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Resumo - Terapia Fotodindmica (TFD) de tumores malignos é uma modalidade que envolve a irradiacao de
tumores com um comprimento de onda apropriado de luz apds a captacdo de um fotossenssibilizador pelo tecido
tumoral (1,2). O presente trabalho objetiva a determinagédo do processo de morte celular a partir da avaliagao da
morfologia nuclear. Cultura de células Hep-2 foram incubadas por 1 hora com o fotossensibilizante Cloroaluminio
Ftalocianina lipossomal 5uM, retirado o fotossensibilizante as células foram submetidas a irradiagdo com laser
Diodo Thera Lase A=670nm, 4.5J/cm?, 45 mW/cm?. Posterior a irradiacéo, as células foram incubadas por 1 € 6
horas para a marcacao de fluorescéncia com DAPI (300nM/10min). A avaliagdo das microfotografias demonstrou
uma alteragdo no nucleo apds 1 hora com a perda de aderéncia celular e aparecimento de bolhas na membrana
plasmatica. Apés 6 horas foi observada a presengca de corpos apoptdticos. Esta estrutura resultante da
fragmentagao nuclear é indicativo de morte celular por apoptose decorrente da TFD.
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Introducao

Terapia Fotodinamica (TFD) de tumores
malignos é uma modalidade que envolve a
irradiagdo de tumores com um comprimento de
onda apropriado de luz apdés a captagcdo de um
fotossensibilizador pelo tecido tumoral (1,2). Um
dos critérios basicos na escolha de um agente a ser
utilizado em TFD, € que o mesmo apresente uma
absorcao espectral acima de 600nm, a chamada
janela optica onde os componentes enddégenos do
tecido biolégico sdo transparentes a irradiagao
incidente (3,4,5).

Oleinick (2) discutiu o possivel mecanismo de
morte celular decorrente de TFD, concluindo que ha
evidéncias de apoptose e necrose. A inducdo da
apoptose esta correlacionada com a localizagado
subcelular dos sensibilizantes.

A apoptose ou morte celular programada ocorre
quando uma célula dentro de um organismo morre
por um mecanismo coordenado por proteinas
codificadas pelo genoma do hospedeiro (6,7). Esse
evento pode ser dividido em fases para facilitar o
estudo. A primeira fase é o estimulo que provoca a
resposta apoptética, o qual pode ser um sinal
externo liberado por receptores de superficie ou
pode originar-se dentro da célula pela agao de uma
droga, toxina ou radiagdo. A segunda fase inclui

deteccdo deste sinal ou estado metabdlico e
transducdo do sinal. A fase efetora é a terceira
parte do mecanismo de morte celular e inclui as
proteases como as caspases, que sao ativadas
durante a apoptose. A quarta fase da morte celular
é a fase pds-morte, na qual a cromatina condensa e
o DNA é degradado (6,8).

Durante a apoptose ocorrem alteragoes
caracteristicas no nucleo celular gragas ativacao de
endonucleses que degradam o DNA. Como
resultado, o nucleo torna-se picnético e a cromatina
se condense nas porgdes adjacentes a membrana
nuclear. Finalmente, o ndcleo entra em colapso e
se fragmenta. Simultaneamente, as bolhas que se
formam no citoplasma separam a célula em
fragmentos circundados por membrana, contendo
partes do nucleo e organelas intactas (corpos
apoptoticos) (9).

O objetivo deste trabalho €& avaliar as
modificagdes do ndcleo  possibilitando a
determinacao do processo de morte celular ocorrida
apos TFD utilizando como fotossensibilizador
Cloroalumineo Ftalocianina Lipossomal (CIAIPc
lipossomal).

Material e Métodos
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Cultura de células Hep-2 (carcinoma de laringe
humana) foram plagueadas em laminulas e
divididas em dois grupos, grupo controle, onde n&o
foi aplicada nenhum tratamento e grupo TFD. Apds
a completa adesdo das células estas foram
incubadas por 1 hora com o fotossensibilizante
Cloroaluminio Ftalocianina lipossomal (5mM) .

Posterior a incubacao as células foram lavadas
2x com PBS e submetidas a irradiagdo com laser
Diodo Thera Lase com um comprimento de onda de
670nm, densidade de energia de 4.5J/cm?
densidade de poténcia de 45 mW/cm? e poténcia de
35 mW. Apés a irradiagdo o PBS foi substituido por
meio de cultura MEM (Meio Essencial Minimo
Gibco®) suplementado com 10% de soro fetal
bovino Gibco® (SFB) e as células foram incubadas
pelo periodo de 1 e 6h a 37°C e 5% de CO,.

Microscopia de fluorescéncia- Apos o periodo
de incubagdo, lavou-se as células com PBS para
remogado do meio de cultura com SFB. As células
foram fixadas em paraformolaldeido 4% por 10 min,
ao término desse tempo foram incubadas com
DAPI na concentragcdo de 300nM por 10 min. As
I&minas foram montadas utilizando n-propril-galato
e vedadas com esmalte incolor. Para a analise do
material utilizou-se o] microscoépio de
epifluorescéncia modelo Leica DMLB com sistema
fotografico Leica MPS-30.

Resultados

Os grupos controle 1h (Fig.1a) e 6hs (Fig.1b)
apresentaram o0 nucleo ovalado e a membrana
citoplasmatica bem espalhada pelo substrato.

Nas células submetidas a TFD apds 1h (Fig.1c)
foram observadas alteragbes na morfologia nuclear
com o inicio de invaginagdes na membrana nuclear,
diminuicdo da area ocupada pelo citoplasma e do
volume nuclear. Estruturas com o aspecto globular
na membrana plasmatica causam a deformacao da
mesma.

Apos 6hs (Fig.1d) do tratamento foi observada
a fragmentagdo nuclear onde os corpusculos
apoptoticos comegcam a se dispersar pelo
citoplasma.

Figura 1. Células Hep-2 marcadas com DAPI; a. controle
1h, b. controle 6h, c. TFD com CIAIPc lipossomal 1h e d.
TFD com CIAIPc lipossomal 6h. 1000x

Discusséao

O DAPI é um marcador fluorescente para acido
nucleico que tem sito largamente utilizado para
identificacdo da condensagdo da cromatina
encolhimento nuclear e formagado de corpos
apoptoticos permitindo a determinagao do processo
de morte celular por apoptose (10). Nas fotos de 6
h analisadas foi possivel identificar a formacao
desses corpusculos reafirmando os resultados
obtidos por outros autores apds o tratamento de
células neoplasicas com TFD , onde a apoptose € a
morte celular observada (11,12).

O encolhimento citoplasmatico e a formagao de
protusbes na membrana plasmatica, presentes
apos 1h, sdo devido a eventos proteoliticos
envolvendo as caspases que resultam na clivagem
do citoesqueleto e proteinas relacionadas (13),
esses eventos foram descritos por Rello et al.(14)
onde o autor disserta sobre as mudangas
morfoldgicas da célula submetida a tratamento pré-
apoptotico.

Conclusao

As células neoplasicas submetidas ao tratamento
com a CIAIPc lipossomal apresentaram inicio da
formacdo dos corpos apoptoticos apds 1h e a
fragmentacdo nuclear apdés 6h, indicativo de um
processo de morte celular por apoptose.
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