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Resumo- Varias sdo as pesquisas na tentativa de tratamento /cura de cancer, muitos tratamentos
alternativos tem sido desenvolvidos, dentre os quais se inclui a Terapia FotodinAmica(PDT), a qual tem sido
amplamente utilizada na Europa, Estados Unidos e alguns paises da América do Sul. Entretanto a aplicagédo
da TFD, apresenta alguns pontos que necessitam ser esclarecidos: o tipo de fotossintetizante, a fonte de
radiacdo, métodos de determinacdo da resposta biolégica, entre outras. Visando melhor conhecer estes
mecanismos, foram avaliados a participacdo das proteinas de choque térmico apds tratamento com
fotossensibilizante, ja aprovado para TFD e novos fotossensibilizantes associados a nanotecnologia,
potencializando a interacdo dos mesmos com as células tumorais.
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Introducéo

O cancer é reconhecidamente a doenca que
mais tem provocado preocupacdo na histéria da
humanidade (MACHADO, 2000). Tratamentos
classicos, constituidos pela quimioterapia,
radioterapia e cirurgia, embora tenham sofrido
avanco devido ao desenvolvimento de novos
farmacos podem provocar inameros efeitos
colaterais, comprometendo quase todas as
funcdes organicas do individuo.

A descoberta de outros tipos de células que
interagem com as células cancerigenas
possibilitou caracterizar os cénceres ndo mais
apenas a partir da célula tumoral propriamente
dita, mas como uma doenca complexa (OTAKE et
al, 2006). Essa nova perspectiva permitiu o
surgimento de novos alvos para os tratamentos,
assim como o desenvolvimento de novas terapias,
como a Terapia Fotodindmica ou PDT (do inglés
Photodynamic Therapy).

Entretanto, alguns aspectos da aplicacédo
dessa terapia precisam ser esclarecidos, como 0s
pardmetros que devem ser utilizados para tal
(NERI et al, 2002),como exemplo podemos citar: o
tipo de fotossensibilizante (a titulo de
administracdo, o modo de preparo e concentracéo
terapéutica), fonte de irradiacdo (tipo de irradiacéo
parametros: comprimento de onda, energia, tempo
de exposicéo, de duragdo de pulso, frequéncia de
pulso), métodos de avaliacdo da resposta
biolégica, entre outros. Nesse sentido, diversos
estudos estdo sendo realizados com o intuito de
esclarecer tais aspectos e processos que
envolvem a PDT, estudando também formas de

aperfeicoar os processos, por meio de novos
fotossensibilizantes e novas fontes de luz, para
uma maior eficiéncia da terapia no tratamento do
cancer.

As proteinas de estresse ou choque térmico
(HSPs) foram descobertas em 1962 (Ritossa,
1962) como um grupo de proteinas altamente
conservadas cuja expressao pode ser induzida por
diferentes tipos de estresse. O estresse oxidativo
ativado por TFD induz a expressdo de varias
HSPs (Gomer, et al., 1996; Korbelik, et al., 2005).
Zhou et al., 2008, demonstraram que principal
funcdo da translocagdo de HSP70 é estabilizar a
membrana plasmatica, embora este papel protetor
falhe na prevencao da apoptose devido a ruptura
da membrana mitocondrial.

Portanto neste projeto, visando melhor
conhecer estes mecanismos, propomos avaliar a
participacdo das proteinas de choque térmico,
apos o} tratamento com diferentes
fotossensibilizantes, em células de DU 145
(adenocarcinoma de prostata humana), em
modelo in vitro.

Metodologia

Células DU 145 (adenocarcinoma de préstata
humana) foram utilizadas para os modelos in vitro.
As células foram mantidas em meio Eagle
modificado por Dulbecco - DMEM (Invitrogen Life
Technologies, Inc., Carlsbad, CA) com 1,5g de
bicarbonato de sédio, 10% de soro fetal bovino,
1% penicilina-estreptomicina-neomicina;
incubadas a 37C em atmosfera de 5% de CO ,.
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Um grupo de células foram tratadas com o
fotossensibilizante  Photosan® (SeeLab F&E
GmbH, Germany), derivado de Hematoporfirina,
anadlogo do Photofrin, certificado pela Unido
Européia em 2002, (Zoepf et al, 2005). A solugdo
estoque do fotossensibilizante foi preparada na
concentracdo de 1mM em PBS, apés a diluicdo a
solugcdo foi estocada a 4°C protegido da luz até
sua utilizagdo no experimento. Logo apés
realizado a incubacdo com o fotossensibilizante e
realizada a PDT (com periodos de 24h e 48h),
foram marcadas as células com HSp70 e HSp9O.

Ap6és a incubacdo de um outro grupo de
células (24h e 48h com tratamentos Ciclosporina A
durante 1h de incubacdo e Staurosporina 10pM
controle positivo para apoptose) o meio foi retirado
e 0s pocos lavados com PBS (Salina Tampéo
Fosfato). Os marcadores de morte celular foram
acrescentados, lodeto de e Anexina V. Para a
fixacdo das células foram utilizados
Paraformaldeido (PA) 4% e analisadas em
microscopia de fluorescéncia, Microscépio Leica
DMLI, com sistema de captura de imagem
DFC310FX.

Resultados

A avaliagdo do processo de morte celular, as
células DU-145 foram submetidas a marcacao
com lodeto de Propidio e  Anexina
V..
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Figura 1. Avaliacdo de concentracbes crescente
de CsA, sobre linhagem DU-145.

Para a realizacéo dos calculos foram utilizadas
as imagens obtidas no microscopio Leica, sendo
avaliada a intensidade de fluorescéncia do nucleo,
marcado com iodeto de propidio e células
positivas para Anexina V, analisadas através do
programa de imagens Image J®. Foram
quantificadas aproximadamente 100 células de
cada grupo. O grafico obtido permite verificar que
as células do grupo controle, ndo apresentaram
células apoptéticas ou necréticas. Como controle
positivo para apoptose utilizamos Staurosporina A
na concentragcdo de 10uM, sendo possivel
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visualizar que ocorreu a presenca de células
apoptéticas, com intensidade equilibrada de
fluorescéncia para iodeto de propidio e AnexinaV.
As células submetidas a PDT, apresentaram um
aumento  significativo da intensidade de
fluorescéncia como podemos observar no gréafico
e nas imagens mais representativas apresentadas
na (Figura 2.)

Figura 2. (A) Célular controle (B) Células DU-145
tratadas com Staurosporina 10uM controle positivo
para apoptose. (C) Células DU-145 tratadas com
Photosan e submetidas a PDT, tempo de 24
horas.

O estresse oxidativo ativado via Terapia
Fotodinamica apés a reacdo com O
fotossensibilizante, induz a expressdo de varias
HSPs, como podemos observar na (Figura 3.)

c
-

Figura 3. Células DU-145 marcadas com
anticorpo anti-HSp-70 marcado com FITC e
anticorpo anti-HSp-90 marcado com TRITC apds
PDT com Photosan. A- Células controle, B-
Células DU-145 + laser, C- Células marcadas com
HSp-70 e HSp-90 apds 24 horas de PDT e D-
Células marcadas com HSp-70 e HSp-90 apds 48
horas de PDT.

Discussao

A Terapia Fotodindmica pode ocasionar
apoptose ou necrose, ou uma combinacdo dos
dois mecanismos (OLEINICK et al, 2002). Sendo a
apoptose, uma forma regulada de morte celular
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fisiolégica. As células que sofrem apoptose
apresentam mudancas morfolégicas tipicas, como
a deformacdo do nucleo, condensacdo da
cromatina, encolhimento celular, formacdo de
protuberdncia na membrana plasmatica e
fragmentagcédo de DNA (ZHOU et al, 1996).

Para controle positivo de morte por apoptose
foram utilizados o antibiético Staurosporina - STS
(Staurosporine induces apoptosis through both
caspase-dependent and caspase-independent
mechanisms. ChafkeA Ahmed Belmokhtar, Josette
Hillion and Evelyne SeAgal-Bendirdjian. Oncogene
(2001) 20, 3354 + 3362), ja a Ciclosporina A
(CsA), utlizada para avaliar a participacao da
mitocdndria no processo apoptoético, pois a mesma
bloqueia a formagcdo do Poro de Transicdo, e
consequentemente a  permeabilizacdo  da
membrana mitocondrial. Para encontrar a dose
ideal para inibicAo da apoptose, realizamos
ensaios com concentragfes crescentes de CsA,
pois cada tipo celular responde de uma maneira
diferente ao tratamento com este farmaco. O
namero de células mortas por apoptose e necrose
foi avaliado através do programa Image J®, as
imagens foram obtidas no microscdépio Leica com
Camera DFC acoplada.

O estresse oxidativo ativado por TFD induz a
expressdo de varias proteinas de choque térmico
(Gomer, et al., 1996; Korbelik, et al., 2005). Zhou
et al., 2008, demonstraram que principal fun¢éo da
translocacdo de HSP70 é estabilizar a membrana
plasmatica, embora este papel protetor falhe na
prevencdo da apoptose devido a ruptura da
membrana mitocondrial. Varios autores tratam da
participacdo da HSp70 na inibicdo da apoptose
(Heat Shock Protein 70 Inhibits Apoptosis
Downstream of Cytochrome c¢ Release and
Upstream of Caspase-3 Activation. Chun-Ying Lit,
Jae-Seon Leet, Young-Gyu Ko§, Jong-Il Kim, and
Jeong-Sun Seo. THE JOURNAL OF BIOLOGICAL
CHEMISTRY Vol. 275, No. 33, Issue of August 18,
pp. 25665-25671, 2000; Hsp70 Inhibits Heat-
induced Apoptosis Upstream of Mitochondria by
Preventing Bax Translocation. Adam R.
Stankiewicz, Guillaume Lachapelle, Cheryl P. Z.
Foo, Stefanie M. Radicioni, and Dick D. Mosser.
THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY
VOL. 280, NO. 46, pp. 38729-38739, November
18, 2005).

Concluséao

Os resultados obtidos demonstram que a
Terapia Fotodindmica com Photosan®, ocorre a
presenca de proteinas HSp70, sendo possivel
observar um aumento apés 48horas de incubacgéo
pés PDT. Observamos que em relacdo a HSp90,
ha uma diminuicdo no tempo de 48 horas poés
PDT.
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Ambas as proteinas HSp-70 e HSp-90, estéo
envolvidas na regulagdo da mitocondria no
processo de apoptose, entretanto na terapia
fotodindmica estas proteinas sdo expressas pela
células tumorais DU-145, provavelmente com o
objetivo de protege-las da morte celular. Segundo
ZHou ET al , 2008 a HSp-70 permite estabilizaco
da membrana mitocondrial, enquanto que HSp-90
mantém o equilibrio organico da célula tumoral.
Assim com nossos resultados podemos sugerir
gue as células submetidas a PDT aumentem as
proteinas HSp-90 e 70 na tentativa de equilibrar o
seu metabolismo, ja que quando é utilizada CsA
na concentracdo de 4uM ocorre inibicdo do
processo apoptotico via mitocondrial, mas quando
as células sao submetidas ao tratamento com CsA
e PDT o processo apoptético ainda ocorre.
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