogénico

demonstra que as trés ftalocianinas, favorecem a formacao de col6nias resistentes a TFD.
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Introducéo

Define-se tumor, sindnimo de neoplasma ou
blastoma, como o crescimento anormal de tecidos.
Células doentes, com um distlrbio genético,
passam a se reproduzir mais rapidamente do que
as células normais levando a formacao do tumor,
podendo este ser benigno ou maligno. Diante dos
graves efeitos colaterais e da eficiéncia limitada
das terapias tradicionais (cirurgia, quimioterapia e
radioterapia) outras alternativas estdo sendo
constantemente propostas na area de oncologia
(cancerologia). Dentre estas se destaca a terapia
fotodindmica (TFD), uma modalidade
relativamente nova no tratamento de céancer
(SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002).

A combinacao droga mais luz forma a base da
TFD. Um composto fotossensivel é introduzido no
paciente e se acumula preferencialmente em
células que se reproduzem rapidamente. Essas
sdo posteriormente irradiadas, via laser através de
um cateter de fibra dptica, junto ao tecido doente.
A luz (tipicamente 600 a 800 nm) ativa o
composto, gerando formas de oxigénio téxicas que
necrosam ou afetam convenientemente o tumor,
levando-o ao colapso e a acao curativa do
paciente (SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002).

Almejando destacar o potencial e estender a
aplicacdo clinica, uma geracao de

fotossensibilizantes, dentre eles a ftalocianina, tem
sido requerida para a terapia do céancer. O
interesse crescente por essa nova classe de FSs é
justificado pelo alto coeficiente de absorcdo (630-
750nm) permitindo uma maior penetracdo da luz
em tecidos biolégicos (CAHN et al., 2001).

A resposta das células decorrente da aplicacéo

da TFD é dependente da localizacdo subcelular do
fotossensibilizante (KESSEL; LUGUYA; VICENTE,
2003; TIJERINA; KOPECKOYA; KOPECEK, 2003;
FEOFANOV et al., 2004). E sabido que as células
podem responder aos danos desencadeados pela
TFD iniciando uma resposta de resgate ou
ativando o processo de morte celular, seja por
apoptose ou necrose (MOOR, 2000).
O objetivo do presente trabalho foi avaliar as
alteracdes no potencial metastatico de células
HEp-2 (carcinoma de laringe humano) submetidas
a terapia fotodindmica com o0 agente
fotossensibilizador ~ Cloroaluminio  ftalocianina
lipossomal, Aluminio ftalocianina Tetrassulfonada
(AlPcSy) e Zinco ftalocianina, tendo como objetivo
especifico avaliar a capacidade de formacédo de
colbnias das células sobreviventes a TFD.

Metodologia

Para o presente estudo foi utilizada a linhagem
celular HEp-2 (CCL-23 ATCC-USA). Essa
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linhagem tem sido amplamente utilizada quando
se faz necessario 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).
O meio de cultura MEM (meio minimo essencial)
suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB) foi
utiizado para manutencdo da cultura e
devidamente esterilizado e estocado a 4.

As células foram rotineiramente cultivadas em
garrafas de cultura de 25cm® juntamente com o
meio de cultura e mantidas a 37C em atmosfera
umidificada contendo 5% de CO,. A cultura foi
subcultivada com tripsina 0,025% em &cido
etilenodiaminotetraacético (EDTA) 0,02% de forma
a manter sua fase de crescimento exponencial.

O fotossensibilizante utilizado foi a aluminio
ftalocianina tetrassulfonada (AIPcS,). A droga foi
inicialmente diluida em PBS (Solugdo Salina
Tampao Fosfato) na concentracdo de 1mM, pH7.2
e estocada a 4T protegida da luz. Para sua
utilizacdo em cultura, a solucdo estoque de 1mM
foi esterilizada por calor iimido e entdo diluida na
concentracao final de 10uM em meio MEM sem
SFB.

Para a avaliagdo da resposta celular frente a
TFD as células foram divididas em 4 grupos,
sendo eles: 1. Controle: grupo isento de qualquer
tratamento, 2. Laser: grupo submetido apenas a
irradiac@o, 3. TFD: grupo incubado com AlPcS,,
AIPHCI lipossomal e ZnPc e posteriormente
irradiado, caracterizando a terapia fotodinamica.

Culturas de células HEp-2 foram incubadas
com os fotossensibilizantes AlPcS, ZnPc a 10uM
e AIPHCI lipossomal a 2,5uM por 60 minutos a
37°C. Apods o periodo de incubacdo a cultura foi
lavada com PBS para a retirada do
fotossensibilizante excedente, e a ela adicionada
meio MEM sem SFB 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/cm’® e densidade de poténcia
de 30mW/cm®.

Para o ensaio clonogénico, as células foram
plagueadas na concentragdo de 100-200
células/poco e incubadas por 4 horas permitindo a
adeséo das células antes da TFD. Apés a TFD as
células foram incubadas por 7 dias e as colbnias
foram marcadas com soluc¢do contendo 0,5% de
azul de metileno e 70% de etanol. Coldnias com
mais de 30 células foram consideradas. O mesmo
procedimento foi realizado para o0s grupos
Controle, Laser e Fotossensibilizante. A fracdo de
sobreviventes foi calculada como a percentagem
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de colbnias formadas no grupo TFD comparada
com o grupo Controle.

Todos os experimentos foram realizados em
triplicata.

Resultados

Para avaliar o comportamento das células
sobreviventes a TFD, foi realizado o ensaio
clonogénico com cultivo das células ap6s o
tratamento de TFD com os diferentes
fotossensibilizantes.

Os resultados obtidos ap6s 7 dias de incubacédo
permitiu constatar a presenca de colénias
resistentes a TFD (Fig.1), sendo observado um
comportamento semelhante das células tratadas
com laser e incubadas com o fotossensibilizante
AlPcS,. O tratamento com ZnPc e AIPHCI
apresentou uma reducdo na porcentagem de
clones, sendo que a AIPHCI, permaneceu na faixa
de 50%. As células submetidas a TFD-AIPHCI e
TFD-ZnPC apresentaram préximo de 21% de
colénias resistentes a PDT, sendo que TFD-
AlPcS, apresentou um resultado de 14% de
colbnias sobreviventes.

Ensaio Clonogénico

_._.
8 B

Porcentagem de Colénias

o 8 &8 8 8

Figura 1. Ensaio clonogénico demonstrando a
acdo dos diferentes fotossensibilizantes sobre
a cultura de células Hep-2. Os trés
fotossensibilizantes utilizados n&o obtiveram
100% de morte celular.

Discussao

O objetivo da TFD é nao apenas destruir as
células tumorais (DOUGHERTY et al., 1998;
OCHSNER, 1997; FERREIRA et al., 2004) como
também reduzir a metastase do cancer (GOMER
et al., 1987; ROUSSET et al.,, 1999). Casas e
colaboradores, 2008 descreveram a diminuicdo do
fendtipo metastatico em clones sobreviventes da
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terapia, o que vem reforcar a necessidade de
ensaios clonogénicos e subseqliente avaliacédo
destes a novas aplicacdes, para melhor
desempenho clinico.

Com o intuito de avaliar o comportamento das
células sobreviventes a TFD para a formacédo de
novas coldnias celulares, foram realizados ensaios
clonogénicos das culturas submetidas a TFD-
AlPcS,, TFD-ZnPc e TFD-AIPHCI. Os resultados
obtidos demonstram que as poucas células
sobreviventes aos tratamentos ao término de 7
dias apresentam capacidade de multiplicacdo, o
gue nos permite constatar a possibilidade de
migracao para outras regides do organismo.

Embora estejamos trabalhando com células
isoladas, podemos extrapolar este resultado para
in vivo uma vez que nado foi avaliado o
comportamento destas células frente ao sistema
imunolégico.

Os resultados aqui apresentados favorecem
uma visdo de como é o comportamento das
células sobreviventes a TFD. Mesmo em numero
reduzido tais células apresentam capacidade de
mitose, 0 que seria indesejavel no tratamento para
eliminacao de células tumorais. Seguindo a linha
de raciocinio de Casas e colaboradores, mais
estudos  séo necessarios para  melhor
compreensdo do gendtipo e fendtipo destas
células bem como o comportamento de células de
defesa, como macréfagos, na eliminacdo das
mesmas, impedindo a migracdo para outras
regibes do organismo.

Em estudos anteriores, utilizando somente
AlPcS, verificamos que a mesma induz danos que
comprometem a adesdo celular, reduzindo o
potencial metastatico. Com o estudo comparativo
verificamos que em relacdo as ftalocianinas ZnPc
e AIPHCI, ela ainda se apresenta mais efetiva,
porém o ensaio clonogénico demonstra que as
trés ftalocianinas, favorecem a formacdo de
colbnias resistentes a TFD.

Concluséao

Em relacdo as ftalocianinas ZnPc e AIPHCI, a
AlPcS, se apresenta mais efetiva, porém as trés
ftalocianinas favorecem a formacédo de col6nias
resistentes a TFD.
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