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RESUMO

MORITZ,M.N.O. Potencial Apoptético de uma Nova Clorina Anfifilica como
Fotossensibilizador para Terapia Fotodinamica. 2014. 77 f. Dissertacdo de
Mestrado. Programa de Pdés-Graduacdo Interunidades Bioengenharia - Escola de
Engenharia de S&o Carlos/ Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/ Instituto de
Quimica de Sao Carlos da Universidade de Sao Paulo, 2014.

A Terapia Fotodinamica (PDT) é uma técnica utilizada para tratar varios tipos de
tumores em que a luz estimula um fotossensibilizador (FS) a gerar espécies reativas
de oxigénio (ROS) que levam a morte celular por apoptose ou necrose. A partir de
uma clorina (CHL), cuja nomenclatura é metilfeoforbidio, visando torna-la mais
anfifilica foi adicionado o grupo TRISMA (CHL-T). Os varios pardmetros usados na
PDT (tipo de FS, concentragdo do FS, tempo de incubacdo do FS e dose de luz)
podem desencadear diferentes vias para apoptose. Poucos estudos sobre o tipo de
morte celular induzido com clorinas tém sido realizados. Diante disso, o objetivo
deste estudo foi determinar a citotoxicidade dessa nova clorina, assim como
identificar o tipo de morte celular envolvido na PDT e elucidar a participacdo da
proteina apoptoética p53 nesse processo comparando-se com CHL e HY. A hipétese
principal deste trabalho é que esta nova clorina modificada tem maior eficiéncia na
inducdo de apoptose. Para testar esta hipétese, foi avaliada a inducdo de apoptose
por microscopia de fluorecéncia e por citometria e a citotoxicidade pelo ensaio do
MTT de trés FSs: uma clorina (CHL), a clorina modificada (CHL-T) e a hipericina
(HY). As clorinas apresentaram maior acumulacdo para as duas linhagens celulares
guando comparada com a hipericina. A fototoxicidade apresentada pela nova clorina
foi cerca de 10 a 20 vezes maior que a clorina de origem (CHL) nas duas linhagens
celulares como demonstrado pelos resultados do ensaio com MTT. Os testes
realizados por microscopia de fluorescéncia resultaram numa porcentagem de morte
celular crescente com o aumento das concentragdes diferenciando maior apoptose
causada por PDT com CHL-T nas células HEp-2 e maior necrose nas células Hela.
A analise da apoptose por citometria também apresentou um efeito muito superior
da CHL-T em relagdo aos demais FSs estudados para apoptose inicial (80,35 %)
para a concentracdo de 0,52 uM, tempo de incubagéo de 2h e dose de luz 6 J cm™.
Ja a deteccdo de ROS por citometria ndo apresentou diferencas estatisticamente
significativas para PDT nessas condigdes. Um discreto aumento na ativacao de p53
com CHL-T e irradiacé@o foi observado, porém ndo estatisticamente significativo. Os
resultados sugerem que a indugcéo da morte celular na PDT ndo depende dessa
proteina e que a CHL-T tem excelente desempenho como FS em PDT.

Palavras-chave: Apoptose, Terapia Fotodinamica, Fotossensibilizadores, Clorinas.



ABSTRACT

MORITZ,M.N.O. Apoptotic Potential of a New Amphiphilic Chlorine as
Photosensitizer for Photodynamic Therapy. 2014. 77 f. Dissertagdo de Mestrado.
Programa de P4s-Graduacao Interunidades Bioengenharia - Escola de Engenharia
de Sédo Carlos/ Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/ Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo, 2014.

Photodynamic therapy (PDT) is a technique used in the treatment of various types of
tumors in that light stimulates a photosensitizer (PS) to generate reactive oxygen
species (ROS) that lead to cell death by apoptosis or necrosis. From a chlorine
(CHL), whose nomenclature is methylfeoforbidio, hoping to make it over the
amphiphilic the TRISMA group (CHL-T) has been added. Several parameters (type of
PS, concentration of PS, incubation time and light dose) can trigger different
apoptotic pathways. Few studies aiming the type of cell death induced by chlorines
as a PS have been done. Thus, the objective of this project was to determine the
cytotoxicity of this new chlorine, as well as identify the type of cell death involved in
PDT as well as to elucidate the involvement of apoptotic protein p53 in this process
comparing with CHL and HY. The main hypothesis of this study is that the modified
chlorine has greater efficiency in the induction of apoptosis. To test this hypothesis, it
was evaluated the induction of apoptosis by fluorescence microscopy and cytometry
and the cytotoxicity by the MTT assay of three PSs: chlorine (CHL), the modified
chlorine (CHL-T) and hypericin (HY).The chlorins accumulation was higher for the
two cell lines compared with hypericin. Phototoxicity presented by the chlorin was
about 10 to 20 times greater than by the chlorine source (CHL) for the two cell lines
as demonstrated by the MTT assay. Tests conducted by fluorescence microscopy
showed the percentage of cell death increased with increasing concentrations
distinguishing higher apoptosis caused by PDT with CHL-T in HEp-2 cells and higher
necrosis in HelLa cells. Analysis of apoptosis by flow cytometry also showed a
superior response of CHL-T comparing to the others two studied PSs for initial
apoptosis (80.35%) for concentration of 0.52 mM, incubation time of 2h and light
dose 6 J cm? However the detection of ROS by flow cytometry showed no
statistically significant values for PDT in these conditions. A slight increase in the
activation of p53 for CHL-T and irradiation was observed, but without being
statistically significant. Thus, the results suggest that the induction of cell death in
PDT does not depend on this protein and that CHL-T has excellent performance as a
PSin PDT.

Key words: Apoptosis, Photodynamic Therapy, Photossensitizers, Chlorines.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aplicagdes e vantagens da Terapia Fotodindmica no tratamento de

neoplasias

A Terapia Fotodindmica (PDT, do inglés, Photodynamic Therapy) tem sido
estabelecida em diversos paises como terapia alternativa ou coadjuvante para o
tratamento de varias doencas malignas e ndo malignas. Essa terapia envolve a
incorporacdo de um fotossensibilizador (FS) que é ativado pela luz e forma espécies
reativas de oxigénio levando as células tumorais a morte por apoptose ou necrose’.
Para a incorporacdo do FS no paciente este pode ser administrado sistemicamente
ou topicamente dependendo do tipo de tumor e sua localizagdo. Os principais
estagios da PDT séo: aplicagcdo (local ou sistémica) do FS, acumulacao do FS nas

3

células-alvo, foto-ativacdo do FS e morte celular® 3, tais estagios estdo
representadas na figura 1.

Figura 1 - Esquema dos estagios envolvidos na Terapia Fotodinamica: a) aplicacdo local ou

sistémica; b) acumulacao; c) foto-ativacéo; d) morte celular.

Fonte: PASS, H., 1993.
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A inducéo de morte celular representa o principal e ideal desfecho terapéutico
almejado no tratamento de neoplasias uma vez que pode levar a erradicacdo do
tumor. No entanto, os tratamentos indutores de apoptose néo séo seletivos para as
células malignas e muitas vezes a efetividade e a aplicabilidade desses métodos séo
limitados pelos severos efeitos adversos resultantes em células ndo neoplasicas.
Neste sentido a terapia fotodinamica traz importantes vantagens, especialmente ao
proporcionar maior controle tanto sobre a area tratada (ao permitir o direcionamento
da luz sob o tecido a ser irradiado) quanto pela sua acdo biolégica (uma vez que

seus efeitos somente ocorrem na presenca da irradiacdo)® °.

Outras caracteristicas da Terapia Fotodindmica a colocam em vantagem em
relacdo aos tratamentos convencionais: o fato da acumulagéo do FS ser preferencial
no tecido tumoral, a falta de resisténcia por acumulo de mutagBes ocasionadas pela
quimioterapia e radioterapia e a caracteristica do fotossensibilizador de ser
fluorescente, o que permite também uma distingdo entre células malignas e néo
malignas, favorecendo o diagnéstico e o acompanhamento do tratamento. A
acumulacdo preferencial dos fotossensibilizadores no tecido tumoral é devido a
fisiologia anormal do tumor: drenagem linfatica deficiente, vasculatura permeavel, pH
local baixo e aumento de receptores para lipoproteina de baixa densidade (alguns
FSs porfirinicos possuem alta afinidade por LDL) ® /. A extencdo do dano celular e
da citotoxicidade causados pela PDT é multifatorial. Esse dano depende do tipo de
FS, da localizacdo do mesmo na célula, da dose total administrada, do tipo de
irradiagdo utilizada, da disponibilidade de oxigénio na regido e do tempo entre a

administracdo do FS e a aplicacéo da irradiacao®.

Apesar da PDT possuir varias vantagens em relacdo aos tratamentos
convencionais, em alguns casos, o uso da PDT em conjunto com as terapias
convencionais (cirurgia, radioterapia e quimioterapia) tém sido empregados. Esses
tratamentos combinados sdo geralmente indicados em casos de tumores profundos,
uma vez que ha uma limitagdo para a penetragdo da luz no tecido como um todo.
Dessa forma, a PDT como adjuvante pode diminuir o crescimento tumoral, melhorar

a qualidade de vida do paciente e até mesmo ajudar a erradicar o tumor®.

Outras estratégias também tém sido fornecidas para aumentar os efeitos da

PDT como, por exemplo, a insercdo de FS em micelas para aumentar sua
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incorporacao celular'®, o uso combinado de dois FSs'!, a combinagéo de terapias
(PDT com terapias convencionais ou com novas drogas inibidoras ou
imunoestimulantes), a conjugacdo de FSs com moléculas carreadoras, entre

outros'? 13,

No tecido biolégico ha varios componentes que podem interagir com a luz
irradiada no local. Moléculas de &gua ou macromoléculas como proteinas e
pigmentos podem absorver luz. Essa absorgéo ocorre a partir da interagdo de uma
onda eletromagnética com uma particula carregada, a qual entéo vibra na frequéncia
da onda eletromagnética. Outro processo que pode ocorrer no tecido é o
espalhamento da luz. Os tipos de interacdo da luz com os tecidos dependem do
comprimento de onda de irradiagéo e das propriedades do meio irradiado. Para a
PDT, apenas interacdes fotoquimicas e possivelmente interagbes térmicas sao
importantes. A principal proteina do sangue que absorve luz é a hemoglobina cujo
sitio ativo, o grupo heme, é constituido de uma porfirina (absor¢éo proxima a 425,
544 e 577 nm). Portanto, para a PDT € ideal FSs com absor¢do maiores que 600 nm
(boa penetragéo nos tecidos). Em comprimentos de ondas maiores que 1200 nm a
adgua tem uma absorcéo substancial e em comprimentos de onda maiores que 850
nm os fotons podem né&o ter energia suficiente para as reagdes fotoquimicas. Dessa
forma, comprimentos de onda na faixa entre 600 a 800 nm s&o determinantes para a

préatica clinica da PDT, sendo tal faixa conhecida como janela terapeutica®™.

As porfirinas constituem a primeira geragédo de fotossensibilizadores, sendo
um exemplo comercial o derivado hidrossoltivel de hematoporfirina. O Photofrin®
(oligbmero de porfirina) foi aprovado em vérios paises da Europa, América (FDA -
Food and Drug Administration), Asia e Canada para o tratamento de cancer
esofagico e de pulmdo®™. O Photogem®, produzido na RUssia, é a versdo deste
fotossensibilizador utilizada no Brasil. Entretanto, ha alguns inconvenientes
associados a esses fotossensibilizadores. A absor¢cdo de luz desses compostos é
relativamente baixa na regi@o onde ha alta penetracdo de luz nos tecidos
(vermelho). Ha, também, um efeito prolongado de fotossensibilidade que persiste de
6 a 8 semanas apoés o tratamento clinico. Isso tem estimulado a pesquisa por novas
substancias fotossensiveis que absorvam em comprimentos de onda maiores e que

possuam uma eliminac&o mais réapida do organismo *°.
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A segunda geracdo de fotossensibilizadores possui absorcdo em
comprimentos de onda maiores, periodos de fotossensibilizagdo mais curtos e taxas
de producédo de oxigénio singlete mais elevadas. Essa classe engloba as clorinas,
ftalocianinas, benzoporfirinas, bacterioclorinas, hipericina, entre outros. A Hipericina
€ um dos mais notaveis agentes fotossensibilizadores que existe sendo um dos
componentes da popular erva de Sdo Jodo (Hypericum perforatum). E também
conhecida por sua atividade antidepressiva, antitumoral e antibidtica. Quando
exposta a luz, a hipericina forma espécies reativas de oxigénio que causam danos
na area que foi irradiada com luz. Por essa propriedade de ser fotoativada, tal
substancia torna-se util para a Terapia FotodinAmica'. Estudos conduzidos em
nosso laboratdrio caracterizaram a hipericina com um bom fotossensibilizador tanto
em ceélulas como em microorganismos, além de ter um alto rendimento quéantico de

formagao de oxigénio singlete e boa acumulagéo intracelular®’ *2.

1.2 Clorinas como fotossensibilizadores indutores de morte celular pela

geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Um fotossensibilizador comercial de segunda geracdo aprovado na Europa é
o Foscan®, uma clorina utilizada no tratamento paliativo em pacientes com
recorréncia de cancer de cabeca e pescoco™. Num caso clinico reportado numa
paciente com carcinoma adenoide cistico de lingua, a PDT com Foscan® melhorou
significativamente a degluticdo e a fala da paciente”. Um estudo clinico com 21
pacientes com carcinoma basal de lingua mostrou uma boa efetividade do Foscan®
na melhora da respiracdo, fala e degluticdo®. As clorinas também tém sido
estudadas por nosso grupo e vem apresentando um excelente potencial na Terapia

22; 23

Fotodinamica, entretanto, h4 ainda esforcos empreendidos para tornar tais

moléculas mais anfifilicas?* 2°.

Clorinas sé&o geralmente derivadas da cloroflia a que por sua vez sé&o
derivadas das porfirinas. As clorinas possuem um de seus anéis pirrdlicos na forma
reduzida quando comparadas com as porfirinas o que resulta em maior
absortividade molar nas bandas Q (proximo a 650nm) devido a um decréscimo de

simetria. Apesar de essa banda estar dentro da janela terapéutica para a Terapia
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Fotodinamica, essas clorinas ndo possuem uma boa solubilidade o que prejudica
sua utilizacdo em PDT?®. Devido a essa caracteristica hidrofébica, foi sintetizada
uma clorina mais hidrosolavel (CHL-T, figura 2) a partir de uma clorina (CHL), figura
2) com o grupo solubilizante TRISMA, a fim de se obter um fotossensibilizador mais
adequado para a PDT, ou seja, anfifilico e o que deve levar a um melhor
desempenho fotodindmico. Essa sintese foi realizada pelo Prof. Kleber T. Oliveira do
Grupo de Sintese Bioorganica do Departamento de Quimica da UFSCar que tem

larga experiéncia em sintese de fotossensibilizadores?”: 28 2% 30: 31,

Figura 2 - Estrutura da CHL (A) e CHL-T (B).

MeO,C

Os fotossensibilizadores quando absorvem luz s&o excitados ao primeiro
estado singlete. Este, por sua vez, pode desencadear um processo onde o spin do
elétron excitado se inverte para formar o chamado estado excitado triplete com spins
paralelos. O FS no estado triplete pode ocasionar dois tipos de reacdes: a reagcéo
tipo | na qual o FS no estado triplete pode reagir diretamente com o substrato
(moléculas da membrana celular ou outras moléculas) e a reacao tipo Il em que o
FS no estado triplete pode transferir energia diretamente para uma molécula de
oxigénio, formando o oxigénio singlete (*O,). Tanto a reag&o tipo | quanto a tipo Il
resultam na formac&o de espécies reativas de oxigénio (ROS) que séo tdxicas para

varias estruturas celulares. Somente moléculas e estruturas préximas a area de

producédo de ROS s&o diretamente afetadas por PDT>2.
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Devido ao curto periodo de meia-vida do oxigénio singlete, essa molécula
citotoxica pode difundir-se por apenas 20 nm nas células, portanto, a localizacao do
FS nas células determina qual organela sera primeiramente danificada. Considera-
se frequentemente que FSs localizados nas mitocondrias induzem apoptose e FSs
localizados na membrana plasmatica e outras organelas induzem primariamente
necrose. Entretanto, na pratica, tais mecanismos diferenciais de morte celular
induzida por PDT podem ser observados definindo-se diferentes concentracdes e

intensidade luminosa in vitro®3,

1.3 PDT e mecanismos intracelulares na inducdo de apoptose em células

neoplésicas

Ha trés principais mecanismos em que a PDT destroi as células neoplésicas:
a morte direta das células tumorais pela producdo de ROS, o dano a vasculatura
relacionado com o tecido tumoral e a ativacdo do sistema imune contra as células
cancerigenas. Cada um desses mecanismos pode influenciar uns aos outros, sendo
em conjunto responsaveis pela erradicagdo do tumor. O dano causado nas células

pode desencadear apoptose que é ativada por varias vias intracelulares® % 34 3,

A transformacdo de células humanas normais em células malignas envolve
um complexo processo de multi-etapas em que é alterado desde o genoma até as
respostas das vias intracelulares®®. As células modificadas por esse processo
tumoral desenvolvem resisténcia e um microambiente particular que lhes conferem
vantagens para sobreviver. Para superar tais resisténcias, novos farmacos tém sido
estudados. O entendimento de como a sinalizacdo intracelular dessas células
neoplasicas funciona tem auxiliado no descobrimento de novos compostos que

possam driblar esse comportamento indestrutivel do tumor®’.

InUmeros estudos mostram a habilidade da PDT em iniciar o processo de
apoptose dependendo da linhagem celular, do FS da localizagdo celular do mesmo,
da dose de luz, entre outras condiges® % “°. A hipericina, por exemplo, é capaz de

induzir cerca de 90% de apoptose em células malignas dependendo da dose de luz
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e concentracédo do FS* *2. Esse FS também foi estudado em linhagens de células

tumorais para elucidar seus mecanismos moleculares de apoptose na PDT ***,

A apoptose é o processo de morte celular programada que requer a ativacao
transcricional de genes especificos, incluindo a ativacdo de endonucleases,
degradacdo do DNA e ativagédo de caspases. O processo se inicia com a percepgao
pelas células do sinal apoptético, o qual deve ser transduzido ao nucleo celular onde
é efetivada a resposta celular ao estimulo®. A apoptose é ativada por dois
mecanismos classicos principais: a via intrinseca relacionada ao metabolismo
oxidativo (como por exemplo, a producdo de espécies reativas de oxigénio, reactive
oxygen species-ROS) e fungédo mitocondrial, usualmente ativada por dano direto ao

Y

DNA por compostos quimicos ou radiacdo ultravioleta que levam a ativagéo de
caspase-9 e a via extrinseca, iniciada pela ativacdo de receptores de morte (death
receptors) presentes na membrana celular, como os receptores de fator de necrose
tumoral (tumor necrosis factor, TNF) e Fas (também conhecido como Apo-1 ou
CD95), cuja sinalizacao leva a ativagdo de caspase-8. Tanto a via intrinseca quanto
a via extrinseca levam a ativacdo de caspase-3, a caspase efetora com atividade

proteolitica, que resulta em apoptose celular (figura 3)*® 4" %%

Figura 3 — Vias de sinalizacao celular que desencadeiam apoptose depois da PDT.
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As mitocondrias possuem fungdo como coordenadores cruciais em diferentes
vias de apoptose desencadeadas por PDT. A natureza do FS, a sua distribuigcdo
intracelular, a dose de luz, o estado metabdlico das células cancerosas, bem como o
microambiente, em Ultima instancia, regulam a sinalizacdo dos diferentes caminhos
que sdo ativados pela PDT. Estas vias regulatérias controlam rigorosamente a
decisdo de vida ou morte celular e a identificagcdo de quais vias estdo envolvidas

nesse processo podem ter implicagdes terapéuticas*®.

Dentro destas vias a proteina p53 exerce um importante papel na regulacao
da apoptose, ciclo, senescéncia celular e reparo do DNA. Quando a célula recebe
um sinal de stress, a proteina p53 € translocada para a mitocondria e interage com
as proteinas da familia Bcl-2 inibindo-as ou ativando-as. A acdo direta da p53
permeabiliza a membrana mitocondrial, desencadeando a cascata de caspases e
condensacgdo da cromatina. A proteina p53 interage com Bcl-xl e Bcl-2 (proteinas
anti-apoptéticas) e neutraliza seus efeitos inibitérios sobre as proteinas Bax e Bak
(proteinas pro-apoptéticas) que sdo capazes de formar poros na membrana
mitocondrial (figura 4) *°.

Figura 4 - Acdo da proteina p53 frente a um sinal de stress.

mitochondria

Fonte: VASEVA, A. V.; MOLL, U. M., 2009.
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Os mecanismos de apoptose desencadeados pelas espécies reativas de
oxigénio geradas pela PDT incluem ativacdo de receptores, ativagdo de caspases,
proteinas da familia Bcl-2 e disfuncdo mitocondrial*” *°. Esse dano mitocondrial
causado pela fotossensibilizacdo tem sido associado com a via intrinseca da
apoptose e muitos estudos tem focado nas proteinas da familia Bcl-2>'. Relata-se
que algumas células tumorais que superexpressam a proteina Bcl-2 possui uma
resisténcia a apoptose que pode ser superada na PDT com o aumento da dose de
luz e da concentracdo do FS*. Também hé estudos que indicam o citocromo ¢ como
desempenhando um importante papel na resposta apoptdtica caspase-
dependente®. Células expostas a oxigénio singlete podem se adaptar & nova
situacdo, regulando o reparo celular, o crescimento celular e a morte celular.
Algumas vias, como as das MAPKSs, tém sido estudadas em resposta ao estresse

ambiental (exposicdo & '0,) por regularem fatores de transcricdo e por fazerem o

balanco entre a sobrevivéncia celular e a apoptose®.

A necrose é outro tipo de morte desencadeada depois de um dano ou lesdo
celular que pode ser ocasionado poés disfuncdo mitocondrial, produgédo de espécies
reativas de oxigénio, deplecdo de ATP ou protedlise®. Ela é caracterizada por uma
rapida e violenta degeneracdo generalizada que afeta a populacdo celular,
caracterizada in vitro por uma turgescéncia citoplasmaética, rompimento antecipado
de organelas e da membrana plasmética com liberacdo de componentes celulares e
inflamatorios. Ao contrario da apoptose que caracteriza-se por encolhimento celular,
aparecimento de corpos apoptoticos (fragmentos celulares em vesiculas) e a
permanéncia por mais tempo das estruturas das organelas e da membrana
plasmética. Dependendo do estimulo, do tipo celular e do estdgio de
desenvolvimento do tecido pode-se desencadear um determinado tipo de morte
celular. Algumas vias transducionais podem ser areas de interesse para a avaliacao
de apoptose como: niveis de expressdo de calcio, efeitos no metabolismo de
lipideos, expressdo de tirosinas-quinases, fatores de transcricdo, moléculas de
adesao celular e citocinas. Assim, a ativagéo destas vias de sinaliza¢cdo pode levar

as diferentes respostas celulares®" > *°,

Dependendo da dose de luz e da concentragdo do FS utilizada na PDT, as
células podem responder ao dano de forma a desencadear necrose, apoptose ou

evasado a apoptose (capacidade de sobrevivéncia das células tumorais). Para tanto,
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o entendimento das vias celulares envolvidas no foto-dano € imprescindivel para
uma relagdo funcional entre a apoptose e a resposta de evasao. Estudos recentes
tém evidenciado a importancia de se identificar os elementos moleculares dentro da
resposta & PDT para permitir a utilizagdo de estratégias (como por exemplo, 0 uso
concomitante de inibidores de proteinas especificas) que melhorem a eficiéncia da
PDT®’. Todas essas moléculas sinalizadoras que induzem as diferentes vias de
morte celular podem ser importantes alvos para induzir ou aumentar o foto-dano em

células cancerigenas™.

1.4 Linhagens celulares como modelo de estudo do céncer

Em 1907, Harrison desenvolveu a técnica do cultivo celular. Logo apds, em
1910, Burrows e Carrel cultivaram células embrionarias de aves. Tais técnicas
utilizadas por esses pesquisadores s6 possibilitavam a permanéncia destas células
por poucas semanas fora do tecido vivo®. Em 1940, Earle e George Gey
conseguiram cultivar continuamente células de roedores e, em 1951, George,
Margharet Gey e Mary Kubicek desenvolveram a primeira célula tumoral humana em
cultivo continuo, a HeLa. Muito do conhecimento sobre os processos fundamentais
gue ocorrem nas células humanas deve-se ao uso extensivo da HelLa e de outras
linhagens celulares, sendo que o suprimento de estudos com as mesmas continuara
contribuindo para novas descobertas. Dados de levantamentos mostram que trés
quartos das publicagbes em pesquisas com cancer usam linhagens celulares,

totalizando mais de 112 em uso®.

Nos estudos com PDT também sdo amplamente utilizadas as linhagens
celulares para se demonstrar a acdo fotodinamica na morte celular® ®% % A
apoptose foi primeiramente descrita em 1972 * e somente em 1991 Agarwal et al
demonstraram a apoptose como resposta & PDT®®. A descoberta de que a PDT pode
desencadear morte celular em células malignas foi um ponto crucial para a

disseminacdo de novos estudos nesta area tanto in vitro como in vivo®.

A partir do estabelecimento da cultura de células de um céancer cervical

(HeLa) outras linhagens também foram desenvolvidas a partir de outros tecidos
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tumorais. O uso de células em culturas tem sido disseminado, nos Ultimos anos, em
estudos para os mais diversos tipos de canceres. Dessa forma, o estabelecimento
dessas linhagens tem contribuido para o surgimento de novas drogas e terapias
contra tais neoplasias®. Nesse estudo optou-se por duas linhagens celulares: HelLa
(cancer de cervical), por ser um cultura celular bem estabelecida e estudada na PDT
e HEp-2, por ser uma linhagem com origem no cancer de laringe (tipo de cancer de

cabeca e pescoco para o qual ja é indicado o uso da PDT com a clorina Foscan®).

Considerando-se que grandes avancos tém sido alcangados com os estudos
da PDT, que existe uma baixa toxicidade nessa terapia a longo termo e que o
primeiro tratamento foi realizado a mais de cem anos, era de se esperar que essa
terapia ja estivesse estabelecida na clinica, sendo, entretanto, oferecida somente em
centros seletos. Nos Ultimos anos, porém, observa-se uma maior aceitacao da PDT
como terapia alternativa para o tratamento de cancer e espera-se que novos estudos

continuem contribuindo para essa aceitag&o®’.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo foi caracterizar os efeitos citotoxicos e
moleculares de um derivado de clorina sintetizado no Brasil pelo Prof. Dr. Kleber T.
de Oliveira visando tornar esse fotossensibilizador mais anfifilico (CHL-T) e, portanto
menos propenso a agregacdo. Os objetivos especificos foram: i) delinear as
condicbes da PDT (dose de luz, concentragdo e tempo de incubagdo dos
fotossensibilizadores) nas quais hipericina (HY), clorina de origem (CHL) e clorina
modificada (CHL-T) induzem apoptose nas linhagens celulares (HEp-2 e Hela), ii)
Identificar a citotoxicidade e o tipo de morte celular (apoptose ou necrose) que €
induzida por cada um desses fotossensibilizadores, iii) analisar a expresséo da
proteina p53 (pro-apoptética) relacionada com o aumento da apoptose ou com a
senescéncia celular bem como da proteina constitutiva GAPDH nas células
submetidas ao tratamento fotodindmico na presenca de cada um desses
fotossensibilizadores a fim de identificar o mecanismo de morte celular induzido por

cada um deles.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultura Celular

Foram utilizadas nos experimentos células de carcinoma cervical humano
(HeLa ATCC® CCL-2™) cedidas gentilmente pela prof. Dra. lice Mara S. Célus da
Universidade Estadual de Londrina e de carcinoma de laringe humano (HEp-2
ATCC® CCL-23™) adquiridas do Instituto Adolfo Lutz. As células (figura 5) foram
cultivadas em meio de cultura Iscove’s suplementadas com 10% de soro fetal bovino
e com 0,01% de antibioticos (penicilina e estreptomicina) em frascos de cultura de
polipropileno e mantidas em estufa a 37°C e 5% CO,. As passagens foram
realizados em capela de fluxo laminar (ambiente estéril) e apenas materiais
esterilizados foram utilizados®®.

Para a passagem celular, removeu-se primeiramente 0 meio antigo e as
células foram lavadas com PBS para retirar o excesso deste meio. Para desagregar
as células aderidas ao material de polipropileno, adicionou-se 1 mL da enzima
proteolitica tripsina deixando agir por no maximo 5 minutos. Em seguida, adicionou-
se meio de cultura com soro para a inativagdo da tripsina. As células foram entéo
transferidas para um tubo conico de 15 mL e centrifugadas a 1000 rpm por 1 minuto.
O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 1 mL de meio
novo. Uma aliquota de 100 pL da suspensdo celular foi retirada para contagem
celular em hemocitometro. Para determinacdo da viabilidade celular, foi utilizado o
corante azul de tripan que é incorporado seletivamente pelas células néo viaveis®.
Para todos os experimentos a viabilidade celular minima considerada para o

plagueamento foi de 90%.



30

Figura 5 — Linhagens celulares utilizadas como modelo de estudo

Hela

Fonte: ATCC

3.2 Fotossensibilizagao celular

Os FSs utilizados nos experimentos foram: hipericina (HY), clorina (CHL) e a
clorina-TRISMA (CHL-T). A hipericina foi sintetizada pelo Prof. Dr. Anderson O.
Ribeiro da Universidade Federal do ABC. As clorinas foram sintetizadas pelo Prof.
Dr. Kleber Thiago de Oliveira da Universidade Federal de S&o Carlos. As solugdes-
estoque foram diluidas em dimetilsulfoxido (DMSO) na concentracdo de 1000 pg mL’
!, Os espectros de absorcéo dos FSs estdo apresentados na figura 6 e as medidas
de absorcdo o6tica foram obtidas utilizando-se o espectrofotdmetro HITACHI 2800 e

cubetas de quartzo com 1 cm de caminho ético.
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Figura 6- Espectros de absorcdo dos fotossensibilizadores na concentragéo de 2 x 10° M. A: CHL, B:

CHL-T e C: HY.
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Para os ensaios fotodinAmicos, as células foram pré-incubadas com
diferentes concentra¢cdes de CHL, CHL-T ou HY por um periodo previamente
determinado por ensaios de acumulacdo celular em condicbes de pouca
luminosidade e em seguida foram submetidas a irradiagdo em comprimento de onda
de 630 + 10 nm empregando-se mesa oOtica denominada Biotable (figura 7)
construida com 40 LEDs vermelhos desenvolvida pelo Grupo de Otica do Instituto de
Fisica de Sao Carlos (IFSC).
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Figura 7- Sistema de LEDs vermelhos para irradiacéo celular em placas (630 + 10 nm).

3.3 Determinacéo do coeficiente de absortividade molar

Através da lei de Lambert-Beer o coeficiente de extingdo molar (g) foi
calculado para a CHL e CHL-T, com auxilio do software OriginPro 8, a partir dos
valores de absorbancia de uma solugcdo estoque preparada em DMSO na
concentracdo de 1000 yg mL™ (HITACHI U2800).

3.4 Determinacgéo do Log P

O logaritmo do coeficiente de particdo (log P) da CHL-T foi determinado pelo
meétodo proposto por POOLER E VALENZENO (1979) empregando a mistura
octanol/PBS para avaliar a hidrofobicidade destes compostos’. Foram utilizados
os solventes imisciveis PBS (solucdo salina tamponada com fosfato) e 1-octanol.
Primeiramente, preparou-se uma solucdo de 10 pg mL™* do FS em octanol e
obteve-se 0 espectro de absorbancia. Em duplicata, adicionou-se 2 mL da solugéo
de FS preparada mais 2 mL de PBS saturado e em agitagdo constante por 3h
promoveu-se a particdo entre a fase organica e a aquosa. Apds este periodo,
transferiu-se a mistura agitada para tubos conicos e a mesma foi centrifugada por
10 min a 1000 rpm. Em seguida, a concentracdo do FS no sobrenadante (fase
organica) foi obtida espectroscopicamente no comprimento de onda do maximo da
banda de absorcao (670 nm). O célculo do logaritmo do coeficiente de particao

(Log P) foi realizado através da equacgao abaixo:
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logF’:( AbSA)i,I VPBS
( Absbo) Voct

Sendo:
Log P: logaritmo do coeficiente de partigcao
Abs,:absorgdo otica da solugéo antes da particdo
Absp: absor¢ao 6tica da solucédo apdés a particéo
Vpgs: volume de PBS em mL

VocT: volume do 1-octanol em mL

E conhecido que se log P < 0, o composto tem caréater hidrofilico; se log P >
1,5, o composto tem carater lipofilico e se 0 < log P < 1,5, o composto tem carater

anfifilico’.

3.5 Acumulacéo intracelular dos fotossensibilizadores

Apés 1; 2; 4; 8; 16 e 24 h de incubac¢do com cada FS nas duas linhagens
celulares (HEp-2 e Hela), as células foram lisadas e a fluorescéncia determinada
em fluorimetro para andlise da quantidade de FS incorporada pelas células em
funcdo do tempo de incubacdo " 2 As fluorescéncias obtidas nos testes de
acumulacdo dos FSs foram normalizadas pela concentracdo de proteina nas
amostras determinadas através do Método de Lowry que utiliza o reagente de Folin-
Cioucalteau que se liga a aminoacidos aromaéticos resultando em uma coloracao

|73

azul™. Os dados foram analisados no programa OriginPro 8.

3.6 Avaliagao da atividade mitocondrial

A atividade enzimatica mitocondrial (comumente interpretada como
diretamente proporcional e representativa da viabilidade e proliferagéo celular) foi
estimada pelo ensaio com 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazdlio

(MTT)™. Para esses ensaios, foram plaqueadas 2 x 10* células por poco com meio
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de cultura em placas de 96 pogos. Apds 24h na estufa de CO; a 37°C, incubou-se as
diferentes concentragdes dos FSs nos tempos de 2 h e 16 h (pré-determinados nos
ensaios de acumulacdo). Apds o periodo de incubagdo com os FSs, as células
foram lavadas com PBS e irradiadas. Esperou-se 24 h ou 48 h poés-irradiagdo para
incuba-las com o MTT por 4 h e em seguida solubilizou-se os cristais de formazan
formados em 50 pL de etanol absoluto mais 150 pL de &lcool isopropilico. Por meio
de medidas de absorbancia em 570 nm foram determinadas as concentracdes
inibitéria média (ICsg) dos FSs nas linhagens celulares, calculadas pelo programa
CalcuSyn”. Controles néo tratados e tratados apenas com os FSs sem irradiagéo
também foram realizados paralelamente, assim como controles apenas com
irradiacdo. Esta metodologia € amplamente utilizada na literatura e seu principio é
que em células viaveis, enzimas mitocondriais reduzem o substrato (MTT) formando
um subproduto azul insolivel em agua que quando dissolvido em solvente organico
absorve em 570 nm. A reacdo dessa reducdo estd representada na figura 8. A
leitura das amostras foi realizada por meio da absorbancia determinada em leitor de

microplacas (Versa Max, Molecular Devices).

Figura 8 — Reacdo de reducdo do MTT pela enzima succinato desidrogenase.
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3.7 Determinacéo da morte celular

A morte celular (apoptose e necrose) induzida pelo processo fotodinamico foi

avaliada de duas formas: por microscopia de fluorescéncia e por citometria de fluxo.
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3.7.1 Deteccgédo da morte celular por microscopia de fluorescéncia

Nesta técnica foi utilizada a marcacdo das células com brometo de etidio e
alaranjado de acridina. Sabe-se que as células que sofrem necrose ficam marcadas
em vermelho pelo brometo de etidio, pois este composto s6 penetra nas células que
perderam a integridade de membrana. J& as células que sofrem apoptose aparecem
verdes com presenca de corpos apoptoticos marcados pelo laranja de acridina ou
aparecem alaranjadas se marcadas pelos dois fluorocromos. As células vivas sdo
marcadas por laranja de acridina e aparecem verdes e com estruturas organizadas

gue podem ser observadas no microscépio de fluorescéncia’®.

Foram plaqueadas 1 x 10° células por pogo em placas de 6 pogos. Apés 24 h,
incubou-se os FSs com diferentes concentracdes por 2 h e 16 h. A seguir, lavou-se
as células com PBS para retirar o FS que nédo foi incorporado apds estes periodos
de incubacéo e em seguidas as células foram irradiadas. Apos 24 h da irradiagéo, as
células foram removidas das placas com tripsina e transferidas para tubos de 15 mL,
centrifugadas e o sobrenadante foi descartado, deixando-se aproximadamente 500
pL, onde o precipitado de células foi ressuspendido. Aliquotas de 20 pL de cada
amostra foram transferidas para microtubos e estas foram marcadas com 1 pL de
uma solugéo de 100 pg mL™ de laranja de acridina e brometo de etidio diluidos em
PBS. Imediatamente apds a marcacdo, as células marcadas foram colocadas em
lAminas de vidro e sobrepostas com laminulas para sua visualizagdo em microscopio
de fluorescéncia (Olympus BX41) no aumento de 20x, filtro de excitagéo de 460/90
nm, espelho dicromético de 500nm e filtro de barreira de 520 nm. Imagens de cinco
campos de cada lamina (amostra) foram capturadas pela camera Olympus DP72.
Para a analise estatistica dos dados utilizou-se o programa GraphPad Prism com o
teste ANOVA seguido de Tukey.

3.7.2 Deteccgédo da morte celular por citometria de fluxo

As células apoptéticas puderam ser detectadas por citometria de fluxo através

da marcagdo da anexina V que atua como indicativo de apoptose inicial e
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incorporagdo de iodeto de propidio (PI) como indicativo de apoptose avancada
empregando-se kit comercial (FITC-Annexin V Apoptosis Detection Kit, BD,
Biosciences). A marcagédo com FITC- anexina V precede a perda da integridade de
membrana, as células em apoptose inicial sdo Pl negativas e FITC- anexina V
positivas. Ja a apoptose tardia é FITC- anexina V e Pl positivas. As células viaveis
apresentam-se com FITC- anexina V e PI negativas. O procedimento de marcagao
das células foi realizado segundo instrucbes do fornecedor do reagente,
brevemente: ao final de cada periodo experimental (24 h pés-irradiagéo), todas as
células foram coletadas (por centrifugacdo do meio de cultura contendo as células
eventualmente em suspenséo), resuspendidas em tampé&o de marcagédo (PBS com
2% de albumina de soro bovino-BSA), contadas em hemocitbmetro e resuspendidas
em tampéo de ligagdo (binding buffer, fornecido junto com o kit) acrescido de
Anexina V conjugada a Isotiocianato de fluoresceina (FITC) e de iodeto de propidio
(P). Apés 15 min de incubacéo (‘a temperatura ambiente e ao abrigo da luz), as
células foram centrifugadas, resuspendidas em tamp&o de ligacdo e levadas ao
citbmetro de fluxo (FACS Verse, BD Biosciences) para aquisicdo dos dados. Como
controles experimentais e também para ajuste das voltagens dos fotodetectores de
Forward (tamanho) e Side scatter (granulosidade), bem como dos fotodetectores dos
canais de deteccdo de emissdo de FITC e PI, foram preparadas amostras nao
marcadas com anexina-FITC/PIl, amostras marcadas apenas com Anexina-FITC e
amostras marcadas apenas com Pl. Estas analises foram realizadas considerando
0os dados de um minimo de 10.000 eventos adquiridos em dois experimentos
independentes. Essas determinacdes foram realizadas no Laboratério de Biologia
Molecular da Faculdade de Odontologia de Araraguara-FOAR, UNESP em
colaboragéo do Prof. Dr. Carlos Rossa Junior. Para a analise estatistica dos dados

utilizou-se o programa GraphPad Prism com o teste ANOVA seguido de Tukey.

3.8 Avaliacao por Western blot da expressao da proteina p53

Para os ensaios de Western blot foram plaqueadas 1 x 10° células por poco
em placas de 6 pocos. Apds 24 h, incubou-se os FSs na concentragdo de 0,52 uM

por 2 h. Em seguida, as células foram lavadas com PBS e irradiadas. A extracao das
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proteinas foi realizada 24 h apds a irradiagdo. As amostras de proteinas foram
coletadas utilizando o tampéo de lise da Cell Signaling acrescido do coquetel de

inibidores de proteases (complete EDTA-free, Santa Cruz).

A quantificagdo protéica foi realizada com o método de Bradford (Bio-Rad) e
40 pg de cada amostra foram preparadas em um tampé&o contendo glicerol, SDS,
DTT e azul de bromofenol para a separacéo eletroforética. Essa mistura foi levada a
fervura a 95 °C por 5 min e depois deixadas no gelo por 5 min. As amostras foram
entdo carregadas nos pogos de géis de poliacrilamida a 12% para resolucdo por
eletroforese descontinua (SDS-PAGE) com voltagem constante de 100 V por 80
minutos. Logo em seguida, os géis foram eletrotransferidos para membranas de
nitrocelulose com poros de 0,2 pm pelo sistema da Bio-Rad Trans-Blot® Turbo™
Transfer System. Apds a transferéncia, as membranas foram bloqueadas por 1 h em
tampao Tris-NaCl (TBS) contendo 5% de leite desnatado. Terminando esse periodo
de bloqueio, as membranas foram lavadas com TBS-T (Tris-NaCl Tween) e em
seguida incubadas overnight com os anticorpos primarios para a proteina proé-
apoptotica p53 na diluicdo de 1:4000 e para a proteina constitutiva GAPDH na
diluicdo 1:1000. No dia seguinte foram incubados os anticorpos secundarios anti-
rabbit 1IgG para GAPDH e anti-mouse para p53 (Anti-rabbit IgG, HRP-linked
Antibody, #7074 - Cell Signaling e Anti-biotin, HRP-linked Antibody, #7075 — Cell
Signaling ).

A deteccdo das proteinas foi feita por um sistema de quimioluminescéncia
(Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate — Pierce Thermo Scientific) e
a quantificacdo relativa realizada por analise densiométrica das imagens
digitalizadas com a ajuda do software Image J. Para a andlise estatistica usou-se o

teste t de Student (IC 95%) no programa GraphPad Prims.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinagdes do coeficiente de absortividade molar

O coeficiente de absortividade molar foi determinado no comprimento de onda
667 nm para a CHL dissolvida em DMSO obtendo-se o valor de 2,29 x10* M™* cm™
atraves da curva de calibragé@o gerada no programa OriginPro 8 (figura 9A).

Para CHL-T foi determinado o valor de € (5,53x10* M* cm™) no comprimento
de onda 670 nm, empregando-se DMSO como solvente (figura 9B). A substituicéo
do grupo metoxila (fungdo éster) pelo grupo TRISMA na carbonila proporciona
aumento na polaridade da molécula aumentando, assim, a solubilidade em agua e
diminuindo a agregacdo. A absortividade molecular é modificada quando as
moléculas estdo agregadas, pois seus orbitais interagem modificando uma serie de
propriedades’’. Com o aumento da solubilidade da CHL-T, esta absorve mais fétons

0 que aumenta o seu valor do € comparado com o valor do € da CHL.

Figura 9 — Curva de calibracdo para determinacao do coeficiente de absortividade molar. A: CHL,
equacéo da reta: y = -0,0037 2,29><104x er’= 0,998; B: CHL-T, equacéo da reta: y = -0,0016 +
5,53x10"x e I* = 0,992.
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O valor do €sgonm da hipericina em DMSO de 2,1 x 10* M™* cm™ foi obtido
no Grupo de Fotossensibilizadores do IQSC anteriormente'®. A partir destes valores
de coeficiente de extingdo molar, as concentracdes das solu¢cdes estoque diluidas

foram determinadas.
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Tabela 1 - Coeficiente de extingdo molar dos FSs estudados.

Coeficiente de
Comprimento de onda absortividade molar

FS (nm) (e, M cm™)

CHL 667 2,29 x10*
CHL-T 670 5,53x10*

HY 599 2,1x10"

4.2 Determinac¢des do Log P

Para ter informagbes sobre a lipofilicidade da CHL-T, foi calculado o Log P a
partir do coeficiente de particdo (octanol/PBS) dessa nova clorina, obtendo-se -1,48
+ 0,05 o que sugere que esse FS tem um caréter hidrofilico. Deve-se mencionar que
néo foi possivel obter o Log P para a CHL, pois a mesma ndo particiona no sistema
(octanol/PBS) utilizado. Isso provavelmente se deve ao grande carater lipofilico
dessa molécula, sendo necessario outro tipo de caracterizacdo para conhecer a
lipofilicidade dessa clorina.

Em estudos anteriores do grupo, o Log P obtido para a hipericina foi de 1,20
0,02'" 0 que confere a este FS um carater anfifilico. Um valor menor para o log P da
CHL-T sugere que esta clorina é mais hidrofilica que a hipericina, fato que corrobora
com os valores de coeficiente de absortividade molar obtidos.

A PDT basea-se na seletividade que o FS tem pelas células tumorais, na
irradiagdo com luz de baixa intensidade e na luz de comprimento de onda apropriado
para ativar o FS com alta penetrac&o no tecido®. O tratamento de tumores com o uso
de porfirinas como FS foi aprovado em vérios paises. Estratégias de sintese de
novos derivados porfirinicos, principalmente de clorinas, tem sido também
desenvolvidas com o objetivo de melhorar a eficiencia destes FSs*°. Clorinas
anfifilicas tem mostrado excelentes caracteristicas fisico-quimicas e demonstram
potencial para atuar como FS em PDT>. O resultado obtido de Log P igual a -1,48 +
0,05 para a CHL-T, por indicar hidrofilicidade desta molécula, mostra uma
caracteristica favoravel, pois sabe-se que substancias mais hidrofilicas possuem a
vantagem de serem melhor distribuida na corrente sanguinea, por exemplo e boa
atividade biolégica’™. Esse valor indica que houve um aumento da solubilidade da

CHL apds ter sido adicionado o grupamento TRISMA a clorina.
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Estudos conduzidos com microorganismos demonstraram que o tampao TRIS
(trishidroximetil aminometano) modifica a permeabilidade da membrana
plasmatica’. Dessa forma, pode-se sugerir que além da solubilidade aumentada
pelo grupo TRISMA, este também contribui na permeabilizacdo através da

membrana plasmatica celular.

4.3 Acumulacgéo intracelular dos fotossensibilizadores

O ensaio de acumulagéo consiste na incubagéo do FS em funcéo do tempo e,
em seguida, a lise das células para a determinacdo da fluorescéncia advinda da
presenca de diferentes quantidades do FS intracelular. Primeiramente, foi obtida
uma curva padréo da absorbancia da BSA em 750 nm (figura 10) que foi utilizada
para estimar os valores das concentragcdes proteicas de cada amostra, para assim

normalizar os valores de fluoréscencia obtidos.

Figura 10 — Curva padréo de BSA em 750 nm. r’: 0,990.
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Para cada FS foram obtidas as curvas analiticas por fluorescéncia em
diferentes concentracdes em etanol. As figuras 11 e 12 apresentam os espectros de

emissao da CHL e CHL-T e suas respectivas curvas analiticas.
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Figura 11 — A: Espectros de emissédo de solu¢des de CHL em diferentes concentra¢ges em etanol. B:

Curva analitica da CHL a partir das intensidades de fluorescéncia em 674 nm. |I.F.= 8.6604 +
342.7445 x [CHL], r*: 0,996.
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Figura 12 - A: Espectros de emissao de solu¢ges de CHL-T em diferentes concentracdes em etanol.

B: Curva analitica da CHL-T a partir das intensidades de fluorescéncia em 674 nm. |.F. = 2.48511 +
1120.36 x [CHL-T], r*: 0,998.
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Para a HY a curva analitica foi obtida por Lima, A. M.*, sendo L.F. 507 nm =

0,05 + 302,54 x [HY]. Por meio da equacao da reta obtida pelas curvas analiticas,

pode-se determinar a concentracao de cada FS extraido das células com etanol. Os

valores das concentracdes foram normalizados pela concentragédo de proteina obtida

pelo método de Lowry.
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Todos os ensaios foram realizados em triplicata e dados discrepantes foram

excluidos utilizando o teste Q. Os resultados estdo apresentados nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2 - Valores de acumulacéo intracelular em células HEp-2 para os trés fotossensibilizadores

(1,4 x 10° M) estudados (ug do FS / mg de proteina celular).

HEp-2
Tempo de incubacéo 1h 2h 4h 8h 16h 24h
CHL 0,22 0,05 0,73 £ 0,08 1,86 +0,17 1,92 +0,15 2,00 £0,07 2,46 +0,20
CHL-T 0,31 £0,03 0,66 + 0,03 1,72+0,19 2,32 £0,25 3,55+0,12 4,25%0,05
HY 0,18 £0,01 0,28 £ 0,02 0,31 £ 0,03 0,32 £0,01 0,37+0,01 0,39 0,04

As Tabelas 2 e 3 mostram que até 4h de incubacdo ambas as clorinas
apresentaram valores semelhantes de acumulagdo em ambos os tipos celulares, no
entanto a CHL-T acumulou mais do que a CHL apds 8 horas em HEp-2 e acumulou

menos nas células Hela.

Tabela 3 - Valores de acumulacao intracelular em células HeLa para os trés fotossensibilizadores (1,4

x 10° M) estudados (ug do FS/ mg de proteina celular).

HelLa
Tempo deincubagéo 1h 2h 4h 8h 16h 24h
CHL 0,10 £0,03 0,34 £0,01 0,93 £ 0,02 2,05 +0,03 2,98 £ 0,30 2,99 £0,20
CHL-T 0,28 £0,03 0,51 £ 0,04 0,80 0,06 1,16 + 0,06 1,41 + 0,06 1,75 0,10
HY 0,09 0,01 0,24 £0,01 0,34 £0,01 0,72 £ 0,01 0,99 £ 0,01 1,21 +0,10

As clorinas apresentaram maior acumulagdo para as duas linhagens de
células comparando-se com a hipericina. Os gréficos de acumulagdo em cada

linhagem celular estéo representados na figura 13.
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Figura 13 — Acumulacéo intracelular (ug do FS / mg de proteina celular) apés incubacéo dos
fotossensibilizadores na concentracdo de 1,4 x 10° M. A: para as células HEp-2. B: para as células
HelLa.

5,0 4 5,0 4

el = CHL 45 = CHL
£ ® CHL-T 1 * CHL-T

i A HY o a
7 / 40 Al
354 35

3,0 4 RERE

2,5 2,5

M G

Acumulagio
Acumulagio
[
-

2,0
_,—o-—""_‘-'-_—'_'-_—'_'ii
1,54 1,54 -
g L
1,0 4 1,0 4 / f/____d_‘
0.5 0.5 o/'/
A & ——h L] :;l/“
0.0 —— T T T T T T T T T " 0.0 T ' T y T 4 T ¥ T i T
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Tempo (h) Tempoe (h)

Visto que os FSs apresentam uma boa seletividade as células tumorais
devido a sua alta taxa metabdlica, o conhecimento das concentragfes intracelulares
destes FSs nos diferentes tipos celulares pode contribuir com uma futura aplicagéo
terapeutica®. A diferenciagdo da acumulagéo intracelular entre as duas clorinas s6
comegou a ocorrer apés 4h de incubagéo e apés 8h o derivado ja se acumula mais
do que a clorina original nas células HEp-2, porém menos nas células Hela.

Esse resultado inesperado para HelLa sugere que a complexidade do tipo
celular interfere na acumulacdo dos compostos. Outros estudos também observaram
dados discrepantes quanto a acumulacao e efeito citotéxico de uma clorina
(mTHPC) em diferentes linhagens celulares. Sugere-se que esses resultados
indicam que fatores adicionais determinam o dano celular, por exemplo, o nivel
enddgeno da capacidade oxidativa que pode estar relacionado com algumas
enzimas (glutationas e superoxido dismutases).®

A acumulacéo intracelular inferior para CHL-T comparado a CHL na células
HeLa em tempos longos né&o interferiu na melhor citotoxicidade desse novo

composto, como comprovado nos resultados do ensaio do MTT descritos a seguir.
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4.4  Avaliagao da atividade mitocondrial

O ensaio com MTT foi empregado com os FSs (CHL e CHL-T) para
determinagdo da concentracdo inibitéria média (ICsp) nas células. O tempo de
incubac&o dos FSs foi de 2 h e a irradiacdo com dose de 30J cm™ foi feita com LED
de comprimento de onda 630 nm (vermelho). O ICs, de 0,04 uM para a CHL-T e de
0,76 pM para a clorina original nas células HEp-2, demonstra que a adigdo do grupo
TRISMA aumentou o efeito citotdxico nas células tumorais em cerca de 20 vezes. As

curvas de sobrevivéncia estdo apresentadas nas figuras 14.

Figura 14 - Sobrevivéncia das células HEp-2 tratadas por 2h e irradiada com 30 J cm™? analisadas 48

h pés-irradiacdo. A: para CHL. B: para CHL-T.
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Para a determinagdo da concentragdo inibitéria média da clorina
modificada, da clorina de origem e da hipericina na dose de luz de 6 J cm, utilizou-
se ambas as linhagens celulares com tempo de incubagéo de 2h e 16h e irradiagéo

com LED vermelho (630 nm * 10). Os resultados estéo apresentados na tabela 4.

Tabela 4 — Concentracdes inibitdrias médias (ICso) para os FSs incubados por 2h e 16h e irradiados

na dose de 6 J cm™ e analise das células apos 24h.

ICs0 (HEP-2) ICso (HelLa)
[uM] [kM]
Tempo de Incubacéo 2h 16h 2h 16h
CHL 0,52+0,14 0,34 + 0,08 0,43 +0,04 0,54 + 0,05
CHL-T 0,06 + 0,02 0,03+0,01 0,04 +0,01 0,05+0,01
HY 0,72 +0,16 0,05+0,01 0,56 + 0,03 0,04 + 0,02
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Os resultados apresentados nas tabelas sugerem que a modificagéo
estrutural na clorina melhorou a sua eficiéncia em cerca de 10 vezes nas duas
linhagens celulares e nos dois tempos de incubagdo. Comparando a citotoxicidade
da HY com CHL-T observa-se que o ICs, do novo FS é cerca de 15 vezes maior do
que o valor obtido para a HY no tempo de incubacéo de 2h.

Para 16h de incubacéo, comparando HY com CHL-T, esta apresentou-se
cerca de apenas duas vezes mais citotoxica que a HY na linhagem HEp-2 e teve
praticamente a mesma eficiéncia na linhagem HelLa. As sobrevivéncias estdo

apresentadas na figura 15.

Figura 15 - Sobrevivéncia das células em funcao da concentracao do fotossensibilizador para dose de
luz 6 J cm™e periodo de pés-irradiacéo de 24h. A: células HEp-2 e tempo de incubacéo de 2h. B:
células HelLa e tempo de incubacéo de 2h. C: células HEp-2 e tempo de incubacgédo de 16 h. D:

células HelLa e tempo de incubacéo de 16h.
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Comparando-se as duas doses usadas, observa-se que com a dose de luz de

30 J cm™ o efeito citotdxico para a CHL-T é maior 20 vezes em relacdo a CHL e na
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dose de Iuz de 6 J cm? é maior 10 vezes para a CHL-T quando comparado com o
efeito da CHL. Esse fato € esperado visto que uma dose maior de luz fornece uma
quantidade de energia maior para potencializar a produgcdo de radicais livres e
consequentemente a citotoxicidade.

Nos ensaios do MTT empregou-se placas de cultura com 96 pogos e cada
concentracdo foi usada em sextuplicata. Todas as placas com uma ampla faixa de
concentracao foram repetidas no minimo de duas vezes e o valor médio dos ICs foi
calculado. Os controles (escuro) consistram de amostras nas mesmas
concentragdes e tempos de incubagdo testados, porém sem irradiacdo. Tais

controles ndo apresentaram citotoxicidade no escuro nas concentragdes utilizadas.

4.5 Determinacao do tipo de morte celular apos tratamento fotodinamico com
os fotossensibilizadores em estudo

4.5.1 Deteccdo da morte celular por microscopia de fluorescéncia

Apé6s as células serem submetidas ao tratamento fotodindmico, estas foram
marcadas com brometo de etidio e laranja de acridina e as imagens foram obtidas
por microscopia de fluorescéncia. As figuras 16 e 17 apresentam as imagens obtidas
para os tratamentos com CHL-T. As amostras foram preparadas em duplicata e para
cada uma delas cinco imagens foram registradas para que no total um minimo de
200 células fossem contadas em cada lamina (por amostra). A partir dessa
contagem foram calculadas as porcentagens de apoptose e necrose. A analise
estatistica foi realizada pelo programa GraphPad Prims utilizando-se o teste ANOVA

seguido do Tukey.
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Figura 16 - Microscopia de Fluorescéncia para as células HEp-2 com 2h de incubacéo para a CHL-T.

A: controle negativo= escuro, sem FS. B: Controle no escuro com 0,06 uM de CHL-T. C: 0,06 uM de
CHL-T e dose 6 J cm™. D: 0,12uM de CHL-T e dose 6 J cm? E: 0,92 uM de CHL-T e dose 6 J cm?.

-

Pelas imagens obtidas, pode-se observar que apenas quando as céluas
foram tratadas com 0,92 uM de CHL-T e luz (figura 16 E) é que obteve-se apoptose

e necrose em um nimero mais expressivo em relacao ao controle.

Figura 17 - Microscopia de Fluorescéncia as células HEp-2 com 16h de incubacgéo para a CHL-T. A:
Controle negativo= escuro, sem FS. B: Controle escuro com 0,12 uM de CHL-T. C: 0,12 uM de CHL-T

e dose 6 J cm™.
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Com 16 horas de incubacdo, as imagens obtidas por microscopia de
fluorescéncia demonstraram que o tratamento com a concentracdo de 0,12 pM para
a CHL-T e irradiagdo (C) apresentou um namero maior de células em processo de
morte celular em relagéo ao controle.

As porcentagens de morte celular por apoptose ou necrose estéo indicadas
nas tabelas 5 e 7. Para todos os tratamentos, foram feitos controles sem nenhum
tratamento, controles tratados apenas com os FSs sem irradiacdo, e controle sé
irradiado sendo que tais controles apresentaram porcentagem de células vivas

acima de 80%.

Tabela 5 - Porcentagens de morte celular (apoptose e necrose) obtidas por microscopia de
fluorescéncia das células HEp-2 marcadas com brometo de etidio e laranja de acridina
apdés o tratamento fotodindmico com os trés fotossensibilizadores em diferentes
concentracdes, no tempo de incubacdo de 2h, dose de luz de 6 J cm™ e periodo de

pés-irradiacéo de 24h.

HEp-2
FS [FS] (uM) Apoptose (%) Necrose (%) Total (%)
CHL 0,52 1,63 0,94 2,57
CHL 1,04 8,17 5,73 13,90
CHL 2,08 37,51 5,78 43,29
CHL 8,49 22,18 69,30 91,48
CHL-T 0,06 1,13 0,72 1,85
CHL-T 0,12 5,08 55 10,58
CHL-T 0,24 9,67 87,03 96,70
CHL-T 0,52 20,32 75,88 96,20
CHL-T 0,92 50,14 41,73 91,87
HY 0,52 5,07 4,07 9,14
HY 0,72 5,30 4,41 9,71
HY 1,44 8,12 9,96 18,08
HY 2,88 6,08 85,81 91,89

HY 12,70 23,57 76,01 99,58
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Para as concentracdes utilizadas na avaliacdo da apoptose e necrose, partiu-
se das concentragéo do ICso determinado para cada FS para a linhagem HEp-2 com
tempo de incubagéo de 2h. Como a porcentagem de morte avaliada n&o atingiu um
valor alto, empregou-se concentragdes mais elevadas ou maior tempo de incubacgéo
(de 2h para 16h). Observa-se que com o aumento das concentragcdes houve um
aumento na porcentagem de morte celular como era esperado.

Vale salientar que as concentragOes utilizadas para CHL-T foram cerca de 10
vezes menores que as concentracbes para os outros dois FSs. Assim, pode-se
afirmar que a eficiéncia do novo FS proposto é maior, visto que a concentragdo
utilizada foi bem menor (10 x). Os graficos das andlises estatisticas para a linhagem
HEp-2 no tempo de incubagcdo de 2h utilizando-se ANOVA seguida de Tukey estéo

representados nas figuras 18, 19 e 20 para CHL, CHL-T e HY respectivamente.

Figura 18 — Graficos das porcentagens de apoptose e necrose da linhagem HEp-2 com CHL para

tempo de incubacéo de 2h e dose de luz de 6 J cm™ e periodo de pés-irradiacdo de 24h.

* valores significativos em relagédo ao controle néo tratado.
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Figura 19 — Graficos das porcentagens de apoptose e necrose da linhagem HEp-2 com CHL-T para

tempo de incubacao de 2h e dose de luz de 6 J cm™? e periodo de pés-irradiacdo de 24h.

* valores significativos em relagéo ao controle ndo tratado.
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Figura 20 — Graficos das porcentagens de apoptose e necrose da linhagem HEp-2 com HY para

tempo de incubac&o de 2h e dose de luz de 6 J cm™ e periodo de pés-irradiacdo de 24h.

* valores significativos em relagédo ao controle ndo tratado.
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Esses mesmos tratamentos foram feitos para a linhagem celular HelLa. Os

valores de morte celular (apoptose e necrose) estao apresentados na tabela 6.

Tabela 6 - Porcentagens de morte celular (apoptose e necrose) obtidas por microscopia de
fluorescéncia das células HeLa marcadas com brometo de etidio e laranja de acridina
apés o tratamento fotodindmico com os trés fotossensibilizadores em diferentes
concentracdes, no tempo de incubacdo de 2h, dose de luz de 6 J cm™ e periodo de

pés-irradiacéo de 24h.

HelLa
FS [FS] (uM) Apoptose (%) Necrose (%) Total (%)
CHL 0,52 3,57 10,65 14,22
CHL 1,04 1,65 5,62 7,27
CHL 2,08 8,73 28,39 37,12
CHL 8,49 3,75 95,80 99,55
CHL-T 0,06 4,41 41,61 46,02
CHL-T 0,12 3,94 86,85 90,49
CHL-T 0,24 2,13 97,08 99,21
CHL-T 0,52 1,38 78,82 80,20
CHL-T 0,92 4,42 95,58 100
HY 0,52 1,53 6,26 7,79
HY 0,72 10,24 26,90 37,14
HY 1,44 2,93 62,42 65,35
HY 2,88 2,41 96,73 99,14
HY 12,70 2,27 97,73 100

Nossos dados para hipericina (um FS ja estabelecido em estudos de PDT)
corroboram com alguns estudos que também demonstraram que a partir de cerca de
1 uM de HY com dose de luz proxima & nossa ocorre uma maior indugéo de necrose

em relac&o a apoptose.®
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Os gréficos das analises estatisticas para HelLa utilizando-se ANOVA seguida

de Tukey no tempo de incubacé&o de 2h estdo representados nas figuras 21, 22 e 23.

Figura 21 — Graficos das porcentagens de apoptose e necrose da linhagem HeLa com CHL para

Porcentagem (%)

tempo de incubac&o de 2h e dose de luz de 6 J cm™ e periodo de pés-irradiacdo de 24h.

* valores significativos em relagédo ao controle ndo tratado.
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Figura 22 — Graficos das porcentagens de apoptose e necrose da linhagem HeLa com CHL-T para

tempo de incubacao de 2h e dose de luz de 6 J cm™? e periodo de pés-irradiacdo de 24h.
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* valores significativos em relagéo ao controle ndo tratado.
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Figura 23 — Graficos das porcentagens de apoptose e necrose da linhagem HeLa com HY para tempo

de incubaco de 2h e dose de luz de 6 J cm™ e periodo de pés-irradiacéo de 24h.

* valores significativos em relagéo ao controle ndo tratado.
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Também foi avaliada morte celular (apoptose e necrose) no tempo de
incubagé&o de 16 h para o valor de concentragao referente a 2 x ICsp para os trés FSs
e para as duas linhagens celulares (HEp-2 e HelLa). Os valores das porcentagens de
morte estao apresentados na tabela 7 e 8.

Tabela 7 - Porcentagem de morte celular (apoptose e necrose) obtidos por microscopia de
fluorescéncia nas células HEp-2 marcadas com brometo de etidio e laranja de acridina
apés o tratamento fotodindmico com os trés fotossensibilizadores em diferentes
concentracdes, no tempo de incubacdo de 16h, dose de luz de 6 J cm™? e periodo de

pés-irradiacéo de 24h.

HEp-2
FS [FS] (M) Apoptose (%) Necrose (%) Total (%)
CHL 1,04 31,26 30,35 61,61
CHL-T 0,12 28,59 20,66 49,25

HY 1,44 16,90 21,06 37,96
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Os graficos das analises estatisticas para HEp-2 utilizando-se ANOVA

seguida de Tukey no tempo de incubacéo de 16h estéo representados na figura 24.

Figura 24 — Graficos das porcentagens de apoptose e necrose da linhagem HEp-2 para tempo de

incubacao de 16h e dose de luz de 6 J cm™ e periodo de pés-irradiacio de 24h.

* valores significativos em relagédo ao controle ndo tratado.
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Tabela 8 - Porcentagem de morte celular (apoptose e necrose) obtidos por microscopia de
fluorescéncia nas células HeLa marcadas com brometo de etidio e laranja de acridina
apés o tratamento fotodindmico com os trés fotossensibilizadores em diferentes
concentracdes, no tempo de incubacdo de 16h, dose de luz de 6 J cm™? e periodo de

pés-irradiacéo de 24h.

HelLa
FS [FS] (M) Apoptose (%) Necrose (%) Total (%)
CHL 1,04 18,91 57,52 76,43
CHL-T 0,12 20,44 78,83 99,27
HY 1,44 40,16 53,06 93,22

Os gréficos das analises estatisticas para HelLa utilizando-se ANOVA seguida
de Tukey no tempo de incubacé&o de 16h estéo representados na figura 25.
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Figura 25 — Graficos das porcentagens de apoptose e necrose da linhagem HelLa para tempo de

incubacao de 16h e dose de luz de 6 J cm™ e periodo de pés-irradiacdo de 24h.

* valores significativos em relagéo ao controle ndo tratado.
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Com 16h e 2h de incubagdo, pode-se observar que nas mesmas
concentragdes de FS a linhagem celular HeLa apresenta maior porcentagem de
morte celular sendo esta deslocada para necrose, ou seja, nessa linhagem (HelLa) e

condigbes, os ensaios fotodindmicos tendem a induzir mais necrose que apoptose.

A quantificacdo da morte celular é crucial para determinar qual o potencial
dos compostos em induzir morte celular. A ativacdo de necrose pode ser desejavel
nos casos em que existe resisténcia a apoptose em células cancerigenas®. Alguns
estudos demonstraram que em HelLa ha uma resisténcia a apoptose frente & PDT
com hipericina® 8 8, Diante disso, a maior porcentagem de necrose encontrada
com clorinas nos tratamentos realizados nessa linhagem celular representa uma boa

resposta de morte celular.



56

4.5.2 Deteccdo da morte celular por citometria de fluxo

As porcentagens de apoptose (inicial e tardia) foram obtidas por citometria
para tratamentos com as seguintes concentracdes de cada FS: 0,52 uM para CHL,
0,06 uM e 0,52 uM para CHL-T e 0,52 pM para HY com a linhagem celular HEp-2.
Foram realizados controles sem nenhum tratamento, controles tratados apenas com
0os FSs sem irradiacdo e controles apenas com irradiagcdo. Todos 0s controles
apresentaram porcentagem de células vivas acima de 80%. Para certificar que néo
havia interferéncia da fluorescéncia dos FSs com os marcadores (FITC e PI) usados
na metodologia foram analisadas amostras que receberam tratamentos apenas com
0s FSs sem a marcacado para anexina V. O resultado da analise mostrou que mesmo
em concentragbes maiores que as usadas nos tratamentos ndo houve deteccao de

fluorescéncia pelo canal utilizado nos experimentos (figura 26).

Figura 26 — Graficos das andlises das células HEp-2 com FSs sem marcacgédo para anexina V.

A: controle sem FS. B: 8,49 uM de CHL. C: 0,92 uM de CHL-T. D: 12,69 uM de HY.
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Na tabela 9 estdo apresentados os valores médios das porcentagens obtidos

para apoptose nos respectivos tratamentos com a linhagem celular HEp-2.

Tabela 9 — Porcentagens de apoptose (inicial e final) obtidas por citometria de fluxo das células HEp-
2 para os trés fotossensibilizadores no tempo de incubacéo de 2h e dose de luz de 6 J cm’

% e periodo de pés-irradiacdo de 24h.

HEp-2
FS [FS] (M) Apoptose Inicial (%)  Apoptose Final (%) Total (%)
CHL 0,52 15,46 6,10 21,56
CHL-T 0,06 8,74 1,13 10,47
CHL-T 0,52 80,35 7,86 88,21
HY 0,52 13,23 2,68 15,91

Pelos valores obtidos, pode-se observar que o tratamento com 0,52 uM CHL-
T e dose de luz 6 J cm? apresentou uma alta porcentagem de apoptose (88,21 %)
sendo em maior propor¢cdo para apoptose inicial. Nas figuras 27 e 28 estédo

apresentados os gréficos obtidos nos tratamentos.
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Figura 27 — Controles para células HEp-2. A: gate do controle negativo. B: controle negativo ndo

marcado. C: controle negativo marcado apenas com FITC. D: controle negativo marcado apenas com
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Esses controles séo realizados para os ajustes dos parametros de voltagens

que sao fixados para cada experimento. Também € delimitado um gate (P1) para

excluir das analises os restos celulares. Portanto, foi considerado para os valores de

porcentagens (representados dentro dos quadrantes) apenas a populacéo de células
gue se encontra delimitada em P1.
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Figura 28 - Citometria de fluxo das células HEp-2 para os trés fotossensibilizadores no tempo de
incubacso de 2h, dose de luz de 6 J cm™ e periodo de pés-irradiacdo de 24h. A: controle negativo. B:
0,52 uM de CHL. C: 0,52 uM de CHL-T. D: 0,52 uM de HY.
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Através dos graficos de dispersdo pode-se observar também que o
tratamento com 0,52 uM de CHL-T (figura 28 C) apresentou um alto percentual de
apoptose, principalmente inicial.

A andlise estatistica foi realizada através do programa GraphPad Prism com o
teste ANOVA seguido de Tukey. Os graficos dessas andlises estao apresentados na
figura 29.
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Figura 29 — Graficos das porcentagens de apoptose da linhagem HEp-2 com concentracao de 0,52
UM de FSs para tempo de incubacéo de 2h e dose de luz de 6 J cm™?e periodo de pés-irradiacdo de

24h. * valores significativos em relagéo ao controle nao tratado.
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A andlise estatistica apresentou como valor significativo em relagdo ao
controle apenas a porcentagem de apoptose inicial para o tratamento das células
com 0,52 uM de CHL-T incubadas por 2h e irradiadas com dose de luz 6 J cm™.

4.6 Avaliacao da expressao da proteina p53 por Western blot

As linhagens celulares HEp-2 e Hela tratadas com os FSs na concentragéao
de 0,52 pM, dose de luz 6 J cm™? e periodo de pés-irradiacdo de 24h tiveram a
proteina p53 ativada. Apesar do tratamento com CHL-T e irradiacéo ter tido um valor
da razdo (p53/GAPDH) maior em relagdo aos outros tratamentos esse valor nao foi
significativo em relacdo ao controle para as duas linhagens. Os graficos da anélise
estatistica (teste t de Student) usando o programa Graph Pad Prism estdo
apresentados nas figuras 35 e 36. Abaixo de cada grafico estdo as imagens das
bandas obtidas pela metodologia Western blot. Os graficos correspondem a

densitometria dessas imagens normalizada pela proteina constitutiva GAPDH.
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Figura 30 — Ativacao da proteina p53 na linhagem celular HEp-2 com concentracao de 0,52 uM de

FSs para tempo de incubac&o de 2h, dose de luz de 6 J cm™e periodo de pés-irradiacio de 24h.
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Figura 31 — Ativacao da proteina p53 na linhagem celular HeLa com concentracéo de 0,52 uM de FSs

para tempo de incubac&o de 2h, dose de luz de 6 J cm™e periodo de pés-irradiacéo de 24h.
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A proteina p53 normalmente esti presente em baixa quantidade em células
saudaveis, sendo mais expressa em condicdes de estresse celular. Quando o dano
celular é severo a ponto de ndo haver reparo, essa proteina induz a célula a
apoptose. Células submetidas a PDT com varios FSs tem mostrado uma expressao
maior da p53, entretanto a indugcdo da morte celular ou apoptose ndo é
significativamente dependente dessa proteina® ** %, As analises realizadas por
Western blot corroboram com esses resultados, visto que ha indicios biolégicos de
que a proteina p53 participe da apoptose na PDT (aumento na ativagdo de p53 com
CHL-T e irradiagéo: condicdo em que foi detectada morte celular significativa).
Porém como esses valores ndo foram significativos pode-se concluir que a indugéo

da morte celular na PDT ndo depende dessa proteina.
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Nos ultimos anos, o entendimento da resposta ao fotodano e a sua relagdo
funcional com a apoptose tem melhorado. Estudos recentes destacam a importancia
de se identificar elementos moleculares na apoptose. Sem duvida a mitocéndria é
um coordenador crucial na via da apoptose em resposta a PDT. Essas vias
regulatorias controlam a decis@o da sobrevivéncia e morte celular e sua identificacao

molecular possui implicagdes terapéuticas.*®
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5. CONCLUSOES

Neste estudo foram avaliados trés FSs: uma clorina extraida da clorofila a
(CHL), um derivado de clorina (CHL-T) e a hipericina (HY) uma antraquinona
fotossensivel, todos sintetizados no Brasil. Em todos os ensaios realizados a clorina

modificada foi a que apresentou maior potencial como fotossensibilizador.

O valor negativo do Log P apresentado pela CHL-T (-1,48) indica um carater
entre o anfifilico e o hidrofilico adquirido por essa molécula ao ser adicionado na
CHL o grupo TRISMA. Ndo se obteve o Log P para a CHL devido a sua alta

lipofilicidade sendo necessario outro tipo de caracterizagdo experimental.

A comparacgdo da acumulagédo dos FSs nas células mostrou que as clorinas
acumulam mais que a hipericina. Depois do periodo de 8h, a CHL-T acumulou mais
para a linhagem celular HEp-2 e menos para a linhagem celular HeLa em relagéo a
CHL. Entretanto, este fato ndo aumentou o ICsp (0,05uM) da CHL-T no tempo de
incubacg&o de 16h para a HelLa e dose de luz de 6 J cm? comparado com o ICsp da
CHL (0,61puM) nas mesmas condicdes. O acumulo intracelular dos FSs néo
necessariamente implica em maior efetividade de indu¢&o de morte celular, visto que
outros aspectos (tipo celular, potencial enzimético enddgeno oxidativo) podem
influenciar na citotoxicidade desses compostos. A fototoxicidade apresentada pela
nova clorina foi cerca de 10 a 20 vezes maior que pela clorina de origem, uma vez

que os valores de ICsp obtidos foram menores (10-20 x).

Os testes realizados por microscopia de fluorescéncia apresentaram
porcentagem de morte celular crescente com o aumento das concentragdes de FSs.
Nesses ensaios, pode-se comprovar também a alta citotoxicidade da CHL-T, pois as
concentragdes usadas nos tratamentos com este FS foram cerca de 10 a 20 vezes

menores e o efeito igual ou melhor que os outros dois FSs.

A analise da apoptose por citometria apresentou valor significativo em relagéo
ao controle a porcentagem de apoptose inicial (80,35 %) para o tratamento das
células com 0,52 uM de CHL-T incubadas por 2h e irradiadas com dose de luz 6 J

cm™. Esse resultado também comprova a alta citotoxicidade da CHL-T em relacdo
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aos outros FSs. Ja a deteccdo de ROS por citometria ndo apresentou valores
significativos para esse tratamento (0,52 pM de CHL-T incubado com as células por
2h e irradiagdo com dose de luz 6 J cm®), indicando que outras condicdes devam
ser realizadas para melhor elucidagdo do mecanismo de acdo dessa nova clorina.
Outra explicagdo para a nao observagéo de valores significativos de apoptose seria
que a CHL-T atuasse principalmente pela producdo de, por exemplo, oxigénio
singlete. Para comprovar tal hipotese, em nosso grupo, estd sendo realizada a
caracterizagcdo fisico-quimica das clorinas inclusive a quantificagdo do oxigénio
singlete produzido nessas condigdes.

Para investigar a modulagdo exercida pela PDT com CHL, CHL-T e HY sob a
proteina pro-apoptotica p53, foi empregada a metodologia Western blot. Os
resultados mostraram um discreto aumento na ativagdo de p53 com CHL-T e
irradiacdo. Porém como esses valores ndo foram significativos pode-se sugerir que a

inducéo da morte celular na PDT ndo depende dessa proteina.
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APENDICE A — Resultados da avalia¢o da porcentagem apoptose obtidos por
citometria de fluxo a serem confirmados

Tabela 10 — Porcentagens de apoptose (inicial e final) obtidas por citometria de fluxo das células
HelLa para os trés fotossensibilizadores no tempo de incubacgéo de 2h e dose de luz de

6 J cm™ e periodo de pés-irradiacso de 24h.

HelLa
FS [FS] (M) Apoptose Inicial (%) Apoptose Final (%) Total (%)
CHL 0,52 3,03 2,10 5,13
CHL-TRISMA 0,06 4,44 1,90 6,34
CHL-TRISMA 0,52 5,98 5,22 11,2
HY 0,52 8,94 6,95 15,89

Figura 32 - Citometria de fluxo das células HelLa para os trés fotossensibilizadores no tempo
de incubaco de 2h e dose de luz de 6 J cm™ e periodo de pés-irradiacdo de 24h. A: controle
negativo. B: 0,52 uM de CHL. C: 0,52 pM de CHL-T. D: 0,52 uM de HY.
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APENDICE B — Resultados da avaliacdo da porcentagem de ROS obtidos por
citometria de fluxo a serem confirmados

Tabela 11 — Porcentagens de ROS obtidas por citometria de fluxo das células HEp-2 e HelLa

incubadas com os trés fotossensibilizadores por 2h e dose de luz de 6 J cm™.

ROS (%)
HEp-2 HelLa
Escuro Luz Escuro Luz
CHL 0,52 uM 7,90 12,63 3,53 1,83
CHL-T 0,52 uM 11,01 5,07 3,61 1,44
HY 0,52 uM 7,52 14,75 4,01 3,04

O controle (células com apenas o reagente) para HEp-2 teve porcentagem
média de ROS de 10,56 e para HelLa de 2,83.

Figura 33 - Citometria de fluxo das células HEp-2 para os trés fotossensibilizadores no tempo de
incubacao de 2h e dose de luz de 6 J cm™. A: controle negativo. B: 0,52 uM de CHL. C: 0,52 uM de
CHL-T. D: 0,52 pM de HY.
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Figura 34 - Citometria de fluxo das células HelLa para os trés fotossensibilizadores no tempo de
incubacgéo de 2h e dose de luz de 6 J cm™. A: controle negativo. B: 0,52 uM de CHL. C: 0,52 uM de
CHL-T. D: 0,52 uM de HY.
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