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Resumo: O presente trabalho teve como objetivo avaliar através de
testes citotoxicos e citostaticos a eficacia da Terapia Fotodinamica
mediada pela aluminio cloro ftalocianina-AIPHCI-lipossomal (AIPHCI) no
tratamento de células derivadas do cancer bucal e verificar por analise de
imunofluorescéncia sua atuacdo na regulacdo da via de sinalizacéo
PIBK/AKT/mTOR, uma via de sinalizacdo que vem sendo amplamente
correlacionada com a carcinogénese.
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Resumo

A Terapia Fotodinamica (TFD) apresenta grande potencial para o
tratamento de cancer de boca. Enquanto as terapias mais difundidas contra o
cancer tendem a ser imunossupressoras, a TFD configura-se como uma terapia
local capaz de destruir eficientemente as células tumorais ao mesmo tempo em
gue estimula o sistema imune a procurar e destruir metastases. A TFD consiste
na administracdo de um farmaco nédo-toxico, por via sistémica, local ou topica,
seguida da aplicacdo de uma dose especifica de luz visivel sobre o tecido ou
leséo a ser tratada.

Avancos recentes no entendimento biomolecular da iniciacéo, progressao
e consequentes metastases do carcinoma epidermdéide bucal estdo
possibilitando o melhor entendimento desta patologia bem como a descoberta
de moléculas chaves para a aplicacao terapéutica.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar através de testes
citotoxicos e citostaticos a efichcia da Terapia Fotodindmica mediada pela
aluminio cloro ftalocianina-AIPHCI-lipossomal (AIPHCI) no tratamento de céllas
derivadas do cancer bucal e verificar por andlise de imunofluorescéncia sua
atuacdo na regulacdo da via de sinalizacdo PI3K/AKT/mTOR, uma via de
sinalizacdo que vem sendo amplamente correlacionada com a carcinogénese.

Os resultados apresentados nesta dissertacdo demonstram que o
tratamento com a TFD utilizando-se AIPHCI lipossomal suscita diferentes
mecanismos de morte celular dose-dependente, sendo a apoptose a via
principal envolvida, e pode ainda regular a proliferacdo, crescimento, e outros
processos celulares pela inibicdo da via do mTOR.

Desta forma, a TFD utilizando-se AIPHCI lipossomal apresenta grandes
possibilidades para o tratamento do cancer bucal. Acredita-se que, combinada
com terapias como a quimioterapia ou a radioterapia, esta modalidade
terapéutica possa ser ainda mais eficaz no tratamento do cancer bucal.



Abstract

Photodynamic Therapy (PDT) presents great potential for oral cancer
treatment. PDT is known as a local therapy that not only destroy the primary
tumor, but also trigger the immune system to recognize, to track down and to
destroy remaining tumor cells.

PDT can be defined as the administration of a nontoxic drug or dye known
as a PS to a patient bearing a lesion, either systemically, locally, or topically,
followed by the illumination of the lesion with visible light which, in the presence
ofoxygen, leads to the generation of cytotoxic species and, consequently, to cell
death and tissue destruction.

Recent advances in the biomolecular knowledge of initiation, progression
and consequent metastases of oral squamous cell carcinoma are contributing to
construct a better understanding of this pathology and also to discover molecule
keys for the therapeutical application.

This present work aimed to evaluate the effectiveness of Photodynamic
Therapy using for Chloroaluminum-phthalocyanine-AlIPHCI-lipossomal in the oral
cancer treatment and its effects on PISK/AKT/mTOR signaling pathway,which
have been reported as a frequent event activated in squamous cell carcinoma.

The presented results in vitro demonstrate that the treatment with PDT
using lipossomal AIPHCI excites different mechanisms of dose-
dependant,cellular death being apoptose the main triggered pathway triggered,
and can still regulate the proliferation, growth, and other processes for the
inhibition of MTOR. In such a way, the PDT using lipossomal AIPHCI presents
great possibilities for the oral cancer treatment.
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1. Introdugao

1.1 Cancer

O cancer pode ser definido, entre outras possiveis maneiras, como um

conjunto de doencas desencadeadas por desordens celulares, ocasionadas por

fatores genéticos e ambientais (INCA, 2008). Uma das caracteristicas mais

marcante e comum a todos os tipos de cancer é a proliferacao celular desenfreada

e a capacidade de invasao e destruicao dos tecidos.

O céancer € um dos maiores problemas de saude mundial. Dados recentes

demonstram que 1 em 4 mortes nos Estados Unidos € ocasionada por esta

doenca. A estimativa de novos casos e mortes naquele pais para o ano de 2008 foi
de 1.437.180 e cerca de 565.650 respectivamente (JEMAL;SIEGEL et al., 2008).

No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer, a estimativa de

novos casos para o0 ano de 2008 chegou a 231.860 para o sexo masculino e
234.870 para o feminino, totalizando 466.730 novos casos (figura 1) (INCA, 2008).

Localizagao Primaria Estimativa de casos novos
Neoplasia Maligna Masculino Feminino Total
Prastata 49 530 - 49 530
Mama Feminina - 49 400 49 400
Traquéia, Brénquio e Pulmao 17.810 9.460 27.270
Cédlon e Refo 12.490 14.500 26.990
Estémago 14.080 7720 21.800
Colo do Utero = 18.680 18.680
Cavidade Oral 10.380 3780 14.160
Estifago 7.900 2.650 10.550
Leucemias 5220 4320 9540
Pele Melanoma 2950 2970 5920
Qutras Localizagoes 55.610 62.270 117.880
Subtotal 175.970 175.750 351.720
Pele ndo Melanoma 55.880 59120 115.010
Todas as Neoplasias 231.860 234.870 466.730

*Nimeros arredondados para 10 ou midltiplos de 10.

Tabelal. Estimativas, para o ano 2008, do numero de casos novos por cdncer, em homens e

mulheres, segundo localizagao primaria. Dados: INCA, 2008.



Em geral, o processo da carcinogénese € lento, podendo inclusive ser
divido em 3 fases: iniciacdo, promocao e progressdo da doenca. No estagio de
iniciagdo, as células sdo expostas aos agentes carcinogénicos que podem
promover alteragBes genéticas cumulativas, Na segunda fase, chamada de
promocdo, ha uma selecédo e proliferacdo dos clones atingidos na fase I, que
iniciam o processo de transformacdo maligna caracterizado pela expressdo de
oncogenes. A fase de progressdo da doenca, fase lll, é caracterizada pela
proliferacdo descontrolada e irreversivel das células formando uma massa tumoral
local, processo este que € facilitado pelo aumento progressivo da instabilidade
genética dessas células (HURSTING;SLAGA et al., 1999).

Descobertas recentes ampliaram consideravelmente o entendimento dos
mecanismos béasicos de controle e crescimento celular, 0 que proporcionou o
desenvolvimento da investigacéo dos processos bioldgicos que levam ao cancer.

Atualmente, sabe-se que a maior parte das células cancerigenas sao
originarias da expanséao clonal e também do crescimento anormal de uma célula
tronco, ou de poucas células tumorais que readquiriram sua capacidade de
renovacao (revisto por LOBO;SHIMONO et al., 2007).

As células normais proliferam-se quando ha uma necessidade resultante
de balanco bioquimico entre fatores promotores e inibidores de crescimento.
Esses fatores chegam as células por meio da circulacdo e das células vizinhas.
As células cancerigenas fogem desses mecanismos regulatéorios, seguindo um
controle interno préprio para sua replicagdo. Desta forma, as células
cancerigenas crescem de modo irrestrito e, por vezes, podem escapar da
senescéncia e programas de morte celular. Em conseqiéncia, ha uma
sobrevivéncia maior dessas células. Além disso, as células cancerigenas
adquirem a habilidade de migrar de seu local original, invadindo tecidos vizinhos
e promovendo a metastase em locais anatdmicos distantes (revisto por
MOLINOLO;AMORNPHIMOLTHAM et al., 2008).

Estas mudancas progressivas no comportamento celular séo resultado de
acumulacdo de mudancas genéticas em um conjunto limitado de genes. Entre
estes, duas classes de genes atuam de modo principal, sdo os chamados
oncogenes e 0s genes supressores de tumor.

Os oncogenes sao aqueles que, uma vez ativados, promovem a

proliferacdo celular, enquanto os genes supressores de tumor inibem o



crescimento celular e contribuem para o processo carcinogénico quando
inativados por eventos genéticos (revisto por HANAHAN;WEINBERG, 2000).

Exemplos de oncogenes séo alguns fatores de crescimento (hst-1, int-2,
EGFR/erbB, cerbB- 2/Her-2, sis), transdutores de sinais intracelulares (ras,raf,
stat-3), fatores de transcricdo (myc, fos, jun, c-myb), reguladores do ciclo celular
(Cyclin D1) e os genes envolvidos no mecanismo de morte celular programada
ou apoptose (bcl-2, Bax). Estes genes pode ser ativados de forma alterada
devido a alguma mutacéo, translocacdo cromossomal, amplificacdo génica ou
ainda insercdao retroviral.

Os genes supressores de tumor (TSG) agem como transdutores de sinais
inibitérios ao crescimento tumoral. Estes genes estdo envolvidos na regulacéo do
ciclo celular e da apoptose. Os TSG podem ser inativados por Varios
mecanismos incluindo mutacdes pontuais, dele¢bes, ou ainda ligagbes com
proteinas virais (NAGPAL;DAS, 2003). PTEN (gene homdlogo ao da fosfatase e
tensina) é um exemplo de TSG envolvido na carcinogénese bucal.

Um conceito recente sugere que Vvariados eventos ativadores e
inativadores devem ocorrer nos oncogenes e nos genes supressores de tumor
para a iniciacdo e progressdo do cancer. No caso do carcinoma epidermadide
bucal, estas mudancas ocorrem em processos de mdultiplas etapas
(MOLINOLO;AMORNPHIMOLTHAM et al., 2008).

1.2 Cancer Bucal

Lesbes cancerigenas localizadas na cavidade bucal s&o consideradas
uma das neoplasias mais frequentes na populacao brasileira.

No Brasil, o cancer bucal é considerado o quinto tipo de neoplasia mais
prevalente entre os homens enquanto nas mulheres esta patologia ocupa o sexto
lugar (INCA, 2008).

Assim como em tantos carcinomas, o risco do carcinoma bucal aumenta
com a idade, principalmente entre os homens. Homens caucasoides tém um risco
maior apdés os 65 anos de idade quando comparados aos outros grupos. No

entanto, a maior incidéncia, entre as pessoas de meia idade € verificada entre os



homens afro-descendentes. As mulheres, em geral, apresentam uma incidéncia
menor que os homens, em qualquer faixa etaria (NEVILLE;DAMM et al., 2004).

Entre os fatores de risco correlacionados a esta patologia, pode-se citar os
fatores extrinsecos como o tabaco, alcool, luz solar, dieta, infec¢Bes virais entre
outros; além dos fatores intrinsecos como os estados sistémicos e a predisposicao
genética.

Cerca de 90% das malignidades orais sdao carcinomas de células
escamosas. Tumores de origem epitelial, de facil identificacdo e tratamento nas
fases iniciais de desenvolvimento (SILVERMAN, 2001; CONCEICAO
PEREIRA;TOSTES OLIVEIRA et al., 2007).

A carcinogénese bucal, assim como as demais, estid associada a
alteracdes genéticas cumulativas e a superexpressao e/ou atividade de receptores
de superficie celular. Como exemplo, os receptores de crescimento epiderméide
(EGFR), receptores de citocinas e receptores de proteina G, tém sido associados
diretamente ao inicio e progressdo do carcinoma epidermdide bucal. Estes
receptores traduzem sinais via diferentes rotas bioquimicas, que por sua vez,
promovem o controle das atividades de moléculas intracelulares sinalizadoras
(MOLINOLO;AMORNPHIMOLTHAM et al., 2008).

1.3 Vias de transduc¢ao de sinais

Atualmente hd uma vasta literatura relatando as vias de sinaliza¢do intracelulares
envolvidas na regulagdo da diferenciagdo, sobrevivéncia, metabolismo,
mobilidade e crescimento celular. Estes estudos permitem um melhor
entendimento destas vias, sobretudo em doencas, como no cancer, onde se
encontram desreguladas. O desenvolvimento de alternativas terapéuticas que
atuem por meio da regulacdo destas vias é uma alternativa promissora para o

tratamento destas doencas.

As vias de transducdo de sinais em células cancerigenas envolvem
frequentemente a ativacdo constitutiva e condicional de receptores de quinases.
Quinases sdo enzimas que transferem grupos fosfatos de moléculas doadoras de

alta energia, como o ATP (Adenosina tri-fosfato), para moléculas alvo



especificas, por um processo denominado de fosforilagdo. Os receptores destas
enzimas ativam multiplas quinases citoplasmaticas, que sdo normalmente da
classe das serinas e treoninas quinases.

Existem trés principais vias de sinalizagcédo identificadas pela atuacdo no
desenvolvimento do cancer. Estas vias de sinalizacdo celular podem atuar de
modo independente, paralelas ou ainda interconectadas (FAIVRE;KROEMER et
al., 2006). Sao elas:

1. Via quinase da Fosfatidilinositol-quinase PI3K/AKT

2. Via da familia da proteina quinase C (PKC)

3. Via da proteina quinase mitogénica ativada MAPK/Ras

Na década passada, muitas pesquisas na area de cancer estavam
voltadas para a atuacdo de ras — o0 primeiro oncogene identificado — na
transformacao neoplasica. Desta forma chegou-se ao modelo atual da cascata
que envolve este oncogene e a proteina quinase mitogénica MAPK. A
importancia desta via foi confirmada pelos sucessos clinicos de terapias que
tinham como alvo esta quinase.

Nos ultimos anos, foi dada uma atencao especial a via que envolve a PI3K
e AKT. Esta também é ativada por receptores de quinases, e verificou-se que
atua regulando processos centrais nas células, tais como proliferacdo e
sobrevivéncia (HENNESSY;SMITH et al., 2005).

Véarios componentes desta via se encontram desregulados na maioria dos
tipos de cancer. Estratégias terapéuticas que tem como alvo esta via tém se
mostrado promissoras (VIVANCO;SAWYERS, 2002).

1.4 A via de sinalizagao PI3K/AKT/ mTOR

A via que envolve a PI3K é estimulada fisiologicamente por fatores de
crescimento e reguladores (figura 1). Independe do mecanismo, a ativacao de
PI3K resulta em um disturbio do controle do crescimento tumoral e sobrevivéncia,
0 que contribui para a formacdo de metédstases e resisténcia a terapia. Desta
forma, esta via € um alvo atrativo para o desenvolvimento de novos agentes anti-
cancer (HENNESSY;SMITH et al., 2005).



Em contraste com a via do p53 e outras vias que envolvem genes
supressores de tumor que se encontram desativadas, a via que envolve a
quinase PI3K esta super-ativada no céancer, tornando-a um bom alvo para
terapias. Além disso, inibir uma ativacdo é mais simples que recuperar uma
funcdo perdida, como no caso das vias que envolvem genes supressores de
tumor que perderam sua funcdo (HENNESSY;SMITH et al., 2005).

Esta via de sinalizagdo € considerada uma das mais importantes no
mecanismo da carcinogénese, estando constitutivamente ativada em mais de
30% dos canceres humanos. Pela constante mutacédo de PI3K e seus multiplos
efeitos nos seus respectivos efetores, muitas drogas que visam atingir esta via
estdo sendo elaboradas, visando sua inativacdo em diferentes tipos de cancer

(HENNESSY;SMITH et al., 2005; CULLY;YOU et al., 2006).

Figura 1. Via PI3K/AKT/mTOR. Adaptado de:Faivre et al, 2005.

Varreduras genéticas demonstraram que AKT é o primeiro alvo dos efeitos
de PI3K. AKT media a ativacdo de mTOR, molécula importante na sinalizacao da
proliferacéo celular, ja que regula a traducdo em resposta a nutrientes e fatores
de crescimento pela fosfoforilacdo de componentes da maquinaria de sintese
protéica, incluindo a proteina ribossomal S6 quinase (p70S6K) e a proteina de
ligacdo 4E (4E-BP), resultando em efluxo do fator de traducdo elF4E, que é



conhecido por desempenhar atividades de transformacdo maligna e
antiapoptoticas in vitro (HENNESSY;SMITH et al., 2005;
MOLINOLO;AMORNPHIMOLTHAM et al., 2008).

PTEN é um gene supressor de tumor que quando deletado, sofre alguma
mutacédo, ou € inativado de alguma outra forma, favorece a ativacédo de efetores
de PI3K, particularmente a proteina quinase B, que pode ocorrer inclusive sem a
atuacdo de nenhum fator externo, o que pode levar ao inicio do mecanismo de
tumorogénese. Em alguns tipos de cancer, como o0 cancer de mama,
demonstrou-se que a reducdo da expressdo de PTEN ou a ativacdo de AKT
conferem susceptibilidade a inibicdo da via PI3K/AKT por inibidores de mTOR
(CULLY;YOU et al., 2008).

Recentemente, passou-se a considerar o mTOR como um alvo molecular
de escolha para o tratamento de diferentes tipos de carcinoma, incluindo o
carcinoma epidermoide bucal. Um exemplo de droga inibidora deste alvo é a
rapamicina, que atualmente ja esta sendo empregada na fase de testes clinicos.

A alteracao funcional da via de sinalizagcdo envolvendo PI3Ks, PTEN, AKT
e mMTOR € um evento freqiente no carcinoma epidermaide bucal, e terapias que
tenham como alvo a inibicdo desta via podem ser promissoras no tratamento

deste tipo de neoplasia.

1.5 Tratamentos para o cancer bucal

As terapias frequentemente usadas para o tratamento do cancer de boca
consistem em cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Estas sdo baseadas na
excisdo completa do tumor, radiacdo e consequente alteracdo letal das células
neoplasicas e células normais adjacentes, respectivamente. A decisdo pela
alternativa/combinacdo de tratamento depende de fatores como, estadiamento
tumoral, relacdo com as estruturas anexas, envolvimento da cadeia linfatica,
idade e cooperacdo do paciente, além do subtipo histolégico de leséo
(LUNG;TASCAU et al., 2007).

Os resultados obtidos por estes tipos de tratamento apesar de
proporcionarem um bom progndéstico ao paciente no que se referem a leséo,

apresentam complicacfes pés-tratamento, como por exemplo, a mutilacéo facial,



promovendo graves defeitos estéticos e funcionais, podendo comprometer a
qualidade de vida dos pacientes. Além disto, pode ocasionar danos as estruturas
do complexo estomatognatico remanescentes, levando a um quadro de mucosite,
candidiase, hiposalivacdo, disfagia ou ainda favorecendo o aparecimento da
carie de radiacdo, trismo muscular ou perda do paladar. Complicagcbes mais
graves podem chegar a alteracbes vasculares e osteoradionecrose
(SANNOMIYA, 2000; ORD;BLANCHAERT, 2001).

O fato de estas terapias atuais serem debilitantes e muitas vezes
mutilantes leva a procura de novas terapias para o cancer. E neste cenario que
algumas inovacdes no tratamento sdo propostas, entre elas, a terapia
fotodinamica (REIBEL, 2003).

1.6 Terapia Fotodinamica

A terapia fotodinAmica (TFD) consiste na administragdo de um farmaco
nao-toxico (fotossensibilizador), por via sistémica, local ou topica seguida da
aplicacdo de uma dose especifica de luz visivel sobre o tecido ou lesdo a ser
tratada. A acdo desta terapia se faz através da producdo de ions radicais
(oxigénio reativo - ROS) que reagem destruindo o tecido tumoral (figura 2).

Estudos demonstram que este tipo de terapia pode ser promissora no
tratamento do carcinoma epidermoide bucal (CHEN;POGUE et al., 2005; BIEL,
2007; LONGO;LOZZI et al., 2008; TAPAJOS;LONGO et al., 2008) A vantagem
apresentada por esta modalidade terapéutica € a diminuicdo dos efeitos
colaterais observados pos-tratamento em comparacdo com o0s demais
tratamentos. Além disso, se apresenta como um tratamento de custo operacional

inferior, uma vez que pode ser realizado em ambiente ambulatorial.
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Figura 2 . Modo de agdo da Terapia Fotodinamica.

1.6.1 Fotossensibilizadores

Um fotossensibilizador (FS) deve possuir propriedades quimicas e fisicas
ideais para que seja usado de forma eficaz e ndo-toxica para o organismo. Deve
ter baixa toxicidade quando ndo estiver exposto a luz e ndo produzir efeitos
adversos durante sua administracdo; ser efetivo sob iluminagcdo de faixas
vermelhas e infravermelhas e possuir uma alta taxa de absorcéo de luz, para que
nao sejam necessarias altas dosagens do produto quimico para atingir o efeito
desejado.

Os fotossensibilizadores devem ser compostos puros, de composi¢ao
constante e de forma quimica estavel. A eliminacdo farmacocinética deve ser
rapida, para que ndo cause efeitos colaterais duradouros. Idealmente, de alta
especificidade para o tecido alvo e que a acumulacdo neste tecido se dé de
forma rapida, para que o intervalo entre a administracdo da droga e a aplicagédo
da luz seja curto. E desejavel um tratamento indolor, de facil acompanhamento e
avaliacao de efetividade, além de possuir uma dose eficaz muito menor do que a
dose téxica (CASTANO;DEMIDOVA et al., 2004).



Os fotossensibilizadores sdo, em geral, hidrofobos e por isso necessitam
de um veiculo que possibilite seu transporte sanguineo. As moléculas hidréfobas
OU que possuem carga negativa passam pela membrana celular e se localizam
em outras membranas intracelulares; aquelas que sdo menos hidréfobas e séo
mais eletronegativas ndo conseguem passar pela membrana, necessitando de
métodos ativos de transporte para entrar nas células (CASTANO;DEMIDOVA et
al., 2004).

Alguns dos veiculos mais usados para este fim sdo: 6leo de castor,
lipossomos, albumina e polietilenoglicol modificado (CASTANO;DEMIDOVA et
al., 2005a). Os lipossomos sdo considerados como o sistema de carreamento de
escolha pela sua flexibilidade em acomodar fotossensibilizadores com
propriedades fisico-quimicas variadas, além de poder interagir com moléculas
alvo pré-marcadas (DERYCKE;DE WITTE, 2004).

A porcao hidrofilica do lipossomo, a qual limita 0 seu reconhecimento e
captacdo pelas células do sistema mononuclear linfocitario, permite que estas
moléculas se acumulem de modo mais extenso e especifico ao redor do tecido
tumoral (DERYCKE;DE WITTE, 2004).

Acredita-se que estas os fotossensibilizadores possuem uma maior
afinidade por células cancerigenas em consequéncia da alteragdo do

metabolismo das mesmas, permitindo uma menor eliminacéo do farmaco.

1.6.2 Fenédmenos Fotoquimicos e Fotofisicos

Como dito inicialmente, a TFD consiste na agao conjunta de um produto
quimico, o fotossensibilizador, e uma luz aplicada diretamente sobre o tecido.
Devido a variedade de propriedades 6pticas dos varios fotossensibilizadores, ha
uma gama de variagcdo no comprimento de onda utilizado, mas em geral eles
variam dentro da faixa de luz visivel vermelha, onde a profundidade de
penetracdo da luz no tecido € aproximadamente 1 a 3 mm com um comprimento
de onda de 630 nm, podendo dobrar quando se aumenta este comprimento para
700 a 850 nm (CASTANO;DEMIDOVA et al., 2004).

Quando atingido dentro do tecido pela energia luminosa, o farmaco sofre
uma série de fendmenos fisicos para absorver esta energia e transforma-la em

energia necessaria para o inicio das reacfes quimicas subsequentes
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(CASTANO;MROZ et al., 2006). Estas reacdes podem se dar de duas formas
(figura 3). No tipo I, o fotossensibilizador reage diretamente com um substrato,
como a membrana celular ou uma molécula especifica, e perde ou ganha um
elétron, formando respectivamente, um cétion ou um &nion. Esses ions reagem
com uma molécula de oxigénio formando radicais de oxigénio reativos. No tipo Il,
a reacao do farmaco se da diretamente com o oxigénio, transferindo diretamente
sua energia e gerando uma fase de excitacdo neste. Ambos os tipos de reacao
podem acontecer simultaneamente e a propor¢cdo de ocorréncia de cada uma
delas varia de acordo com o tipo de fotossensibilizador e a concentracdo de
substrato e de oxigénio (LIPPMAN;SUDBO et al., 2005).

A via tipo 1 envolve frequentemente a producdo inicial do &anion
superoxido, por meio da transferéncia do elétron do fotossensibilizador para o
oxigénio molecular. Esse anion ndo é muito reativo nos sistemas bioldgicos e nao
causa muitas alteracbes oxidativas nos tecidos, mas pode reagir com ion
Hidrogénio(H") e formar peréxido de hidrogénio e oxigénio, esta reacdo ¢é
conhecida como dismutacdo e catalisada pela enzima superédxido-dismutase
(CASTANO;DEMIDOVA et al., 2004).

Os radicais de oxigénio produzidos pela via tipo 2 sdo agentes oxidantes
gue podem reagir diretamente com muitas moléculas bioldgicas, dentre elas,
seus principais alvos sdo os aminoacidos como a cisteina, tirosina e histidina. O
DNA também pode ser atingido pela oxidacdo das bases nucleotidicas e dos
acucares que ligam suas fitas (CASTANO;DEMIDOVA et al., 2004). Devido a sua
alta reatividade e a vida curta do estado de excitacdo elétrica do oxigénio,
apenas as moléculas e estruturas préximas ao local de formacao dos radicais
livres reativos, ou seja, o local de acumulacdo do fotossensibilizador € atingido
pela TFD.

11
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Figura 3. Vias de reagao fotoquimica.

1.6.3 TFD, sinalizagao e mudangas no metabolismo celular.

1.6.3.1 Tirosinaquinases

A sinalizacdo por meio das quinases exerce um importante papel na
transducdo de sinais em células eucaridticas, onde modulam vérios eventos
celulares, como: a progresséo do ciclo celular, a regulacdo do desenvolvimento
embrionario, a movimentacao celular e a apoptose, assim como a diferenciacao
celular (CASTANO;DEMIDOVA et al., 2005b).

A TFD pode estimular reacbes em cascata envolvendo as quinases
gerando a apoptose celular de forma lenta ou rapida. Entre outras, pode-se citar
a via gque envolve o receptor do fator de crescimento epidermal, envolvido na
iniciagdo e progressdo de varios tipos de cancer, especialmente em seus
aspectos proliferativos, angiogénicos, invasivos e metastaticos. Este fator é
inibido pela TFD, o que gera implicacdes vasculares como a hipdxia nos tumores,

por exemplo.



1.6.3.2 Mecanismos de morte celular e destruicao tumoral

Ha trés tipos de mecanismos pelos quais a TFD pode suscitar a destruicdo
do tumor:

a. Geracdo de efeitos antivasculares: levando a trombose e
hemorragia dos vasos que irrigam o0s tumores, causando morte por
privagéo do oxigénio;

b. Inducdo de morte celular: por mecanismo de apoptose, necrose
ou ainda autofagia;

c. Producéo de inflamacédo: destruindo o tumor devido a um ataque
primério por neutréfilos ou por uma resposta mediada pelo sistema imune
com quimiotaxia de leucocitos (CASTANO;DEMIDOVA et al., 2005b).

Os efeitos vasculares de destruicao tecidual séo os primeiros a ocorrerem
e podem ser observados imediatamente apds o término da sessao de TFD. O
colapso microvascular pode levar a uma hipdxia severa e persistente e possui um
papel muito importante no controle do crescimento tumoral a longo-prazo. Os
mecanismos dos danos vasculares variam de acordo com o fotossensibilizador
utilizado (CASTANO;DEMIDOVA et al., 2005a; LONGO;LOZZ| et al., 2008).

O mecanismo de morte celular pode ocorrer de trés formas. Atualmente,
estes trés processos sao classificados como apoptose, autofagia de morte celular
e necrose. Sao programas celulares conhecidos pelo papel crucial
desempenhado no desenvolvimento normal na homeostase tecidual e na
eliminacdo de células danificadas ou anormais (BUYTAERT;DEWAELE et al.,
2007).

A morte celular por apoptose é o mecanismo mais estudado. A regulacéo
defeituosa deste mecanismo rompe o balanco entre proliferacdo celular e morte,
podendo ser o gatilho para algumas doencas, incluindo o céancer
(BUYTAERT;DEWAELE et al., 2007).

Apoptose € um processo dependente de ATP, morfologicamente
caracterizado pela condensacdo da cromatina, quebra de DNA cromossomal em
fragmentos internucleosomais, formacdo de corpos apoptéticos, redugdo da
relacdo nucleo-citoplasma, vacuolizacdo da membrana, podendo ainda
apresentar a perda da integridade da membrana plasmatica em uma fase tardia

deste processo, e fagocitose pelas células vizinhas.
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Macroautofagia, também chamada de autofagia, € um importante
processo catabdlico nas células eucaribticas iniciado pela reciclagem de
componentes citoplasmaticos (LEVINE;KLIONSKY, 2004).

O passo inicial da autofagia € a formacédo estrutural de uma membrana
dupla que sequestra componentes citoplasmaticos como organelas, e forma
vacuolos autofagicos (autofagossomos). Eventualmente autofagossomos se
fundem com lisossomos e seu material citoplasmatico é degradado por
hidrolases lisossomais (LEVINE;KLIONSKY, 2004).

A via de sinalizacdo que envolve a PI3K vem sendo relacionada com a
inibicdo e estimulacdo da autofagia (PETIOT;OGIER-DENIS et al., 2000);
(KONDO;KANZAWA et al., 2005).

A contribuicdo funcional deste processo catabolico na morte celular é
ainda incerto, pois, ainda é pouco claro se a autofagia contribui diretamente para
a morte celular ou se € apenas uma conseqiéncia de um processo de tentativa
de viabilidade celular fracassado. No entanto, estudos recentes sugerem que a
autofagia possa regular o desenvolvimento do cancer e sua progressao, assim
como a resposta a terapias citotéxicas (KONDO;KANZAWA et al., 2005).

O esclarecimento do mecanismo pelo qual a TFD induz a autofagia pode
elucidar fendmenos como a estimulacdo a sobrevivéncia celular, comprovada
quando esta terapia € aplicada em doses subletais (BUYTAERT;DEWAELE et
al., 2007).

Necrose ¢é morfologicamente caracterizada pela vacuolizacdo do
citoplasma e rapida perda da integridade da membrana plasmética, resultando
em uma reacao inflamatéria decorrente da liberacdo de contetdos celulares e de
moléculas pro-inflamatérias. Pode ser ainda definida como o resultado de um
catastrofe bio-energética por uma deplecdo de ATP a um nivel incompativel com
a sobrevivéncia celular (BUYTAERT;DEWAELE et al., 2007).

A necrose é a principal via de morte suscitada apela TFD quando o
fotossensibilizador estad localizado na membrana plasmatica. Isto se deve
principalmente pela rapida perda da integridade da membrana plasmatica, pela
incapacidade de manutenc¢do do fluxo ibnico pela membrana plasmatica e rapida
deplecdo do ATP intracelular.
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Em alguns casos, verifica-se que esta via de morte também é suscitada de
modo preferencial quando os fotossensibilizadores se encontram em outras
compartimentos subcelulares.(BUYTAERT;DEWAELE et al., 2007)

Outro tipo de resposta de defesa ap6s a TFD é iniciada com a atividade
dos macrofagos que fagocitam um grande numero de células tumorais mortas,
para entdo apresentar o0s antigenos por meio do complexo de
histocompatibilidade classe Il em suas membranas. Este processo cria condi¢cdes
para que os linfécitos TCD4 reconhecam estes antigenos, mantenham essa
sensibilizacdo como memoadria e respondam imunologicamente sempre que
incitados. A reacdo imunoespecifica induzida pela TFD ndo possui um papel
importante na destruicdo inicial do tumor, mas pode ser decisiva na manutengao
do controle do tumor em longo prazo (CASTANO;DEMIDOVA et al., 2005a).

1.6.4 Aluminio Cloro Ftalocianina (AIPHCI)

As vantagens da Terapia Fotodindmica quando comparada aos meétodos
convencionais de tratamento do cancer sdo, principalmente, sua baixa toxicidade
e habilidade para destruir os tumores de forma mais seletiva, causando menos
danos sistémicos (OGASAWARA;MIYOSHI et al., 2006). Entretanto, conforme
mencionado, a biocompatibilidade desta modalidade terapéutica € dependente da
droga utilizada como fotossensibilizador.

O Fotofrin é o fotossensibilizador mais utilizado nas aplica¢des clinicas da
TFD, seu uso ja estd aprovado em muitos paises. Entretanto, este
fotossensibilizador possui a desvantagem de se acumular nos tecidos da pele
apos a aplicacéo, causando uma sensibilidade indesejada por algumas semanas
pos-tratamento. Além disso, observou-se que a seletividade deste agente para as
areas tumorais ndo é muito alta como se espera do tratamento por esta
modalidade terapéutica (OGASAWARA;MIYOSHI et al., 2006).

Na busca de uma alternativa de maior biocompatibilidade, surgiu o ALA
(Acido 5-Aminolevulinico) que vem sendo amplamente utilizado com sucesso no
tratamento de variadas patologias, incluindo as lesdes malignas e, atualmente
esta em fase clinica IV da aplicacdo também para as lesGes pré-malignas. ALA é

um precursor do Fotofrin® IX (nome comercial éter/ester dihematoporfirina) que
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pode ser eliminado do corpo entre 24 e 48 horas apés sua administracdo
sistémica (CHEN;CHEN et al., 2005; OGASAWARA;MIYOSHI et al., 2006).

Atualmente, o ALA é o fotossensibilizador de escolha para o tratamento de
lesbes pré-malignas bucais (CHEN;CHEN et al., 2004; CHEN;CHEN et al., 2005).
Porém, esta droga possui algumas desvantagens que levam a constante procura
de um fotossensibilizador mais adequado. Entre as desvantagens pode-se citar:
a) O ALA tem baixo poder de penetracdo nas formulacdes tdpicas, portanto as
camadas mais profundas ndo séo eficazmente atingidas; b) O ALA necessita de
doses de energia superiores aos demais fotossensibilizadores. Isto representa
um maior incomodo e desconforto para o paciente; c) Alto custo por se tratar de
tecnologia importada.

Na busca do fotossensibilizador ideal para o tratamento do carcinoma
epidermdide bucal, variadas sdo as drogas que estdo sendo sintetizadas e
estudadas. Entre elas, compostos conjugados com a ftalocianina - (CgH-C2N)4N,.

As ftalocianinas constituem uma grande classe de compostos com alto
coeficiente de extingdo na regido espectral vermelha (630-800 nm), e tem
apresentado excelentes propriedades de localizacdo tumoral e alta eficiéncia de
fotossensibilizacdo (MAFTOUM-COSTA;NAVES et al., 2008). O complexo metal-
ftalocianina, utilizando-se Zn(ll) e Al(lll), Zinco-ftalocianina (ZnPc) e Cloro-
Aluminio-ftalocianina (AIPHCI) respectivamente, apresentam propriedades
fotofisicas mais favoraveis para a aplicacdo da TFD. No entanto,
fotossensibilizadores hidrofébicos, como AIPHCI, agregam-se fortemente em
meios aquosos, 0 que reduz sua eficacia fotossensibilizadora. Neste caso, a
utilizacdo de sistemas de deliberacdo baseado na formulagédo lipossomal do
fotossensibilizador propicia a formacdo monomeérica do mesmo, diminuindo a sua
agregacdo (DERYCKE;DE WITTE, 2004; MAFTOUM-COSTA;NAVES et al.,
2008).

Segundo Machado e colaboradores (2007), o uso da ftalocianina na
deteccdo e cura de tumores é uma das suas maiores e mais promissoras
aplicacdes (MACHADO;BRAGA et al., 2007); (MILLER;BARON et al., 2007).
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I — OBJETIVOS



2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

O Objetivo geral deste trabalho é avaliar a eficacia da Terapia
Fotodinamica mediada pela aluminio cloro ftalocianina-AlIPHCI-lipossomal no
tratamento de células derivadas do cancer bucal e sua atuacdo na regulacéo da
via de sinalizagao PI3K/AKT/mTOR.

2.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar, pelos ensaios de MTT;Teste de exclusdo por Azul tripan;
Citometria de Fluxo e Microscopia por Contraste de Fase, os efeitos citostéaticos e
citotoxicos da Terapia Fotodindmica mediada pela aluminio cloro ftalocianina-
AIPHCI -lipossomal em células derivadas de Carcinoma Epidermdide Bucal
(OSCC 3).

2. Avaliar, pelos ensaios de MTT, Teste de exclusdo por Azul tripan e
Microscopia por Contraste de Fase os efeitos citotbxicos da Terapia
Fotodindmica mediada pela aluminio cloro ftalocianina- AIPHCI —lipossomal em
células de Fibroblasto (NIH 3T3).

3. Avaliar, por analise Imunohistoquimica, in vitro, a atuacdo da Terapia
Fotodindmica mediada pela aluminio cloro ftalocianina- AIPHCI —lipossomal na

regulacéo da via de sinalizagao PI3K/AKT/mTOR pela expressao de pS6.
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lIl — MATERIAIS E METODOS



3. Material e Métodos
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3.1 Equipamentos, materiais e reagentes utilizados

Equipamento

Fabricante

Balanca analitica Modelo AA-200
Camara Neubauer

Céamera Digital

Centrifuga Hilmac CR 21
Centrifuga Mikro 22R

Citdmetro de Fluxo (FACSCallibur)
Espectofotdmetro

Estufa

Fluxo Laminar

Leitora de Microplaca (Spectra Max M2)
Microscopio de Luz Invertido
Microscopio de Luz

Microscopio Confocal

pHametro Accumet Basic AB 15

Denver Instrument Company, EUA
C.A.Hausser & Son, EUA

Zeiss, ALE

Hitachi Koki Co., JAP

Andreas Hettich GmbH & Co KG, ALE
Becton & Dickeson, EUA

JASCO, JAP

Tecnal, BRA

Veco, BRA

Molecular Devices, BRA

Unico, EUA

Zeiss, ALE

Leica TCS SP5

Fisher Scientific, EUA

Materiais Fabricante
Criotubos TPP, ALE
Frascos de Cultura de Poliestireno TPP, ALE

Lamina de microscopia
Laminula de microscopia
Papel Fitro

Placa de cultura de células (12 pocos) de

Poliestireno

Tubos Falcon 15 e 50 ml

Perfecta, BRA
Perfecta, BRA

J Prolab, BRA

TPP,ALE

TPP, ALE
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Reagentes

Fabricante

Albumina Sérica Bovina (BSA)
Antibiético (Penicilina e Estreptomicina)
Anticorpo anti-pS6ribossomal (ser 240/244)
Anticorpo Anti-IgG rabbit FITC

Azul Tripan

Bicarbonato de Sodio

Cacodilato de Sodio

Citrato de Sédio

DAPI

Dimetilsufoxido (DMSO)

DEMEM

(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
Fosfato de Potassio Monobésico
lodeto de Propidio

Leite em P06 desnatado

MTT (brometo de 3(4,5 dimetiltiazol-2il)
-2,5-difenil-tetrazolio)

Paraformaldeido

Rodamina 123

Soro Fetal Bovino

Tampé&o Fosfato Salina (PBS)

Tripsina

Tripsina-EDTA (0,25 E 0,02%)

Tris

Triton X-100

Sigma—Aldrich Co., EUA

Gibco, USA

Cell Signaling, USA

Cell Signaling, USA

Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA

Electron Microscopy Sciences, EUA
Invitrogen, EUA

Sigma-Aldrich Co., EUA

Sigma-Aldrich Co., EUA

Gibco, USA

Sigma-Aldrich Co., EUA
Invitrogen, EUA

Nestle, BRA

Invitrogen, EUA

Vetec Quimica Fina, Ltda, BRA
Invitrogen, EUA

Gibco, USA

Laboscllin, BRA

Sigma-Aldrich, EUA

Gibco, USA

Merck, ALE

Merck, ALE

Tabela 2: Equipamentos, materiais e reagentes utilizados
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3.2. Aluminio cloro ftalocianina- AIPHCI —lipossomal

O farmaco (AIPHCI lipossomal na concentragdo inicial de 5uM) utilizado
como teste neste trabalho foi desenvolvido e gentilmente cedido pela equipe do
Prof. Dr. Anténio Claudio Tedesco - USP/Ribeirdo Preto.

3.3 Fonte de Laser

A terapia Fotodinamica foi realizada utilizando-se um Laser Diodo ( BWF —
Tech in), no comprimento de onda de 670nm, acoplado a fibra Gtica, com
poténcia de 80mW. Para os experimentos in vitro, aplicamos uma energia total de
24 Jlem? .

3.4 Desenho Experimental

Os experimentos in vitro foram realizados segundo o esquema a baixo:

Tratamento em células OSCC 3/NIH 3T3
TFED - AIPHCI lipossomal
Efeitos Citostaticos [ Efeitos Citotoxicos | [ Via de sinalizagao

Proliferago Celular ' - Viabilidade cellular " PIBKIAKT/MTOR
(Azul Tripan) ; _ (MTT) ' i (Microscopia Confocal)

_ )  Fragmentacio de DNA

Ciclo Celular (Citometria de fluxo)
(Citometria de fluxo) ; i
Morfologia celular
_ (Microscopia de contraste de fase)'

Integridade da membrana '

plasmatica
(Citometria de fluxo)

" Potencial de membrana
mitocondrial
(Citometria de fluxo)

Figura 4. Desenho Experimental para os testes In Vitro.
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3.5 Linhagens Celulares

Para os experimentos in vitro foram utilizadas duas linhagem celulares
imortalizadas, sendo uma derivada de Carcinoma Epiderméide Bucal — OSCC 3
(Oral Squamous Cell Carcinoma) (NOR;CHRISTENSEN et al., 2001;
NOR;PETERS et al., 2001) e uma de fibroblasto — NIH 3T3 (BOZKULAK;WONG
et al., 2007).

3.5.1 Manutencao das linhagens celulares

As culturas celulares foram mantidas em meio de cultura DMEM ,
suplementado com soro fetal bovino a 10% e Penicilina / Estreptomicina a 10.
000 pg/mL, na proporgcdo 1 mL do antibiético para cada 100 mL de meio em pH
7,4. Os frascos de cultura foram mantidos a 37°C em atmosfera de 5% CO; e
80% de umidade.

3.5.2 Preparagao dos Experimentos

Partindo-se inicialmente de uma garrafa para cultura de células contendo
uma monocamada de células confluentes, outras garrafas foram preparadas
retirando-se o meio de cultura e adicionando-se 1mL de solugdo de tripsina-
EDTA, para o destacamento das células aderidas a parede do frasco de cultura.
Apoés 3 minutos de incubacdo em estufa, as células foram retiradas do frasco de
cultura e depositadas em tubos do tipo Falcon de 15 mL. Imediatamente apés
esse procedimento, foram adicionados 5 mL de meio de cultura com soro fetal

bovino para a neutralizacéo da protease.

A suspensao celular obtida foi centrifugada por 5 minutos a 1000 rpm para

formar um precipitado de células. O sobrenadante foi removido e as células



ressuspendidas em novo meio de cultura. Para a determinacdo do numero de
células 10 pL desta suspensédo de células foi adicionado a 40 pL de solucéo de
Azul Tripan (0,4% diluido em PBS, p/v). Dez pL desta nova mistura foram
depositados em uma camara de Neubauer para contagem. A contagem foi feita
em microscopio de luz, baseando-se nos quatro quadrantes laterais desta

camara. O numero de células foi determinado pela seguinte férmula:

N° de células por ml = n® de células 4 quadrantes x fator de diluicdo x 10*
4

As células foram entdo replicadas para placas de cultura de 12 pocos de
acordo com cada experimento. Todas as passagens celulares foram realizadas
24 horas antes dos procedimentos experimentais, para que houvesse a
estabilizacdo e adesédo celular ao fundo das placas de cultura. Foi padronizado
como ndmero de células satisfatério para o tratamento o valor 1,5 x 10 células
por poco. Todos os procedimentos foram realizados em camara de fluxo laminar,
cuja luz ultravioleta permaneceu ligada por 30 a 40 minutos antes do uso.

3.6 Aplicagao da TFD nas culturas celulares

Os experimentos in vitro foram realizados utilizando-se 1 grupo controle e

5 tratamentos experimentais: (figura 7)
I. Controle (C) , células sem tratamento.

Il. Aluminio-Cloro-Ftalocianina, na concentracdo de 5 uM (AIPHCI 5uM);
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lll. Aluminio-Cloro-Ftalocianina, na concentracao de 2,5 uM (AIPHCI 2,5 uM);

IV. Aluminio-Cloro-Ftalocianina, na concentracéo de 0,5 uM (AIPHCI 0,5 uM);

V. Terapia Fotodinamica com AIPHCI na concentracéo de 0,5uM (TFD 0,5uM);

VI. Terapia Fotodinamica com AIPHCI na concentragéo 2,5uM (TFD 2,5uM);
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Grupos Experimentais In Vitro
células OSCC/NIH 3T3

CONTROLE ( TRATAMENTOS )
(Sem tratamento)
. J
Aluminio Cloro 1 ( Terapia Fotodinamica )
_Ftalocianina(AIPHCI) ) [ )
AIPHCI 0,5pM I TFD 0,5uM
AIPHCI 25uM ¢ | TFD 2,5uM
AIPHCI 5puM

Figura 5. Grupos experimetais In Vitro.

Os grupos experimentais foram submetidos ao tratamento com a TFD,
que consistia no tratamento das culturas celulares com a solugdo de AIPHCI
lipossomal em diferentes concentragdes. O farmaco era adicionado as células e
incubado por 30 minutos em estufa de cultivo celular (37°C, 5% CO,). Decorrido
este tempo, a solucéo fotossensibilizadora era descartada e uma solucéo de PBS
estéril era adicionada nos pocos onde entdo o laser era aplicado por 5 min,

conforme figura 8.

Segundo estudos anteriores, o laser utilizado € inGcuo para os tecidos, nao
provocando efeitos toxicos nem anti-carcinogénicos quando aplicado sem o
farmaco. Por esta razao, justifica-se a auséncia de um grupo tratado apenas com
o laser (LONGO, 2008; TAPAJOS;LONGO et al., 2008).
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1,5 x10° células (1mL) AIPHCI (300pL)
Laser 670nm

% 24hs (37°) % 30min (37°) PBS (300pL)
5%CO. 5%CO,
/ 5min
Efeitos Citostaticos

Efeitos Citotdxicos 24hs (37°) %

5%CO>

v

A

Via de sinalizacéo

Figura 6 . Protocolo do tratamento empregado

No controle negativo (I) as células ndo foram submetidas a nenhum
tratamento, sendo mantidas em estufa de cultivo com solucdo de PBS estéril
durante o periodo de tratamento (30 min) e posteriormente 5 min no fluxo
(periodo correspondente a aplicacdo do laser) sem qualquer tipo de iluminacao.
Os grupos tratados com AIPHCI (Il; lI; 1IV) foram semelhantes aos grupos

tratados com TFD, porém nao houve irradiacdo com o laser.

Apoés cada tratamento, foi adicionado meio de cultura nos pocos e as
células mantidas em estufa de cultivo (37°C, 5% CO;) por 24 horas. Até a

realizagéo dos testes de descritos na figura 6.

3.7 Analise dos efeitos citotoxicos

Esta analise tem como objetivo avaliar se a AIPHCI lipossomal, bem como
a TFD empregada com este fotossensibilizador, induzem efeitos em estruturas
celulares vitais, levando a morte celular. Tal avaliacdo foi feita em diversas
estruturas celulares visando a observar diferentes aspectos dos efeitos destes
tratamentos nas células. As observacdes sdo relevantes para elucidar o

mecanismo de acdo da TFD e do fotossensibilizador em questao utilizado.



3.7.1 Viabilidade Celular pelo método de MTT

A viabilidade celular foi avaliada pelo método de MTT estabelecido por
Mosmann em 1983. Esse ensaio de citotoxicidade consiste em um teste
colorimétrico que quantifica a reducdo do reagente MTT em um composto
conhecido como formazan pela acdo de desidrogenases mitocondriais. A
presenca de desidrogenases mitocondriais ativas é um indicativo de viabilidade
celular. Os cristais do corante roxo de formazan formados pela redugéo do MTT
sdo quantificados por técnicas de espectofotometria. O resultado do teste &
dependente, portanto, da populacdo celular viavel capaz de metabolizar o
formazan.(MOSMANN, 1983)

Para a realizacdo desse experimento, as células foram adicionadas a
placas de 12 pocos 24 horas antes dos tratamentos. 24 horas ap0s o tratamento
(AIPHCI e TFD), o meio foi descartado e adicionado a solu¢cdo de MTT na
propor¢cao de 1:10 (Estoque MTT: meio de cultura),e incubado por 4 horas. Em
seguida, para analise, esse meio foi removido e foram adicionados 200 pl de
DMSO. ApdOs alguns minutos, com os cristais de formazan dissolvidos, a
quantificacdo deste produto foi realizada pela medida da absorbéancia da solucao
no comprimento de onda 595 nm em espectofotdbmetro conjugado com leitora de

microplacas.

3.7.2 Morfologia Celular

A morfologia celular € um importante indicativo de viabilidade. Altera¢cfes
desencadeadas por agentes citotoxicos geralmente culminam na modificacdo da
morfologia celular. Tais modificacbes foram analisadas neste trabalho por
microscopia de contrate de fase.

A Microscopia por Contraste de Fase consiste na passagem da luz do
microscopio por um anel de contraste que atinge a amostra e produz um
aumento de contraste, onde estruturas claras ficam mais claras e estruturas
escuras ficam mais escuras. Dessa forma, € possivel observar e analisar
rapidamente a morfologia de células imersas em meio de cultura sem utilizacao

de fixadores ou corantes.
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Neste trabalho, apds o periodo de tratamento, relatado no item 3.6, as
placas de cultura foram observadas em microscépio de contraste de fase
invertido. A aquisicdo das imagens foi realizada com o uso de camera digital
acoplada a ocular do microscopio e o software de aquisicdo Scope (versao
1.0.0.0,2003).

3.7.2.1 Determinagao de tamanho e granulosidade celular

Aspectos morfolégicos como tamanho e granulosidade celular podem ser
avaliados pela citometria de fluxo (DARZYNKIEWICZ;JUAN et al., 1997). De
acordo com esta metodologia, um feixe de luz incide sobre as células e suas
caracteristicas de tamanho e granulosidade s&o identificadas pelos detectores
FSC (forward angle light scatter) e SSC (side angle light scatter),
respectivamente. Dessa forma, € possivel obter caracteristicas morfoldgicas de
um grande numero de células em um curto periodo de tempo.

No presente trabalho, ap0s os tratamentos mencionados no item 3.6, a
suspensao de células foi diluida em 200ul de PBS e avaliada em citdmetro de
fluxo utilizando-se os detectores FSC e SSC. Os dados obtidos foram plotados
em um grafico e posteriormente analisados no software CellQuest 3.0.1 (Becton
& Dickison, EUA).

3.7.3 Integridade da Membrana Plasmatica

A integridade da membrana plasmatica foi avaliada pelo método de
exclusdo por azul de tripan, um corante que tem por caracteristica penetrar
apenas nas células que tenham perda da continuidade de membrana. Desta
forma em células consideradas viaveis este corante ndo penetra a membrana
enquanto que as células inviaveis sdo aquelas que permanecem coradas em azul
(FRESHNEY). Para tanto, 10 pl da suspensao de células de cada poco foram
adicionados a 40 pl do corante azul tripan. Uma aliquota desta mistura (10 pl) foi
levada a camara de Neubauer e o nimero de células viaveis (ndo coradas) e nao
viaveis (coradas em azul) foi determinado.

Para a determinacdo do numero de células na camara de Neubauer foi
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obtida a média do numero de células contadas nos quatro quadrantes,
multiplicando-se o resultado pelo fator de diluicdo e, este produto, por 10* como

mencionado no item 3.5.2 .

Um namero absoluto de células vivas e mortas por mililitros apés
contagem dos 3 pocos de cada tratamento experimental foi obtido neste ensaio.

Como resultado toma-se a média de cada tratamento.

3.7.4 Fragmentacao de DNA

A determinacdo da fragmentacdo de DNA foi realizada de acordo com
protocolo mencionado anteriormente no item 3.7.2. ApOS 0S respectivos
tratamentos, células ressuspensas em 100ul de meio de cultura foram incubadas
em 200 pl de tampao lise (0,1% de citrato de sodio, 0,1% Triton X-100 e 20 pg/ml
de iodeto de propidio diluido em PBS, pH 7,4) por 30 minutos em temperatura
ambiente. As amostras foram protegidas da luz durante o tempo de incubacéo e
avaliadas em citdmetro de fluxo no canal FL2-H (sensivel a detec¢des na faixa de
560 e 580nm). Os dados obtidos foram analisados no programa CellQuest
3.0.1(Becton & Dickinson, EUA).

3.7.5 Potencial de Membrana Mitocondrial

A rodamina 123 é uma molécula fluorescente catibnica capaz de
atravessar a membrana plasmaética e rapidamente sequestrada por mitocondrias
com potencial de membrana normalizado. Altera¢cdes no potencial de membrana
da mitocondria desencadeiam um efluxo da rodamina 123 da mitécondria (CHEN
et al.,1982).

Apds os respectivos tratamentos, células ressuspensas em 100ul de meio
de cultura foram lavadas com 500 pl de PBS e incubadas no escuro com 0,5 pl
de solucdo de rodamina 123(5mg/ml diluidos em etanol) por 15 minutos a
temperatura ambiente. Apds a incubacao, as células foram lavadas 2 vezes com
PBS. Foram entdo incubadas com 300 pl de PBS por 30 minutos (temperatura
ambiente e no escuro) e avaliadas em citbmetro de fluxo no canal FL1-H (

sensivel a deteccdes na faixa de 515 a 530 nm). Os dados obtidos foram



analisados no programa CellQuest 3.0.1 (Becton & Dickinson, EUA). Todas as
etapas de lavagem foram seguidas por centrifugacdo (750g por 3 minutos) e

descarte do sobrenadante.

3.8 Analise dos Efeitos Citostaticos

Esses testes tém como objetivo avaliar se a AIPHCI lipossomal bem como
a TFD empregada juntamente com este fotossensibilizador induzem efeitos
relacionados ao bloqueio da proliferacdo celular. Esta avaliagdo € de extrema
relevancia considerando que a proliferacdo celular descontrolada é uma das
principais caracteristicas do cancer. Além disso, substancias que suscitam efeitos
citostaticos em células tumorais sdo promissoras para tratamentos terapéuticos

desta doenca.

3.7.1 Proliferagao Celular

Apoés remover as células tratadas com os diferentes tipos de tratamento
(conforme descrito na figura 3), estas foram homogenizadas em 100uL de meio
de cultura. 10 pL dessa suspenséo foram adicionados a 40 pyL de solucdo de
Azul Tripan (0,4% diluidos em PBS, p/v) em seguida 10 pL desta nova solucéo
foram depositados gentilmente em uma camara de Neubauer e o numero total de
células (vivas e mortas) contidas na suspensao foi determinado conforme

descrito no item 3.5.2.

3.8.2 Ciclo Celular

A identificagdo das fases do ciclo celular foi realizada de acordo com o
protocolo descrito por Peres e Curi, 2005, no qual apdés cada tratamento, as

células foram ressuspensas em 100uL de meio de cultura e incubadas em 200
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uL de tampao de lise (0,1% de citrato de sédio, 0,1% Triton X-100 e 20 pg/mL de
iodeto de propideo diluido em PBS, pH7,4) por 30 minutos em temperatura
ambiente, e protegidas da luz. Em seguida, essa suspensao foi avaliada em
citbmetro de fluxo no canal FL2-A (sensivel a deteccbes na faixa de 560 e
580nm) para a identificacdo das fases do ciclo celular.Os dados obtidos foram
analisados com o programa CellQuest 3.0.1(Becton & Dickinson, EUA). O célculo
da proporcdo de células em cada uma das fases do ciclo celular foi realizado
considerando-se apenas as células com o DNA néo fragmentado (PERES, 2005).

3.9 Microscopia Confocal

Para este teste, as células foram cultivadas em laminulas tratadas com
poli-Llisina. Apds o0s respectivos tratamentos, as células foram fixadas em
paraformaldeido 2% por 30 min, em seguida foram lavadas em PBS (3x 10min) e
foi feita a recuperacdo de antigenos com o uso do tampao triton 100X 0,2% em
PBS por 10 min, e apo0s lavagens em PBS foi feito o bloqueio dos sitios
inespecificos com BSA 2% e soro de cabra 5% por 30 min. A incubagcdo com o
anticorpo primario em solugdo de 1% de BSA 2,5% de soro de cabra (na
diluicdo de 1:20) foi feita durante a noite.. O anticorpo secundario (na diluicdo de
1:300) foi incubado por 1h30 e em seguida foi feita a montagem com meio de
montagem, ja pré-marcado com DAPI.

As imagens foram capturadas por microscopio confocal. Todas as
imagens foram feitas em imersdo em 6leo utilizando objetivas (Plan-Neofluar) em
aumento de 40X. A excitacdo foi feita por laser de argdnio e filtro em
comprimentos de onda de 488 nm para FITC e 358 nm para DAPI e a emissao
captada por filtro LP em comprimento de onda de 525 nm para FITC e 461nm
para DAPI.

29



3.10 Analise Estatistica

Foi feita andlise estatistica dos dados referentes aos experimentos
realizados utilizando-se a analise de Variancia (ANOVA) com teste estatistico de
Tukey, utilizando-se o software GrahPrism versao 5.00, com p <0,05; p<0,01 e

p< 0,001 considerados como significativos.
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IV — RESULTADOS



4. Resultados

4.1 Analise dos Efeitos Citotoxicos.

4.1.1 Viabilidade Celular determinada pelo método de MTT em células
OSCC 3 e NIH 3T3 tratadas com TFD.

O resultado representado na figura 7 demonstra alta viabilidade celular nos
tratamentos realizados apenas com o farmaco fotossensibilizador,
aproximadamente 70% para as concentracfes de 0,5 uM e 2,5 uM. No entanto,
na concentracdo de 5 pM encontramos apenas 2% de células viaveis. Nos
tratamentos com a TFD em ambas as concentracdes had uma reducéo
significativa da viabilidade celular, sendo mais relevante na concentracdo de 2,5

UM com apenas 19 % de células viaveis.

150+

100-

Viabilidade Celular (%)
[$)]
T

Tratamento

Figura 7. Viabilidade das células OSCC3, avaliada pelo método do MTT, submetidas aos diferentes
tratamentos em relagdo ao grupo controle. Os resultados apresentam a Média e Desvio Padrao
obtidos do resultado de 3 experimentos. Todos os grupos de tratamento apresentaram diferenca
significativa em relacdo ao controle (p < 0,001). *diferenca significativa em relagdo aos grupos
tratados com AIPHCI lipossomal 0,5uM e 2,5 uM (p < 0,01). **Diferenga significativa em relagao a
todos os demais grupos tratados (p < 0,05)..

Ao analisar os efeitos citotoxicos em uma linhagem de células normais,
nao foi observada alteracdo significativa nos grupos de tratamentos, com
excecdo do grupo TFD 2,5 uM, conforme dados da figura 8, onde observou-se

uma reducédo na viabilidade de 5%.
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4.1.2. Efeitos da TFD na morfologia das células OSCC 3 e NIH 3T3

A morfologia das células OSCC 3 nos diferentes grupos de tratamento,

analisadas por Microscopia por Contraste de Fase esta ilustrada na figura 9.

Figura 9. Analise da morfologia das células OSCC 3 por Microscopia de Contraste de Fase. Controle
(A). Tratados com AIPHCI-lipossomal nas concentragcoes de 0,5uM (B), 2,5uM(C) e 5uM (D); Tratados e
submetidos a TFD nas concentragoes da AIPHCI-Lipossomal de 0,5uM (E) e 2,5uM (F).

As células OSCC 3 do grupo controle apresentaram forma estrelada,
projecdes citoplasmaticas, nucléolos evidentes, além de se apresentarem
aderidas ao fundo da placa de cultivo e confluentes. Estas caracteristicas

correspondem a morfologia normal desta linhagem celular.

33



Ao analisar as células dos grupos tratados com AIPHCI 0,5 uM e 2,5 uM
verificou-se as mesmas caracteristicas encontradas na morfologia do grupo
controle. Ja o grupo tratado com AIPHCI 5 uM apresentou apenas células com a
morfologia caracteristica de células ndo viaveis, ou seja, perda dos
prolongamentos citoplasmaticos, tamanho reduzido e formato arredondado,
nacleo celular ndo evidente além de estarem suspensas no meio, nao aderidas.

Nos grupos tratados com a TFD nota-se um aumento dose-dependente
das células com a morfologia alterada e em suspensdo sugestivas de morte
celular. Ainda pode-se inferir uma reducdo na proliferacdo das células
submetidas a estes tratamentos, observando-se uma diminuicdo das células
aderidas ao fundo da placa de cultivo.

J& na linhagem de fibroblasto NIH 3T3 nédo foi observada alteracdes
morfologicas sugestivas de morte celular nos diferentes grupos tratados.
Conforme a figura 10 A, observa-se células com prolongamentos citoplasmaticos,
estreladas proprias deste tipo celular também em B, C, D, E e F, ndo sendo
observado reducdo na confluéncia das células ao fundo da placa de cultivo,

conforme demonstrado na figura9 D, E e F.
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Figura 10. Analise da morfologia das células NIH 3T3 por Microscopia de Contraste de Fase. Controle
(A). Tratados com AIPHCI-lipossomal nas concentragcdes de 0,5uM (B), 2,5uM(C) e 5uM (D); Tratados e
submetidos a TFD nas concentracoes da AIPHCI-lipossomal de 0,5uM (E) e 2,5uM (F).

Conforme os resultados descritos, no presente estudo, ao avaliar o
emprego da TFD, utilizando- AIPHCI lipossomal como fotossensibilizador na
linhagem OSCC 3, verificou-se que este farmaco apresenta alta citotoxicidade
quando administrado na concentracdo de 5uM. Desta forma, baseando-se nos
resultados obtidos no teste de MTT e morfologia, optou-se por eleger as
concentragbes de 0,5uM e 2,5uM para os subsequientes testes citotoxicos e
citostéticos.

Para confirmacgéo dos resultados obtidos na Microscopia por Contraste de
Fase, na linhagem OSCC 3, foram feitas andlises da granulosidade e do tamanho
celular por citometria de fluxo. A figura 11 ilustra o resultado obtido tendo como

referéncia o percentual de células com a morfologia normal.
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Figura 11. Relagdo de granulosidade (SSC) e tamanho (FSC) de células OSCC 3 submetidas aos
diferentes tratamentos. Esta relagao foi obtida ap6s andlise das células por citometria de fluxo.
*Diferenca significativa em relagao aos grupos controle ( p < 0,001)

Observou-se uma redugéao percentual (14%) na granulosidade e tamanho
das células tratadas com TFD 2,5 uM em relagdo as células do grupo controle.

4.1.3 Integridade da membrana plasmatica de células OSCC 3 e NIH
3T3 tratadas com TFD

Os resultados ilustrados na figura 12 demonstram que os grupos AIPHCI
0,5 uM e 2,5 uM apresentaram baixa porcentagem de células lesadas (3 a 5%)
em relagdo ao grupo controle. No entanto, com o tratamento da TFD, nota-se
uma diminuicdo das células com a membrana intacta de 6% no grupo TFD 0,5

UM e de aproximadamente 35% no grupo de 2,5 uM .
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De acordo com os resultados acima descritos com a linhagem celular NIH
3T3, considerados como satisfatérios ao que se refere a biocompatibilidade da

Terapia testada, néo foi realizado os demais testes citotoxicos ou citostaticos.

4.1.4 Material genético das células OSCC 3 tratadas com TFD

Os efeitos da TFD com AIPHCI lipossomal na fragmentacdo do DNA das
células OSCC 3 estdo demonstrados na figura 14. Observa-se um maior
porcentual de células com o DNA fragmentado no grupo TFD 2,5 uM
(aproximadamente 75%).
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Figura 14. Fragmentacdao de DNA das células OSCC 3 submetidas aos diferentes tratamentos. O
DNA das células foi corado com iodeto de propideo e analisado por citometria de fluxo. Os
resultados apresentam a Média e Desvio Padrao obtida do resultado de 2 experimentos. *diferenca

significativa em relagdo ao controle (p<0,05).**Diferenga significativa em relagdo ao controle (p <
0,01)

4.1.5 Potencial de membrana mitocondrial de células OSCC 3 tratadas
com TFD

O tratamento com AIPHCI 0,5 uM e 2,5 pM nédo provocou alteracdo no
potencial de membrana das células dentro do periodo observado. No entanto, o
tratamento com TFD 0,5 pM provocou reducdo de 15% no potencial de
mitocondrial das células enquanto o grupo tratado com TFD 2,5 uM obteve uma

reducao de 23% no mesmo, conforme representado na figura 15.

38



100-

Potencial de Membrana Mitocondrial(%)

Tratamento

Figura 15. Potencial de Membrana Mitocondrial (Aym) das células OSCC 3 submetidas aos
diferentes tratamentos. As células foram tratadas com rodamina 123 e, em seguida, o Aym foi
analisado por citometria de fluxo. Os resultados apresentam a Média e Desvio Padrao obtida do
resultado de 2 experimentos. *Diferenga significativa em relagao ao controle (p < 0,01).

4.1. Analise dos Efeitos Citostaticos.

4.1.1 Efeitos da TFD na proliferacao das células OSCC 3

A figura 16 demonstra o niumero de células totais em cada grupo de
tratamento 24hs apdés o0 mesmo, obtido através do ensaio de Azul Tripan. Nos
grupos tratados somente com o farmaco, ha uma pequena diminuicdo do niumero
total de células. Nota-se uma reducdo dose-dependente no numero total de
células nos grupos tratados com a TFD em ambas as concentra¢des. Observa-se
uma diferencga significativa em relacdo ao grupo controle, reducéo de 49% do

namero total de células, apenas no grupo TFD 2,5 M.
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Figura 16. Avaliagdo da proliferacdo das células OSCC 3 submetidas aos diferentes tratamentos
(numero total de células resultante da média de 3 experimentos). *Diferenc¢a significativa em relagao
ao controle (p < 0,001). Método Azul Tripan.

Na andlise do ciclo celular por meio de citometria de fluxo (figura 17) dos
diferentes tratamentos nota-se um aumento no numero de células na fase S do
ciclo celular (chegando a aproximadamente 100% nos grupos AIPHCI 2,5 uM,
TFD 0,5 uM e TFD 2,5 uM) em relagdo ao grupo controle. Além disso, nota-se da
mesma forma um menor nimero de células na fase G2 (reducdo em média de
36% nos grupos AIPHCI 2,5 uM, TFD 0,5 uM e TFD 2,5 uM) em relagéo ao grupo

controle.
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Figura 17. Ciclo celular das células OSCC 3 submetidas aos diferentes tratamentos (nimero total de
células resultante da média de 2 experimentos). O DNA das células tratadas foi corado com iodeto de
propideo e estas foram analisadas por citometria de fluxo. O calculo da proporcédo das células em
cada uma das fases do ciclo celular foi realizado considerando apenas as células com o DNA nao
fragmentado. Todos os grupos de tratamento apresentaram diferenga significativa em relagdao ao
controle (p < 0,001).
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4.3 Avaliacao da influéncia da TFD na via de sinalizagao

PI3BK/AKT/mTOR por microscopia confocal em células OSCC 3

Figura 18. Microscopia Confocal das células OSCC 3, grupo Controle. As células OSCC 3 apresentam-se com
marcagao especifica (DAPI) para o nucleo na figura A. A Figura B apresenta a marcagao especifica para o pS6
que fluoresce em verde, demonstrando uma marcagao positiva desta proteina nesta linhagem celular. Na figura

C ha uma superposicao das marcagdoes descritas em A e B.

Figura 19. Microscopia Confocal das células OSCC 3, grupo Tratado com TFD 2,5uM. As células OSCC 3
apresentam-se com marcacgao especifica (DAPI) para o nucleo na figura A. A Figura B apresenta a marcagao
especifica para o pS6 que fluoresce em verde, demonstrando uma marcagido pouco especifica neste grupo
tratado. Na figura C ha uma superposicao das marcagoes descritas em A e B.

A Microscopia Confocal nota-se a marcacdo especifica, em azul, para
nucleo com DAPI e a superexpressao de pS6, proteina ribossomal downstream
de mTOR, que nesse ensaio fluoresce em verde, em células OSCC3, conforme
ilustrado na figura 18. O grupo tratado com TFD 2,5 uM apresenta a mesma
marcacao especifica para nucleo, no entanto ha uma diminuicdo da expressao

de pS6 marcado com FITC, figura 19 (c).
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5. Discussao

A Incidéncia do Carcinoma Epidermdide Bucal continua elevada. Os
fatores de risco relacionados ao estilo de vida, como uso de tabaco, alcool, e a
exposicdo solar, sdo bem conhecidos. No entanto, o mecanismo de
desenvolvimento, a influéncia genética e a predisposicdo a esta patologia sao
ainda objeto de muitas pesquisas atuais (BAGAN;SCULLY, 2008).

O céancer, uma doenca originada de mutacdes nas sequéncias de DNA,
desregula vias de sinalizacdo estreitamente relacionadas com a viabilidade,
morte e homeostase celular (DE VISSER;EICHTEN et al., 2006).

Entre os tratamentos empregados para a cura do cancer, destaca-se a
Terapia Fotodindmica. Atualmente muitos estudos estdo sendo feitos para
comprovar a sua eficacia terapéutica em cada tipo de céncer. Esta avaliacao
depende do tecido em questéo, do fotossensibilizador e fonte de laser utilizado.

O Carcinoma Epidermdide Bucal é um tipo de tumor favoravel a aplicagéo
deste tipo de tratamento, por se tratar, sobretudo de um tumor de localizacao
acessivel. Embora haja alguns protocolos ja descritos na literatura utilizando-se a
TFD para o tratamento de lesfes pré-neoplasicas, como a Leucoplasia, ha uma
crescente necessidade da busca do fotossensibilizador ideal para o tratamento
deste tipo de cancer, dado que os fotossensibilizadores atuais provocam efeitos
adversos ndo desejados.

Como mencionado anteriormente, o fotossensibilizador ideal deve possuir
uma dose eficaz muito menor do que a dose téxica e alta especificidade para o
tecido alvo. Para tanto, faz-se necessario o estudo de diferentes concentracdes
do mesmo fotossensibilizador para cada tipo celular.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o tratamento de
células derivadas do Carcinoma Epidermoide Bucal (OSCC 3) com a TFD,
utilizando-se AIPHCI lipossomal como fotossensibilizador, induziu significativa
reducdo, dose-dependente, na viabilidade celular apos 24hs decorridas da
aplicacao.

O AIPHCI é um fotossensibilizador hidrofébico cuja localizagdo subcelular
primaria € mitocondrial. Tal como outros fotossensibilizadores hidrofébicos que
se localizam nesta organela, ai exerce sua acdo primaria. Numa série de

estudos, Kessel e seus colaboradores (1998) demonstraram que
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fotossensibilizadores localizados na mitocondria sdo répidos indutores de
apoptose, em contraste com aqueles localizados nos lisossomos ou na
membrana plasmatica. O mecanismo dessa rapida ativagdo da apoptose ainda
nao se encontra totalmente elucidado (KESSEL;LUO, 1998).

Sabe-se, no entanto que a combinacdo de alguns fatores, entres eles a
localizac&o subcelular e a dose do fotossensibilizador, € determinante para o tipo
e extensdo de morte celular. Em geral, resulta em apoptose quando do uso de
baixas doses de TFD, e em necrose na aplicacdo de doses mais altas
(CASTANO;DEMIDOVA et al., 2005b).

A reducdo da viabilidade celular analisada pela metabolizacdo de MTT é
um indicativo de reducédo da proliferacdo celular, indugcdo de morte celular, ou
ocorréncia de ambos 0s processos simultaneamente.

O controle da proliferacéo celular em células tumorais € considerado uma
estratégia para prevenir ou retardar o crescimento tumoral (MOLINARI, 2000). No
entanto, nos tratamentos com TFD pode ser considerado como consequéncia do
mecanismo de morte celular suscitado.

Neste trabalho, constatou-se que o numero de células diminuiu apos o
tratamento com a TFD. O teste de Exclusdo por Azul Tripan foi conduzido com o
objetivo de validar os resultados obtidos no MTT. Desta forma, os resultados
confirmam a eficacia dose-dependente da TFD demonstrado no teste do MTT.
No entanto, os resultados desse mesmo teste apresentam uma menor
efetividade, ou seja, uma maior viabilidade celular, mesmo no grupo tratado com
a TFD na maior concentracdo (TFD 2,5uM — 51%), quando comparados com 0s
resultados obtidos no MTT.

Esta diferenca indica como provavel que possa ocorrer em tempos
diferentes o prejuizo metabdlico medido pela atividade mitocondrial detectada no
MTT e o dano celular irreversivel medido pela alteracdo da membrana plasmética
celular detectado no teste do Azul Tripan. Além disso, vale ressaltar que ambos
0s testes possuem sensibilidades diferentes. Desta forma os resultados obtidos
pelos diferentes testes podem ser considerados como aditivos
(MACHADO;SOARES et al., 2008).

Entre as caracteristicas das células que entram em processo de morte

celular destaca-se a morfologia alterada, com perda da adeséo celular e reducao
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do volume e granulosidade celular, entre outros aspectos relevantes
(MAJNO;JORIS, 1995; DARZYNKIEWICZ;JUAN et al., 1997).

A analise pela microscopia por contraste de fase permitiu constatar que as
células tratadas com TFD em ambas as concentracdes apresentaram uma menor
confluéncia de adeséo a placa de cultivo, proporcional ao aumento das células
com a morfologia alterada, sugestivas de morte celular, em comparacdo com as
células do grupo controle. A andlise por citometria de fluxo confirmou a reducéo
do volume e granulosidade celular apresentada no grupo TFD 2,5uM. Este
resultado também confirma os dados obtidos nos testes de MTT e Azul Tripan,
no que se refere a reducéo da viabilidade celular.

Para melhor investigacdo dos efeitos da TFD na proliferagéo celular, foi
feita a avaliagd@o do ciclo celular das células OSCC 3.

Estudos anteriores abordando as ftalocianinas demonstraram que este
fotossensibilizador, aplicado a TFD, induz a morte celular e causa a apreensao
das células na fase GO/G1 do ciclo celular de modo dose-dependente
(HAYWOOD-SMALL;VERNON et al.,, 2006). Em contrapartida, outros trabalhos
estdo investigando a possibilidade do laser causar a acumulacdo das células na
fase G2/M. Assim, as células moderadamente sensibilizadas seriam ativadas
apos uma segunda irradiacdo, entrando em colapso quando ja se progrediu no
ciclo celular (VARRIALE;COPPOLA et al., 2002).

A progressao do ciclo celular de células eucaridticas envolve a ativacao
sequencial de quinases que sdo dependentes da associacdo com suas
respectivas ciclinas regulatorias. O blogueio de uma das fases do ciclo celular
esta relacionado com alteracdes na ativacao/inibicdo das moléculas responséaveis
pela regulacdo do ciclo (MOLINARI, 2000).

No presente estudo, o tratamento com AIPHCI 0,5uM e 2,5 uM e com a
TFD nas duas concentragdes induziu alteragdes no ciclo celular, diminuindo a
proporcao de células nas fases G1,G2 e aumentando-a na fase S do ciclo celular.
Isto sugere que parte das células sobreviventes apds a TFD possivelmente
entraram em apoptose, ndo chegando ao final do ciclo celular. Além disso, pode-
se inferir que, nesta linhagem celular, este tratamento teria possivelmente um
efeito citostatico intrinseco, numa segunda aplicacdo do laser, fato este ja

relatado por Varriale e colaboradores (2002).
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Evidéncias recentes indicam que a TFD pode matar as células
cancerigenas diretamente pela inducdo da apoptose celular ou ainda pelas
outras vias de morte celular, como a necrose ou a autofagia. A identificacao de
efetores moleculares que regulam a comunicagdo entre estas vias de morte
celular € uma area de pesquisa intensa no que se refere ao tratamento do
cancer. As moléculas de sinalizacdo que modulam a inducdo de diferentes vias
de morte poderiam ser também marcadores do aumento da eficacia da TFD
(BUYTAERT;DEWAELE et al., 2007).

No nivel molecular, a destruicdo direta do tumor pela TFD é causada por
um dano irreversivel a estruturas subcelulares vitais, que incluem a membrana
plasmatica, a membrana intracelular mitocondrial, os lisossomos, o complexo de
Golgi e o reticulo endoplasmatico.e o DNA.

A primeira decorréncia da TFD que emprega fotossensibilizadores
mitocondriais na células é a liberacédo de citrocomo ¢ mitocondrial para o citosol,
fato observado imediatamente apos a TFD em alguns casos. Acrescenta-se a
isto uma rapida perda do potencial mitocondrial, devido a formacédo de canais na
superficie da membrana mitocondrial, também  chamados de poros de
permeabilidade mitocondrial. Estes canais ainda nao foram completamente
definidos, mas sdo aparentemente formados por proteinas de membrana —
interna e externa - que podem separar-se despolarizando a membrana
mitocondrial com a liberacdo de fatores pro-apoptoticos (MAFTOUM-
COSTA;NAVES et al., 2008).

Desta forma, a mitocondria é cada vez mais considerada como uma
importante organela alvo durante o fotodano. Vérios estudos usando tratamento
por TFD demonstram o colapso do potencial mitocondrial apés a terapia. Este
fato foi também observado neste estudo nas células OSCC-3 submetidas ao
tratamento com TFD utilizando-se AIPHCI lipossomal nas concentracdes de
0,5uM e 2,5uM , onde foi encontrada uma diminuicdo dose-dependente do
potencial mitocondrial celular (FERREIRA;TEDESCO et al.,, 2004; MAFTOUM-
COSTA;NAVES et al., 2008).

Além disso, estudos comprovam que as mitocondrias do carcinoma de
células escamosas acumulam uma quantidade muito maior de determinados
fotossensibilizadores do que as mitocéndrias de células normais. Este resultado

foi também constatado neste trabalho com o tratamento da TFD nas células
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derivadas de fibroblastos NIH 3T3, pelos testes de MTT e anélise morfologica.
Apenas o grupo tratado com TFD na concentracdo de 2,5uM apresentou uma
pequena reducao da viabilidade celular e alteragéo na integridade da membrana,
provavelmente provocadas pela necrose suscitada pela producdo de ROS em
pequena escala. O achado sugere uma biocompatibilidade do AIPHCI lipossomal
em células normais (ndo cancerigenas) e sua especificidade para células
cancerigenas (CASTANO;DEMIDOVA et al., 2004).

A maioria dos fotossensibilizadores ndo sofre acumulacdo no nucleo
celular. Por isso, a TFD geralmente causa pouco ou nenhum dano ao DNA, como
mutacfes e carcinogénese, o que representa uma vantagem da TFD quando
comparada a outras terapias, como a Radioterapia. Os ensaios realizados
relativos a integridade do material genético mostraram que o tratamento com
TFD com AIPHCI lipossomal induziu alta fragmentacdo do DNA (75%). A
fragmentacdo do DNA é uma caracteristica marcante no processo apoptético
desencadeado ap0s a ativagcdo de caspases, que ativam endonucleases,
contribuindo para a intensa fragmentacdo de DNA e condensacgao da cromatina
(SAVILL;FADOK, 2000).

Alguns estudos demonstraram a relocalizacdo de  alguns
fotossensibilizadores apos a irradiacdo, sugerindo que além do primeiro sitio, o
fotodano pode ser rapidamente propagado para outras estruturas subcelulares
(BUYTAERT;DEWAELE et al., 2007).

Desta forma também foi analisada a integridade da membrana plasmaética,
pelo ensaio de Azul Tripan. Geralmente, a alteracdo na membrana plasmatica é
uma caracteristica atribuida ao tipo de morte celular denominada necrose. Como
este programa de morte celular se inicia com danos fisicos as células, leva a
ruptura da membrana plasmatica. No entanto, células em estagios avancados de
apoptose podem assemelhar-se a estas células necréticas, também
apresentando a membrana plasmatica com a integridade corrompida.

E possivel que os estagios iniciais dos processos de apoptose e necrose
compartilhem uma via comum, e o modo de morte celular seja influenciado
fortemente pela liberacdo da caspase. Entdo, a inativagdo desta enzima e,
portanto, da apoptose, implicaria a morte por necrose (CASTANO;DEMIDOVA et
al., 2005b).
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De acordo com os resultados apresentados, o tratamento com TFD em
ambas as concentracdes provocou pouco dano a membrana plasmatica, apesar
de estatisticamente significativo na concentragao de 2,5uM, sugerindo que uma
pequena porcao das células teria morrido por necrose, conforme outros estudos
feitos pelo grupo (TAPAJOS;LONGO et al., 2008).

Alguns estudos mostram evidéncias de que a autofagia e a apoptose séo
processos evolutivamente relacionados. Ambos 0s processos apresentam
moléculas e vias intracelulares de ativagdo em comum (MARINO;LOPEZ-OTIN,
2004). No entanto, o mecanismo de autofagia também pode proteger algumas
células cancerigenas contra tratamentos, bloqueando a via da apoptose. Em
mamiferos, a autofagia € controlada principalmente pela via da quinase
PIBK/AKT/mTOR.

Como a via envolvendo PI3K é crucial na regulacédo da sobrevivéncia ao
estresse celular, e dado que os tumores frequentemente existem em um
ambiente de estresse metabdlico, com limitado suprimento de oxigénio, e baixo
pH, a inibicdo desta via é um alvo interessante para tratamentos. Somando-se a
isto, a fosforilacho € um meio importante para modificacdo pos-traducédo de
proteinas, e € um mecanismo muito utilizado para regulacdo de proteinas nas
vias de sinalizagdo. O conhecimento sobre a fosforilagdo de proteinas-chave
apos a TFD é fundamental para elucidar de modo completo seu mecanismo de
acdo. No entanto, atualmente, ha poucos estudos relatando sobre o efeito da
TFD nestas vias.

No presente trabalho foi avaliada a inibicdo da via PI3BK/AKT/mTOR, pela
expressdo de uma proteina fosforilada, efetora de mTOR, pS6, sendo observada
uma clara inibicdo desta proteina com o tratamento empregado. O fato sugere
que esta via € inibida pela TFD utilizando-se AIPHCI lipossomal na concentracao
de 2,5uM. Possivelmente, esta inibicdo acontece em decorréncia de uma
oxidacdo de mTOR, provocada pela reacdo fotoquimica(INFO;WEYERGANG et
al., 2009).

Além disso, como a ativacdo desta via inibe a autofagia, por este resultado
pode-se inferir que h4 uma estimulacdo deste processo suscitado pela TFD. Este
resultado se mostrou muito promissor em virtude de que estudos anteriores com

outras vias, como a via da quinase MAPK, cruciais no desenvolvimento da
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carcinogénese, ndo se apresentaram alteradas pela atuacdo da TFD (MOOR,
2000).

Tomados em conjunto, os resultados apresentados nesta dissertacéo
demonstram que o tratamento com a TFD utilizando-se AIPHCI lipossomal é
biocompativel com os tecidos adjacentes sadios, suscita diferentes mecanismos de
morte celular dose-dependente, sendo a apoptose a via principal envolvida, e pode
ainda regular a proliferacdo, crescimento, e outros processos pela inibicdo da via
do mTOR. Desta forma, a TFD utilizando-se AIPHCI lipossomal apresenta grandes
possibilidades para o tratamento do cancer bucal. Embora ndo constitua o objetivo
deste trabalho, acredita-se que, combinada com terapias que induzem o estresse
celular, como a quimioterapia ou ainda radioterapia, esta modalidade terapéutica
possa ser ainda mais eficaz (HENNESSY;SMITH et al., 2005; VERMA;WATT et al.,
2007).
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6. Conclusoes

[EEN

4.

. A aplicacdo da Terapia Fotodindmica mediada por AIPHCI

lipossomal nas concentraces de 0,5uM e 2,5 uM provoca efeitos

citotoxicos, dose-dependentes na linhagem OSCC 3.

A aplicagdo da Terapia Fotodindmica mediada por AIPHCI
lipossomal nas concentracdes de 0,5uM e 2,5 uM provoca efeitos
citostaticos consequentes dos efeitos citotoxicos na linhagem
OSCC 3.

Os efeitos citostaticos e citotoxicos induzidos pela Terapia
Fotodinamica mediada por AIPHCI lipossomal nas concentracdes
de 0,5uM e 2,5 uM, na linhagem OSCC 3, sdo caracteristicos
principalmente da apoptose celular, podendo estar correlacionados
a autofagia e necrose.

A aplicacdo da Terapia Fotodindmica mediada por AIPHCI

lipossomal atua na via PI3BK/AKT/mTOR inibindo-a.

Terapia Fotodinamica mediada por AIPHCI lipossomal nas
concentracbes de 0,5uM e 2,5 pM né&o apresentou citotoxicidade

as células normais NIH 3T3.
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