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Resumo

Terapia Fotodindmica (TFD) € uma modalidade promissora de tratamento de
células neoplasicas que emprega a combinagcdo de um componente
fotossensibilizante, oxigénio molecular e luz visivel. A excitacgdo de um agente
fotossensibilizante na presenca do oxigénio o converte para o estado tripleto
fotoativo, o qual reage tanto com o substrato local (reagéao tipo ) para induzir radicais
citotoxicos, quanto com o oxigénio molecular (reagéo tipo Il) para produzir oxigénio
singleto citotéxico. O presente trabalho tem por objetivo avaliar o potencial
terapéutico do novo agente fotossensibilizante Zinco Ftalocianina Octa-bromada
(ZnPcBrs) nas células L929 em relagao a citotoxicidade, a localizagao subcelular e
os fotodanos decorrentes da utilizacdo deste agente fotossensibilizante em
organelas celulares. As células L929 foram cultivadas em condicbes padrao,
incubadas com a ZnPcBrg por 1 hora, irradiadas com laser (A=685nm) e incubadas
em meio MEM por 1, 12 ou 24 horas, sendo analisadas através de MTT e
Microscopia de Fluorescéncia. Os resultados da técnica MTT demonstraram que
1uM foi a concentracdo mais efetiva para a TFD, com perda da atividade
mitocondrial, ficando em torno de 63% apds 1 hora, 99% apds 12 horas e 100% 24
horas apds TFD, em relacdo ao grupo controle. Os resultados da microscopia de
fluorescéncia demonstraram que ZnPcBrg localiza-se na regido perinuclear quando
analisada 1 hora apds incubacado. A marcacao do nucleo com DAPI tornou possivel
observar, uma discreta fragmentagdo nuclear 24 horas apdés TFD, retracao
citoplasmatica 1, 12 e 24 horas apdés TFD e a presenga de vacuolos ao longo do
citoplasma 12 e 24 horas apés TFD.

Palavras-chave: Terapia Fotodinamica, Lasers, Ftalocianina, Morte Celular.



Abstract

Photodynamic therapy (PDT) is a promising treatment modality of neoplasic
cells that employs the combination of a photosensitizer compound, molecular oxygen
and visible light. The excitation of the photosensitizer agent in the presence of
oxygen converts it into its photoactive triple state, which reacts with either local
substrate (type 1 reaction) to induce cytotoxic radicals, or with molecular oxygen
(type 2 reaction) to produce cytotoxic singlet oxygen. The aim of this study was to
evaluate the therapeutic potential of a new photosensitizer agent Octal-bromide Zinc
Phthalocyanine (ZnPcBrsg) in the L929 cells in relation the citotoxicity, the subcelular
localization, and the photodamages due the use of photosensitizer agent in cell
organelles. L929 cells were cultivated at standard conditions, incubated with ZnPcBrg
for 1 hour, irradiated with laser (A=685nm) and incubated in MEM medium for 1, 12
or 24 hours. Be analyzed through of MTT and Fluorescence Microscopy. The MTT
technique results demonstrated that 1uM was the most effective concentration for
PDT, with lost of mitochondrial activity, stayed in torn of 63% after 1 hour, 99% after
12 hours and 100% 24 hours after PDT, in relation to the control group. The
fluorescence microscopy results showed that ZnPcBrg was localized in the
perinuclear region when analyzed 1 hour after incubation. Nucleus staining with DAPI
made was possible to observe a discreet nuclear fragmentation 24 hours after PDT,
cytoplasm retraction 1, 12 and 24 hours after PDT and the presence of vacuoles
along to the cytoplasm 12 and 24 hours after PDT.

Key-words: Photodynamic Therapy, Lasers, Phthalocyanine, Cell Death.
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1. INTRODUCAO

Terapia Fotodindmica (TFD) é um tratamento alternativo para o cancer e
diversas outras condigdes médicas (CAUCHON et al., 2005). Esta técnica envolve a
combinacdo de um agente fotossensibilizante, uma fonte de luz e oxigénio molecular
(ALISSON et al., 2004; BAKALOVA et al., 2004; CORDOBA et al., 2005; FERREIRA
et al., 2004; HAYWOOD-SMALL et al., 2006; KOLAROVA et al., 2003; ZHU;
FINLAY; HAHN, 2005).

As ftalocianinas apresentam efeitos citotdxicos quando ativadas por luz. Sob
irradiacao, estes fotossensibilizantes sdo promovidos ao seu estado excitado e
geram oxigénio singleto. As biomoléculas circunvizinhas sdo danificadas e isto inicia
uma cascata de respostas biolégicas conduzindo a morte tumoral (BAYIR, 2005).

Com o intuito de aprimorar a técnica de Terapia Fotodindmica, vém sendo
estudado novos fotossensibilizantes de segunda geracao, como € o caso da Zinco
Ftalocianina Octa-bromada (ZnPcBrs), uma ftalocianina hidrofilica, recentemente
desenvolvida pelo Grupo de Pesquisa do Laboratério de Sintese Orgéanica do

Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba.



1.1 OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho tem por objetivo avaliar o potencial do novo agente
fotossensibilizante Zinco Ftalocianina Octa-bromada (ZnPcBrg) nas células L929
(Tecido conjuntivo de camundongo) em relagdo a citotoxicidade, a localizagao
subcelular e os fotodanos decorrentes da utilizagéo deste agente fotossensibilizante

em determinadas organelas celulares.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Analisar o efeito citotéxico do agente fotossensibilizante Zinco Ftalocianina
Octa-bromada (ZnPcBrsg) na interagdo com cultura de células L929, antes e
apos TFD (1, 12 e 24 horas) através da técnica MTT;

» Analisar a localizacdo subcelular da ZnPcBrs apds 1 hora de incubacdo em
cultura de células L929;

» Analisar os efeitos da ZnPcBrg 1, 12 € 24 horas apdés TFD em cultura de
células L929 através da microscopia de fluorescéncia utilizando um marcador

especifico para o nucleo (DAPI).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Terapia Fotodinémica (TFD)

Terapia Fotodindmica (TFD) € um procedimento muito conhecido no campo
da medicina clinica para o tratamento de varias doengas (SCHASTAK et al., 2005),
bem como o cancer (DEMIDOVA et al., 2005; ICHIKAWA et al., 2005; COMUZZI et
al.,, 2006) e determinadas condi¢des nao-cancerigenas (SIBATA et al., 2000).
Podem ser citadas como exemplo, degeneracdo macular da retina, psoriase, artrite
reumatéide sistémica, restenosis, micoses fungoides, infestacdes bacterianas,
verrugas, arteriosclerose, SIDA, dentre outras (ALEXANDRATOU; YOVA; LOUKAS,
2005; SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002). Essas doencas geralmente sao
caracterizadas pelo grande crescimento de células ndo desejadas ou células
anormais (OLEINICK; MORRIS; BELICHENKO, 2002).

O desenvolvimento da Terapia Fotodinamica comegou em 1900, quando um
estudante de medicina alemao, Oscar Raab, trabalhando com o Professor Herman
von Tappeiner em Munich, descobriu o efeito fotodinamico da laranja de acridina em
paramécios na presenga de luz solar (RAAB, 1900 apud MACHADO, 2000;
ACKROYD et al, 2001; MACDONALD; DOUGHERTY, 2001; SIMPLICIO;
MAIONCHI; HIOKA, 2002; DETTY; GIBSON; WAGNER, 2004; BERG et al., 2005;
BABILAS et al., 2005; KUBLER, 2005).

A era atual da TFD iniciou-se em 1960, através dos estudos de Lipson e
Schwartz, os quais observaram que a injecdo de hematoporfirina levava a

fluorescéncia de lesbes neoplasicas visualizadas durante cirurgia (LIPSON;



BALDES; OLSEN, 1961; HENDERSON; DOUGHERTY, 1992 apud DOUGHERTY et
al., 1998; MACDONALD; DOUGHERTY, 2001).

O procedimento da TFD requer a exposicdo de células ou tecidos para uma
droga fotossensibilizante seguida pela irradiagdo com luz visivel de um apropriado
comprimento de onda, usualmente na regido do vermelho ou infravermelho préximo,
sendo esta compativel com o espectro de absorcdo da droga (BRANCALEON;
MOSELEY, 2002; OLEINICK; MORRIS; BELICHENKO, 2002; PAZOS et al., 2003;
USUDA et al., 2003; USUDA et al., 2006).

Estas interacbes fotoquimicas na presenga de oxigénio molecular
(KOLAROVA et al., 2005) levam a geracao de espécies citotoxicas (oxigénio
singleto), o qual pode induzir dano oxidativo para as estruturas celulares (HARADA
et al.,, 2005), podendo entdo resultar em morte celular e destruicdo tecidual

(CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004; ALISSON et al., 2005).

2.2 Mecanismo de acao da Terapia Fotodinamica

Apods absorcdo da luz pelo corante na presenga de oxigénio, varios processos
fotofisicos envolvendo espécies reativas excitadas induzem a producao de espécies
reativas de oxigénio (EROs) que atacam centros especificos dentro dos sistemas
celulares (TOME, 2002).

O agente fotossensibilizante ao sofrer irradiagdo com luz de um apropriado
comprimento de onda, passa de seu estado fundamental (Sp) ao estado excitado,
denominado estado singleto (S4), as moléculas deste estado prontamente decaem
retornando ao estado fundamental com a emisséo de luz (fluorescéncia) ou calor, ou
podem realizar um cruzamento intersistema (@isc), passando a um estado

intermediario, denominado estado tripleto (T1), neste estado ocorre emissdo de



elétrons que reagem com o oxigénio formando EROs (figura 1). Os EROs podem ser
gerados por dois processos principais:
O processo tipo | gera radicais livres reativos, peréxidos e superéxidos por
reagdes de transferéncia de elétrons ou hidrogénio com agua ou uma biomolécula.
No processo tipo Il, o fotossensibilizante no estado tripleto reage com o

oxigénio via um processo de transferéncia de energia gerando oxigénio singleto.

A
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Figura 1: Diagrama de Jablonski simplificado para o processo de fotossensibilizag&o.

Estas espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas via mecanismos tipo |
elou Il sdo responsaveis por danos irreversiveis aos componentes celulares,
causando entdo uma cascata de eventos citotdoxicos que pode levar a morte celular
através de necrose ou apoptose (SIBATA et al., 2000; TOME, 2002; MARTINES,

2003; ALEXANDRATOU; YOVA; LOUKAS, 2005).



2.3 Agentes Fotossensibilizantes

Um agente fotossensibilizante € geralmente definido como uma substancia
que induz sensibilidade luminosa a processos quimicos e fisicos, normalmente
insensiveis a luz (PAZOS, 2001; BUSANELLO, 2003). Estes componentes
acumulam-se no alvo celular (BABILAS et al., 2005) e absorvem energia diretamente
de uma fonte de luz (BROWN; BROWN; WALKER, 2004), de um especifico
comprimento de onda (630-800nm) (CAUCHON et al., 2005), sendo capazes de
utilizar esta energia para induzir reagbes em outras moléculas ndo absorvidas
(SIBATA et al.,, 2000), gerando assim uma reacédo fotodindmica mediada pelo
oxigénio (ALLISON et al., 2005).

O fotossensibilizante ideal para a Terapia Fotodindmica deve possuir os
seguintes requisitos: ser quimicamente puro e de composi¢gdo conhecida, ser
biologicamente estavel, ter toxicidade minima no escuro sendo somente citotoxico
na presencga de luz, ser preferencialmente retido pelo tecido alvo, ser rapidamente
excretado pelo corpo para prover baixa toxicidade sistémica, ter uma alta eficiéncia
quantica para o evento fotoquimico, ter forte absor¢ao com um alto coeficiente de
excitacido na faixa de 600-800nm, onde a penetracdo da luz no tecido esta no
maximo e onde o comprimento de onda da luz permanece energético o suficiente
para produzir oxigénio singleto (FICKWEILER et al., 1999; ACKROYD et al., 2001;
DETTY; GIBSON; WAGNER, 2004; KARMAKOVA et al., 2006).

O Photofrin® foi o primeiro agente fotossensibilizante aprovado pelos 6rgaos
governamentais para utilizagdo em seres humanos, este vem sendo empregado no
tratamento de muitos tipos de tumores, incluindo pulmao, eséfago, cervical, bexiga e

tumores gastricos (MACHADO, 2000; ALMEIDA et al., 2004). E o unico



fotossensibilizante aprovado para terapia de cancer nos Estados Unidos, Europa,
Japao e Canada (BELLNIER et al., 2006).

Resultados clinicos promissores vém sendo obtidos com o Photofrin, porém,
ele possui algumas desvantagens, como por exemplo, heterogenicidade quimica,
alta fototoxicidade e tolerancia a luz solar. Devido a este fato, diversos
fotossensibilizantes de segunda geracdo estdo sendo testados atualmente
(MACDONALD; DOUGHERTY, 2001; MEISEL; KOCHER, 2005; SCHASTAK et al.,

2005).

2.4 Ftalocianinas

O desenvolvimento de novas geragdes de fotossensibilizantes para o
aperfeicoamento da Terapia Fotodindmica e do Diagnéstico Fotodinamico
compreende uma extensa area de pesquisa (ALl; OLIVO, 2002).

Entre os mais promissores fotossensibilizantes de segunda geracéo estédo as
ftalocianinas (NUNES; SGUILLA; TEDESCO, 2004), as quais vém atraindo muita
atencdo ha décadas devido ao fato de possuirem excelentes propriedades
fotoquimicas (ALLEN et al., 2002; LIU et al., 2004).

Estes tipos de fotossensibilizantes constituem uma vasta classe de
componentes com alto coeficiente de excitacdo na regidao vermelha do espectro
(630-750nm), possuem excelentes propriedades de localizagdo tumoral, alta
eficiéncia fotossensibilizante (FERREIRA et al., 2004) e um longo tempo de vida do
estado excitado tripleto para produzir eficientemente o oxigénio singleto molecular
(02('Ag)) (YSLAS; RIVAROLA; DURANTINI, 2005).

As ftalocianinas sdao componentes quimicos (SILVA et al., 2004), que sob

irradiacdo sdo promovidas para seu estado excitado, gerando oxigénio singleto.



Neste estado, biomoléculas ao redor sdo danificadas e isto inicia uma cascata de

respostas biolégicas levando a morte tumoral (BAYIR, 2005).

2.5 Localizacdo Subcelular do Corante

O mecanismo de citotoxidade da TFD depende fortemente do tipo celular, do
fotossensibilizante empregado e de sua localizagdo subcelular (GREBENOVA et al.,
2003; MORIYAMA et al., 2005).

Diversas organelas celulares podem ser postuladas como alvos para TFD
com diferentes fotossensibilizantes, como membrana plasmatica, nucleo,
mitocdndria, reticulo endoplasmatico, complexo de golgi, lisossomos e estruturas do
citoesqueleto (ACKROYD et al., 2001; BOURRE et al., 2002; KOLAROVA et al.,
2003; FERREIRA et al., 2004; KOLAROVA et al., 2005).

A localizagao intracelular € dependente também das propriedades quimicas
do fotossensibilizante. Esses podem entrar nas células diretamente através da
membrana plasmatica ou por endocitose. A captacdo pela membrana plasmatica
deve ocorrer por difusdo simples ou facilitada ou por um mecanismo de transporte

ativo (ALI; OLIVO, 2002).

2.6 Laser
O termo "LASER" significa “Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation”, ou seja, amplificacdo de luz por emissao estimulada de radiagao.
Pesquisas realizadas por Albert Einstein e mais tarde por Schawlow e Townes
do Laboratério Bell levaram a descricdo do laser em 1957. O primeiro laser a ser
construido foi o de Rubi, em 1960 na Califérnia pelo fisico Theodore Maiman

(SCHAWLOW; TOWNES, 1958; MAIMAN, 1960 apud ARONOFF, 1997).



Os laseres possuem trés elementos chave. Um, é o meio propriamente dito,
que gera a luz laser. O segundo é a fonte de energia, que entrega energia ao meio
do laser de forma a excita-lo para emitir luz. Um terceiro é a cavidade oéptica ou
ressonante, a qual concentra a luz para estimular a emissdo da radiacdo laser
(HECHT, 1992).

A luz laser possui algumas caracteristicas que a diferencia de outras fontes
luminosas, entre estas caracteristicas destacam-se a monocromaticidade
(compostos de fétons de mesmo comprimento de onda ou cor), colimagao (os feixes
de luz sdo paralelos, permitindo que uma grande quantidade de energia seja
transmitida a um alvo preciso) e coeréncia (sincronizagdo das ondas de luz no
espago e no tempo) (SCHAWLOW, 1995; GENOVESE, 2000). Estes também
possuem uma alta poténcia de saida e compatibilidade com fibras épticas (VOGL et
al., 2004).

Os laseres sdo comumente utilizados na medicina devido a absorg¢ao seletiva
de especificos comprimentos de onda nas diferentes estruturas teciduais
(KOLAROVA; DITRICHOVA; WAGNER, 1999). Estes podem ser classificados em
relacdo a utilizacdo terapéutica como laseres cirurgicos (alta poténcia) e nao-
cirargicos (baixa poténcia). Os primeiros sao utilizados para corte, vaporizagdo e
coagulacgdo, enquanto que os de baixa poténcia sdo utilizados na regularizagdo de
processos fisiologicos, como inflamagao, cicatrizagdo, e producéo de energia (ATP)
pelas células (PEREIRA et al., 2002).

Desde 1960, diferentes comprimentos de onda em baixas doses de luz
(terapia a laser de baixa poténcia ou fotobiomodulagdo) vém sendo utilizados no
tratamento de doencas especificas (ALBERTINI et al., 2004; AIMBIRE et al., 2005),

possuindo atualmente uma extensa aplicagao clinica (KREISLER et al., 2002), como
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por exemplo, na fisioterapia, odontologia, dermatologia, reumatologia, oncologia,
entre outros (GULSOQY et al., 2006).

Os efeitos dos laseres nas células sdao dependentes da dose e do
comprimento de onda (KREISLER et al., 2002). Estudos in vitro vém demonstrando
bem os efeitos da Terapia Laser de Baixa Intensidade (LLLT) em nivel celular em
determinadas culturas celulares, como por exemplo, em fibroblastos, macréfagos,
células endoteliais, entre outras (HERASCU et al., 2005), demonstrando que esta
terapia tem uma significante influéncia nestas fungdes celulares (BRONDON;
STADLER; LANZAFAME, 2005).

O mecanismo de interacdo da radiagao laser em taxas moleculares foi
descrito por Karu et al. (1995 e 1999) a qual sugeriu diferentes mecanismos de agao
para comprimentos de ondas emitidos na faixa do visivel e infravermelho (KARU et
al., 1995; KARU et al., 1999).

A irradiagdo em baixas taxas de energia pode gerar significantes bioefeitos,
0s quais sao manifestados na bioquimica, fisiologia e fendmeno proliferativo. Estes
bioefeitos podem ocorrer em varias enzimas, células, tecidos, 6rgédos ou organismos.
Os fenbmenos de estimulacao e inibicdo causados pela luz laser sdo denominados
laser bioestimulagao e bioinibicao (YU; NAIM; LANZAFAME, 1997).

Os laseres mais comumente utilizados sao:

- Laser de Hélio-nebnio (HeNe) - 632.8nm;

- Laser de Galio-aluminio (GaAl) - 630 e 685nm;

- Laser de Arsenieto de Hélio-nebnio (HeNeAs) - 780 e 870nm,;

- Laser de Arsenieto de Galio (GaAs) - 904nm;

- Laser de Arsenieto de Galio e Aluminio (AsGaAl) - 685nm,;

- Diodos emissores de luz (LED) - 670 a 950nm.
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A principal razdo para utilizagcdo destas fontes de radiacdo na regido do
vermelho e infravermelho-proximo (600 a 1200nm) é o fato de que a hemoglobina e
a agua nao absorvem nesta regido e a luz pode penetrar através de tecidos vivos,
sendo assim esses comprimentos de ondas sdo denominados “Janela Optica

Terapéutica” (VLADIMIROV; OSIPOV; KLEBANOV, 2004).

2.7 Morte Celular na Terapia Fotodinamica

O processo de morte celular é o principal mecanismo de controle do nimero
de células (diferenciacdo, embriogénese, envelhecimento e metamorfose), agindo
também no mecanismo de defesa removendo células indesejadas e até mesmo
potencialmente perigosas para o organismo e na prevengao de diversas doengas,
como exemplo o cancer (KLIONSKY; EMR, 2000; GUIMARAES; LINDEN, 2004;
CANDAL et al., 2005; TAMIETTI, 2006).

A TFD pode induzir morte celular através de necrose ou apoptose (morte
celular programada), os quais sdo acompanhados por dano vascular e resposta
inflamatodria. Tanto a apoptose quanto a necrose podem ocorrer in vitro e in vivo
(LUO; KESSEL, 1997; FABRIS et al.,, 2001; BARGE et al., 2004; WISING et al.,
2005).

O termo apoptose foi adotado pela primeira vez em 1972 por Kerr et al.
(KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972 apud HAUNSTETTER; 1ZUMO, 1998; PAROLIN;
REASON, 2001). Apoptose, também conhecida por “morte celular programada” € um
processo fisiolégico de eliminagdo celular que ocorre durante embriogénese,
metamorfose, atrofia tecidual e regressdo tumoral. Esta possui duas fungdes
principais, a primeira, como um antagonista para mitose para a eliminagao

controlada de células em excesso que ndo serdo necessdrias ao organismo, a
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segunda, como uma das linhas de defesa do organismo contra doengas, como
exemplo, para eliminagao de células neoplasicas ou células danificadas apds injuria
citotoxica (BURSCH et al., 2000).

As caracteristicas morfologicas da apoptose sédo: condensacao da cromatina,
fragmentacado nuclear, protusées da membrana, formacdo de corpos apoptéticos,
encolhimento e arredondamento celular com perda de adesao (YU; CHOI, 2000;
PAZOS et al.,, 2003; EDINGER; THOMPSON, 2004; BLAISE et al., 2005; CHEN;
WU; LIN, 2006).

A apoptose ocorre através de dois caminhos principais: o primeiro, refere-se a
um caminho extrinseco ou citoplasmatico, é ativado através do receptor de morte
Fas, um membro da superfamilia receptora do fator de necrose tumoral (TNF). O
segundo caminho é intrinseco ou caminho mitocondrial que quando estimulado
conduzem a liberagao do citocromo C da mitocdndria e a ativagao do sinal de morte.
Ambos caminhos convergem para uma via final comum envolvendo a ativagdo de
uma cascata de proteases chamada caspases, resultando em morte celular
(GHOBRIAL; WITZIG; ADJEI, 2005).

As células também podem terminar em uma morte tipo-apoptética sem
ativacao das caspases, refletindo um caminho alternativo por meio de proteases
lisossomais, 0s quais representam um papel crucial. Nestes casos a condensagao
da cromatina é baixa e a fragmentagao nuclear normalmente nao ocorre (ZIEGLER,;
GROSCURTH, 2004).

A morte celular também pode ser iniciada por um programa padrdo de
apoptose, o qual é entdo inibido nos estagios tardios da ativagdo da caspase e é

finalizado pela necrose. Este fendtipo aponecrético é caracterizado pela coexisténcia
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de nucleo fragmentado e degeneragdo das organelas (ZIEGLER; GROSCURTH,
2004).

A necrose € uma forma rapida e violenta de degeneracao afetando extensas
populacées celulares (PROSKURYAKOV; KONOPLYANNIKOV; GABAI, 2003)
caracterizada por inchaco do citoplasma, destruicdo de organelas e rompimento da
membrana plasmatica, conduzindo a uma liberacdo de conteudos intracelulares e
inflamacao. Ela vem sendo referida como uma morte celular acidental causada por
danos fisicos e quimicos, sendo considerada um processo nao programado
(CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2005).

Dependendo da morfologia e o envolvimento dos lisossomos, pode-se ocorrer
dois tipos diferentes de morte celular necrética: a autofagia e a desintegracéo nao-
lisossomal (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004).

A morte celular autofagica € caracterizada por numerosos vacuolos no
citoplasma ocupados com restos celulares. A morte celular nao-lisossomal
demonstra que uma pronunciada dilatacdo das organelas e espagos vazios sao
formados sendo que a degeneragéo ocorre sem nenhum envolvimento detectavel de

lisossomos (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagem Celular
A linhagem celular utilizada neste trabalho, Clone L929 (ATCC CCL-1 NCTC),
derivada de Tecido conjuntivo de camundongo, foi adquirida do Laboratério de

Cultura de Células — Instituto Adolfo Lutz — Sao Paulo, SP, Brasil.

3.2 Fotossensibilizante

O corante fotossensibilizante utilizado foi a Zinco Ftalocianina Octa-bromada
(ZnPcBrs), desenvolvido pelo Grupo de Pesquisa do Laboratério de Sintese
Organica da Universidade do Vale do Paraiba, gentilmente cedido pelo Prof. Dr.

Milton Beltrame Junior - UNIVAP - Sao José dos Campos.

A preparagdo da Zinco Ftalocianina Octa-bromada (esquema 1.06) foi

realizada a partir do xileno. Iniciando com uma reacdo de bromacido do xileno a

temperatura controlada (5°C) na presenca de ferro e alguns cristais de iodo (46% de
rendimento). Na reacdo seguinte a halogenagcdo de 03 com N-bromo-succinimida
(NBS) ocorreu principalmente na cadeia lateral fornecendo o composto 04 com
apenas 22% de rendimento. O baixo rendimento do composto 04 € comum em
reagdes desse tipo. Um acompanhamento da reagéo por cromatografia a gas mostra
o ponto ideal para a interrupcdo da reacgdo. A ftalonitrila 05 foi obtida tratando o
composto 04 com cianeto de cobre | em refluxo de dimetil-formamida (DMF)

previamente tratada e seca. A reacao de ciclizacdo para formar a ftalocianina 06 foi
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efetuada refluxando uma mistura contendo a ftalonitrila 05, acetato de zinco, DBU e

pentanol seco (esquema 1).
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Esquema 1: Sintese da Zinco Ftalocianina Octa-bromada (ZnPcBrs).

Para a diluigdo da ZnPcBrg misturou-se 1,3mg da ftalocianina em 1mL de
DMSO (Dimetil Sulféxido - Synth) estéril. Apés a completa dissolugdo, a solugao de
ftalocianina foi esterilizada (filtro estéril Millex GV 0,22uM - Millipore), e colocada em
um tubo tipo eppendorf estéril, sendo mantida no escuro a 4°C até o momento da

utilizacao.

3.3 Espectro de absorgao

A fim de se verificar o pico maximo de absorgdo da ZnPcBrg foi preparado
uma solugdo a 10yM em DMSO a partir da solugao estoque de 1mM, e obtido o
espectro de absor¢dao em Espectrofotébmetro (UV-VIS Varian Cary 50), utilizando
cubetas de quartzo tipo 111-QS 10mm (Hellma®, Sulamericana LTDA). A partir
destes dados é possivel selecionar o tipo de laser a ser utilizado com maxima

eficiéncia do fotossensibilizante.
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3.4 Crescimento e Manutencdo da Cultura Celular L929

Partindo-se inicialmente de uma ampola de congelamento (NALGENE")
contendo células L929 estocadas em nitrogénio liquido, foi preparada uma garrafa
de cultura de 25cm? (TPP, Switzerland), contendo 1mL de cultura de células (~10°
células/mL), mais 2mL de meio de cultura MEM enriquecido com 10% de soro fetal
bovino (Gibco BRL). A garrafa foi entdo incubada em estufa com controle automatico

de temperatura (37°C) e pressdo de CO, (5%) (Forma Scientific).

O crescimento celular foi devidamente acompanhado por meio de observacao
em microscopio invertido Olympus CK40 e as células subcultivadas pelo processo
de tripsinizacdo. O repique das células foi realizado quando havia a formacao de

uma monocamada confluente.

3.5 Teste da atividade mitocondrial de células L929 incubadas com ZnPcBrg em
diferentes concentracdes

Para a avaliacdo da atividade mitocondrial através da técnica de MTT as
células L929 foram tripsinizadas e plaqueadas a uma densidade de 5x10°células/mL
por poco em placa de 24 pogos (TPP, Switzerland) contendo o meio de cultura MEM
suplementado com 10% de SFB e incubadas por uma noite para adesao a 37°C em
atmosfera umidificada com 5% de CO,. No dia seguinte, foi adicionada as células a
ZnPcBrg diluida em DMSO estéril nas concentracdes 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5 e 10uM. As
células foram incubadas na presenca de ZnPcBrg durante 1 hora a 37°C em
atmosfera umidificada com 5% de COso.

Apds incubagdo, a atividade mitocondrial foi avaliada pela analise baseada na
reducdo do sal 3-[(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] (MTT)

soluvel em a&agua para um formazan insoluvel de cor roxa, produto das
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desidrogenases mitocondriais presentes apenas em células metabolicamente ativas.
Para tal, os pogos foram lavados com PBS, em seguida foi adicionado o MTT diluido
em PBS na concentragdo de 0,5mg/mL. As placas foram entao incubadas por 1 hora
a 37°C em atmosfera umidificada com 5% de CO,. Os cristais de formazan formados
foram dissolvidos através da adicdo do solvente organico Dimetil Sulfoxido 100%
(DMSO) e mantidos por 30 minutos sob agitacdo. Apds este periodo foi efetuada a
leitura das placas no leitor de Elisa Spectracount (Packard, USA), utilizando filtro de

570nm. Os dados obtidos foram tratados de acordo com a formula:

% Viabilidade= (Absorbancia de Células Tratadas — Absorbancia do Branco) x 100

(Absorbancia de Células Controle — Absorbancia do Branco)

Os resultados foram plotados no programa GraphPad Prism com média e
desvio padrao de 7 amostras em ftriplicata. Os testes estatisticos utilizados foram o

ANOVA e o Friedman.

Plagueamento Adeséo Incubagéo ZnPcBrg

5x10° células/mL "overnight" 1 hora
Leitura Elisa Incubagdo DMSO Incubagdo MTT
Filtro 570nm 30 minutos 1 hora

Fluxograma 1: Sequéncia de experimentos para o Teste da atividade mitocondrial de células L929

incubadas com ZnPcBrg em diferentes concentragdes.
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3.6 Teste da atividade mitocondrial de células L929 ap6s TFD com a ZnPcBrg
Para a avaliacdo da atividade mitocondrial através da técnica de MTT, as
células L929 foram divididas em trés grupos: controle, laser e Terapia Fotodindmica
(concentragcbes 0.25, 0.5 e 1uM). Para tal experimento, as células foram
tripsinizadas e plaqueadas a uma densidade de 5x10°células/mL por poco em placa
de 24 pocos (TPP, Switzerland) contendo o meio de cultura MEM suplementado
com 10% de SFB e incubadas por uma noite para adesdo a 37°C em atmosfera
umidificada com 5% de CO,. No dia seguinte, foi adicionada as células a ZnPcBrs
diluida em DMSO estéril nas concentragdes 0.25, 0.5 e 1uM. As células foram
incubadas na presenca de ZnPcBrs durante 1 hora em condi¢des de crescimento.
Para o grupo laser e Terapia Fotodindmica (apds o tempo de incubagao), as
células foram irradiadas no escuro com um aparelho clinico portatii de laser
semicondutor com meio ativo de InGaAlP, operando com onda continua. Os
parametros utilizados foram pré-determinados em estudos anteriores (PAZOS, 2001;

FERREIRA et al., 2004; TAMIETTI, 2006) e estdo no quadro a seguir:

Tabela 1: Pardmetros de irradiagéo utilizados no teste de atividade mitocondrial.

Parametros Valores
Comprimento de onda (A) 685nm
Densidade de energia (DE) 4,5J/cm?
Poténcia 35mW
Area 2,0cm?
Tempo 4 minutos e 18 segundos
Distancia da fibra a placa 5cm

Diametro do feixe 1,5cm
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Apds irradiacdo, as células receberam novamente o meio de cultura MEM
suplementado com 10% de SFB e foram incubadas por 1, 12 e 24 horas em
condi¢des de crescimento.

Apos tais periodos, a atividade mitocondrial foi avaliada conforme descrito no
item 3.5. Os resultados foram plotados no programa GraphPad Prism com média e
desvio padrao de 5 amostras em ftriplicata. Os testes estatisticos utilizados foram o

ANOVA e o Friedman.

Plagueamento Adeséo Incubagdo ZnPcBrg
5x10° células/mL ' "overnight" ' 1 hora
Incubagdo MTT Incubagdo MEM Irradiacédo
1 hora 1, 12 e 24 horas 685nm
Incubagdo DMSO Leitura Elisa
30 minutos Filtro 570nm

Fluxograma 2: Sequéncia de experimentos para o Teste da atividade mitocondrial de células L929

apos Terapia Fotodindmica com a ZnPcBrs.

3.7 Avaliagdo da localizagdo subcelular através da Microscopia de
Fluorescéncia

Para a avaliagao da localizagdo subcelular da ZnPcBrg as células 1929 foram
tripsinizadas e plaqueadas a uma densidade de 5x10°células/mL em placas de 24
pocos (TPP, Switzerland) contendo laminulas estéreis, com meio de cultura MEM
suplementado com 10% de SFB e incubadas por uma noite para adesao a 37°C em

uma atmosfera de 5% de CO,. No dia seguinte, foi adicionada as células a ZnPcBrs



20

diluida em DMSO na concentracdo 1uM e incubadas por 1 hora em atmosfera
umidificada com 5% de CO,.

Apods este periodo, as células L929 foram cuidadosamente lavadas com
tampao fosfato salino (PBS) e fixadas por 10 minutos com paraformaldeido a 4%
(diluido em tampao PHEM). As laminulas foram lavadas com tampao PHEM no
escuro e montadas em laminas com n-propil galato. Foram feitas fotomicrografias do
material em microscopio de epifluorescéncia modelo Leica DMLB com sistema

fotografico Leica MPS-30.

3.8 Microscopia de Fluorescéncia utilizando marcador fluorescente especifico
para nucleo

O DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride - Molecular Probes) é
um marcador amplamente utilizado para técnicas fluorescentes corando nucleos
especificamente, com pouca ou nula marcagao de citoplasma (Molecular Probes).

Para tal experimento foram utilizados 4 grupos, controle (somente células),
fotossensibilizante (células incubadas com a ZnPcBrg na concentragao 1uM), laser
(células irradiadas) e Terapia Fotodindmica (células incubadas com a ZnPcBrg na
concentragao 1uM e irradiadas).

Para os quatro grupos, as células foram tripsinizadas e plagueadas a uma
densidade de 5x10°células/mL em placas de 24 pocos (TPP, Switzerland) contendo
laminulas estéreis, com meio de cultura MEM suplementado com 10% de SFB e
incubadas por uma noite para adesao a 37°C em uma atmosfera umidificada com
5% de CO». No dia seguinte, foi adicionada as células a ZnPcBrg diluida em DMSO
na concentracdo 1uM para o grupo fotossensibilizante e Terapia Fotodinamica,

sendo incubadas em atmosfera umidificada com 5% de CO; por 1 hora.
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Para o grupo Laser e Terapia Fotodinamica, apds procedimento previamente
descrito, as células foram irradiadas no escuro com um aparelho clinico portatil de
laser semicondutor com meio ativo de InGaAlP, operando com onda continua. Os
parametros utilizados foram pré-determinados em estudos anteriores (PAZOS, 2001;

FERREIRA et al., 2004; TAMIETTI, 2006) e estdo no quadro abaixo:

Tabela 2: Pardmetros de irradiagéo utilizados na Microscopia de Fluorescéncia.

Parametros Valores

Comprimento de onda (A\) 685 nm

Densidade de energia (DE) 4,5 Jicm?

Poténcia 35 mW
Area 2,0 cm?
Tempo 4 minutos e 18 segundos

Distancia da fiboraa placa 5cm

Diametro do feixe 1,5cm

Apos irradiacdo, as células receberam novamente o meio de cultura MEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino e foram incubadas por 1, 12 e 24 horas
em atmosfera umidificada com 5% de CO,.

Apds a realizagao dos procedimentos previamente descritos, as células foram
fixadas por 10 minutos com Paraformaldeido a 4% (diluido em 0,1M de tampéo
fosfato, pH 7,2), lavadas com PBS e entdo marcadas por 10 minutos com DAPI a
uma concentragdo de 300nM (diluido em PBS). Apds a marcagao, as laminulas
contendo as células foram lavadas com Tampao PHEM e montadas sobre laminas
contendo n-propil galato. Foram feitas fotomicrografias do material em microscopio

de epifluorescéncia modelo Leica DMLB com sistema fotografico Leica MPS-30.
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4. RESULTADOS

4.1 Espectro de absorcao da ZnPcBrg
O espectro de absor¢ao da ZnPcBrg demonstra que a absor¢do maxima desta
ftalocianina esta localizada na faixa de 676nm do espectro, como demonstra o

grafico a seguir:
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Grafico 1: Espectro de absor¢do da ZnPcBrg na concentragdo de 10uM em DMSO. Observa-se que o

pico maximo de absorgao localiza-se na faixa de 676nm do espectro.
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4.2 Atividade mitocondrial de células L929 incubadas com ZnPcBrg em
diferentes concentragdes

O teste de MTT foi utilizado para analisar a atividade mitocondrial de células
L929 incubadas com o agente fotossensibilizante ZnPcBrg nas concentragdes 0.25,
0.5, 1, 2.5, 5 e 10uM por um periodo de 1 hora em cultura de células L929.

Os resultados obtidos no grafico 2 demonstram que nas concentragdes 0.25 a
1uM, as células permaneceram com uma alta porcentagem da atividade
mitocondrial, ficando em torno de 94% para 0.25uM, 87% para 0.5uM e 82% para
1uM, sendo essas concentracdes consideradas n&o-tdxicas para as células. Porém,
quando aumentou a concentragdo, ocorreu uma queda acentuada na porcentagem
da atividade mitocondrial, ficando em torno de 8% para 2.5uM, 3% para 5uM e 1%
para 10uM, sendo essas concentracdes consideradas tdxicas para as células. O
grupo controle foi considerado como 100%.

Pelos testes ANOVA e Friedman, as diferengas entre as concentragcdes foram

estatisticamente significativas (n=3, p<0.05).
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Grafico 2: Atividade mitocondrial de células L929 apds 1 hora de incubagdo com a ZnPcBrg em
diferentes concentragdes. Pelos testes ANOVA e Friedman, as diferengas entre as atividades
mitocondriais de cada concentracdo foram estatisticamente significativas (P<0.05). Média e erro

padrao de 3 repeticdes.
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4.3 Atividade mitocondrial de células L929 ap6s TFD com a ZnPcBrg

O teste de MTT foi utilizado para analisar a atividade mitocondrial de células
L929 1, 12 e 24 horas apos Terapia Fotodindmica com a ZnPcBrg nas concentragdes
0.25, 0.5 e 1uM.

O grupo controle foi considerado como 100% em todos os tempos. No grupo
laser ocorreu um aumento da atividade mitocondrial, ficando em torno de 114% apds
1 hora da irradiagdo, 104% apos 12 horas e 104% apds 24 horas. No grupo de
células que foram incubadas com a ZnPcBrg na concentragdo 0.25uM e irradiadas
com laser ocorreu uma alta atividade mitocondrial apds 1 hora da TFD, ficando em
torno de 97%. Porém, apds 12 e 24 horas da irradiacdo ocorreu um decaimento
desta porcentagem, ficando em torno de 19% apds 12 horas e 7% apds 24 horas da
TFD. No grupo de células que foram incubadas com a ZnPcBrs na concentracéo
0.5uM e irradiadas com laser ocorreu um decaimento da porcentagem de atividade
mitocondrial desde 1 hora até 24 horas apds irradiagcdo, sendo que esta viabilidade
ficou em torno de 69% apods 1 hora, 5% apos 12 horas e 5% 24 horas apés TFD. No
grupo de células que foram incubadas com a ZnPcBrs na concentracédo 1uM e
irradiadas ocorreu um significativo decaimento da porcentagem de atividade
mitocondrial em todos os tempos analisados (1,12 e 24 horas), ficando em torno de
37% apos 1 hora, 0.5% apos 12 horas e 0% 24 horas apos TFD, sendo esta, a
concentragao considerada a mais eficiente para o tratamento fotodinamico.

Pelos testes ANOVA e Friedman, as diferencas entre os grupos foram

estatisticamente significativas (p<0.05).
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Gréfico 3: Atividade mitocondrial de células L929 1, 12 e 24 horas apds Terapia Fotodindmica com

Pelos testes ANOVA e Friedman as diferengas entre as atividades mitocondriais de cada

ZnPcBrs.
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4.4 Localizagdo subcelular do corante através da Microscopia de Fluorescéncia
A Microscopia de Fluorescéncia foi realizada para avaliar a localizacao
subcelular da ZnPcBrs em cultura de células L929 incubadas na concentracdo 1uM
por 1 hora.
A fotomicrografia demonstra que a ZnPcBrs (seta) esta localizada na regido

perinuclear quando as células foram incubadas na concentragao 1uM (figura 2B).

Figura 2: Localizagdo subcelular da ZnPcBrg em cultura de células L929 apés 1 hora de incubacgéo.
A) Controle; B) 1uM. Pode-se notar a presenga da ZnPcBrg (seta) através da fluorescéncia (figura B)

localizada na regido perinuclear. Nucleo (N).
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4.5 Microscopia de Fluorescéncia utilizando marcador fluorescente especifico
para nucleo

A Microscopia de Fluorescéncia utilizando um marcador especifico para
nucleo (DAPI) foi realizada para avaliar as alteragdes nucleares 1, 12 e 24 horas
apos TFD com a ZnPcBrg na concentragao 1uM em cultura de células L929.

Podemos observar através das micrografias que, no grupo controle (somente
células), fotossensibilizante (células incubadas com a ZnPcBrg) e laser (células
irradiadas) de todos os tempos (1, 12 e 24 horas) as células ndo apresentaram
alteragbes no formato nuclear (figuras 3A, 3B, 3C, 4A, 4B, 4C, 5A, 5B e 5C)
observando-se nucleo preservado, cromatina e membrana nuclear intactas. Tais
caracteristicas também foram observadas no grupo de células marcadas com DAPI
1 e 12 horas apos TFD (figuras 3D e 4D). No grupo de células marcadas com DAPI
24 horas apos TFD (figura 5D) pode-se observar que o nucleo sofreu alteragdes,
como uma discreta fragmentagéo nuclear.

Embora a marcagao com DAPI seja especificamente para demarcar o nucleo,
esta também nos possibilitou visualizar a disposi¢cdo do citoplasma, onde foi
observado que no grupo analisado apés 1 hora da TFD (figura 3D) ocorreu retragao
do citoplasma, no grupo analisado apos 12 e 24 horas da TFD (figura 4D e 5D) além
da retracdo ocorreu a presenca de vacuolos ao longo do citoplasma. Tais
caracteristicas nao foram observadas nos demais grupos, onde a disposi¢do e a

integridade do citoplasma permaneceu normal.
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Figura 3: Células L929 incubadas com o marcador fluorescente DAPI apds 1 hora do tratamento
fotodindmico com a ZnPcBrg. A) Grupo controle (células sem fotossensibilizante e sem irradiagéo); B)
Grupo Fotossensibilizante (células incubadas por 1 hora com ZnPcBrg); C) Grupo Laser (células
irradiadas com laser); D) Grupo TFD (células incubadas por 1 hora com ZnPcBrg e irradiadas com
laser). Através da marcacdao com DAPI pode-se notar que em todos os grupos (figuras A, B, Ce D) a
apresentaram morfologia nuclear normal e cromatina condensada (N). No grupo TFD (figura D)
ocorreu claramente uma retracdo do citoplasma (cabega de seta), o que ndo aconteceu nos demais

grupos, onde a disposigao do citoplasma permaneceu normal (seta).
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Figura 4: Células L929 incubadas com o marcador fluorescente DAPI apos 12 horas do tratamento
fotodindmico com a ZnPcBrg. A) Grupo controle (células sem fotossensibilizante e sem irradiagéo); B)
Grupo Fotossensibilizante (células incubadas por 1 hora com ZnPcBrg); C) Grupo Laser (células
irradiadas com laser); D) Grupo TFD (células incubadas por 1 hora com ZnPcBrg e irradiadas com
laser). Através da marcacdao com DAPI pode-se notar que em todos os grupos (figuras A, B, Ce D) a
morfologia nuclear ndo foi alterada (N). No grupo TFD (figura D) ocorreu claramente a retragao do
citoplasma (cabega de seta) e a presenca de vacuolos (asterisco) ao longo do citoplasma, o que n&o
aconteceu nos demais grupos, onde a disposigao e a integridade do citoplasma permaneceu normal

(seta).
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Figura 5: Células L929 incubadas com o marcador fluorescente DAPI apds 24 horas do tratamento
fotodindmico com a ZnPcBrg. A) Grupo controle (células sem fotossensibilizante e sem irradiagéo); B)
Grupo Fotossensibilizante (células incubadas por 1 hora com ZnPcBrg); C) Grupo Laser (células
irradiadas com laser); D) Grupo TFD (células incubadas por 1 hora com ZnPcBrg e irradiadas com
laser). Através da marcacdo com DAPI pode-se notar que nos grupos controle, laser e ftalocianina
(figuras A, B e C) a morfologia nuclear nao foi alterada (N). No grupo TFD (figura D) pode-se observar
uma discreta fragmentagéo nuclear (estrela), bem como uma notavel retragéo citoplasmatica (cabeca
de seta) e vacuolizagao (asterisco) ao longo do citoplasma, o que ndo aconteceu nos demais grupos,

onde a disposicao e a integridade do citoplasma permaneceu normal (seta).



32

5. DISCUSSAO

Uma das mais recentes e promissoras aplicacbes das ftalocianinas na
medicina esta na detecgdao e cura de tumores (YSLAS; RIVAROLA; DURANTINI,
2005). Para tais aplicagbes, diversos novos agentes fotossensibilizantes de segunda
geracao estdo sendo criados, conforme descrito por diversos pesquisadores
(MACDONALD et al., 2001; ALMEIDA et al., 2004).

Devido a este fato, foi estudado neste trabalho a Zinco Ftalocianina Octa-
bromada (ZnPcBrg), recentemente desenvolvida pelo Grupo de Pesquisa do
Laboratério de Sintese Organica, do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da
Universidade do Vale do Paraiba.

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizadas células do tecido
conjuntivo de camundongo (Clone L929) (ATCC CCL-1 NCTC) devido ao fato desta
linhagem celular ser recomendada pela ISO 10993-5, a qual se refere aos Testes
para citotoxidade in vitro.

O espectro de absorcao da ZnPcBrg demonstra que o pico maximo de
absorgcédo desta ftalocianina esta localizado na faixa de 676nm do espectro. Este
comprimento de onda esta de acordo com as demais ftalocianinas, que possuem
seu coeficiente de absor¢ao na regiao vermelha do espectro, possuindo excelentes
propriedades de localizagdao tumoral e alta eficiéncia fotossensibilizante, como
descrito anteriormente por Ferreira et al., (2004). Tais caracteristicas foram
previamente descritas em outras ftalocianinas com comprimentos de onda
aproximados a ftalocianina em estudo, como € o caso da Zinco (IlI) Ftalocianina

Lipossomal (ZnPc) (FERREIRA et al., 2004; YSLAS; RIVAROLA; DURANTINI,
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2005), da Disulfonada Zinco (llI) Ftalocianina (ZnPcS;), Trisulfonada Zinco (ll)
Ftalocianina (ZnPcS;) (CAUCHON et al., 2005), Aluminio Ftalocianina
Tetrasulfonada (AIPcS4) (PAZOS et al., 2003), entre outras.

O teste de MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide)
€ um dos métodos mais utilizados para medidas de proliferacdo celular e
citotoxicidade (LIU et al., 1997; ABE; MATSUKI, 2000). Este vem sendo modificado
por diversos pesquisadores desde que foi desenvolvido pela primeira vez por
Mosmann (1983) (apud HAMID et al., 2004).

Em células vivas, o sal tetrazolium MTT é reduzido a um formazan (1-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-3,5-diphenylformazan), o qual pode ser analisado
colorimetricamente. A redugdo do MTT é geralmente atribuida a atividade
mitocondrial, mas isto tem sido também relatado para enzimas nao-mitocondriais,
bem como endossomos e lisossomos (VELLONEN; HONKAKOSKI; URTTI, 2004).

As células L929 foram incubadas com a ZnPcBrs por 1 hora em diferentes
concentracdes, este periodo de incubacdo esta de acordo com outros trabalhos
previamente desenvolvidos, como os estudos de Pazos et al., (2003) que utilizou o
mesmo tempo de incubagado (1 hora) para a AIPc e AIPcS4, e Ferreira et al., (2004)
que utilizou somente a AIPcS4 (PAZOS et al., 2003; FERREIRA et al., 2004).

De acordo com os resultados do teste de citotoxicidade através da técnica
MTT, realizado em cultura de células L929 incubadas com a ZnPcBrg sem
irradiacdo, pode-se observar que uma concentracdo toleravel para um possivel
tratamento fotodindmico varia de 0,25 a 1uM. Nestas concentragdes a ZnPcBrg é
considerada ndo-téxica para as células L929, possuindo uma porcentagem de

atividade mitocondrial de 94 a 82%, respectivamente.
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A partir destes resultados, foi realizado um novo teste de MTT, utilizando-se
as concentracdes consideradas nao-toxicas para as células L929, porém desta vez,
as células L929 incubadas com ZnPcBrg sofreram tratamento fotodinamico.

No grupo de células somente irradiadas ocorreu um aumento da taxa de
atividade mitocondrial em relagdo ao grupo controle de 14% apds 1 hora e 4% apos
12 e 24 horas da irradiagcdo. Este efeito bioestimulatério positivo foi observado
anteriormente por Werneck et al., (2005) em cultura de células Hep-2 (Carcinoma de
laringe humana) e por Castro et al., (2005) em cultura de células KB (Carcinoma de
nasofaringe maligno humana), ambas irradiadas com um laser de baixa poténcia
(685nm) (CASTRO et al., 2004; WERNECK et al., 2005).

Apoés tratamento fotodindmico das células incubadas com a ZnPcBrg nas
concentragdes 0.25, 0.5 e 1uM (consideradas né&o-toxicas antes do tratamento)
ocorreu uma queda significativa na taxa da atividade mitocondrial. A concentragao
cujo efeito fotodindmico foi mais satisfatério para o processo de Terapia
FotodinAmica foi de 1uM, reduzindo aproximadamente em 63% a atividade
mitocondrial das células L929 apds 1 hora da TFD, 99.5% apds 12 horas e 100%
apos 24 horas em relagédo ao grupo controle. Esta mesma concentragéo (1uM) foi
utilizada anteriormente por Fabris et al. (2001) com o intuito de analisar o tipo de
morte celular causada pela fotossensitizagdo com a ZnPc (FABRIS et al., 2001).

A diminuicdo da atividade mitocondrial causada pela TFD com ZnPcBrs na
concentragao 1uM é mediada pela reagao tipo I, conforme ocorre com a maioria dos
fotossensibilizantes utilizados na TFD, esta reagcdo envolve a produgao de oxigénio
singleto. Esta espécie reativa é muito eficiente na produgédo de formas oxidadas de
biomoléculas, iniciando assim a maioria dos tipos de danos da TFD (RIBEIRO et al.,

2005).
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A localizagao subcelular do fotossensibilizante contribui para a eficacia da
Terapia Fotodindmica (HAYWOOD-SMALL et al.,, 2006). As propriedades
fluorescentes dos agentes fotossensibilizantes podem ser utilizadas para avaliar sua
localizacao intracelular e os efeitos do tratamento (BERG et al., 2005). Partindo-se
desses principios, foi realizada entdo a técnica de Microscopia de Fluorescéncia
para avaliar a localizagao e os fotodanos da ZnPcBrg em cultura de células L929.

De acordo com as fotomicrografias pode-se observar que a ZnPcBrs, uma
ftalocianina hidrofilica, localiza-se na regido perinuclear quando analisadas apos 1
hora de incubacao. Tal localizacio foi anteriormente observada por Machado et al.,
(2005) em cultura de células CHO-K1 (Ovario de Hamster chinés). Ambos os
resultados estdo de acordo com os estudos de Pazos et al., (2003) o qual relatou
que a AIPcSs um fotossensibilizante soluvel em agua, como a ZnPcBrg, €
endocitada pela célula e, portanto localiza-se em endossomos e lisossomos
(PAZOS et al., 2003; MACHADO et al., 2005).

Apds a andlise da concentragéo viavel da ZnPcBrg para utilizagdo em TFD e
de sua localizacdo subcelular, realizou-se novamente a Microscopia de
Fluorescéncia. Desta vez, utilizando o marcador fluorescente especifico para nucleo
a fim de se observar os fotodanos ocasionados pelo agente fotossensibilizante
ZnPcBrg na concentracdo 1uM apds 1, 12 e 24 horas da TFD.

O DAPI (4', 6' - diamidino, 2' phenylindole) € um marcador amplamente
utilizado para técnicas fluorescentes corando nucleos especificamente, com pouca
ou nula marcacdo de citoplasma (Molecular Probes”). De acordo com as
fotomicrografias pode-se observar que os grupos controle, fotossensibilizante e laser

de todos os tempos ndo sofreram alteragdes nucleares significativas, ja no grupo
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TFD notou-se significante alteragdes, bem como retragcdo e vacuolizagédo
citoplasmatica e uma discreta fragmentagéo nuclear.

De acordo com a literatura, as caracteristicas morfolégicas encontradas apds
a realizacdo da Microscopia de Fluorescéncia com DAPI (perda de adesao,
protusbes da membrana plasmatica, encolhimento celular, condensacdo da
cromatina, divisdo do DNA internucleossomal, fragmentagao celular, formagédo de
corpos apoptéticos) sao caracteristicas de células que sofreram morte celular por
apoptose (BOZANIC; TAFRA; SARAGA-BABIC, 2003; RIBEIRO; SILVA; JORGE,
2004; BLAISE et al., 2005).

Nas ultimas décadas, os pesquisadores acreditavam que o nucleo era a uUnica
organela responsavel pelo controle da apoptose (MACDONALD; DOUGHERTY,
2001). Kessel e Luo (1998) demonstraram que a liberagdo de componentes
mitocondriais também poderia provocar uma resposta apoptética (KESSEL; LUO,
1998).

Quando o caminho apoptético é caracterizado pela mediagdo da mitocondria,
ou seja, provocada pela interrupgdo da fungdo mitocondrial, ocorre a liberagédo do
citocromo C para o citosol. O citocromo C liberado se liga ao Apaf-1 e induz sua
oligomerizagdo, na presenca de dATP. Este complexo, denominado apoptossomo,
recruta e ativa o iniciador da caspase-9 (ALMEIDA et al., 2004). A caspase-9 ativa
(iniciadora) pode entéao clivar as caspases efetoras subsequentes (-2, -3, -6, -7, -8, -9
e -10) (ANAZETTI, 2003). As caspases efetoras, por sua vez, clivam as proteinas
(apés um residuo de aspartato em um tetrapeptideo especifico) cuja
ativacao/desativagao resultarad na execugao da apoptose (BARBIERI, 2004).

As caracteristicas morfologicas da apoptose resultam da ativagdo das

caspases (cisteina proteases) tanto por ligacdo do receptor de morte quanto por
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liberagdo dos mediadores de apoptose da mitocéndria (EDINGER; THOMPSON,
2004).

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, a morte celular
ocasionada pela TFD utilizando a Zinco Ftalocianina Octa-bromada em cultura de
células L929 possui caracteristicas indicativas de apoptose, devido a diminuicdo da
atividade mitocondrial, a localizagédo subcelular e os fotodanos encontrados.

A morte celular por apoptose foi observada anteriormente por Chiu et al.,
(2001) no tratamento fotodindmico de células de rato L5178Y-R com a Silicone
ftalocianina tetrasulfonada (SiPcS4) (CHIU et al., 2001 apud DONGEN; VISSER;
VROUENRAETS, 2004) e com células HCT116 (CHIU et al., 2005).

Novos estudos deverao ser realizados para confirmar o tipo de morte celular e

0S mecanismos envolvidos.
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6. CONCLUSAO

Apos realizar a terapia fotodindmica com o novo agente fotossensibilizante
ZnPcBrg em cultura de células L929, a analise dos resultados nos leva as seguintes

conclusoes:

» Apos tratamento fotodindmico das células incubadas com a ZnPcBrg nas
concentragdes 0.25, 0.5 e 1uM (consideradas nao-tdéxicas antes do

tratamento) ocorreu uma queda significativa na taxa da atividade mitocondrial.

» A concentragao ideal do agente fotossensibilizante Zinco Ftalocianina Octa-

bromada para a TFD em cultura de células L929 é de 1uM.

» A ZnPcBrg concentra-se na regido perinuclear de células L929 quando

analisadas apds 1 hora de incubacgao.

» Apo6s 24 horas da TFD com a ZnPcBrg na concentragédo 1uM o nucleo sofreu
alteragbes significativas em sua morfologia, quando analisado através da

Microscopia de Fluorescéncia.
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ANEXOS

Meio de Cultura (Gibco-BRL)

Meio Minimo Essencial - MEM. Na composi¢cao basica deste meio de cultura
sado encontrados todos os aminoacidos fundamentais, D-glicose, indicador vermelho
de fenol, vitaminas e sais inorganicos.

O meio MEM (Gibco BRL) foi dissolvido em 1L de agua destilada. Sob
agitagao, foi adicionado 2.2g de bicarbonato de sédio (pH 7.2), sendo entéo filtrado e

conservado a 4°C na geladeira.

Soro Fetal Bovino (SFB) (Gibco BRL)

O soro fetal bovino é utilizado na complementagdo de meios de cultura. Em
sua composicao basica encontra-se insulina, hormonios e fatores de crescimento. A
solugcao estoque adquirida da Gibco BRL é pré-aquecida a 56°C e em seguida
estocada em frascos num volume de 10mL cada. A conservacgao é feita em freezer a

-20°C.

Tampéao Fosfato 0,1M

Para o preparo da solugao “A” foi adicionado 2,76g de NaH,PO4.H,O (Fisher
Scientific) em 100mL de agua destilada e deixado sob agitacdo até que formasse
uma mistura homogénea, o mesmo ocorreu com a solugcéo “B”, onde foi adicionado
5,369 de Na;HPO4.7H20 (Fisher Scientific) em 100mL de agua destilada.

A solugdo tampao € a mistura entre as duas solugbes “A” e “B” (33mL de

solugdo A + 67mL de solugéo B) (pH 7,1).
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Salina Tampao Fosfato (PBS) pH 7,2
Para o preparo de 1L desta solugcao foi misturado 100mL de tampao fosfato

0,1M em 900mL de agua destilada. Sob agitagao adicionou-se 9g de NaCl (Merck).

Tampéo PHEM
Para o preparo desta solugdo 20,72g de Pipes (Sigma), 6,509 de Hepes
(Sigma), 3,8g de EDTA (Analyticals) e 0,54g de MgCl, (Analyticals) foram dissolvidos

em 1000mL de agua destilada (pH6,8).

Tripsina
Para o preparo desta solugao foram dissolvidos 0,1g de Tripsina (Gibco BRL)

e 0,05g de EDTA (Analyticals) em 100mL de PBS.

MTT (Sigma)
Para o preparo do MTT (3-/(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide]) 5mg da solugdo em po foi diluida em 1mL de PBS para obter uma solugao

estoque 5mg/mL™". O MTT foi mantido no escuro a — 20°C.

Paraformaldeido — PA 10%

Para o preparo da solugédo tamponada de Paraformaldeido (10%) foram
aquecidos 80mL de Tampao Fosfato (0,2M — pH 7.1) até 65°C, no inicio do
aquecimento foi adicionado 10g de Paraformaldeido (Sigma), agitando-se
continuamente, adicionou-se gotas de Hidroxido de Sédio 2M e continuou agitando
até a solucao clarear. Apos a solugao esfriar, adicionou-se mais Tampao Fosfato

0,2M até completar 100mL.
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DAPI (Molecular Probe)
O marcador fluorescente DAPI (4', 6' - diamidino, 2' phenylindole - Molecular
Probes) foi diluido em DMSO estérii a uma concentragdo estoque de 3mM. A

solucao foi devidamente armazenada a —20°C ao abrigo de luz.

N-propil-galato
O n-propil-galato foi preparado a uma concentragdao de 0,02M. Foram
dissolvidos 4,24g de n-propil-galto (Sigma) em 10mL de PBS aquecido a 37°C. Apés

a dissolucao foram adicionados 90mL de glicerina (Sigma).
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to investigate the cytotoxicity of ZnPcBrg
before and after irradiation with a low power laser (AsGaAl) and analyze the effects
of PDT on the nucleus of L929 cells. Background Data: One of the most recent and
promising applications of phthalocyanine in Medicine is in the detection and cure of
tumors. We studied the ZnPcBrg in agreement with the development of new
photosensitizing agents for curing tumors. Methods: L929 cells were cultivated at
standard conditions, incubated with ZnPcBrg for 1 hour at different concentrations,
irradiated with a semiconductor laser and incubated in MEM medium for 1, 12 or 24
hours. Cells were analyzed using the MTT technique and Fluorescence Microscopy.
Results: The results demonstrated that ZnPcBrg at 1uM was the most effective
concentration for PDT, with a decrease of 63% after 1 hour, 99% after 12 hours and
100% after 24 hours in relation to the control group. The fluorescence microscopy
results showed that ZnPcBrg was localized in the perinuclear region when analyzed 1
hour after incubation. Nucleus staining with DAPI made it possible to observe that
nuclear fragmentation occurred 24 hours after PDT, cytoplasm retraction 1, 12 and
24 hours after PDT and vacuoles along the cytoplasm 12 and 24 hours after PDT.
Conclusions: According to the results obtained in this study, L929 cells death caused
by PDT with ZnPcBrg possesses characteristics of apoptosis mediated by the
mitochondria, due to the decrease in cells viability, the subcellular localization and

the photodamages found.

KEYWORDS

Laser, photodynamic therapy, photosensitizer.
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INTRODUCTION

The use of low level laser therapy has grown steadily in the past two
decades.” It has been successfully used in several applications, such as
Photodynamic therapy (PDT), which has proved to be a powerful therapeutic method
for selective treatment of cancerous tumors and many other diseases.”? The
procedure requires exposure of cells or tissues to a photosensitizing drug followed by
irradiation with visible light of appropriate wavelength, usually in the red or near-
infrared region and compatible with the absorption spectrum of the drug.3'5 The
photosensitizer accumulates in target cells,’ absorbing energy directly from a light
source,’” in the appropriate wavelength (630-800nm).2 It is able to use that energy to
induce reactions in other non-absorbing molecules,® and generate an oxygen-
mediated photodynamic reaction,’® which can induce oxidative damage to cellular
structures, " that may result in cell death and tissue destruction.'®'?

This process happens in the following way: upon absorption of a photon, the
photosensitizer undergoes one or more energy transitions and usually emerges in its
excited triplet state. The ftriplet state can participate in a one-electron oxidation—
reduction reaction (Type | photochemistry) with a neighboring molecule, producing
free radical intermediates that can react with oxygen to produce peroxy radicals and
various reactive oxygen species (ROS). Alternatively, the triplet-state photosensitizer
can transfer energy to ground state oxygen (Type Il photochemistry), generating
singlet molecular oxygen, a highly reactive form of oxygen that reacts with many
biological molecules, including lipids, proteins, and nucleic acids.’

The development of a new generation of photosensitizers to improve

photodynamic therapy (PDT) is currently an area of extensive research.'®™
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The Phthalocyanines’ are among the most promising second-generation
photosensitizers and thus have attracted much attention for many decades as they
exhibit excellent photochemical properties16 as well as high excitation coefficient in

the red region of the spectrum (630-750nm).">17:18

lllumination of the affected region
with a sufficient amount of light generates reactive oxygen intermediates and other
radical species, resulting in tissue damage.19

PDT may cause cell death by necrosis or apoptosis,?® both in vitro and in
vivo.?!

Apoptosis, also known as "programmed cell death", is a physiological process
of cellular deletion that occurs during embryogenesis, metamorphosis, tissue atrophy
and tumour regression. The morphological characteristics of apoptosis are: chromatin
condensation, nuclear membrane blebbing and the formation of apoptotic bodies.??

Necrosis, a violent and quick form of degeneration that affects extensive cell
populations, is characterized by the swelling of the cytoplasm, destruction of
organelles and disruption of the plasma membrane, thus leading to the release of
intracellular contents and inflammation. It has been referred to as accidental cell
death, caused by physical or chemical damage and has generally been considered
an unprogrammed process.?

The objective of the following study was to investigate the cytotoxycity of
Octal-bromide Zinc Phthalocyanine before and after irradiation with a low power laser
(AsGaAl) and analyze the effects of Photodynamic Therapy on the nucleus of L929

cells.
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MATERIALS AND METHODS

Chemicals

All reagents and solvents were of synthesis grade (Aldrich — USA, or Acros —
Belgium). Solvents for spectroscopic measurements were used as supplied. Tin layer
chromatography was performed using Merck silica gel GFass. Column
chromatography was performed using silica gel, Merck, grade 60, with particle size of
70-230 mesh. Chromatograms were recorded on a gas chromatography Shimadzu —
GC17A (Japan) with packaged columns and FID detector. Melting points were
determined using a Kofler hot-stage melting point apparatus Buchi — B545
(Switzerland) and have not been corrected. UV-VIS spectra were recorded on a
Varian — Cary 50 spectrophotometer (USA). H-RMN spectra were recorded on a
Bruker DPX300 (Germany) using tetramethylsilane as internal standard.

Scheme 01 shows the synthetic pathways to prepare phthalocyanine 06. At
first, the commercially available o-xylene (02) was bromide; when Br, was dropped
onto the mixture of 02 with Fe and I, at 5°C, it resulted in 4,5-dibromo-o-xylene 03
(yield of 46%).%* Next, compound 03 reacted with N-bromosuccinimide (NBS) in CCly
at 90 °C, resulting in 1,2-dibromo-4,5-bis(boromomethyl)benzene, 04 (yield of 22%).%°
Low yield is normal in this kind of reaction because polibromide compounds can be
obtained from the methyl groups. The final reaction was obtained with gas-
chromatography analysis at the required time. The 1,2-dicyano-4,5-
bis(bromomethyl)benzene, 05, was prepared by refluxing 04 in the presence of dry
N,N-dimethylformamide (DMF) and copper(l) cyanide (yield of 52%).?* In a typical

reaction, the last step was a cyclization.zs’27 Dicyano compound 05 was refluxed with
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zinc acetate, 1,8-diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-ene (DBU) and pentanol, resulting in the

desired phthalocyanine 06 (yield of 26%).

0z 03 04
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Scheme 01: Synthesis route of ZnPcBrg

The stock solution of Octal-bromide Zinc Phthalocyanine (ZnPcBrg) was

diluted to a final concentration of 1mM in sterile DMSO (LabSynth Ltda, Diadema,

Brazil), sterilized by filtration through a Millipore membrane filter (0.22um - Millipore,

Bedford, USA) and kept in the dark at 4°C until use.

Absorption Spectrum

The photosensitizing dye was diluted to 10uM from the stock solution, and the

absorption spectrum was investigated using a Spectrophotometer UV-VIS (Cary 50

BIO, Varian, Australia) and quartz cuvettes type 111-QS 10mm (Hellma®,

Sulamericana LTDA).
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Cell culture

Clone L929 cells (Mouse conjunctive tissue - ATCC CCL-1 NCTC)
(Laboratério de Cultura de Células - Instituto Adolfo Lutz - SP, Brazil) were routinely
cultured in 25cm? flasks (TPP, Switzerland, Europe) with MEM medium (Gibco™ -
Invitrogen Corporation, Grand Island, USA), supplemented with 10% FBS (Cultilab

Ltda, Campinas, Brazil) and kept in a humidified 5% CO, atmosphere at 37°C.

Fluorescence Microscopy - Localization

L929 cells (5x10° cells/mL) were cultivated in 24-well plates (TPP, Switzerland,
Europe), containing round sterile coverslips in MEM Medium supplemented with 10%
SFB, and left overnight for adhesion at 37°C in a humidified atmosphere containing 5%
of CO,. The following day, cells were incubated with ZnPcBrg diluted in DMSO at 1uM
concentration  and incubated at growth condition for 1 hour. After this, cells were
carefully washed with phosphate buffered saline and fixed for 10 minutes with 4%
paraformaldehyde (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Steinheim, Germany) in PHEM buffer.
The coverslips were rinsed with PHEM in the dark and mounted on slides with n-propyl
gallate (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Steinheim, Germany). Observations and
photographs were made using a Leica photomicroscope (DMLB - Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany), equipped with an HBO 100W mercury lamp and the corresponding

filter sets for fluorescence microscopy: UV, blue and green.

Experiment Groups
For the MTT Technique, L929 cells were divided into 2 groups: photosensitizer
(only cells incubated with ZnPcBrg) and PDT (cells incubated with ZnPcBrs and

irradiated).
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For Fluorescence Microscopy, L929 cells were divided into 4 groups: control (cells
without photosensitizer or light), photosensitizer (only cells incubated with ZnPcBrg),

laser (only irradiated cells) and PDT (cells incubated with ZnPcBrg and irradiated).

Incubation with photosensitizer

For the MTT Technique, L929 cells were plated at a number of 5x10° cells/mL in
each well of a 24-well plate. After 24 hours of culture, cells were incubated with ZnPcBrg
and diluted in sterile PBS at concentrations of 0.25, 0.5 or 1uM for 1 hour.

For Fluorescence Microscopy, L929 cells were plated at a number of 5x10°
cells/mL in each well of a 24-well plate containing round sterile coverslips. After 24 hours
of culture, cells were incubated with ZnPcBrs diluted in sterile PBS at 1uM concentration

for 1 houir.

Photodynamic treatment

After incubation, cells were washed with PBS twice and 200ul of fresh PBS
was added for irradiation. Dark barriers were placed between wells to prevent light
from scattering during irradiation. Another dark barrier with an orifice the diameter of
the well, was placed on top of the 24-well plate for the same purpose. Irradiation was
done in the dark with an InGaAIP semiconductor laser as active medium (Thera Lase
- DMC Equipamentos Ltda, Sdo Carlos, Brazil) operating at 685nm in a continuous
wave mode, coupled to a 600um diameter optical fiber. Irradiation time of 4 minutes
and 18 seconds was used to deliver 4,5J/cm? (Power=35mW). After irradiation, PBS
was removed and MEM medium with 10% FBS was added to the cells for 1, 12 and

24 hours of culture in a humidified atmosphere containing 5% CO2 at 37°C.
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Test of cell viability using the MTT Technique (Cytotoxicity)

After each period of incubation, cells were incubated with 0,5mg/mL of MTT
(Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Steinheim, Germany) for 1 hour and agitated with DMSO
for 30 minutes. Reading of the plate using a 570nm filter was performed in the Elisa
Spectracount Reader (Packard Instrument Company Inc., Netherlands, USA). The graph
with the average, shunting line standard and statistic analyzes was obtained using

GraphPad Software Incorporated, version 2.0.

Fluorescence Microscopy - Nucleus staining

After each period of incubation, cells were carefully washed with PBS and
fixed for 10 minutes with 4% paraformaldehyde in PHEM buffer. After fixation, cells
were stained with DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride - Molecular
Probes, Eugene, USA) for 10 minutes. After all the procedures, the coverslips were
rinsed in the dark with PHEM and mounted on slides with n-propyl gallate.
Observations and photographs were made using a Leica photomicroscope (DMLB),
equipped with an HBO 100W mercury lamp and the corresponding filter sets for

fluorescence microscopy: UV, blue and green.
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Absorbance Spectrum.
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The absorbance spectrum of photosensitizer ZnPcBrg showed that the

maximal spectrum absorption is localized in the 676nm level, as presented in Figure

01.
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Figure 01: UV-visible absorption spectrum of ZnPcBrs.
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Test of cell viability using MTT Technique (Cytotoxicity)

Results obtained in graph 01 showed that at 0.25, 0.5 and 1uM concentrations
without irradiation, cells presented high viability: 94% for 0.25uM, 87% for 0.5uM and
82% for 1uM. The control group was considered as 100%. After irradiation of the
control group, there was an increase in the number of viable cells: around 114% after
1 hour, 103% after 12 hours and 104% 24 hours after irradiation. One hour after PDT
there was an increase in cell viability to around 97%, in the group of cells that were
incubated with ZnPcBrg at 0.25uM concentration and irradiated. However, 12 and 24
hours after irradiation, there was a decrease in this percentage: to around 19% after
12 hours and 7% 24 hours after PDT. In the group of cells that were incubated with
ZnPcBrg at 0.5uM concentration and irradiated, viability of L929 cells was reduced at
all times, with 69% viability after 1 hour, 5% after 12 hours and 5% 24 hours after
PDT. In the group of cells that were incubated with ZnPcBrg at 1uM concentration
and also irradiated, there was a significant decrease in the number of viable cells
from 1 hour to 24 hours after irradiation: 37% after 1 hour, 0.3% after 12 hours and
0% 24 hours after PDT. An ANOVA test showed that differences among the medium

were significant (P<0.05).



63

160 mmm \Afthout PDT
Bz 1 hour after PDT
140 == 12 hours after PDT
24 hours after PDT
8 120
- e
e 100
2
8 80
£
% 60
=
= 40
20
o
Eid -
Control 0.25 0s

Concentrations (M)

Graph 01: L929 cells viability 1, 12 and 24 hours after PDT with ZnPcBrg. Error bars represent the
standard error of the mean of three experiments. An ANOVA test showed that differences among the

medium were significant (P<0.05).
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Fluorescence Microscopy - Subcellular localization.
When cells were incubated for 1 hour at 1uM concentration, photomicrography

showed that ZnPcBrg fluorescence appeared in the perinuclear region.

Figure 02: Subcellular localization of ZnPcBrg in L929 cells. A) Control cells (without photosensitizer);

B) Cells incubated with ZnPcBrg (1uM) for 1 hour. (N: nucleus; arrow: fluorescence). 1000X
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Fluorescence Microscopy - Nucleus staining with DAPI.

Alterations in the nucleus could be observed under fluorescence microscopy
after staining of nuclei with DNA-specific fluorochromes.

Evaluation of photographs revealed that at all times (1, 12 and 24 hours) cells
in the control group (only cells), photosensitizer (cells incubated with ZnPcBrg) and
laser (irradiated cells) did not show alterations in the nuclear format (figures 3A, 3B,
3C, 4A, 4B, 4C, 5A, 5B and 5C). Furthermore, preserved nucleus, intact chromatin
and nuclear membrane were observed. Such characteristics were also observed in
the group of cells stained with DAPI, 1 and 12 hours after Photodynamic Therapy
(figures 3D e 4D). In the group stained 24 hours after PDT (figure 5D) there were
nuclear alterations, such as nuclear fragmentation.

DAPI staining also facilitated visualization of cytoplasm disposition.
Furthermore, it was observed that there was cytoplasm retraction in the group
analyzed 1 hour after PDT (figure 3D). In the group that was analyzed 12 and 24
hours after PDT (figures 4D, 5D), besides retraction there were also vacuoles along
the cytoplasm, which did not happen in the other groups, where the disposition and

cytoplasm integrity remained normal.
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Figure 03: L929 cells staining with DAPI 1 hour after Photodynamic Therapy with ZnPcBrg at 1uM
concentration. A) control (without photosensitizer or light); B) photosensitizer (only cells incubated with
ZnPcBrg); C) laser (only irradiated cells); D) PDT (cells incubated with ZnPcBrg and irradiated). (N:

nucleus; arrow: intact cytoplasm; arrowhead: cytoplasm retraction). 1000X
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Figure 04: L929 cells staining with DAPI 12 hours after Photodynamic Therapy with ZnPcBrg at 1uM
concentration. A) control (without photosensitizer or light); B) photosensitizer (only cells incubated with
ZnPcBrg at 1uM concentration); C) laser (only irradiated cells; D) PDT (cells incubated with ZnPcBrg
and irradiated). (N: nucleus; arrow: intact cytoplasm; arrowhead: cytoplasm retraction; asterisc:

vacuoles). 1000X



68

Figure 05: L929 cells stained with DAPI 24 hours after Photodynamic Therapy with ZnPcBrg at 1uM
concentration. A) control (without photosensitizer or light); B) photosensitizer (only cells incubated with
ZnPcBrg); C) laser (only irradiated cells); D) PDT (cells incubated with ZnPcBrg and irradiated). (N:
nucleus; arrow: intact cytoplasm; arrowhead: cytoplasm retraction; asterisc: vacuoles; star: nucleus

fragmentation). 1000X



69

DISCUSSION

One of the most recent and promising applications of phthalocyanine in
Medicine is in the detection and cure of tumors.?® For such applications, many
second-generation photosensitizers have been created, as described by Macdonald
et al. and Almeida et al.?®%® |In agreement with the development of new
photosensitizing agents for curing tumors, we studied the ZnPcBrs recently
developed by a group of researchers at the Laboratério de Sintese Orgénica,
Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento, Universidade do Vale do Paraiba.

Conjunctive tissue of mouse cells (Clone L929) (ATCC CCL-1 NCTC) were
used in this experiment, since ISO 10993-5 recommends the use of this cell line for in
vitro toxicity tests.*'

L929 cells were incubated with ZnPcBrg for 1 hour at different concentrations.
This period of incubation is in agreement with other previously developed studies,
such as the ones carried out by Pazos et al. that used the same time of incubation for
AlPc and AIPcS4,22 and Ferreira et al., who only used AlPcS,."®

The absorption spectrum of ZnPcBrs showed that the maximal spectrum
absorption is localized in the 676nm level, as presented in figure 1. This wavelength
is in the same spectral band as other phthalocyanines that have their excitation
coefficient in the red region of the spectrum (630nm-750nm), showing excellent
properties for tumor localization and high photosensitizing efficiency, as described by
Ferreira et al."®
Such characteristics were previously described in other phthalocyanines, such

as Liposomal ZnPc,?® ZnPcS,, ZnPcSs 8 and AIPcS,.%
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MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) test is one
of the most frequently used methods for measuring cell proliferation and
Cytotoxicity.32

In living cells, tetrazolium salt MTT is reduced to a formazan (1-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-3,5-diphenylformazan), which can be colorimetrically analyzed.
MTT reduction is generally attributed to mitochondrial activity, but it has also been
related to non-mitochondrial enzymes as well as to endosomes and Iysosomes.33

According to MTT results, all the concentrations of ZnPcBrg presented
tolerable effects in the dark, with cell viability of 94% at 0.25uM, 87% at 0.5pM and
82% at 1uM.

In these concentrations, we could observe that 1uM concentration was the
most effective after PDT, with a decrease of 63% after 1 hour, 99% after 12 hours
and 100% after 24 hours in relation to the control group.

The same concentration (1uM) was previously used by Fabris et al. in order to
analyze the type of cell death caused by a photosensitizer with ZnPc.?!

The demonstrated decreased cell viability caused by PDT with ZnPcBrg at
1uM concentration is mediated by type Il reactions, like most photosensitizers used
in PDT, which involve singlet oxygen production. This reactive species is very
efficient in producing oxidized forms of biomolecules, thus initiating most types of
PDT damage.>

The fluorescent properties of the photosensitizing agent can be used to
evaluate its intracellular localization and the treatment effects.*

According to these principles, the Fluorescence Microscopy technique was
performed to evaluate the intracellular localization and the photodamages caused by

PDT with ZnPcBrg to L929 cells culture.
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Fluorescence microscopy results showed that ZnPcBrg, a hydrophilic
phthalocyanine, was localized in the perinuclear region when analyzed 1 hour after
incubation. These results are in accordance with the study of Pazos et al., which
described that AIPcS., a photosensitizer soluble in water like the ZnPcBrg is localized
in endosomes and Iysosomes.22

DAPI (4', 6' - diamidino, 2' phenylindole) is a specific fluorescent stain for
nucleus. The control, photosensitizer and laser groups, at all the times (1, 12 and 24
hours) did not suffer alterations in the nuclear format (figure 3A, 3B, 3C, 4A, 4B, 4C,
5A, 5B and 5C). Such characteristics were also observed in the group of cells stained
with DAPI 1 and 12 hours after PDT (figure 3D and 4D). There was nuclear
fragmentation in the stained group 24 hours after PDT (figure 5D).

DAPI staining also facilitated the visualization of cytoplasm disposition. A
cytoplasm retraction (figure 3D) was observed in the group 1 hour after PDT. In the
group analyzed 12 and 24 hours after PDT (figure 4D and 5D), besides retraction,
there were vacuoles along the cytoplasm, which did not happen in other groups,
where disposition and cytoplasm integrity remained normal.

According to literature, the morphological characteristics viewed through
Fluorescence Microscopy with DAPI after Photodynamic Therapy, such as nuclear
fragmentation, plasmatic membrane retraction and consequent loss of cellular
adhesion, are characteristics of cell death by apoptosis.36

There is release of cytochrome C to the cytosol whenever the apoptotic
pathway is__characterized by disruption of mitochondrial function. Released
cytochrome C binds Apaf-1 and induces its oligomerization in the presence of dATP.

This complex termed apoptosome, recruits and activates the initiator caspase-9. The
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activation of initiator caspase-9 leads to the activation of effector caspases (caspase-
3,-6 and -7).%

The morphological features of apoptosis result from the activation of these
caspases (cysteine proteases).37 According to the results obtained in this study, L929
cells death caused by PDT with ZnPcBrg possesses characteristics of apoptosis
mediated by the mitochondria, due the decrease in cells viability, the subcellular
localization and the photodamages found. This apoptotic pathway mediated by the
mitochondria is in agreement with the mechanism of cell death (apoptosis) described
by Chiu et al. in the photodynamic treatment of L5178Y-R cells with SiPcS, *** and
with HCT116 cells.*® New studies should be accomplished to confirm the cell death

type and the involved mechanisms.
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ABREVIATIONS

AlPc - Aluminum phthalocyanine

AIPcS;, - Tetrasulphonate Aluminum Phthalocyanine
ANOVA - Analysis of Variance

Apaf-1 - Factor associated to apoptotic proteins
AsGaAl - Gallium-Aluminum-Arsenide

Br2 - Molecular bromine

Caspases - Cysteine proteases

CCly - Tetrachloromethane

CO, - Carbon dioxide

DAPI - (4°,6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride)
dATP - Deoxyadenosine 5 triphosphate

DBU - 1,8-diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-ene

DMF - N,N-dimethylformamide

DMSO - Dimethyl sulfoxide

DNA - Deoxyribonucleic acid

FBS - Fetal Bovine Serum

Fe - Iron

Formazan - (1-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-3,5-diphenylformazan)
HCT116 - Human Colon Cancer Cells

INGaAIP - Indium Gallium Aluminum Phosphide

ISO - International Standards Organization

l2 - Molecular iodine

L5178Y-R - radiosensitive murine leukemic lymphoblastoid cell line



L929 - Clone L929 cells (Mouse conjunctive tissue)
MEM - Minimum Essential Medium

MTT - (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide)
NBS - N-bromosuccinimide

PBS - Phosphate buffered saline

PDT - Photodynamic Therapy

SiPcS, - Tetrasulphonate Silicone Phthalocyanine
UV - ultraviolet

ZnPc - Zinc Phthalocyanine

ZnPc (Il) - Zinc (Il) Phthalocyanine Liposomal
ZnPcBrg - Octal-bromide Zinc Phthalocianine
ZnPcS; - Disulphonate Zinc (lI) Phthalocyanine

ZnPcS3 - Trisulphonate Zinc (I1) Phthalocyanine
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