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RESUMO

A terapia fotodindmica (TFD) é uma técnica descoberta no inicio do século XX, que utiliza a
luz como catalisador de uma reacdo de oxidacdo no oOrgéo, tecido ou célula alvo. Para que
ocorra a reagdo fotodindmica é necessario oxigénio ao nivel molecular, fotossensibilizante e
uma fonte de luz. A técnica € utilizada em inUmeros tratamentos estéticos e dermatoldgicos
sendo atualmente empregue como tratamento antimicrobiano e antifungico, em infeccoes
virais causadas pelos virus Herpes e Papilloma, além de patologias como periodontite,
tratamento de leishmaniose cutanea e alguns casos de cancer. Contudo, um dos obstaculos no
emprego da técnica como tratamento continuo ou de longa duracdo para doencas de alta
complexidade, é o possivel mecanismo de resisténcia as drogas, que as células podem
apresentar quando sdo expostas ao farmaco fotossensibilizante por sucessivas vezes ou longos
periodos, ha ainda a divergéncia dos métodos aplicados em estudos e procedimentos clinicos,
resultando assim em respostas variadas e fragilidade nos resultados divulgados, acarretando
inimeros questionamentos sobre a sua aplicabilidade nos procedimentos clinicos. O presente
estudo tem por finalidade avaliar a capacidade de sobrevivéncia de células da linhagem HEp-
2 apés a TFD e evidenciar critérios para elaboracdo de um guia de boas préaticas para
aplicacdo da TFD utilizando o fotossensibilizante de segunda geracdo AIPcS,;. Assim
utilizando analises espectroscépicas e testes colorimétricos foi possivel delinear a
concentracdo de trabalho do fotossensibilizante de 5 M em conjunto da densidade minima de
energia necessaria para ativa-lo de 5 J/cm2. Apds determinar os parametros para os testes,
utilizou-se os ensaios colorimétricos e imunoldgicos em conjunto com a quantificacdo génica
das HSP’s e da enzima SOD?2, e para avaliara a resposta biologica p6s a TFD. Os resultados
dos ensaios colorimétrico, coloracdo de cristal violeta, coloracdo de vermelho neutro e
conversdo do sal de MTT, demonstram uma reducdo na viabilidade celular apés a TFD
consolidando a escolha dos parametros de concentracdo do fotossensibilizante e dose de
energia. J& a avaliacdo imunologica das citocinas IL-6 e TNF — a. ndo permitiu uma concluséo
clara sobre o ambiente tumoral pés a TFD devido ao baixo poder de correlacdo entre 0s
resultados obtidos. Por fim a expressdo genica demonstrou reducdo significativa dos genes
das HSP’s, glicoproteinas e enzima SOD2, evidenciando um potencial destrutivo da TFD,
sugerindo gque o tratamento uma vez padronizado ndo pode gerar clones resistentes a terapia,
assegurando assim sua eficéacia utilizando a linhagem celular HEp-2 como objeto de estudo.
Acredita-se que este estudo fornece critérios para implantacdo de praticas mais eficientes
utilizando a terapia fotodinamica.

Palavras-chave: Terapia Fotodindmica, Cancer, Fotossensibilizante, Padronizagdo, HEp-2



ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) is a discovery technique in the early 20th century that uses light
as a catalyst for an oxidation reaction in the target organ, tissue or cell. For a photodynamic
reaction to occur, oxygen at the molecular level, photosensitizer and a light source are
required. The technique is used in numerous aesthetic and dermatological treatments, being
used as an antimicrobial and antifungal treatment, in viral infections caused by the Herpes and
Papillomaviruses, in addition to pathologies such as periodontitis, treatment of cutaneous
leishmaniasis and some cases of cancer. However, one of the obstacles in the use of
techniques such as continuous or long-term treatment for highly complex diseases is the drug
resistance mechanism, which cells can exhibit when they are exposed to the photosensitized
drug successively or long ago. time, there is still a divergence in the methods used in clinical
studies and procedures, thus resulting in varied responses and fragility in the published
results, recording numbers of questions about their application in clinical procedures. The
present study aims to evaluate the capacity of HEp-2 cells after PDT and to evidence the use
of a good practice guide for the application of PDT using the second generation
photosensitivity AIPcS,. Thus, the use of spectroscopes and colorimetric tests made it
possible to design a 5 UM photosensitivity working concentration in the set of the minimum
energy density required for activation of 5 J /cm2. After determining the settings for the tests,
use colorimetric and immunological tests in conjunction with the genetic quantification of
HSP and the SOD2 enzyme, and to assess the post-PDT clinical response. The results of
colorimetric tests, violet crystal staining, neutral red staining, and MTT salt conversion,
demonstrate a reduction in cell viability after a TFD consolidating the choice of the
photosensitivity concentration and energy dose variations. The immunology of the cytokines
IL-6 and TNF have already been assessed - a clear conclusion on the post-TFD tumor
environment is not allowed due to the low correlation power between the results obtained.
Finally, gene expression shows a significant reduction in the genes of HSP, glycoproteins and
SOD2 enzymes, showing a destructive potential of PDT, suggesting that the treatment once
standardized cannot generate clones resistant to therapy, thus guaranteeing its use during
HEp- 2 cell use as the object of study. It is believed that this study used to implement more
efficient practices using photodynamic therapy.

Keywords: Photodynamic Therapy, Cancer, Photosensitizers, Standardization, HEp-2
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1 INTRODUCAO

A terapia fotodinamica (TFD) é uma técnica descoberta no inicio do século XX,
contudo sua utilizagdo clinica vem sendo empregada com maior amplitude nos dltimos 20

anos como um dos métodos terapéuticos da nova geracdo

. Seu principio parte da
fotobiologia, utiliza a luz como catalisador de uma reacdo oxidativa em 6rgdo, tecido ou
célula alvo. Para que ocorra a reacdo fotodindmica é imprescindivel a presenca de trés
componentes; oxigénio molecular, fotossensibilizante e uma fonte de luz 2.

Como se trata de uma reacdo de oxidagdo, a presenca do oxigénio ou de elementos
capazes de ionizar com facilidade no local é de suma importancia para a eficiéncia da terapia.
Assim compostos das familias do nitrogénio e calcogénios, que possuem ligacdes duplas ou
triplas em suas composicGes, reagem com o0s elétrons altamente energéticos doados por reacdo
de estabilizacdo do farmaco fotossensibilizante, formando moléculas altamente instaveis
denominadas de espécies reativas *°.

Os farmacos fotossensiveis sofrem um processo de excitacdo eletrdnica quando sdo
expostos a comprimentos de ondas especificos, assim seus elétrons energizam-se saltando
para estagios mais excitados e ao retornarem em sua reacdo de estabilizacdo o composto tende
a transferir sua energia ao sistema mais proximo, tal rota biofisica foi descrita por Jablonski
em seu trabalho de 1933 e até hoje é utilizado com referéncia na area de biofotdnica .

As técnicas utilizadas na TFD sdo empregadas nos EUA desde sua aprovacao pelo
FDA em 1996 com a utilizacdo das porfirinas, assim o aumento da adesdo da técnica para
inimeros tratamentos estéticos e dermatoldgicos ocorreu nos anos que se sucederam, sendo
atualmente usadas no tratamento antimicrobianos e antifungicos, infec¢Bes virais causadas
pelos virus Herpes e Papilloma, em patologias como periodontite, tratamento de leishmaniose
cutanea e alguns casos de cancer *2°.

Um dos obstaculos no emprego da TFD como tratamento continuo ou de longa
duracdo para doencas de alta complexidade, é o possivel mecanismo de resisténcia aos
farmacos em que as células podem desenvolver quando expostas ao agente fotossensibilizante
por sucessivas vezes ou longos periodos. Casas et al. (2015), descrevem a resisténcia a TFD
ancorada em pontos especificos como: (1) expressdo de glicoproteinas e transportadores
ABCG2, (2) indugdo precoce de sinalizagdo génica e transducbes de vias metabdlicas, (3)
interrupcdo do processo de apoptose e autofagia, (4) expressao de HSPs e (5) mudangas na

formacéo do citoesqueleto e expressdo das proteinas de adeséo 02,
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Somado aos mecanismos descritos ainda existe a divergéncias dos métodos aplicados
como uso de fontes de luz ineficientes ou tentativas de fotoativagdo do farmaco em
comprimentos de ondas inadequados, superdosagem do fotossensibilizante ou insolubilidade
causando assim aglomeracdo e inativacdo do composto .

Em virtude das respostas variadas e fragilidade nos resultados divulgados, acarretando
questionamentos sobre a sua aplicabilidade nos procedimentos de alta complexidade. Ainda
se faz necessario, estudos que explorem os mecanismos descritos sobre geracdo de clones
resistentes e desenvolvimento de protocolos ou guia de boas praticas em TFD que possibilite
a padronizacdo de critérios adotados para escolha do fotossensibilizante, comprimento de
onda, densidade de energia e meio de veiculacdo do farmaco, possibilitando assim uma
diminuicdo a disparidade de resultados e possibilitando maior emprego da técnica de forma
clinica.

O presente estudo tem por finalidade avaliar a capacidade de sobrevivéncia de células
da linhagem de cancer de Laringe Humano (HEp-2) apds a TFD e evidenciar critérios para
elaboracdo de um guia de boas praticas para aplicacdo da TFD utilizando o fotossensibilizante
de segunda geracdo Aluminio Ftalocianina Tetrasulfonada.

Desta forma sera adotado parametros de concentracdo do fotossensibilizante, tempo de
absorcéo do fotossensibilizante no tecido e a menor densidade de energia para uso terapéutico
na tentativa de elaborar um protocolo para analisar 0s mecanismos biol6gicos da resposta a

TFD em linhagem de céancer de Laringe Humano.
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2 OBJETIVOS

O presente estudo tem por finalidade avaliar a capacidade de sobrevivéncia de células
da linhagem de cancer de Laringe Humano (HEp-2) ap6s a TFD e evidenciar critérios para
elaboracdo de um guia de boas praticas para aplicacdo da TFD utilizando o fotossensibilizante
de segunda geracdo Aluminio Ftalocianina Tetrasulfonada. (AIPcS,).

2.1 Objetivo Especifico

e Calcular o rendimento quantico de fluorescéncia da AlPcS4, justificando assim a
escolha como fotossensibilizante de estudo.

e Elaborar critérios de escolha para concentracdo ideal de AIPcS, baseada em seu
espectro Uv/Visivel, para aplicacdo de TFD em células de cancer de laringe humano.

e Avaliar o metabolismo celular pés-TFD utilizando testes colorimétricos.

e Avaliar a expressdo génica das proteinas de choque térmico envolvidas no processo de
resisténcia a TFD em linhagem HEp-2.

e Avaliar a secre¢do das citocinas TNF a e IL-6 e das celulas Hep-2 apds a TFD.
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3 REVISAO

3.1 Terapia Fotodinamica

A terapia fotodindmica teve sua origem por volta dos anos de 1900, em um estudo que
investigava a acdo do corante acridina em paramécios realizado por Oscar Raab e seu
professor Hermann VVon Tappeiner, em Munique. Sua a¢do fotodinamica foi comprovada ap0s
observado que apenas o composto ou a luz, ndo eram letais as células de forma isolada. Em
1901, o termo “terapia fotodinamica” foi criado apdés Von Tappeiner, descobrir que o
oxigénio era necessario para o desenvolvimento dessa reacéo **°,

O principio explorado pela técnica utiliza fonte de Luz, um fotossensibilizante e
oxigénio molecular, como demonstra a Figura 1, que ilustram as etapas da TFD de maneira

simples.

Figura 1 - Processo da Terapia Fotodindmica dividida em 5 passos.

Terapia Fotodindmica

ANARN FOTOSENSBILZAYTE
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2 “—0x/0 2 )
a =0~ a >

Adicionar Fotossensibilizante. (FS) Internalizagdo dos Farmacos.
Q O (o] o s
n B — R
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< Fomtede Luz ¥ ® 2 O
0. '{(—“;» o D. N\ ",'T," = 0”'

5 Exposi¢do a Luz. Reagao de Oxidagdo.

PASSO

Morte Celular.

Fonte: Autor.

O processo pode ser classificado com 3 principais fases; Sensibilizacdo, Ativacéo e

Dano. Entende-se como fase de Sensibilizacdo a etapa de administracdo do farmaco
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fotossensibilizante, sua internalizacéo pela célula, tecido ou 6rgdo alvo, ilustradas como passo
1 e 2 da Figura 1. Para que o fotossensibilizante chegue ao destino desejado, barreiras como
membranas devem ser vencidas, assim uma das caracteristicas almejadas para 0 sucesso do
fotossensibilizante é sua formulacdo quimica com aspectos anfifilicos >1°*.

Uma vez que o fotossensibilizante se encontra dentro da célula alvo se inicia a etapa
de ativacdo, ilustrada pelo passo 3 na Figura 1, processo o qual o fotossensibilizante é exposto
a um comprimento de luz especifico que desencadear uma reacdo fotoquimica que gera
oxidacdo ao tecido tratado. Tais reacdes podem ser ilustradas pelo passo 4 da Figura 1, que
por sua vez, irdo induzir a morte celular por diferentes mecanismos e consequentemente

ocasionar na destruic&o dos tecidos como ilustrado no passo 5 **%.

E importante se lembrar que as geracdes de fotossensibilizantes que se sucederam
tiveram como principal evolucdo a modificacdo para melhora da absorcdo e
biodisponibilidade dos fotossensibilizantes nos tecidos alvos. Tais modificagbes deram
caracteristicas a geragdes de fotossensibilizantes que podem ser classificadas em trés geracGes
até o momento .

A primeira geracdo de fotossensibilizantes teve sua maior exploracdo, em meados dos
anos 60 e 70, que intensificou-se o interesse pela técnica com a descoberta dos efeitos de
derivados da hematoporfirina, assim iniciando o processo de desenvolvimento de farmacos
fotossensibilizantes de uso comercial como o &cido 5- delta aminolevulinico (5-ALA) e o
Porfimer sddico (Photofrin®), tornando a técnica viavel para comunidade cientifica e médica
%22 0O desenvolvimento do fotossensibilizante Photofrin® foi essencial para a ampliagéo da
area de pesquisa, contudo devido a sua fotossensibilidade cutdnea foi sendo substituida por
fotossensibilizantes de segunda geragdo, utilizando a férmula estrutural da molécula da
porfirina para modelar novos fotossensibilizantes como Clorinas, Ftalocianinas e Texafirinas
23,24.

Com a evolucdo dos fotossensibilizantes, algumas caracteristicas foram sendo
selecionadas visando a busca por um fotossensibilizante ideal, motivo do salto de geracGes
das tecnologias envolvidas em sua producdo. Desta forma para que a TFD seja explorada de
forma eficiente o fotossensibilizante, necessita ser nao reativo quando em auséncia de luz e
atoxico, anfifilico para que ndo possua problemas de solubilidade, eficiente na geracdo de
especies reativas e ser ativado dentro da janela optica entre o infravermelho e o vermelho para

melhor penetracio nos tecidos durante os tratamentos "2,
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A segunda geragdo possui em sua propria estrutura quimica caracteristicas lipofilicas
ou até mesmo anfipética (caracteristica hidro e lipo soltvel), fator importante para seu sucesso
na biodisponibilidade e bioacumulacdo, uma vez que a hidrofilicidade garante seu transporte
através dos liquidos corporais sem ocorrer agregacao, e a lipofilicidade garante a entrada de
forma fluida dentro das células alvos através de fusdo com suas membranas ou incorporagdo
através de transportadores passivos. .

Dentre os fotossensibilizantes da segunda geracdo destacam-se as Ftalocianinas por
absorver em comprimento de onda entre 650-680 nm, vermelho-visivel, que segundo
Sharman, (1999), ressalta que a faixa espectral de penetracdo nos tecidos eficiente devido a
auséncia de interferentes como cromoéforos enddgenos capazes de absorver em tais
comprimentos de onda *>?°. Além disso a complexacdo das ftalocianinas com fons metalicos
como Zn*" e AI**, sdo responsaveis por atribuirem as caracteristicas aos compostos formados
como aumento do rendimento quéntico, melhorando o tempo de vida dos estados excitados
singleto e tripleto %°. Atualmente um exemplo comercial de ftalocianina de uso clinico é o
Photosens®, um fotossensibilizante derivado aluminio ftalocianina sulfonada, utilizando na
Rassia em tratamentos de canceres de cabeca e pescoco, lesbes cutaneas e endobronquiais
entre outros males **%,

A terceira geragdo foi desenvolvida utilizando o conceito de otimizagdo da
biodisponibilidade, com carreadores como acessorios que aumentavam a permeabilizacdo e
do fotossensibilizante nas células alvo de forma mais eficiente e especifica utilizando
nanoestruturas sinalizadas com proteinas, aclicares ou material genético *+*2.

A escolha do fotossensibilizante dependera do tipo de tratamento a ser empregue, por
exemplo; tratamentos de doencas dermatoldgicas, lesdes ou infecgdes superficiais, demanda o
uso de formulacGes de aplicacdo tdpica ou intradérmica, ja tumores, nodulos e infeccbes
internas podem, por sua vez, estarem localizados em regides de dificil acesso necessitando de
uma formulacdo farmacoldgica que facilite o transporte do fotossensibilizante ao sitio de
acdao, normalmente por meio da administragdo de forma endovenosa ou intramuscular,
maneiras que diminuem as barreiras a serem vencidas pelos fotossensibilizantes melhor
biodisponibilidade.

O processo de irradiacédo para ativacdo do fotossensibilizante depende de uma fonte de
luz compativel com seu espectro de absorcao, contudo para melhor eficiéncia do processo é

ideal que o fotossensibilizante tenha sua banda de ressonancia localizada na “janela
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terapéutica” de comprimento de onda situada entre 600 e 800 nm, regido de maxima
penetracéo da luz nos tecidos biolégicos .

A reacdo de ativacdo do fotossensibilizante ja foi adaptada inUmeras vezes na
literatura utilizando o diagrama do fisico Aleksander Jabtonski, a Figura 2 ilustra a reagao que
ocorre durante a TFD. A molécula de fotossensibilizante é excitada por uma fonte de luz e as
moléculas saem de seu estado fundamental (Sp) e partem para um estado excitado
denominado de Singleto (S;) por ser um estado muito energetico e extremamente entropico as
moléculas sofrem uma pequena perda de energia retornando para um estado de menor energia
denominado de Singleto 1 (S;) através de um processo fisico chamado de converséo interna

(Cn®.

Figura 2 - Diagrama de Jablonski adaptado para Terapia Fotodinamica.

Diagrama de Jablonski Adaptado

8 - Estado Fundamental

§1 = Estado Excitado Singleto

A = Absorgdo

Sy = Estado Excitados Singleto Superior
CI = Conversdo Interna

CIS = Cruzamento Intersistemico

F =Fluorescéncia

Ty = Primeiro Estado Excitado Tripleto

CI 1
: 0 Ty, = Estado Excitado Tripleto Superior
Tipo 2 2 n
/\/\ 0, = Oxigénio Molecular

A0 2 10, = Oxigénio Singleto
EROS’s = Espécies Reativas de Oxigénio
F Tipo 1 EROS ERN’s= Espécies Reativas de Nitrogénio

ERNs

So

Fonte: Adaptado de Luiz (2019) *.

Durante o estado S; os elétrons buscam a estabilidade energética do estado
fundamental Sy, para isso é necessario perder a energia, tal processo pode ocorrer por
conversdo interna, liberacdo em forma de calor ou pelo mecanismo de fluorescéncia (F).

Contudo durante o processo de estabilizagdo energética pode ocorrer o evento
denominado de cruzamento intersistemas (CIS) onde os elétrons ndo conseguem chegar ao
estado Fundamental p6r a sua energia continuar alta e se torna uma molécula no estado

excitado Tripleto (T,).
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O estado T; é um estagio de transicdo energética, inferior ao S;, onde a molécula pode
retornar ao estado fundamental através dos mesmos mecanismos do S, fosforescéncia ou
conversdo interna *. Contudo durante o estado T, do fotossensibilizante, é possivel que ele
reaja com algumas moléculas do ambiente, trocando cargas e rompendo ligacGes. O principal
alvo dessas reag0es tende a ser o oxigénio molecular resultando assim, nas reagdes de tipo 1 e
2 de producdo de espécies reativas.

A reacdo do tipo 1 ocorre com o fotossensibilizante no estado Tripleto que transfere
energia para moléculas de oxigénio e nitrogénio, rompendo ligacBes e formando espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, j& a reacdo do tipo 2, transfere energia para o oxigénio
molecular(O,), o excitando a um estado denominado de Oxigénio Singleto (*O,) tal estado do
oxigénio é capaz de produzir reacdes oxidativas quando em contato a outras moléculas, assim
ocorre o processo fotodindmico.

Além dos fatores como dose de energia utilizada durante a irradiacao,
biodisponibilidade do fotossensibilizante, a eficiéncia da terapia depende do rendimento
qguantico da producdo de espécies reativas do fotossensibilizante. A relacdo do
fotossensibilizante e seu rendimento quantico de producédo de espécies reativas é o que atribui
sua eficiéncia a tratamento, uma vez que rendimento quéantico é um resultado obtido através
da razo entre os fotons emitidos e os f6tons absorvidos *.

Dentro da fisica o rendimento quéantico pode ser relacionado de inimeras formas como
rendimento quantico de espécie reativas produzidas por um reagente, rendimento quantico de
oxigénio singleto produzido em uma reacdo e rendimento quantico de fluorescéncia de um
determinado composto. Entre todos, o rendimento quéantico de fluorescéncia é a forma mais
simples e acessivel de se calcular a eficiéncia do fotossensibilizante estudado, uma vez que
substancias altamente fluorescentes normalmente sdo agente fotodindmicos pouco eficientes
pois possuem uma baixa producdo de moléculas excitadas no estado T; resultando em baixa
transferéncia de energias para moléculas como o oxigénio molecular %°.

O calculo do rendimento quéntico de fluorescéncia é dado pela comparacgdo entre um
fotossensibilizante de estudo e um fotossensibilizante padrdo que emita no mesmo
comprimento de onda, utilizando a Equacdo 1 descrita através dos estudos de Crosby e
Demas, (1971) *;
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Equacdo 1 - Calculo do Rendimento Quéntico de Fluorescéncia.

(Area amostra)  (Absorbancia padrio) (n padrao)

x0fp (1)

@famostra = — X
f (Area padrao) (Absorbancia amostra) (n amostra)

Fonte: Crosby e Demas (1971) *.

Na equacdo, @f é o rendimento quéntico de fluorescéncia, a area é a integral das
bandas de emissdo compativeis com o comprimento de onda excitatorio e n € o indice de
refracdo do solvente utilizado. O resultado obtido pela equacdo encontra-se no intervalo de
0>@f>1, quando o resultado de um fotossensibilizante de estudo é proximo a O entende-se
gue possui uma alta eficiéncia no uso terapéutico, quando o resultado € préximo a 1 o

fotossensibilizante ndo possui uma boa eficiéncia fotodinamica para uso 2°.
3.2 Mecanismos Resisténcia a Terapia Fotodinamica

Uma das limitacbes da utilizacdo da TFD como tratamento continuo ou de longa
duracdo é o possivel mecanismo de resisténcia a drogas que as células podem desenvolver
guando séo expostas ao agente fotossensibilizante por sucessivas vezes ou longos periodos de
tempo segundo Casas et al. (2015) **.

Desta forma Casas descreve a resisténcia a TFD ancorada em pontos especificos
como:

(1) Expressao de glicoproteinas e transportadores ABCGZ2;

(2) Inducdo precoce de sinalizacao génica e transdugoes de vias metabdlicas;

(3) Interrupcéo do processo de apoptose e autofagia;

(4) Expressao das proteinas de choque térmico (HSP’s);

(5) Mudancas na formacéo do citoesqueleto e expressao das proteinas de adeséo.

Entende-se que a expressdo das proteinas HSP’s desempenham um papel importante
na sobrevivéncia celular, pois sdo ativadas como mecanismo de resposta a estimulos externos
que ameacem a sobrevivéncia celular, como aumento da temperatura, mudanca de pH ou
interacdo com substancias ou organismos exégenos 3%,

As HSP’s podem ser divididas em seis principais familias:
e small HSP’s — Proteinas menores que 40 Kda
e HSP40 — proteinas maiores que 40 Kda e menores que 60 Kda

e HSP60 — Proteinas maiores que 60 e menores que 70 Kda
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e HSP70 - Proteinas maiores que 70 Kda e menores que 100 Kda

e HSP100 - Proteinas maiores que 100 Kda

Essas proteinas auxiliam no dobramento de novas proteinas formadas em ambientes
estressores ou interagem com outras proteinas ja danificadas as induzindo a degradagédo ou
reparo % Qutra caracteristica desempenhada por algumas HSP’s ¢ a capacidade de inibicao
ou ativacdo de vias sinalizadoras como a via do apoptose que sofre grande influéncia de
proteinas como a HSP 27 %,

A proteina GRP78 (HSPAb) é controlada pela glicose encontrando-se no Iimen do
reticulo endoplasmatico, tendo como principal funcdo o deslocamento proteico. No cancer, a
GRP78 ¢ frequentemente translocada para a membrana plasmatica, sendo responsavel pela
ativacdo da via de sinalizacdo AKT, tal via é responsavel pela inibicdo de um dos sinais
desencadeados da via intrinseca da apoptose, por meio da interacdo com fosfatidilinositol 3-
quinases (P13K) **.

Jaa HSP70 (HSPA9) é encontrada no interior mitocondrial, possuindo como funcgoes a
regulagio da diferenciacéo celular e na tumorigénese, por associacdo com a proteina p53 *2. A
proteina HSP 90 atua como chaperona no enovelamento e estabilizacdo de varias proteinas,
incluindo receptores, quinases, fatores transcricionais e telomerases, podendo atuar na célula
tumoral estabilizando grande numero de proteinas. Esta atividade ocorre em particular nas
oncoproteinas como; B-RAF, C-KIT, ErbB2, K-RAS e a P53, responsaveis por sinalizacdo de

sobrevida ou proliferacdo de células carcinogénicas *.

3.3 Resposta Imunoldgica P6és Terapia Fotodinamica

Alguns estudos demonstraram que quando administrada em tecidos normais e
tumorais a TFD promove processo inflamatorio estimulando a producdo de citocinas
inflamatorias de forma que essas substancias irdo induzir a migracdo de neutréfilos e
macréfagos para a regi&o das células tumorais promovendo atividade tumoricida *°.

Algumas dessa citocinas demonstram comportamento similar executando atividade
pré-inflamatorias. Segundo Yom et al. (2003) foram detectados em pacientes apés cirurgia e
TFD, niveis elevados de IL1p, IL6, IL8 ¢ IL 10 em mesotelioma (tumor do tecido que reveste
0s pulmdes). Situacdo semelhante foi observada nos estudos de KICK et al. (1995) e
GOLLNICK et al. (1997) uma vez que apos a aplicacdo de TFD os niveis de IL6 se elevaram

em comparacdo a outros mediadores, Wang et al. (2013) também relata em seus
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experimentos, aumento da expressdo de TNF-a apds semanas do tratamento de camundongos
expostos a UVB “>°,

Assim é importante destacar a atuacdo das citocinas IL-6 e TNF-o como citocinas
envolvidas principalmente na imunidade inata, desempenhando papéis na atividade pro-
inflamatoria e na apoptose de organismos exégenos ou células cancerigenas **% A IL-6 é
uma classe de proteinas soluveis atuantes na proliferacdo celular, diferenciacéo e apoptose. Ja
a TNF-a é uma citocina pro-inflamatoria e atuante na apoptose, que estimula o recrutamento

de macréfagos principalmente em células tratadas com TFD %%,
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4 METODOLOGIA

O presente estudo foi desenvolvido em etapas como descritas na Figura 3, onde a 12
etapa foi a caracterizacao do Fotossensibilizante, a 22 etapa foi a padronizacao dos parametros
de concentracdo e dose de energia para a terapia e a 3% etapa foi a avalicdo dos efeitos
bioldgicos utilizando os parametros de concentracdo do fotossensibilizante e dose de energia

estabelecidas na 22 Etapa.

Figura 3 - Diagrama das Etapas do Experimento.

19 Caracterizagdo por espectroscopia de
Uv/Visivel e Florescéncia do
Fotossensibilizante

. w

a D
22 Tempo de incubagdo do Fotossensibilizante
e

Padronizacdo da Densidade de Energia
Aplicada

39 Caracterizacdo dos efeitos bioldgicos pds
Terapia Fotodinamica.

Fonte: Autor.

4.1 Diluicdo e Caracterizagdo das Propriedades Fotofisica da Aluminio Ftalocianina
Tetrasulfonada (AlPcS4)

O Fotossensibilizante utilizado nesse estudo é a Aluminio Ftalocianina Tetrasulfonada
(AIPcS4) (Porphyrin Frontier Scientific, Logan, UT, USA) diluida em Tampdo Fosfato 1X
(PBS) armazenada ao abrigo da luz sobre a temperatura de 4°C *°

Para encontrar a melhor concentracdo de trabalho efetuou-se uma dilui¢éo seriada do
fotossensibilizante AlIPcS, em PBS. Partindo da amostra concentrada de 1 mM para dilui¢cGes
de 1 uM; 2 uM; 3 UM; 4 uM e 5 uM.
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Com o intuito de padronizar e garantir linearidade nas dilui¢Ges, realizou-se curva de
calibracdo das aliquotas da solucdo de AIPcS,;, com o objetivo de se obter uma relacdo
proporcional como previsto pela Lei de Lambert e Beer, simulando assim um ambiente
passivel de estipulagdo da concentragdo da amostra utilizando a equacdo da reta gerada a
partir da calibracéo >’

A anélise de absorcdo foi realizada no equipamento Espectrofotémetro Cary-50
(Varian, Inc), localizado no laboratério multiusuario do Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento (IP&D) na Universidade do Vale do Paraiba — UNIVAP.

4.1.1 Analise do Espectro de Absorcéo e Emisséo do Fotossensibilizante

A anélise de absorcdo e fluorimetria foram realizadas nos equipamentos Fluorimetro
Varian Cary Eclipse (Varian, Inc) e Spectrofluorometer FS5 (Edinburgh Instruments),
instalados no Laboratério Multiusuario do Departamento de Biofisica da Universidade
Federal de Sdo Paulo — UNIFESP e Laboratério de Nanomateriais e Nanotoxicologia da
Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP).

Foram analisadas as amostras de Aluminio Ftalocianina Tetrasulfonada (AIPcS4)
diluidas em PBS, na concentracdo de 0,6 uM e comparadas ao Zinco ftalocianina diluida em
DMSO, na concentracdo de 2 UM para a realizagdo do calculo do Rendimento Quantico,

Equacdol, do Fotossensibilizante.

4.1.2 Escolha da concentracdo

Apds a andlise dos espectros de absorcdo e a célculo do rendimento quéantico de
fluorescéncia utilizamos a maior concentracdo encontrada no espectro UV/Visivel ndo
ultrapassando a medida de 100% do equipamento, para fornecer o maior nimero possivel de
moléculas disponiveis com um baixo o risco de aglomeracdo do fotossensibilizantes, dentro

dos parametros estabelecidos anteriormente.
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4.2 Padronizacdo da Técnica

4.2.1 Linhagem Celular

A linhagem celular utilizada foi a Hep-2, proveniente de carcinoma de laringe
humano. A cultura foi adquirida no Banco de Células do Rio de Janeiro e mantidas em
garrafas de 25cm?, utilizando meio de cultura Dulbecco’'s Modified Eagle's medium (DMEM),
suplementado com 10% (vol/vol) de soro fetal de bovino, 1% Antibi6tico-antimicético

(penicilina e estreptomicina) a 37°C em atmosfera de 5% de CO,.
4.2.2 Irradiacéo

A irradiacéo foi feita no Equipamento de LED - Biopdi/IRRAD-LED 660 nm (Biopdi,
Sdo Carlos, Séo Paulo, Brasil), dispositivo composto por 54 LEDs em seu interior,
responsaveis pela irradia¢do da placa ou garrafa depositada no equipamento, cada LED possui
70 mW de poténcia, totalizando uma intensidade de 25 mW/cm?, emitindo em 660 = 5 nm e
cobrindo uma area de 150 cm?.

A densidade de Energia (1) foi calculada utilizando a Equacéo 2;

Equacdo 2 - Densidade de Energia.

_ (54x70 mW') (2)
152 cm?

Fonte: Fontana et al. (2017) .

A fluéncia (F) também pode ser calculada de acordo como o protocolo descrito por Fontana et

al. (2017) com a Equacdo 3 %8

Equacéo 3 - Fluéncia

LU K)

F =35l
- " em?

Fonte: Fontana et al. (2017) %8,
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4.2.3 Curva de Resposta a Dose de Energia

As células foram plaqueadas na densidade de 1x10* células/poco em microplacas
pretas de fundo chato e transparente com tampa de 96 pocos e 24 h apds o meio de cultura foi
retirado e as células foram lavadas duas vezes com tampédo fosfato salino 1x (PBS). Em
seguida, adicionou-se AIPcS,, para verificar a eficacia da terapia fotodindmica apos a
variacdo da densidade de energia assim, baseado em protocolos do grupo de pesquisa a
concentracdo escolhida foi de 5 pM/mL, aplicou-se 200 uL da solu¢do de AlPcS, e se
incubou por 1 h em estufa a uma temperatura de 37 °C e 5 % CO, *>*®. Ao término deste
periodo, a solucdo de AlIPcS, foi retirada, as células foram lavadas novamente duas vezes e
finalmente irradiadas em PBS.

Assim foram divididos 6 grupos sendo eles: 0 J/cm?, células sem o fotossensibilizante
e nio irradiadas; TFD com 5 J/cm?; 10 J/cm?; 15 J/lem?; 20 J/cm?e 25 J/cm? de fluéncia.

Ap0s a irradiacdo, descartou-se 0 PBS e se adicionou meio de cultura DMEM,
retornando as células a estufa para serem incubadas a 37 °C em atmosfera de 5 % CO, durante
24 horas para posterior avaliacao da capacidade clonogénica.

Adotou-se como dose padrdo para o0s testes posteriores a menor dose de energia a
atingir uma reducgéo populacional de 50% no ensaio colorimétrico com Cristal Violeta.

4.2.4 Variacao de Tempo de Incubacdo para Resposta da terapia

As células foram plaqueadas na densidade de 1x10* células/poco em microplacas
pretas de fundo chato e transparente com tampa de 96 pocos, 24 h apds o meio de cultura foi
retirado e as células foram lavadas duas vezes com tampao fosfato salino 1x (PBS).

Em seguida variou-se o tempo de incubacdo em 1 e 24 Horas, utilizando placas
diferentes, assim adicionou-se 200 puL da solugdo de AIPcS, diluida em meio DMEM sem
indicador Fenol na concentracdo resultante da avaliacdo dos espectros. Ao término deste
periodo, a solucdo de AIPcS, foi retirada, as células foram lavadas duas vezes com PBS e
irradiadas utilizando a densidade de energia obtida no ensaio da curva de dose resposta de
energia. Para avaliacdo do experimento utilizou-se do teste de capacidade clonogénica, Cristal
Violeta.
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Utilizou-se como critério de selecdo para o tempo de incubacdo, o grupo demostra
maior viabilidade de aplicagdo clinica comparado a redugdo populacional demonstrado no

ensaio de capacidade clonogénica.

4.3 Caracterizagéo dos Efeitos da Terapia in vitro

Para o estudo as células foram divididas em 5 Grupos;

e Grupo Controle, células Hep-2 ausente de tratamento;

e Grupo AIPcS,, ceélulas incubadas com 5 uM do fotossensibilizante AIPcS, e
incubadas na auséncia de luz;

e Grupo Luz, células expostas a irradiacdo de 5 J/icm? do dispositivo de LED -
Biopdi/IRRAD-LED 660 nm;

e Grupo TFD, células incubadas com 5 uM do fotossensibilizante AIPcS, e expostas
a irradiacao de 5 J/cmz2 do dispositivo de LED - Biopdi/IRRAD-LED 660 nm;

Ao fim de cada experimento, o sobrenadante foi coletado e armazenado sob

refrigeracdo (-20°C) com para posterior quantificacdo de citocinas pré-inflamatdrias (TNF-a ¢

IL-6), pelo teste imunoenzimatico (ELISA).

4.3.1 Capacidade Clonogénica - Cristal Violeta

Apbs os periodos de 24 e 48 horas de avaliacdo do tratamento As células foram
lavadas com salina tamponada com fosfato (PBS - Gibco) a 37 °C, para a remocao das células
ndo aderidas, e incubadas com 100 pL da solugdo de Cristal violeta (2,59 Cristal Violeta;
0,85g NaCl; 15,5 mL Etanol 95%; 28 mL H,O destilada; 16,5 mL Paraformaldeido) por trés
minutos em temperatura ambiente. Ap6s o periodo de incubacéo as placas foram lavadas com
agua corrente para retirada do excesso do corante e as células foram incubadas com 200 pL da
solucéo de eluicdo de Dodecil sulfato de sodio (SDS) durante 1h. Ao término do periodo de
incubacdo efetuou-se a leitura no espectrofotdmetro (SpectraCount Packard) com o
comprimento de onda de 570 nm.

A coloracéo por violeta de metila reflete a perda da monocamada celular por meio da
quantidade total de acido nucléico, utilizando assim a Figura 4 € possivel ilustrar as etapas de
coloracéo e revelacdo do ensaio. Na Figura 4, quadro nimero 1 e 2 as células séo expostas a

solugéo corante de Cristal Violeta, no quadro 3 as mesmas passaram pelo tempo de exposi¢éo



31

e foram lavadas com uma solucao tampé&o, assim restando apenas as células aderidas na placa
e assim é adicionado um solvente organico para romper as células e solubilizar o cristal
violeta, por fim no quadro 4 as célula foram lisadas e o0 corante agora esta disponivel em todo
poco da placa de cultura para ser analisado dentro do espectrofotdmetro. Assim séo
quantificadas mudancas quando se compara 0s tratamentos ao grupo controle resultando na

alteracdo no nimero de células aderidas **.

Figura 4 - llustracdo das Etapas de Coloracdo e Revelagcdo do Ensaio de Coloracdo com Cristal
Violeta.
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Fonte: Autor.

4.3.2 Atividade Mitocondrial - MTT

Apos os periodos de 24 e 48 horas de avaliagdo do tratamento as células foram lavadas
com PBS a 37 °C, para a retirada daquelas ndo aderidas, em seguida foram incubadas com
100 pL da solucdo de MTT {brometo de [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5 difeniltetrazolio]}
(Sigma®) por duas horas em temperatura ambiente. Apos esse periodo a solucdo foi
descartada e adicionou-se 200 pL de dimetilsulfoxido (DMSO), em seguida foi agitada em
Incubadora Refrigerada de Bancada - Cientec a 100 rpm por 30 minutos, sendo todo o
processo realizado ao abrigo da luz, pois as substancias geradas sdo sensiveis a luz. Com o
término do periodo de incubacdo, realizou-se a leitura no espectrofotdmetro SpectraCount a
A=570 nm.

Esse método é constituido na avaliagdo da atividade mitocondrial, llustrado pela
Figura 5, ele consiste na absorcdo do sal MTT {brometo de [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5
difeniltetrazélio]} pelas células representado na Figura 5, nos quadro 1 e 2, sendo convertido
no interior da mitocondria a um produto chamado formazan, representado no quadro 3,
quando acumulada no citoplasma ela sera extraida ao adicionar um solvente apropriado como

ilustrado no quadro 4 °*.
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Figura 5 - llustracdo das Etapas de Metabolizacdo e Revelagédo do Ensaio de MTT.
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Fonte: Autor.

4.3.3 Atividade Lisossomal — Vermelho Neutro

Ap06s os periodos de 24 e 48 horas de avaliacdo do tratamento, os grupos foram
incubados com 200 pL corante vermelho neutro por um periodo de 2 horas a 37 ° C em
atmosfera de 5% de CO,. Em seguida, foi retirado o excesso de corante e incubadas com 200
pl da solucdo de eluicdo e efetuada a leitura no espectrofotdmetro (SpectraCount TM
BS10001- Packard) com o comprimento de onda de 490 nm.

A Figura 6 ilustra as etapas de coloracdo e revelacdo do corante vermelho neutro,
sendo os quadros 1 e 2 a exposicdo ao corante, quadro 3 a incorporacdo da células apos a
remocao do excesso dele através da lavagem com solucdo tampédo e exposicdo ao solvente
organico para lise da célula e solubilizacdo do corante, por fim o 4 quadro que ilustra a
exposicdo do corante que antes estava nas membranas e lisossomos para leitura no
espectrofotbmetro.

O vermelho neutro é um corante vital, solivel em agua e que passa através da
membrana celular, concentrando-se nos lisossomos. As células vivas incorporam o vermelho
neutro nos seus lisossomos e membranas, assim a perda de absor¢cdo em relagdo ao controle

corresponde & perda de viabilidade celular ®2.

Figura 6 - llustracdo da Coloragéo e Revelagéo do ensaio Vermelho Neutro.
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Fonte: Autor.
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4.3.4 Quantificacdo de Citocinas - Ensaio Imunoenzimético ELISA

Placas de microtitulacdo de 96 pogos (Nunc) foram sensibilizadas com anticorpos de
captura anti-TNF-a e anti-IL-6 de humanos (Kits R&D Systems, NE) mantidas overnight em
temperatura ambiente. No dia seguinte, as placas foram lavadas com PBS contendo Tween 20
(PBS-T) e blogueadas com soro albumina bovina (BSA, 0,1%) por 1 hora. Apos as placas
foram lavadas com PBS-T, seguido pela adi¢do dos sobrenadantes da cultura de células (100
WL por poco) e os padrbes das citocinas com concentragcdes conhecidas (curva-padrdo). Os
testes foram realizados em duplicata. Apos duas horas de contato com os sobrenadantes, as
placas foram lavadas (PBS-T), apds foram acrescentados os anticorpos de detec¢do anti-TNF-
a e anti-IL-6 marcados com biotina. Ap6s 2 horas de incubacdo a reacdo foi revelada com
solucdo contendo substrato cromogénico e perdxido de hidrogénio. A reacdo colorimétrica foi
bloqueada, ap6s 20 minutos, com &cido sulfdrico 2N. As densidades dpticas (DO) foram
obtidas no leitor de microplacas (Biotek ELx 808) com comprimento de onda de 450 nm e

analisados estatisticamente através do programa GraphPad Prism 5.0.

4.3.5 Extragédo de RNA Total

A extracdo de RNA total foi realizada utilizando o reagente TRIzol (Thermo Fisher
Scientific, Gibco, Waltham, MA, EUA), assim o meio foi retirado da placa de 6 pocos e se
acrescentado 500 pl do reagente por poco adaptando o protocolo publicado por Chomczynski
e Sacchi (1987) %. A concentracdo de RNA foi determinada por espectrofotometria utilizando
0 NanoDrop Thermo TRIzol (Thermo Fisher Scientific, Gibco, Waltham, MA, EUA) e a
integridade das amostras extraidas foi analisada por meio de eletroforese em gel de agarose

sob condicBes desnaturantes. As amostras foram utilizadas para a sintese de cDNA.

4.3.5.1 Sintese de cDNA

Trés amostras de RNA adquiridas em trés experimentos distintos foram primeiramente
tratadas com DNAse | (Promega, Madison, Wisconsin, EUA) utilizando 1 pl de RNA e 1 pl
de DNAse. A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada utilizando os RNAs tratados com
DNAse empregando o kit GoScript™ Reverse Transcriptase reverse (Promega, Madison,

Wisconsin, EUA), de acordo com as instrug¢Ges do fabricante.
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A concentragdo do cDNA foi estimada utilizando o protocolo estabelecido no
laboratério avaliando a quantidade de entrada de RNA na reacdo e estimando a quantidade de
cDNA que formada ao término dela, estes serdo diluidos para 12 ng/uL para utilizacdo nos
experimentos de RT-gPCR ( reacdo da transcriptase reversa, seguida de reacdo em cadeia da

polimerase em tempo real).

4.3.5.2 RT-gPCR para Avaliacdo da Expressdo Génica

A andlise da expressdo dos genes estudados neste trabalho foi realizada por meio da
técnica de RT-gPCR e da metodologia Syber Green, utilizando o equipamento StepOnePlus
Real Time System (Applied Biosystems). Trés amostras de RNA provenientes de
experimentos independentes foram utilizadas para cada um dos pontos analisados e as reacdes
realizadas em duplicata. Oligonucleotideos iniciadores especificos desenhados, representados
na Tabele 1, tiveram sua especificidade confirmada por meio de buscas no genoma de
Humano utilizando a ferramenta Blast e por meio da analise da curva de dissociacdo de cada
um dos oligonucleotideos utilizados.

Os experimentos de RT-gPCR foram realizados utilizando o kit GoTag® gPCR
Master Mix (Promega, Madison, Wisconsin, EUA), usando 5 ng de cDNA e 2 pL de cada
oligonucleotideos iniciador, em reacdes de 12,5 pL. O ciclo da PCR consistiu em 95 °C por
10 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 s e 60 °C por 1 min. A curva de dissociacgdo foi
gerada ao final de cada corrida para verificacdo da especificidade dos oligonucleotideos
utilizados. Todos os procedimentos e metodologias adotadas para a realizacdo de RT-gPCR

foram baseados em estudos prévios %4,

Tabela 1 - Genes Avaliados e seus Primers (continua...)
Genes Primers
Hspo7 F 5°- GAT GTC AAC CAC TTC GCC CC-3”
R 5’- AGA TGT AGC CAT GCT CCT-3’
F5-TTG TGC AGT TGC CTA CAG GA-3’
HSP70

R 5’-GCAGTC ACT TGC TCAGTG GT-3°
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Tabela 1 - Genes Avaliados e seus Primers (concluséo)
F 5°- CAA GCA ACC AAA GAC GCT GG-3’
RTS8 R 5’-CTG CCG TAG GCT CGT TGAT-3’
F 5°- GAT GAG CAG TAC GCT TGG GA-3’
FSP90 R 5°- TCC ACG ACC CAT AGG TTC AC-3’
F 5°- ATCCCCAAAGACCTCCCTGA-3’
BN R 5°- CCAGTTCGATGGCCTGGATT-3’
F 5°- TCAAGTGACTTCTGCCCACC-3’
PeN R 5°- GAGCGCACGTAGACACATCT-3’
F 5°- CTGCTTGTCCAAATCAGG-3’
SoDz R 5°- GTGCTCCCACACATCAAT-3’

Fonte: Autor.

4.4 Andlises Estatisticas

Para a realizacdo das analises estatisticas dos testes foram realizados em triplicatas
com o menor nimero de amostral sendo 3, assim a média das repeticdes foram utilizadas para
as comparacdes estatisticas.

A significancia estatistica dos demais testes foi determinada utilizando os testes de
ANOVA one way e two way, confirmados pelo teste de Tukey com a significancia admitida
de P <0,05.

Para a realizacdo das andlises estatisticas e plotagem dos graficos foi utilizado o
software GraphPad Prism 6® (GraphPad Inc., La Jolla, CA). As representacdes graficas dos
resultados possuem em destaque 0s grupos que resultam em significancia estatistica quando

comparados ao grupo Controle, Tabela 3 ilustra as legendas presentes nas representacdes

graficas.
Tabela 2 - Referéncia dos intervalos de valores estatisticos representados nos Graficos.
P Valor Relevancia Estatistica Representacdo
< 0,0001 Extrema Significancia Fhkx
0.0001 a 0.001 Extrema Significancia il
0.001a0.01 Grande Significancia **
0.01a0.05 Significancia *

Fonte: Adaptado do Graphpad ®.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Curva de calibracédo da AlPcS4 e analise do espectro de absorc¢do Uv/Visivel

A curva de calibracdo da Aluminio Ftalocianina Tetrasulfonada (AIPcS,) esta
representada pelo espectro de absorbancia das amostras fracionadas na Figura 7, onde é
possivel notar a formagdo da banda de Soret na regido de 350 nm e a banda Q com o pico
mais intenso em 676 nm, banda que atribui caracteristica as Ftalocianinas (673 £5 nm).
Comparando as concentracdes entre si de forma qualitativa € possivel notar graficamente uma
proporcionalidade gerada pelo aumento da concentracdo do fotossensibilizante, também é
importante notar que a AIPcS, possui em seu espectro uma caracteristica favoravel de
absorcdo dentro da janela Optica de 600 a 800 nm favorecendo maior penetracdo da luz e

facilidade de ativag&o do farmaco em terapias >

Figura 7 - Diluicdo da Alumino Ftalocianina Tetrasulfonada (AIPcS4).
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Fonte: Autor.

Como forma de controle da diluicdo efetuou-se o célculo de calibracdo utilizando a

absorcéo obtida através da analise do pico de 676 nm em conjunto com a concentracdo do
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composto expressa no mesmo, resultando assim em uma equacdo da reta expressa na Figura

8, com um coeficiente de determinacao de 99,98% de confiabilidade.

Figura 8 - Calibracdo Expressa Graficamente Através da Equacdo da Reta.
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Fonte: Autor.

Ao analisarmos as Figuras 7 e 8 € possivel notar que a diluicdo do fotossensibilizante
AlPcS, atinge sua concentracdo maxima de leitura no equipamento proximo a 5 uM tal
concentracdo ja era adotada em estudos anteriores como de Moraes et al. (2019),
apresentando eficacia na destruicdo da linhagem celular HEp-2, causando danos em seu
material genético impossibilitando sua sobrevida .

Assim ao escolher um fotossensibilizante é de interesse saber seu coeficiente de
diluicdo nos meios de trabalhos, possibilitando assim um provavel aumento de
disponibilidade do fotossensibilizante nas células. Uma vez que aglomerados de moléculas
levam a perda da propriedade fotodinamica por modificarem as bandas de absorcdo do

fotossensibilizante °"°’.
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5.2 Anélise do Espectro de Absorc¢éo e Emissdo do Fotossensibilizante e Calculo do

Rendimento Quantico de Fluorescéncia

A Figura 9 apresenta de forma grafica os espectros de absor¢do e emissdao do
fotossensibilizante AlPcS, diluido em PBS. No espectro de absor¢do a banda Q sofre com
uma variagdo alterando seu pico mais intenso para 680 nm. O espectro de Emisséo foi
adquirido utilizando o comprimento de onda de 660 nm para simular o mesmo comprimento

do equipamento usado para irradiacdo e ativacdo do fotossensibilizante, emitindo com maior

intensidade em 685 nm.

Figura 9 - Espectros de Absor¢do e Emissao da Aluminio Ftalocianina Tetrasulfonada.
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Fonte: Autor.

Para efetuar o célculo de rendimento quantico de fluorescéncia foi necessario adquirir
0s espectros de absorcdo e emissdo do fotossensibilizante Zinco Ftalocianina (ZnPc) diluido
em Dimetilsulféxido (DMSO) na concentracdo de 2 pM L™, Figura 10. Assim o espectro de
absorcéo da ZnPc demonstra sua banda Q de maior intensidade em 670 nm e quando excitado
no comprimento de onda de 660 nm, sua emissdo ocorre com um pico de maior intensidade
em 679 nm.

De forma prévia ao calculo de rendimento quéntico de fluorescéncia, dividiu-se a
fluorescéncia do pico de maior intensidade dos espectros de emissdo dos fotossensibilizante
pelo nimero de moléculas do fotossensibilizante, obtendo assim um numero aproximado de
fluorescéncia por molécula de fotossensibilizante, sendo de 8,26,10%* Unidades
Arbitrarias/Moléculas de AIPcS, e 2,76,10%" Unidades Arbitrarias/Moléculas de ZnPc. Tais

valores dimensionam a diferenca de fluorescéncia de cada tipo de ftalocianina, assim quando
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comparamos a fluorescéncia da molécula de AIPcS, e com molécula de referéncia ZnPc, fica
evidente que a molécula de AIPcS, excitada no comprimento de onda de 660 nm possui sua
fluorescéncia menor em 30% que a molécula de ZnPc.

A fluorescéncia é uma das formas de perda da energia adquirida pelo
fotossensibilizante durante sua fase de excitagdo, assim moléculas muito fluorescentes tendem
a serem ineficientes na terapia fotodindmica devido a baixa probabilidade de gerar espécies
reativas decorrentes das reacdes de transferéncia de energia, uma das formas de mensurar a
eficiéncia de uma molécula como fotossensibilizante é o calculo de rendimento quantico de

fluorescéncia.

Figura 10 - Espectros de Absor¢do e Emissdo da Zinco Ftalocianina.
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Fonte: Autor.

Assim o rendimento quéntico é uma medida acessivel e de execucdo simples que
possibilita prever a eficiéncia do fotossensibilizante, uma vez que um alto rendimento
qguantico de fluorescéncia indica um composto ideal para utilizagio como marcador
fluorescente e um composto com baixo rendimento quéantico de fluorescéncia permite inferir a
possibilidade de uma alta taxa de formacdo de espécies reativas, favorecendo o uso do
composto como fotossensibilizante.

Para o célculo do rendimento quéantico de fluorescéncia, adotou-se a Equagdo (1),
descrita por Crosby e Demas, (1971), assim utilizando a zinco ftalocianina como
fotossensibilizante padrdo para comparagdo admitiu-se seu rendimento quantico de

fluorescéncia, quando dissolvida em DMSO, como @¢ZnPc = 0,20 descrito por Ogunsipe et

al. (2004) e Giimriikci et al. (2014) 3589,
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Assim ao final do célculo o rendimento quéntico de fluorescéncia obteve-se o valor de
@rAlPcS, = 0,28, rendimento compativel com os trabalhos que utilizam derivados de
ftalocianinas, tal resultado descreve uma faixa de producéo de fluorescéncia baixo resultando
em si um possivelmente elevado de rendimento na producéo de oxigénio singleto 2%

E importante ressaltar que o solvente afeta significativamente o processo de excitacio
e emissdo dos fotons da amostra, pois devido a polaridade e a relagcdo das cargas elétricas
entre soluto e solvente pode ocorrer agregacao e perda do espectro caracteristico, diminuindo
assim o rendimento quantico de fluorescéncia e de producdo de espécies reativas do

fotossensibilizador.

5.3 Padronizacdo da Técnica

5.3.1 Curva de Resposta a Densidade de Energia Empregue na Irradiacéo

Com base nos testes anteriores e nos estudos de nosso grupo de pesquisa citados na
metodologia, definiu-se a dose de 5 uM L™, visando possibilitar a melhor biodisponibilidade
utilizando o fotossensibilizante AIPcS, Desta forma seguindo os protocolos estabelecidos no
artigo de Moraes et al (2019) para o tempo de incubacéo do fotossensibilizante, otimizou-se a
densidade de energia ativadora do fotossensibilizante para melhor aplicagdo da terapia,
utilizando como critério de avaliacdo a menor dose de energia capaz de diminuir a densidade
populacional abaixo de 50% através do ensaio de colorago por cristal violeta 2%7%2.

Assim a curva de resposta a densidade de energia variada, Figura 11, demonstra
diferenca significativa em todas as dosagens aplicadas quando comparado ao grupo controle,
P<0,001, obtendo um percentual minimo de morte de 50% em todos os grupos irradiados.
Quando comparamos as densidades de energias entre si, ndo € possivel obter significancia nos
testes estatisticos desmontando assim indiferenca na variacdo de energia utilizando a
concentracdo de 5 pM L™ de AIPcS,.

Tal resposta sugere que a partir da dosagem de 5 J/cm?, o aumento da densidade de
energia ndo aumenta a eficiéncia da técnica causando o mesmo potencial de morte celular,
ainda se pode inferir que o aumento da densidade energia total entregue a placa apenas
variando o tempo de exposicéo, pode levar a um principio de aquecimento dos componentes

da placa de cultura, contudo devido a densidade de energia e o comprimento de onda
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utilizando, acredita-se que nédo existiu interferéncia do fator aquecimento devido a taxa de
morte manter-se constante.

E importante ressaltar que estudos diversos utilizando a ftalocianinas de forma geral,
ndo houve preocupacdo em avaliar se a fonte de energia era eficaz para a ativacdo do
fotossensibilizante ou a dose minima de energia ativadora a ser utilizada ou exibir a curva
teste de densidade de energia ativadora, ponto que corrobora para a ineficacia de alguns
tratamentos e possivelmente a geracdo de clones resistentes a terapia fotodindAmica como nos
estudos de Singh et al. (2001), onde compara a eficacia dos fotossensibilizantes Azul de
Metileno, Porfirin e AIPcS,; sugerindo a formacdo de clones resistentes apds
aproximadamente 8 ciclos de aplicacdo da terapia nas células **. Contudo utilizando de luz
branca com filtro vermelho de 525 — 700 nm e com a energia maxima de ativacdo de 0,81
J/lcmz2 aproximadamente 6 vezes menor que a menor densidade de energia escolhida para este
trabalho. Desta forma é evidente que o estudo da variacdo da densidade de energia é
importante para um tratamento eficaz utilizando a TFD.

Entdo adotou-se a densidade de energia de 5 J/cm? para realizacdo dos demais testes
sugeridos, uma vez que se demonstrou a menor densidade capaz de ativar a atividade

fotodinamica de forma eficiente para utilizagdo em protocolos de estudo.

Figura 11 - Ensaio Clonogénico com Dosagem Seriada de Energia.
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5.3.2 Variagao de tempo de incubagéo para resposta da terapia

Com a densidade de energia de 5 J/cm?2 definida, executou-se o ensaio para avaliar a
resposta ao tempo de incubacdo do fotossensibilizante utilizando apenas dois tempos, 1 hora
de exposicdo ao fotossensibilizante e 24 horas de exposicdo ao mesmo, para isso se utilizou
com solugdo para diluigdo do fotossensibilizante o meio de cultura DMEM sem indicador
fenol e ndo suplementado com soro fetal bovino, evitando assim a possibilidade da interagdo
da albumina com o fotossensibilizante a possivel inativacdo deste.

Para avaliagdo da comparacdo utilizou-se o ensaio de coloracgdo de cristal violeta para
estimar a densidade populacional apés a TFD em ambos 0s tempos de incubagdo. Assim apos
a analise dos dados demonstrados na Figura 12, ambos os periodos de incubacdo, 1 e 24
Horas, demonstraram diferenca estatistica quando comparados ao grupo controle, P<0,0001.

Quando comparados entre si também apresentam significancia estatistica, P<0,0001,
demonstrando que em 24 Horas existe um acimulo de AlIPcS, que resulta em uma diminuicao
populacional de 34% superior ao periodo de 1 Hora.

O tempo de incubacdo dos fotossensibilizantes demonstra a eficiéncia de
bioacumulagdo destes e a capacidade da célula de metaboliza-los. Durante o processo descrito
pela Figura 1, nos passos 1 e 2, a internalizacdo do fotossensibilizante pela célula ocorre de
forma ciclica e continua uma vez que exista presenca de fotossensibilizante em meio
extracelular e o tempo de degradacédo deste atraveés da metabolizacdo ou expulsdo para o meio
extracelular varia de célula a célula. Desta forma longos periodos de incubacdo com o
fotossensibilizantes pode ser benéficas ao tratamento aumentando sua eficiéncia a terapia,
contudo tal afirmacdo sé se torna real uma vez que exista fotossensibilizante o suficiente em
meio extracelular para que ocorra continuamente sua entrada no interior da célula, levando ao
platd e a constante de uma curva de saturagdo ">,

Wieder et al. (2006), em seus estudos avaliou a eficiéncia da terapia ap0s uma
variagdo do tempo utilizando nanossondas com fotossensibilizante e concluiu que em seu
maior tempo de incubacéo, de 6 Horas, ocorreu maior redugdo na densidade populacional
celular "3, J& Castilho (2017), efetuou ensaios semelhantes, contudo com o intuito de observar
a incorporacdo de nanossondas conjugadas com um fotossensibilizante em uma variacdo de
tempo crescente, assim notou que mesmo variando as concentra¢fes quando maior o tempo

mais nanoparticulas conjugadas estavam no interior da célula .
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Para a escolha do tempo de incubacdo ideal para aplicagdo nos experimentos
considerou-se uma rotina de aplicagdo clinica, assim a adogdo do tempo de incubacdo de 24
horas sé seria viavel se a diferenca entre o tempo de 1 hora fosse maior que 61% diminuindo
a populacdo para abaixo de 10% de células viaveis. Assim adotou-se o periodo de incubacgéo
de 1 hora devido a sua praticidade na execucdo da metodologia e a resposta TFD téo eficiente
quanto ao periodo de incubagdo de 24 horas.

Figura 12 - Ensaio Clonogénico com Variacdo do Tempo de Incubacéo do Fotossensibilizante.

Tempo de Incubac¢ao da AIPcS,

150

S

£ 100

[<4]

(&)

B

3

2 50

4]

(@] e

== -
0 | |

\@ & &
,éo ~b0 \2\0
000 N q
Tempo

Fonte: Autor.
5.4 Caracterizacao dos efeitos da terapia In Vitro
Apos definir a concentracdo de fotossensibilizante, o tempo de incubacdo do

fotossensibilizante e a densidade de energia a ser utilizada, se deu inicio aos testes bioldgicos

afim de caracterizar a acdo da TFD quando comparada aos seus Grupos controles internos.
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5.4.1 Capacidade Clonogénica - Cristal Violeta

Ao avaliar os dados obtidos com o ensaio de coloracdo com Cristal Violeta
evidenciados graficamente na Figura 13, fica evidente que o grupo TFD destaca-se dos
demais grupos obtendo uma significancia nos testes estatisticos quando comparado ao grupo
controle e aos demais grupos com P<0,001, em ambos os periodos de avaliacdo de 24 e 48
Horas ap6s TFD.

Costa (2008), ao avaliar o potencial metastatico de células HEp-2 ap0s terapia
fotodindmica verificou 0 mesmo comportamento uma vez que o grupo TFD, utilizando
AlPcS, causou reducdo da viabilidade celular em 50% dentro de 24 horas apds o tratamento
™ Moraes et al. (2019) também verificou 0 mesmo comportamento de reducéo da populacio
viavel das células HEp-2 apds a TFD, seguido pela fragmentacdo do material genético
sugerindo um dano que inviabilizaria as demais geracdes de células que se sucederam,
comportamento similar a densidade populacional de células em 48 horas que é inferior ao
periodo de 24 horas %°.

Nos estudos de Casas et al (2015), que remetem a resisténcia a TFD, é sugerido que
sd0 necessarias varias sessdes de aplicacdo da terapia em células cancerigenas para que ocorra
o desenvolvimento de clones resistentes **. Contudo com os dados obtidos somados a estudos
como os de Costa (2008) e Moraes et al. (2019), sugere-se que a curva de viabilidade celular
tende a decrescer com o tempo, levando a inviabilidade total do grupo TFD ap06s alguns ciclos

celulares 27420,
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Figura 13 - Avaliacdo da Capacidade Clonogénica apds Terapia Fotodinamica.
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5.4.2 Avaliacdo da Atividade Mitocondria — MTT

Um dos marcadores de viabilidade celular € a atividade mitocondrial, vide os
protocolos descritos por Mosmam (1983), tal ensaio é um indicador do metabolismo celular,
uma vez que seu principio ocorre com a conversdo do sal de MTT em cristais de formazan no
interior da mitocondria ®*. Organela que sofre com o mecanismo fotodindmico uma vez que a
presenca de espécies reativas € maior nas membranas mitocondrias devido a sua estrutura
promotora de rea¢des bioguimicas oxidativas.

Segundo Tedesco et al. (2004) em seus estudos utilizando marcadores mitocondriais é
possivel notar uma hiperpolarizacdo da membrana mitocondrial apds 24 horas da acdo da
TFD utilizando AIPcS, e 48 horas uma despolarizacdo completa seguida de fragmentacdo das
membranas, 0 que pode ser caracterizado como dano mitocondrial causada pela agdo das
espécies reativas de forma local ™.

Desta forma ao analisarmos os resultados demonstrados graficamente na Figura 14, é

possivel notar a diminui¢do da atividade mitocondrial no grupo TFD em ambos os periodos
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pos tratamento. Tal diminuigdo possui significancia estatistica, P<0,0001, quando comparada
aos demais grupos de controle da Terapia, Controle; Luz; AIPcS,.

Ao compararmos com o0s resultados do ensaio de Coloragdo com Cristal Violeta é
possivel notar semelhancas, uma vez que o Grupo TFD em ambos os testes sofreu uma
reducdo significativa comparado aos demais, evidenciando assim uma baixa populacional
comprovada por uma baixa na atividade mitocondrial/ metabolica demonstrada no ensaio de
MTT.

Em estudos prévios publicados por Moraes et al. (2019), apos a TFD em células HEp-
2 0s ensaios de MTT demonstram a queda de mais de 80% da atividade mitocondrial quando
comparados ao grupo controle nos mesmos periodos de avaliacdo de 24 e 48 horas apos a
aplicacdo da terapia . Corroborando assim para hipétese de inviabilidade da criacdo de
clones resistentes a terapia uma vez que os danos as células quantificadas por ambos 0s
métodos tendem a se estender por alguns ciclos celulares.

Figura 14 - Avaliacéo da Atividade Mitocondrial ap6s a Terapia Fotodindmica.
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Fonte: Autor.

5.4.3 Atividade Lisossomal — Vermelho Neutro

O ensaio de coloracdo com Vermelho Neutro quantifica o acimulo do corante em

membranas 4cidas, principalmente em organelas como lisossomos, tal teste pode ser
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considerado como um ensaio de viabilidade celular indireta ™. Assim ao analisarmos os dados
ilustrados graficamente pela Figura 15, é possivel notar que o Grupo TFD se destaca dos
demais apenas no periodo de 24 horas de avaliacdo ap0s a terapia, demonstrando uma
significancia estatistica quando comparado ao grupo controle com P<0,0001. No periodo de
48 horas existe um aumento em sua quantificagcdo e todos 0s grupos equiparam-se ao grupo
controle ndo ocorrendo significancia estatistica no periodo de 48 horas quando comparamos

0S grupos entre si e com o controle.

Figura 15 - Avaliacéo da Atividade Lisossomal apds a Terapia Fotodindmica
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Tal variacdo entre os periodos pode ser relacionada ao processo de morte celular
envolvido no periodo avaliado, segundo Moraes et al. (2019), 48 Horas ap6s a TFD o ensaio
de morte celular indica que existe um aumento no ndmero de células em apoptose quando
comparado ao periodo de 24 Horas de avaliacdo, o processo de apoptose envolve a criagéo de
vesiculas acidas para digestdo das organelas e material genético, 0 aumento destas vesiculas
resultado da fusdo de lisossomos e endossomos com membranas e organelas pode ter levado o
aumento da quantificacdo em 48 horas “>’. J& o periodo de 24 horas ainda é marcado por
células em necrose remanescentes do momento inicial da TFD que sdo perdidas durante os

processos de lavagens incluidos no protocolo assim diminuindo a quantificag&o.
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Desta forma a compararmos os testes colorimétricos é possivel notar a degradacao
celular ocorrendo apds a aplicacdo da TFD, sugerindo danos a célula cancerigena de carater
irreversivel, possivelmente inviabilizando seus ciclos celulares seguintes a exposicdo ao
tratamento como sugerido com a reducdo da densidade populacional, diminuicao da atividade
mitocondrial e variacdo da atividade lisossomal. Contudo é importante realcar que tais
resultados s6 sugerem isso devido a adogcdo dos critérios anteriores para escolha de
concentracdo do fotossensibilizante, tempo de incubacdo e densidade de energia, parametros
que ndo sdo abordados como possiveis variaveis responsaveis pelo surgimento de células
resistentes a terapia nos trabalhos de Casas et al (2015), Kim et al (2013) e Olsen et al (2017)

entre outros 17778,

5.4.4 Quantificacdo de Citocinas - Ensaio Imunoenzimatico ELISA

O ensaio imunoenzimatico foi executado para verificar o ambiente tumoral criado
pela linhagem HEp-2, e como se altera ap6s a TFD sendo monitorado pelos periodos de 24 e
48 horas, desta forma avaliou-se a Interleucina 6 (IL-6) e o Fator de Necrose Tumoral, devido
a alteracdes que foram apresentadas por estas citocinas na literatura *°>°.

A Interleucina- 6 é uma citocina pro-inflamatdria, envolvida na resposta imunolégica,
atuante na proliferagdo celular, diferenciacio e apoptose ***2. Sua secrec&o é importante para
ativacdo dos linfocitos e aumento da producdo de anticorpos contra determinado antigeno
quando em contato com macréfagos . Assim ao analisar os niveis de IL-6 utilizando a
Figura 16, o Grupo TFD ap6s ambos os periodos de avaliagdo pds terapia, demonstrou
significancia estatistica quando comparado aos demais grupos com seu valor variando entre
P<0,054 a P<0,0001 nas comparacoes.

Segundo estudos de Gollnick et al. (2003), existe uma diminui¢cdo na expressao de IL-
6 em células tumorais de mama EMT®6, hip6tese que indica perda de funcdo na producédo de
proteinas pos TFD. Wong et al. (2003) também relata que existe perda da funcdo de
receptores de varias células tratadas com TFD, por exemplo; carcinoma hipofaringeana,
adenocarcinoma cervical, carcinoma hepatocelular, culturas priméarias de fibroblastos de

pulm&o humano e células epiteliais, demonstrando indiferenca no tipo celular para a resposta
80,81



49

Figura 16 - Quantificacéo da Citocina IL-6.
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Fonte: Autor.

Também foi dosado o Fator de Necrose Tumoral alfa( TNF-a), uma citocina pro-
inflamatdria que tem como funcdo o envolvimento em diversas condi¢cdes inflamatorias,
infecciosas, autoimunes e malignas, expresso principalmente em macrdfagos e linfdcitos

ativados a fim de conferir imunidade ao hospedeiro %

. Quando secretado por macrofagos
desempenham a funcéo de ativar o endotélio vascular e aumentar a permeabilidade dos vasos,
aumentar a producdo de imunoglobulinas entre outros efeitos locais e sistémicos .

ApoOs a avaliacdo estatistica da dosagem do TNF-o liberado pela célula HEp-2
ilustrado na Figura 17, em ambos os periodos de avaliacdo pés-tratamento, nao foi possivel
notar diferencas estatisticas quando comparamos o Grupo TFD aos demais grupos. Segundo
Silva (2014), ap6s a avaliacdo de camundongos submetidos a TFD utilizando o
fotossensibilizante Azul de Metileno, os niveis de quantificagdo de TNF-a eram reduzidos
comparado aos demais grupos, contudo Wang et al. (2013), relata em seus estudos aumento
da producdo de TNF-a apds o tratamento de camundongos com carcinoma espinocelular
cutaneo induzidos por UvB utilizando TFD “¢#'.

Assim sugere se que para que ocorra alteracdo na secrecdo de TNF-a, é necessario

componentes mais complexos existentes apenas em testes in vivo ou simulagdes através de co
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culturas, aprimorando assim o ambiente tumoral, acarretando uma resposta proximo a

realidade fisioldgica.

Figura 17 - Quantifica¢do de TNF «
Citocina TNF - o

[0 Controle
80 [ AIPcS4
0 Luz
| TFD
. 60
£ T
2 T = -
5 40 T - I =
s 1
-
20
24 horas 48 horas
TNF-¢ TNF-¢,

Tempo

Fonte: Autor.

A avaliagdo do ambiente tumoral utilizando apenas as citocinas TNF-a, nao foi o
suficiente para identificar alteracdes chaves responsaveis pelo controle das células tumorais
pos TFD, uma vez que a quantificacdo de TNF-a é inconclusiva utilizando a metodologia
adotada e a diminuicdo da secrecdo de I1l-6 ndo pode ser atribuida a um fator especifico
resultante da TFD e sim a possiveis varios fatores, como dano genético que pode levar a
degradacédo dos receptores de citocinas ou aos RNAs mensageiros que codificam a producao
de tais citocinas, tornado necessarios mais testes acerca do assunto para melhores conclusées

futuras.
5.4.5 RT-gPCR para Expressdo Génica dos Mecanismos de Resisténcia a TFD

A fim de validar as afirmacfes sobre os mecanismos de resisténcias a TFD descritos
por Casas et al. (2015) como; alteracdo na expressdo das glicoproteinas, alteragdo na

sinalizacdo génica e interpretacdo de vias metabolicas, interrupcéo dos processos de apoptose
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e autofagia, aumento da expressdo de proteinas de choque térmico (HSP’s) e mudanca na
formacao do citoesqueleto e expressdo das proteinas de adeséo ™. Efetuou-se a quantificacdo
génica através da técnica de RT-gPCR o qual possibilita quantificar a expressao do RNA
formador das proteinas de estudo, viabilizando identificar a acdo da TFD sobre tais proteinas
apos 24 horas do tratamento.

Assim se avaliou as proteinas de choque térmico que mediam vias de sinalizacéo e
autofagia/apoptose, sendo elas conhecidas como HSP27, HSP 70, GRP78 e HSP90, todas
estdo representadas na Tabela 3, classificadas com suas familias, nomes, funcéo e localizacéo

celular segundo a literatura 4%,

Tabela 3 - HSP's divididas por Familia, Funcdo e Localizacdo Celular.

Familias Principais Fungéo Localizacdo nas
proteinas células
Smalls HSP HSP27/ HSP 27 - participa da inibi¢do da Membrana
HSPB1 via apoptotica nas células Plasmatica e
Citoplasma
HSP70 HSP70/ HSPA4 -Inibicdo de ativagdo da Nucleoplasma,
HSPA4 via do apoptose Vesiculas e
Citoplasmas
HSP70 HSP90/ HSP90AAL- Proteina mediadora Citoplasma
HSP90AAL da autofagia e parte da via se
sinalizagdo para fagocitose.
HSP70 GRP78/ HSPADS - Proteina mediadora de Citoplasma
HSPA5 respostas a moléculas exdgenas a
célula.

Fonte: Autor.

Desta forma ao analisarmos os dados obtidos utilizando a RT-gPCR, ilustrado
graficamente pela Figura 18, é possivel notar que a expressao génica do Grupo TFD em todos
0s genes avaliados teve significancia estatistica quando comparado aos demais grupos com
um valor médio de P<0,012.

Kim et al. (2013), sugeriu que baixa expressdo de HSP27 esta ligada a resisténcia das
células a TFD, uma vez que silenciado o gene da HSP27, ocorreu uma regulacdo na expressao
dos genes Bax e Bcl-2, conferindo uma maior sobrevida a célula %, Rodriguez et al. (2016),
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relata que a presenca da HSP27 em diversos estudos induz a resisténcia a apoptose atraves da
ativaco de vias de autofagia *’.

Tal resultado contrapde o principio de aumento da expressdao génica pos TFD,
defendido por Casas et al. (2015), uma vez que em todos os genes avaliados 0 Grupo TFD
obteve uma expressdao abaixo do controle e dos demais grupo, mesmo a expressao do gene
HSP27 sendo superior aos outros Grupos TFD’s, ndo sugere uma resisténcia a terapia devido
sua ago na inibicdo da via da apoptose *.

Fato que é comprovado avaliando o comportamento das células nos testes
colorimétricos, uma vez que em 48 horas ndo existe aumento populacional e nem na atividade
mitocondrial como ilustrados pelas Figuras 13 e 14, além disso existe 0 aumento da atividade
lisossomal possivelmente devido a eventos apoptéticos no periodo de 48 horas como sugere o
ensaio de coloracdo de vermelho neutro, Figura 15, e 0 ensaio de apoptose de Moraes et al.
(2019) 2°7°,

Figura 18 - Expressdo Génica das HSP’s apds Terapia Fotodinamica.
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Fonte: Autor.

Ja estudos de Xue et al. (1995), quando utilizando a TFD com o fotossensibilizante
AlPc em celulas de ovario de hamster (V9), ocorreu a reducgédo da expressdo do gene HSP70,
em contrapartida notou um aumento na expressdo do gene GRP78 atribuindo a producao
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dessa proteina a regulagdo da homeostase de calcio no interior da célula apés a TFD *. Ja
Gomer et al. (1996), descreve em seus estudos utilizando Clorinas, que apds a TFD existe um
aumento da producao de HSP70 *.

Quanto a producédo de HSP 90, Ferrario e Gommer (2010) descrevem que sua presenca
em células tratada com TFD, mediam sua recuperacdo sendo uma possivel barreira a TFD
quando super expressa como resultado da TFD, contudo em nossos estudo notamos que no
grupo TFD no gene HSP90 ocorre uma queda significativa na expressao possivelmente
inviabilizando a resposta a positiva para a sobrevivéncia tumoral %.

Tais resultados observados na literatura podem ser justificados possivelmente devido a
linhagem celular utilizada diferir dos estudos citados, ndo exista um padrdo de regulagdo
genica baseado no aumento da expressdao de HSP’s que se conecte diretamente ao mecanismo
de resisténcia uma vez que cada estudo da literatura sugere um comportamento diferente a
cada linhagem celular, utilizando parametros de densidade de energia e fotossensibilizantes
diversos.

Casas et al. (2015) descreve a alteracdo na expressao das glicoproteinas e mudanca na
formacéo do citoesqueleto e expressao das proteinas de adesdo como fatores que possibilitam
a resisténcia a TFD, devido sua intencdo com a internalizagdo do fotossensibilizante, assim
apos sucessivas aplicacdes da TFD a alteracdo no padrdo de expressdo dessas glicoproteinas e
sua apresentacdo no citoplasma, reticulo e membrana tornasse um dos obstaculos para o
acumulo do fotossensibilizante no interior da célula.

Desta forma a avaliacdo da expressdo das glicoproteinas Biglycan e Decorin pode
sugerir acdes que ocorrem ap6s a TFD relacionados a adesdo celular, internalizacdo dos
fotossensibilizante e alteracdes no citoesqueleto das células HEp-2. Uma vez que ambos estdo
relacionados a constituintes importantes da matriz extracelular (MEC) e desempenham um
papel importante no desenvolvimento tumoral, pois modificacdes estruturais na composicao
do MEC favorecem o deslocamento e migracdo das células tumorais.

O Decorin é uma glicoproteina rica em leucina, envolvida em inimeros processos
metabdlicos referentes a adesdo celular, sua principal funcdo descrita na literatura estid na
regulacdo da fibrilogénese dos colagenos tipo I, 1l e VI, ja a glicoproteina Biglycan faz parte
do sistema imunoldgico inato segundo Schaefer et al. (2005) e participa ativamente como
regulador da osteogénese e integridade muscular segundo Berendsen et al. (2011) e Moreth et
al (2012), entre outros autores, ainda segundo Amenta et al (2012) a molécula de Biglycan

desempenha papel na estabilidade sinaptica %1%
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Assim ao analisarmos o Grafico da Figura 19, em ambos 0s genes Biglycan e Decorin
0 grupo TFD apresenta expressdo quase nula, demonstrando significancia estatistica quando
comparado aos demais grupos com P<0,0001.

Ha também a expressdo do gene Superdxido Desmutase 2 (SOD2), gene que codifica a
enzima Superoxido Desmutase 2, responsavel por atuar principalmente na mitocéndria
controlando a producdo de espécies reativas. O grupo TFD quando quantificado néo
demonstrou significancia estatistica, apos o tratamento, fato ocorrido devido ao aumento da
expressao apdés a TFD compensando assim a diminuicdo da densidade populacional
quantificada pelo ensaio de coloracgdo por cristal violeta.

Segundo Kimékova et al. (2017), o aumento da expressao de SOD2 ocorre em células
de cancer de mama (MCF7) ap6s a TFD, como resposta ao tratamento incrementando assim
um mecanismo de sobrevivéncia as células *°*. Contudo se comparar o presente estudo ao de
Kimaékova et al. (2017), sugere-se que o aumento da expressdo de SOD2 no grupo TFD é um
esforgo da células remanescentes para neutralizar a producao de espécies reativas decorrente
dos danos gerados pela TFD, associando a estudo anteriores de Moraes et al. (2019), as
células apés a TFD possuem organelas e estruturas importantes comprometidas devido a
aleatoriedade do dano causado pelas espécies reativas dentro dela 2%,

Entende-se também que os mecanismos de resisténcia defendido por Casas et al.
(2015) e outros autores, ocorre devido a aplicagdo da TFD sem otimizar os parametros da
terapia tornando assim os danos celulares pequenos quando comparados ao presente estudo.
Ainda sim compreende-se que a variacdo entre linhagens celulares de estudo pode acarretar
uma diferenga nos resultados sendo necessario fotossensibilizantes mais modernos ou doses

de energia ativadoras maiores decorrente da biodisponibilidade na célula de estudo.
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Figura 19 - Expressao Génica das Glicoproteinas e da enzima Superéxido Desmutase 2 ap6s Terapia

Fotodinamica.
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6 CONCLUSAO

Apos a conclusdo das trés etapas do experimento, entende-se que para justificar a
utilizacdo de um fotossensibilizante é necessario conhecer seus espectros de absorcdo e
emissdo uma vez que eles possibilitam delinear o tipo de equipamento e 0 comprimento de
onda para ativacdo do fotossensibilizante. Além dos espectros de absor¢do e emisséo do
fotossensibilizante € necessario saber sobre sua eficiéncia na producdo de espécies reativas
assim o calculo do rendimento quantico de fluorescéncia possibilita julgar a possivel
eficiéncia do fotossensibilizante. Assim ap6s a primeira etapa do experimento caracterizacdo
foi possivel concluir a eficiéncia da AlPcS, como fotossensibilizante e caracteristicas como
diluicdo adequada para o experimento.

Desta forma apds definir critérios para selecdo da concentracdo do fotossensibilizante,
avaliou-se os critérios de selecdo do tempo de incubagdo para terapia e densidade de energia
para o tratamento, utilizando ensaios colorimétricos que quantificavam a densidade
populacional pds terapia, sendo possivel estabelecer os critérios utilizando uma metodologia
simples finalizando assim as etapas de caracterizacdo e analise dos critérios utilizados para
avaliacdo da atividade bioldgica da TFD utilizando AIPcS,.

Utilizando os critérios de concentracdo do fotossensibilizante, densidade de energia
aplicada e tempo de incubacdo do farmaco, as analiticas dos resultados bioldgicos
demonstram-se favoraveis a ndo resisténcia ao tratamento fotodindmico, uma vez que o0s
testes executados sugeriram respostas complementares entre si. Assim baseado neste trabalho
é possivel sugerir critérios para escolha e utilizacdo de um fotossensibilizante, fontes para
irradiacdo e ensaios de avaliacdo da TFD.
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