Universidade do Vale do Paraiba
Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento

Alexandre de Lima Oliveira

Estudo dos eventos apoptoéticos apos Terapia Fotodinamica com
Aluminio Ftalocianina Tetrasulfonada (AlIPcS,)

S&o José dos Campos, SP
2007



Alexandre de Lima Oliveira

Estudo dos eventos apoptoéticos apds Terapia Fotodinamica com
Aluminio Ftalocianina Tetrasulfonada (AlIPcS,)

Dissertacado apresentada ao Programa de
Pos-Graduacao em Ciéncias Bioldgicas da
Universidade do Vale do Paraiba, como
complementagdo dos créditos necessarios
para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Bioldgicas.

Orientador: Prof?. Dr?. Cristina Pacheco-
Soares

S&o José dos Campos, SP
2007



O45e
Oliveira, Alexandre de Lima
Estudos dos eventos Apoptoticos apds a Terapia Fotodinamica
com a
Aluminio Ftalocianina Tetrasulfonada AlPcS,./ Alexandre de Lima
Oliveira. Sao José dos Campos: UNIVAP, 2007.
1 disco laser.: Color

Dissertacao apresentada ao Programa de Pds-Graduacao em
Ciéncias Bioldgicas do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento
da Universidade do Vale do Paraiba, 2007.

1. Fotoquimioterapia 2. Apoptose 3. Microscopia de
Fluorescéncia.

4. Cultura de células |. Soares, Cristina Pacheco, Orient

11.Titulo

CDU: 615.831

Autorizo, exclusivamente para fins académicos e cientificos, a reprodugao total ou parcial desta

dissertagao, por processo fotocopiador ou transmissao eletrénica.

Assinatura do aluno%%%
T

Data;. =@ 7 o ',.'.

27507




“ESTUDO DOS EVENTOS APOPTOTICOS APOS A TERAPIA FOTODINAMICA COM A
ALUMINIO FTALOCIANINA TETRASULFONADA (AlPcS,)”

Alexandre de Lima Oliveira

Banca Examinadora:

. {/ J ~)
/ ;/(/l I/
Prof. Dr. NEWTON SOARES DA SILVA (UNIVAP) //L /
Prof*. Dra. CRISTINA PACHECO SOARES (UNIVAP) U [,
Prof. Dr. CLAUDEMIR DE CARVALHO (FAPI) C e

Prof. Dr. Marcos Tadeu Tavares Pacheco

Diretor do IP&D — UniVap




Dedicatoria

Dedico este trabalho aos meus pais Luiz Claudio Rocha de
Oliveira e Maria Elisa de Lima Oliveira por terem sempre incentivado e
acreditado em mim por todos estes anos de estudo, desde meu inicio na
faculdade até agora na conclusédo do mestrado.

Dedico também ao meu irmao Felipe Luiz de Lima Oliveira por me
fazer rir nos momentos bons e nos momentos ruins e por me apoiar na

pos-graduacao.



Agradecimentos

Agradeco aos meus professores Newton Soares da Silva e
Cristina Pacheco Soares por estarem sempre me passando
conhecimento e ajudando a desenvolver meu trabalho de pos-
graduacao.

A professora Josane Mittmann pelo enriquecimento na biologia
molecular e também pela paciéncia em ensinar tudo aquilo que aprendi
na “bancada”.

Ao Vinicius Carneiro de Oliveira pelo bom humor e
companheirismo nesta jornada, e pelo apoio nos experimentos.

A Aline Helena Araltjo Machado, que também colaborou em
minhas pesquisas.

A todas as meninas do Laboratério de Biologia Celular e Tecidual
pela companhia durante todo este tempo.

A CAPES pelo financiamento.



Epigrafe

A vida € combate.

Que os fracos abate.
Que os forte, os bravos.
S6 podem exaltar

Goncalves Dias



Estudo dos eventos apoptoticos apds Terapia Fotodinamica com a
Aluminio Ftalocianina Tetrasulfonada (AlIPcS,)

Resumo

Terapia Fotodinamica (TFD) € uma modalidade de tratamento para uma
variedade de tumores, bem como para selecionadas doencas ndo-oncolégicas. O
procedimento requer a exposicdo de células ou tecidos a uma droga
fotossensibilizante seguida pela irradiacdo com luz de um comprimento de onda
apropriado, usualmente na regido vermelho ou infravermelho préxima e compativel
com o espectro de absorcdo da droga. Diversas organelas celulares podem ser
postuladas como alvos para TFD com diferentes fotossensibilizantes, como,
membrana plasmatica, nucleo, mitocéndria, reticuo endoplasmatico, complexo de
Golgi, lisossomos e estruturas citoesqueléticas. Objetivando verificar a ativacao das
caspases-3 e fragmentacdo do DNA, em células Hep-2, decorrentes da TFD foi
utilizado o fotossensibilizante Aluminio Ftalocianina Tetrasulfonada (AIPcSs- 10 uM)
e irradiacdo com laser diodo em comprimento de onda 685 nm, densidade de
energia 4,5 J/icm?. Os resultados obtidos indicaram atividade das caspases-3 em
todo o citoplasma das células. Juntamente com a microscopia de fluorescéncia foi
analisado o DNA que apresentou fragmentado apds a TFD sugerindo uma morte
celular apoptaética.

Palavras chave: Terapia Fotodindmica, apoptose, células Hep-2, AIPcS,, cancer.



Study of the apoptotics events after Photodynamic Therapy with the
Aluminum Phthalocyanine Tetrasulfonate

Abstract

Photodynamic Therapy (PDT) is a treatment modality for one variety of tumors, as
well as to some selected non-oncologic diseases. The procedure requests the
exhibition of the cells or tissue to a photosensitizer drug followed by light irradiation
of an appropriate wave length, usually in the red area or close infrared and
compatible  with the drug absorption  spectrum. Several  cellular
organelles can be postulated as target for PDT with different
photosensitizers as plasmatic membrane, nucleus, mitochondria, endoplasmic
reticulum, Golgi complex, and others. Aiming to verify the caspase-3 activation and
DNA fragmentation, in Hep-2 cells, after PDT, we used the Aluminum Phthalocyanine
Tetrasulphoneted (AIPcS,; - 10 pM) and irradiation with laser diode at 685 nm
wavelengths, energy density of 4.5 J/cm?. The results indicated significant activation
of caspase-3. Together with the fluorescence microscopy, the DNA showed
fragments after PDT, suggesting cellular death by apoptosis.

Keywords: Photodynamic Therapy, Apoptosis, Fluorescence microscopy, Hep-2 cell,
DNA fragmentation.
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1. INTRODUCAO

A Terapia Fotodinamica (TFD) se estabeleceu em todo o mundo como um
processo seletivo, em que as células neoplasicas séo eliminadas do organismo com
um traumatismo minimo para as células normais (FABRIS et al., 2001).

O principio basico da Terapia Fotodindmica baseia-se na iluminacdo de
células neoplasicas, que absorveram corantes fotossensibilizantes que se
acumularam preferencialmente nestas células. Estas caracteristicas permitem que a
luz em conjunto com o fotossensibilizante atue somente no tumor, elevando a
possibilidade de sobrevida dos pacientes para mais de 95% (ALLISON et al., 2004).

Esta terapia desencadeia uma série de processos fotoquimicos e
fotobioldgicos, cujo resultado é um dano irreversivel no tecido tumoral. O
fotossensibilizante ao receber irradiacao laser com comprimento de onda especifico,
na presenca de oxigénio no ambiente, induz varios processos fotoquimicos
envolvendo a producao de espécies reativas de oxigénio - EROs (O, OH, H,0), os
guais atacam centros dos sistemas celulares, desencadeando a morte dos tecidos
tumorais por necrose ou apoptose (morte celular programada) (SAKHAROQV et al.,

2003).
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2. OBJETIVOS GERAIS

Através de técnicas de microscopia de fluorescéncia e eletroforese em gel
de agarose, este trabalho buscou analisar os efeitos decorrentes da terapia
fotodindmica através da observacéo de alteracbes ocorridas no DNA das células e

ativacdo de determinadas vias bioquimicas celulares.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Analisar os efeitos da TFD com a AIPcS; (Aluminio ftalocianina
tetrasulfonada) em células Hep-2, dando énfase na atividade das caspases-3
atraves da utilizacdo de marcadores fluorescentes especificos;

= Observar a fragmentacdo do DNA apds a TFD com a AIPcSy;
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 CANCER

O céancer hoje € claramente compreendido como uma doenca genética das
células somaticas. No cancer, os mecanismos contra falhas para garantir que o
numero de células permaneca balanceado em relacdo ao organismo total estdo
subvertidos, e as células cancerosas multiplicam-se descontroladamente. Os
canceres sdo agregados de células, todas derivadas de uma célula fundadora
aberrante que, embora rodeada de tecido normal, ndo esta mais integrada a este
ambiente. As células cancerosas em geral diferem de suas vizinhas normais por
varias alteracOes fenotipicas especificas, tais como taxa de multiplicacdo rapida,
invasdo de novos territérios celulares, alta taxa metabdlica e forma anormal
(GRIFFTHS et al., 2001).

Certos eventos convertem células normais em células transformadas,
constituindo modelos para os processos envolvidos na formacdo de tumores.
Geralmente, sdo necessarias alteracdes genéticas multiplas para criar um cancer. E
as vezes os tumores tém a taxa de multiplicagdo aumentada em funcdo de uma
série progressiva de modificacdes.

Uma variedade de agentes aumenta a frequéncia na qual as células sao
convertidas em condicbes transformadas. Esses agentes sdo chamados de
carcinogénicos. Eles podem iniciar ou promover a formacao de tumores, indicando a

existéncia de diferentes estagios no desenvolvimento de cancer. Os oncogenes
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foram inicialmente identificados como genes carregados por virus que causam a
transformacdo de células alvo. Os genes celulares sdo chamados de proto-
oncogenes e, em certos casos, mutacdes ou ativagdo dos mesmos na celula estdo
associadas a formacdo de tumores. Os oncogenes sao enquadrados em varios
grupos, representando diversos tipos de atividades, que vao desde proteinas de
membrana até fatores de transcricdo. A definicdo destas funcbes pode, portanto,
levar ao entendimento dos tipos de modificacbes envolvidos na formacdo de
tumores. A geracdo de um oncogene representa um evento de ganho de funcéo, no
gual um proto-oncogene celular € ativado inapropriadamente. Isto envolve a
mutacdo de uma proteina, expressdo do gene de uma forma constitutiva e a super
expressdo ou a falha na ativagcdo da sua expressdo no seu momento adequado
(LEWIN., 1997).

O causador central de canceres humanos € a acdo do oncogene ras que
produz uma proteina ras anormal promovendo excessiva proliferacdo celular. Os
proto-oncogenes da familia ras codificam uma proteina de 21 KDa (p21l/ras), que
ocupa uma funcdo central na via de transdugcdo de sinal da membrana da célula
para o nucleo e que tem uma funcéo critica no controle do crescimento celular,
diferenciacdo e sobrevivéncia (AURORA et al., 2006).

Os genes supressores de tumor sao detectados por delecdes que sao
tumorigénicas. A evidéncia mais convincente da natureza destes genes € fornecida
por certos canceres hereditarios, que se desenvolvem em pacientes que perderam
ambos os alelos e, portanto ndo possuem um gene ativo (LEWIN., 1997).

Células eucaridticas respondem a danos ao DNA pela ativacdo de vias de
transducao de sinal que leva a retencao do ciclo celular, reparo do DNA e apoptose.

Talvez a mais proeminente entre as respostas induzidas por danos ao DNA seja a
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ativacdo do fator de transcricdo p53. Ela é uma proteina de ligagdo a sequéncias
especificas do DNA, que promove detencédo do ciclo celular e apoptose em resposta
a uma variedade de estresse (LOWE., 1999).

Em células normais, sob condi¢des fisiologicas, a proteina supressora de
tumor p53 é expressada em baixos niveis. A proteina Mdm (do inglés “murine double
minute”) se liga ao p53 e a direciona a um processo de ubiquitinacdo, ligacdo da
proteina ubiquitina a residuos de lisina de proteinas a serem degradadas e
protedlise. No entanto, sua expressao € estabilizada em resposta a danos ao DNA e
irregularidade causada por oncogenes. Como ele é um fator de transcricao, ele pode
dirigir a transcricdo de genes responsaveis na via de apoptose da célula garantindo
gue células com o genoma comprometido sejam eliminadas impedindo o surgimento

de tumores. (DIBACCO et al., 2000).

3.2 MORTE CELULAR PROGRAMADA

Jonh Kerr, durante os anos 60, observou um padrdo de morte celular
consistente a qual denominou “necrose por encolhimento”. Foi relativamente facil
observar como as células necréticas poderiam se romper caso as bombas idnicas
falhassem, elas acumulariam lactato levando a entrada de &gua por osmose e
acidificacdo, assim elas inchariam e em seguida ocorreria a lise celular. Porém, foi
dificil entender porque as células encolhiam, sendo que isto s6 poderia ser feito por
perda de solutos.

No inicio da morte celular, Benjamin Trump (1971), interpretou tal
conhecimento descrito por Kerr e reconheceu a importancia do ATP (fonte de

energia) neste processo. Ao se juntar com Andrew Wyllie e A R. Currie, Kerr, em
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1972, generalizou a idéia de que a morte celular seguia um padrao especifico que
incluia  encolhimento da célula, pequeno dano aparente as organelas,
marginalizagdo da cromatina, fragmentacgdo celular e nuclear e estruturas celulares
fragmentadas dentro de vesiculas (corpos apoptéticos) (TAMIETTI., 2006). Estas
caracteristicas sdo acompanhadas por uma série de eventos bioquimicos os quais
incluem a exposicdo de fosfatidilserina e outras alteragbes que promovem o
reconhecimento por células fagocitarias (EARNSHAW, MARTINS, KAUFMANN.,
1999).

Depois da descricdo feita por Wyllie e colaboradores em 1972, a
compreensdo sobre a morte celular por apoptose foi expandida exponencialmente.
Ela é essencial para o desenvolvimento embrionario e desenvolvimento de tecidos
normais além da remocdo de células com caracteristicas genéticas instaveis
(REGULA, ENS, KIRSHENBAUM., 2003).

A morte celular programada pode ser desencadeada por uma variedade de
sinais de morte. Estes consistem na interacdo de um ligante a um receptor de morte
(via extrinseca), danos a mitocondria (via intrinseca), perturbagédo no balanco entre a
reducdo e a oxidacao das células (redox), perturbacdo no metabolismo de energia,
geracdo de ceramida, mobilizacdo de Ca®*, ou a ativacdo das proteinas membros da

familia da Bcl-2 (CHEN, CROSBY, ALMASAN., 2003).

3.2.1 VIA INTRINSECA DE MORTE POR APOPTOSE

Por mais de uma década ficou claro que a apoptose é freqientemente
controlada por um ou mais passos cruciais 0s quais envolvem diretamente a

mitocondria. Estudos recentes ajudaram a elucidar aspectos fundamentais deste
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envolvimento enquanto novas questdes surgiam sobre as rotas mitocondriais de
morte celular (via intriseca) (figura 1). A primeira alteracdo que ocorre na mitocondria
durante a apoptose é a perda do potencial de membrana mitocondrial e vazamento
do citocromo C para o citossol. Quando presente no citoplasma, o citocromo C se
liga a Apaf-1 (fator ativador de proteases apoptoticas) e a pro-caspase-9 para formar
um complexo protéico chamado de apoptossomo levando a autoclivagem e ativacao
da caspase-9, que por sua vez, cliva e ativa as caspases-3 e 6 (NOWIS et al., 2005).
Elas sédo uma familia de cisteases, ricas em cisteinas, que clivam proteinas alvo em
residuos de acido aspartico no lado carboxila da cadeia polipeptidica, e sdo divididas
em duas classes de acordo com o comprimento de seus pro-dominios Nterminal:
caspases iniciadoras tais como caspases-8 e 10, e caspases efetoras tais como -3, -
6 e -7 (KAUFMANN, HENGARTNER., 2001; HUANG et al., 2005).

A liberacdo de outras proteinas facilita a ativacdo das caspases através da
inativacdo de inibidores destas. Sua ativacdo leva a apoptose como descrito
anteriormente, mas a inibicdo delas apds um estimulo apoptético apenas protege as
células transitoriamente. Uma vez que a mitocondria € permeabilizada, a morte
prosseguira devido a mediadores toxicos liberados da mitocéndria, ou eventual
perda das fungdes essenciais da mesma (TAMIETTI., 2006).

No que diz respeito ao citocromo C, ela € uma proteina soltvel localizado no
lado externo da membrana interna da mitocondria ligada ao fosfolipideo aniénico
cardiolipina. Sob condicdes fisioldgicas normais, ela funciona como um carreador de
elétrons entre os complexos Il e IV da cadeia transportadora de elétrons, necessario
para a producdo de ATP na célula (CHEN, CROSBY, ALMASAN., 2003). Além
disso, o citocromo C tem uma funcdo protetora da célula contra os radicais de

oxigénio produzidos pela cadeia respiratoria, convertendo o oxigénio singleto (O2) a
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oxigénio molecular (SKULACHEV., 1998). Evidéncias sugerem que a dissociagéo do
citocromo C da cardiolipina é um passo critico para a liberacéo deste para o citossol
e a inducdo do processo apoptético. Estudos sobre o envolvimento mitocondrial na
apoptose abrange uma enorme gama de tipos celulares que variam desde células
em desenvolvimento de minhocas e ovos de sapo até células tumorais
indiferenciadas e outros tipos celulares como hepatdcitos, enterécitos e midcitos.
Embora estas linhagens apresentem ambos os tipos de sinalizacéo, na realidade
estes caminhos coexistem. O que ocorre é que, simplesmente, a producao de sinais

€ mais rapida em um quando comparado com o outro, (TAMIETTI., 2006).
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Figura 1. Envolvimento da mitocondria na apoptose. (MENG, LEE, KAUFMANN., 2006).



3.2.2 VIA EXTRINSECA DE MORTE POR APOPTOSE

A apoptose pode também ocorrer apdés um estimulo externo pela ligacdo de
um ligando a um receptor de morte da célula designado de via extrinseca (figura 2).

Um modelo bem descrito € a morte celular desencadeada pelo ligando Fas
(FasL). Neste modelo, o ligando se liga ao seu respectivo receptor, receptor Fas, e
posteriormente, ira formar um complexo no citoplasma com uma outra proteina
adaptadora, a FADD (do inglés, Fas-associated death domain, dominio de morte
associado ao Fas). Por sua vez € recrutada a pro-caspase-8 que se auto-cliva
(PETAK, HOUGHTON., 2001).

Uma vez ativa, a caspase-8 € capaz de ativar caspases efetoras como a
caspase-3. Em certos sistemas de células, a ativacdo da caspase-8 é suficiente para
iniciar a cascata proteolitica requerida para a degradacdo celular apoptotica. No
entanto, a ativacdo de receptores de morte pode promover o recrutamento da via
intriseca, necessario para a ativacao da apoptose em certos tipos de células. Por
exemplo, ao invés da ativacdo das caspases efetoras, outro alvo notavel da
caspase-8 é a proteina contendo somente o dominio BH3, a Bid. Em resposta ao
ligando Fas ou outro tipo de ligando como a TNF (fator de necrose tumoral), a
caspase-8 induz a clivagem da Bid para produzir um fragmento carboxila terminal
truncado (tBid, do inglés trunqued Bid) que transloca do citossol para a membrana
mitocondrial externa. Oligbmeros da Bid truncada podem desencadear a
permabilizacdo da membrana mitocondrial (MMP, do inglés mitochondrial membrane
permeability) e ativacdo das caspases pelo vazamento do citocromo C para o
citossol. Ha evidéncias indicando que a Bid truncada pode desencadear uma

mudanc¢a conformacional na Bax, que entdo se locomove para o canal anibnico
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voltagem dependente na membrana mitocondrial externa desencadeando a MMP.
Posteriormente, o recrutamento da via intrinseca da apoptose pela ativacdo da
caspase-8 pode servir como iniciadora e/ou amplificar sinais intracelulares para
ativar a apoptose (HAIL et al. 2006).

Estas vias séo reguladas primariamente por membros da familia da Bcl-2,
gue contém proteinas anti e pro-apoptoticas. A propor¢do delas vai determinar a
susceptibilidade da célula a algum estimulo apoptético. Uma das fortes
caracteristicas das proteinas da familia da Bcl-2 é sua habilidade em formar
homodimeros e heterodimeros. A heterodimerizacdo entre os membros pré e anti-
apoptoticos dos membros desta familia é considerada fator de inibicdo da atividade
biolégica de seu parceiro (TSUJIMOTO.,1998).

Todas contém um dos quatro dominios de homologia a Bcl-2 (BH). Os
membros anti-apoptoticos incluem, Bcl-2, Bcl-xL, Bckw, Mcl-1 e Bfl-1, que séo
caracterizados pela presenca de todos os quatro dominios BH (BH1-BH4). A maioria
desses membros contém uma cauda hidrofobica C-terminal, que faz com que estas
proteinas se liguem a mitocondria e/ou ao reticulo endoplasmético. Estas proteinas
podem prevenir a morte celular pela ligacdo e sequestro de proteinas pro-
apoptoticas. Esses membros promotores de morte sdo divididos de acordo com sua
funcao e estrutura bioquimica dentro do multi-dominio da proteina, tais como a Bax e
Bak, que sdo semelhantes a Bcl-2, mas com falta do dominio BH4. O outro subgrupo
€ representado por membros que contém somente o dominio BH3, necessario para
a ligacao de outros membros e promovendo a atividade de morte. Os representantes
deste grupo incluem a Bik, Bid, Puma e Noxa. Acredita-se que elas sejam
responsaveis pela transducdo de um sinal especifico de morte celular. Apds sua

ativacdo, a Bax e Bak sofrem modificagcbes conformacionais que contribuem para
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aumentar a permeabilidade da membrana mitocondrial externa pela formacéo de
poros. Elas também facilitam a liberacdo do citocromo C e subsequente ativacdo das

caspases (OANCEA et al., 2004).

Cazcata de Caspaszes

J

Apoptoze

Figura 2. Via extrinseca de morte desencadeada pelos receptores
de morte Fas e TNF (ISRAELS, ISRAELS., 1999).

3.2.3 FRAGMENTACAO DO DNA

Em 1980, Wyllie demonstrou que quando timocitos de camundongo eram
tratados com glicocorticéides, uma substancial quantidade de cromatina era liberada
do nucleo. O DNA liberado continha quebra nos dois filamentos, e consistia em
fragmentos de aproximadamente 180 pares de bases, que € o tamanho do DNA
complexado com o nucleossomo. Uma vez que a composicdo protéica nao foi
diferente dos nucleossomos intactos, foi concluido que endonucleases especificas
de dupla quebra eram ativadas durante a apoptose clivando na regido nucleossomal

para produzir a fragmentacdo do DNA. Subseqientemente, a aplicacdo de
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eletroforese em gel de campo pulsado mostrou que antes ou na auséncia de
clivagem internucleossomoal, o DNA cromossomal era clivado em fragmentos
maiores com cerca de 50-300 Kb (onde 1 Kb equivale a 1000 pares de base).
Quando extratos citosolicos de células em proliferacdo eram tratados com caspases,
elas induziam a fragmentacdo do DNA em nucleos isolados. Um dos fatores
responsaveis por este fendbmeno é a CAD (DNAase ativada por caspase) (NAGATA
et al., 2003). A caspase-3 esta envolvida neste sistema pelo complexo ICAD/CAD
(onde ICAD significa inibidor de DNase ativada por caspase), no qual a caspase-3
cliva a ICAD e a CAD que se localiza no nucleo torna-se livre para agir na
fragmentacéo oligonucleossomal do DNA (WIDLAK., 2000).

Tem sido demonstrada a presenca de efetores de morte independentes de
caspase como o AlF (fator indutor de apoptose) e Endonuclease G na mitocéndria.
Durante a apoptose o AlIF é importante na fragmentacdo do DNA em larga escala
(aprox. 50 Kb) quando liberada no citoplasma. E a Endo G, como o AlF, transloca

para o nucleo causando fragmentacéo oligonucleossomal do DNA (ARNOULT et al.,

2003).

3.2.4 NECROSE

Morfologicamente a necrose € completamente diferente da apoptose. Na
necrose ocorre primeiro o aumento do volume celular, e entdo a membrana
plasmatica se colapsa e a célula é rapidamente lisada. Dentre 0s agentes mais
comuns responsaveis em induzir a necrose estao os virus, bactérias e protozoarios.
Outros agentes também podem induzir a necrose, como as espécies reativas de

oxigénio (EROs). Como uma conseqiiéncia da alta toxicidade do oxigénio, células
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aerdbicas possuem sistemas de defesa antioxidativas. O estresse oxidativo induz
uma resposta apoptoética se as células tiverem a capacidade de reducdo contra as
EROs, caso contrario a necrose € desencadeada quando a homeostase deste
sistema € perturbado (excesso na producdo de EROs ou danos aos sistemas
antioxidativos). Outro fator importante € a disponibilidade de ATP, uma vez que na
apoptose ela é necessaria para a formagdo do apoptossomo, sua deplegcdo pode
alternar para a morte celular necrética (PROSKURYAKOV, KONOPLYANNIKOV,
GABAJB et al., 2003).

Vercammen et al (1998) mostraram que células L929 de fibrosarcoma de
rato, tratadas com TNF, morrem rapidamente por necrose devido a excessiva
producdo de radicais de oxigénio na mitocondria e pela inibicdo das caspases na
presenca do inibidor zzVAD-fmk. Eles ainda demonstraram uma funcéo protetora das
caspases contra a morte celular necrética pela remoc¢do de radicais de oxigénio
produzidas apds a estimulacdo das células L929 com TNF (VERCAMMEN et al.,
1998).

Em modelos in vivo a liberacdo dos constituintes intracelulares para o meio
extracelular estimula a resposta inflamatéria e amplia a leséo tecidual. O fenémeno
de morte celular por necrose é facilmente reconhecido nos espécimes de bidpsia
hepatica porque os restos celulares permanecem por longo periodo antes de serem

removidos pelas células inflamatdrias (SOUSA., 2005).

3.3 TERAPIA FOTODINAMICA E FOTOSSENSIBILIZACAO

As primeiras tentativas no uso de drogas fotossensiveis para a cura de

doencas de pele foram registradas no Egito antigo, india e Grécia, onde extrato de
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plantas contendo Psolaren e luz eram usadas no tratamento de psoriase e vitiligo. A
palavra fotodinamica foi descrita pela primeira vez por Von Tappeiner em 1904 para
descrever as reagfes quimicas envolvendo o0 oxigénio induzido pela
fotossensibilizagcdo. A expansdo da Terapia Fotodindmica se deu gracas ao
pioneirismo de T. J Dougherty que demonstrou sucesso na aplicacdo desta técnica
no tratamento de cancer em 1978 (LUKSIENE., 2003).

A Terapia Fotodinamica envolve uma droga fotossensivel, luz visivel que é
absorvida pelo corante e oxigénio molecular. O fotossensibilizante, que se acumula
preferencialmente ou € retido em tecidos alvos, absorve luz, passando para a forma
excitada no estado triplete. (MORGAN et al. 2001).

A droga fotossensivel ou fotossensibilizante quando exposta a luz é excitada
no estado triplete, que dentro de uma célula alvo pode sofrer reacdes do tipo | e Il.
Na reagéo tipo I, ela pode reagir diretamente com um substrato, tal como uma
membrana ou molécula celular, e transferir um préton ou um elétron para formar um
radical anibnico ou catibnico, respectivamente. Estes radicais podem reagir
diretamente com o oxigénio, passando para a forma excitada no estado singlete. Na
do tipo dois o fotossensibilizante no estado triplete pode perder essa energia
emitindo fluorescéncia ou passar para um nivel de energia menor (estado singlete),
gue ira transferir essa energia diretamente para o oxigénio molecular, formando
oxigénio excitado no estado singlete (oxigénio singlete). Ambas as reacfes podem
ocorrer simultaneamente dependendo do fotossensibilizante usado e a concentracao

de oxigénio disponivel. (CASTANHO, DEMINOVA, HAMBLIN., 2004), (Figura 3).
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Figura 3. Processo fotoquimico e fotofisico da Terapia Fotodindmica (CASTANHO, DEMINOVA,

HAMBLIN., 2004).

A maioria dos organismos vivos produz enzimas antioxidantes, que
constituem um sistema protetor contra as espécies reativas de oxigénio, como 0
oxigénio singlete (Oy), peroxido de hidrogénio (H20) e radicais hidroxila (-OH), para
preservar a homeostase em sistemas biologicos. A superoxido dismutase (SOD),
uma das enzimas mais importantes neste sistema, converte estes radicais aniénicos
em peroéxido de hidrogénio (H20) (1), e a enzima Catalase (CAT) decompde o H,O-

em agua e oxigénio (2), reacao esta chamada dismutacdo (NAGAMI et al., 2005)

‘O, + SOD > Hy,O, ( 1 )

H.O, + CAT > H,O + O, (2)
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O oxigénio singlete pode ser responsavel pela producédo de outra molécula
altamente reativa, o radical hidroxila ( -OH ). Isso é devido ao fato de que o "O, doa
um elétron para reduzir metais iénicos, tais como, o ferro na forma férrica ou Fe*,
formando Fe?* ( forma ferrosa ) ( 3 ). Este entdo catalisa a conversdo de H,O, a -OH
pela quebra da ligacéo oxigénio - oxigénio do H,O,, ( 4 ). Reacado esta chamada de

Reac&o de Fenton (URBANSKI, BERESEWICZ., 2000).

"0, +Fe® > 0, + Fe? (3)

Fe? + H,0, >Fe® + -OH (4)

O que ocorre na Terapia Fotodinamica é o processo de estresse oxidativo,
um mecanismo no qual ocorre a oxidacdo de moléculas celulares saturando os
processos de protecdo da célula contra a acao oxidativa das espécies reativas de
oxigénio, que sao produzidos durante os processos fotoquimicos e fotofisicos desta

terapia, levando a célula a morte por apoptose ou necrose.

3.3.1 FOTOSSENSIBILIZANTES

As propriedades fotoquimicas dos fotossensibilizantes sédo importantes para
a sensibilizagcdo de tecidos cancerosos. O fotossensibilizante deve possuir uma
estrutura pura, deve ser capaz de se localizar em tecidos neoplasicos, ser ativado
por comprimentos de onda que sejam ideais ndo s6 para a sua ativacdo, mas
também para a penetracdo em tecidos, rapida eliminacdo por células normais, ser
atoxica no escuro e apresentar alta producdo de espécies reativas de oxigénio,

(LUKSIENE., 2003).



Os mecanismos envolvidos na distribuicao preferencial do fotossensibilizante
nos tumores ainda ndo estdo completamente compreendido. As propriedades do
tumor podem contribuir para a distribuicdo seletiva do corante, como a alta
expressao de receptores lipoprotéicos de baixa densidade. Muitos tipos de tumores
expressam alto numero de receptores de membrana lipoprotéicos de baixa
densidade. A associacdo do fotossensibilizante aos receptores acaba por
interiorizado-lo nas células anormais pela via endocitica, podendo, dependendo do
fotossensibilizante usado, se localizar em sitios subcelulares (DOUGHERTY et al.,
1998).

O Acido-5-aminolevulinico (ALA) é um dos fotossensibilizantes mais
empregados na Terapia Fotodindmica. Ele funciona como uma pré-droga, isto é, ele
age como um precursor na via de biossintese de grupamentos heme, molécula essa
que ir4 constituir os citocromos na mitocdndria e hemécias na circulacdo sangulinea
(MORGAN, OSEROFF., 2001). O ALA, ap6és uma série de transformacoes
metabdlicas, € convertido em protoporfirina IX dentro da mitocéndria pela enzima
porfobilinogénio deaminase e a protoporfirina IX é entdo convertida em heme pela
enzima ferroquelatase (ZHANG, ZHEN., 2004). Em células malignas, ha um
aumento na atividade da porfobilinogénio deaminase e deficiéncia na atividade da
ferroquelatase. Consequentemente a protoforfina X, que possui excelente
propriedade fotossensivel, € acumulada podendo entdo um tecido ou uma cultura de
células ser irradiada com laser (GREBENOVA et al., 2000).

Na terapia  fotodinamica, uma variedade de  componentes
fotossensibilizantes sintéticos de segunda geracédo tem sido produzidos, entre eles
as ftalocianinas. As ftalocianinas constituem uma ampla classe de componentes com

alto coeficiente de excitacdo na regido espectral vermelha (630-750 nm), e
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apresentam excelentes propriedades de se localizarem em tumores. Muitas das
ftalocianinas apresentam caracteristicas lipofilicas, isto €, insoliveis em ambiente
aquoso mas se adicionados sulfatos ou outro grupos aos anéis externos da cadeia,
é formado um derivado solivel que aumenta sua capacidade de absorcdo pelas
células cancerosas. (JUZENAS et al., 2004).

A porcéo central das ftalocianinas, que compreende a regido de excitacdo da
molécula, pode variar de aluminio, zinco ou silicio (ALLISON et al., 2004). Seus
alvos intracelulares incluem membranas biol6gicas como a membrana plasmatica,
membranas do reticulo endoplasmatico, da mitocéndria e do aparelho de Golgi
(FERREIRA et al., 2004). A figura 2 mostra a estrutura molecular da Aluminio

Ftalocianina Tetrasulfonada (AIPcS,).

Figura 4. Estrutura da Aluminio Ftalocianina Tetrasulfonada (AlIPcS,).
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O padréo especifico de localizacdo das ftalocianinas, no entanto, depende
do tipo de célula e do tempo de exposicdo do corante. A localizacdo e citotoxidade
da zinco ftalocianina (ZnPc), por exemplo, depende do tempo de incubacdo em
cultura de células 4R (fibroblasto de embrido de rato). Apés 2 horas de incubacéo, a
microscopia de fluorescéncia mostrou que a ZnPc se localizou no aparelho de Golgi
e em poucas quantidades na membrana plasmatica. Apos 24 horas de incubacéo, a
ZnPc permaneceu no aparelho de Golgi, mas foi observado claramente sua sub
localizacdo na mitocondria (DONGEN, VISSER, VROUENRAETS., 2004).

Usuda et al (2003) demonstraram que a localizacdo da Ftalocianina 4
(Pc 4) em células DU-145 (células de cancer de prostata humana) se da
preferencialmente em membranas da mitocdndria, reticulo endoplasmatico e nucleo,
apo6s um periodo de incubacdo de 16 horas antes da irradiacdo (USUDA et al.,
2003).

Como as ftalocianinas emitem fluorescéncia quando excitadas, sua
localizacdo pode ser determinada por técnicas de microscopia de fluorescéncia

(DONGEN, VISSER, VROUENRAETS., 2004).

3.3.2 MECANISMOS DE MORTE NA TERAPIA FOTODINAMICA

Tem sido mostrado que a apoptose € uma dominante forma de morte celular
ap6s a TFD em multiplos experimentos utilizando vérios fotossensibilizantes

diferentes e tipos diferentes de linhagens célulares (ALMEIDA et al., 2004) (figura 5).
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Figura 5. Diferentes alvos intracelulares da Terapia Fotodinamica (CASTANHO,
DEMINOVA, HAMBLIN., 2005).

Huang e colaboradores em 2005 mostraram que na TFD com a Zinco
Ftalocianina Disulfonada (ZnPcS;) com localizagdo principal na membrana
mitocondrial em células K562 (células de leucémia mieldide crbnica), € eficaz em
induzir a apoptose. Neste trabalho eles analisaram caracteristicas classicas da
apoptose como fragmentacdo do DNA e liberacdo do citocromo C para o citossol
(HUANG, CHEN, WU., 2005).

Foi mostrado que a perda do potencial de membrana mitocondrial, aumento
do volume e ruptura da membrana externa mitocondrial sdo responsaveis pelo
vazamento do citocromo C e AIF. Embora os detalhes da regulacdo do poro de
transicdo de permeabilidade (PTP) ainda estejam incertos, evidéncias indicam que

as EROs promovem esta permeabilidade via peroxidacdo das estruturas lipidicas. A



abertura desse poro resulta na permeabilizacdo da membrana interna mitocondrial,
desacoplamento da mitocondria no processo respiratério e aumento do volume.
Esse aumento do volume leva a ruptura da membrana externa causando liberacao
das proteinas internas da membrana para o citossol (LAM, OLEINICK, NIEMINEM.,
2001).

A apoptose, no entanto, ndo é o Unico tipo de morte celular observada na
TFD, a necrose também pode ocorrer. Fatores que a promovem incluem localizacéo
extra mitocondrial do fotossensibilizante e alta dose do laser (PIETTE et al., 2003).

Pluskalova (2006), usando o ALA como precursor do fotossensibilizante
protoporfirina 1X, analisou a necrose causada em células K562 apdés a Terapia
Fotodinamica. Ela analisou proteinas envolvidas no citoesqueleto da célula como a
cofilina, que é responsavel na desorganizacdo do citoesqueleto apds desfosforilada
pela LIM kinase e a septina2, que forma filamentos participando na reorganizacao da
actina apos algum estresse. Outras proteinas envolvidas no combate ao estresse
sdo as Hsps (proteinas de choque térmico) que podem impedir a apoptose
desencadeada por uma série de estimulos como: hipertermia, estresse oxidativo e
vérias drogas anti-cancer. (PLUSKALOVA et al., 2006; GARRIDO et al., 1999).

Proteinas de choque térmico sao proteinas da familia das chaperoninas que
possuem a habilidade de desagregacao, redobramento e renaturacdo de proteinas
gue sofreram algum tipo de estimulo danoso. Dentre os membros mais estudados
estdo as subfamilias Hsp70 e Hsp90 que possuem um dominio C-terminal de ligagédo
a peptideos alvo que posteriormente exercem sua funcdo anti-apoptética (BEERE.,
2005).

Um dos fatores mais importantes na TFD em modelos in vivo é a liberacdo

da Hsp70 de células mortas por necrose desencadeando posterior resposta



inflamatoria (CASTANHO et al. 2006). A producdo das Hsp-70 e -90 protege as
células da apoptose desencadeada pela TFD, uma vez que estas proteinas
interagem com a maquinaria apoptotica inibindo-a. A Hsp70 se liga ao dominio de
recrutamento de caspase (CARD, do inglés caspase-recruitment domain) da Apaf-1
e previne o recrutamento da caspase-9 ao apoptossomo. A Hsp-90 também é um
regulador negativo da via intriseca. Ela age formando um complexo junto a Apaf-1
gue, posteriormente, assim como a Hsp-70, inibe a formacdo do apoptossomo
(ALMEIDA et al., 2004).

Grebenova et al (2003) mostraram o0 processamento e a ativacdo das
caspases-3 e -9 ap6s a TFD com ALA em células HL60 (células de leucémia
promielocitica aguda). Eles também mostraram que a caspase-3 ativa causa a
fragmentacdo da Poly (ADP-ribose) polimerase, uma proteina envolvida no sistema
de reparo do genoma pela ligagdo ao DNA com dupla quebra no filamento

(GREBENOVA et al., 2003).

3.3.3 LASER

A fonte de luz usada por muitos investigadores em pesquisas experimentais
inclui lampadas de halogénio, lampadas fluorescentes e lampadas de tungsténio que
apresentam baixo custo. Mas a otimizacdo da luz usada na TFD, no entanto, foi
obtida com o uso da luz laser, que apresenta certas caracteristicas que as
distinguem das demais. Esta luz é adequada por ser monocromatica, altamente
coerente e em uso clinico é fornecida através de cabos de fibra Optica que facilita o
alcance em regifes neoplasicas de dificil acesso (NOWIS et al., 2005).

A palavra LASER vem do acréonimo light amplification by stimulated emission

of radiation, que significa amplificacdo da luz por emissdo estimulada de radia¢&o. E



uma forma de energia que se transforma em energia luminosa, visivel ou néao,
dependendo da matéria que produz este tipo de radiacdo. Para emitir energia, o
atomo ou molécula deve ser elevado ao nivel de excitacdo de energia, acima de seu
estado natural de repouso (no qual existe excesso de energia para ser
descarregada). Os atomos ndo conseguem manter a excitacao por longos periodos
de tempo. Conseqlentemente, eles tém a tendéncia natural de se livrar do excesso
de energia, na forma de emissdo de particulas ou pacotes de cargas luminosas
chamadas fétons. Os atomos séo excitados em nivel de energia elevada por uma
fonte externa (elétrica, quimica ou mecéanica). Com a emissao de fétons eles tendem
a viajar dentro de uma cavidade ressonante, que se emitidos na direcao paralela ao
eixo da cavidade ressonante podem excitar outros atomos que irdo emitir mais
fotons em um processo em cascata, claramente caracterizando um processo de
amplificacdo luminosa que gera um grande fluxo de luz (BRUGNERA et al., 1998).
Os lasers sao constituidos de um meio ativo, ou seja, materiais que podem
produzir radiacéo laser, podendo ser solidos como rubi, gasosos como dioxido de
carbono (CO,), hélio-nebnio (He-Ne), liguidos como rodamina ou cumarina, ou por
semi-condutores, nos quais, a radiacao laser é emitida no interior de placas positivas
e negativas de arsenieto de galio e aluminio (AsGaAl), arsenieto de galio (AsGa) e

fosfeto de indio galio aluminio (InGa Al P) (GENOVESE., 2007).



37

4. MATERIAIL E METODOS

4.1 Linhagem Celular

Neste trabalho foi utilizada a linhagem celular Hep-2 (carcinoma de laringe

humana), gentilmente cedida pelo Dr. Celso Granato — Laboratoérios Fleury/SP.

4.2 Meio de Cultura

As células Hep-2 foram cultivadas em meio MEM (Gibco BRL). Este tem em
sua formulacdo um sistema de tamponamento com bicarbonato e concentracdes
modificadas de aminoacidos essenciais e vitaminas para estimular o crescimento
celular. Este meio tem sido largamente utilizado em cultura de células humanas
normais bem como de células neoplasicas (provenientes de tecidos tumorais) como

a Hep-2. Sua conservacao foi feita em camara fria de 2 a 8°C. Para uso nas células

0 meio foi suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB).

4.3 Soro Fetal Bovino

O soro fetal bovino é utilizado na complementacdo do meio de cultura por
apresentar em sua composi¢ao insulina, horménios e fatores de crescimento que
aceleram o crescimento celular. A solugdo estoque adquirida da Gibco BRL foi

distribuida e estocada em frascos de vidro de 20 ml, conservada em freezer a-20°C.



4.4 Crescimento e Manutencéo da Cultura de Células

Partindo-se inicialmente de uma garrafa de células-mae, foram preparadas
garrafas de cultura pelo processo de tripsinizacdo no qual a tripsina, uma protease
secretada pelas células acinosas do pancreas, digere as proteinas que formam a
trama protéica que liga as células umas as outras. Para soltar as células, apoés
incubacao por 3 minutos com 2 mL de tripsina a 0,005% (Gibco BRL), usaram-se
jatos de meio de cultura. Este meio com células em suspensao foi retirado e
distribuido em garrafas de cultura de 25 cm? (TPP) e adicionado meio MEM a fim de
completar 3 mL. As células foram mantidas em uma incubadora (Forma Scientific)
com controle automatico de temperatura (37°C) e 5% de CO..

O crescimento celular foi devidamente acompanhado por meio de
observacdo em microscopio invertido Olympus CK40 e as células subcultivadas
através de tripsinizagcdo quando a densidade celular formava uma monocamada
confluente.

Para manter o estoque de células parte das culturas foram congeladas. As
células foram removidas das garrafas de cultura por tripsinizacéo e centrifugadas por
5 minutos a 1200 rotacdes por um minuto. O sobrenadante foi desprezado e o
precipitado ressuspenso em 3 mL de meio de congelamento contendo 60% de meio
MEM, 30% de SFB e 10% de dimetilsulfoxido (DMSO) que desidrata a célula e
impede que elas sejam criofraturadas pelos cristais de gelo formado. O material foi

transferido para ampolas de congelamento (NALGENEA& ) e estocado em nitrogénio

liquido.



4.5 REAGENTES, SOLUCOES E TAMPOES

Dimetilsulféxido — DMSO (Synth)

Glutaraldeido (Fluka-Biochemica)

N-propil galato

4,24 g de n-propil galato (Sigma) + 10 mL PBS + 90 mL Glicerina (Sigma).

Paraformaldeido — PA 4%

80 mL Tampéao Fosfato + 4 g de Paraformaldeido (Sigma) + Hidroxido de Sédio 2 M.
Para fixacdo das células fezse uma diluicio em Tampdo PHEM para concentracao
de 4%.

Salina Tampéao Fosfato - PBS

50 mL Tampé&o Fostato 0,2 M + 950 mL Agua destilada + 9 g NaCl (Merck).

Tampao Fosfato 0,2 M

16,5 mL Solucao A + 33,5 mL Solucgéo B.
Solugéo A: 2,76 g NaH,PO4. H,O (Fisher Scientific) + 100 mL Agua ultrapura.
Solugéo B: 5,36 g Na;HPOQ,. 7H,0 (Fisher Scientific) + 100 mL Agua ultrapura.

Tampédo PHEM (Sigma)

1,9 g EDTA (Analyticals) + 3,25 g Hepes (Sigma) + 0,27 g MgCkL (Analyticals) +
10,36 g Pipes (Sigma) + 500 mL Agua ultrapura.

Tripsina

0,1 g tripsina (Gibco BRL) + 0,05 g EDTA (Analyticals) + 100 mL PBS.

Tampéo TAE

40 mmol/L Tris-HCI, 30 mmol/L &cido acético e 2 mmol/L EDTA, pH 8.0.

Tampao TE/Triton




0,2 (v/v) Triton x-100, 10 mM tris, 1ImM EDTA, pH 8,0.
Tampao TE

10 mM tris, ImM EDTA, pH 8,0.

NaCl5 M

20 ng/ml de Proteinase K

10% de SDS (s6dio dodecil sulfato)

10mg/ml de Rnase A

Alcool isopropilico

4.6 FOTOSSENSIBILIZANTE E INCUBACAO

O corante fotossensibilizante utilizado foi a Aluminio Ftalocianina
Tetrasulfonada — AlPcS, — adquirido da Porphyrin Products, INC. Esta foi dissolvida
em PBS para uma concentracdo estoque de 1mM e esterilizada através de filtragem
com Filtro Millipore 0,22mV de diametro (Millex™) e estocada no escuro & 4 °C.
Uma segunda dilui¢éo foi realizada para incubagéo direta nas células a 10 mM.

Para incubacdo as células foram cultivadas em garrafas de cultura (TTP,
Suica) e placas de 24 pocos (NUNC), sendo as primeiras destinadas a eletroforese
em gel de agarose e as segundas para diferentes anélises em microscopia de
epifluorescéncia, sempre em duplicata, contendo meio de cultura suplementado com
soro fetal bovino e incubadas por toda a noite para adesdo. Para as analises de
microscopia de epifluorescéncia as células foram cultivadas em laminulas redondas
estéreis colocadas dentro das placas. O meio de cultura foi retirado e as células
lavadas com PBS. Colocaram-se 1000nL e 200nL da solugdo 10mM da ftalocianina

nas garrafas de cultura e de 24 pocgos, respectivamente. Estas foram incubadas em
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estufa a 37°C por uma hora e em seguida lavadas em PBS e incubadas com PBS

para irradiacao.

4.7 Laser e irradiagcao

Para irradiacdo das células foi utilizado um aparelho clinico portatil diodo
laser semicondutor (Thera Laser-DMC) com meio ativo de Fosfeto de indio-galio-
aluminio (InGaAlP). Apoés a retirada do fotossensibilizante as células ja incubadas
em PBS foram irradiadas no escuro, sendo que foi colocado sobre a placa uma
barreira preta com um orificio do diametro do poco para evitar o espalhamento da luz
durante a irradiagdo. Ja no caso das garrafas de cultura, elas foram irradiadas sem o
auxilio de um protetor e a irradiacéo laser foi feita duas vezes na mesma garrafa,
metade recebendo irradiacdo laser com os parametros estipulados na tabela abaixo
e a outra metade recebendo irradiacdo com os mesmos parametros. Os parametros
utilizados foram pré-determinados em estudos anteriores (TAMIETI., 2006;
FERREIRA., 2004) e estao descritos na tabela 1.

Tabela 1 parametros do laser utilizado para a TFD.

Parametros Valores para as garrafas Valores para placa de 24
de cultura pocos

Comprimentode Onda (I) 685 nm 685 nm

Densidade de Energia (D) 4,5 Jicm? 4,5 Jlcm?

Poténcia (P) 35 mW 35 mW

Area 10 cm? 2,0 cm?

Tempo 21 minutos 4 minutos e 18 segundos




V)

Distanciada Fibraaplaca 17 cm 5cm

Diametro do Feixe 5cm 1,5cm

4.8 QUIMIOLUMINESCENCIA DA CASPASE-3

Foram plaqueadas 5 x 10* células/ml da linhagem Hep-2 em placas NUNC
de 24 pocos intercalados, as quais foram cultivadas em meio MEM suplementado
com 10% de SFB e incubados por toda a noite a 37 °C em atmosfera com 5% de
CO..

As células tratadas com TFD e grupo controle (sem nenhum tratamento)
foram incubadas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO; durante 12, 24 e 48 horas
para que se pudesse observar o metabolismo celular apds o tratamento. ApGs o0s
tempos estipulados, as células foram incubados com albumina 1% - Triton X-100
0,1% em PBS por 2 horas em temperatura ambiente, depois o material foi incubado
com zDEVD-amc (concentracdo de 1 mM em PBS) por um periodo de 30 minutos
no escuro e depois fixado por 5 minutos em paraformaldeido 4% e posteriormente
lavado em PBS.

Em seguida, as laminas foram montadas utilizando o n-propil-galato e
vedadas com esmalte. Foram feitas fotomicrografias do material em microscoépio de

epifluorescéncia modelo Leica DMLB com sistema fotografico Leica MPS-30.

4.9 EXTRACAO DE DNA E ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE



Apods o tratamento fotodinAmico as células Hep-2 foram removidas das
garrafas de cultura por tripisinizacdo e centrifugadas (centrifuga FANEM, modelo
exelsea baby I) em um tubo Corning de 15 ml. O sobrenadante foi removido e o

precipitado ressuspenso em 300 niL de tampé&o TE/Triton X-100 e deixado no gelo

por 10 minutos em um tubo de 1,5 ml. Passado este tempo, as amostras foram
centrifugadas a 9.900 rpm por 15 minutos a 4 °C (JOUAN, modelo CR3).

O sobrenadante foi transferido para outro tubo e adicionados 12, 5 m de
SDS (10%) e incubado com 15 m proteinase K (20 nmg/ml) por uma hora a 57 °C.
Para o processo de precipitacdo do DNA foram adicionados 26, 5 m de NaCl (5M)
mais 256 m de alcool isopropilico a —20°C e incubado no gelo por 20 minutos. Apos
esse processo a amostra foi centrifugada novamente (9.900 rpm por 15 minutos a
4°C), o sobrenadante descartado e o DNA precipitado dissolvido em 20 m de
tampéo TE-Rnase (20 mg/ml), pH 8,0, e incubado em uma estufa (Fanem, modelo
Orion 502) por uma hora a 37°C. Ao DNA foram adicionados mais 30 ni de tampéao
TE para ter uma solucdo de 50 m de amostra e armazenado no freezer a —20 °C
para posterior eletroforese em gel de agarose.

Para analise do DNA de células Hep-2, foram adicionados 3,3 niL de tampéo
de amostra 6 vezes concentrado em 20 nL. de amostra de DNA para cada uma das
amostras analisadas. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose na concentracdo de 1,5% contendo TAE 1X e 2,5 ng/ml de brometo de
etideo. As amostras de DNA foram visualizadas por exposicao a radiacdo ultra-
violeta no transluminador (Transluminador UV 302 nm — T26M, BioAgency) e os
resultados foram registrados por fotodocumentador (Gel Logic 100 Imaging System,

KodakO).



5. RESULTADOS

5.1 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE CASPASE-3 ATIVA

Os resultados foram obtidos através de andlise das fotos de laminas
observadas em microscopio de fluorescéncia.

O marcador utilizado para medir a atividade da caspase-3 foi 0 zDEVD-amc
- Sigma, um polipeptideo que se liga a caspase-3 quando ela € clivada e
consequentemente ativada, indicando morte celular apoptoética. A figura 6 mostra as
células Hep-2 do grupo controle sem o tratamento fotodinamico, a fluorescéncia &
devido a marcacéo inespecifica do z-DEVD-amc Na figura 7 o grupo de células
tratadas com a TFD e incubadas com meio MEM fresco por 12h apés a TFD. O
marcador z-DEVD-amc mostrou pontos fluorescentes no citoplasma indicando

atividade de caspase-3 12 horas ap0s a Terapia Fotodinamica.



Figura 6. Células Hep-2 sem tratamento fotodinamico, grupo controle.

Figura 7. Células Hep-2 incubadas com o marcador fluorescente z-DEVD-
amc mostrando a atividade das caspases-3 (setas) 12h apds a Terapia
Fotodindmica.



A figura 8 mostra o grupo controle sem o tratamento fotodindmico com
auséncia de atividade das caspases. E o grupo das células Hep-2 tratadas com a
TFD (figura 9), mostrando a atividade das caspases-3 ap0s um periodo de 24 horas,
gue da mesma forma que o grupo das 12 horas, apresentou uma fluorescéncia mais

evidente no citoplasma, indicando atividade das caspases-3,.

Figura 8. Celulas Hep-2 sem o tratamento fotodinamico, grupo controle.
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Figura 9. Células Hep-2 incubadas com o marcador fluorescente z-DEVD-
amc mostrando a atividade das caspases-3 24h apés a Terapia Fotodinamica

A figura 10 mostra o grupo controle apresentando nenhuma atividade de

caspase-3.

Figura 10. Células Hep-2 sem tratamento fotodindmico, grupo controle



A Figura 11 mostra o grupo de células Hep-2 tratadas com a TFD e
incubadas com meio MEM fresco por 48 horas. Neste grupo aparece uma

fluorescéncia pontual, mais evidente no citoplasma das células.

Figura 11. Células Hep-2 incubadas com o marcador fluorescente z-DEVD-
amc mostrando a atividade das caspases-3 48h ap6s a Terapia Fotodindmica

5.2 FRAGMENTACAO DO DNA

A figura 12 é representa o gel de agarose a 1% contendo o DNA extraido de
células Hep-2 sem nenhum tratamento, grupo controle, e células tratadas com a
terapia fotodindmica, grupo de 24 horas. Apds 24 horas de terapia fotodindmica o
DNA apresentou fragmentos de 200 pares de base comparado com o marcador
molecular, confirmando a morte celular desencadeada pela TFD usando o

fotossensibilizante AlPcS,.



Figura 12. DNA extraido de células Hep-2. 1,
marcador molecular; 2, DNA de células Hep-2 sem
tratamento; 3, DNA extraido de células Hep-2 24
horas apos a terapia fotodinamica.
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6. DISCUSSAO

A apoptose tem sido a forma mais comum de morte celular em resposta a
TFD em diferentes culturas de células, com base na medida da fragmentacdo do
DNA ou condensacgéao da cromatina (OLEINICK et al., 2001).

As caspases sdo as proteinas conclusivas no processo de morte celular
apoptética (ISRAELS et al. 1999). Vercammen et al (1998) analisaram a morte de
células L929, fibrosarcoma de rato, apos o estimulo com TNF-a. Neste trabalho
utilizou-se o inibidor de caspases z-VAD-fmk, demonstrando que quando as
caspases sao impedidas de executar sua acao, a morte destas células ocorre por
necrose (VERCAMMEN et al., 1998). Da mesma forma Pandey et al (2000)
mostraram a mudanca da apoptose para necrose pela inibicdo das caspases em
células de hepatoma de rato 5123tc (PANDEY et al., 2000).

Isso mostra a importancia das caspases na fase de execucdo da morte
celular apoptotica, fragmentando todos o0s constituintes celulares que sé&o
empacotados dentro dos corpusculos apoptoticos e fagocitados pelas células
vizinhas, impedindo desta forma, uma resposta imune em modelos in vivo
(LUKISIENE., 2003).

12 horas apoés o tratamento fotodinAmico a atividade das caspases-3 em
células Hep-2 mostrou predominante por todo o citoplasma (figura 7) indicando um
processo apoptético. Essas caspases continuariam ativas apos 24 e 48 horas de
tratamento, e como no grupo de 12 horas, apresentaram uma distribuicdo distinta de

fluorescéncia indicando atividade de caspases-3 (Figuras 9 e 11) respectivamente.
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Interessante observar que a atividade desta caspase tem inicio nas primeiras 12
horas apés a TFD e sua acdo persiste por até 48 horas, demonstrando que a
resposta celular frente a este tratamento ndo é homogénea: algumas células
apresenta resposta nos primeiros periodos, enquanto outras respondem
tardiamente.

A especifica degradacdo da cromatina é um dos componentes chave do
processo apoptético (OLIVER et al., 1998). Consequientemente, recente interesse de
pesquisadores pela apoptose tem focalizado a habilidade dos eventos proteoliticos
em gerar mudangas nucleares caracteristicas da apoptose. Na apoptose, 0s
substratos da caspase-3 incluem a ICAD, que pela sua degradacao, regula, em
parte, mas nao totalmente, os eventos apoptéticos nucleares. A CAD liberada de seu
inibidor, a ICAD degradada pela caspase-3, fica livre para atuar na degradacéo do
DNA ROBERTSON, ORRENIUS, ZHIVOTOVSKY., 2000). Em, 1999 Xue e seu
grupo de pesquisadores mostraram que, apos 60 minutos de TFD usando o
fotossensibilizante Pc-4 (Ftalocianina 4), o DNA das células L5178Y-R, linfoma de
rato, apresentouse totalmente fragmentados e ao mesmo tempo intensa atividade
de caspases-3 (XUE, HE, OLEINICK., 1999). Na figura 12 é possivel observar a
fragmentacdo do DNA de células Hep-2 apds 24 horas de tratamento fotodindmico
gue coincide com a ativacdo das caspases-3 (figura 9) mostrando a eficiéncia da
TFD em induzir morte celular apoptética em modelos de células neoplasicas. A
correlagdo dos dados obtidos por microscopia de fluorescéncia e fragmentacdo de
DNA, demonstra que o periodo de 24 horas é o tempo 6timo para observacédo da
fragmentacao decorrente de ativacao da caspase-3.

Estes resultados indicam que parte dos eventos apoptéticos nucleares séo

de responsabilidade da caspase-3. Devido ao fato de existirem fatores
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apoptogénicos nucleares independentes de caspases como a AlF e EndoG que sdo

liberadas apds injuria mitocondrial (ARNOULT et al., 2002).



7. CONCLUSAO

A analise dos resultados apos a terapia fotodindmica com a AIPcS, em

células Hep-2 nos leva as seguintes conclusdes:

As caspases-3 mostraram-se ativadas como resultado da injuria causada

pelo estresse oxidativo na TFD com a AlPcSy;
O DNA genémico das células Hep-2 apresentou fragmentos de 200 pares
de base, como uma consequéncia da ativacdo das caspases-3;

Esses dados demonstra uma morte celular apoptotica;
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