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Resumo - A Terapia Fotodinamica (TFD) consiste em irradiar tumores com um comprimento de onda
apropriado de luz, apds a captagdo de um fotossensibilizante pelo tecido tumoral. A TFD é fundamentada
no acumulo preferencial do fotossensibilizante no tecido neoplasico, depois excitado por luz de comprimento
de onda 630 a 700 nm, ocasionando morte do tecido tumoral. O presente trabalho buscou analisar a
viabilidade celular frente a variagdes de fluéncia em células Hep-2 apés TFD. Foram plaqueadas 1 x 10°
células/mL, em placas de 96 pogos, as quais foram cultivadas em meio MEM suplementado com 10% de
Soro Fetal Bovino e incubadas “over night” a 37°C em atmosfera de 5% de COs,. Apos, as células sofreram
irradiagdo com laser diodo (Thera Lase - DMC) de comprimento de onda de 685nm, irradiancia de 11 mW e
fluéncia de 0,7 Jicm?. Esta dose foi fracionada em 0,3 e 04 Jiem?. -0 preparo das células para irradiagao
se deu pela incubagdo destas com o fotossensibilizante AlPcS,, por 30 minutos. Findada a irradiacgéo,
aguardou-se o metabolismo celular, por 24 horas. Foi entdo feito o ensaio de MTT, o qual é utilizado para
fazer a andlise de viabilidade celular. Puderam ser observadas alteragbées na curva de morte celular,

mostrando a tendéncia do fracionamento da TFD.

Introdugao

A terapia fotodindmica (TFD) é um fenébmeno
fisico-quimico que permite diagnosticar e tratar
lesbes tumorais e nao tumorais utilizando a agao
combinada de uma luz e drogas
fotossensibilizadoras, que atuam sobre tecidos
alterados. (NOBILE et al., 1998).

A TFD € uma forma de quimioterapia
ativada por luz com varias aplicagbes, mas com
énfase especial no tratamento de cancer. As
drogas fotossensibilizadoras acumuladas nas
células cancerosas s&o ativadas por luz visivel
que causa danos a mitocondria, membrana
citoplasmatica e lisossomos das células
neoplasicas malignas com subseqiente morte da
mesma. (FURUZAWA, 1997).

A hipoxia tecidual induz a uma resposta
molecular e fisioldgica, incluindo uma resposta
adaptativa associada com a ativagdo do gene.
(FERRARIO et al., 2000).

A TFD causa um rapido decréscimo no
potencial da membrana mitocondrial. (KESSEL et
al., 2000).

Agentes fotossensibilizantes realizam processos
de seletividade entre tecidos patologicos e
normais. O trajeto destes agentes percorre uma
variedade de organelas subcelulares para foto
destruicdo. TFD causa uma rapida diminuigao do

potencial de membrana mitocondrial, diminuindo
citocromo ¢ e mediando ao final a ativacdo da
Apaf-1 e pro-caspase-9, procedente da ativagéo
da caspase-3 (KESSEL et al., 2000).

do fracionamento da dosimetria. (Messmann et
al., 1995).

O fracionamento da irradiagdo podia realgar o
efeito de TFD em duas maneiras: (a) atraso da
parada programada ou do relaxamento da
vasoconstrigdo vascular induzido por Ala-TFD e
(b) por uso do protoporfirina recentemente dado
forma IX (PplX), produzidos durante o intervalo
escuro (van den Boogert, 2001).

Objetivo

Analisar e comparar o indice de morte celular
durante aplicagdo continua de TFD e com
fracionamento de dose.
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Materiais e Métodos
Cultura de Células

Foram utilizadas células da linhagem Hep-2
(carcinoma de laringe humana), cultivadas em
Meio Minimo Essencial (MEM) de Dulbecco’'s
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB).

As células foram mantidas a 37°C em estufa
umida, em atmosfera de 5% de COs,.

Preparacéo das células

As células foram plaqueadas em placas
NUNC de 96 pogos, foram utilizados pogos
alternados em fileiras alternadas, para que nao
houvesse interferéncia entre os pogos. O nimero
de células utilizado foi de 10° células/ ml.

Amostragem

O experimento foi realizado duas vezes sendo
que em cada uma delas foram feitas amostras
em duplicata.

Tratamento Fotoquimico

Para o tratamento quimico, utilizou-se o
fotossenssibilizante Aluminio Ftalocianina
Tetrasulfonada (AIPcS;) em concentragdo 5mM
tendo 30 minutos de interagdo com as células.

O laser utilizado foi o Thera Laser DMC (A=
685nm) com irradiancia de 11mW e fluéncia de
0,5 J/cmz, sendo utilizado uma placa escura para
isolar os pogos.

Fracionamento

A fluéncia de 0,7 Jicm? foi fracionada em 0,3 e
0,4 Jicm? com intervalo de 150 segundos entre as
doses. Este fracionamento de 0,2 ¢ 0,4 Jiem? foi
adotado em fungdo do ajuste disponivel no
equipamento.

Figura 1 — Irradiagdo das amostras.

Ensaio de MTT

Foi utilizado o ensaio de MTT para a analise
da viabilidade celular apdés o tratamento com a
TFD, controle somente com o laser, controle
somente com a droga e controle somente com as
células sem tratamento.

O MTT é um ensaio no qual as células viaveis
adquirem uma coloragado purpura pelo processo
de formagao de cristais de formazam, que se da
através da quebra do tetrazol pela agédo da
desidrogenase liberada na matriz mitocondrial
(Mehler et al.,1995). Os cristais de formazan
formados podem ser detectados utilizando-se a
analise em leitor de ELISA (Zhang, et al, 1995)

Incubou-se a solugdo de MTT 10% com as
células por 3 horas em estufa umida a 37°C em
atmosfera de 5% de CO, no escuro, apos,
descartando-se a solugédo anterior adicionou-se
solugdo etanol: DMSO (1:1) a qual ficou no
agitador por 20 minutos.

Passou-se entdo a analise do material em
leitor de ELISA na faixa de 570nm, a qual foi
realizada sem tampa.

Analise dos dados

Para a analise dos dados utilizou-se o
programa Windows Excel 98 para calcular a
média das amostras.
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Resultados e Discussao

Nota-se no grafico 1, que as células controle
apresentaram elevada densidade o6ptica com
relagdo as outras situagbes experimentais,
indicando de fato que, a placa onde existe um
maior numero de células vivas apresenta uma
cor purpura mais acentuada (Mehler et al.,1995;
Zhang, et al, 1995).
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Grafico 1- Comparagdo da densidade Optica
meédia apresentada para: (i) a placa controle com
as células sem tratamento (ii) controle somente
com a droga (iii) PDT com 7J/cm? (iiii) PDT
fracionada com O,3-0,4J/cm2.

As amostras controle onde foi administrada
somente a droga sofreram uma queda com
relagdo ao numero inicial, mostrando que a droga
exerceu, por si so, certa toxidade para a amostra.

Com relagao ao efeito obtido ao se fracionar a
dose da densidade de energia no uso da TFD,
pdde ser notado que a morte celular aumentou
em = 8% com o fracionamento em comparacéo a
irradiacao continua de 0,7 Jiem?. Embora a
diferenga tenha sido pequena, pode-se sugerir
que o fracionamento na Terapia Fotodindmica,
parece potencializar o efeito da droga
administrada, concordando com os achados de
Messmann et al. (1995)

Conclusao

O fracionamento de dose para Terapia
Fotodinamica é ainda uma ferramenta com pouco
conhecimento disponivel para utilizagdo, podendo
se mostrar eficiente ou ndo de acordo com as
proporgdes e doses aplicadas.

E muito importante a realizagdo de estudos
futuros, aplicando o fracionamento de dose em
maior variabilidade de fluéncias, a fim de tentar
elucidar a real eficiéncia do fracionamento e as
proporgdes ideais para o fracionamento das
doses.
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