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1 INTRODUCAO

A terapia fotodinamica (TFD) é uma modalidade de tratamento de lesGes précancerigenas e
cancerigenas que é realizada com a administracdo (sistémica ou tdpica) de um fotossensibilizador (FS)
seguida de irradiacdo com uma luz visivel. A interacao fotoquimica do FS com a luz na presenca de
oxigénio produz moléculas de oxigénio singleto ('O2) e outras formas de oxigénio ativo, como por
exemplo, perdxido de radical hidroxila, e/ou ion superdxido. O fotodano nas células malignas leva a
destruicao do tumor. Os principais locais de dano sdo as organelas membranosas, como: mitocondrias,
membrana plasmadtica e os lisossomos (AGARWAL et al., 1991).

O ALA (4cido 5-aminolevulinico) ndo é um fotossensibilizador por si s6, € uma proé-droga,
metabolizada em Protoporfirina (PplX), senso ela o agente fotossensibilizante. A PpIX pode ser ativado
por fontes de luz vermelha (635 nm) ou azul (405 — 420 nm) para promover destruicdo tecidual, sendo
usado em lesGes superficiais. O ALA é eliminado do tecido e corpo em 48 horas e produz
fotossensibilidade na pele por menos que 24 horas (KONOPKA e GOSLINSKI, 2007). Embora sua
capacidade de invasdo seja baixa o ALA tem boa tolerancia pelos pacientes, excelente efeito cosmético
(estabilidade e boa absor¢do) com capacidade de tratar multiplas lesGes e seu uso repetitivo ndo causa
risco de toxicidade (DOUGHERTY et al., 1998; KONOPKA e GOSLINSKI, 2007) sendo sua aplicagdo rapida
e simples (DOUGHERTY et al., 1998).

Entre as fontes de luz para a aplicagdo da TFD o LED (Diodos emissores de luz) se destaca entre
o laser e as lampadas por ter melhor design, ser mais barato e popular. Geram um espectro estreito de
luz (comprimento médio de onda de 630 nm), ideal para ativagdo do FS, sem gerar os efeitos adversos
das ondas de comprimentos mais extremos. Oferecem uma dose continua de intensidade 6tima e por
isso o interesse para seu uso na TFD tem aumentado, sendo considerados mais seguros e de manuseio
mais facil (MORTON et al., 2008). Além disso, emitem baixa quantidade de calor, evitando assim danos
termais aos tecidos (SATROM, 1987).

A TFD empregada em células ou tecidos pode estimular macréfagos, neutroéfilos e linfocitos T a
secretar citocinas (IL-6, IL-10, TNF-a) (KAWCZYRKRUPKA et al., 2011; GOLLNICK, 2003). Pesquisas
mostram que os macrofagos, quando estimulados pelo LPS (lipopolissacarideos) sdo capazes de produzir
citocinas, quimiocinas e fatores de estimulag¢do de crescimento in vitro e in vivo (ADAMS e HAMILTON,
1984; EVANS et al.,1990; ZAMPRONIO et al., 1994). Neste sentido, macrdfagos ativados podem
apresentar alteragdes morfoldgicas, bioquimicas e funcionais importantes na regulacdo do processo
inflamatério e imunoldgico pds-estresse bioldgico causado por diversos agentes. Dentre as técnicas
existentes para a avaliagdo metabdlica a microcalorimetria se destaca como uma técnica analitica
universal que possibilita medir variagdes de calor para monitorar reagdes fisicas, quimicas e bioldgicas
e com essa analise é possivel detectar uma minima variagdo de energia de sistemas bioldgicos. Existem
poucos trabalhos correlacionando a aplicagdo in vitro da TFD com os niveis de citocinas e a respectiva
alteracdo bioenergética de macréfagos. Entre estes trabalhos, Evans e colaboradores (1990)
demonstraram que o tratamento de macrdéfagos de camundongo com TFD, estimulados com endotoxina
(LPS), inibiu a producdo de
TNF-a utilizando niveis mais elevados de energia de tratamento via TFD. Mais recentemente Kawczyr-
Krupka e colaboradores (2011) questionaram a atuacdo dos macrofagos na TFD quanto ao seu papel



4

com influéncia do ALA na resposta imunoldgica com base na viabilidade celular e na producdo de dxido
nitrico (NO), fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-1B (IL-1B); e fator nuclear kB (NF-kB) e
(proteina) p50/p65. No entanto ndo existe nenhum estudo do efeito da TFD sobre a capacidade
metabdlica dos macroéfagos.

Assim, a avaliacdo da aplicacdo da Terapia Fotodindmica sobre os macréfagos peritoneais
estimulados ou ndo pelo LPS permitird elucidar se a terapia altera a producao da citocina TNF-a, assim
como, do mediador inflamatério NO pelos macrdéfagos e ainda ampliaria nosso entendimento sobre o
uso da TFD-ALA em macréfagos ativados, elucidando também o entendimento sobre seu metabolismo
bioenergético e a peroxidacdo lipidica pés TFD.

Este estudo ampliara o entendimento sobre o uso da TFD em macroéfagos ativados pela TFD, associada
ao uso de LPS, auxiliando na elucidacdo do mecanismo de citotoxicidade da TFD. Os resultados obtidos
em tal projeto servirdo de subsidio para a aplicagdo futura da TFD in vivo com paralela avaliagdo dos
niveis de citocinas pré e anti-inflamatdrias, analisadas experimentalmente in vitro, assim como na
avalia¢do da viabilidade e do metabolismo celular.



2 OBJETIVO

2.1 Geral

O objetivo desse projeto foi determinar o metabolismo bioenergético, os niveis de TNF-a, a
producdo de oéxido nitrico e a peroxidacdo lipidica por macrdéfagos apds o emprego da Terapia
fotodinamica mediada por ALA.

2.2 Objetivos Especificos
)] Determinar a fluéncia de luz e da dose da pré-droga maximas que nao influenciem a

viabilidade celular;

i) Investigar a produgdo de TNF-a por macréfagos peritoneais

estimulados pelo LPS, pela TFD e pelo LPS associado a TFD;

iii)  Investigar a produgdo de 6xido nitrico por macréfagos tratados com

terapia fotodinamica. iv) Determinar quantitativamente a peroxidacéo lipidica causada pela TFD
em macrdéfagos peritoneais.

V) Avaliar através da microcalorimetria de conducgéao as alteracbes

bioenergéticas em macrofagos tratados com terapia fotodinamica.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Terapia Fotodinamica

3.1.1 Definicdo

Atualmente a terapia fotodinamica (TFD) é uma modalidade de tratamento para varias enfermidades,
como cancer, doengas pele, estética facial, infeccGes gerais e até mesmo bucais. Sua definicdo engloba
ndo apenas seu uso, mas também seu mecanismo de agdo. A definicdo de Agarwal e colaboradores
(1991) (usada na Introducdo deste trabalho), entre tantas, talvez englobe mais eventos desse
mecanismo complexo, mas por outro lado limita seu uso a lesGes de cancer. Isto poder ser explicado
porque a TFD foi inicialmente idealizada para tratamento de cancer. No entanto, um ano antes do artigo
de Agarwal, Kennedy et al. (1990) iniciaram estudos com ALA (acido 5-aminolevulinico) e com MAL
(aminolevulinato de metila) introduzindo o uso da TFD na dermatologia. A partir desse estudo a TFD
ganhou novas dimensdes de tratamento.

A TFD é uma modalidade terapéutica oxigeno dependente (DOUGHERTY et al., 1998; ORTEL et
al., 2009) que envolve a aplicacdo de uma droga (FS ou corante) utilizada de maneira tdpica ou no tecido
a ser tratado e em seguida aplicacdo de uma luz visivel (laser, lampadas ou LED) (PAULINO et al., 2005)
com o comprimento de onda pré-determinado (PAULINO et al., 2005; WEI et al., 2007; KONOPKA e
GOSLINSKI, 2007; ORTEL et al., 2009), a qual se espera uma reacdo com liberacdo de substancias que
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podem atuar em locais diferentes das células (parede da membrana celular / plasma) levando ao
vazamento do citoplasma e ruptura das hélices do acido nucléico, entre outros danos (ORTEL et al., 2009;
WAINWRIGHT, 1998). Em concentragdes e doses terapéuticas a droga e a luz, separadamente, ndo sao
citotdxicas (PAULINO et al., 2005), assim a TFD ndo é genotdxica e ndo produz toxicidade cumulativa
(ORTEL et al., 2009). O tratamento é seletivo e ndo invasivo por causa do seu processo fotoquimico e
também porque exerce influéncia nas células do sistema imunolégico (KAWCZYK-KRUPKA et al., 2011).

3.1.2 Rumos para as pesquisas com TFD

O uso da TFD também tem se estendido para tratamento de doencas infecciosas e terapias
odontoldgicas (ACKROYD et al., 2001; PAULINO et al., 2005), como tratamento de periodontite (ROVALDI
et al., 2000), infecgGes locais (DAl et al., 2009) e além de células humanas, em bactérias, levedura e virus
(PAULINO et al., 2005). Assim estudos com TFD estdo levando seu uso, ndo s6 tratamento oncoldgico,
mas também em outras dreas, como Dermatologia no tratamento de acne, verrugas e na Odontologia
para leucoplasia oral, liguen plano, tratamentos de infecgdes bacterianas, fungicas e virais (KONOPKA e
GOSLINSKI, 2007) e doencas periodontais (MALIK et al., 2010).

O estudo da TFD mostra sua expressao sobre proteinas de estresse como a HSP70 em
macréfagos e em bactérias (BOLEAN et al., 2010). As bactérias sdo resistentes ao estresse oxidativo
(particularmente as proeminentes de espécies reativas de oxigénio - ERO’s) e danos oriundos do estado
aerdbio, por isso elas tém que lidar com o dano oxidativo. Esse estresse oxidativo primeiro leva a
producdo de ERQO’s (ex: perdxido hidrogénio, radical superoxido, radical peridroxil e outros metabdlicos
toéxicos) que sdo capazes de transferir elétrons para regides de dano oxidativo. (MARQUIS, 2004;
PAULINO, 2006).

Estudos indicam que certas bactérias sdo inativadas quando associada o azul de toluidina ou azul
de metileno apdés TFD. E também com moléculas mais complexas como, aluminio ftalocinina
dissulfonada ou a zinco Ftalocianina (PAULINO, 2006).

Experimento com Bacillus subtilis e Streptococcus faecalis foi empregando FS derivado de
hematoporfirina e irradiado com luz visivel vermelha com espectro 630 nm. Os autores relatam a
importancia da concentragdo da droga e sua absorcdo em estudos cinéticos dizendo que a quantidade
de droga ligada as células aumenta a medida que sua concentracdo eleva na mistura de incubacdo e isto
provavelmente se deve a saturagdo dos sitios de ligacdo da droga (SHAWAR e COOPER, 1990).

Park e colaboradores (2010) mostram a TFD como sendo uma alternativa eficaz para o
tratamento antimicrobiano e esta ligada com um elevado nivel de oxigénio reativo intermediario (ROI)
(KAWCZYK-KRUPKA et al., 2011).

Bolean e colaboradores (2010) fizeram experimento com Streptococcus mutans para testar
expressao de GroEL (proteina choque térmico HSP-60 por ter peso molecular de ~ 60KDa) em TFD com
fotossesibilizador Rose Bengal. A expressdao de HSPs (proteinas de choque térmico) apds TFD foi
semelhante a induzida por estresse osmético. Nenhuma degradacdo de DNA foi observada apés TFD de
S. mutans. Em concentracdes adequadas o Rose Bergal associado a Luz promove morte do
Streptococos mutans sem causar danos nos fibroblastos. Eles observaram que a TFD causa em S.
mutans morte celular com o uso do Rose Bengal, mas que sdo necessarios mais estudos porque a TFD
envolve muitos sitios de ac¢oes.

Paulino e colaboradores (2005) investigaram o efeito da TFD em

Streptococcus mutans com Rose Bengal usando um fotopolimerizador odontoldgico (fonte de luz ndo
laser de 400-600 nm) irradiada por 20 segundos e em seguida avaliada a viabilidade celular. Observou-
se que a luz (per se), ndo é toxica, e no escuro, Rose Bengal é téxico somente as células testadas em
concentragdes superiores a 5,0 pmol/litro. Sob exposi¢do a luz, as concentracbes de Rose Bengal acima



de 0,5 umol/litro matou todos S. mutans. Portanto, de acordo com o propdsito deste trabalho, a
fotoativagdao de Rose Bengal usando o fotopolimerizador portatil foi eficiente na inativacdo de bactérias.

Rovaldi e colaboradores (2000) usaram varios organismos entre anaerdbicos e aerdbicos com
um fotossensibilizador derivado de porfirina conjugado a clorina e6(Lys) 5-OH (CE6-5K) e o produto final
CE6-SK (clorina e6) mostrou atividade in Vvitro contra um espectro limitado de bactérias, clorina e6
conjugado para pentalysin e mostrou atividade in vitro contra todos os microrganismos orais. A fonte
de luz usada foi um diodo de laser com comprimento de onda de 662 nm. Foi observada reducdo das
bactérias na bolsa periodontal o que pode significar tratamento com TFD em doenca periodontal.

Dias e colaboradores (2010) avaliaram a citotoxidade da TFD em células L929 e MDPC-23 com
Photogen® associado com LED (diodo emissor de luz azul). Eles puderam demonstrar um predominio de
morte celular por necrose relacionado com altos niveis de ERO’s (KAWCZYK-KRUPKA et al., 2011).

Kawczyk-Krupka e colaboradores (2011) fizeram experimento in vitro para avaliar a ativagdo de
macréfagos durante a TFD e também a influéncia do ALA na resposta imune. Macréfagos murino J-
774A.1 foram incubados com diferentes concentragdes de ALA (125, 250, 500, e 1000 uM) e irradiados
com uma fonte de luz VIS (fonte de ions versatil) (400-750 nm) com 5, 10 e 30 J/cm?. Os efeitos da
ALATFD foram avaliados com base na viabilidade celular e a atividade secretora dos macréfagos com
oxido nitrico (NO); intermediarios de oxigénio reativo (ROIl); fator de necrose tumoral o (TNF-a);
interleucina-1p (IL-1B); e fator nuclear kB (NF-kB); proteinas (p50 e p65). Os resultados de viabilidade
celular, medida através do teste de MTT aos 5, 10 e 30 J/cm?, foram confirmados pelo vazamento LDH
(lactato desidrogenase) liberado a partir de células mortas. Em doses mais baixas de niveis de energia
de LDH n3o foram significativas, inicialmente, mas eram mais elevadas em 30 J/cm?. Com 30 J/cm? a
concentracdo de TNF-a foi diminuida, o que era provavelmente devido a influéncia citotéxica de maior
irradiagdo, assim a sobrevivéncia celular apds TFD decresceu gradualmente com doses crescentes de
luz. A5 e 10 J/cm?, a viabilidade celular era comparével com o grupo controle. A partir desse dado, as
investigagdes seguintes foram realizadas com estas doses de energia, utilizando diferentes
concentracdes de ALA. Com isso, a sequencia do experimento foi revelado que o ALA-TFD leva a
atenuacdo do nivel de NF-kB p50 / p65 e redugdo do nivel de IL-1B. Subsequentemente pesquisa revelou
que o maior aumento de quimioluminescéncia foi em 10 J/cm?, com a seguinte diminui¢do em 30 J/cm?.
A estas doses de energia, utilizando diferentes concentracdes de ALA, observou-se que quanto mais
elevadas doses de energia, maior é a diminui¢do observada na liberagdo de NO. A atividade secretdria
das células foi também encontrada por ser dependente da concentragdo de ALA. Quanto a concentragao
de ALA maior atividade secretora foi encontrada em 500 UM. Com elevada dose de energia apds TFD
houve aumento de ROl e TNF-a (que sugere um fator adicional para a completa irradiagdo do tumor) e
diminuicdo de NF-kB, p50/p65 e IL-1B (pode inibir progressdo do tumor).

Wei e colaboradores (2007) demonstraram que a a¢do da citocina IL-6 é atenuada, em células
epiteliais tumorais, e que a regulacdo por trans-sinalizacdo de IL-6 é estabilizada. Células que perderam
seu receptor de membrana IL-a devido a TFD responderam ao tratamento com complexo IL-6-IL-6R
(Hyper-IL-6) com ativagcdo de transdutores de sinais e ativador de transcri¢do (STAT3) e ERK. As células
tratadas com TFD, as quais foram mantidas durante recuperacdo p6s-TFD em presenca de IL-6 ou Hyper-
IL-6, mostraram uma supressao de proliferagdo é elevada. A atenuacgao da proliferagao celular mediada
pela trans-sinalizacdo por IL-6 também ¢é efetiva in Vivo e pode ser detectavel pelo aumento na cura
tumoral do Colon26 pelo tratamento TFD combinado com Hyper-IL6. Os dados sugerem que o meio
tumoral pds-TFD contem os componentes necessarios para estabilizar efetivamente a trans-sinalizagao
por IL-6, entdo provendo maneiras para maior controle tumoral.

Evans et al. (1990) fizeram experimentos com macréfagos murino. Relataram que in Vitro o
efeito direto da TFD é na membrana celular e in vivo hd um efeito indireto no dano da rede capilar no
tumor que resulta em hemorragia, trombose e colapso vascular.



3.1.3 Precursor de corante

Uma grande parte dos farmacos utilizados atualmente na clinica ndo sdo necessariamente
farmacos, mas sim pro-droga (FIGURA 1). O termo prd-droga denota aqueles compostos que necessitam
de uma biotransformacao prévia para que possa promover seu efeito farmacoldgico (CHIN e FERREIRA,
1999).

FIGURA 1: Formacgdo esquematica do conceito de prd-droga.

FARMACO FARMACO + TRANSPORTADOR
Biotransformacéo
/ enzimdtica ou quimica
PRO-FARMACO 81 » PRO-FARMACO
Barreira
Fonte: CHIN e FERREIRA , 1999.

O ALA é formado a partir de duas rotas alternativas, uma no estroma das plantas e em algas, a
partir do glutamato ou alfa-cetoglutamato, com participacdo de trés enzimas (rota do carbono 5' da
biossintese do ALA). Nos microrganismos, € comum sua produ¢do envolver o acido levulinico, a
substituicdo de nitrogénio em aminoacidos, materiais de inicio de ciclo, como furfurilamina, 5-hidroxi-
2-piridone e N-metoxicarbonil-piperidinonas (FUKUDA, 2005) e a outra através da enzima mitocondrial
ALA sintetase a partir de uma molécula de Succinil-Coa e outra de Glicina (DOUGHERTY et al., 1998;
FUKUDA, 2005). No interior da mitocondria o ALA utiliza o grupo Heme da hemoglobina via enzimas para
producdo de porfirina endégena (FIGURA 2) (DOUGHERTY et al., 1998; FUKUDA, 2005; MORTON et al.,
2008), assim, inibe o primeiro passo da sintese de porfirina causando o acumulo no tecido de
protoporfirina IX (PplX) (KONOPKA e GOSLINSKI, 2007). Assim, o ALA enddgeno é convertido
enzimaticamente em PplX que é um fotossensibilizador endégeno produzido pela célula, no entanto
existe diferenca no metabolismo da via biosintética do grupo Heme porfirina entre as células normais e
as do cancer o que faz com que o mecanismo de acumulacdo da protoporfirina especifica ndo seja
claramente demonstrado. O acumulo da PpIX é devido a capacidade limitada para uma reacgdo
ferroquelase e a enzima catalisa a insercdo de ions de ferro em PplX em forma de fotoheme, assim maior
quantidade de ALA absorvido na célula leva maior acumulo de PpIX o que aumenta poténcia do
fotodano, e a produgdo de heme no tumor é maior o que demonstra a maior necessidade de ferro na
reacdo (YAMAMOTO et al.,, 2006). Por causa desse processo enzimatico aumenta o nivel da
complexidade para TFD, mas também garante a melhora na seletividade e eficicia em geral (ORTEL et
al., 2009).

J4 no citoplasma da célula, 2 moléculas de ALA formam o porfobilinogénio (PBG) e 4 moléculas
de PBG formam o uroporfirinogénio lll. Este ultimo é convertido em coproporfirinogénio Il e,



novamente no interior da mitocéndria, em protoporfirinogénio IX, que é convertido em PplIX
(Protoporfirina IX), pela acao da protoporfirinogénio oxidase (TOREZAN et al., 2009).

FIGURA 2: Captagdo do ALA exdgeno e biossintese no Heme.

Biossintese do Grupo Heme

5-Ala Sintetase Captacao de 5-Ala exdgeno
Glicina — 5-ALA e— 5-ALA
+
succinil CoA Controle de feedback

Porfobilinogénio

Ferroquelatase ‘ PBG Deaminase

Protoporfirina IX
Uroporfirinogénio 111

Coproporfirinogénio 111
Citoplasma
sl Baixa taxa nas células tumorais

- Alta taxa nas células tumorais

Fonte: TOREZAN et al., 2009.

A administracdo de ALA exdgeno induz aumento dos niveis intracelulares de PpIX (FIGURA 3),
levando seu acumulo no tecido (FUKUDA et al., 2005), e assim quando ativado pela luz na presenca de
oxigénio, resulta na formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) (KONOPKA e GOSLINSKI, 2007);
e na presenca de NO, resulta em espécies reativas de nitrogénio (ERN's) (DALBASTI et al., 2002) que
podem causar danos em proteinas, lipidios, acidos nucléicos e outros componentes celulares. O PpIX
heme enddgeno tem velocidade limitada de conversao e é um fotossensibilizador eficaz (FUKUDA et al.,
2005). O excesso de ALA exdgeno produz porfirina que quando fotoativada gera o efeito no FS para TFD
de fluorescéncia para fotodiagndstico em cancer superficial em estagio inicial (FIGURA 4) (FUKUDA et
al., 2005; DOUGHERTY et al., 1998).

A sintese normal de ALA, no interior da célula, é controlada pela enzima ALA sintetase que, por
sua vez, é inibida pelo acimulo de Heme (feedback negativo). Se um excesso de ALA exdgeno for
aplicado topicamente, ocorrerd rdpida passagem através da epiderme anormal e posterior conversao a
PpIX no interior da mitocondria. Uma vez que a conversdo da PpIX para Heme é uma reacdo lenta, as
células tendem a acumular grande concentra¢do de PpIX. O acumulo excessivo de PplX no interior da
mitocondria induz a sua difusdo para o reticulo endoplasmatico e membrana celular, ambos alvos finais

do dano celular induzido pela TFD (TOREZAN et al., 2009).

FIGURA 3: Esquema resumido da conversao de ALA em PplX.

NH,

COz2H

Fonte: SIMPLICIO  et. al. 2001
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FIGURA 4: Conversdo bioquimica do ALA para a PplX e posterior uso da TFD.
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Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=cmed6&part=A9639

O uso de PplX derivada de 5-acido aminolevulinico (ALA) tem sido amplamente investigado para
TFD (SHARMA et al.; JAJOO; DUBE, 2007), no entanto seu uso foi recentemente demonstrado, sendo o
primeiro relato de sucesso no tratamento com ALA-TFD em 1990 com Kenedy e colaboradores em
terapia para lesdes na pele (DOUGHERTY et al, 1998; FUKUDA et al, 2005).

A PplX pode ser ativada por fontes de luz vermelha (635 nm) ou azul (405420 nm) para promover
destruicao tecidual. O ALA ndo é um fotossintetizador por si so, ele é metabolizado em PplX.

Os agentes sensibilizantes mais testados sdo o acido 5-aminolevulinico (ALA) e o
aminolevulinato de metila (MAL) (FIGURA 5).

FIGURA 5: Estrutura quimica do MAL / Metvix® (Photocure ASA, Oslo, Noruega).

o

HﬂWO/CHJ «HCI

o]
ESTRUTRA QUIMICA DO MAL

Fonte: SIMPLICIO et al., 2001.

ALA e seus ésteres metilados (aminolevulinato de metila - MAL) sdo prodrogas que
administrados de forma inativa que sofrem biotransformacdo passando a produzir metabdlicos ativos
para melhorar a absorg¢do ou acao da droga. Essas drogas sdo relativamente seletivas ao tecido alvo por
causar alteragdes na permeabilidade superficie e no metabolismo do tumor por porfirina. ALA
permanece 48 horas na pele com meia vida de cerda 24 horas e o éster metilado MAL o PplX sai da pele
de 24 - 48 horas (MORTON et al., 2008).

O tecido neopldsico tem uma absor¢do maior do ALA e do MAL, produzindo porfirinas fotoativas,
diferente do tecido ndo neopldsico. Existem evidéncias de alta seletividade do MAL nos tecidos
neopldsicos. Apds a aplicacdo tdpica do MAL e do ALA nos tecidos neopldsicos, deve-se deixar um tempo
suficiente para permitir a produgao e acimulo de porfirinas antes da ativacdo pela luz. Logo apds o MAL
penetrar a célula ele é rapidamente desmetilado a ALA e, portanto seus passos metabdlicos
subsequentes sdo os mesmos do ALA. Ambos levam ao estdgio final de sintese da PplX.
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O MAL ¢é lipofilico, sua difusdo é passiva, ndo necessitando assim de gasto de energia, fazendo
com que sua penetrag¢do nas células malignas seja mais significativa. Sendo mais lipofilico que o ALA essa
caracteristica permite ao MAL uma melhor distribuicdo através das membranas celulares. Tem sido
utilizado com efetividade como um agente fotossensibilizador tépico na TFD de lesGes epidérmicas
como queratose actinica e CBC. O regime terapéutico 6timo consiste na aplicagdo do MAL de 160 mg/g
por 3 horas antes da iluminacdo com luz vermelha (570-670 nm), em uma dose de luz total de 75 J/cm?2.
Aplicado topicamente penetra na pele e induz a alta producdo de metabdlitos porfirinicos nas células,
levando a um acumulo intracelular de porfirinas fotoativas.

O ALA é um aminoacido (FIGURA 6) que se acumula com mais intensidade nas células displasicas
e de proliferacdo rapida e estimula a producdo da protoporfirina IX (PpIX) por vias enzimaticas na rota
de biossintese do heme. Quando a pele tratada com ALA é exposta a uma fonte de luz que inclui o
espectro de absorcdo da PplX (400-730 nm), esta é fotoativada, gerando espécies reativas de oxigénio
gue levam a morte celular.

FIGURA 6: Estrutura quimica do acido 5-aminolevulinivo (ALA). Substituindo o 4&tomo H de O-H ligacdo

no terminal de carbonilo da molécula, os diferentes ésteres de ALA sdo formados.

(0]

# o AN

N,H OH

Fonte: FUKUDA et al. , 2005.

ALA é hidrofilico e sua difusdo é feita por mecanismos de transporte ativo, como a bomba de
Na+/Cl, e depende de beta aminoacidos e do GABA como transportadores.

ALA tem sua administragdo tdpica e é aplicado em varios campos da medicina como, urologia,
gastroentereologia e dermatologia (YAMAMOTO et al., 2006). Seu nome comercial é o Levulan®. E usado
para tratamento com TFD principalmente em carcinoma de células basais (FUKUDA et al., 2005;
MORTON et al., 2008), mas outros tipos de cancer recentemente tratados com ALA-TFD inclui bexiga,
pulmdo, cavidade oral, es6fago, endométrios e cérebro, além de também em Doenca de Paget,
escamoso carcinomas de células patch, e cutdnea fase de placa Linfomas de células T (FUKUDA et al,,
2005) e lesdes cutaneas pré-cancerosas tais como queratoses e doenca de Bowen (FUKUDA et al., 2005;
MORTON et al., 2008) ou em tratamento de acne e antienvelhecimento (MORTON et al., 2008).

O MAL é lipofilico o que garante melhor penetragdo na lesdo, seu nome comercial é Metivix® e
além de ser usado em QA também em Doenga de Bowen (DB), carcinoma basocelular superficial (CBC).
O ALA apresenta niveis mais altos de PPIX que MAL (MORTON et al., 2008).

3.1.4 Mecanismos celulares e moleculares - efeitos dos radicais livres sobre as células

O primeiro passo no processo de fotossensibilizagdo de uma célula é a ligacdo do agente fotossensivel
as membranas plasmaticas e sua permeacdo através das mesmas para o citosol. Em principio, a
permeacdo pode ocorrer por difusdo, por um sistema de transporte ativo ou por endocitose. Os
processos passivos, como difusdo e a osmose, resultam das diferencas de concentragcao das substancias
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dentro e fora da célula, isto é, o movimento de uma substdncia para um gradiente de menor
concentragdo. Os processos de transporte ativo envolvem o movimento de substancias através de uma
membrana celular contra o gradiente de potencial. Este processo usualmente envolve o uso de sistemas
carreadores de drogas (PAULINO, 2006).

Em geral, os agentes sensibilizantes lipofilicos (ftalocianinas) sdo captados pela célula por
penetrarem diretamente pela membrana plasmatica, e essa captacdo aumenta em proporc¢do direta
com a lipofilica. As moléculas hidrossoluiveis
(derivados dos xantenos), entretanto, sdo captadas por pinocitose (ISSA e MANELAAZULAY, 2010).

A TFD deve ocorrer na presenca de oxigénio (DOUGHERTY et al., 1998). Assim, a energia
resultante do corante fotossensibilizado da origem a espécies reativas de oxigénio — ERQ’s (como
oxigénio singleto - '0z e radicais livres) (KONOPKA e GOSLINSKI, 2007) ou espécies retivas de nitrogénio
— ERN’s (GUPTA et al., 1998). Com isso, a luz na TFD ativa as moléculas que produzem EROQO’s
desencadeando destruicdo dos tecidos indesejaveis (REEVES et al., 2010), como inativa¢do da célula
tumoral ou pela morte de alguns microrganismos (FOOTE, 1991). Ocorre assim uma sequéncia de
processos que leva ao dano oxidativo das células do estroma e parenquimas tumorais (WEl et al., 2007).
De uma maneira mais especifica, quando a droga absorve a energia da luz decai do seu estado energético
(excitado) e essa energia é transferida a molécula de oxigénio (no estado fundamental tripleto 30:z) que,
por sua vez, passa a um estado mais energético (estado excitado singlete) (KONOPKA e GOSLINSKI,
2007).

A oxidacdo dos constituintes celulares danifica as membranas plasmaticas e as organelas
celulares, com subsequente alteracdo de permeabilidade e funcdo de transporte entre os meios intra e
extracelular. A inibicdo de enzimas mitocondriais parece ser o evento chave na morte por TFD. Uma
resposta apoptoética a TFD foi relatada por Agarwal e colaboradores em 1991. Essa resposta pode ser
diretamente induzida pela TFD, sem precisar de vias de transdugdo de sinais intermedidrio, que podem
faltar em certas células neopldsicas resistentes a drogas. A morte celular por
TFD ndo parece depender da fase do ciclo da célula ou de fatores genéticos (ISSA e MANUELA-AZULAY,
2010).

O oxigénio singleto (*0,) é citotdxico e atua como agente fotoquimico da maioria dos
fotossensibilizantes (ORTEL et al., 2009), em geral sua formagdo pode iniciar uma série de eventos
citotdxicos que induzem danos aos componentes celulares e consequentemente a morte da célula por
necrose e ou apoptose (BRANCALEON e MOSELEY, 2002). A vida util do oxigénio singleto em meio
aquoso é de 4 psegundos com intervalo de difusdo de 125 nm. No entando esses valores baixam muito
no meio celular, sendo vida util de 10 a 40 n segundos e difusdo de 10 a 20 nm. Isso significa que a
distancia que o singleto reage com mdleculas nesse percurso em locais subcelulares sdo grandes,
aumentando a extens3o do dano celular (ORTEL et al., 2009). O raio de a¢do do 0O, é curto (< 0,02 mm),
assim sua migracdo é limitada o que influencia no rendimento da fluorescéncia. A limitacdo de migracdo
do !0 interfere no local inicial da célula e nos danos aos tecidos pela TFD porque influencia diretamente
na localizagdo do FS, por isso o dano (principalmente por oxidagdo e sem atingir tecido vizinho) nos alvos
subcelulares depende a tensdo de O, e da concentragdo do FS (DOUGHERTY, 1998). Por isso, devido a
limitada migragao do oxigénio singleto de seu local de origem ao sitio de a¢do, as regides de localizacdo
dos agentes fotossensiveis estdo intimamente relacionadas com a regido de a¢do da TFD (PAULINO et
al., 2005).

3.2 Formac¢do de NO

O o6xido nitrico é um radical livre, gasoso, inorganico, incolor, que possui sete elétrons do
nitrogénio e oito do oxigénio, tendo um elétron desemparelhado. E produzido a partir da L-arginina, por
uma reac¢do mediada pela enzima dxido nitrico sintase constitutiva (c-NOS) e induzivel (i-NOS). O NO
constitui um dos mais importantes mediadores de processos intra e extracelulares. Esta envolvido no
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relaxamento vascular e tem um papel de grande importancia na protecdo do vaso sanguineo. E um
mediador citotéxico de células imunes efetoras ativadas capaz de destruir patdégenos e células tumorais
(DUSSE et al., 2003).

Como para algumas citocinas, ha também o estimulo para a geracdo de éxido nitrico (NO), que
pode ser induzido por vdrias condi¢Ges de estresse, inclusive a terapia fotodinamica (YAMAMOTO et al.,
2006).

Os macréfagos e neutrofilos geram NO como resposta imunitdria e para homeostase de vasos.
Essa homeostasia se da pela inibicdo contracdo muscular e agregacao plaquetaria de leucdcitos ao
endotélio (KAWCZYK-KRUPKA et al., 2011). Na TFD com o uso de drogas especificas ou doadores de
oxido nitrico também se pode produzir espécies reativas de nitrogénio (ERN’s). O uso de NO na TFD pode
aumentar o estresse oxidativo, com maior producdo de ERN’s, melhorando os resultados de morte
celular (MARANHO et al., 2009).

NOS (NO sintase) apresenta formar diferentes. O NOS1 (neuronal) e NOS3 (endotelial) que sdo
ativados por ions de calcio e produzem concentracdo de NO em nanomolares. E NOS2 (induzivel)
induzido em condicdo de stress e produz vdrias concentracdes micromolares de NO. Essas diferentes
isoformas sdo expressas em vdrios tipos de tumores (NATHAN e XIE, 1994).

NO gerado por NOS (NO sintase) envolve progressao e supressdo dos tumores. Fungdo precisa
do aumento NO é desconhecida, mas é sabido que ele inibe funcGes respiratérias e altera as vias de
transducdo de sinal (BROWN e BORUTAITE, 2004). Outra visdo seria o tratamento de células doadoras
de NO comprometer o metabolismo de Fe e a biossintese no acumulo de PpIX (COOPER, 1999).

Yamamoto et al. (2006) investigaram em células cancerigenas de DNA a indugdo de fotodano de
ALA e acumulo de porfirina e o papel do éxido nitrico (NO) nesse acimulo especifico de protoporfirina
e ALA-TFD transfectado em NOS2. O aumento da produgdo de NO2 conduziu a acumulagdo da
protoporfirina com uma concomitante diminuicdo de ferroquelatase, o passo final da enzima de
biossintese do Heme. Quando as células de rato macrophage-like RAW264.7 foram cultivadas com
interferon - § e lipopolissacarideo-c ocorreu a indugdo da expressao de NOS2. A adi¢cdo de ALA a estas
células conduziu a acumulacdo de protoporfirina e morte celular apds a exposicao a luz. Estes resultados
indicam que a geragdo de NO aumenta a acumulagdo induzida por ALA de protoporfirina IX e
subsequente fotodano em células cancerosas, diminuindo os niveis de ferro mitocondrial contendo
enzimas. Assim, com base no fato de que a producdo de NO em células cancerosas é elevada, NO nas
células é responsavel pela melhora da atuagdo de ALA - TFD.

3.3 Efeito apoptotico e morte celular

A morte celular pode ser por necrose ou apoptose e na TFD o processo é definido com a célula
alvo atingida pelo FS. A necrose é a morte celular seguida por autélise, onde ocorre degradacdo dos
componentes celulares realizados pelas enzinas da propria celula, liberadas pelos lissosomos. Ja a
apoptose é um modo de
“autodestruicdo celular” que requer energia e sintese protéica, sendo controlada na mitocondria
(BRASILEIRO FILHO, 2011).

A apoptose é o meio de o organismo iniciar a morte celular pelo material genético, com
fragmenta¢cdo do DNA nuclear e com liberagdo minima de produtos inflamatérios, como enzimas
lisossomais (DOUGHERTY et al., 1998). O efeito apoptdtico garante eficacia da TFD em diferentes
tumores (KONOPKA e
GOSLINSKI, 2007), isso porque ocorre uma aceleracdo no tempo de inicio da apoptose das celulas
normais de 1 a 3 dias para a TFD, apds aplicagdo da luz, com tempo de 30 minutos. E o melhor, nem
DNA, RNA ou sintese de proteinas sdao necessarias nesse periodo. Com isso na TFD a apoptose ocorre
direto, sem envolvimento sinal de trasdugdo, e isso é bom porque esse processo esta ausentes em
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algumas drogas resistentes a células neopldsicas (DOUGHERTY et al.,, 1998), o que reafirma a
procedimento de usar TFD em combina¢do com outros tratamentos anticancer. Por isso a morte celular
por apoptose na TFD ndo deve depender do ciclo celular ou da quantidade de fatores genéticos porque
pode afetar o efeitos de outras drogas (DOUGHERTY et al.,, 1998). Por outro lado, quando o FS é
absorvido na membrana plasmatica ele desencadeia uma série de eventos, com consequéncias a longo
alcance colocando a TFD em vias imunoldgicas com inducdo do processo de inflamacdo. Esses eventos
sdo o processo de sinal transducdo, aumento expressao proteinas stress e rapida resposta de genes para
ativacdo morte por apoptose e aumento regulacdo de citocinas (TNF e interleucinas), que sdo
mediadores inflamatérios (DOUGHERTY et al., 1998).

A necrose as células cancerigenas leva a hipdxia com ativagao macréfagos associados a tumores
(TAM’s) (KAWCZYK-KRUPKA et al., 2011). A necrose isquémica parece ser o principal mecanismo de
destruicdo da lesdo submetida a TFD com agentes sistémicos, enquanto, com agentes tdpicos, a morte
celular decorre do efeito direto do oxigénio singleto.

As vias de necrose e de apoptose, ativadas com o uso da TFD consiste na morte celular
programada como um mecanismo genético normal do ciclo celular (DOUGHERTY et al., 1998), também
podem ser ativadas. Agarwal e colaboradores (1991) relatam que TFD pode induzir apoptose, tanto in
vitro como in vivo, evidenciado em células de linfoma L5178Y de ratos. Essa resposta pode ser
diretamente induzida pela TFD, sem precisar de vias de transducdo de sinais intermediarios, que podem
faltar em certas células neoplasicas resistentes a drogas. A morte celular por TFD n3do parece depender
da fase do ciclo da célula ou de fatores genéticos (ISSA e MANELA-AZULAY, 2010).

3.4 A terapia fotodinamica e a resposta inflamatodria

Ainflamagdo é um importante promotor do tumor por liberar citocinas (IL-1, IL6, TNF) que geram
crescimento e progressao do tumor. No entanto, ainda é dificil diferenciar a intensidade de reacado
inflamatdria no tecido normal com o tecido do tumor (KAWCZYR-KRUPKA et al., 2011).

A resposta inflamatdria é, portanto, iniciada e conduzida por mediadores de origem celular e
também por aqueles de origem plasmatica que vao promover os sinais caracteristicos desta resposta:
dor, calor, rubor e tumor, que podem vir acompanhados ou ndo da perda de fun¢do do tecido ou 6rgao
afetado. Assim, a reagdo inflamatéria manifesta-se clinicamente como um fen6meno estereotipado e
independente da natureza do agente agressor, mediado por varios fatores, podendo ocorrer somente
pequenas variagdes em determinadas situacdes, dependentes do tecido ou orgdo afetado e da
coexisténcia de estados patoldgicos, que alterariam a capacidade do organismo de mobilizar as fontes
de defesa (PAULINO, 2006).

Como resposta a TFD ocorrem multiplos sinais sistémicos de inflamagdo que sao ativados pela
liberacdo de citocinas (ORTEL et al., 2009). Assim, além da morte celular, por necrose e/ou apoptose, a
TFD pode conduzir fechamento de vasos sanguineos e linfaticos do tumor e também ser associada com
a modulagdo da resposta imunitaria e inflamatdria do local (DOUGHERTY et al., 1998; CASTANO, MROZ
e HAMBLIN, 2006; KAWCZYR-KRUPKA et al., 2011). A ativacdo da resposta imunitaria na TFD é
caracterizada pela infiltracdo de neutrdfilos, linfécitos e macréfagos no tecido tratado. A TFD provoca
inflamacdo aguda, expressdo proteinas choque térmico, invasao e infiltracdo do tumor por leucécitos e
pode aumentar no tumor os derivados antigenos das células T. Assim, fica claro a influéncia na TFD nas
células do sistema imunitdrio e regulador e consequentemente na sua incidéncia no crescimento e
metdstase do tumor, porque o cancer estimula a infiltracdo dos macréfagos mais a TFD age como
imunossupressor (para a modulagdo dessa atividade secretora de macréfagos) o que eleva a inativagao
das células do tumor e diminuindo sua expansao (KAWCZYR-KRUPKA et al., 2011).
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A principal caracteristica do processo inflamatério e a liberacdo de substancias vasoativas,
componentes do complemento, proteinases, peroxidases, citocinas, fatores de crescimento e outros
imunorreguladores. Os alvos da TFD incluem as células tumorais, a microvasculatura do tecido e os
sistemas inflamatdrio e imune do hospedeiro. Assim, parece claro que a combinacdo de todos esses
componentes e necessdria para um controle do tumor a longo prazo. Existem evidencias do aumento
da regulacdo de interleucina 1-B (IL-1 B), interleucina 2 (IL2), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
fator estimulador de colonia de granulécito (G-CSF) (ISSA e MANUELA-AZULAY, 2010).

Estudos de TFD tratam da liberacdo de diferentes citocinas, como TNF-a (KAWCZYR-KRUPKA et
al., 2011), IL-6 (WEI et al., 2007; KAWCZYR-KRUPKA et al., 2011), IL-1B (KAWCZYR-KRUPKA et al., 2011).
Isto se da pelo tratamento de tumores diversos, o que diferencia o controle na regulagao dos genes e
também pelo tempo de vida curta das proteinas devido a altos niveis de proteinase e RNAase em tecido
tumor apds TFD (DOUGHERTY et al., 1998). Alguns FS, para estimular a hematopoese em ratos, podem
induzir citocinas ou TNF-a independente do tratamento com luz. O fato é que as reagdes inflamatdrias
em tecidos normais sao diferentes da regido do tumor por causa da seletividade do dano no tecido pela
TFD (DOUGHERTY et al., 1998).

No inicio da TFD ocorre a modificacdo oxidativa que imediatamente ocorre a fotoativacdo de
lipideos da membrana plasmatica levando a aceleracdo da degradacdo fosfolipidica e geracdo de
mediadores inflamatdrio, que sdo citocinas potentes liberadas pelos neutréfilos e macréfagos (WEI et
al., 2007; KONOPKA e GOSLINSKI, 2007). Ortel e colaboradores (2009) relatam que os efeitos da TFD
frente a resposta imunoldgica é a liberacdo de histamina, prostaglandina D2, Fator de Necrose Tumoral
por macréfagos. Estudos mostram a infiltracdo de neutrodfilos, linfécitos e macréofagos em tecidos
tratados com TFD o que indica a ativacdo da resposta imunitaria (KAWCZYR-KRUPKA et al., 2011;
KONOPKA e GOSLINSKI, 2007) e ativacdo de linfocitos T especificos durante e apds a TFD (KONOPKA e
GOSLINSKI, 2007). A inflamacdo é um mecanismo importante para controle tumoral pela TFD porque
estimula a resposta autoimune (WEI et al., 2007; GOLLNICK et al., 2003). Por isso, o estudo da liberacao
dessas citocinas é muito importante para compreensdo da TFD.

Evans e colaboradores (1990) relatam pela primeira vez que TFD induz citotoxidade em macréfagos
murinho. Nesse experimento foram utilizados camundongos (B6) C57BL/6 onde coletaram macréfagos
peritoniais. Antes injetaram tioglicolato no peritdnio, segundo o autor, ndo s6 para estimular o aumento
do ndmero celular, mas também em resposta ao estimulo da producdo de TNF. O FS usado foi Protofrin
II (Pll) 25 pg/ml. Mais especificamente, os macréfagos foram transferidos para 96 pocos (100 pl/poco).
O meio de cultura RPMI 1640 sem fenol pode proporcionar um meio claro para realizacdo da TFD. O
grupo controle foram células ndo expostas com PIl. Grupo | sem LPS e Il com LPS (20ug /ml) em paralelo
aos pogos com e sem PIl, aplicando ou ndo a luz. A fonte de luz usada foi raio X com luz filtrada com fina
folha acetato rubi vermelho (595-700 nm) com pico de 630 nm. As placas foram elevadas acima da fonte
de luz numa plataforma transparente para dissipar calor com ventilador de conversdo de correntes de
ar. O tempo de exposi¢do foide 1, 2, 3,4, 5, 15 e 30 mim, sendo que, por isso a intensidade de luz variou
entre 180-5400 J/m?. Foi avaliada a viabilidade celular e a producdo de TNF e a relac3o entre os dois
apo6s 18 horas com e sem LPS. Com a viabilidade entre 3543% sem LPS a producdo de TNF aumenta,
acontecendo o mesmo entre 36-49% com LPS. No entanto quando a morte celular ultrapassa 50% os
niveis de TNF abaixam. Em todos os grupo foi realizado ensaio de MTT de viabilidade apds 18 horas
depois TFD porgque os macrdfagos poderiam ndo proliferar. Em nenhum dos grupos o tempo de 30 min

detectou producdo de TNF. Assim, nesse experimento macrofagos associado a tumor quando



16

sensibilizado com PIl 4 luz estimula a producdo de TNF, ndo somente associado com regressdo do tumor

in vivo, mas pode em parte, mediar este tumor a regredir através de efeitos na microvascularizacao.

3.5 Macrofagos

O macrofago é uma célula do sistema imune responsavel pela fagocitose de agentes externos e
internos (FIGURA 7) (GARCES et al.,, 2008). Sdo amplamente distribuidos em diferentes tecidos e
desempenham uma funcao essencial no desenvolvimento da resposta imune especifica e ndo especifica
(SILVA et al., 2008). O sistema da imunidade inata é mediado em maioria por macréfagos que sdo a
maioria dos componentes do sistema mononuclear fagocitdrio que consiste de células de origem na
medula dssea, incluindo mondécitos sanguineos, e macréfagos teciduais (CARLOS et al., 2009). Estas
células podem ser ativadas por componentes bacterianos, citocinas e produtos quimicos. Quando
ativados, os macréfagos produzem e liberam numerosos produtos como citocinas, radicais reativos
inorganicos, oxigénio reativo intermediario (ROI) e nitrogénio reativo intermedidrio
(RNI), todos com atividade bioldgica (FORMAN et al., 2001 apud SILVA et al., 2008).

FIGURA 7: Representacao de um macréfago, obsevado ao microscopio.
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Fonte: http://cytochemistry.net/cellbiology/medical/practice_exam_connective_tissue.htm

Sao células encontradas por todo o corpo e diferenciadas na medula dssea, desde células
formadoras de col6nias até os mondcitos que sado as formas presentes na circulacdo sanguinea que, ao
se migrarem para os tecidos, tornam-se macréfagos. Constituem um grupo heterogéneo de células que
possuem diferentes fun¢des. Macréfagos sdo uma das primeiras fontes de citocinas e liberam fator
guimiotatico (MNCF) que induz migracdo de neutréfilos (ZAMPRONIO et al., 1994).

Varios tipos celulares, incluindo macréfagos, células endoteliais, linfocitos e astrdcitos,
produzem citocinas com atividade pirogénica (ROTH et al., 2006).
Pirégenos enddgenos, como as citocinas IL-1B, IL-6, TNF-a e IL-8 induzem febre. IL1B é mediador
primario da febre em diferentes espécies (ZAMPRONIO et al., 1994).

Durante a progressao neopldsica, macréfagos assim como outros leucécitos sdo recrutados para
o interior da massa tumoral e iniciam a resposta imunoldgica. No entanto, as células cancerigenas sao
capazes de escapar do sistema imune que ndo é capaz de destrui-las completamente. Dessa forma, os
macréfagos podem tanto ajudar a impedir o estabelecimento e a disseminacdo de células tumorais
como apoiar seu crescimento (RIBEIRO et al., 2009).

Os macrofagos sdo importantes produtores de citocinas e oxido nitrico (NO) e bem adequado
para aumentar a invasdo tumoral e angiogénese, isto porque regido com cancer atrai infiltracdo de
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macroéfagos e estimula a angiogénese que é necessaria para a expansdo do tumor por favorece fatores
do crescimento para células hematopoiéticas e fibroblastos (KAWCZYR-KRUPKA et al., 2011).

Em células cancerigenas os mondcitos (diferenciam-se em macrdfagos) migram para locais onde
ocorre liberagao de fatores angiogénicos, tais como o fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-1 (IL-
1), IL-6, CXC-quimiocina-ligando 8 (CXCL8 ), fator de crescimento vascular endotelial e fator 1
estimulante de col6nia, que a promocdo apoio crescimento e progressdao do tumor (KAWCZYR-KRUPKA
et al., 2011; NORMANN, 1985). Também a producdo de espécies reativas nitrogénio
(RNS) pela indugao fator de transcricdo nuclear KB (NF-KB) acumula mutagdes no DNA aumentando
assim progressado das células do tumor (KAWCZYR-KRUPKA et al., 2011).

A necrose leva a hipdxia para a ativacdo dos macréfagos associados a tumores (TMAs)
(KAWCZYR-KRUPKA et al., 2011). Koide e colaboradores (2004) fazem correlagdo entre o numero de
TAMs e diferenca de progndstico de alguns canceres (mama, ovario, préstata).

A TFD as células estimula macrofagos, neutrdfilos e linfocitos T a secretar citocinas (IL-6, I1L-10,
TNF-a) (KAWCZYR-KRUPKA et al., 2011; GOLLNICK, 2003). Ativacdo de macrdfagos por TFD contribui
para um resultado eficaz de tratamento TFD (KAWCZYR-KRUPKA et al., 2011).

O envolvimento de macréfagos na terapia fotodindmica tem sido relatado e estudado por
Korbelick e colaboradores desde 1995. Estudos mostram que macréfagos associados a tumores
acumulam até nove vezes os niveis de porfirinas presentes nas células tumorais. Esse aumento na
acumulacgdo é atribuido a associacdo de porfirinas a moléculas de LDL. Outro trabalho de Korbelick e
colaboradores (1997) sugeriu que a ativacdo de macrofagos em ratos tratados com a TFD e uma
imunoterapia adjuvante tem um efeito sinérgico na cura do tumor. A TFD ndo reduz somente a carga
tumoral, mas também provoca inflamac¢do. Acredita-se que o recrutamento de macréfagos ativados
para o local inflamado é o principal fator para uma completa erradicagdo do tumor (FERRARI, 2008).

Kawczyr-Krupka e colaboradores (2011) questionam em seu estudo in vitro qual seria a
importancia dos macréfagos na incidéncia do crescimento e progressao do tumor.

Zampronio et al. (1994) realizou um estudo in Vitro com macréfagos peritoneais de ratos a fim
de avalizar sua atividade pirogénica apds estimulagdao com LPS e também provavel efeito dessa atividade
com o numero de circulacdo no soro de leucdcitos, Fe, Cu e Zn. Os macréfagos foram estimulados por
60 minutos com dexametasona, 30 minutos com cicloheximida e 15 minutos com indometacina antes
da adicdo de LPS. Os autores demonstraram que o tratamento dos macréfagos com dexametasona inibiu
a sintese de pequenas quantidades de (IL)-1, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF). Os macréfagos
contem substancias pirogénicas, mas que ndo estdo relacionadas a IL-1B, 1L-6, ou TNF-a e que atuam
indiretamente ou diretamente na sintese de prostaglandina. Os autores dizem que a atividade
pirogénica pode estar relacionada a diminuicdao do Fe no soro e nos niveis de Zn e ndo a neutrofilia
(aumento numero de neutrofilos no sangue).

Evans et al. (1990) apresenta resultado que com o aumento da exposi¢do a luz acima de certo
limite (30 minutos a uma intensidade de luz de 0,3 mW/cm?) a maioria dos macréfagos sofrem dano
irreversivel e ficam incapazes de produzir TNF, isso com ou sem presenca de LPS.

3.6 LPS - Lipopolissacarideo

Lipopolissacarideo (LPS) é uma molécula grande de um lipidio e um polissacarideo ligados por
uma ligacdo covalente, sendo um dos principais componentes da membrana exterior de bactérias gram-
negativas.
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Evans et al. (1990) usou LPS como um potente estimulador de macréfagos na producdo de TNF,
mas ndo sé para fornecer um controle positivo e também para documentar qualquer outra amplificagao
de TNF com células tratadas com TFD.

3.7 Citocinas

As citocinas compreendem uma grande familia de polipeptidios que incluem as interleucinas,
guimiocinas, fator de estimulacdo de crescimento, fator de necrose tumoral e interferons (ROTHWELL,
1991). Segundo The Cytokine Handbook (1991) as citocinas podem ser definidas como “proteinas
regulatdrias secretadas pelas células brancas do sangue e por uma variedade de outras células no corpo;
as acdes pleiotrépicas das citocinas incluem numerosos efeitos nas células do sistema imune e
modulac¢do das respostas inflamatérias” (TURNBULL; RIVIER, 1999; revisado por DANTZER & KELLEY,
2007).

Particularmente, a terapia fotodindmica ao produzir oxidacdo de lipideos presentes na
membrana plasmatica, acelera a producdo de mediadores inflamatdrios. Este aumento leva
consequentemente a um aumento na expressao de quimiocinas e citocinas que, por consequéncia, sdo
importantes colaboradores nos processos tumorais (WEI et al., 2007).

Em especial, a IL-6 é geralmente uma das mais evidentes citocinas presentes nos processos
tumorais em tecidos apds a terapia fotodindmica in vivo (WEI et. al., 2007). A interleucina-1, por
exemplo, tem como func¢ao mediar o processo inflamatdrio, e quando associada ao fator de necrose
tumoral (TNF) partilha muitas propriedades bioldgicas. E produzida por mondcitos e macréfagos, sendo
gue sua a¢do mais importante na inflamacdo se deve aos efeitos no endotélio, leucdcitos e fibroblastos,
bem como a indugdo das reacGes da fase aguda (NAOUM, 2009).

Estudos tem demonstrado a possibilidade de que uma possivel produgao local de IL-1B e TNF-a
estaria induzindo a sintese de IL-6 (OKA et al., 2007), visto que, IL-1 e TNF sdo potentes indutores de IL-
6. Harden et al. (2008) demonstraram que a IL-1B age de modo sinérgico com IL-6 para induzir febre,
anorexia e diminuicao de atividade de locomog¢ao voluntaria, reforcando a importancia da IL-6 durante
o processo inflamatério.

A terapia fotodinamica induz a sintese de citocinas, como TNF-a que é responsavel por
disturbios inflamatdrios e pela sinalizacdo da morte celular. O aumento do TNF-a ocorre em conjunto
com IL-10 e com IL6. A IL6 induz efeito sobre tumor através da trans-sinalizacdo que afeta o ciclo celular,
apresentando papel importante no efeito da inflamagdo localizada produzida por TFD. A IL-10 age de
maneira sistémica na imunossupressao (ORTEL et al., 2009). A trans-sinalizagdo por IL-6 ocorre quando
na atividade celular a citocina se liga ao receptor a (IL-6Ra) e gp80 (cognata ligado a membrana) e
desencadeia a tradugdo do sinal gp130 causando varias alteragées das fungdes celulares, na proliferagao
e sobrevivéncia celular, na diferenciacdo, mobilidade e angiogénese (WEI et al., 2007).

Gollnick et al. (1997) demonstra que a producdo de IL-6 in Vivo é mais elevada que in vitro. Este
grupo de pesquisadores realizou um experimento in vitro e in vivo com ratos de BALB/cj em tecido
normal e em tumor com fotossensibilizador Profirin. O objetivo de verificar se a TFD poderia alterar a
expressao de IL-6 e IL10 foi confirmado. As alteragdes foram marcantes para IL-6 e IL-10, mas nao para
TNF-

a. Demostraram que os niveis de IL-6 mRNA s3o fortemente aumentados em tecidos tumorais e normais
apo6s PDT in vivo, isto foi relatado nos tumores tratados no experimento com um aumento prolongado
de IL-6 da proteina. Os autores relataram que o TNF-a ndo parece desempenhar um papel na IL-6 por
inducdo TFD porque as alteracdes nas citoquinas que sdao nem precedida nem acompanhada por
alteracdes semelhantes em TNF-a. Assim eles relatam que estes dados sugerem que a resposta
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inflamatdria geral para TFD pode ser mediada, pelo menos em parte, por IL-6. Além disso, a IL-6 pode
modular a resposta imune local antitumoral. Ja IL10 mRNA, no tumor diminui apds TFD. Mais importante
ainda, IL-10 é marca endentemente induzido na pele de ratos expostos a um regime de TFD que
fortemente inibe a resposta da hipersensilideidade de contato da pele (CHS), e a cinética da inducdo de
IL-10 coincidir com a cinética de inibicdo conhecidos CHS. Por isso eles proposeram que a maior
expressao de IL-10 desempenha um papel na supressao observada nas celulas mediada por respostas
observada apds a TFD. Os autores alegam que a auséncia de TNF-a pode estar relacionada com a estirpe
do animal utilizada, porque o TNF-a tem um alelo expresso em ratos BALB/cj que é resistente sobre-
regulacao por radiacao UV e também pode ser resistente a alteracdo induzida por TFD.

Em outro estudo Gollinick et al. (2003) relatam que ocorre nos tecidos a estimulacdo de
macroéfagos, neutrdfilos e linfécitos T em secretar IL-6, IL-10, TNF-a. No seguinte estudo foi analisado
em camundongos a capacidade da TFD utilizando o fotossensibilizador de segunda geragdo 2-[1-
hexyloxyethyl]-2-devinyl pyropheophorbide-a (HPPH) para induzir citocinas proé-inflamatérias e
moléculas de adesdo (por estar envolvidas na migracdo dos neutrdfilos). Este estudo mostrou que o
HPPH induz migragdo dos neutrdfilos para o tumor tratado e isto foi associado com um aumento local
na expressao de (quimiocinas) proteinas inflamatdrias dos macréfagos (MIP)-2 e KC. Outro aumento
similar foi detectado na expressao funcional de moléculas de adesdo (seletina E e molécula de adesao
intracelular (ICAM)-1) e no nivel local e da IL-6. Com isso demonstraram que uma resposta inflamatoria,
induzida pela TFD, semelhante, mas menos grave que a obtida com Photofrins-TFD.

Com base no exposto pode-se perceber a importancia de ainda se quantificar citocinas em
experimentos com TFD, e ainda podemos acrescentar que em varios tipos de tumores tratados com TFD
sdo observados diferentes mediadores o que dificulta detectar outras substancias semelhantes e isso de
da porque é diferente o controle de regulacdo de genes em tumores distintos e também por causa do
tempo de vida curta das proteinas devido ao alto nivel de proteinase e RNAase no tecido do tumor apés
TFD (DOUGHERTY, 1998).

3.7Z.1 TNF-a

O fator de necrose tumoral (TNF-a) é uma citocina potente sendo responsavel por uma gama de
eventos de sinalizacdo dentro das células (KAWCZYR-KRUPKA et al., 2011). E produzida por vérias células,
como neutrdfilos, macréfagos ativados, linfocitos T, células NK e fibroblastos, que o produzem em
resposta a alguma lesao ou inflamacgao de tecido, e também em resposta a alguma alteragdo ambiental.

O TNF tem sido associado com a produc¢do de efeitos vasculares em tumores tratados com
citocina. Esses efeitos vasculares tém sido comparados aqueles vistos em tratamentos de endotoxina
no tumor, com necrose central, colapso vascular, trombose, polimorfonuclear e recrutamento de
leucdcitos para periferia do tumor. Dessa forma, direta ou indiretamente o efeito vascular tem sido
associado ao aumento da producao de TNF-a que pode causar producao associada de coagulagao
intermediaria de células in vitro. Por isso o TNF tem sido evidenciado como indutor de atividade
procoagulante de células endoteliais, o que leva a teoria de indugdo de fatores endotelial local por
citocina que poderia promover um circuito que poderia localizar mondcitos, liberar mediadores de
inflamacédo e causar retracdo endotelial (EVANS et al., 1990).

Nas atividades bioldgicas, o TNF-a atua sobre o controle da proliferacao celular, na diferenciacdo
celular e na apoptose, além de ser um importante mediador da inflamagdo. A administragao ou indugao
do TNF-a melhora o efeito fotossensibilizacdo o que confirma o seu papel na execucdo TFD (ORTEL et
al., 2009).

Estudos com ratos portadores de tumores cerebrais (gliomas) mostram que a infiltracdo do
sistema imunoldgico e a liberacdo de citocinas, como TNF-a e INF-y aumentam em animais que tem seus



20

tumores tratados com a TFD. Essa imunidade ante o tumor, que é promovida pela TFD, é mediada pelo
complemento C3 (LI et al, 2010).

Evans e colaboradores (1990) em experimento com camundongos relataram que a producdo de
TNF por macréfagos é evidente, a ndo ser quando o dano causado pela TFD leva a um dano irreversivel
a célula. Essa producdo foi ainda maior quando avaliado o grupo que usou LPS.

3.8 Microcalorimetria

Os calorimetros sdao instrumentos utilizados para a medicdo de mudancas de calor que
acompanham processo fisico e quimico (STURTEVANT, 1972). Microcalorimetros sdo calorimetros de
alta sensibilidade e, que requerem muito pouca quantidade de material a ser analisado (VASCONCELOS
et al., 2009). Microcalorimetria é uma técnica analitica universal que mede variacGes de calor para
monitorar reacgdes fisicas, quimicas e bioldgicas. Diversas amostras em contato com as termopilhas
promovem a liberacdo de energia, produzindo um perfil de atividade calorimétrica. Durante a reacao,
variacdo de calor entre a amostra e a queda de calor é monitorada e gravada continuamente em tempo
real. Resultados sdo expressos nos perfis de atividade térmica onde a energia (usualmente em
microwatts) é tracada contra o tempo (AL-HALLAK et al., 2010)

A energia liberada ou absorvida, na forma de calor em um processo termodinamico pode ser
medida por meio de equipamentos e técnicas calorimétricas que permitam a sua detec¢do. Mais funcdes
bioldgicas estdo associadas com mudangas no metabolismo celular e, consequentemente, variagado de
calor envolvendo o ambiente (AL-HALLAK et al., 2010).

Com o desenvolvimento de calorimetros cada vez mais sensiveis a microcalorimetria tem sido
amplamente utilizada na determinacdo de varios processos moleculares (AL-HALLAK et al., 2010).
Microcalorimetros de fluxo de calor ou conducgdo de calor sdo atualmente o tipo de microcalorimetro
mais largamente utilizado para estudos termodinamicos e analiticos (WADSO et al. 1968 apud BAZZANI,
1992).

Além da terminacdo do fluxo de calor em células animais in vitro, onde os principios
termodindmicos sdo empregados no diagndstico médico, farmacoldgico e toxicolégico (KEMP, 1991),
outro valor preponderante, para o uso das técnicas calorimétricas é o estudo de células e organismos
em condi¢des normais, correlacionado-as com condigdes de estresse.

Microcalorimetros de condugdo isotérmica sdo utilizados comumente para a avaliacdo de
constantes de equilibrio, variagdes de entalpia, ensaio de diferentes temperaturas, a capacidade
calorifica de sistema (STURTEVANT, 1972). Esses microcalorimetros permitem a determinacdo de
parametros termodinamicos, pois lidam com fenémenos que sao literalmente vitais para a estrutura,
funcdo e funcionamento das células. Fenémenos estes que incluem temperatura, energia, entropia,
concentracdes, movimentos moleculares, eletroquimica, pressdo osmoética, taxas de reacgdo, as
mudancas de fase de agrega¢do molecular (KEMP, 2000).

Metabolicamente, as células produzem calor que pode ser usado como o principal indicador da
cinética do metabolismo celular, pois o fluxo de calor esta diretamente relacionada a fungao do fluxo
metabdlico (KEMP e GUAN, 2000). A validade de relacdo entre o calor e o metabolismo é demonstrada
teoricamente, através do conceito da avaliagdo térmica e em experiéncias com o uso continuo de cultura
celular (KEMP, 1991; FENG et al., 2004).

A energia é adquirida a partir de fontes de baixa entropia, e é usado em uma variedade de
diferentes mecanismos bioquimicos, fisiolégicos (BRESLAUER et al.,
1992; MARES-GUIA et al., 1990), funcbes coligadas e estados de transicdo. Além disto, diversas
adaptacGes em microcalorimetros e sistemas de aquisicao de dados tém sido realizados nas ultimas
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décadas, visando o aprimoramento de procedimentos ja existentes e a ampliacdo de metodologia
calorimétrica em sistemas especificos.

A microcalorimetria permite detectar fluxos de energia da ordem de 10°) que ocorram em um
determinado processo. A energia liberada ou absorvida é muito pequenas sendo necessarias técnicas
muito sensiveis como a microcalorimetria para detecta-la (MAGESTE, 2009).

A maior parte dos microcalorimetros utilizados com a finalidade de estudos microbioldgicos
apresenta o mesmo principio de construcdo (PERRY et al. 1990 apud BAZZANI, 1992).

7

Esses microcalorimetros sdao construidos baseados no principio “twin”, isto é, cada célula
calorimétrica e encaixada entre duas termopilhas circundadas por pequenos blocos de aluminio ou
trocador de calor. As termopilhas em cada cela calorimétrica sdo conectadas em série e os dois pares de
termopilhas (cela amostra e cela referéncia) entdo formadas sdo conectadas em oposi¢cdo e mantidas
no interior do bloco calorimétrico com temperatura controlada (FIGURA 8). O bloco calorimétrico é
entdo fechado num recipiente de aco, e mantido num banho de ar ou de agua. Quando as jun¢des da
termopilha sdo mantidas em temperaturas diferentes uma forca eletro motriz é produzida, e de maneira
inversa quando uma corrente é aplicada a uma termopilha, um conjunto de jun¢des torna-se mais
guente e o outro se torna mais frio (Efeito Peltier). O processo a ser estudado deve ser realizado em
uma das células, enquanto a outra é utilizada como um sistema ndo reagente, isto é sistema de
referéncia. Desta forma sinais ndo desejdveis tais como flutuacdes de temperatura no trocador de calor
irdo afetar ambas as células na mesma intensidade, portanto se o sinal diferencial das duas células for
registrado, os disturbios serdo entdo cancelados. Esta é a principal vantagem dos calorimetros que
utilizam o principio “twin”, que é de muita importancia nos estudos que duram por longos periodos
como por exemplos processos microbiolégicos.

FIGURA 8: Esquema ilustrativo das camaras calorimétricas; Corte transversal e Vista lateral e frontal.
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Fonte: VASCONCELOS et.al., 2009

Estas termopilhas sdo sensiveis a uma diferenga de um milionésimos de grau Celsius entre a
célula da amostra e o trocador de calor. Esta diferenca de voltagem produzida gera um sinal que é
amplificado e registrado. As constantes de calibragao sdao normalmente determinadas eletricamente, e
a sensibilidade de alguns aparelhos é 107 watts e a estabilidade da linha de base é 1uW/dia. Para
processos no estado estaciondrio a voltagem nos terminais da termopilha (mV) é diretamente
proporcional a taxa de liberagdo de calor no calorimetro, ou seja, a poténcia, W=dq/dt. O calorimetro
atua como um voltimetro registrando a curva de voltagem versos o tempo, que é diretamente
relacionada a cinética do processo estudado (V=k. dg/dt), cuja integracdo leva a Q= k.V.t, sendo entdo a
qguantidade de calor envolvida no processo proporcional a drea sob a curva (BAZZANI, 1992).
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A investigacdo de biopolimeros, a microcalorimétria também tem sido utilizada como um
método conveniente para a caracterizagao do metabolismo celular, pela determinag¢do da soma total de
eventos metabdlicos em uma populag3o de células (NASSBERGER et al., 1986; WADS®, 1988).

Trata-se de uma descoberta particularmente Util no contexto da industria farmacéutica porque
vai ajudar a garantir a fidelidade da determinagdo das citocinas, a agcdo dos antibidticos e vacinas que
produzidas em culturas em grande escala, podem ter sua utilizacdo e avaliacdo direta através da
calorimetria (GUAN et al., 2001).

A utilizacdo do microcalorimetro na avaliacdo do metabolismo celular é de grande relevancia,
uma vez que quantifica a energia produzida pelas células em varios estadios de preservacdo, além de
poder padronizar estadios relevantes pelo processo metabdlico para sua utilizagdo in vitro. Além disso,
o estudo de processos metabdlicos de fendmenos bioquimicos podera ser o inicio para se avaliar como
sdo as interagOes energéticas em uma célula e organismos acometem em ambientes que sofrem algum
tipo de mudanca. Assim, a microcalorietria é a técnica interessante para avaliar a capacidade metabdlica
de macrofagos, pois ela é capaz de detectar uma minima variacdo de energia de sistemas bioldgicos.

3.9 Peroxidacdo lipidica

O estresse oxidativo pode ser induzido como resultado de um decréscimo do sistema
antioxidante da célula ou pelo aumento da producdo de ERO’s como na TFD. Os sistemas antioxidantes
sdo compostos por varios agentes endégenos e outros provenientes da dieta, que interagindo, inativam
as ERO’s provenientes do metabolismo celular. Um dos principais ERO’s é o anion superdxido (O5-),
produzido por organismos aerdbicos e extremamente téxicos para as células. Muito reativo, o O,- é
convertido em peréxido de hidrogénio (H.0,) pela enzima superéxido dismutase (SOD). Tanto as
enzimas catalase, quanto a glutationa peroxidase (GPx), podem converter o H,O, em oxigénio molecular
e agua. Desta forma, o estresse oxidativo pode ser induzido até mesmo pela relativa deficiéncia na
atuacdo da SOD, catalase, e/ou GPX, que constituem as principais enzimas do sistema antioxidante da
célula (FARMAND et al., 2005). Por isso, existe a necessidade de avaliar a peroxidagdo lipidica apds
tratamento via TFD ndo letal em macréfagos.

A peroxidacdo lipidica mediada por radicais livres resulta na deterioragdo de lipideos
poliinsaturados. Portanto um dos alvos mais comuns sdo as membrana biolégicas. Estes alvos bioldgicos,
quando atingidos, levam a produgdo produtos téxicos como endoperéxidos e aldeidos (GROTO et al.,
2009). Dentre estes aldeidos, o malonaldeido (MDA), produzido por diferentes mecanismos (FIGURA 9)
€ um analito presente em meio celular que permite a avaliacdo indireta da peroxidacdo (GROTO et al.,
2009).

FIGURA 9: Via de formag¢do do MDA apés peroxidacao lipidica.
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Fonte: Adaptado de GROTO et al., 2009.

Estudos mostram o MDA pode ser determinado, portanto por uma técnica colorimétrica
utilizando-se o acido tiobarbiturico, formando o complexo de cor MDATBA (FIGURA 10).

FIGURA 10: reagdo entre o MDA e o TBA formando o complexo de cor MDA-TBA.
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Fonte: Adaptado de GROTO et. al, 2009.

3.10 Efeitos adversos da TFD

A TFD nao induz modificagdao no DNA porque induz baixos niveis de p53 e mesmo que a gera¢ao
de ROS possa provocar efeitos genotodxicos eles sdo limitados na regido tratada. Além disso, ha relatos
da literatura que a molécula de porfirina ou moléculas semelhantes, possui propriedades antioxidantes
e antimutagénicos (MORTON et al.,, 2008). Pode desencadear fotofobia e desconforto ocular. As
discromias sdo, geralmente, reversiveis em alguns meses. Bolhas, ulceras ou necrose sdo raras,
sugerindo dose alta de energia com fototoxicidade (ISSA e MANUELA-AZULAY, 2010). A TFD tdpica pode
apresentar efeitos agudos e cronicos (MORTON et al., 2008).

Durante exposic¢do a luz, os pacientes apresentam dor tipo queimacgao, sensagao de ardéncia ou
prurido restrito a drea tratada. O desconforto e a dor tém inicio em minutos apds o inicio da irradiacdo,
refletindo o estimulo nervoso e/ou o dano tecidual pelo oxigénio reativo. A dor, principal efeito
colateral, mantém por algumas horas e diminui com o tempo (ISSA e MANUELA-AZULAY, 2010).

Com relagdo aos fotossensibilizantes sistémicos, a fotossensibilidade cutanea generalizada e o
principal efeito colateral. O ALA pode levar a ndusea e vomito em 7% a 19%, e também a alteragGes
transitorias de enzimas hepaticas. Em adicdo, a reac¢do alérgica aos fotossensibilizantes ou aos veiculos
deve ser considerada (ISSA e MANUELA-AZULAY, 2010).
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No efeito agudo ocorre queimagdo com dor e ardor com a exposi¢do a luz e estimulagdo das
fibras nervosas. Dor é comum durante a exposi¢do a luz na TFD, no entanto no uso tdpico ela é bem
tolerada. A producdo de ERO’s (espécie reativa de O,) causando dano no tecido agravando a hipertermia.
Também pode ter resposta inflamatdria aguda seguida por erosdo e formacdo de crosta (MORTON et
al., 2008), descamacao e prurido de intensidade varidvel em torno de duas a oito semanas. O eritema e
o edema podem ser tratados com corticdide tdpico ou, eventualmente sistémico (ISSA e MANUELA-
AZULAY, 2010). Formacao de eritema e edema pdsirradiacdo pode ser atribuida a uma resposta mediada
pela histamina (FIGURA 11) (MORTON et al., 2008).

Os efeitos crénicos com cicatrizacdo baixos, no entanto pode ocorrer hipopigmentac¢do ou
hiperpigmentacdo pds TFD, isso vai depender da dose de ALA e pode ocorrer 48 — 72 horas e aumentar
durante 2 semanas seguintes (MORTON et al., 2008).

A maior desvantagem da TFD é a falta de controle histopatoldgico. Outra é o custo elevado
quando usado com lasers. Outras desvantagens sao dor local, risco de reacbes locais de
fotossensibilidade, tempo de espera para o produto penetrar na lesdo e tumores exofiticos podem

necessitar de tratamentos repetidos.

FIGURA 11: Eritema e edema no pds-operatdrio imediato de MAL-TFD.

Fonte: ISSA E MANUELA -AZULAY, 2009.

3.11 Vantagens da TFD

. Especificidade no tecido alvo (YAMAMOTO et al. 2006);

. Tratar multiplas lesdes na mesma sessao (SIMPLICIO et al., 2002);

. E bem tolerada pelos pacientes (KAWCZYR-KRUPKA et al., 2011).;

. AplicacBes repetidas ndo resultam em toxicidade cumulativa e ndo é genotdxico (ORTEL
et al., 2009);

. Modalidade usada em varios tumores (ISSA e MANUELA-AZULAY, 2010), também para

outras doencas que apresentam caracteristicas comum de um crescimento anormal de



25

tecido (SIMPLICIO et al., 2002) e doengas infecciosas e terapias odontolégicas (ACKROYD
et al.,2001; PAULINO et al., 2005; KONOPKA E GOSLINSKI, 2007)

Produz bons resultados cosméticos (KENNEDY et al., 1990; MORTON et al., 2008);
Tratamento ambulatorial, ndo invasivo e seletivo (KAWCZYR-KRUPKA et al., 2011);

Pode ser utilizada em pacientes com risco cirurgico elevado (SIMPLICIO et al., 2002) e

combinado com outros tipos de tratamento (ORTEL et al., 2009)
Tratamento localizado (DOUGHERTY et al., 1998);

Satisfacdo do paciente pela rapida cicatrizacdo por ser um procedimento ndo invasivo.
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4 HIPOTESE

A Terapia Fotodinamica aplicada sobre macrofagos de origem peritoneal induz a alteracdes
imunoquimicas, bioquimicas e bioenergéticas.
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5 METODOLOGIA

5.1 Materiais e equipamentos utilizados

Autoclave vertical — CS, Prismatec, Brasil;

Medidor de pH — MPA-210, Tecnopon, Brasil;

Capela de fluxo — Fluxo Laminar Horizaontal, Filterflux, Brasil;

Contador de células automatizado, Automated Cell counter, Invitrogen, Estados Unidos;
Incubadora de CO, — L212, Laboven, Brasil;

Medidor de poténcia (Laser Power Meter) — Field Mate, Coherent, Estados Unidos.
Fotoativador de resina composto — LED, Emitter, 14XOON, Schuster;

Leitora de Elisa, TP — Reader, Thermo Plate, Brasil;

Lavadora de elisa — TP-Washer, Thermo Plate, Brasil;

Sonicador de ponta — DES500, UNIQUE, Brasil;

Todas as solugBes aquosas foram preparadas com agua ultrapura, obtida através do sistema de
osmose reversa, com uma filtragem final em membrana de

0,22 um de diametro. Os reagentes empregados sdo de grau de pureza analitico (PA).

5.2 Drogas e reagentes

Tampao fosfato salino (Phosphate saline buffer) PBS 0 RPMI-1640 (INLAB, Brasil).

Acido aminolevulinico- ALA (Sigma Chem Co., EUA).

LPS (endotoxina de Escherichia coli 0111:B4, (Sigma Chem Co., EUA).

Kit para dosagem de citocina TNF-a de rato, (R&D Systems, Billings, MT, EUA)
Acido fosférico (Sigma Aldrich Quimica Brasil Ltda)

Agua oxigenada (Synth)

Sulfanilamida frasco com 100 gramas (Sigma Aldrich Quimica Brasil Ltda)
Alfa-naftiletilenodiamina (Sigma Aldrich Quimica Brasil Ltda)

Nitrito de sédio (NaNO2) (Sigma Aldrich Quimica Brasil Ltda)

Acido tiobarbiturico (Sigma Aldrich Quimica Brasil Ltda)

Hidroxido de Sédio (Synth)
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. Sulfato ferroso (Synth)
. Soro Albumina Bovina — BSA (Sigma Aldrich Quimica Brasil Ltda)
. Tween 20 (Synth)

5.3 Preparo dos reagentes

5.3.1 Tampao fosfato-salino—PBS

Para um volume final de 2 litros de PBS foram utilizados: 16,015 g de NaCl, 0,4026 g de KCl,
0,4082 g de KH,POy,, 2,2997 g de Na,HPO,, dgua MiliQ g.s.p.
2000 ml. O pH acertado para 7,2 — 7,4. Armazenado a 4°C.

5.3.2 Meio de cultura — RPMI 1640

Para a confeccdo do meio de cultura foram utilizados 10,4 g do conteddo de um envelope do
meio (previamente pronto e estéril, fornecido pelo fabricante - INLAB, Brasil). Este conteudo foi
dissolvido em aproximadamente 800 ml de 4dgua. Em seguida foram adicionados 2,383 gramas de
tampdo HEPES e 1,2 gramas de bicarbonato de sédio (NaHCO3). Apds a completa dissolugdo destes
reagentes o pH foi acertado para 7,6 utilizando-se HCI 6 M. Ao final, o volume foi acertado para 1000 ml
e o meio foi esterilizado por filtracdo em membrana de 0,22 uM (por sistema a vacuo ou em membranas
acopladas a seringas).

5.3.3 Reagentes para Peroxidacao lipidica
Os quatro reagentes foram armazenados em tubos de pldstico nomeados e datados. Todo
procedimento foi realizado com mascaras, luva e dculos de protecao.

O primeiro, sulfato ferroso (FeSO,4) 100 ml a ImM. Solugdo preparada com 0,03 g de FeSO4 e
adicdo de 100 ml de agua.

O segundo, 10 ml de dgua oxigenada (H203) a 0,5 mM, com 50 ml de H,0, e 10 ml de agua.

O terceiro, sulfato ferroso (H3;P0,4) a 7% 10 ml, sendo 9,2 ml de dgua com adi¢cdo de 0,8 ml de
H3PO,.

E solucdo com 4acido Tiobarbiturico. Primeiramente realizado a mistura de 0,02 g Hidréxido de
calcio (NaOH) com 10 ml dgua para conseguir solucdo de NaOH 10 ml 50 mM, depois adicionado 0,1 g
de Acido Tiobarbiturico. Deve-se solubilizar todo o acido Tiobarbitirico no sonicador (poténcia média,
10 minutos) para ndo deixar partes da droga ndo dissolvida. Esta metodologia permite determinar a
peroxidacdo lipidica por método indireto, quantificando o malonaldeido proveniente da
lipoperoxidagao.

5.3.4 Reagentes para Oxido Nitrico

Os reagentes (que doravante serdo denominadas de A e B) para deteccdo de NO sdo feitos a
partir de 20 ml de Acido fosférico (H3PO,4) a 5%. Primeiramente, diluir 1,2 ml de H3PO, a 85% com 18,8
ml de dgua. Com essa solugdo pronta dividir em duas partes de 10 ml para preparar os ingredientes da
solucdo A e B.

A solucdo chamada de A é feita a partir do Naftil, com mistura de 10 ml de H;PO,a5% e 0,01 g
de Naftil. J4 a solucdo B e a base de Sulfanilamida, sendo 10 ml de H;PO4 a 5% e 0,10 g de Sulfanilamida.
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Um detalhe no preparo para a solucdo A e B é sempre transferir o liquido para a massa para evitar errar
na propor¢ao ja que a quantidade dos reagentes sélidos é muito pequena.

5.3.5 Tampado de lavagem (ELISA)
O tampado de lavagem foi constituido agregando-se a solucao de PBS previamente pronta o
detergente Tween 20 (0,1%, v/v).

5.3.6 Tampdo de bloqueio (ELISA)

O tampao de bloqueio foi constituido a partir da mistura do PBS (previamente descrito)
Albumina de soro bovino (BSA) numa concentracdo final de 1% (p/v).

5.4 Esterilizacdo
Os materiais utilizados nos experimentos foram autoclavados a 127°C por 30 minutos (material
pldstico e solugbes), esterilizados por calor seco a 180°C por duas horas (material de vidro).

5.5 Animais

Todo o trabalho experimental ocorreu apds consentimento e aprovacdo do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEAA/UNIUBE), protocolo nimero 004/2011 (ANEXO 1). As experiéncias foram
conduzidas utilizando ratos machos Wistar, pesando 180-200 gramas, que foram mantidos sob
condic¢des controladas de temperatura (24° C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 h) com livre
acesso a racdo e agua.

5.6 Fonte de Luz para aplicacdao da TFD

O fotopolimerizador de resina odontoldgica, utilizado neste trabalho como fonte de luz, emite
uma luz LED (Emitter, 14XOON, Schuster) (figura 8 no tépico 3.1.6.3 - LED) de aproximadamente 450
mW/cm?. A dose de luz aplicada as células foi de 5 joules (420—480 nm), sendo este comprimento de
onda de luz azul emitido coincidente com o espectro de absorgao do corante PplX.

5.7 Determinacdo da viabilidade celular
Para a contagem e viabilidade celular retirou-se 10 pL da amostra para misturar com 10 plL de azul

de Trypan (concentragdo preconizada pelo fabricante). A mistura foi aplicada em uma lamina avaliada
no contador de células (Countess Invitrogen®). Conforme principio de funcionamento do equipamento
considerou-se células vidveis as quais ndo se evidenciou a presenga do corante no citoplasma.
Padronizou-se o aparelho de conforme com disposi¢ao do Quadro 1.

QUADRO 1 - Parametros para countess.

Sensibilidade 5
Tamanho Minimo 10 um
Tamanho Maximo 40 um
Circularidade 80

Fonte: Dados da pesquisa, 2012.
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5.8 Obtencdo, cultura de macréfagos peritoneais e delineamento dos grupos

experimentais

Preparou-se o sobrenadante usando um processo semelhante ao descrito anteriormente por
Zampronio et al.(1994) com algumas modificagdes.

A eutandsia dos animais realizou-se pelo método de deslocamento cervical. Ndo se utilizou
anestesia para evitar possivel modificacdo no lavado peritoneal. Cortou-se a pele do peritonio até
alcancar o musculo (sem que houvesse perfuracdao) e com as maos realizou-se movimento para
aumentar a area abdominal atingida. A assepsia foi alcancada e mantida com alcool 70% (v/v) utilizando
gaze como aplicador. Em seguida, injetou-se (seringas 10 ml) a solucdo de RPMI com Heparina 5000
Ul/ml (100 pl/ 100 ml) e depois massagem no abddmen para poder facilitar o desprendimento dos
macréfagos, em quantidade de 15 movimentos repetitivos. Por fim, realizou-se a coleta removendo
aproximadamente 6 ml diretamente do periténio. Nessa etapa foi realizada a contagem e viabilidade
celular descrito no item 4.7.

As células foram tratadas dentro de uma placa com 24 pogos em que se utilizou 6 pogos (FIGURA
12). Uma placa é resultado da extracdo de 6 mL de RPMIHeparina de cada animal, portanto cada 1 ml
destes 6 ml foram aplicados em 6 diferentes pocos da placa (ESQUEMA 1).

FIGURA 12: Foto da placa de 24 pocos onde foi colocado lavado peritoneal.

Fonte: Dados da pesquisa, 2012.

A distribuicdo das células na placa obedeceu as condigdes experimentais previamente
estabelecidas de forma que a luz utilizada na irradiagao nao interferisse nos pogos adjacentes, como
demonstrado no Esquema 1.

ESQUEMA 1: Disposi¢do das amostras sobre a placa de 24 pogos.

Grupo Poco Condigdo experimental

1 Al Células ndo tratadas

2 A6 Células tratadas somente com LPS
3 B4 Células tratadas apenas com LUZ
4 ca Células tratadas com LUZ e LPS

5 D1 Células tratadas com TFD e LPS

6 D6 Células tratadas somente com TFD




31

8000)-
0000)-
0000

0000
0000
0000

Fonte: Dados da pesquisa, 2012.

As placas foram incubadas a 37°C em atmosfera de 5% CO, por 1 hora e meia. Apds esse intervalo
de incubacdo foi realizada lavagem com PBS (3 x 1 ml) em cada poco a fim de retirar células ndo aderidas.
Em seguida, adicionou-se um novo meio RPM para depois seguir o tratamento com ALA, no item 4.9.

5.9 Tratamento com ALA

Somente nos pocos D1 e D6 foram adicionados 300 pl de ALA (Sigma Chem Co.,EUA) em 10ml
do meio. Em seguida incubacdo por 4 horas, como utilizado por Evans e colaboradores (1990), foi
necessario para que os macrofagos absorvessem o ALA e o convertam em PplX (Protoporfirina IX). Os
macréfagos ndo expostos a ALA serviram como controles.

Antes do término dessa incubacdo foi adicionado LPS (com excec¢do de quando foi realizado
experimento para microcalorimetria).

5.10 LPS (lipopolissacarideos)

ApOds as primeiras 2 horas de incubacdo das células com o ALA, aos pocos A6, C4 e D1 foram
adicionadas 10 pg/ml de LPS (lipopolissacérido coli E.0111:B) e em seguida estas células foram
retornadas a estufa de CO; a fim de se completar as 2 horas remanescentes (totalizando 4 horas de
incubacdo da presenca de ALA e apenas 2 horas na presenca de LPS).

5.11 Terapia Fotodinamica

Com o término das 4 horas as células foram irradiadas com Luz utilizando um fotoativador LED
de resina composta (descrito no item 4.6 - Fonte de Luz para aplicagdo da TFD), por 100 segundos para
cada po¢o, obedecendo a distancia do LED padronizada para o experimento de 10 cm (FIGURA 13). A
poténcia da luz emitida pelo equipamento foi de aproximadamente 50 mW/cm2 e previamente
estabelecida a um comprimento de onda respectivo ao espectro maximo de absor¢do do corante PplX
(+ 400 nm) e medida com um Power Meter (Coherent).

A partir dessa etapa, a analise para Peroxidagao lipidica, produgdo de NO e

Microcalorimetria foi realizada em seguida, sem que houvesse lavagem dos pocos. Ja a andlise para
producdo de TNF-a foi necessario tempo de incubac¢do de 21 horas, assim os pogos foram lavados com
PBS novamente (3 x 1 ml) e em seguida foi adicionado meio de cultura (RPMI).

FIGURA 13: Aplica¢do da Luz nos pogos.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2012

5.12 Separagdo do sobrenadante e pellet
Os pocos foram raspados para desprendimento das células e o conteldo coletado em Eppendorf
previamente identificado para ser:

. Parte levado para a determinagdo da viabilidade celular;

. Parte centrifugado (centrifugado a 3000 RPM por 15 minutos a 4°C com uma

desaceleracdo igual 9) (FIGURA 14):
a. Sobrenadante foi utilizado para determinagao de produgdo de NO e citocina TNF-a.

b. Células utilizadas para determinag¢do da peroxidagdo lipidica (somente nos grupos tratados com

TFD e controle)

FIGURA 14 — Eppendorf sendo disposto na centrifuga.

Fonte: Dados da pesquisa, 2012

5.13 Avaliacdo da producdo de citocinas (em sobrenadante celular)
Vinte e uma horas apés a Luz, TFD, ALA ou LPS os 100 pl de cada pogo de todas as placas foram
centrifugadas.

A quantificacdo de TNF nos sobrenadantes foi feita por ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN),
utilizando anticorpos especificos (purificada e biotinilado) e citocinas padrdo, de acordo com as
instrucdes do fabricante. O sobranadante foi disposto em uma placa de ELISA (FIGURA 15). A densidade
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Optica (OD) foi avaliada em um leitor de microplacas a 450 nm e as concentra¢ées de citocinas calculado
a partir da curva padrao.

FIGURA 15: Sobrenadante sendo transferido para placa de ELISA.

Fonte: Dados da pesquisa, 2012

5.14 Grupo controle

Neste grupo as células foram avaliadas quanto a produgdo de citocinas e os valores obtidos, a fim de
normalizar os resultados, foram considerados como valores referenciais para células ndo submetidas a
nenhum tratamento. Para tanto, este grupo foi submetido a todas as situagdes procedimentais que os
demais grupos, exceto pelas respectivas condi¢cdes a serem testadas. Portanto, ao final do recultivo
foram coletadas 10 pL destas células para que a viabilidade celular fosse avaliada e o sobrenadante
coletado para anilise.

5.15 Ensaios de peroxidacdo lipidica (pellet celular)

A fim de se determinar se a terapia fotodindmica empregada levava as células a peroxidacao,
aos pellets celulares obtidos a partir da centrifugacdo (3000 RPM por 15 minutos) foram adicionados
600 pl de dgua, 100 pl de acido fosférico 7% (H3PO) (v/v) e 100 ul de uma solucgdo de acido Tiobarbiturico
1% (em NaOH 50 mmol/l). A solugdo, no Eppendorf, foi homogenizada utilizando-se o Vortex e em
seguida, aguardou-se 10 minutos. Depois desse intervalo, novamente o Eppendorf foi agitado e em
seguida a solugdo foi aquecida em banho seco (952 C) por 15 minutos. Os valores de absorbancia foram
coletados em 532 nm em espectrofotometro. Os resultados foram expressos em nmol de substancias
reativas com o acido tiobarbiturico (baseados no coeficiente de extingdo molar de 1,52 x 10 5 M-1 cm-
1), correlacionadas com o nimero de células que gerou a amostra.

A fim de se gerar uma reagdo positiva de peroxidagdo lipidica, incluiu-se aos grupos
experimentais um grupo o qual as amostras foram submetidas a reacdo de Fenton. Nele, em relagdo as
amostras celulares, foi descartado o sobrenadante e, no Eppendorf de 2 ml, acrescentado 500 pul de
FeSO, e 500 pl de H,0,. Aguardou-se 10 minutos, para depois dispor o Eppendorf na centrifuga (a 3.000
RTM por 15 minutos a 4°C com uma desaceleragdo igual 9). O sobrenadante foi descartado novamente.
O restante é idéntico ao protocolo de peroxidagdo lipidica, com 600ul de dgua adicionada dentro do
Eppendorf com o pellet, 100 puL H3PO4 (7%) e 100 uL 4cido Tiobarbitlrico. Homogeneizagdo e em seguida
aguardado 10 minutos em temperatura ambiente. Vortex por 10 segundos e banho seco 95°C /15
minutos, depois leitura no espectofotometro em 532 nm.
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5.16 Determinacao dos niveis de NO (sobrenadante celular)

A producgado de éxido nitrico foi determinada através da medida de nitritos no sobrenadante de
culturas de macroéfagos de acordo com descrito por Ding e colaboradores (1988). Assim no Eppendorf
com todo o sobrenadante foram acrescentados 400 pL da solucdo A e 400 uL da solugdo B,
homogeinizou-se e aguardou 10 minutos. Em seguida, as amostras foram lidas no espectofotometro em
550 nm.

5.17 Microcalorimetria

Para a andlise de Microcalorimetria as células ndo foram tratadas em pocos e, sim em placas de
Petri. Depois esse volume foi dividido em 2 placas contendo 3mL cada uma. Isso porque para essa analise
foi necessario maior volume.

Assim, as amostras de células obtidas de cada grupo experimental foram avaliadas quanto as
rotas metabodlicas, utilizando Dextrose e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (G3P) e inibidores
da via glicolitica (Antimicina A e Malonato) (SIROVER, 1997; ROCHA, 2004). O microcalorimetro de
condugdo possui duas camaras calorimétricas, uma de referéncia e outra para a amostra (FIGURA 16).
Em cada uma das camaras foi adicionado um “pool” de células e nos compartimentos os substratos e
inibidores de vias metabdlicas (G3P, Antimicina A e Malonato).

FIGURA 16: Apresentacdo esquematica das cadmaras. a) Corte transversal com as duas camaras (a)
camara de amostra (r) cdmara referencia,b) Corte lateral da camara calorimétrica.

a) b)

Smaller chamber

Larger chamber

Seebeck thermopiles

Fonte: VASCONCELOS et.al., 2009.

Para o experimento utilizou-se um registrador eletronico com base em um computador do tipo
PC-XT, dotado de placa especial OMEGA_WB_AAI_B8 de alta resolucdo (0,8 uv) que permitiu a leitura
de voltagens nas diversas faixas, cobrindo intervalos de tempo que podem ser estabelecidos de
milisegundos a horas.

A calibragem do microcalorimetro foi realizada em duplicata, utilizando a reagdo de
neutralizagdo de um acido com uma base, no caso o 4cido cloridrico e o TRIS
(hidroximetilhidroximetano). E um passo importante porque o microcalorimetro reproduz valores
muito sensiveis a alteragdes pequenas que devem foram descartadas na calibragem. Assim, foram
preparadas solucdes de HCl nas seguintes concentragdes: 12 ensaio: 0,001 M, 0,002 M, 0,004 M e 0,010
M e 22 ensaio: 0,5 mM, 1 mM, 2 mM e 4 mM. (ESQUEMA 2).

ESQUEMA 2: Realiza¢do do ensaio microcalorimétrico.

Referéncia Amostra

0,5ml 0,5ml

0,8mL 0,8ml
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Fonte: Dados da pesquisa, 2012.

Em seguida, os ensaios calorimétricos foram realizados utilizando 12 placas contendo células
sem tratamento (controle) e 12 placas contendo células tratadas com TFD. Antes de submeter as células
a microcalorimetria, as células foram contadas em contador automadtico de células Countess
Invitrogen®. Os resultados foram obtidos comparando os grupos experimentais entre si de forma a se
obter o efeito da diferengca metabdlica entre os tratamentos através da energia liberada pelos
macrofagos. As células tratadas, ou ndo, sob diferentes condi¢ées foram realizados conforme segue
abaixo no Quadro 2:

QUADRO 2: Descricao dos grupos e parametros analisados nos testes de microcalorimetria de conducao

Ensaio | Camarade Cémara da Amostra

Referéncia
1¢ PBS + Glicose 6 mM Células + glicose 6 mM
29 PBS + Glicose 6 mM Células
3¢ PBS + Glicose 6 mM Células Tratadas com TFD + glicose 6 mM
40 PBS + Glicose 6 mM Células Tratadas com TFD + glicose 6 mM
5¢ Células + glicose 6mM Células Tratadas com TFD + glicose 6 mM + Malonato 23 mM
69 Células + glicose 6mM Células Tratadas com TFD + glicose 6 mM + Malonato 23 mM
7° Células + glicose 6mM Células Tratadas com TFD + glicose 6mM + Antimicina 0,3 mM
8¢ Células + glicose 6mM Células Tratadas com TFD + glicose 6mM + Antimicina 0,3 mM
99 Células Células tratadas com TFD + glicose 6 mM
102 PBS Células + Glicose 6 mM
11° PBS Células Tratadas com TFD + Glicose 6 mM

Fonte: dados da pesquisa, 2012.

5.18 Analise estatistica

Os niveis de citocinas (expressos em pg/ml) foram avaliados por anélise de varidncia (ANOVA
One-Way), seguido por teste de Newman-Keuls. Estes dados foram analisados com a utilizagdo do
programa estatistico Prism 3.0 (Graph-Pad, San Diego, CA, USA). O nivel de significincia considerado foi
de 5% (p<0.05).

Os demais valores apresentados sdo provenientes de triplicatas, expressos em valores médios
acompanhados do desvio padrao.

5.19 Descarte das células
As células, meios de cultivo e outros materiais contaminados ou ndo utilizados nos experimentos
foram autoclavados a 121°C durante 20 minutos e posteriormente descartados.
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6 RESULTADOS

i) Determinacdo da fluéncia de luz e da dose da pré-drogar
A determinacdo da dose de pré-droga (ALA) na concentracdo de 150 pg/mL e a fluéncia de luz em 5
joules/cm? estabeleceu-se por manter a viabilidade celular em valores préximos aos grupos de células
n3o tratados e/ou submetidos a tratamentos.

i) Determinacdo da viabilidade celular dos grupos experimentais
A viabilidade celular média encontrada para cada grupo experimental, separadamente, apresentou
valores percentuais que, apds analisados de maneira comparativa com os demais grupos, renderam
valores estatisticamente iguais (p<0,05). Assim, decidiu-se por calcular a média da viabilidade celular de
todos estes grupos, encontrando um valor de 79,7 % (TABELA 1).

TABELA 1: Viabilidade celular dos grupos experimentais apds respectivos tratamentos.

Poco Descricao Viabilidade celular (%)*
Al Controle 81,8+8,4

A6 Controle + LPS 78,0+£5,5

B4 Luz 77,2+8,3

Cc4 Luz + LPS 77,4 £16,3

D1 TFD + LPS 78,0+17,5

D6 TFD 85,8+9,12

Valor médio 79,7 +11,15

Fonte: Dados da pesquisa, 2012.

*Valores provenientes da média de trés experimentos distintos realizados em triplicata (p<0,05).

iii) Determinacédo da liberacdo de TNF-a por macréfagos peritoneais estimulados

pelo LPS, pela TFD e pelo LPS associado a TFD.

No grafico 1 estdo dispostos dentro de cada coluna os valores, em pg/mL, de TNF-a. Acima de cada
coluna estdo descritos os valores de p quando comparados os diferentes grupos experimentais com o
grupo controle. Os valores desta citocina no grupo onde as células foram tratadas apenas com LPS
aumentaram significativamente (p=0,029) em relacdo ao grupo Controle.

Em relagdo ao grupo tratado somente com Luz percebe-se que nao ha diferenca significativa (p=0,0775)
para com o grupo controle, indicando, portanto que, apesar de baixos os valores da citocina expressa
neste grupo, somente a luz pudesse ter minimamente alterado a produgao desta citocina.

Ja para o grupo tratado exclusivamente com TFD, percebe-se que houve um decaimento significativo
dos valores desta citocina (p=0,0085) comparando com o Controle. Vale ressaltar que para este grupo
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(TFD) a citocina sequer foi detectada no sobrenadante celular, sugerindo uma alta supressdo de sua
sintese (abaixo dos niveis de deteccdo do kit empregado).

Ao comparar-se o grupo Controle com o Grupo LUZ+LPS e com o Grupo TFD+LPS percebe-se que, apesar
do LPS presente nestes grupos experimentais estimular a producdo desta citocina (vide grupo LPS), ha
um significativo decaimento na produgdo da mesma devido aos fatores LUZ+LPS e TFD+LPS (p=0,043 e
0,0273), respectivamente.

Os testes da toxicidade ‘per se” da droga (ALA) ndo foram realizados neste presente projeto
haja visto que resultados anteriores (dados ndo mostrados) indicaram que o ALA ndo altera as
propriedades imunoquimicas ou bioenergéticas dos macréfagos.

GRAFICO 1: Andlise comparativa entre concentracio de TNF-o produzida pelos grupos

experimentais frente ao grupo controle.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2012.

Iv) Investigagdo da producéo de 6xido nitrico por macréfagos tratados por TFD.

Nas condi¢des experimentais empregadas, com o uso do reagente de
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Griess, nao foram detectados nitritos ou nitratos em sobrenadante celular, indicando que nestas
condi¢bes ndo houve a producdo de espécies reativas de nitrogénio detectaveis em nenhum dos grupos
experimentais analisados.

v) Determinagdo gquantitativa dos niveis de peroxidacgéo lipidica causada pela TFD

em macréfagos peritoneais.

A peroxidacao lipidica detectada através da técnica do acido tiobarbiturico, apesar de pouco sensivel,
mostrou que os niveis de peroxidacdo induzidos pela reacdo de FENTON foram significativamente
expressivos (p<0,05) quando comparados com os grupos experimentais (Células tratadas com ALA).
Entretanto, em um experimento paralelo percebemos que para as células tratadas com terapia
fotodinamica mediada por ALA ndo houve (ndo detectado) peroxidagdo lipidica.

vi) Investigacdo do metabolismo energético através da microcalorimetria de
conducdo.

CALIBRAGAO DO EQUIPAMENTO

A calibragem do calorimetro foi realizada seguindo tabela 2.

TABELA 2: Resultado dos ensaios calorimétricos referentes a calibracao

Concentracdo HCL Variacéo de Energia
0,5mM 376.932,1 W

1mM 645.829,0 W

2mM 1.330.205,9 W
4 mM 2.104.557,8 W

Os valores apresentados sdo referentes as medias das calibragdes.

Os valores da Tabela 2 estdo dispostos no Grafico 2. Nesta plotagem a regressao linear apresentou
um R=0,9906 e um valor de p=0,00109, dando confiabilidade a técnica empregada.

GRAFICO 2: Dados da calibragdo do microcalorimetro de conducio.
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ENSAIOS BIOLOGICOS DE MICROCALORIMETRIA DE CONDUCAO

Tendo em vista que o equipamento passou a reproduzir resultados com significancia satisfatoria
(p=0,00109, vide Grafico 2), a préxima etapa experimental foi analisar as altera¢ées microcalorimétricas
das amostras bioldgicas.

Para tal, em observancia aos resultados anteriores que se mostraram infrutiferos (dados
apresentados), decidiu-se que para os ensaios 1,2,3 e 4 (mostrados na Tabela 3) as células fossem
colocadas apenas na camara de amostra, e na camara de referéncia foram colocados apenas os
reagentes.

TABELA 3: Ensaio termodindmico com macréfagos.

Ensaio realizado com 1,6x10%cel/mL

Ensaio Condicéo das células Variagdo de energia
1 Glicose 6 mM 24.837,0 W
2 Sem glicose 12.863,4 W
3 TFD + glicose 6 mM 9.942,9 W
4 TFD + glicose 6 mM 9.494,2

Fonte: Dados da pesquisa, 2012.
Descrigdo: Os resultados médios expressos sdo provenientes de triplicatas. Entre todos os ensaios a houve
diferenca estatistica (p<0,001).

Os valores obtidos (dispostos na Tabela 3) estdo dentro do esperado, pois as células que
receberam tratamento com a terapia fotodinamica apresentaram menores valores de energia liberada
que as células que ndo receberam tratamento, mostrando-se cerca de 60% menor quando comparado
as células tratadas com glicose (metabolismo da glicose + metabolismo endédgeno) e cerca de 25% menor
que as células avaliadas somente quanto ao metabolismo enddégeno.

Nos ensaios 5,6,7 e 8 (TABELA 4) foram colocadas células nas 2 cdmaras (amostra e referéncia)
para que fosse possivel realizar um experimento de resposta direta confrontando as células do grupo
controle (sem tratamento) com as células tratadas com TFD.

TABELA 4: Ensaio termodinamico com macrdfagos para o segundo protocolo.

Ensaio Cémara de| Camara da Amostra Relagdo de células| Variacdo
Referéncia Entre as camaras (R/A) | de
Energia
(1)
5 Células + glicose Células Tratadas com TFD + glicose | R 127.552 1,01 1.922,7
6mM 6 mM + Malonato 23
mM
A 126.000
6 Células + glicose Células Tratadas com TFD + glicose | R 192.000 0,78 518
6mM 6 mM + Malonato 23
mM
A 244.900
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7 Células + glicose Células Tratadas com TFD + glicose 262.400 0,86 -344
6mM 6mM + Antimicina 0,3
mM
303.400
8 Células + glicose Células Tratadas com TFD + glicose 1.170.000 1,11 814
6mM 6mM + Antimicina 0,3
mM
1.045.000
9 Células + glicose Células tratadas com TFD + glicose 151.300 0,86 2.300,7
6mM 6 mM
174.000
10 PBS Células + Glicose 6 mM 3.818,5
11 PBS Células Tratadas com TFD + Glicose 1.808,4

6 mM

Fonte: Dados da Pesquisa, 2012

Os resultados na analise estatistica foi realizada entre a média dos resultados com diferenca estatistica entre os

tratamentos p<0,001.

A fim de complementar os resultados, foram também associados os inibidores malonato de

sodio (inibidor da via glicolitica) e antimicina A (inibidor de cadeia respiratdria). Nota-se que a producdo
média de energia nos grupos 5 e 6 (média = 1220,35 pJ) é inferior (aproximadamente 50% menor) a
energia obtida no ensaio 9, onde ha uma variagao de energia relacionada ao grupo de células controle
versus as células tratadas com TFD (2300,7 W).

menor (1808,4 W), que os ensaios onde ndo se faz uso da TFD (Ensaio 10).

Ja para as células tratadas com Antimicina apds a TFD (ensaios 7 e 8) o valor médio da variagdo
de energia (235,0 W) é somente 10% da variagao de energia resultante do ensaio 9.

Além disso, percebe-se ao se fazer uso da TFD (ensaio 11) a variagdo de energia das células sera
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7 DISCUSSAO

Zampronio e colaboradores (1994) em seus experimentos aplicavam tioglicolato a 3% (p/v) no
peritonio de ratos Wistars com o mesmo perfil de peso e idade e obtiveram o mesmo rendimento
extrativo de macroéfagos que os animais utilizados neste presente trabalho. Ja Evans e colaboradores
(1990) relataram que o uso de tioglicolato ndo foi usado somente para aumentar numero de macréfagos
coletados do periténio dos camundongos usados no experimento, mas também por sua habilidade na
producao de TNF em resposta a estimulos a LPS. Nesse trabalho, constatou-se que a contagem de células
obtidas com o uso, ou ndo, do tioglicolato era consideravelmente a mesma.

A viabilidade celular foi analisada logo apds coleta do lavado peritoneal, apds TFD, apds o emprego da
Luz ou ndo (controle) e por fim antes da microcalorimetria. Essa andlise ocorreu por conta da
necessidade de, se manter e, perceber se haviam células viaveis e em numero suficiente para futura
andlise da produc¢do de TNF, NO e microcalorimetria de condugdo. Assim, se a viabilidade ou o nimero
de células presentes sofresse algum decaimento da ordem exponencial de uma ou duas casas, haveria
também um comprometimento dos resultados a serem coletados. Artigos cientificos usando TFD se
baseiam na viabilidade celular, tanto para comparar reacdo celular com diferentes exposices a
intensidade de luz e concentragdes de FS, quanto para verificar suas rea¢Oes frente a produgdo de
compostos (por exemplo: citocinas) e até que ponto a célula se manteve ativa durante todo processo
diferenciado de intensidade e tempo de exposi¢cdo a luz EVANS et al. 1990; KAWCZYK-KRUPKA et al.,
2011). Kawczyk-Krupka e colaboradores (2011) apresentaram resultados de viabilidade celular, medida
através do teste de MTT confirmado pelo vazamento LDH (lactato desidrogenase) liberado a partir de
células mortas, avaliados com fluencia entre 5, 10 e 30 J/cm?2. Com 30

J/cm? os niveis de LDH eram mais elevadas, senso que a sobrevivéncia celular apds TFD decresceu
gradualmente com doses crescentes de luz.

No experimento, para que as mesmas condig¢des de viabilidade celular fossem mantidas, ficou
determinado que a fluéncia de luz de 5 Joules foi suficiente para provocar uma alteracdo celular e ao
mesmo tempo ndo causar fotodano irrepardvel aos macroéfagos. Segundo Kawczyk-Krupka e
colaboradores (2011) em experimento in Vvitro para avaliar a ativagdo de macréfagos murino (J-774A.1)
durante a TFD-ALA irradiado com uma fonte de luz VIS (fonte de ions versatil) (400750 nm) com 5, 10 e
30J/cm?, em 5 e 10 J/cm? a viabilidade celular era comparavel com o grupo de controle.

Ja na escolha da concentracdo da pré-droga em uma sequéncia experimental que apresentou
menor toxicidade para a célula, junto com a fluéncia escolhida, foi a de 150 uM. Em contrapartida,
Kawczyk-Krupka e colaboradores (2011) utilizando 5 e 10 J/cm? apds analise com diferentes
concentragdes de ALA (125, 250, 500, e 1000 uM) relataram que maior atividade secretora celular foi
encontrada em 500 YUM.

Assim, os valores determinados neste trabalho tanto para a dose da prddroga ALA (150 pg/mL)
quanto para a fluéncia de luz aplicada (5 Joules/cm?) foram suficientes para levar a alteracbes da
expressdo da citocina avaliada, assim como nas alteracGes bioenergéticas (detectadas através da
microcalorimetria). Em contrapartida esta dose de droga e fluéncia de luz ndo foram suficientes para
provocar nenhum dano fotoxidativo perceptivel (especificamente quando se trata de peroxidacdo
lipidica) ou quanto a produgdo de espécies reativas de nitrogénio. Assim, entende-se que doses ou
fluéncia maiores poderiam talvez levar a danos peroxidativos evidentes e/ou formacdo de espécies
reativas de nitrogénio detectdveis. Sabe-se também que acaso tivéssemos adotado um padrdo mais
agressivo ao aplicar a TFD (maior dose e fluéncia) poderia também ter levado a uma toxicidade celular
gue incorreria na morte dos macrofagos, inviabilizando as avaliagées de metabolismo energético (pela
microcalorimetria) e também a producdo da citocina avaliada.
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Desta forma decidiu-se apds alguns experimentos prévios e apds ter sido constatado na
literatura trabalho semelhante (KAWCZYK-KRUPKA, 2011) que veio corroborar com a hipdtese aqui
proposta de se executar todos os experimentos que envolvessem TFD, somente Luz ou somente a droga,
com as doses e fluéncia previamente acima descritos.

A ndo producdo de NO (nos experimentos realizados neste projeto) contradiz Yamamoto e
colaboradores (2006) e Maranho e colaboradores (2009). Yamamoto e colaboradores (2006) relatam
gue assim como para as citocinas existe também o estimulo para a geracdo de NO, que além de ser
induzido por varias condi¢des de estresse também é com TFD. Maranho e colaboradores (2009) relatam
qgue na TFD com uso de drogas especificas ou doadores de NO também pode produzir ERN’s, e ainda
gue com o aumento da producdo dessas espécies reativas os resultados de morte celular na TFD podem
melhorar. No entanto, para o presente trabalho nao se pretendia induzir a morte celular o que, portanto,
pode ser explicagdo para ndo encontrar producdo de NO e que esse dado assim, nesse experimento, é
muito satisfatorio.

Diferentemente, Kawczyk-Krupka e colaboradores (2011) detectaram a presenca de NO no
sobrenadante celular. Assim, apds uma analise comparativa entre o trabalho desses autores com o
presente trabalho, percebe-se que o meio de cultivo ndo é o mesmo, ou seja, o grupo de Kawczyk-Krupka
utilizaram o DMEM suplementado com soro bovino fetal e neste trabalho utilizou-se apenas o RPMIL.
Estes meios e suplementos podem ter facilitado a producdo de espécies reativas de NO haja visto que
na constituicdo dos mesmos existem substratos capazes de permitir a formacdo de espécies de NO,
diferentemente do meio RPMI, que apesar de possuir substratos coincidentes, pode nao ter sido
suficiente.

Assim, é sabido que a TFD é capaz de estimular a formacao de diferentes espécies reativas de oxigénio
e/ou nitrogénio. Entretanto, nas condicdes experimentais estabelecidas, ndo foi detectada a producéo
de espécies de nitrogénio. Entendemos que a producdo de espécies de nitrogénio podem sim ocorrer
em algumas situagoes:

0 Numa condi¢do atmosférica mais saturada de nitrogénio; O Na
presenca de doadores especificos de nitrogénio.

Durante todo o curso experimental, as condigdes atmostéficas e quimicas do meio de cultivo utilizado
ndo se assemelham as condi¢cdes celulares in vivo. Além disso, sabe-se que o ALA é convertido em
Protoporfirina IX dentro da mitocondria (SIMPLICIO et. al., 2001) e sua solubilidade em agua é baixa,
permitindo assim a inferéncia de que sua presenca fora dos macréfagos é prejudicada.

Destaca-se que a rea¢do de Griess é padrdao para a detec¢do deste tipo de analito e que se pode,
portanto estabelecer dois caminhos que levem a explicagdo de ndo ter sido detectado ERN’s nos meio
bioldgico (a baixa concentragdo de nitritos e nitratos ou realmente a ndo producdo destas espécies).

Segundo Paulino (2011) “as diferengas na natureza e intensidade da reacdo inflamatdria entre
os tecidos normais e cancerosos ainda sdo desconhecidos. Além disso, a influéncia de TFD sobre a
angiogénese e invasdao de células tumorais e de crescimento do tumor requer mais investigacao.
Portanto, a elucidagdo da participacdo da resposta imune em TDF é essencial para reconhecer os
mecanismos de a¢do TFD”.

Um dos principais componentes da membrana exterior de bactérias gramnegativas, e por ser
uma endotoxina provoca resposta por parte de sistema imunitario de animais. Segundo Adams e
Hamilton (1984) os macréfagos estimulados com LPS s3o capazes de produzir citocinas, in vitro e in
Vivo. Essa afirmacdo foi comprovada nos resultados deste presente trabalho. O LPS estimula a producgéo
de TNF-a (57,79 pg/mL), sendo o mais expressivo de todos e significativamente maior que o grupo
controle (p=0,029). Mantendo o uso do LPS e aplicando Luz a concentragdo da citocina caiu para 41,09
pg/mL, sugerindo portanto que a luz sozinha possa interferir de alguma forma na sinalizagdo ou sintese
que levam a producdo de TNF-a. Vale, portanto lembrar que Evans e colaboradores (1990) obtiveram
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resultados que divergem dos valores aqui apresentados, sendo que as condi¢cbes experimentais de
ambos os trabalhos sdo semelhantes.

Ainda comparando nossos resultados aos apresentados por Evans e

colaboradores (1990), os valores aqui obtidos para os grupos experimentais tratados com LPS+Luz e
LPS+TFD demonstram claramente a a¢do tanto da luz quanto da TFD sobre a diminuicdo da sinalizagao
e/ou sintese que levam a expressdo desta citocina, valores estes que também divergem do apresentado
em 1999 pelo citado grupo de pesquisadores (EVANS et. al., 1990). Mais interessantemente, quando se
avalia apenas a produc¢do de TNF-a no grupo experimental tratado somente com TFD ha um completo
cessamento da producdo desta citocina.

Os experimentos cujos resultados divergem dos resultados aqui apresentados, possam ter
ocorrido sem um controle continuo da temperatura do meio reacional, possibilitando, portanto que um
dano termal tenha levado a uma exacerbacdo do dano celular (in vitro), induzindo assim a um aumento
da citocina estudada. Para confirmar esta hipdtese, portanto, seria necessario conduzir um experimento
em que um grupo experimental fosse tratado novamente com TFD e outro fosse submetido a um leve
dano termal.

Interessantemente, sabe-se que a partir de diferentes estimulos, os macréfagos ativados podem
apresentar alteragdes morfoldgicas, bioquimicas e funcionais importantes na regulacdo do processo
inflamatério e imunolégico. E o entendimento de todos os fatores que envolvem este processo é um
desafio que carece de ser elucidado.

Quanto a microcalorimetria, em relacdo aos valores obtidos na calibracdo, estes estdo dentro
do esperado, pois na medida em que se utiliza uma concentracdo maior de HCl ocorre maior liberagdo
de energia pela reagdo de hidrdlise e o equipamento possui sensibilidade suficiente para detectar as
diferencas de energia de hidrélise liberadas entre a cdmara de referéncia e a cdmara de amostra. Nos
ensaios calorimétricos, os valores obtidos também estdo dentro do esperado ja que as células tratadas
com TFD tiveram liberagdo de energia menor em comparagdo com as células do grupo controle
comprovando que a TFD altera o metabolismo bioenergético dos macréfagos.

Esse valor reduzido de liberagdo de energia (calor), possivelmente se deve ao fato de que nesse
ensaio foi avaliado apenas o metabolismo enddgeno da célula, pois ndo foi injetado na cdmara nenhum
substrato (glicose) como nos demais ensaios, ou seja, estas células ndo tinham fonte exdgena para obter
energia consequentemente houve uma menor atividade metabdlica pela célula.

Para as células em que foi avaliado o metabolismo enddgeno, estas tiveram uma liberagdo de
energia menor em relacdo as células que receberam glicose, sugerindo que os macréfagos necessitam
de fontes exégenas de energia para o seu metabolismo.

Os valores obtidos (dispostos na Tabela 3) estdo dentro do esperado, pois as células que
receberam tratamento com a terapia fotodindmica apresentaram menores valores de energia liberada
que as células que nao receberam tratamento, mostrando-se cerca de 60% menor quando comparado
as células tratadas com glicose (metabolismo da glicose + metabolismo enddgeno) e cerca de 25% menor
que as células avaliadas somente quanto ao metabolismo enddégeno.

A producdo de energia notada nos grupos 5 e 6 é menor que a energia produzida pelo ensaio 9
haja visto que entre estes ha uma fator interferente, a presenca do inibidor da via glicolitica (malonato).
Assim, entende-se que houve inibicdo desta via metabdlica pelo malonato, mas aparentemente a TFD
ndo interferiu de forma especifica e/ou intensa sobre nesta via pois os resultados indicam que apesar
da TFD diminuir a producdo de energia (vide ensaio 9), nota-se também que apds a administracao de
malonato ao meio reacional (ensaio 5 ou 6) hd uma redug¢do maior ainda na producdo de energia.
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Assim entende-se que a TFD possa sim ter interferido na via glicolitica dos macrofagos. Mas é
importante salientar que se houve realmente alguma interferéncia, esta foi muito pequena.

Quanto aos resultados energéticos relacionados aos ensaios 7 e 8, estes, por acao inibitéria da
Antimicina (inibidor da cadeia respiratoéria), apresentaram valores de energia produzidos menores ainda
que aqueles onde o inibidor foi o malonato (via glicolitica). Logicamente pode-se utilizar do mesmo
raciocinio para afirmarmos que a TFD pode ter interferido nesta via (cadeia respiratéria), mas, se houve,
foi muito pequena também.

Comparando os resultados de producdo de energia dos ensaios tratados com inibidores da via
glicolitica e inibidor da cadeia respiratdria, os mesmos vém reforcar o que ja era esperado. A via
glicolitica é capaz de produzir normalmente muito menos energia do que a cadeia respiratoria
(LEHNINGER, 1965), o que consequentemente leva ao entendimento de que células com via glicolitica
inibida produzem mais energia do que células com cadeia respiratéria inibida.

No ensaio 9 foram utilizadas células nas duas cdmaras como nos anteriores, ja nos ensaios 10 e
11 foram utilizadas células apenas na camara de amostra utilizando apenas glicose como substrato para
qgue pudessem ser comparados os valores obtidos, tabela 5.
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8 CONCLUSAO

Baseado nos objetivos propostos, a metodologia descrita levou a obtencao de alguns resultados
qgue permitem concluir que a hipdtese estava correta.
Especificamente pode-se concluir que:

i) Apesar de terem sido realizados alguns experimentos, a literatura auxiliou na
determinacdo de uma fluéncia de luz e concentracdo da pré-droga (ALA) que
permitissem a posterior avaliagdo microcalorimétrica e da producao de TNF-a

sintetizados por macréfagos;

i) Foi possivel investigar a producdo de TNF-a por macréfagos

peritoneais e estes resultados contradizem dados da literatura cientifica;

iii) N3o foi detectada a producdo de espécies reativas de éxido nitrico (pela metodologia
da Técnica de Griess), possivelmente devido a baixa concentracdo de células ou pelas
condicdes da constituicdo quimica do meio de cultivo que pode ndo possuir precursores

de espécies reativas de nitrogénio;

iv) A peroxidacdo lipidica também ndo foi detectada, possivelmente devido a baixa

intensidade da TFD aplicada (dose de pré-droga e fluéncia da luz);

V) Através da técnica da microcalorimetria de conducao foi possivel determinar a producado
energética dos macréfagos apds TFD, tratados ou ndo com inibidores especificos da via
glicolitica e cadeia respiratéria. Percebe-se, portanto que a TFD interfere no
metabolismo energético destas células, e portanto, ha a hipdtese de que se houver
morte celular (macréfagos) via TFD mediada por ALA, esta morte se deve a danos em

enzimas e / ou organelas responsaveis por estas vias.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Analisando-se cronologicamente os trabalhos envolvendo terapia fotodindmica, publicadas nas
ultimas décadas, percebe-se uma tendéncia nos mesmos de buscar um maior entendimento das razdes
cientificas que expliqguem melhor (bioquimica e fisiologicamente) o que acontece com células, tecidos e
Oprgdos expostos a esta modalidade terapéutica.

Assim, entende-se que de agora em diante, os resultados ja obtidos e expostos a comunidade
cientifica serdo esmiucados e detalhados frente as novas técnicas de analise que surgem a cada dia,
inclua-se aqui a analise realizada via biologia molecular, microcalorimetria e genémica.
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Os resultados apresentados neste trabalho sdo ainda minimos quando confrontados com a
enormidade de perguntas ainda ndo respondidas. O que acontece bioquimicamente, geneticamente e
fisiologicamente sdo as novas frentes de pesquisa a fim de elucidar os pontos escuros deste universo de
conhecimentos.

Assim, especificamente tratando do que aqui fora apresentado, podem-se inferir sugestdes e
protocolos experimentais que envolvam uma maior elucidacdo dos aspectos imunoquimicos (analise de
mais algumas outras citocinas), bioquimicos e genémicos (analisando com maior profundidade o que
acontece a nivel molecular o DNA, RNA assim como a protedmica).
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