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ALTERACAO DO POTENCIAL METASTATICO DE CELULASHEP-2
SUBMETIDAS A TERAPIA FOTODINAMICA

Resumo

A terapia btodindmica PDT) € baseada na administracdo de um fotossensibilizante com
afinidade a células neoplésicas, seguida da exposicdo da regido tumoral a luz. Essa
combinacdo de agente fotossensibilizante e luz, com comprimento de onda adequado, geram
espécies reativas do oxigénio incluindo o oxigénio singleto, que podem interagir com
inimeros componentes biologicos levando a morte celular. O tratamento fotodindmico
também demonstra alterar a expressdo de estruturas de adesdo celular e a integridade de
proteinas do citoesqueleto, elementos chaves na determinacdo do potencial metastatico
tumoral. O objetivo do presente trabalho foi avaliar ateracBes do potencial metastético de
células HEp-2 (carcinoma de laringe humano) apds a PDT com AIPcS,. Para isso, as células
foram incubadas com o agente fotossensibilizante AlPcS; (10uM/ 60 minutos), e entéo
irradiadas com laser de Diodo (? 660nm; densidade de energia de 4,5)/cn¥ e poténcia de
30mW). Para observar a distribuicéo dos filamentos de actina, as células foram marcadas com
faloidina TRITC. A terapia mostrou causar alteracdes no citoesquel eto de actina, reduzindo as
fibras de estresse na regido central, presentes em maior concentraram na regido periférica das
células. Os filamentos de actina sd0 extremamente importantes para a manutencdo da adesao
celular e as observagtes apos o tratamento revelaram que a adesdo celular na linhagem HEp-2
sofreu alteracBes apos a PDT, reduzindo o nimero de células aderidas ao substrato . A
suscetibilidade das células a0 rompimento da adesdo com o substrato posterior a PDT, foi
avaliada utilizando tripsina. O grupo PDT apresentou uma resisténcia a tripsinizacéo,
mantendo uma adesdo mais estavel com 0 substrato. Esses resukltados sao extremamente
significantes, considerando que a metastase tumoral inclui o desprendimento das células
malignas do tumor primario e a adesdo destas a um tecido afastado. Nosso trabaho
demonstrou que a capacidade de segregacdo e adesdo das células foi modificada pela terapia,
sugerindo uma reducdo do potencia metastético da cultura HEp-2 submetida a PDT com

AlPcS,.

Palavr as chaves: Terapia Fotodinamica, Adesdo Celular, Filamentos de Actina.



METASTATIC POTENTIAL ALTERATION OF HEP-2 CELLSSUBMITTED TO
PHOTODYNAMIC THERAPY

Abstract

Photodynamic therapy (PDT) is based on the administration of tumor - localizing
photosensitizers, followed by the exposure of the tumor region to light. Irradiation of the
photosensitizer with a specific wavelength generates reactive oxygen species including singlet
oxygen, which is able to interact with many biological compounds and lead the cell to death.
Previous studies has demonstrated that PDT revealed to direct changes in the expression of
cellular adhesion structure and cytoskeleton integrity which are considered key factors in the
determining tumor metastatic potential. The aim of this work was to evaluate alteration of the
metastatic potential of the human carcinoma HEp-2 cells after PDT with AlPcS,. For the
treatment the cells were incubated with the AlPcS, (10mM) for 1h, and then they were
irradiated with a diode bser (working at 660 nm; energy density of 4.5 Jcnt and power of
35mW). To visudize the distribution of the actin filaments the cells were stained with
phalloidin- TRICT. The therapy conducted the alteration of the actin filaments distribution,
reducing the stress fiber in the central region and presenting them at high concentration in the
periphery of the cell. The actin filaments are extremely important for the sustaining of the
cellular adhesion and the observations after the treatment revealed that the cell adhesion of
HEp-2 has changed after the PDT, decreasing the number of cells that adhere to the substract.
Trypsin solution was used to evaluate the resistance of cellular detachment and attachment
after PDT. The therapy has shown to inhibit cell detachment, indicating a stable connection
with the substrate. This result is extremely significative considering that cancer metastases
include detachment of malignant cells from the main tumor and attachment to remote tissues.
Our work demonstrated that the therapy leads to alteration in the attachment of the cells to a
substratum, suggesting a reduction of the metastatic potential after PDT with AlIPcS;in HEp-2
cells.

Keywords: Photodynamic Therapy, Cellular Adhesion, Actin Filaments.
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1INTRODUCAO

A Terapia Fotodinamica (TFD) é uma modalidade terapéutica para o tratamento de
doencas neoplésicas e ndo-neoplasicas caracterizadas pelo crescimento exagerado de células
ndo desgjadas ou anormais MOOR, 2000; OLEINICK; MORRIS; BELICHENKO, 2002).
Esta terapia envolve ativacdo pela luz, na presenca de oxigénio molecular, de certos corantes
(fotossensibilizantes) que séo de algum modo sel etivamente absorvidos pelo tecido alvo. Esse
processo tem sido utilizado como uma técnica paliativa no tratamento do cancer em seu
estado avancado, quando outras opcdes ndo apresentaram resultados satisfatérios, porém sua
aplicacdo vem se mostrando apropriada a pequenas lesdes e/ou lesdes superficiais devido a
baixa penetracéo da luz (HASSAN; MOOR; ORTEL, 2000).

E sabido que as células podem responder aos danos desencadeados pela TFD iniciando
uma resposta de resgate ou ativando o processo de morte celular, sgjapor apoptose ou necrose
(MOOR, 2000). A alteracdo na adesdo das células de cancer a um substrato ou a células é uma
outra consequiéncia importante da TFD (CASTANO et al., 2004). Inimeras moléculas de
adesdo estdo envolvidas nesse processo e a expressado anormal dessas moléculas pode levar ao
aumento ou decréscimo do potencial metastasico.

No presente trabalho seréo feitas investigagdes do processo de adeséo de células da
linhagem HEp-2 (carcinoma de laringe humano) submetidas a TFD com o fotossensibilizante
Aluminio Ftalocianina Tetrassulfonada (AlPcS;). Uma variedade de ensaios serdo realizadas
de forma a gudar a compreender alteracbes na adesdo céula-célula, célula matriz e da
resisténcia a tratamento com tripsina. Devido a grande importancia que possui o citoesguel eto
possui, responsavel pela estabilidade da célula (UZDENKY et al., 2005), sera observado o
comportamento do citoesqueleto das culturas, especificamente dos filamentos de actina,
através da técnica de microscopia de fluorescéncia.

Esses dados juntos nos dardo informagfes sobre possiveis ateracdes no potencial
metastasico da cultura submetida ao tratamento fotodinamico e aimportancia do citoesquel eto

NO Processo.



20BJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi avaliar alteracbes no potencial metastasico de
células HEp-2 (carcinoma ck laringe humano) submetidas a Terapia Fotodindmica com o

agente fotossensibilizador Aluminio Ftalocianina Tetrassulfonada.

2.1 Objetivos Especificos

Para efetuar 0 estudo da modificagdo do potencial metastasico as células tratadas com
o fotossensibilizante Aluminio Ftalocianina Tetrassulfonada e subsequentemente irradiadas

foram analisadas nos seguintes pontos:

VariacBes na adesdo da cultura a uma monocamada confluente de células;

Alteracdo da adesdo das células a matriz extracelular, representada pelo colageno do
tipoIV;

Organizacao dos filamentos de actina e sua participacéo na adesdo celular;
Modificagbes na resisténcia de células submetidas a tratamento com tripsina apos o

tratamento fotodinamico.



3REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Terapia Fotodinamica

O principio da Terapia Fotodindmica (TFD) foi proposto inicidlmente ha mais de um
seculo. Originamente desenvolvida para o tratamento de tumores, seus resultados mais
promissores vém sendo observados quando a aplicacdo é feita em doencas ndo- malignas
(CASTANDO, et al., 2005). O fato de ser uma metodologia pouco invasiva (NOWIS et al.,
2005), possuir uma grande seletividade e ndo apresentar toxicidade para os locais ndo
amegados (HASSAN; MOOR; ORTEL, 2000) sdo vantagens que justificam o grande
Interesse na pesquisa dessa linha de tratamento.

A TFD teve seu desenvolvimento para a aplicacdo clinica apenas recentemente
(HASSAN; MOOR; ORTEL, 2000), sendo o conceito foi fundamentado no inicio do século
XX quando Oscar Raab em 1900 notou que a luz, em certo comprimento de onda, eraletal ao
Paramécio exposto a acridina e outros corantes. Essa observacao foi seguida pelos trabalhos
de von Tappeiner (1903 e 1907) sobre 0 uso tOpico desses corantes para o tratamento de
lesBes da pele. Em 1913 Meyer-Betz investigou o acumulo de hematoporfirina e seus
derivados (DHP) em tumores de ratos e o efeito da TFD apds a administragdo sistémica.
Posteriormente as porfirinas se tornaram a classe mas estudada de agentes
fotossensibilizantes. A fluorescéncia desses compostos foi pesquisada para o diagnostico e
delineacéo das margens de tumores no final da década de 40 e década de 50 por Figge e
colaboradores. A era moderna da TFD teve inicio apGs a descoberta, por Lipson e Blades
(1960), de que era uma impureza da hematoporfirina o agente com afinidade as células
tumorais, este trabalho foi seguido por estudos de ciéncia basica e aplicacdo clinica por
Dougherty e colaboradores (1978, 1979 e 1986).

A técnica requer a exposicao das células, ou tecidos, a um composto sensivel a luz
denominado fotossensibilizante (FS), oxigénio molecular e luz visivel com o comprimento de
onda compativel com o espectro de absor¢do da droga. Esses elementos quando combinados
criam uma reacéo fotodindmica (DOUGHERTY et al., 1998; MOOR, 2000, ALLISON, et al.,
2004). O FS é normalmente administrado por injecéo intravenosa e inicialmente absorvido
por todos os tecidos do organismo; a liberacdo rapida pel os tecidos sadios cria uma diferenca

de concentracdo da droga nas células normais conparada com as células neoplésicas, porém



essa diferenca ndo € suficiente para criar um efeito seletivo da terapia e desse modo danos ao
tecido normal tornam se inevitaveis (MILLER, et al., 2007).

A primeirafonte de luz utilizada na TFD foi de fontes ndo coerentes (p.e., |ampadas de
arco convencionais). Fontes de luz ndo coerentes sdo seguras, de facil utilizacgo, mais baratas
e podem produzir um espectro de onda capaz de excitar varios fotossensibilizantes. As
desvantagens das lampadas comuns incluem efeito termal significante, baixa intensidade
luminosa e dificuldade no controle da dose de luz (MANG, 2004).

Light Emitting Diode (LED) é uma fonte de luz emergente para TFD que é capaz de
gerar luz com alta densidade de energia e no comprimento de onda desejado. Contudo a fonte
de energiamais utilizada na TFD sdo os Laser (Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation), capazes de produzir luz monocromatica atamente energética de um comprimento
de onda especifico (HUANG, 2005).

Além dafonte de luz utilizada, um importante fator para assegurar 0 sucesso daterapia
€ o FS. Clinicos e quimicos possuem opinides divergentes quanto ao ideal de um FS
(HUANG, 2005). Enquanto quimicos priorizam o ato coeficiente de extingdo e alto
rendimento quantico do oxigénio singleto, clinicos enfatizam a importancia da baixa
toxicidade e alta seletividade. Apesar dessas consideragOes, ambas as partes concordam que
para a TFD clinica o FS ideal deve possuir pelo menos alguns dos seguintes critérios:
disponibilidade comercial na forma quimicamente pura, baixa toxicidade no escuro mas com
alta fototoxicidade, afinidade com as células alvo, absorcdo em longos comprimentos de onda,
rapida eliminacdo do organismo e f&cil administracdo por diferentes formas. Alguns FS
satisfazem todos ou apenas alguns desses critérios, com isso ha poucos FS que receberam a
aprovacdo oficiad para uso no mundo. Dentre estes esta incluso o Photofrin® (Porfimero de
sodio, Axcan Pharma, Inc.), Foscar® (temoporfina, meta-tetrahidroxifenilclorina, mTHPC;
Biolitec AG), Visudyne® (verteporfina, benzoporfirina derivada de anel monoécido A, BPD-
MA; Novartis Pharmaceuticals), Levulat® (&cido 5-aminolevulinico, ALA; DUSA
Pharmaceuticals, Inc.) e o mais recente Metvix® (metil aminolevulinato, MLA ou M-ALA;
PhotoCure ASA.)(Fig. 1) (HUANG, 2005).
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Figura 1: Fotossensibilizantes com aprovacao para aplicacao clinica (adaptado de CASTANO et al., 2004;
ALLISON et al., 2004).

Almejando destacar o potencial e estender a aplicacdo clinica, uma segunda geracdo
de FSs, dentre eles as ftalocianinas, tem sido requerida para a terapia do cancer. Algumas
dessas ftalocianinas obtiveram a aprovacdo para seu uso no tratamento de varios tipos de
canceres na Europa e no Japao (ACKROYD et al., 2001). O interesse crescente por essa nova
classe de FSs € justificado pelo ato coeficiente de absor¢édo (630-750nm) permitindo uma
maior penetracdo da luz em tecidos biologicos (CAHN et al., 2001). As propriedades
fotofisicas das ftalocianinas sdo fortemente dependentes do metal centra (NUNES;
SGUILLA; TEDESCO, 2004). Entre as ftalocianinas metalicas destacamse 0os complexos
Zn(l1) e Al(I11) por apresentarem propriedades fotoquimicas favoréveis a aplicacdo na TFD
(URIZZI et al., 2001), p.e., relativa longa-vida do estado singleto do oxigénio e longa-vida do
estado tripleto que possui ato rendimento quantico de producdo (RUCH et al., 1996). Porém
a presenca de 4 grupos fenil causa problemas de solubilidade e agregacdo. Para contornar este
problema ftalocianinas sdo frequentemente preparadas com grupos de acido sulfénico (p.e.
AlPcSy) (Fig.2), responséveis pelo aumento da hidrossolubilidade (CASTANO et al., 2004).
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Figura 2: Estrutura do fotossensibilizante Aluminil11) Ftalocianina Tetrassulfonada. Tipicaestruturade

uma ftalocianina com Aluminio (Al) como metal central e sulfonag8o em suas cadeias laterais (SOUZA, 2002).

O processo fotodindmico é iniciado quando o fotossensibilizante (FS) absorve um
foton e sofre uma decadéncia simultanea ou sequiencial resultando em reacGes de transferéncia
de energiaintramolecular (SIBATA et al., 2000). O FS excitado no estado dito singleto pode
passar pelo processo conhecido como cruzamento de intersistemas tendo como conseqiiéncia
a formagdo do FS no estado excitado tripleto, que possui uma meia-vida relativamente longa
(Fig. 3) (CASTANO et al., 2004).

O FS no estado tripleto pode sofrer dois tipos de reacfes. Primeiramente, na reacéo do
Tipo 1, o FS tripleto reage diretamente com um substrato, como membranas celulares ou
moléculas, transferindo um préton ou um elétron para formar um radical anidnico ou
cationico respectivamente. Esses radicais podem futuramente reagir com oxigénio produzindo
espécies reativas do oxigénio. Alternativamente na reacdo do Tipo 2, o FS tripleto transfere
energia diretamente para oxigénio molecular, originando a forma excitada do oxigénio, dita
singleto. Ambas as reacdes podem ocorrer simultaneamente, a relacéo entre 0s processos €
dependente do tipo do FS usado, da concentracdo do substrato e do oxigénio (CASTANO et
al., 2004).
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absorcao da luz (fétons) o fotossensibilizante (FS) passa do estado singleto fundamental para o estado singleto
excitado, essas espécies podem perder energia emitindo luz (fluorescéncia) ou por conversdo interna em calor. O
estado singleto excitado pode ainda passar por um processo denominado cruzamento de intersistemas, onde o
spin do elétron excitado se inverte dando origem a um estado dito excitado tripleto, que possui uma meia-vida
relativamente longa (microssegundos), podendo reagir com o oxigénio molecular ou outras moléculas,

originando as espécies citotdxicas (CASTANO et al., 2004).

As espécies reativas do oxigénio junto com oxigénio singleto sdo agentes oxidantes
gue podem reagir diretamente com inlUmeras biomoléculas, onde sdo importantes alvos os
residuos de aminoécidos das proteinas (GRUNE et al., 2001) e acidos nucléicos (OLEINICK,
EVANS, 1998).

A resposta das células decorrente da aplicacdo da TFD € dependente da localizagdo
subcelular do fotossensibilizante (KESSEL; LUGUYA; VICENTE, 2003; TIJERINA;
KOPECKQOYA; KOPECEK, 2003; FEOFANQV et al., 2004). Devido a dlta reatividade e
curta meia-vida do oxigénio singleto (MOAN; KERG, 1991), principal agente téxico gerado
pelaterapia (MARCHAL; BEZDETNAYA; GUILLEMIN, 2004; KRISCA; KORY TOWSKI;
GIROTTI, 2005), apenas moléculas e estruturas proximas aos sitios de geracdo deste serdo
diretamente afetadas pelo tratamento (OLEINICK; MORRIS; BELICHENKO, 2002).

Embora TFD possa mediar a sinalizacdo de inlmeros eventos, tem sido proposto que
geralmente o tratamento resulte em morte celular (necrética ou apoptoética). Indimeros
trabalhos apontam a mitocondria como um importante alvo na TFD, onde a localizagdo dos
fotossensibilizantes nessa organela mostra ser mais eficiente no desencadeamento da morte
celular (KESSEL et al., 1997; KESSEL; LUO, 1998; FERREIRA et al., 2004; MARCHAL,;
BEZDETNAYA; GUILLEMIN, 2004).



Outro fato interessante a ser considerado é a capacidade de a TFD desencadear uma
resposta imunol 6gica do organismo. A uni&o entre o FS e luz pode provocar uma combinacéo
incomum de células necréticas e apoptéticas (OLEINICK; MORRIS; BELICHENKO, 2002),
0 que diferencia a TFD dos agentes citotéxicos mais comuns, que normamente apenas
originam células apoptoticas (CASTANO; MROZ; HAMBLIN, 2006). A destruicdo do tumor
por um processo que pode gerar células necréticas e expressdo de proteinas de estresse faz
com gue a TFD produza uma resposta inflamatoria, 0 que atrai leucdcitos a regido tumoral
tratada. A terapia ainda cria e expdem novos antigenos tumorais e induz ativagéo de proteinas
de choque térmico que aumentam a formacéo da ligacéo de apresentacdo de antigenos o que
torna mais eficaz a citotoxicidade tumor-especifica por células T (CASTANO; MROZ;
HAMBLIN, 2006).

3.2 Adesao Celular

O termo adesdo celular descreve todas as formas de comunicagdo de contato direto
entre as células ou entre as células e uma matriz extracelular (ECM). A adeséo celular tem
atuado como elemento chave durante a evolucdo dos seres vivos, sendo essencial para o
desenvolvimento de organismos multicelulares, regulacdo celular, embriogénese,
morfogénese, fisiologia e regeneracdo tecidual (LOSTER; HORTKORTE, 2000).

A variedade de tecidos e sua organizacdo em um 6rgdo sdo determinadas por
interacOes moleculares e ndo seriam possiveis sem a regulagdo da expressdo temporéria e
especifica de inUmeras moléculas adesivas. As células no tecido podem aderir diretamente
umas nas outras (adeséo célula-célula) através de proteinas integrais de membrana especiais
chamadas moléculas de adesdo celular (CAMS) que normamente agrupamse em juncdes
caracteristicas. As células animais também aderem de forma indireta (adesdo célula- matriz)
através da ligagdo de receptores especializados da membrana plasmatica a componentes da
ECM (Fig. 4) (LODISH et al., 2003).
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Figura 4: Familias de moléculas de adesdo celular (CAMSs) e receptores de adesdo. Dimeros de E-caderina
formam mais comumente ligagdes homofilicas. A superfamilia das imunoglobulinas (1g) pode formar ligagGes
homofilicas (mostrada na figura) e heterofilicas. As selectinas, mostradas na forma de dimero, contédm um
dominio de lectina responsével por ligagdes a carboidratos que reconhecem estruturas especializadas de aglicares
em glicoproteinas (nostrado na figura) e glicolipidios de células adjacentes. Integrinas heterodiméricas (por
exemplo, cadeia av e 33) funcionam como CAMSs ou receptores de adesdo (mostrada na figura) que se ligam a
longas, multiadesivas proteinas de matriz. Muitas moléculas de adesdo contém maltiplos dominios distintos,
alguns sdo encontrados em mais de um tipo de CAM. O dominio citoplasmaético dessas proteinas é normamente
associado com proteinas adaptadoras que sdo responsaveis pela ligacdo das CAM com o citoesqueleto ou vias de
sinalizac&o celular (LODISH et al., 2003).

A maioria das CAMs é classificada dentro dos seguintes grupos. selectinas,
superfamilia das imunoglobulinas, integrinas e caderinas (HYNES, 2002; LODISH et al.,
2003).

As selectinas sdo proteinas de superficie celular que participam de ligagoes,
dependentes de Ca?* extracelular, a carboidratos. S8 mediadoras da interacgo transitéria
entre leucdcitos e células endoteliais ou plaquetas sanguineas. Existem 3 membros da familia
das selectinas. |-selectina, expressa em leucocitos, E-selectina, expressa nas células

endoteliais; e P-selectinas, que sdo expressas em plaquetas. Uma das suas fungdes principais é
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iniciar a interagdo entre as células endoteliais e os leucdcitos durante sua migracdo da
circulagéo para tecidos inflamados (PATEL; CUVELIER; WIEHLER, 2002; ALBERTS et
al., 2004).

As moléculas responsdveis pela adesdo célula-célula independentes do Ca’*
extracelular pertencem a uma grande familia de proteinas, a superfamilia das imunoglobulinas
(IlgCAM) (ALBERTS et al., 2004). Um dos mais importantes contextos da participacdo das
IgrCAM € no desenvolvimento do sistema nervoso, onde membros variados da familia das Ig
direcionam os axbnios e estédo envolvidos no estabelecimento e manutencdo da conexdo
neural (APLIN et al., 1998). Outra funcéo crucial da IggCAM esta relacionada ao sistema
imune, onde essas moléculas irdo permitir uma ligacdo mais forte entre os leucdocitos e as
células endoteliais (APLIN et al., 1998; CASTANO et al., 2005).

As caderinas compreendem uma larga familia dependente de Ca?*, s3o responsaveis
por ligacdes homofilicas célula-célula (LODISH et al., 2003) e, normalmente, divididas em 3
subtipos: N (neural), E (epitelia) e P (placental) (MACGARY; LEV; BAR-ELI, 2002). Essas
moléculas aparecem no inicio do desenvolvimento e mudancas na expressao de seus subtipos
s80 essenciais ha segregacao de células para a formacao de tecidos distintos, aém de terem
papel chave na manutencao da integridade tecidual em organismos adultos (STEINHUSEN et
al., 2001; MACGARY; LEV; BAR-ELI, 2002).

Cada caderina cléssica possui um dominio transmembrana, um pequeno dominio
citosdlico e um grande dominio extracelular, o dominio extracelular necessita da presenca de
Ca’* para interagir com outra molécula de caderina, de mesmo tipo, da célula anexa. Ja o
dominio dtosdlico se liga aos filamentos de actina através de inUmeras proteinas celulares
(Fig. 5) (LODISH et al., 2003).
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Figura 5: Organizacdo de uma juncdo aderente composta por Ecaderina. Os dominios extracelulares dos
dimeros de E-caderina se grupam com os da célula anexa formando uma interacéo homofilica calcio dependente.
O dominio citosolico da Ecaderina se liga direta ou indiretamente a mdltiplas proteinas adaptadoras que
conectam a juncdo aos filamentos de actina (F-actina) do citoesqueleto e participam de vias de sinalizagdo
intracelular (ex p120-catenina) (LODISH et al., 2003).

AlteracOes, transitorias ou permanentes, na expressao de Ecaderina tem demonstrado
grande importancia no processo de metastase tumoral (HARINGTON; SYRINGOS, 2000).
Na progressao de tumores uma diminuicdo ou perda da expressao de Ecaderina nas células
neoplésicas levaria a reducdo da aderéncia dessas células entre suas vizinhas resultando na
migracdo da mesma (BEAVON, 1999). Essa perda na expressdo de E-caderina tem sido
documentada ocorrer em varios tipos de cancer (BEAVON, 1999) incluindo os da regido do
pescoco (MATTIJSSEN, et al., 1993; ANDREWS et al.,1997).

O quarto grupo de CAMs é denominado integrinas estas constituem a maior classe de
glicoproteinas transmembrana responséveis pela adesdo célula-matriz. Essas glicoproteinas,
compostas pelas subunidades a e 3, tem a funcdo de receptores de membrana para a formacéo
de contatos de ades@o foca com inimeros constituintes da ECM (colégeno, fibronectina,
laminina etc.), onde o dominio 3 citoplasméatico interage com proteinas associadas com o
citoesqueleto, permitindo a ligagdo indireta das integrinas com filamentos de actina
(MIZEJEWSKI, 1999). O dominio citoplasmético 3 também é importante na transducdo de
sinais, particularmente, o do tipo [, na ativagdo da quinase de Adeséo Focal (FAK) mediada
por integrina (APLIN et al., 1998).
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A interac8o das integrinas com suas proteinas ligantes aumenta a ativagdo da FAK,
resultando na reuni&o de proteinas do citoesgueleto em jungdes membrana-matriz, chamadas
de regido de adesio focal (YASUDA et al., 2001).

Na adesdo focal, grupamentos de integrinas ligamse externamente a ECM e
internamente a inlmeras proteinas citoplasmaticas que se conectam aos filamentos de actina.
Inicialmente, vérias peguenas estruturas sdo formadas nos sitios de ligagdo célula-substrato.
Com a maturagéo do contato focal, filamentos de actina estendem se e empacotam-se para
formar estruturas proeminentes denominadas fibras de estresse (APLIN et al., 1998). A actina
€ um componente essencial do citoesgueleto e tem um papel crucial nas células eucariontes. O
citoesqueleto de actina estd envolvido na geragdo e manutencdo da morfologia e polarizagdo
celular, na endocitose e no trafego intracelular, na contratilidade, motilidade e divisdo da
célula (WINDER; AY SCOUNGH, 2005).

Os componentes do citoesqueleto estdo envolvidos com a regulacéo da adesdo celular
a varios compostos da ECM, incluindo nas interacfes adesivas durante a formacéo de tumores
secund&rios (KORB et al., 2004), assm como as integrinas. A maioria das células (exceto as
células sanguineas) requer a adeséo a ECM para crescer, exercer sua funcdo e sobreviver,
logo o0 papel das integrinas no processo metastasico é dbvio, sem a ligacdo das células
neopldsicas a uma ECM ndo sera possivel a sobrevivéncia das mesmas (MIZEJEWSKI,
1999), j& que a estabilidade da adesdo celular de tumores a ECM e a 6rgdo adjacentes é
crucia paraaformacéo de tumor secundario (KORB et al., 2004).

Os mecanismos bésicos dos efeitos da TFD na adesdo celular ndo estéo
completamente elucidados. As porfirinas sdo as mais exploradas (CHRISTENSEN et al.,
1985; GOMER; FERRARIO; MURPHEE, 1987; VONARX et al., 1995; MARGARON;
SORRENTI; LEVY, 1997; ROUSSET et al., 1999; UZDENSKY et al., 2004a; UZDENSKY
et al., 2004b; UZDENSKY et al., 2005), entretanto quase ndo ha informacdes sobre o papel
das ftalocianinas (CANTI et al., 1994; BALL et al., 2001) na adesdo celular. Visto que a TFD
€ indicada principalmente em carcinomas precoces, nos quais ndo foi detectada metastase, é
essencia que a influéncia da terapia no processo metastésico sgja esclarecia, garantindo um
procedimento seguro (ROUSSET et al., 1999).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material ereagentes

O Meio de Cultura MEM (Meio Minimo Essencial), Bicarbonato de Sodio, L-
glutamina (Fluka), Cloreto de Sodio (NaCl), Calceina AM (Fluka), Dimetilssulféxido
(DMSO), Albumina Bovina Sérica (BSA), Coldgeno de Placenta Humana tipo 1V,
Paraformaldeido, Triton X-100, Faloidina conjugada a TRITC, N-propil galato, Cristal
Violetaforam adquiridos da Sigma (USA).

Soro Feta Bovino (SFB) e Tripsina foram comprados da Gibco BRL. Etanol e
Glicerol foram obtidos da Synth e o Vermelho de Fenol da Merk. A solucéo de penicilina
(10.000U/mL) e estreptomicina (20mg/mL) com antimicético (2mg/L de anfotericina B), as
garrafas e placas de cultura TPP (Sui¢a) foram compradas da Cultlab.

O Fosfato Biécido de Sodio (NaH2PO,) e o Fosfato Monoacido de Sodio (NapHPO,)
foram adquiridos da Fisher Scientific. Por fim o &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
foi obtido da Anayticals, o Cloreto de Amobdnia (NH4Cl) da Dindmica e o

tris(hidroximetil)aminometano (Tris) da Invitrogen.

4.2 Linhagem Celular

A linhagem HEp,, carcinoma epidermdide de laringe humana (CCL-23 ATCC-USA),
utilizada nos experimentos, foi obtida do Instituto Adolfo Lutz/Se¢do de Cultura Celulares
(S8 Paulo-SP). Essa linhagem celular tem sido amplamente utilizada quando se faz
necessario um modelo de sistema neoplésico (CORBIERE et al., 2004; MAGGIORELLA et
al., 2005; SUN et al., 2006), incluindo estudos da resposta celular frente a TFD (LIU; XU,
ZHANG, 2004; MILANESIO et al., 2005) e estudos de adesdo celular (LO; KEESE;
GIAEVER, 1999; MAZUROQV et al., 2003). Nosso grupo de pesguisa faz uso dessa linhagem
celular como sistema modelo no estudo da aplicacéo de TFD in vitro, manter o tipo celular
permite estabelecer comparativos entre a resposta das células frente a TFD com agentes
fotossensibilizante variados e o comportamento da expressdo de proteinas e compartimentos

celulares distintos.

4.3 Preparacao do Meio de Cultura
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O meio de cultura MEM foi dissolvido em aproximadamente 950mL de &gua destilada
a temperatura ambiente. Ao meio, sob agitagdo magnética, foi acrescentado 2,29 de
bicarbonato de sddio, 292 mg de L-glutamina e 10 mg de indicador de pH vermelho de fenol.
O pH foi gustado para 7,2. Apds completar o volume para um litro, a solugdo foi filtrada em
filtro com poro de 0,22um de didmetro no fluxo laminar e colocada em estufa a 37°C por 24
horas para o teste de esterilidade. Posteriormente o meio MEM foi armazenado a 4°C até o
momento do uso, quando foi suplementado com 1% (v/v) da solucdo de penicilina e

estreptomicina com antimicotico e 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB).

4.4 Solucéo salina tampéo fosfato (PBS- “ Phosphate buffer solution™)

A solucdo sdlina tampéo fosfato (PBS) foi preparada utilizando-se &gua ultrapura,
140mM de NaCl, 2,6mM de NaH,PO4 e 10mM de Na,HPQO,4, com o pH gjustado para 7,2. O
tampado foi esterilizado por calor Umido (autoclave) e mantido a 4°C até sua utilizagao.

4.5 Meio de montagem para Microscopia de Fluorescéncia

Para evitar a queima da fluorescéncia durante as andlises foi utilizado um neio de
montagem de lamina com rpropil galato como antifading. Foi adicionado 6g/L de nrpropil
galato em glicerol a50% em TBS 2x (40mM de Tris e 308mM de NaCl, pH 8,0).

4.6 Manutencao da Cultura

As células foram rotineiramente cultivadas em garrafas de cultura de 25cnf em meio
MEM e mantidas a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO,. A cultura foi
subcultivada com tripsina 0,025% em &cido etilenodiaminotetraacético (EDTA) 0,02% em
uma taxa de diluicdo de 1:3 em intervalos de 72 horas, de forma amanter a fase de

crescimento exponencia da cultura.

4.7 Fotossensibilizante

O fotossensibilizante utilizado foi a Cloroaluminio Ftalocianina Tetrassulfonada
(AlPcSy), obtida da Frontier Scientific Porphyrin. A droga foi inicialmente diluidaem PBS na
concentracdo de 1mM e estocada a 4°C protegida da luz. Para sua utilizagdo em cultura, a
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solugdo estoque de 1mM foi esterelizada por calor Uumido (utoclave) e entdo diluida na

concentracdo final de 10uM em meio MEM sem SFB.

4.8 Experimento

Para a avaliacdo da resposta celular frente a TFD as células foram divididas em 4

grupos:
1.

2
3.
4

Controle: grupo isento de qualquer tratamento.

. AIPcS;: grupo incubado com AlPcS, e mantido na auséncia de luz.

Laser: grupo submetido apenas airradiacéo.

. TFD: grupo incubado com AlPcS, e posteriormente irradiado, caracterizando a

Terapia Fotodindmica.
Para 0 ensaio de fluorescéncia 0, 6, 12, 24 e 48 horas apods os tratamentos as células

foram submetidas ao tratamento para anaise dos filamentos de actina e microscopio de

fluorescéncia. Os ensaios de adesdo célula-célula e matriz-célula, foram realizados 6, 12,

24 e 48 horas apos os tratamentos para avaliar modificacdes na capacidade de adeséo ao

longo dos periodos andisados. Para avaliar alteragbes no comportamento das células

tratadas com tripsina 0 ensaio de resisténcia foi realizado logo ap0s a exposicdo das

células a luz. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

10pM

4.9 Incubacéo e Irradiacéo

Culturas de células HEp, foram incubadas com 300uL de fotossensibilizante AlPcS, a

em meio de cultura MEM sem SFB por 60 minutos a 37°C. Ap6s o periodo de

incubacdo a cultura foi lavada 2 vezes com PBS, para a retirada do fotossensibilizante

excedente, e adicionada 300uL de meio MEM sem SFB e se vermelho de fenol. A irradiacéo

foi procedida no escuro com um aparelho clinico portatil de Laser semicondutor Kondortech
Bio Wave LLLT Dua com meio ativo de InGaAlP (Fosfeto de indio-gaio-aluminio)

operando no modo continuo em comprimento de onda (?) de 660nm, poténcia de 30mW,
densidade de energia de 4,5Jcnt e densidade de poténcia de 30mw/cnt-

410 Ensaiode Adesdo Célula-Célula

Para 0 ensaio de adesdo célula-cdlula foi utilizado o marcador de viabilidade cdlular

Calceina AM. A preparacéo da solucéo estogue foi feita diluindo o corante em DM SO até a
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concentragdo de 1mM e mantida a-20°C, para uso a solucéo estoque foi diluida em meio sem
Soro na concentracdo de 2uM e utilizada no prazo de 24 horas.

A cultura foi tratada com solugdo de tripsina/EDTA por aproximadamente 5 minutos,
a reacdo foi neutralizada com meio MEM com 10% de SFB e as células foram centrifugadas
por 3 minutos a 2500rpm, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se uma solucéo de
Caceina AM (2uM), a amostra foi incubada por  minutos a temperatura ambiente no
escuro. Para a retirada do corante a amostra foi centrifugada a 2500 rpm por 3 minutos, o
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas com meio MEM sem SFB, esse
procedimento foi repetido por mais 2 vezes serdo a ultima ressuspensao feita com meio MEM
com 2% de SFB. Subseqiientemente 10° células foram depositadas em cada poco, de uma
placa de 96 pocos, contendo uma monocamada confluente de células HEp, e entéo incubadas
por 2 horas a 37°C para permitir aadesdo. A cultura foi lavada gentilmente 3 vezes com meio
sem soro para a retirada das células ndo aderidas e a contagem das células viaveis aderidas
realizada com o auxilio de um microscopio de fluorescéncia (Leica DMLB). Foram contados

3 campos em cada pogo.

4.11 Preparacao de Placas com Colageno

O colageno de placenta humana tipo IV (Sigma) foi reconstituido em 0,25% (vol/vol)
de &cido acético na concentragéo de Img/mL e refrigerado a 4°C. Para cobrir superficies as
placas foram incubadas com 272ulL/poco da solucdo de colageno na concentracdo de
10pg/mL, em PBS, overnight a 4°C. Posteriormente a solugdo protéica foi retirada e os sitios
inespecificos de ligacdo foram bloqueados com uma solucéo de BSA a 1% (peso/vol) por 30
minutos a temperatura ambiente. Retirada a solucdo de BSA, as placas foram gentilmente

lavadas 3x com PBS e mantidas a4°C e Umidas com PBS até suas utilizacOes.
4.12 Microscopia de Fluorescéncia

Células na concentracso de 10° cdulas/poco foram cultivadas em laminulas cobertas
com coldgeno humano tipo IV e entdo submetidas aos tratamentos. Apds o periodo de
incubacdo a cultura foi fixada por 15 minutos a 37°C com paraformaldeido a 4%. Para
eliminar os grupos adeido livres, resultantes da fixacao, as laminulas foram tratadas com uma
solucdo a 50mM de NH4Cl por 10 minutos. As cdulas foram permeabilizadas com 0,2% de

Triton X-100 em PBS por 10 minutos, bloqueadas por 30 minutos com solucéo BSA 1% em
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PBS e incubadas por 1 horas com faoidinaTRITC a 500pg/mL em solucdo de BSA 1%.
Para a retirada do excesso de corante as células foram lavadas 3x, sendo de 10 minutos cada
lavagem, com PBS a 37°C. As laminulas foram montadas em laminas contendo meio de
montagem com N-propil-gaato. As amostras foram analisadas com o auxilio de um
microscépio de fluorescéncia modelo Leica DMLB acoplado ao sistema fotografico Leica

MPS-30. Foram contadas 1000 células por laminula.

4.13 Ensaio de Adesio Colorimétrico Célula-Matriz

A cultura submetida aos tratamentos, apds os periodos incubagdo, foram plaqueadas
na concentracdo de 10° células/poco em placas cobertas de coldgeno humano tipo IV e
incubadas a 37°C em meio MEM com 2% de SFB por 2 horas para permitir a adesdo. Apos
este periodo as células foram gentilmente lavadas 3 vezes com PBS, para a retirada das
células ndo aderidas, e fixadas com etanol 96% por 10 minutos a temperatura ambiente. A
cultura fixada foi marcada com cristal violeta a 0,1% em etanol 70% por 30 minutos. A placa
foi lavada com agua destilada, para a retirada do excesso do corante, e entdo adicionouse
300uL de DM SO para a extragcdo do marcador. A densidade dptica das placas foi lida em
leitor de ELISA Spectra Count, operando no comprimento de onda de 570nm. O background
foi determinado usando a absorbéncia de 3 pocos cobertos com colégeno tipo IV e
bloqueados com BSA submetidos a todos os tratamentos descritos acima, o vaor da

absorbancia desses pocos foi subtraido dos resultados obtidos.

4.14 Ensaio deresisténcia a tratamento com tripsina

As células foram plaqueadas na concentracdo de 10° céulas por poco e incubadas
overnight para adesdo. |mediatamente apos os tratamentos as células foram lavadas com PBS
e incubadas com 300uL de solucdo tripsins/ EDTA a 37°C. A reacdo foi neutralizada com
meio MEM com 10% de SFB 2, 6 e 9 minutos apds o inicio da tripsinizagdo. As células
tripsinizadas foram removidas lavando-se gentilmente 2 vezes com PBS. As células que
permaneceram aderidas foram fixadas com etanol 96% por 10 minutos a temperatura
ambiente. A culturafoi marcada com cristal violeta a 0,1% em etanol 70% por 30 minutos e 0
excesso de corante retirado com égua destilada. Para a solubilizacdo do marcador foi
adicionado 300pL de DM SO para a extragdo do marcador. A densidade éptica das placas foi
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determinada em leitor de ELISA Spectra Count, operando no comprimento de onda de

570nm. A absorbéancia de 300uL de DM SO foi subtraido de todos os valores obtidos.

4.15 Andlises estatisticas

Os dados foram apresentados na forma de média com desvio padrdo. Todos os
resultados apresentaram uma distribuicdo normal gaussiana permitindo a utilizacdo do teste
ANOVA na comparagdo de dois grupos. A significancia estatistica foi admitida com P<0,05
sendo P<0,1; p<0,01 e P<0,001 considerados significante, muito significante e extremamente
significante respectivamente. Para redlizagdo das andlises estatisticas e graficos foram

utilizando os softwares GraphPad InStat® e Microcal Origin® 6.0 respectivamente.
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SRESULTADOS

5.1 Estrutura e distribuicdo dos filamentos de actina

A distribuicdo e estrutura dos filamentos de actina, apds o tratamento fotodinamico,
foram acompanhadas através da técnica de microscopia de fluorescéncia, utilizando
Fdoidina- TRITC como marcador.

A distribuicdo e organizacdo dos filamentos de grande parte das células dos grupos
Controle, AlPcS; e Laser nos tempos de 0 hora (Fig.6), 6 horas (Fig.8), 12 horas (Fig.10), 24
horas (Fig.12) e 48 horas (Fig.14) obedeceram a um mesmo padrédo. Em todas as amostras €
possivel observar uma distribuicdo homogénia dos filamentos por todo o citoplasma celular,
formando inimeras fibras de estresse. O padréo encontrado nesses grupos indica uma conexao
estavel das células ao substrato, portanto, a exposi¢do da cultura somente com a droga AlPcS,
a10uM sem o contato com luz, ou somente com Laser nos parametros utilizados, ndo acarreta
nenhuma alteracdo nos filamentos de actina da linhagem HEp-2.

Em contrapartida as células submetidas ao tratamento com fotossensibilizante e
subsequentemente com a irradiagdo Laser demonstraram alteracOes significativas nos
filamentos de actina.

Posterior a aplicacdo daTFD, caracterizando o tempo 0 hora (Fig. 7), observouse uma
reducdo dos filamentos de actina ra regido central da célula. Esses filamentos aparecem mais
concentrados nas regides de contato com o substrato. 90% das células aparentam ter sofrido
retracdo e € possivel notar a presenca de inUmeras expansdes filamentosas semelhantes a
filopddios contendo filamentos de actina orientados paral elamente.

No periodo de 6 horas ap0s a terapia (Fig. 9) 55% das células apresentaram marcacdo
reduzida, principalmente na regido central, isso se deve ao decréscimo do nimero de actina
em forma de filamentos. Nessas células as fibras de estresse sGo encontradas na periferia
celular e a coloragéo da faloidina-TRITC se apresenta pontuada na regido central. Do mesnmo
modo, 42,6% das células incubadas por 12 horas ap6s a TFD (Fig.11), demonstraram uma
desorganizacdo do citoesqueleto, porém acompanhada de retracéo celular com forte marcagéo
na regido cortical. Este grupo apresentou um nuimero reduzido, quando comparado ao grupo
de 6 horas, de células com o citoesquel eto desorganizado.

Ao analisar os grupos de 24 horas (Fig.13) e 48 horas (Fig.15) foi perceptivel o

aumento crescente do nimero de células com o arranjo dos filamentos de actina semelhantes
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aos do grupo controle, 72% e 78% respectivamente (Fig. 16). O restante da populacéo
apresentou retracdo celular avancada com coloracdo intensa na regido periférica do
citoplasma.

Os dados obtidos evidenciam o citoesgueleto como sendo avo da TFD, causando
alteracOes severas na estrutura e distribuicéo dos filamentos de actina de células HEp-2, além

da retracdo celular. Consequentemente acarreta danos a organizacdo interna, estabilidade

estrutural e mecénica das células.

Figura 6: Células HEp-2 marcadascom faloidinaTRITC tempo Oh. Os grupos (A) Controle; (B) AlPcS, e
(©) Laser apresentaram uma distribuicdo homogénia dos filamentos de actina por todo o citoplasma celular,

formando inimeras fibras de estresse Barra=10um.

Figura 7: Células HEp-2, 0 hora ap6s TFD com AlPcS, a 10uM marcadas com faloidina TRITC. A rede de
filamentos esté presente nas células, porém h& uma concentragdo maior nas regides de contato com o substrato

Asfibras de estresse aparecem orientadas paral el amente assemel hando-se a filopodios (setas). Barra=10um.
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Figura 8: Células HEp-2 marcadascom faloidinaTRITC tempo 6h. Os grupos (A) Controle; (B) AIPcS, e
(©) Laser apresentaram uma distribuicdo homogénia dos filamentos de actina por todo o citoplasma celular,
formando inimeras fibras de estresse. Barra=10um.

Figura 9: Células HEp-2, 6 horas ap6s TFD com AlPcS, a 10uM marcadas com faloidina-TRITC. A rede
de filamentos ndo se encontra distribuida por todo citoplasma, € possivel notar a auséncia de F-actina na regiéo
central das células e a presenca de marcaces pontuadas (setas). As fibras de estresse sdo vistas apenas na

periferia das células (cabeca de seta). Barra=10um.
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Figura 10: Células HEp-2 marcadas com faloidina-TRITC tempo 12h. Os grupos (A) Controle; (B) AlPcS, e
(©) Laser apresentaram uma distribuicdo homogénia dos filamentos de actina por todo o citoplasma celular,

formando inimeras fibras de estresse. Barra=10um.

Figura 11: Células HEp-2, 12 horas apés TFD com AlPcS; a 10uM marcadas com faloidina-TRITC. O

citoesquel eto de actina se mantém desorganizado e as células retraidas (setas). Barra=10um.
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Figura 12: Células HEp-2 marcadas com faloidina-TRITC tempo 24h. Os grupos (A) Controle; (B) AlPcS, e
(C) Laser apresentaram uma distribuicdo homogénia dos filamentos de actina por todo o citoplasma celular,

formando inimeras fibras de estresse Barra=10um.

Figura 13: Células HEp-2, 24 horas ap6s TFD com AlPcS,; a 10uM marcadas com faloidina-TRITC. A

retracéo celular é avangada com coloragéo intensa naregido periféricado citoplasma (setas). Barra=10um.
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Figura 14: Células HEp-2 marcadas com faloidina-TRITC tempo 48h. Os grupos (A) Controle; (B) AlPcS, e
(C) Laser apresentaram uma distribuicdo homogénia dos filamentos de actina por todo o citoplasma celular,

formando inimeras fibras de estresse Barra=10um.

Figura 15: Células HEp-2, 48 horas ap6s TFD com AIPcS; a 10uM marcadas com faloidina-TRITC. A

retracdo celular é avancada com coloragdo intensa naregido periféricado citoplasma (setas). Barra=10um.
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Figura 16: Grafico do namero de células com citoesqueleto de actina anormal. Os grupos Controle AlPcS4
e Laser permaneceram com um reduzido nimero de células com Factina anormal, porém o grupo TFD
apresentou um alto numero de células com o citoesqueleto comprometido que foi decaindo com o passar dos

tempos analisados.

5.2 Resisténcia a Tripsinizagéo

Para avaliar a capacidade das células de se soltarem de um substrato plastico
imediatamente apos os tratamentos, foi realizado o teste de resisténcia atripsina

As células dos grupos Controle. AlPcS; e Laser mantiveram o padrdo esperado, a
maioria ndo permaneceu aderida ao substrato apds 2 minutos de tratamento com tripsing, 0
gue foi mantido apos 6 e 9 minutos (Fig. 20), os dados ndo demonstraram apresentar
diferencas estatisticamente significativas (P<0.05). Os resultados indicam a auséncia de danos
diretos que empegam a suspenséo das células dos grupos AlPcS, e Laser, demonstrando que,
guando usados isoladamente, a luz Laser nos parametros utilizados, e o fotossensibilizante a
10uM, ndo influenciam atripsinizagéo celular.

As células submetidas a irradiacdo apds incubagdo com o agente fotossensibilizante,

ao contréario dos grupos anteriores, permaneceram em maior quantidade aderidas a placa de
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cultura. ApGs tratamento com tripsina por 2 minutos (Gréfico), 6 minutos (grafico) e 9
minutos (graficos) os dados obtidos pela leitura da densidade Optica das culturas marcadas
com cristal violeta, apresentaram variagOes extremamente significativas (P<0.001).

Esses resultados mostram a influéncia da TFD nas células HEp-2 nas estruturas
responsaveis pela adesdo celular, os danos causados pela terapia impediriam a agdo eficaz da

tripsina na cultura
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Figura 17: Gréfico da densidade éptica das amostras apds 2 minutos de tratamento com tripsina. As
células dos grupos Controle, AIPcS, e Laser ndo apresentaram valores estatisticamente diferentes , ao contrario
do grupo TFD cuja diferenca dos val ores é extremamente significantes (***), P<0,001, quando comparados com

0 grupo controle.
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Figura 18: Grafico da densidade optica das amostras apés 6 minutos de tratamento com tripsina. As
células dos grupos Controle, AIPcS, e Laser ndo apresentaram valores estatisticamente diferentes , ao contrario
do grupo TFD cuja diferenca dos val ores é extremamente significantes (***), P<0,001, quando comparados com

0 grupo controle.
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Figura 19: Gréfico da densidade 6ptica das amostras apés 9 minutos de tratamento com tripsina. As
células dos grupos Controle, AIPcS, e Laser ndo apresentaram valores estatisticamente diferentes , ao contrario
do grupo TFD cuja diferenca dos val ores é extremamente significantes (***), P<0,001, quando comparados com

0 grupo controle.
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Figura 20: Gréfico da densidade Optica das amostras apds 2, 6 e 9 minutos de tratamento com tripsina.

5.3 Ensaio Células-Matriz

Para observar alteracoes referentes a adesdo das células a um componente da ECM foi
utilizado o teste colorimétrico, permitindo o estudo da quantidade de células que permanecem
com a capacidade adesiva intacta apds os tratamentos.

Apébs 6 (Fig.21), 12 (Fig.22), 24(Fig.23) e 48horas (Fig.24) as culturas dos grupos
AlIPcS; e Laser ndo apresentaram diferencas significativas (P>0.05) na adesdo a matriz
guando comparadas ao grupo Controle. Porém foi possivel observar um aumento da adeséo
celular ao decorrer do tempo nesses grupos, principalmente apos 24 horas (Fig.25), resultado
esperado considerando a taxa de crescimento da cultura HEp-2.

Ao avaliar o grupo TFD 6 horas (Fig.21), encontramos uma diferenca muito
significante (P<0,01) comparado ao grupo controle, indicando uma diminuicdo na taxa de
adesdo ao coldgeno. Essa queda da quantidade de células aderidas aumenta apds 12 horas
(Fig.22), dando um valor extremamente significante (P<0,001). Passadas 24 foras (Fig.23) e
48 horas (Fig.24) o valor da densidade Optica torna a subir assumindo uma variancia muito
significante (P<0,01) quando comparados com o grupo controle do mesmo tempo. Portanto a
TFD, nos parametros utilizados, influencia negativamente a adesdo das células da linhagem

HEp-2 ao colageno tipo 1V.



29

[=]
:

Densidade Optica
(=]
b
|

Controle AlPcS, Laser TFD

Figura 21: Gréfico do ensaio célulamatriz das amostras 6 horas apés os tratamentos. As células dos
grupos Controle, AlPcS, e Laser ndo apresentaram valores estatisticamente diferentes , ao contrario do grupo

TFD cujadiferencados valores é muito significantes (**), P<0,01, quando comparados com o grupo controle.
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Figura 22: Gréfico do ensaio célulamatriz das amostras 12 horas apds os tratamentos. As células dos
grupos Controle, AIPcS, e Laser ndo apresentaram valores estatisticamente diferentes , ao contrério do grupo

TFD cujadiferenca dos valores € muito significantes (***), P<0,001, quando comparados com o grupo controle.
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Figura 23: Gréafico do ensaio célulamatriz das amostras 24 horas apds os tratamentos. As células dos
grupos Controle, AIPcS, e Laser ndo apresentaram valores estatisticamente diferentes , ao contr&rio do grupo

TFD cujadiferencados valores € muito significantes (**), P<0,01, quando comparados com o grupo controle.
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Figura 24: Gréfico do ensaio célulamatriz das amostras 48 horas apds os tratamentos. As células dos
grupos Controle, AIPcS, e Laser ndo apresentaram valores estatisticamente diferentes , ao contrario do grupo

TFD cujadiferenca dos valores é significantes (*), P<0,1, quando comparados com o grupo controle.
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Figura25: Gréfico do ensaio célulamatriz dasamostras 6, 12, 24 e 48 hor as ap6s os tratamentos.

5.4 Ensaio adesao célula-célula

Para 0 estudo da interacdo entre células submetidas aos tratamentos e uma cultura de
células HEp-2 em monocamada fezse uso do indicador de viabilidade celular Calceina AM.
Apos os tratamentos as células foram incubadas por 6, 12, 24 e 48 horas para, entéo, 0 ensaio
de adesdo célula-célula ser realizado.

O grupo AIPcS; ndo apresentou resultados com diferencas significativas quando
comparados com o grupo controle nos periodos estudados. Ja o grupo Laser apresentou uma
diferenca muito significante (P<0,01) apds 24 horas (Fig.28), porém a variancia dos dados
comparados com 0 grupo controle n&o foi significante nos tempos de 6 horas (Fig.26), 12
horas (Fig.27) e 48 horas (Fig.29).

As culturas submetidas ao tratamento fotodinamico ap6ds 6 (Fig.26), 12 (Fig.27) e 24
horas (Fig.28) tiveram o nimero de células aderidas a monocamada reduzido comparado as
células do grupo controle, dando um valor extremamente significante (P<0,001). Passadas 48
horas (Fig.29) a quantidade de céulas contadas foi maior que as dos grupos de tempo

anteriores, mas ainda assim com valores muito significantes (P<0,01).
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O comportamento dos grupos controle, AIPcS, e Laser em todos os tempos demonstra
um aumento crescente de células aderidas ao decorrer dos tempos estudados. O mesmo néo é
observado no grupo TFD onde as taxas de adesdo iniciam-se baixas, decrescem no tempo 12
horas e entdo, a partir de 24 horas, aumentam gradativamente (Fig. 30).

O ensaio de adesdo célula-célula nos mostra que o agente fotossensibilizante e a fonte
de luz nos parametros utilizados ndo exercem efeitos sobre a adesdo entre células, ao contrério
da TFD, que provoca ateracOes celulares que tem como consequéncia a reducdo da

capacidade de interacdo com uma cultura em monocamada.
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Figura 26: Gré&fico do ndmero de células viaveis aderidas em uma monocamada 6 horas apds os
tratamentos. As células dos grupos Controle, AIPcS, e Laser ndo apresentaram valores estatisticamente
diferentes , ao contrério do grupo TFD cuja diferenca dos val ores é extremamente significantes (***), P<0,001,

guando comparados com 0 grupo controle.
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Figura 27: Gréafico do ndmero de células viaveis aderidas em uma monocamada 12 horas apds o0s
tratamentos. As células dos grupos Controle, AlIPcS, e Laser ndo apresentaram valores estatisticamente
diferentes , ao contréario do grupo TFD cuja diferenca dos valores é extremamente significantes (***), P<0,001,

guando comparados com 0 grupo controle.
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Figura 28: Gréafico do nimero de células viaveis aderidas em uma monocamada 24 horas apés os
tratamentos. As células dos grupos Controle, AIPcS, e Laser ndo apresentaram valores estatisticamente
diferentes , ao contrério do grupo TFD cuja diferenca dos valores é extremamente significantes (***), P<0,001,

guando comparados com 0 grupo controle.
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Figura 29: Gréfico do numero de células vidveis aderidas em uma monocamada 48 horas apés ®
tratamentos. As células dos grupos Controle, AlIPcS; e Laser ndo apresentaram valores estatisticamente
diferentes, ao contrério do grupo TFD cuja diferenca dos valores é significantes (*), P<0,1, quando comparados

€om o grupo controle.
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Figura 30: Grafico do numero de células vidveis aderidas em uma monocamada 6, 12, 24 e 48 horas apds

ostratamentos.
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6 DISCUSSAO

Desde a sua introducdo até cerca de duas décadas, a TFD tem se tornado
progressivamente uma técnica estabelecida para o tratamento de carceres e, mais
recentemente, outras doencas (PLATZER et al., 2002). Trés mecanismos que levam a
destruicdo tumoral priméria in vivo tem sido propostos. a fotoinativacdo direta da célula
tumoral, a destruicdo vascular e a ativacéo do sistemaimunolégico (HASSAN et al., 2000).

Nos dias atuais, com a aprovacdo de inlmeros fotossensibilizantes, a nova fase de
desenvolvimento da TFD se concentrara no entendimento dos mecanismos da resposta de
células e tecidos ao tratamento (MILLER et al., 2007), ou sgja, na fotoinativacdo direta das
células. A procura dos alvos moleculares da terapia € intrinsecamente complexa. A variagdo
do tipo celular, do fotossensibilizante e suas condi¢bes de incubacdo, e dos parametros
utilizados para a iluminagdo podem dterar significantemente a reposta frente a TFD
(CASTANO et al., 2005).

Estudos referente a consequiéncia da terapia nas fungdes celulares revelaram que a
resposta ao estresse pode levar a uma mudanca na sinalizagéo por calcio, no metabolismo de
lipidios, na producdo de citocinas e proteinas de estresse (NOWIS et al., 2005). As enzimas,
particularmente as proteinas quinases, sdo ativadas e fatores de transcricdo sdo expressos
(CASTANO et al., 2005). Porém pouca atencéo tem sido dada para os efeitos da TFD nas
propriedades adesivas das células. A habilidade de células tumorais invadirem tecidos
adjacentes e se disseminarem tem sido considerada um fator biolégico para determinar a
malignidade do tumor (BEAVON, 1999).

As moléculas de adesdo celular, que compreendem as caderinas, integrinas e a
superfamilia das imunoglobulinas, sdo importantes para o crescimento e metéstase de muitos
canceres (MCGARY et al., 2002). A sinalizacdo, mediada por essas moléculas, influencia
diversos processos celulares incluindo expressdo génica, ciclo celular e a morte celular
programada (APLIN et al., 1998).

O citoesqueleto das células desempenha papel crucia na sustentacdo celular e
alteracBes em sua estrutura podem influenciar interagdes adesivas das células (KORB et a.,
2004). Esta rede € composta por filamentos de actina, microtibulos e filamentos
intermediérios que por sua vez sdo formados por subunidades quimicamente distintas, actina,
tubulina e proteinas classificadas como proteinas de filamentos intermediarios (JANMEY,

1995). Este complexo de elementos fibrilares tem sido reconhecido como importante fator na
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mediagdo da sinalizagdo dependente e independente de adeséo (MOJIMA et al., 1995;
CAZAUBON et a., 1997). Em particular, mudangas na organizacdo do citoesqueleto de
actina resultam em alteracGes na fosforilagdo de residuos de tirosina de inimeras proteinas
sinalizadoras localizadas na regido de adeséo foca (THAMILSELVAN; BASSON, 2005).

O fato da estrutura celular de actina ser apontada como crucial para a manutencéo da
adesdo celular e um dos alvos da TFD (FERREIRA, 2004; UZDENSKY et al., 2005; TSAI,
2005; JUARRANZ et al., 2001) nos impulsionou a investigar os efeitos da terapia com
AlPcS, aos filamentos de actina.

Os estudos foram realizados utilizando a sonda fluorescente faloidinaTRITC. As
falotoxinas sd0 um grupo de heptapeptidios biciclicos derivados de cogumelos venenosos. O
maior representante desse grupo, a faloidina, interage com filamentos de actina de maneira
mais estdvel comparada com a interagdo com mondmeros de actina (COOPER, 1987). A
faloidina utilizada no trabalho foi isolada do cogumelo Amanita phalloides e se encontra
conjugada com o fluoréforo TRITC, o que permite a marcacdo dos filamentos de actina de
cultura de células fixadas.

A aplicacdo da TFD demonstrou modificar a estrutura dos filamentos de actina a partir
de 0 horas. Outros fotossensibilizantes tem demonstrado remodelar o citoesqueleto de actina
apos irradiacdo, Seagrave e Burchiel (2000) observaram um reorganizacdo do citoesqueleto
apos a terapia com benzo[a]pirene (BaP) e luz UVA. Os resultados por eles obtidos foram
atribuidos a0 estresse oxidativo desencadeado pela TFD e alteragdes na homeostase do Ca'. A
exposicdo de células incubadas com BaP a UVA causou uma dréstica deplecdo dos niveis
celulares de adenosina trifosfato (ATP) acompanhado com a inibicdo da glicdlise e da funcéo
mitocondrial.

Di Stefano e colaboradores (2001) relataram que apés a TFD com o
fotossensibilizante Purpurin-18 (Pu-18), ocorreu um aumento da geracdo de espécies reativas
do oxigénio, deplecéo da glutationa, mudangas no potencial de membrana mitocondrial e
carboxilacdo de proteinas especificas. Subsequentemente 0 mesmo grupo observou que a ¥
actina é uma das principais proteinas que sofrem oxidacéo, o que afetaria a arquitetura dos
filamentos de actina levando a desorganizacdo do citoesqueleto (MAGI et al., 2004).

Em células WiDr (adenocarcinoma humano) o citoesgueleto de actina se apresentou
alterado e o marcador concentrado no regido periférica das células, logo apos o tratamento
TFD-ALA em uma dose sub-leta (UZDENSKY et al., 2005). Os autores ainda observaram
um aumento das fibras de estresse nas regides de contato com o substrato, resultado

semelhante ao obtido no presente trabalho. O ALA €é um metabdlico precursor do
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fotossensibilizante protoporfirina IX que ao ser sintetizado se acumula na mitocondria
(CASTANO et a., 2004), dessa maneira a mitocondria tem sido apontada como um avo
importante na TFD com ALA (GAD et a., 2001), assm como com BaP (SEAGRAVE;
BURCHIEL, 2000) e PU-18 (DI ESTEFANO et al., 2001).

Estudos anteriores de nosso grupo de pesquisa demonstraram que a TFD com AlPcS,
€ capaz de causar danos a mitocondrias no mesmo modelo celular utilizado no presente
trabalho (TAMIETTI et a., 2007), desse modo € possivel sugerir um envolvimento da
mitocondria na remodel acéo do citoesqueleto de actina mediada por TFD-AIPCS,.

As ateracbes mitocondrias observadas ap0s a TFD-AIPcS; incluem reducdo do
potencial de membrana mitocondrial e reducdo da cardiolipina (TAMIETI et a., 2007),
sugerindo a peroxidacdo desse lipidio encontrado na membrana interna da mitocondria
associado ao citocromo ¢ (KRISKA, et al, 2005). A consequiéncia direta dessas perturbactes
mitocondriais é a liberagcdo do citocromo ¢, evento crucial do mecanismo de morte celular por
apoptose (CHIU; OLEINICK, 2001; KRISKA, et al, 2005)

Durante a apoptose o citocromo c liberado da mitocdndria interage com um fator pré-
apoptético (Apaf-1), que em presenca de ATP, leva a formacdo de um complexo protéico
nomeado apoptossomo. Subseqlientemente esse complexo associa-se com a caspase 9 em sua
forma inativa (pro-caspase-9) induzindo sua auto-ativagdo por clivagem (AMARANTE-
MENDES; GREEN, 1999; NOWIS, et al.,, 2005; YAN; SHI, 2005). A caspase-9 é
responsavel pela ativagdo das caspases efetoras, dentre elas a caspase-3, iniciando uma
cascata proteolitica propria da apoptose (KUZELOVA, et al., 2004). A ativacdo dessas
enzimas hidroliticas levam a quebra de multiplas proteinas celulares, fragmentacéo do DNA e
consequiente morte celular (ALMEIDA, et al., 2004).

A TFD com o agente fotossensibilizante AIPcS, ja demonstrou ser capaz de induzir a
apoptose em células HEp-2 utilizando a mesma concentragdo e tempo de incubacdo do
fotossensibilizante, e os mesmos parametros de irradiagdo usados por nds (SOUSA, 2005;
OLIVEIRA, 2007). Sousa (2005) observou alteracdes na morfologia nuclear tipicas do
processo apoptdtico. A fragmentacdo do DNA e a ativacéo da protease apoptética caspase-3
foi relatada por Oliveira (2007) confirmando o tipo de morte células desencadeada pelo
tratamento fotodinamico com AlIPcS,,

A cascata proteolitica tem como principal protease a caspase-3, no entanto outras
caspases efetoras s0 ativadas (caspases 6 e 7) (SHI, 2004), essas caspases clivam e inativam
inUmeras proteinas, incluindo as do citoesqueleto (OLEINICK; MORRIS; BELICHENKO,
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2002), a quinase de adesdo focad (FAK) (CARTHY, et al, 1999) e a E-caderina
(STEINHUSEN et al., 2001).

Steinhusen e colaboradores (2001) reportaram a E-caderina como sendo um dos
substratos da caspase-3 durante a apoptose, segundo 0s autores a protease € responsavel pela
clivagem do dominio citosdlico da proteina, impedindo a formacdo do complexo
caderina/catenina e comprometendo a adesdo célula-célula.

Para o estudo do comportamento da cultura apés a TFD na interacdo com outras
células utilizamos o éster Calceina- AM. Este marcador atravessa a membrana de céulas vivas
passivamente e é clivado por esterases intracelulares originando um derivado polar
fluorescente (calceind) que permanece recluso no citoplasma celular (MONETTE et al.,
1998). A calceina tem demonstrado maior sensibilidade, comparada com a Anexina V, para a
deteccéo de apoptose nas fases iniciais (GATTI et al., 1998).

A reducdo da capacidade de adesdo com outras células foi um dos resultados obtidos
apos a TFD com AlPcS, (Fig. 30). Esse comportamento frente a terapia foi observado por
Foultier e colaboradores (1994) utilizando um derivado de hematoporfirina, os autores
relataram uma diminuicéo na adesividade de células de cancer de célon a uma monocamada
de células endoteliais. Galaz e colaboradores (2005) demonstraram que a TFD com a Zn(l1)
ftalocianina foi responsavel pela reducdo na expressdo de E-caderina em cultura de
queratindcitos primério.

E sabido que células epiteliais dependem dos contactos apropriados de adesio célula-
célula e c8lula-matriz para o crescimento e sobrevivéncia(METCALFE; STREULI, 1997). A
TFD demonstrou interferir negativamente na adesdo célula-célula. Para avaliar alteracOes da
adesdo entre células submetidas a terapia e a matriz extracelular utilizamos superficies
cobertas com colégeno do tipo 1V.

A dteracdo da adesdo entre cdlula e ECM foi extremamente influenciada pela TFD.
Foi possivel observar uma queda acentuada do nimero de células aderidas apds o tratamento
fotodindmico. Runnels e colaboradores (1999) ao realizar 0 mesmo ensaio para avaliar a
adesdo em colégeno 1V, fibronectina, laminina e vitronectina (componentes da ECM) obteve
0s mesmo resultados observados com TFD- AlPcS,. A reducdo da adesdo de células OVCAR
3 (carcinoma de ovario humano) submetidas ao tratamento com BPD-MA foi atribuida ao alto
indice de morte celular observado na cultura, porém, mesmo com as taxas decrescentes de
integrina-13; nas placas de adesdo focal, ndo ocorreram diferencas na expressdo dessa proteina.

As interagdes das células com proteinas da ECM geram uma cascata de sinalizagcéo

importante para o crescimento, sobrevivéncia e migracdo. As integrinas compde uma familia
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de receptores transmembrana que tem sido reconhecido pelo seu papel em conectar a ECM ao
citoesqueleto de actina, na regulacdo da morfologia celular e arquitetura do tecido
(SCHLAEPFER et a., 1999). As integrinas expressas pelo epitélio incluem diversas
integrinas-3; (a1 By, & Ry, ag By, a5 [}, a6 31, e & ), & Xy, &, 5 e & R (GILCREASE,
2007).

A sindlizagdo celular via integrina pode levar a fosforilagdo de inlmeras proteinas,
porém a FAK possui um papel fundamental nessa cascata de sinalizacdo. A ativacdo da
integrinainduz afosforilago e ativagcdo da FAK (BURRIDGE et al., 2006), que por suavez €
responsavel pela regulacdo de varios eventos importantes para a célula, podendo promover a
migragao celular, proliferacdo e prevencdo da apoptose (CARY; GUAN, 1999).

A TFD demonstra ndo apenas destruir as células tumorais (DOUGHERTY et al.,
1998; OCSHNER, 1997; FERREIRA et al., 2004) como também reduz a metéstase do cancer
(GOMER et al., 1987; ROUSSET et al., 1999).

A formacdo de metéstase inclui a separacdo das células malignas do tumor primario,
penetracdo nos vasos sanguineos, o deslocamento na corrente sanguinea e a adesdo a um
tecido onde sera estabelecida a metastase (UZDENSKY et al., 2004a). Os processos de perda
de adesdo e adesdo sdo igua mente importantes nesse processo.

Para avaliar a capacidade de desprendimento da cultura de células apés a TFD com
AlPcS, foi redlizado o0 ensaio de resisténcia a tripsinizagdo. A tripsinizagdo é um
procedimento que leva células aderidas a ficarem em suspensdo, e € comumente utilizado em
experimentos com culturade células (UZDENSKY et al., 2004a).

As células HEp-2 tratadas com TFD permaneceram fortemente aderidas ao substrato
apos 2, 6 e 9 minutos de tratamento com tripsing, ao contrario das células do grupo controle,
AlPcS, e Laser (Fig.20). Uzdensky e colaboradores (2004a) obtiveram resultados semelhantes
guando avaliaram 0 aumento da adesdo de células tratadas com TFD-ALA, relacionando o
evento a danos diretos a moléculas de adesdo. Denstman e colaboradores (1986) sugeriram
gue o processo fotodinamico seria responsavel pela inacessibilidade da tripsina aos seus sitios
de clivagem proximos a lisina e arginina pela fotoinducdo de alteracGes na morfologia celular.
Seagrave e Burchiel (2000) explicaram os efeitos combinados da BaP e UVA naresisténcia a
tripsinizagdo como sendo consequéncia da disfuncdo mitocondrial, que levaria a
reorganizacdo dos componentes do citoesqueleto de actina para a regido periférica, assim
como o observado nas células estudadas.

Danos diretos ao tumor primério podem causar um aumento no nimero de células
tumorais liberadas na circulacdo (HILL; DENEKAMP, 1982), porém este processo nem
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sempre induz a metastase (SALISBURY/, 1975), ja que para isso é necess&rio que as células
mantenham a eficacia relacionada com a adesdo celular.

Apesar de o fotossensibilizante AIPcS, induzir danos que influenciam a sobrevivéncia
das células (TAMIETTI et al., 2007; OLIVEIRA, 2007; SOUSA, 2005; FERREIRA et al.
2004), a pesquisa realizada com a células HEp-2 demonstrou que a terapia também induz
danos que comprometem a adesdo celular, o que reduz o potencial metastésico das células.
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho nos forneceu importantes informacdes referentes a adesdo celular

posterior a Terapia Fotodinamica. Os dados obtidos nos permitiram concluir que:

A TFD com o fotossensibilizador AlIPcS, atera negativamente a adesdo células-célula;

Cédulas da linhagem HEp-2 submetidas ao tratamento fotodindmico ndo foram

capazes de aderir de modo eficaz na superficie coberta por colégeno tipo 1V;

A organizacdo dos filamentos de actina se mostrou comprometida posteriormente a

aplicacdo daterapia;

Cédulas tratadas com o fotossensibilizante e posteriormente irradiadas demonstraram

um aumento da resisténcia ao tratamento com tripsing;

Junto esses dados sugerem uma reducdo do potencial metastasico de células HEp-2

submetidas a TFD com o agente fotossensibilizante AlPcS,,
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