69?2 Reunido Anual da SBPC - 16 a 22 de julho de 2017 - UFMG - Belo Horizonte/MG

4.03.99 - Farmacia

ESTUDO DO POTENCIAL DE INDUCAO DE MORTE CELULAR IMUNOGENICA DA
TERAPIA FOTODINAMICA MEDIADA POR NANOEMULSAO DE ALUMINIO-
FTALOCIANINA EM CELULAS MURINAS DE CANCER DE MAMA (4T1)

Victor Carlos Mello da Silva?, Luis Alexandre Muehlmann 2

1. Graduando, Faculdade de Ceilandia, Universidade de Brasilia

2. Professor Adjunto, Faculdade de Ceilandia, Universidade de Brasilia

Resumo:

Células cancerosas tratadas com terapia
fotodindmica (TFD) podem liberar padrdes
moleculares associados a dano (DAMPs), e
sofrer morte celular imunogénica. Este tipo de
morte celular pode levar a ativag@o do sistema
imunitario. Assim, o objetivo deste trabalho é
verificar, se a TFD com nanoemulsdo
contendo ftalocianina (Ne-AlFtCl) induz morte
celular imunogénica em células 4T1. Foi
analisada a presenca de DAMPs em células
4T1 tratadas com TFD com nanoemulséo de
AIFtCl. E também foi observado o estresse
oxidativo causado por ela. Houve aumento
significativo da liberagdo de HMGBL1 e IL1 beta
em células cancerosas tratadas com TFD
guando comparadas as nao tratadas. Também
foi possivel observar, em células tratadas, a
producdo de espécies reativas de oxigénio. A
presenca de estresse oxidativo e producdo de
espécies reativas de oxigénio, juntamente com
a liberacdo de DAMPs, séo indicativos de que
o tratamento da TFD mediada pela Ne-AlFtClI
pode promover morte celular imunogénica.
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Introducdo:

O céancer é uma das principais causas de
morte em todo o mundo. Nos dados de
mortalidade da Organizacdo Mundial da Saude
em 2015, hd uma estimativa de 84 milhdes de
mortes por cancer nos ultimos 10 anos. (Travis
et al.,, 2015) Ele se desenvolve em um
processo de vérias etapas, através das quais
um evento iniciador conduz a proliferacdo
celular desenfreada. Ao formar pequenas
massas tumorais, o tecido saudavel
circundante é incapaz de competir com as
células cancerosas para um fornecimento

adequado de nutrientes do sistema sanguineo,
podendo levar a apoptose e necrose das
células normais, seguido por disfuncdo de
6rgaos e ocasionalmente a morte (Chen et al.,
2015)

A combinacdo da remocdo cirargica com
quimioterapia, ou radioterapia é a estratégia
comumente indicada para a maioria dos
canceres. Entretanto, a taxa de morbidade e
mortalidade associada a essas terapias é
bastante significante. O que é explicada pela
sua atuacdo em células normais, além das
tumorais. O aumento da eficacia do tratamento
esta associada a capacidade de atingir
seletivamente o tecido tumoral. (Steichen et
al., 2013) A terapia fotodinamica (TFD) tem se
apresentado como uma alternativa segura e
eficaz ao tratamento de diversos tipos de
cancer. A sua eficacia decorre da inducéo
direta de morte das células neoplasicas, da
destruicdo da microvasculatura tumoral e do
reforco da imunidade antitumoral. (Garg &
Agostinis, 2014)

A terapia fotodindmica (TFD) pode induzir
morte celular imunogénica (MCI), evento que
pode ser usado para ativar o sistema
imunitario contra antigenos tumorais, levando
eventualmente a eliminagdo tanto do tumor
primério tratado com a TFD quanto de focos
metastaticos (Garg & Agostinis, 2014). A MCI
€ caracterizada pela ocorréncia de apoptose
seguida da exposicdo e/ou liberacdo, de
padrées moleculares associados a dano
(DAMP), como calreticulina, HMGB1 e
proteinas de choque térmico (Verfaillie et al.,
2012; Kepp et al., 2009)

Assim, 0 objetivo deste trabalho é verificar, in
vitro, se a TFD com nanoemulsdo de AIFtCI
induz morte celular imunogénica em células
4T1, analisando pelo método de ELISA a
presenca de DAMPs em células 4T1 tratadas.
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Além de observar a inducdo de estresse
oxidativo, por microscopia de fluorescéncia.

Metodologia:

Inicialmente foram plaqueadas células 4T1 em
placas de 96 pocos na concentragdo de 1000
células por poco. As células plagueadas foram
submetidas ao tratamento com nanoemulséo
de aluminio-ftalocianina (NE-AIFtCI). No
tratamento, as células foram expostas a NE-
AIFtCI em seis diferentes tempos de
exposicdo, em suas respectivas CC50%,
concentragdes encontradas em testes de
viabilidade celular (MTT). As placas foram
irradiadas durante 15 minutos na fluéncia de
25,88 jlcmz,

Analise do Perfil de liberacao de IL1B

Apos tratadas, como descrito anteriormente,
foi analisado o perfil de Liberacdo de IL13 pelo
método ELISA. Apds 24 horas do tratamento,
foram adicionados os padrbes, amostras e
controles nos seus respectivos pogos de uma
placa para ELISA, previamente revestidos com
um anticorpo monoclonal especifico para IL1p.
Logo em seguida, adicionou-se o anticorpo
policlonal conjugado com biotina, e entdo, a
placa foi incubada por 2 horas. Terminando o
tempo, a placa foi lavada com PBS 4 vezes.
Em seguida adicionou-se a avidina conjugada
com peroxidase. Apds 30 minutos, lavou-se
novamente a placa 4 vezes com PBS e entdo
foi adicionada a cada po¢o uma solucdo do
crombgeno. Assim, apenas 0s po¢os contendo
IL1B, o anticorpo conjugado com biotina e a
avidina conjugada com a peroxidase tiveram
alteracdo na cor. Por fim foi feita a leitura da
absorbéncia a 450nm. A coloragdo foi
proporcional a quantidade de IL-1 B na
amostra.

Anélise do Perfil de liberacdo de HMGB1

Apés o tratamento com NE AIFtCI, foi feita a
andlise do perfil de liberagdo de HMGB1
também pelo método ELISA. Foram feitas
duas analises, 24 e 48h pdés tratamento. A
concentracdo de HMGBL1 foi analisada pelo
teste ELISA sanduiche disponivel
comercialmente. Obedecendo-se as instrucdes
de fabricante. Resumidamente, 0s pocos da
placa foram pré-revestidos com anticorpos
para HMGB-1, seguindo-se entédo a adicédo das
amostras, brancos e controles a seus
respectivos pocos. Entdo, foi adicionado o
anticorpo monoclonal anti-HMGB-1 conjugado
a peroxidase, e assim, foi possivel a formacao

do complexo antigeno-anticorpo. Para se
ocorrer a reacdo colorimétrica foi adicionado
tetrametil benzidina. Por fim, foi realizada a
leitura da absorbéancia das placas a 450 nm.

Ensaio para visualizacdo do Estresse
Oxidativo

Para visualizacdo do Estresse oxidativo, foi
utilizada a sonda CellROX® green. Para o
ensaio, foram plaqueadas 10.000 células por
poco em placa de 12 pogos, onde cada poco
recebeu uma laminula circular, para que
posteriormente pudesse ser retirada e levada
ao microscoépio de fluorescéncia. O marcador,
guando internalizado pela célula, € oxidado
pelos radicais livres e assim emite
fluorescéncia em verde. As laminulas com as
células tratadas, foram levadas ao microscopio
de fluorescéncia imediatamente ap6és o
tratamento com NE-AIFtCl, j& descrito
anteriormente.

Resultados e Discusséo:

Foi observado um significativo aumento no
perfil de liberacdo de IL-18 e HMGB-1, quando
comparados as células que nao receberam
tratamento. E também foi possivel observar a
presenca de estresse oxidativo em células
tratadas.

Pode-se afirmar que, a terapia fotodindmica
mediada por nanoemulsdo de aluminio-
ftalocianina provoca uma importante elevacgéo
da liberacdo de IL-18 e HMGB1, em todos os
tempos de exposi¢cdo. Além de provocar
estresse oxidativo na célula tratada. Assim,
estdo presentes condicbes minimas para que
ocorra morte celular imunogénica.

A presenca de estresse oxidativo associada a
liberacdo de DAMPs séo indicativos de que a
TFD aplicada neste trabalho induz morte
celular imunogénica.

Conclusoes:

Em virtude do que foi mencionado, o presente
estudo conseguiu apresentar o potencial de
inducdo de MCI da terapia fotodindmica
mediada por NE-AIFtCl. Porém, ainda séo
necessarios novos ensaios sobre a exposicao
e liberacdo de outros DAMPs. Além de que,
para perspectivas futuras, um importante
proximo passo seria 0 estudo in vivo da
resposta imunitaria adaptativa, favorecida pela
morte celular imunogénica estudada.
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