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RESPOSTA IMUNE CELULAR FRENTE A TERAPIA FOTODINAMICA

RESUMO

A Terapia Fotodindmica € uma promissora modalidade de tratamento do cancer, que
envolve a administracdo de um agente fotossensibilizante que se localiza
preferencialmente em células tumorais, seguida pela irradiacdo com luz de um
comprimento de onda apropriado e compativel com o espectro de absor¢cdo do
fotossensibilizante utilizado. Esta terapia desencadeia uma série de processos
fotoquimicos e fotobioldgicos, fazendo com que a TFD tenha um efeito significativo
sobre o sistema imunoldgico. O presente trabalho buscou avaliar a capacidade
proliferativa assim como a producdo de oxido nitrico de esplendcitos, cultivados na
presenca e/ou auséncia de Concanavalina—A (Con-A) (5ng/mL), de camundongos
BALB/c isogénicos submetidos & TFD ou néo, na auséncia de tumor. Paralelamente
analisamos o aspecto histologico do baco desses animais. A fim de se estabelecer
uma cinética para avaliagdo desse modelo experimental, os animais foram
sacrificados em diferentes tempos: 4, 8, 12, 24 e 48 horas ap6s a TFD. Foram
avaliados paralelamente animais sem tratamento algum, animais que receberam a
Ftalocianina de silicio-NzPc (0,5 mM/Kg de peso corpdreo) somente e ainda aqueles
que foram irradiados com laser (thera lase®) com | =685nm, dose da luz — 10 J/cm?e
50 mW/cm? somente na regido do baco. Verificamos que a producéo de éxido nitrico
foi mais elevada frente a TFD, um resultado importante, pois 0 NO tem um efeito
citotoxico nas células tumorais. Observamos ainda, uma maior evidéncia da polpa
branca nas laminas histoldgicas 24 horas ap6s a administracdo da NzPc ou TFD.
Em nossos experimentos a resposta proliferativa apresentou-se comprometida apos
aTFD.

Palavras-chaves: Terapia Fotodinamica, 6xido nitrico, proliferacéo celular.



CELLULAR IMMUNE RESPONSE AND PHOTODYNAMIC THERAPY

ABSTRACT

The Photodynamic therapy is a promising modality for the treatment of cancer, which
involves the administration of a photosensitizer agent which is located preferencially
in tumor cells, followed by irradiation with light of an appropriate wavelength and
compatible with the absorption spectrum of the photosensitizer used. This therapy
triggers a series of photochemical and photobiological processes, causing a
significant effect from PDT in the immune system. This study sought to assess the
proliferative capacity and the production of nitric oxide from splenocytes, which were
cultured in the presence or absence of Concanavalin-A (Con A) (5ng/mL), from
BALB/c isogenic mice submitted or not to PDT, in the absence of tumor. Besides, the
histological aspect of the spleen from these animals was analyzed. In order to
establish a kinetic for evaluation of the experimental model, the animals were
sacrificed at different period: 4, 8, 12, 24 and 48 hours after PDT. In parallel were
also evaluated animals without any treatment, animals that received the silicon
phthalocyanine-NzPc (0.5 nM/Kg corporal weight) and those who were only
irradiated with laser (thera lase®) with | =685nm, light weight — 10 J/cm?e 50 m\W/cm?
in spleen region. We note that the production of nitric oxide was higher after PDT.
We also noticed the white pulp in greater evidence in histological slides after 24
hours from NzPc administration or PDT. In our assays the proliferative response was

compromised after TFD.

Keywords: Photodynamic therapy, nitric oxide, cell proliferation.
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HPPH - 2 - (1-hexyloxyethyl)-2-devinyl pyropheophorbide-a (droga utilizada na TFD)
NO - Oxido nitrico

EROs - Espécies reativas de oxigénio

NOS - Oxido nitrico sintase

SFB - Soro fetal bovino

PBS - Salina tamponada com fosfato

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol2-il)-2 ,5-difenil brometo tetrazélico)
SDS - Dodecilo sulfato, sal sodica

TRIS - (Hidroximetil) aminometano
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HE - Hematoxilina e Eosina



SUMARIO

(LN L 210010 107:X 0 TR 15
1.1 Terapia FOtOUINAMICA ........cccuiiieiece ettt re e s re e re e 15
1.2 FA&rmacos fotoSSenSibIliZadOreS........cooovivieieiieeeeese e 17

I I = [0 T F= T ] = LSS P PP 18
1.3 Morfologia dO DAGO.......cccuii e 19
1.4 Terapia fotodinAmica e células do sistema imuUNe ..........ccoccoeerererncneneenesenes 19
1.5 Terapia fotodinAmica € OXid0 NItIICO ..........cccovereereecrriereeseesrseeseeeseeseseeseeeseeseesesesens 21

2 OBUIETIVOS ...ttt bbbttt bbbt bt bt et et e nbesaesbenre s 24

3MATERIAL E METODOS ...ooieveeeectesteseetessesstsssessas s s sessssssessssssssssnesssssssssssssssssans 25
3.1 ReAgENES € SOIUGDES ......oiuiruieiieieieie ettt 25
3.2 Animais de EXPEerimeENtaCaO ........cecveviereeiieeiesee st erie s ste e e e eae e e e ennas 26
3.3 Administragdo do Farmaco Fotossensibilizador ............ccoovvveeeievenenesesecee 27
3.4 Coleta das AMOSIIAS.......cccceeieeiirieseerie e eee s ie e seesseesbeetesseesseenaeeneesneenes 27
3.5 Proliferacdo e Viabilidade Celular............ccceoieeiieie i 28
G I G I DT 17= Vo =11 4 1o [N 1N [ PR PRS 28
3.7 ANALISE EStAtiStCA ... .c.ecveieeeiecieieese ettt 29
RS I 0011 (oIS 115 0] [0 To | o]0 1SS 29
RS I AN g F= 1LYl o 1] (0] [0 o o= U 29

A RESULTADOS ...ttt ettt st et s be bt st et e s e teseenbenreens 30
4.1 Proliferag@o celular (IQUIa 4) ... e 30

O R 1 U] o To T O o 1 0] = S 30

e I T (U o Lo TN 1= 1= = SR 30

4.1.3 GIUPO PC ..t n e n e 31

O ] 1 o T T I 5 LSRR 31
4.2 Dosagem de OXidO NItHCO ....ccccieeiiieiececcie ettt e nas 33

4.2.1 Na QUSENCIA U8 CON-A ...ttt 33
G I 150 ][0T [ = S 39

O Tt R € W] o To I o] ] (o ][ 39

G B €] U] o To I F= TS = RS 39

4.3.3 GIUPO PC .o 40

N T U] o To TR I =l I PSPPSR 40

B DISCUSSAD ...ttt sttt 44

B CONCLUSAOD ...ttt sttt 49

REFERENCIAS ...ttt sttt et e s ae e seeneeneene e s e neennentenrenne e 50

ANEXO A e et Erro! Indicador nao definido.



15

1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos o entendimento da etiologia genética e a dependéncia
molecular do cancer avancaram de tal modo que permitiu o desenvolvimento de
novas e mais efetivas terapias contra esta doenca. Dentre estas destaca-se a
terapia fotodinamica (TFD).

Essa terapia envolve a administracdo de um farmaco fotossensibilizante que se
localiza preferencialmente em tumores, seguido de ativacao desse farmaco pela luz
em um comprimento de onda especifico. A TFD resulta numa sequéncia de
processos fotoquimicos e fotobioldégicos que causam dano irreversivel ao tumor
(DOUGHERTY et al., 1998). Sendo assim, a TFD tem um impacto direto sobre as
células cancerigenas, produzindo morte por necrose e/ou apoptose. Por ultimo, a
TFD também tem um efeito significativo sobre o sistema imunolégico, que pode ser
tanto imunoestimulatério como imunossupressor (CASTANO; MROZ; HAMBLIN,
2006).

1.1 Terapia Fotodinamica

A Terapia Fotodindmica (TFD) é uma modalidade terapéutica que consiste na
aplicacao de farmacos fotossensibilizadores que se acumulam preferencialmente em
tecidos neoplasicos (ARAD et al., 2002). O principio da TFD est4d baseado na
retencdo do farmaco fotossensibilizador, seguido da reacédo entre esta molécula e a
luz na qual o tecido € exposto. Esta fotoativacéo resulta na formacéo de substancias
altamente toxicas, principalmente o oxigénio singlete ¢0.), no interior das células
tumorais, resultando em consequente inducdo de morte celular. Existem dois
processos basicos responsaveis pela morte celular induzida pela TFD: a inducéo
direta de células tumorais resultando em necrose e/ou apoptose celular e a
constricdo dos vasos sanguineos do tumor resultando em morte celular por
deprivacéo de nutrientes e/ou oxigénio (MORIYAMA et al., 2005).

ApoGs a absorgdo da luz, o fotossensibilizante gerado é transformado do seu
estado fundamental (estado singlete) em um estado eletronicamente excitado
(estado triplete). O triplete excitado pode submeter-se a dois tipos de reagdes.
Primeiramente, pode reagir diretamente com o substrato e transferir o elétron em

forma de radicais. Estes radicais interagem com o oxigénio para produzir espécies
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reativas do oxigénio (EROs) (reacgdo tipo I). Outro caminho é o triplete transferir sua
energia diretamente ao oxigénio, para formar o oxigénio singlete (reacéo tipo II)
(figura 1). Os efeitos de quase todos os farmacos da TFD sdo dependentes do
oxigénio, fazendo com que o farmaco fotossensibilizador ndo atue em areas do
tecido, onde o oxigénio é ausente. Estudos mostraram que a falta de oxigénio nos
tecidos, anulavam os efeitos da TFD, quando utilizado o farmaco fotossensibilizador
Photofrin® (DOLMANS et al., 2003).

A extensdo do dano e da citotoxicidade é multifatorial, ou seja, depende do tipo
do farmaco fotossensibilizador, da localizacdo extracelular e intracelular, da dose
total administrada, da dose total de exposicéo da luz, da disponibilidade do oxigénio,
e do tempo entre a administracdo da droga e a exposicdo da luz. Todos estes

fatores sao interdependentes (DOLMANS et al., 2003).

Sh, b
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Figura 1: Diagrama de Jablonski simplificado para o processo de fotossensibilizagdo. O
corante no estado fundamental (Sy) € excitado ao primeiro estado singlete (S;), podendo
fluorescer e retornar ao estado fundamental, ou realizar um cruzamento intersistemas para o
estado triplete de mais baixa energia. A reacdo deste com o oxigénio molecular iniciao
processo de producdo dos EROs e oxigénio singlete (HERWIG; OBWEGESER; JAKOBER,
1996).

Dentre varios outros fatores que estdo presentes na TFD, a reacéo citotdxica no
tecido alvo, os danos vasculares causados no tumor, a resposta imunoldgica
associada com a estimulacéo de leucécitos, a liberacdo de mediadores inflamatoérios
juntamente com as citocinas, fatores de crescimento e componentes do sistema
complemento, sdo mecanismos importantes para a efichcia da TFD (PAZOS;
NADER, 2007).
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1.2 Farmacos fotossensibilizadores

O primeiro farmaco fotossensibilizador utilizado em estudos clinicos foi o
derivado da hematoporfirina (HpD), o qual € uma mistura de porfirinas. Atualmente
essa mistura tem o nome comercial de Photofrir® e tem sido utilizado em varios
paises para tratar alguns tipos de cancer como: cervical, pulmonar, de esbfago,
bexiga e de estbmago, e esta sendo ensaiado para outros tipos de tumores, com
bons resultados terapéuticos. O Photofrin® ndo é o farmaco fotossensibilizador ideal
para todos os tratamentos que utilizam a TFD, pois apresenta varios inconvenientes:

1- a droga € uma mistura de porfirinas, que contém mais de 80% de
componentes ativos e 20% de componentes inativos;

2- 0 espectro de absorcdo da droga apresenta uma banda de absorcdo mais
intensa em 400 nm (baixa penetracédo na pele) e outra banda menos intensa
em 600 nm (alta penetracdo na pele);

3- a acumulacdo do farmaco na pele provoca uma elevada fotossensibilidade
cutanea prolongada nos pacientes (ARAD et al., 2002).

Segundo ARAD et al. (2002), o farmaco fotossensibilizador ideal deve cumprir 0s

seguintes requisitos:
Quimicos:

Composto puro com estabilidade quimica e fotoquimica;

Elevado coeficiente de absorcao;

Elevado rendimento quéantico de formacgéo de singlete e de espécies reativas de
oxigénio.

Bioldgicos:

Solubilidade em fluidos bioldgicos;

Localizagéo e retencéo seletiva do tumor;

Minima toxicidade na auséncia de luz;

§Réapida eliminacdo do farmaco nos tecidos tumorais e minima

fotossensibilidade cutanea.



18

1.2.1 Ftalocianinas

As ftalocianinas (Pc) sdo potentes fotossensibilizantes capazes de eliminar
células neoplasicas in vivo e in vitro ap6és irradiacdo de luz. Esses compostos
produzem estados tripletes de meia vida longa na ordem de ms e s&o eficientes
produtores de oxigénio singlete (SIBATA et al., 2000).

Os dois grupos de corantes que tém sido mais extensivamente estudados em
relacdo a TFD sdo as Ftalocianinas e as Porfirinas. Sob muitos aspectos essas
drogas parecem agir similarmente. Até certo ponto, elas sado seletivamente
absorvidas ou retidas nos tecidos dos tumores, e seu efeito fotossensibilizador se
deve, principalmente, a geracao do oxigénio singlete (MOAN et al., 1991).

A ftalocianina de zinco (ZnPc) é um dos agentes mais utilizados em TFD porque
tem carater lipofilico e localizam-se em diferentes membranas (mitocondriais,
plasmaticas e reticulo endoplasmatico) (SIBATA et al., 2000).

As ftalocianinas de silicio também tem sido usadas e apresentam a possibilidade
de insercao de ligantes principalmente nas posi¢coes axiais (WHEELER et al., 1984).
Em 2006, RE e cols fizeram o estudo da toxicidade do farmaco fotossensibilizador
(NzPc), uma ftalocianina de silicio, encapsulada com microesferas utilizando um | =
675 nm e diferentes dosagens de energia 2, 5 e 10 J/cm? nas linhagens de células
J774. Os resultados obtidos a partir do ensaio de MTT mostraram que a toxicidade
da NzPc quando incubada com as células foi de apenas 2% a 7%, enquanto que a
fototoxicidade foi de 50%. Esses resultados mostraram a eficacia dessa Pc para uso
em TFD (RE et al., 2006).

A distribuicdo do farmaco fotossensibilizador dentro da célula depende da rota
pela qual ele entra e também das suas propriedades fisico—quimicas, entre elas: ser
hidrofobica/hidrofilica, o nUmero de anéis que contém, a presenca do metal central
na sua estrutura, seu estado de agregacao, entre outras. Entretanto, a eficiéncia do
farmaco fotossensibilizador ndo depende apenas de sua distribuicdo no tumor, nos
tecidos circunvizinhos e nas células malignas e normais, mas também de sua
distribuicdo intracelular  ROSENKRANZ; JANS; SOBOLEYV, 2000).
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1.3 Morfologia do baco

O bago é o maior entre os 6rgéos linféides secundarios. E altamente eficiente
como armadilha para substancias estranhas presentes na circulacdo sanglinea e na
concentracdo destas. E o principal 6rgdo do corpo humano no qual anticorpos sio
sintetizados e a partir do qual séo liberados na circulagdo. O baco € composto de
polpa branca, rica em células linfoides, e polpa vermelha, que contém varios seios,
assim como grande quantidade de eritrocitos e macréfagos, alguns linfécitos e um
menor numero de outras células.

As regides da polpa branca estdo localizadas principalmente ao redor de
arteriolas menores. As regifes periféricas sdo ricas em células T com células B
presentes principalmente em centros germinativos. Aproximadamente 50% das
células do baco séo linfécitos B; 30 a 40% sao linfécitos T. Apdés a estimulagéao
antigénica o0s centros germinativos contém grande numero de células B e
plasmdcitos as quais sintetizam e secretam anticorpos que séo liberados na corrente
sanguinea (BENJAMINI; COICO; SUNSHINE, 2002).

1.4 Terapia fotodinamica e células do sistema imune

As células encontram-se constantemente submetidas a um regime de equilibrio
tissular caracterizado por nascimento, diferenciagdo, acdo e morte celular
programada, denominada esta ultima como apoptose. Este constante ciclo ocorre de
forma mais evidente em tecidos de baixa diferenciacdo como epitélios e células
sangliineas. Nesses casos tornam-se mais importantes 0s mecanismos que irao
determinar se uma célula devera entrar em processo de divisdo ou morte,
obedecendo as condi¢des de equilibrio daquele tecido especifico. A maior parte da
regulacéo celular origina-se de sinais oriundos do espaco extracelular, os quais sao
transmitidos a célula através de fatores de crescimento, que sdo predominantemente
proteinas produzidas em outras células e que irdo, de acordo com a necessidade,
estabelecer ligacbes quimicas com estruturas contidas ao nivel celular. Estes fatores
de crescimento desempenham um papel fundamental desde o desenvolvimento do
embrido até o controle da proliferagcéo e diferenciagéo celular (PINHO, 1999).

Visto que, a proliferacao celular € uma manifestacdo basica de todo organismo

vivo, uma maior percepcao dos fatores que afetam a proliferacdo celular pode ser
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importante em sua aplicacdo terapéutica, incluindo o uso de drogas ou irradiacao
laser (KOUTMA; JANISCH; VESELSKA, 2003).

O processamento e apresentacdo de antigenos feitos pelas APCs sdo sinais
importantes para a geracao de uma resposta imune eficiente (HRYHORENKO et al.,
1998). As células T CD4" virgens precisam de sinais co-estimulatorios, para iniciar a
ativacdo da proliferacédo e secrecdo de varias citocinas; entre elas a IL-2, que € um
potente fator de crescimento de células T, que também auxilia na geracao de células
produtoras de anticorpos, e expande ou ativa células T auxiliares e citotoxicas e
ainda as células NK (BENJAMINI; COICO; SUNSHINE, 2002).

A imunidade anti-tumor depende da presenca e da atividade antigénica presente
nas células APCs. Essas células sdo ativadas quando reconhecem componentes
liberados por patdgenos, e na presenca de mediadores pro-inflamatérios. A atividade
das APCs estimula a geracdo de células efetoras a secretarem citocinas. Sendo
assim, acredita-se que a TFD possa estimular a producdo de mediadores
inflamatdrios resultando na ativacdo de APCs capazes de estimular a proliferacao de
células T efetoras e a secrecao de citocinas (GOLLNICK; OWCZARCZAK; MAIER,
2006).

Por outro lado, a intensidade da reacédo inflamatdria entre tecidos normais e
cancerigenos poderiam contribuir para seletividade dos danos induzidos pela TFD.
Esse processo inflamatorio € mediado por fatores, tais como: substancias vaso
ativadoras, componentes do complemento e das cascatas de coagulacéo,
proteinases, peroxidases, citocinas, fatores de crescimento e outros
imunoreguladores.  Varias citocinas pro-inflamatérias tem sido descritas como
moduladoras da TFD. Entre elas podemos citar o TNF-a, a IL-1b, IL-6 e IL-8, as
quais sdo produzidas por neutrofilos e macrofagos que compdem o infiltrado
inflamatorio ao redor do tumor (CASTANO et al., 2006).

O envolvimento de macréfagos na terapia fotodindmica tem sido relatado e
estudado por Korbelik e cols desde 1995 (apud HASAN et al.,, 2003). Estudos
mostraram que macréfagos associados a tumores acumulam aé nove vezes 0S
niveis de Photofrin® presentes nas células tumorais. Esse aumento na acumulagéo é
atribuido a associacdo de porfirinas com moléculas de LDL. Em adicdo, os

macrofagos fariam uma liberacdo de TNF-a que seria capaz de mediar a

citotoxicidade por um mecanismo indireto. Estudos feitos por Korbelik e cols (1997)
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sugerem que a ativacdo de macréfagos em ratos tratados com a TFD e uma
imunoterapia adjuvante tem um efeito sinérgico na cura do tumor. A TFD néo
somente reduz a carga tumoral, mas também provoca inflamagé&o. Acredita-se que 0
recrutamento de macréfagos ativados para o local inflamado € o principal fator para
uma completa erradicacédo do tumor.

Os neutrdéfilos também sao células importantes que participam de inflamacgéo e
da imunidade. Essas células podem produzir uma variedade de citocinas e
qguimiocinas importantes para a resposta inflamatéria e imunologica (CECIC et al.,
2001). A degranulacdo dos neutrdfilos induz a liberacdo de radicais toxicos do
oxigénio, mieloperoxidase, e enzimas lisossomais causando danos ao tecido afetado
com o tumor. Essas células também prolongam os danos letais durante esses
eventos, liberando substancias quimiotaticas que irdo atrair uma nova onda de
invasdo de células do sistema imunologico (DOUGHERTY et al., 1998). Em 1996,
Wil de Vree e cols relataram que a TFD ativou a acumulacdo dos neutrofilos, e
retardou o crescimento do tumor e que a deplecao dessas células nos tumores em
desenvolvimento diminuiu o efeito mediado pela TFD no tumor crescido (apud
DOLMANS et al., 2003).

Recentemente, pesquisadores mostraram que a resposta inflamatéria, que
contribui substancialmente para o controle no local do tumor, € dominada por
neutroéfilos. Possivelmente essas células participam da geracdo da imunidade anti-
tumor apés TFD e talvez estimulem a proliferacdo de células T (KOUSIS et al.,
2007).

1.5 Terapia fotodinadmica e Oxido nitrico

O o6xido nitrico gerou uma quantidade exponencial de pesquisa desde sua
identificacdo em 1987. Durante a ultima década esta pequena molécula emergiu
como um mediador importante no processo fisiologico e patolégico
(ALEXANDROVA; MILEVA; ZVETKOVA, 2001). O NO € uma importante molécula
de sinalizacdo que induz uma variedade de fendbmenos, como: relaxamento vascular
dependente do endotélio, citotoxicidade mediada por macréfagos, inibicdo da
ativacdo, adesédo e agregacao plaquetaria, relaxamento do corpo cavernoso peniano
humano, regulacdo da pressdo sangilinea basal, entre outras (CERQUEIRA,;
YOSHIDA, 2002).
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A producéo do 6xido nitrico pode ser derivada de uma variedade de células, tais
como: células endoteliais, células do musculo liso, macréfagos, fibroblastos e células
tumorais. Consequentemente, o NO pode modular amplamente o espectro das
atividades fisiologicas, funcbes vasculares (forma vascular, permeabilidade e
interacdo endotelial de leucocitos) e, além disso, a inflamacdo, a resposta
imunoldgica, entre outras (HENDERSON; SITNIK -BUSCH; VAUGHAN, 1999). Como
a meia-vida in vivo do NO € apenas uma questdo de segundos, o0 gas atua somente
em células da vizinhanca estreita de onde ele é produzido (BENJAMINI; COICO;
SUNSHINE, 2002).

No sistema imunoldgico, o 6xido nitrico é produzido em quantidades significativas
durante a resposta inflamatéria por macréfagos (figura 2) e outras células do sistema
imune, que expressam a oxido nitrico sintase induzida (iNOS). O NO gerado nestas
circunstancias ocasiona “danos oxidativos” letais as células-alvo, tais como em
células cancerosas ou infectadas (BARRETO et al., 2005). A 6xido nitrico sintase
induzida (iNOS) € uma NOS induzida por citocinas (IFN-g, TNF-a, IL-1, IL-2) e
lipopolissacarideos, no endotélio e musculatura lisa vascular. Este por sua vez,
produz grande quantidade de NO que atua em parasitas e células tumorais. A
expressao da iINOS € o resultado de uma resposta inflamatdria localizada ou difusa
resultante de uma infeccao ou dano tecidual (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002).
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Figura 2: A producéo do 6xido nitrico em macréfagos. A ativacdo da 6xido nitrico sintase
(iINOS) combina o oxigénio com o nitrogénio guanidino da L-arginina resultando na producdao
do 6xido nitrico, que é toxico para as bactérias e células tumorais. (1) processo ativado por
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IFN-g em macroéfago , (2) e desencadeado por TNF-a (figura adaptada de ROITT; BROSTOFF;
MALE, 2001).

A atividade do NO foi relatada em endotélio, cerebelo, nervos ndo adrenérgicos
nao colinérgicos (NANC), macréfagos, neutrdfilos, rins, células epiteliais pulmonares,
mucosa gastrintestinal e miocardio. O NO também pode ser responsavel pela
vasodilatacdo presente na angiogénese fisiologica ou patoldégica (CERQUEIRA;
YOSHIDA, 2002). E estd envolvido na origem da desordem de muitas doencas,
incluindo cancer, metastase e apoptose (GUPTA; AHMAD; MUKHTAR, 1998).

Em tumores humanos o papel do NO né&o foi totalmente esclarecido. O NO
produz multiplos efeitos que podem influenciar no resultado do crescimento tumoral
e metastase (ALEXANDROVA; MILEVA; ZVETKOVA, 2001).

O papel do 6xido nitrico no cancer € multidimensional, portanto, seus efeitos
podem ser determinados através de sua localizagcdo e concentracdo no tecido.
(WINK et al.,, 1998). Entretanto, a atividade anti-tumoral do NO depende da
guantidade de NO gerado e da interacdo das células do hospedeiro com as do
tumor. Esta interacdo pode gerar efeito ora estimulante ora inibitério na imunidade
anti-tumoral (ALEXANDROVA; MILEVA; ZVETKOVA, 2001).

Baseado nos resultados apresentados, o presente trabalho buscou investigar os
efeitos da TFD na capacidade proliferativa de células imunoldgicas assim como a

producédo de mediadores importantes na resposta imune celular.
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2 OBJETIVOS

» Investigar os efeitos da Terapia Fotodindmica na resposta imune celular
mediada por esplendcitos murinos através do tratamento de camundongos
com ftalocianina de silicio (NzPc) e irradiacdo com laser na regido do baco, na

auséncia de tumor. Esses efeitos foram estudados através da:

Medida da proliferacdo celular em resposta ao estimulo in vitro com a

lectina Concanavalina-A.

1.2 Medida da producéo de 6xido nitrico espontanea ou estimulada por

Concanavalina-A.

Observacao do perfil histologico dos animais tratados ou ndo com TFD.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes e solugdes

Farmaco fotossensibilizador: o farmaco fotossensibilizador (Ftalocianina de silicio

- NzPc), Cs4Hs6bN10O2Si, proposto para este estudo foi sintetizado pelo Laboratério
de Sintese Organica, IP&D - UNIVAP.
O farmaco fotossensibilizador, apos diluicdo em PBS, foi protegido da luz e a

solucéo estocada a 4°C numa concentracao de 0,05 mg/mL.

Meio de cultura: Foi utilizado o meio de cultura RPMI 1640 com L-glutamina

(Gibco™, Invitrogen Corporation). O contetido de cada frasco foi reconstituido em 1
litro de agua ultra pura e adicionado bicarbonato de sédio (JTBaker™), HEPES 10
mM (N-2 hidroxietilpiperazina, N2 &cido etanosulfénico) (Sigma®) e 5 x 10°M 2-
mercaptoetanol (Sigma?). O pH da solucéo foi ajustado para 7,1 e foi denominado
de RPMI incompleto. O meio usado nas culturas foi suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Gibco™, Invitrogen Corp.), 100 U/mL de penicilina e 100 ng/mL de
estreptomicina (Gibco™, Invitrogen Corp.), e foi denominado de RPMI completo. A

solucéao foi filtrada com membrana de poro 0,22 mm e conservada a 4°C.

Solucdo de Lise: Foram misturadas 9 partes de uma solugédo de cloreto de

amonio 0,16M e 1 parte de solucédo de Tris 0,17M. A solucéo filtrada com membrana

de poro 0,22 nm e mantida a 4°C.

Solucao salina tamponada (PBS): 80 g de NaCl, 2 g de KCl, 13,82 g de Na;HPO,
x12H,0, 2 g de KH,P O4 (Merck) num volume final de 1000 mL de &gua destilada. A

solucéo foi filtrada com membrana de poro 0,22 mm e conservada a 4°C.

MTT; 3(4,5-dimetiltiazol2-il)-2,5-difenil brometo tetrazélico): para o ensaio de

proliferacdo celular, foi utilizado o método colorimétrico de MTT (Sigma®)

(ANDRIGHETTI-FROHNER et al., 2003). Concentracio final igual a 5 mg/mL.
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Reagente de Griess: Para o ensaio de dosagem de Oxido nitrico foi utilizado o
reagente de Griess (Acros Organics) (GREEN; TANNENBAUM, 1982).

Solucéo de formol a 10% (Vetec): Fixagdo e armazenamento dos tecidos para

histologia.

Corantes utilizados na histologia: As laminas foram coradas com hematoxilina

(Allkimia®) e eosina (Nuclear) - HE.

3.2 Animais de Experimentacéo

Foram utilizados 40 camundongos isogénicos da linhagem BALB/c do sexo
masculino, com 8 a 12 semanas de vida. Os animais foram condicionados no
Laboratorio de Fisiologia e Farmacologia, localizado no Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento Il (IP&D II) com o consentimento do Prof Dr. Wellington Ribeiro. Os
animais foram alojados em caixas forradas com maravalha contendo 3
animais/caixa, mantidos a temperatura ambiente com exaustdo de ar, com livre
acesso a agua e a racao para camundongos e ritmo normal de dia-noite.

Devido a utilizacdo de animais o trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Univap sob o protocolo n°® AO80/CEP/2007.

Esses animais foram divididos em 4 grupos:

grupo controle, animais sem nenhum tratamento;

grupo laser, animais irradiados somente com laser por 4 minutos e 46 segundos
(thera lase®) | =685nm, dose da luz — 10 J/cm?, 50 mW/cm? e 1 cm? de area
irradiada;

grupo Pc, animais tratados apenas com o farmaco fotossensibilizador
(Ftalocianina de silicio - NzPc) (concentracdo 0,5 mM/Kg de peso corporeo);

grupo TFD, animais tratados com o farmaco fotossensibilizador (Ftalocianina de
silicio - NzPc) (concentracdo 0,5 nM/Kg de peso corpéreo) e irradiados por 4

minutos e 46 segundos com laser (thera lase?®) | =685nm, dose da luz — 10 J/cm?, 50

mW/cm? e 1 cm? de &rea irradiada.
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3.3 Administracdo do Farmaco Fotossensibilizador

A Ftalocianina foi dissolvida em PBS e injetada por via endovenosa (veia da
cauda) na dose de 0,5 nmM/Kg de peso corporeo. Apds 1 hora os animais foram
contidos e tricotomizados e em seguida, irradiados por 4 minutos e 46 segundos
com luz laser na regido do baco (thera lase®) com | =685nm, dose da luz — 10 J/cm?,

50 mW/cm?e 1 cm? de area irradiada. Foram feitos grupos controle paralelamente.

3.4 Coleta das Amostras
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Figura 3: Procedimentos para a realizagdo do experimento. a) contencdo do animal para a
aplicacéo endovenosa do farmaco fotossensibilizador (0,5 niM/Kg de peso corporeo); b) irradiagdo do
laser na regido do bago; ¢) remocao cirargica do bago.

Inicialmente os animais foram contidos em um tubo cilindrico, devidamente
preparado, para facilitar a exposicdo da cauda e a administracdo endovenosa do
farmaco fotossensibilizador no local. Apdés 1 hora foi realizada a tricotomia na regiédo
do bago e em seguida, a regido foi irradiada com o laser (thera lasea ) por 4 minutos
e 46 segundos com area de irradiacdo de 1 cm2. Os animais (n=3) foram pré-
anestesiados (zoletii - 50 mg/Kg), com uma injecado intramuscular, e entéo
sacrificados em diferentes tempos: 4, 8, 12, 24 ou 48 horas apés a irradiacdo. O
baco de cada animal foi retirado, colocado em uma placa de Petri (Bioplass) com
RPMI completo e macerado cuidadosamente para a obtencdo das células. Os
esplendcitos foram lavados com meio RPMI, centrifugadas por 1000 rpm 10 min a
4°C. A seguir as hemacias foram lisadas com solucdo de lise, centrifugadas
novamente, e o0s esplendcitos foram ressuspensos em RPMIC, contados em

camara de Newbauer e sua concentracéo ajustada para 5x10° células/mL em RPMI
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completo. As células foram entéo distribuidas em placas de 96 pocos (200 ni/pocgo).
Os esplendcitos foram incubados por 48 horas com meio somente ou na presenca
da lectina concanavalina A (Con-A) a 5 ng/mL, a 37°C em estufa imida e 5% de CO,
(Thermo Electron Corporation - Modelo 3110). Passado esse periodo, foram
efetuados os ensaios de MTT para medida da proliferacéo celular e a dosagem de
oxido nitrico pelo método de Griess (GREEN; TANNENBAUM, 1982). Ambos os
ensaios tiveram a densidade otica (D.O.) determinada por meio de um leitor de

microplacas (ELISA) (Biotec®). Paralelamente, foram feitos animais controles.

3.5 Proliferacao e Viabilidade Celular

Apos o periodo de incubacéo das células, 48 horas a 37°C em estufa Umida e 5%
de CO;y, foram retirados 100 nL do meio e adicionados 20 ni da solucado de MTT (5
mg/mL) e 80 nL. de meio RPMI completo. A placa foi protegida da luz e incubada por
12 horas a 37°C em estufa Umida e 5% de CO, Ao término da incubacédo adicionou-
se em cada poco 100 nL da solucdo de SDS (Merck) a 10%, apos essa etapa a
placa agitada levemente em um agitador de placas (Phoenix) por 1 hora e incubada
por mais 12 horas a 37°C em estufa umida e 5% de CO, Em seguida, a placa foi
novamente agitada por mais 1 hora e sua leitura realizada no equipamento ELISA

(Biotec®) (I = 570 nm). Os dados obtidos foram tratados de acordo com aférmula:

(Absorbdncia de Celulas Tratadas — Absorbincia do Branco)
% Viabilidade = ¥ 100

(Absorbincia de Células Controle — Absaorbdncia do Branca)

Onde o branco é representado pela absorbancia do poco vazio.

3.6 Dosagem de NO

A dosagem da concentracdo de NO nos sobrenadantes, recolhidos apos 24 e 48
horas foi realizada em placas de 96 pocos, adicionando-se 100 nL da amostra e 100

nL do reagente de Griess, as amostras ficaram a temperatura ambiente por 10
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minutos e em seguida, a absorbancia (540 nm) determinada em leitor de ELISA
(Biotec®). Os resultados obtidos em M foram determinados a partir de uma curva
padréo realizada com nitrito de sédio (Vetec) em concentra¢gdes de 200 a 3,125 mM.

As dosagens e a curva padréo foram feitas em triplicata.
3.7 Anédlise Estatistica

Foram utilizados o programa de computador Origin 7.0 e sua ferramenta ANOVA

2way. Valores com P=0,05 foram considerados significativos (*)
3.8 Cortes Histolbgicos

Apoés a esplenectomia, um fragmento do baco foi retirado e armazenado em
frascos contendo solucdo de formol a 10%. Os tecidos foram encaminhados ao
laboratério CIPAX medicina diagnoéstica (S&o José dos Campos — SP), e
processados em um processador de tecidos Autotechnicon 2A (IMEB International
Medical Equipment, inc. EUA) correspondente aos passos de fixacdo, desidratacao
e diafanizacao de tecidos. Em seqguida, fez-se a inclusdo do material em parafina e
os cortes histologicos (3 micrometros) foram realizados em um micrétomo American
Optical 820 (Global Medical Instrumentation, inc. EUA). As laminas foram coradas

com hematoxilina e eosina.
3.9 Andlise Histoldgica

As laminas foram examinadas morfologicamente e fotografadas em um
microscoépio 6ptico (Leica DM 2500), utilizando uma objetiva de 10x, aclopado a
camera fotogréfica (Leica DFC 290) utilizando-se os programas: Leica camera

software, Leica QWin e Leica Server CD®.
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4 RESULTADOS

Foram utilizados esplendcitos de camundongos BALB/c (n=3) machos com 8 a
12 semanas de vida, para os ensaios de proliferacédo celular, dosagem de NO nos
sobrenadantes das culturas e andlise histolégica do bago dos animais submetidos a
TFD ou néo, divididos como segue (veja Materiais e Métodos):

grupo controle;

grupo laser;

grupo Pc;

grupo TFD.

Os esplendcitos obtidos (5x10° céls/mL) foram distribuidos em triplicata em

placas de 96 pocos e apos 48 horas de incubacdo a 37°C em estufa Umida e 5% de
CO, foram submetidos aos ensaios de MTT e dosagem de NO nos sobrenadantes

das culturas de esplendcitos.

4.1 Proliferacéo celular

Vide abaixo a figura 4, que mostra a medida de proliferacédo celular em

esplendcitos de animais submetidos ou ndo a TFD.
4.1.1 Grupo Controle

A resposta proliferativa dos esplendcitos foi medida pelo ensaio colorimétrico de
MTT. Os esplendcitos obtidos apds o sacrificio dos animais foram incubados na
auséncia ou presenca de 5 ng/mL de concanavalina A (Con-A), uma lectina isolada
da planta Canavalia ensiformis, que se liga a manose da membrana de linfocitos
sinalizando a proliferacdo (PERES; CURI, 2005).

Os esplendcitos analisados sdo de animais que ndo receberam nenhum tipo de
tratamento e/ou estimulo. Nossos resultados mostram, como esperado, que 0S
esplendécitos apresentaram uma resposta proliferativa acentuada na presenca da

Con-A (cerca de 4 vezes) em comparacdo com as células na auséncia da lectina.

4.1.2 Grupo Laser
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Os animais desse grupo foram irradiados por 4 minutos e 46 segundos com 0O
laser (thera lase®) | =685nm, dose da luz — 10 J/cm?, 50 mW/cm? e 1 cm? de area
irradiada na regido do baco e, em seguida, os esplendcitos foram obtidos e
incubados por 48 horas a 37°C em estufa Umida e 5% de CO,. Os resultados
mostram que o0s esplendcitos desses animais apresentaram uma resposta
proliferativa significativamente acentuada (cerca de 3 vezes, P<0,001) em
comparacdo com as células (controle) na auséncia da lectina. Esplendcitos
cultivados na presenca de Con-A apresentaram uma resposta proliferativa menor
(decréscimo de 20%) em comparacdo com as células do controle quando incubadas

com a lectina.
4.1.3 Grupo Pc

Esses animais foram tratados apenas com o farmaco fotossensibilizador
(Ftalocianina de silicio - NzPc) (0,5 nM/Kg de peso corporeo). Os animais foram
sacrificados em diferentes tempos: 4, 8, 12, 24 ou 48 horas ap0s a inje¢do da NzPc
na veia da cauda. Ao analisarmos os resultados, observamos que a resposta
proliferativa foi mais acentuada nos esplendcitos de 4 e 24 horas (P<0,001) apds a
injecdo de NzPc (cerca de 3 vezes), comparando-se com esplendcitos do controle.
Os demais animais de 8, 12 e 48 horas (ap0s a inje¢do) também apresentaram
significante aumento na resposta proliferativa (P<0,001) para 8 e 12 horas e
(P<0,01) para 48 horas, entretanto os esplendcitos obtidos apds 48 horas da injecao
de NzPc, apresentaram resposta proliferativa menos intensa. As amostras de 4, 8,
12, 24 e 48 horas apoés a injecdo de NzPc, cujos esplendcitos foram cultivados na
presenca de Con-A apresentaram resposta proliferativa sempre significativamente

menor (P<0,001) em relacéo aos esplendcitos do controle cultivados com a lectina.
4.1.4 Grupo TFD

Os animais desse grupo foram tratados com o farmaco fotossensibilizador
(Ftalocianina de silicio - NzPc) (0,5 mM/Kg de peso corporeo) e apos 1 hora tiveram
a regido do baco irradiada por 4 minutos e 46 segundos com laser (thera lase®)

| =685nm, dose da luz — 10 J/cm?, 50 mW/cm? e 1 cm? de area irradiada. Os animais
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foram entdo sacrificados ap6s 4, 8, 12, 24 ou 48 horas, os esplendcitos foram
obtidos e cultivados na auséncia ou presenca de Con-A. Verificamos que a resposta
proliferativa dos esplendcitos, na auséncia de Con-A, foi maior em comparacdo com
os esplendcitos do controle (sem ContA) (P<0,001) em todos os tempos analisados,
entretanto, aqueles animais sacrificados apos 48 horas da TFD, apresentaram uma
proliferacdo mais evidente (cerca de duas vezes em relacdo ao controle, P<0,001).
Quando analisamos a proliferacédo celular de esplendcitos cultivados na presenca da
lectina, para as amostras dos animais sacrificados apos 4, 8, 12, 24 ou 48 horas,
observamos que a resposta proliferativa nesses casos foi significativamente menor

(P<0,001) em comparacao com o controle (esplendcitos + CorntA).
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Figura 4: Medida de proliferagcao celular em esplenécitos de animais submetidos ou ndo a TFD.
Camundongos BALB/c receberam endovenosamente na veia da cauda Ftalocianina de silicio -
NzPc (0,5 mM/Kg de peso corpdéreo) e foram irradiados por 4 minutos e 46 segundos com o
laser (thera Iaseé‘) | =685nm, dose da luz — 10 J/lcm?, 50 mW/cm? e 1 cm? de area irradiada na
regido do baco. Apds 4, 8, 12, 24 e 48 horas os esplendcitos foram obtidos e cultivados na
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presenca e/ou auséncia da Con-A por 48 horas. A seguir, as células foram submetidas ao
ensaio de MTT e a absorbancia determinada em 540 nm. Esplendcitos de animais controle
(sem tratamento algum), ou que foram somente irradiados ou ainda que receberam somente
Ftalocianina de silicio também foram cultivados na presenca ou auséncia de Con-A por 48
horas.

(*) significante para P=0,05.

4.2 Dosagem de Oxido nitrico

4.2.1 Na auséncia de Con-A

Os esplendcitos obtidos (5x10° céls/mL) foram distribuidos em triplicata em
orificios de placas de cultura de 96 pogos e apos 24 e 48 horas de incubagéo a 37°C
em estufa umida e 5% de CO,, os sobrenadantes foram recolhidos para a realizacao
da dosagem de NO, através do reagente Griess (GREEN; TANNENBAUM, 1982)
(figura 5).

4.2.1.1 Grupo controle

Os esplendcitos analisados desse grupo sdo de animais que ndo receberam
nenhum tipo de tratamento. Os resultados obtidos mostram uma maior producéo de
NO, na auséncia da Con-A, apés 24 horas de incubagdo. Com 48 horas de

incubacéo a producéo de NO diminuiu.

4.2.1.2 Grupo laser

Os animais desse grupo foram estimulados por 4 minutos e 46 segundos com 0
laser (thera lase®) | =685nm, dose da luz — 10 J/cm?, 50 mW/cm? e 1 cm? de area
irradiada na regido do baco e em seguida, os esplendcitos foram obtidos e
incubados por 24 e 48 horas e a producdo de NO quantificada pelo método de
Griess (GREEN; TANNENBAUM, 1982). Nossos resultados indicam que na
auséncia da Con-A, a producdo de NO foi mais elevada nos sobrenadantes
analisados ap6s 48 horas de incubacédo (~ 4 vezes, P<0,01). Com 24 horas de
incubacdo os sobrenadantes apresentaram uma producdo de NO um pouco menor

em comparagao com o controle.
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4.2.1.3 Grupo Pc

Esses animais receberam somente o farmaco fotossensibilizador (Ftalocianina de
silicio - NzPc) (0,5 mM/Kg de peso corporeo) na veia da cauda. Apos 4, 8, 12, 24 e
48 horas os esplendcitos foram obtidos e incubados na auséncia da Con-A por 24 e
48 horas. Nossos resultados mostram que a producdo de NO (figura 5) foi mais
elevada nos sobrenadantes, ap6s 48 horas de incubacgdo, das amostras de 4 e 24
horas com pico na producdo NO nas amostras de 12 horas (P<0,001). Os
sobrenadantes das amostras em todos os tempos (4, 8, 12, 24 e 48 horas) apés 24
horas de incubacédo, apresentaram uma producdo de NO significativamente menor

em relacéo ao controle (P<0,001).

4.2.1.4 Grupo TFD

Os animais desse grupo foram tratados com o farmaco fotossensibilizador
(Ftalocianina de silicio - NzPc) (0,5 mM/Kg de peso corporeo) na veia da cauda e
apos 1 hora, foram irradiados com o laser por 4 minutos e 46 segundos (thera
lase?) | =685nm, dose da luz — 10 J/cm?, 50 mW/cm? e 1 cm? de &rea irradiada na
regido do baco. Prosseguindo, apos 4, 8, 12, 24 e 48 horas da TFD os esplendcitos
foram obtidos e incubados na auséncia da Con-A por 24 e 48 horas. Analisando os
resultados (figura 5), verificamos que nos sobrenadantes apos 24 horas de
incubacdo, a producdo de NO das amostras 4, 8 e 12 horas ap6s TFD foi
significativamente maior (P<0,001), cerca de 3 vezes, em relacdo ao controle. Nas
amostras de 24 e 48 horas ap6s TFD a producao de NO foi decrescente, sugerindo
um decaimento na producdo de NO com o passar do tempo. Ao analisarmos 0s
sobrenadantes com 48 horas de incubacéo, a produgao de NO foi significativamente
maior (P<0,001) em todas as amostras (4, 8, 12, 24 e 48 horas apés TFD) com pico

na producdo de NO nas amostras apés 12 horas de TFD.
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Figura 5:: Dosagem de 6xido nitrico na auséncia de concanavalina A (Con-A). Camundongos
BALB/c receberam endovenosamente na regido da cauda Ftalocianina de silicio — NzPc (0,5
mMV/Kg de peso corpdreo) e foram irradiados por 4 minutos e 46 segundos com o laser (thera
lase®) | =685nm, dose da luz — 10 Jicm?, 50 mW/cm?® e 1 cm? de area irradiada na regido do
baco. Apds 4, 8, 12, 24 e 48 horas os esplendcitos foram obtidos e cultivados na auséncia da
Con-A por 24 e 48 horas. A seguir as células foram submetidas a dosagem de 6xido nitrico
através do reagente Griess e a absorbancia determinada em 540 nm. Esplenécitos de animais
controle (sem tratamento algum), ou que foram somente irradiados ou ainda que receberam
somente Ftalocianina de silicio também foram cultivados na auséncia de Con-A por 24 e 48
horas.

(*) significante para P=0,05.

4.2.2 Na presenca de Con-A

Os esplendcitos obtidos (5x10° céls/mL) foram distribuidos em triplicata em
orificios de placas de cultura de 96 pocos e ap0s 24 e 48 horas de incubacao a 37°C
em estufa umida e 5% de CO,, os sobrenadantes, na presenca da Con-A, foram
recolhidos para a realizacdo da dosagem de NO, através do reagente Griess
(GREEN; TANNENBAUM, 1982) (figura 6).
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4.2.2.1 Grupo controle

Os esplendcitos analisados desse grupo sdo de animais que nao receberam
nenhum tipo de tratamento. Os resultados obtidos mostram uma maior producao de
NO, na presenca da Con-A, ap6s 24 horas de incubacdo. Com 48 horas de

incubacgéao a producéo de NO foi um pouco menor.
4.2.2.2 Grupo laser

Os animais desse grupo foram estimulados por 4 minutos e 46 segundos com o
laser (thera lase®) | =685nm, dose da luz — 10 J/cm?, 50 mW/cm? e 1 cm? de area
irradiada na regido do baco e em seguida, os esplendcitos foram obtidos e
incubados por 24 e 48 horas e a producdo de NO quantificada na presenca da Con-
A. Nossos resultados indicam que a producéo de NO foi mais elevada (P<0,001) nos
sobrenadantes apds 48 horas de incubac&o. Porém, com 24 horas de incubacéo os

sobrenadantes apresentaram uma producao de NO bem menor.
4.2.2.3 Grupo Pc

Esses animais receberam o farmaco fotossensibilizador (Ftalocianina de silicio -
NzPc) (0,5 mM/Kg de peso corpéreo) na veia da cauda. Apoés 4, 8, 12, 24 e 48 horas
os esplendcitos foram obtidos e incubados na presenca da Con-A por 24 e 48 horas.
Os sobrenadantes analisados ap0ds 48 horas de incubacdo e na presenca da Con-A
(figura 6), indicam um significativo aumento (P<0,001) na producdo de NO para as
amostras de 4 horas apoés a inje¢cdo da Pc. Também podemos observar que com o
passar do tempo (amostras 8, 12, 24 e 48 horas) a producdo de NO diminuiu
significativamente (P<0,05) em relacdo ao controle. Nos sobrenadantes com 24
horas de incubacéo e na presenca da Con-A a producao de NO se manteve sempre

menor em relagdo ao controle (cerca de 5 vezes) em todas as amostras (P <0,001).
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4.2.2.4 Grupo TFD

Os animais desse grupo foram tratados com o farmaco fotossensibilizador
(Ftalocianina de silicio - NzPc) (0,5 nM/Kg de peso corpoéreo) na veia da cauda e
apés 1 hora, foram irradiados por 4 minutos e 46 segundos com o laser (thera lase?®)
| =685nm, dose da luz — 10 J/cm?, 50 mW/cm? e 1 cm? de &rea irradiada na regido
do baco. Em seguida, nos tempos 4, 8, 12, 24 e 48 horas ap6s TFD os esplendcitos
foram obtidos e incubados na presenca da Con-A por 24 e 48 horas. Os
sobrenadantes analisados apés 48 horas de incubacdo e na presenca da ConA,
mostram um pico na producdo de NO nas amostras de 4 horas apés TFD em
relacdo ao controle; nas demais amostras (8, 12, 24 e 48 horas) a produgao de NO
foi menor em relacdo ao controle, com queda brusca em 8 horas e pequena
elevacdo a partir de 12 horas (ndo significativa em relacdo ao controle). Nos
sobrenadantes com 24 horas de incubacao e na presenca da Con-A a producéao de
NO da amostra de 4 horas foi equivalente a do controle. Nas demais amostras (8,
12, 24 e 48 horas apés TFD) a producdo de NO foi significativamente menor
(P<0,001) que do controle.
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Figura 6: Dosagem de 6xido nitrico na presenca da concanavalina A (Con-A). Camundongos
BALB/c receberam endovenosamente naregido da cauda Ftalocianina de silicio — NzPc (0,5
nmM/Kg de peso corpdéreo) e foram irradiados por 4 minutos e 46 segundos com o laser (thera
Iaseé‘) | =685nm, dose da luz — 10 J/cm?, 50 mW/cm?®e 1 cm? de area irradiada na regido do

38

= [ *

— P

B 1] ]

= B
o]

- D.Q‘i
=

| L L o]
Controle Laser 8H

EEH 4nimais imadiados somente (24 horas)
E= animais + Pc somente (24 horas)
1 Animais + TFD {24 horas)

EZAEsplendcitos com meio somente (24 horas) ] Esplendcitos com meio somente (48 horas)

E] Animais imadiados somente (48 horas)
EEA cnimais + Pe somente (48 horas)
I -nirnais + TFD (48 horas)

baco. Apds 4, 8, 12, 24 e 48 horas os esplenécitos foram obtidos e cultivados na presenca da

Con-A por 24 e 48 horas. A seguir as células foram submetidas a dosagem de 6xido nitrico

através do reagente Griess e a absorbancia determinada em 540nm. Esplendcitos de animais

controle (sem tratamento algum), ou que foram somente irradiados ou ainda que receberam
somente Ftalocianina de silicio também foram cultivados na presenca de Con-A por 24 e 48

horas.

(*) significante para P=0,05.
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4.3 Histologia

Macroscopicamente, 0 bagco apresenta duas regioes distintas: uma formada por
tecido muito mole, com cor vermelha escura, que recebe o nome de polpa vermelha.
Disseminada pela polpa vermelha, véem-se pequenos pontos acinzentados ou
ligeiramente amarelados, que no conjunto constituem a polpa branca (GLEREAN,
2002).

Em um corte histoldgico corado observamos uma capsula que envia septos
(trabéculas) para o interior do érgdo. Entre os septos existe a presenca de nodulos
linfaticos, chamados corpusculos esplénicos ou de Malpighi e que pertencem a
polpa branca. Caracteristicamente esses nddulos possuem no seu interior uma
arteriola. Ndo existe uma nitida divisdo entre regides medular e cortical, pois os
nodulos ndo tém a tendéncia de se dispor na periferia do érgéo, ao contrario do que
acontece com os linfonodos. Constituindo o arcabouc¢o de sustentagéo, por todo o
orgao existe uma malha tridimensional de fibras reticulares e de células reticulares
(GLEREAN, 2002).

4.3.1 Grupo controle

Foram analisados o bago de animais que ndo receberam nenhum tipo de
tratamento e/ou estimulo. Esses apresentaram polpa branca e polpa vermelha sem

qualquer alteracéo (figuras 7, 8 € 9).
4.3.2 Grupo laser

Os animais desse grupo foram irradiados com o laser por 4 minutos e 46
segundos (thera lase?®) | =685nm, dose da luz — 10 J/cm?, 50 mW/cm? e 1 cm? de
area irradiada na regido do baco e em seguida foi feita a esplenectomia. A polpa

branca, nesse caso, ndo aparece muito evidente (figuras 7, 8 e 9).
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4.3.3 Grupo Pc

Esses animais receberam somente o farmaco fotossensibilizador (Ftalocianina de
silicio - NzPc) (0,5 mM/Kg de peso corpéreo) na veia da cauda. Apés 12, 24 e 48
horas o bago dos animais foram retirados. Nossos resultados sugerem que ha uma
maior evidéncia da polpa branca na amostra apos 24 horas da injecdo da Pc (figura
8), quando comparamos com as amostras de 12 horas (figura 7) e 48 horas (figura
9).

4.3.4 Grupo TFD

Os animais desse grupo foram tratados com o farmaco fotossensibilizador
(Ftalocianina de silicio - NzPc) (0,5 mM/Kg de peso corporeo) na veia da cauda e
apos 1 hora, foram irradiados com o laser por 4 minutos e 46 segundos (thera
lase?®) | =685nm, dose da luz — 10 J/cm?, 50 mW/cm? e 1 cm? de &rea irradiada na
regido do baco. Em seguida, nos tempos 12, 24 e 48 horas o baco dos animais
foram retirados. Nossos resultados sugerem uma maior evidéncia da polpa branca
na amostra de 24 horas apos TFD (figura 8), quando comparamos com as amostras

de 12 horas (figura 7) e 48 horas (figura 9).
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Figura 7: Andlise morfolégica do baco de animais tratados ou ndo com TFD apés 12 horas. a) animal

controle, ndo recebeu nenhum tipo de tratamento; b) animal irradiado somente na regido do
baco; c) animal tratado com Pc somente, esplenectomia realizada ap6s 12 horas da
administragdo da Ftalocianina — NzPc e d) animal tratado com TFD, esse animal foi tratado
inicialmente com a Ftalocianina — NzPc e ap6s 1 hora foi irradiado com laser na regido do

baco, a esplenectomia foi realizada apds 12 horas. (*) polpa branca. Aumento original de 100x;

HE.
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Figura 8: Andlise morfolégica do baco de animais tratados ou ndo com TFD apés 24 horas. a) animal
controle, néo recebeu nenhum tipo de tratamento; b) animal irradiado somente na regido do
baco;e) animal tratado com Pc somente, esplenectomia realizada apés 24 horas da
administracdo da Ftalocianina — NzPc e f) animal tratado com TFD, esse animal foi tratado
inicialmente com a Ftalocianina — NzPc e ap6s 1 hora foi irradiado com laser na regido do
baco, a esplenectomia foi realizada apds 24 horas. (*) polpa branca. Aumento original de 100x;
HE.
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Figura 9: Andlise morfolégica do baco de animais tratados ou ndo com TFD apoés 48 horas. a) animal

controle, ndo recebeu nenhum tipo de tratamento; b) animal irradiado somente na regido do
baco; g) animal tratado com Pc somente, esplenectomia realizada ap6s 48 horas da
administracdo da Ftalocianina — NzPc e h) animal tratado com TFD, esse animal foi tratado
inicialmente com a Ftalocianina — NzPc e ap6s 1 hora foi irradiado com laser na regido do

baco, a esplenectomia foi realizada ap6s 48 horas. (*) polpa branca. Aumento original de 100x;

HE.



5 DISCUSSAO

O modelo experimental proposto e apresentado nesse trabalho € relevante em
alguns aspectos imunolégicos como: capacidade proliferativa dos esplenécitos de
animais tratados ou ndo com TFD, assim como a producdo do gas citotoxico 6xido

nitrico. As principais consideracfes sdo apresentadas a seguir:

Proliferacao celular

Os esplendcitos obtidos (5x10° céls/mL), para o ensaio de proliferacdo celular,
foram cultivados na presenca e/ou auséncia de Con-A. A proliferacdo celular foi
medida através do ensaio colorimétrico de MTT, um ensaio quantitativo para
determinar a interrupcdo de uma funcdo bioquimica critica. Este ensaio quantifica a
atividade mitocondrial medindo-se a formacéo de cristais de formazan, produto da
reducdo do tetrazolium MTT. A redugdo do MTT ocorre principalmente na
mitocondria através da ac¢do da succinato desidrogenase fornecendo entdo uma
medida da funcdo mitocondrial, e uma vez que esta reducdo somente ocorre em
células viaveis, a quantidade de formazan formado é diretamente proporcional a
quantidade de células vivas no experimento (ANDRIGHETTFFROHNER et al.,
2003).

Ao iniciarmos os ensaios de MTT e medir a proliferacao celular observamos que
estes ficaram aquém do esperado e que nédo refletiam o que era observado ao
microscopio. Assim, na tentativa de adequar o ensaio, outros protocolos descritos na
literatura foram estados. Uma outra dificuldade eram os animais, os quais foram
adquiridos fora da Universidade, sendo assim, ndo tinhamos como atestar as reais
condi¢bes que esses animais se encontravam quando chegaram até nos e muitas
repeticdes, principalmente dos controles foram feitas.

Os resultados apresentados (figura 4) mostram que o laser (thera lase®) de baixa
poténcia interferiu positivamente na resposta proliferativa do animal.

Segundo Novoselova e cols (2006) a dinamica da resposta imune frente a lasers
de baixa poténcia € dependente de 2 fatores: a dose acumulativa e o tipo de
superficie irradiada. Dentre os diversos tipos celulares, cada uma demonstra
diferente grau de sensibilidade a radiacdo laser, sendo as células T as mais

responsivas. O laser de baixa poténcia é capaz de induzir atividade das células
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imunoldgicas se o tempo de exposicdo ndo exceder 10 dias, ao passo que
tratamentos em periodos mais prolongados podem induzir mudancas severas
incluindo a imunossupresséo. Esses efeitos se estenderiam a producao de citocinas
como a IL-2 e a producéo de NO.

A ativacdo de células T € induzida através da apresentacao de antigeno por meio
de células (APCs), macréfagos/mondcitos e células dendriticas. A natureza da APC
e do antigeno irdo determinar que tipo de célula T (Thl, Th2 ou células T
regulatérias) predominard e se as células T ativadas migrardo para o local da
inflamacédo (KEMPER; ATKINSON, 2007). A célula T tem um papel importante na
imunidade adquirida, pois secreta citocinas que auxiliam na resposta imunolégica
contra antigenos (BILLADEAU; NOLZ; GOMEZ, 2007) e induzem a migracdo de
células imunes para o local da infeccdo (ALCANI, 2003). As interacdes APC-células
T nas quais 0s sinais co-estimulatérios ou secundarios se mostrem bloqueados ou
ausentes tendem a induzir a tolerancia em vez de ativar a célula T (BENJAMINI;
COICO; SUNSHINE, 2002)

Paralelamente o farmaco fotossensibilizador (NzPc) também induziu um aumento
na resposta proliferativa (figura 4) j& no periodo de 4 horas ap6s TFD. Também
podemos perceber que a NzPc ndo foi por si sO toxica para as células, uma
caracteristica importante e necesséaria para os fotossensibilizadores (RE et al.,
2006). Provavelmente a NzPc atuou como um antigeno para os esplendcitos, visto
gue essas drogas ao serem introduzidas em algum organismo vivo sdo capazes de
se conjugar a proteinas enddgenas para serem carreadas e distribuidas pelo
organismo (VAZQUEZ et al., 2007). Na sua forma nativa, os fotossensibilizadores
sdo considerados haptenos, esses falham na indugcdo de uma resposta imune
devido ao seu peso molecular baixo e a sua simplicidade quimica. Haptenos tornam-
se imunogénicos somente quando conjugados com carreadores de peso molecular
alto e de estrutura fisico-quimica complexa (BENJAMINI; COICO; SUNSHINE,
2002).

A resposta proliferativa dos esplendcitos de animais submetidos a TFD néo foi
tdo evidente, possivelmente pela inducdo de morte de esplendcitos submetidos a
TFD ou ainda pela liberac&o de citocinas que propiciam uma diminuicdo da resposta
proliferativa inicialmente. Além disso, alguns receptores para citocinas poderiam
estar sendo modulados acarretando conseqientemente uma diminuicdo de

proliferacao celular. Apés 48 horas a resposta proliferativa do animal, submetido a
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TFD, foi um pouco mais evidente quando comparado com as demais amostras.
Mostrando um possivel restauro na resposta proliferativa do animal.

Paradoxalmente, considerando as discussfes existentes sobre a TFD e o
sistema imunoldgico, relatos indicam que a TFD pode induzir de diversas formas, um
estado de imunossupressdo. Pesquisas apontam que a imunossupressao esta
ligada a reacdo de hipersensibilidade de contato. A hipersensibilidade de contato
induzida quando aplicado o hapteno dinitrofluorobenzeno (DNFB), na pele de
camundongos, foi mediada pela expressdo de MHC de classe | em queratinécitos. A
subsequente aplicagcdo do (DNFB) no animal produziu uma resposta inflamatéria
causada pelas células T citotoxicas. Em contrapartida, o animal apresentou uma
hipersensibilidade do tipo tardio (DTH) quando recebeu injecdes de antigenos
celulares (proteinas estranhas) e € mediada por MHC de classe Il (CASTANO;
MROZ; HANBLIN, 2006).

Dosagem de 6xido nitrico

A dosagem da concentracdo de NO nos sobrenadantes recolhidos apos 24 e 48
horas de incubacdo na presenca ou auséncia de Con-A foi determinada pelo método
de Griess (GREEN; TANNENBAUM, 1982). A partir desse experimento, Nnossos
resultados mostram que a producdo de 6xido nitrico foi mais elevada nos animais
submetidos & TFD, tanto na presenga quanto na auséncia da lectina. Porém, na
presenca da Con-A a producao de NO foi mais evidente na amostra 4 horas (figuras
5 e 6), sugerindo que a combinacdo da ftalocianina de silicio — NzPc + laser
influenciaram na producao de 6xido nitrico.

Estudos relataram a influéncia do PPIX na geracdo do o6xido nitrico em
macrofagos coletados de camundongos saudaveis tratados com TFD. Os derivados
de ALA sintetizados e relatados por KWITNIEWSKI et al. (2005) revelou, in vitro, um
impacto diferente no sistema imunologico dos camundongos. O estimulante mais
potente foi o derivado PP(Phe).Arg,, que mostrou os valores mais elevados de NO’,
produzidos por macrofagos peritoneais. A ativagdo imunologica mais fraca foi a do
derivado PP(Ser),Arg,, entretanto nenhum resultado estatistico importante foi
observado in vivo. Esses estudos mostraram que os derivados do ALA sédo capazes
de induzir a liberacdo do Oxido nitrico por macréfagos in vitro mesmo sem a

irradiacéo do laser
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O mecanismo do NO formado durante a TFD pode ser explicado pelo fato de que
a TFD resulta em um aumento rapido e significativo de isoformas de Oxido nitrico
sintase (NOS). O aumento do NOS, nesses casos, ocorre devido a liberacdo
intracelular de Ca®" promovido pela TFD e de seu armazenamento dentro da célula,
levando a um aumento na producdo de NO que é responsavel pela inducdo da
apoptose (DALBASTI et al., 2002).

Estudos feitos por KORBELIK e cols (2000) mostraram que quando um inibidor da
sintese de NO, o L-NAME, foi injetado imediatamente apds o tratamento da TFD,
ocorreu um decréscimo dramatico no fluxo sanguineo de tumores pouco
imunogénicos como o de células escamosas murinos (SCCVII). O padréo do fluxo
sanguineo alterado nos tumores ap6s TFD indica que, mesmo com doses curativas,
a circulagdo regular pode ser restaurada em alguns vasos sanguineos apos
episodios de parcial ou completa obstrucdo. Sendo assim, eles concluiram que o NO
participa de eventos associados com a TFD para a destruicdo do tumor,
particularmente na resposta vascular, a qual é essencial para a cura em
consequéncia desta terapia.

A acdo do NO depende da célula T reconhecer um antigeno especifico levando,
em muitos casos, a producéo de IFN-g, um importante co-indutor da sintese de NO.
Dependendo do estimulo antigénico (como o LPS) o NO desenvolve um mecanismo
de "feedback”, prevenindo a excessiva ativacdo das células T assim como a
producdo de citocinas e consequentemente a inibicdo da producdo de NO. Neste
contexto, possivelmente o NO pode ser visto como um modulador imune (COSTA et
al., 2003). A auséncia de outras citocinas também pode alterar a resposta imune do
hospedeiro. Assim sendo a auséncia da IL-2 deixaria a célula T incapaz de
responder a estimulos antigénicos subsequentes, ou seja, induziria a célula T a um
estado anérgico (BENJAMINI; COICO; SUNSHINE, 2002).

N&o podemos deixar de relatar que o Oxido nitrico produzido por macréfagos
também tem sido descrito como agente citotoxico, podendo inativar a enzima
ribonucleotideo redutase em esplendcitos de camundongos normais, impedindo
assim a sintese de DNA e, portanto a replicacdo celular atuando portanto, como um
agente imunossupressor (LEPOIVRE et al., 1990).
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Histologia

Na amostra Pc 24 horas e na amostra TFD 24 horas, os resultados indicam uma
maior evidéncia da polpa branca como podemos observar na (figura 8). Esse achado
poderia indicar uma possivel resposta imunoldgica, devido ao contado desse animal
com uma substéncia estranha que no caso desse trabalho foi a Ftalociania de silicio
— NzPc. O aumento na evidéncia da polpa branca e o restauro (ainda que parcial) da
proliferagéo celular (figura 4) ocorridas no mesmo periodo (24 horas) podem ser uma
mera coincidéncia ou indicar que os efeitos de mediadores pro-inflamatérios assim

como a producdo de citocinas imunoestimulatdrias podem ter sido restauradas.
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6 CONCLUSAO

Os animais irradiados com o laser apresentaram uma resposta proliferativa
aumentada em relacdo ao controle. Animais submetidos a TFD apresentaram
resposta proliferativa diminuida ao longo dos tempos analisados, indicando
gue nesses casos a proliferacdo celular dos esplendcitos murinos estava

alterada.

A producdo de 6xido nitrico espontanea (na auséncia de Con-A) foi mais
elevada em animais submetidos a TFD em todos os tempos analisados.
Animais somente irradiados também produziram quantidades significativas de
NO em comparagcdo com o controle. Aqueles tratados somente com NzPc

produziram NO em pequena quantidade.

A producédo de oxido nitrico na presenca de Con-A apresenta-se aumentada
para os animais controle e para aqueles irradiados somente. Animais
submetidos a PDT tiveram producédo de NO significativa somente no periodo

de 4 horas.

Na analise histolégica percebemos uma melhor definicdo da polpa branca nos
animais sacrificados ap0s 24 horas de TFD ou que foram injetados somente

com a NzPc.
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