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Resposta in vitro de Células Gliossarcoma 9L apés Terapia

Fotodinamica utilizando Imagem de Bioluminescéncia
In Vitro Gliosarcoma 9L Cells Response after Photodynamic Therapy Using
Bioluminescence Imaging

Eduardo H. Moriyama.X2, Renato A. Zangaro®, Marcos T. Pacheco®, Antonio B. Villaverde?, Brian C. Wilson?

Resumo

Objetivos: O presente estudo tem o objetivo de demonstrar os resultados iniciais da utilizagdo da técnica de
imagem de bioluminescéncia como método de monitoramento do tratamento de células de gliossarcoma de rato
9L apds Terapia Fotodinamica (TFD) utilizando o &cido aminolevulinico (ALA) como agente fotossensibilizante.
Métodos: Para o presente estudo, células 9L foram transfectadas com um plasmideo contendo o gene da luciferase,
permitindo que essa linhagem celular produzisse a proteina luciferase, um dos substratos necessarios para a reagao
de bioluminescéncia. No presente estudo, a TFD foi realizada utilizando diferentes doses de luz e de acido
aminolevulinico. Para validar a técnica de imagem de bioluminescéncia como método para 0 monitoramento da
resposta de células tumorais e para a verificagdo da correlacdo entre o sinal luminoso e o grau de morte celular ap6s
TFD, foi utilizado o ensaio de viabilidade celular com Sulforodamina B (SRB). Resultados: Os resultados deste
trabalho mostram alta correlacdo entre o nimero de células e o sinal de bioluminescéncia (R? = 0,996). Os ensaios
de viabilidade celular utilizando a técnica SRB, mostraram excelente correlagdo entre o nimero relativo de células
sobreviventes ap6s TFD e o sinal de bioluminescéncia, mostrando que a técnica de imagem de bioluminescéncia
pode ser utilizada para 0 monitoramento da resposta tumoral apds o tratamento de células tumorais com TFD. Os
resultados do tratamento das células com terapia fotodindmica mostram que a taxa de inducdo de morte celular
varia de acordo com a dose de luz e fotossensibilizante empregada durante o tratamento. Nesse sentido, doses
maiores de TFD resultaram em niveis mais elevados de inducdo de morte celular, com efeitos mais prolongados
observados através do sinal bioluminescente decorridos 48 horas apds a TFD. Conclusao: Este estudo demonstra
que a técnica de imagem de bioluminescéncia pode ser utilizada para o estudo dos efeitos da terapia fotodindmica
em células tumorais. Trabalhos em animais estdo em andamento no presente momento para validar a técnica de
imagem de bioluminescéncia ap6s TFD in vivo.

Palavras-chave: Terapia fotodindmica; Bioluminescéncia; Gliossarcoma; Luciferase; Protoporfirina IX; Acido
aminolevulinico.
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Abstract

Obijectives: The present study aims to demonstrate the initial results of the use of Bioluminescence Imaging
technique (BLI) as a mean to monitor the tumor treatment response after aminolevulinic acid-Photodynamic
Therapy (ALA-PDT) in rat gliosarcoma 9L cells. Methods: In the present study, the rat gliosarcoma 9L cells were
transfected with a plasmid containing the luciferase gene, allowing this cell to produce luciferase protein, one of the
substrates for the bioluminescence reaction. In the present study PDT was performed using different light and
ALA doses. To validate the bioluminescence imaging technique as a mean to monitor the tumor cell response and
to verify the correlation between cell death and the bioluminescence signal, Sulphorodamine B colorimetric assay
(SRB) was used. Results: The results from the present study showed excelent correlation between the number of
cells and the bioluminescent signal (R = 0.996). The SRB viability assay showed an excelent correlation between
the relative number of surviving cells after PDT and the bioluminescent signal, confirming that the bioluminescence
imaging could be used as a reliable technique to monitor the tumor cell response after PDT. PDT treatment
showed that cell tumor cell death induction varies with the light and photosensitizer doses. Thus, higher PDT
doses resulted in higher levels of cell death rate in vitro observed by bioluminescence imaging technique 48 h after
PDT. Conclusions: The present study demonstrates that BLI could be used to study the tumor response after PDT
treatment. Future work using in vivo models are currently ongoing to validate this technique.
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acid.

INTRODUCAO

Apesar dos avangos nas areas de diagnostico,
radioterapia, quimioterapia e técnicas cirurgicas, a
expectativa de vida dos pacientes acometidos com cancer
de cérebro continua bastante baixa. Segundo dados do
Instituto Nacional do Céncer dos Estados Unidos,
aproximadamente 17.000 americanos sdo diagnosticados
com cancer de cérebro todos 0s anos.

Tumores primarios na regido do cérebro tais como
astrocitomas anaplasicos e glioblastomas multiformes
representam a maior causa de morbidade e mortalidade
na préatica neuroldgica em pessoas na idade adulta.?®
Gliomas com alto grau de malignidade levam a um
progndstico de aproximadamente 15 meses de sobrevida
para pacientes com tumores de Grau IV - escala World
Health Organization (WHO) - e 48 meses para gliomas
anaplasicos (WHO Grau 111).5

A Terapia Fotodindmica (TFD) é uma nova
modalidade de tratamento de lesfes malignas e de
determinadas condigcfes benignas, geralmente
caracterizadas pelo elevado indice de multiplicagdo
celular. O principio da TFD esta baseado na retencéo
de uma substincia fotossensibilizante em células
malignas e pré-malignas, seguido da reacdo entre esta
molécula e a luz na qual o tecido é exposto.”® Esta
fotoativagdo resulta na formacdo de substancias
altamente toxicas, principalmente o oxigénio sincleto
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(*O,) no interior das células tumorais resultando em
conseqiiente inducdo de morte celular.

Uma das grandes vantagens na utilizagdo da TFD
sobre as técnicas cirdrgicas convencionais se baseia em
sua alta seletividade pelos tecidos tumorais.
Primeiramente esta seletividade pode ser obtida através
da retencdo preferencial do fotossensibilizante em células
tumorais e segundo pelo fato dos efeitos da TFD estarem
limitados somente a regides submetidas a exposicdo da
radiacdo luminosa. Nesse sentido, o tecido normal ndo
seria afetado pela TFD devido a auséncia de luz e do
agente fotossensibilizante.

Existem dois processos basicos responsaveis pela
morte celular induzida pela TFD: a inducdo direta de
células tumorais resultando em necrose e/ou apoptose
celular e a constricdo dos vasos sangiiineos do tumor
resultando em morte celular por deprivagéo de nutrientes
e/ou oxigénio.*® Varios estudos demonstram que o
processo de morte celular esta associado ao tipo de célula
tumoral e principalmente do tipo de fotossensibilizante
empregado.t2

O advento de novas técnicas de diagnostico
utilizando métodos Opticos oferece a possibilidade de
obtencdo de informagdes sobre o crescimento tumoral
e da resposta terapéutica in vivo de forma ndo invasiva
e em tempo real. As técnicas de imagem molecular vém
sendo amplamente utilizadas no campo da pesquisa em
biomedicina, facilitando o estudo de fendmenos celulares



e moleculares durante estudos in vivo de vérias
patologias. Entre essas modalidades, a imagem de
bioluminescéncia vem sendo intensivamente utilizada
como técnica para deteccdo e monitoramento de
tumores ap6s tratamento em diversas areas da oncologia.
Bioluminescéncia é resultado da reacdo da luciferina
sob condig0es fisioldgicas no interior ou em associacdo
com um organismo vivo.*® Luciferases sdo enzimas que
agem no processo de emissdo de luz na presencga de
oxigénio, de ATP e de um substrato (luciferina). A
luciferase proveniente do vagalume Photinus pyralis é
uma proteina encontrada na regido emissora de luz
contida no interior de seu abdémen. Em seu estado
natural, apds a emissdo de um flash de luz, a luminescéncia
rapidamente decai para um nivel mais baixo de emissao.
No entanto, determinadas alteragdes na estrutura do
cDNA permitiram a expressao deste gene em células
eucarioticas,** além de resultar em alteracbes no padréo
de emissdo de luz desta proteina por periodos mais
prolongados.®® A luciferina proveniente do vagalume é
encontrada exclusivamente em ambos os tipos de
vagalumes: Photinus ou Luciola pyralis e possuem a
propriedade de necessitar de ATP como cofator para se
converter em luciferina ativa com conseqiiente emissao
de luz.*® Dessa forma, atualmente esta reacdo quimica é
bastante utilizada para ensaios de deteccdo de ATP
intracelular utilizando aparelhos sensiveis de fotometria
(lumindmetros).

O uso de fotoproteinas como luciferase e GFP (Green
Fluorescent Protein) para a marcagéo e visualizagdo das
células tumorais in vivo é um campo bastante
promissor.t8 Contag et al.*® mostraram a utilizacdo de
proteinas como a luciferase e GFP para a visualizagdo
de tumores e obtencdo de informagdes sobre aspectos
celulares e moleculares do tecido neoplasico in vivo,
entre eles o monitoramento em tempo real do
crescimento e regressao de tumores apos terapia. Os
autores mostraram que esta técnica é sensivel o
suficiente para a deteccdo e formagdo de imagens de
pelo menos 1000 células marcadas com luciferase
espalhadas pela cavidade peritoneal de camundongos.
Os autores relatam também que enquanto o GFP possui
alta resolucio para anélise de tumores in vivo, a luciferase
possui caracteristicas especificas para 0 monitoramento
do crescimento tumoral a partir de uma pequena
quantidade de células que sofreram metéastase. Uma
caracteristica importante que difere as técnicas de
imagem de fluorescéncia e de bioluminescéncia é o fato
da Gltima ndo necessitar de energia luminosa como fonte
de excitacdo. Sendo assim, a técnica de imagem de
bioluminescéncia apresenta a grande vantagem de
possuir niveis de sinal de fundo (ruido) extremamente
baixos.1

Resposta de Células Gliossarcoma 9L

Rehemtulla et al.® compararam a técnica de imagem
de bioluminescéncia e ressondncia magnética em
gliossarcoma de rato com células 9L"c. Os resultados
mostraram alta correlagdo entre ambas as técnicas (R =
0,91), com elevado indice de confianca (p = 0,951).
Dessa forma, 0s autores observaram que a deteccédo de
luz para formacdo de imagens utilizando luciferase
poderia ser a modalidade de diagnostico dptico de
escolha para a verificacdo da distribuicdo espacial de
tumores in vivo.

O presente estudo tem como objetivo demostrar os
resultados iniciais da utilizagdo da técnica de imagem
de bioluminescéncia como método de monitoramento
da inducdo de morte celular de células tumorais ap6s a
aplicacdo da terapia fotodindmica in vitro em células de
gliossarcoma de rato 9L.

MATERIAIS E METODOS

TRANSFECCAO DAS CELULAS 9L.

A linhagem celular utilizada neste trabalho foi o
gliossarcoma de rato 9L.2° As células foram cultivadas
em meio de cultura Dulbecco (Gibco BRL, ON,
Canada) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB), penicilina (100 mg/ml) e estreptomicina (100
mg/ml) e mantidas em incubadora em ambiente com
5% CO, a 37°C. O plasmideo contendo o gene
modificado da luciferase (pGL3 Enhancer Vector:
Promega, WI, EUA) foi co-transfectado em células 9L
juntamente com um plasmideo contendo um gene
resistente a neomicina (pCl mammalian expression
vector: Promega, WI, EUA) na proporcdo de 10:1.
Durante a primeira selecdo apds a transfecgdo, as células
foram cultivadas em meio de cultura contendo 700 mg/
ml de antibi6tico G418 sulfato (Promega, WI, EUA)
durante 10 dias. Decorrido esse periodo, as col6nias
positivas foram submetidas a um segundo processo de
selecdo, onde as coldnias foram isoladas e selecionadas
de acordo com a expressdo do gene da luciferase de
cada linhagem celular. Para essa segunda selecdo foram
cultivadas 5000 células de cada coldnia em blocos de
cultura com 96 pocos e apos a adicdo de 100 ml de
solugdo de luciferina (D-Luciferin Potassium Salt:
Promega, WI, EUA - 1 mM em solu¢do de fosfato
tamponada - PBS), o sinal luminoso foi detectado e
mensurado por uma periodo de 1 minuto utilizando
um luminémetro automatico (modelo LB96V: Berthold,
TN, EUA). A linhagem celular utilizada durante este
trabalho (daqui em diante denominado de 9L'«c)
apresentou 0 maior nivel de emissdo dentre as demais
colénias, com um sinal aproximadamente 4 vezes
superior a emissdo da segunda melhor coldnia. As células
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selecionadas foram cultivadas em meio de cultura nas
mesmas condigdes acima mencionadas com excecdo da
reducgdo da concentracéo de G418 sulfato (350 pg/ml).

CORRELAGAQ ENTRE O NUMERO DE CELULAS 9L E O SINAL
DE BIOLUMINESCENCIA:

Para verificagdo da correlagdo entre 0 nimero de
células e o sinal de bioluminescéncia, células 9L" foram
incubadas em blocos de cultura com 96 pogos em
diferentes concentragfes (5-100 X 10° células/pogo). A
inducdo do sinal de bioluminescéncia foi realizada pela
adicdo de 100 pl de solugdo de luciferina (1 mM em
PBS) utilizando um periodo de leitura de 1 segundo
através de um sistema de imagem de bioluminescéncia
(IVIS System, Xenogen Corp. CA, EUA).

CORRELAGAQ ENTRE O SINAL DE BIOLUMINESCENCIAE A
TECNICA DE SULFORODAMINA B:

Para a determinacdo da correlacdo entre a técnica
de imagem de bioluminescéncia e a técnica de SRB,
células 9L" foram incubadas em blocos de cultura com
96 pogos (5 X 10° células/pogo) em meio de cultura
sem SFB e 1 mM de Acido Aminolevulinico (ALA)
durante 4 horas. Decorrido esse periodo, 0 meio de
cultura contendo ALA foi removido e substituido por
meio de cultura completo sem o agente
fotossensibilizante. As células foram entdo imediatamente
expostas a radiacdo luminosa com densidade de energia
de 30 J/cm? proveniente de um laser de diodo (Photonics
Research Ontario, ON, Canada) emitindo em 635 nm
(14 mW/cm?). O nivel de viabilidade celular nas amostras
foi mensurado através das técnica de luminescéncia
decorridos 24 e 48 horas pos-tratamento, utilizando o
mesmo protocolo descrito acima e correlacionada com
0 método colorimétrico com Sulforodamina B (SRB).
Para tanto, ap6s a leitura de bioluminescéncia, as células
foram fixadas em 10% &acido tricloroacético (100 pl/
poco) e fixadas sob temperatura de 4 °C durante 1 hora.
Apos o periodo de fixacdo, as células foram coradas em
solucdo de 4% de sulforhodamina B (50 pul/pogo) durante
30 minutos em temperatura ambiente e enxaguadas com
solugdo de 1% de acido acético e deixadas para secar
durante periodo de 12 horas. O precipitado resultante
foi dissolvido em 100 pl de solugdo ndo tamponada de
TRIS, 10 mM, com pH de 10,5 (Sigma Aldrich Corp.,
EUA). A densidade Optica foi determinada utilizando-
se um leitor espectrofotbmetro automético (modelo
MCC/340: MTX Labs, VI, EUA) em 540 nm, utilizando
subtracdo de 690 nm para medicdo do sinal de ruido.

V/IABILIDADE CELULAR APOS DIFERENTES DOSES DE TFD IN VITRO
Para verificar a resposta celular apés TFD, 5 X 10°
células 9L"° foram semeadas em placas de Petri de 3,5
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cm e incubadas por 12 horas. Decorrido esse periodo,
0 meio de cultura foi removido e substituido por meio
de cultura sem SFB contendo doses de ALA pré-
determinadas (0,1, 0,5, 1 ou 2 mM). As células foram
incubadas por 4 horas em estufa humidificada e em
ambiente escuro sob temperatura de 37°C. Apds o
periodo de incubagdo o0 meio de cultura contendo ALA
foi removido e as amostras enxaguadas com PBS e 5 ml
de meio de cultura completo sem ALA foi adicionado.
O processo de irradiagdo foi realizado utilizando-se um
conjunto de lampadas haldgenas acopladas a um conjunto
de filtros fornecendo um total de 14 mW/cm? na regido
do vermelho (A>600 nm), o qual ndo resultou em
aumento significativo de temperatura nas amostras. Apés
0 inicio de irradiacdo, as amostras foram removidas da
exposicdo de luz de acordo com a dose de luz pré-
determinada (10, 20 ou 30 J/cm?). O grupo controle de
cada grupo néo recebeu droga ou luz e todas as células
foram manipuladas utilizando a mesma metodologia. A
analise das amostras pela técnica de imagem de
bioluminescéncia foi realizada decorridos 24 e 48 horas
apés a TFD. Para tanto, o0 meio de cultura das amostras
foi removido, enxaguado com PBS e substituido por
2,5 ml de solugdo de luciferina (1 mM). Imediatamente,
as amostras foram colocadas em cdmara escura e uma
imagem em preto e branco foi obtida como referéncia
utilizando uma camera CCD ultrasensivel (IVIS System,
Xenogen Corp, CA, EUA) em ambiente de pouca luz.
Posteriormente, em ambiente totalmente escuro, o sinal
luminoso foi coletado por periodo de 1 segundo. As
areas de emissdo luminosa foram transformadas em
imagens e superimpostas com as imagens em preto e
branco previamente obtidas e o sinal luminoso total
proveniente de cada amostra foi coletado e quantificado
utilizando o programa Living Imaged (IVIS System,
Xenogen Corp, CA, EUA). Terminado o periodo de
coleta de sinal, a solugdo de luciferina foi removida e
substituida por meio de cultura completo e retornados
para incubadora onde permaneceram por posteriores
24 horas para a determinagdo da viabilidade das células
48 horas apés TFD, utilizando o mesmo protocolo
descrito acima. Para fins comparativos, a mesma amostra
foi analisada 24 e 48 horas apds TFD. Todo o processo
de substituicdo de meio de cultura/solucédo de luciferina
foi realizado em ambiente estéril para evitar a possivel
contaminagdo das amostras.

RESULTADOS

IMAGEM DE BIOLUMINESCENCIA COMO METODO PARA
DETERMINACAQ DA VIABILIDADE CELULAR

O sinal de luminescéncia proveniente de células
transfectadas foi facilmente detectado apds a exposicdo



das células transfectadas a solucdo de luciferina e
utilizando uma camera CCD ultrasensivel para o
imageamento e quantificacdo da intensidade luminosa
ou um luminémetro para deteccdo da energia luminosa
total. A figura 1 mostra um exemplo de imagem de
bioluminescéncia com diferentes nimeros de células
apos a adicdo de 100 pl de luciferina obtida em bloco de
cultura com 96 pogos. Observa-se que o sinal luminoso
aumenta linearmente de acordo com o nimero de células
(5, 10, 20 e 100 X 103 células/pogo, R? = 0,996, Figura 2).

Figura 1 - Exemplo de imagem por bioluminescéncia de células
9L ap6s a adicao de 100 pl/poco de solugéo de luciferina (1 mM
em PBS). O sinal luminoso foi coletado utilizando tempo de
exposicdo de 1 segundo. Cada 2 colunas representa 0 mesmo
ndmero de células (5, 10, 20 e 100 X 102 células/pogo).
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Figura 2 - Correlagéo entre o sinal bioluminescente e o nimero
de células 9L"c proveniente da Figura 1. Podemos observar a
linearidade entre o nimero de células e o sinal luminoso coletado
(R?=0,996).

A Figura 3 mostra a correlagdo entre o sinal de
bioluminescéncia e a técnica de SRB. Observa-se que a
alteracdo de sinal luminoso corresponde ao decréscimo
do nimero de células metabolicamente ativas decorridos
24 e 48 horas apés ALA-TFD utilizando a técnica de
SRB (R?=10,984). Sendo assim, o sinal luminoso coletado
apo6s a TDF seria proporcional ao numero de células
sobreviventes ao tratamento.

Resposta de Células Gliossarcoma 9L
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Figura 3 - Comparagdo da viabilidade celular ap6s tratamento
com TFD utilizando bioluminescéncia (1) e ensaios por SRB (=), 24
e 48 horas ap6s tratamento com ALA-TFD. As células foram expostas
a radiagdo luminosa de 635 nm (14 J/cm?) apds periodo de
incubacéo de 4 horas em meio de cultura contendo 1 mM de ALA.
Para deteccdo do sinal luminoso apés a TFD, foi utilizado um
lumindmetro (modelo LB96V: Berthold, TN, EUA).

RESPOSTA CELULAR APOS DIFERENTES DOSES DE TFD

A Figura 4 mostra um exemplo de imagem de
bioluminescéncia proveniente de placas de Petri de 3,5
cm de diametro, 24 e 48 horas p6s-TFD. Podemos
observar que a alteragéo da combinagao droga/luz produz
diferentes efeitos em células tumorais. As areas com
maior emissdo de fotons correspondente ao maior
numero de células viaveis.

24 Hrs

48 Hrs

Figura 4 - Exemplo de imagem por bioluminescéncia
(pseudoescala) de placas de Petri de 3,5 cm de diametro contendo
células 9L, 24 e 48 horas ap6s TFD utilizando diferentes doses de
luz e 2 mM de ALA. As areas de coloragdo mais intensas representam
areas com maior emisséo de fotons.
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A Figura 5 mostra os valores de bioluminescéncia,
correspondente a variacdo do namero de células viaveis
apds a aplicagdo de diferentes doses de droga e de luz
provenientes das amostras apresentadas na Figura 4.
Podemos observar o decréscimo do namero de células
9L'"c durante as primeiras 24 horas ap06s tratamento,
com indices de morte celular variando de acordo com a
dose de TFD aplicada. A utilizacdo de baixas
concentragOes de fotossensibilizante (0,1 mM), produz
efeitos menos evidentes 48 horas ap6s tratamento,
observado pelo inicio do aumento do nimero de células,
mesmo com altas doses de radiacdo luminosa (Figura
5A). Altas doses de fotossensibilizante associado a altas
doses de intensidade luminosa produzem efeitos mais
prolongados com alta taxa de indugdo de morte celular
mesmo decorrido periodo de 48 horas apds tratamento
(Figuras 5B, 5C e 5D).
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Figura 5 - Gréficos comparativos mostrando os valores médios do
sinal de bioluminescéncia proveniente de células 9L 24 e 48 horas
apo6s TFD. As amostras foram incubadas em placas de Petri de 3,5 cm
de didmetro contendo meio de cultura sem SFB contendo diferentes
concentracdes de ALA (0,1; 0,5; 1,0 e 2 mM) por 4 horas e
posteriormente expostas a diferentes doses de radiagdo luminosa (O,
10, 20 e 30 Jcm?, AL1610 nm) e densidade de energia de 14 mW/cm?2.
As colunas em cinza representam a intensidade de sinal luminoso 24
horas ap6s a TFD e as colunas brancas representam o sinal
bioluminescente decorridos 48 horas ap6s a TFD.

DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos da
TFD na viabilidade celular in vitro variando a dose de
luz e de &cido aminolevulinico em células de gliossarcoma
de rato 9L através da técnica de imagem de
bioluminescéncia. Um novo método de imageamento
molecular que possibilita a obtencdo de informagdes
em tempo real de células tumorais transfectadas com o
gene da luciferase (9L") metabolicamente ativas baseado
na deteccdo do sinal bioluminescente foi utilizado.

A familia das luciferases abrange o grupo de proteinas
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capazes de emitir luz na regido do espectro visivel através
da oxidacgdo da luciferina, na presenca de oxigénio e
adenosina trifosfato (ATP) como cofatores. Neste estudo,
foi utilizado o gene modificado da luciferase, o qual foi
geneticamente modificado para que fosse possivel sua
expressao em células eucarioticas.'

Os resultados apresentados neste trabalho preliminar
mostram a alta correlacdo entre o numero de células e o
sinal de bioluminescente, assim como mostrado nas
Figuras 1 e 2. Porém, os trabalhos in vitro ndo levam
em consideracdo alguns fendmenos importantes de
propagacdo de luz em tecido biolégico como absorcao
e espalhamento inerentes em trabalhos in vivo. Além
disso, devido ao fato da hemoglobina do sangue absorver
fortemente na regido do espectro entre o verde e azul, é
esperado que a hemoglobina absorva grande parte da
luz gerada durante a reacdo de bioluminescéncia, mas
em menor propor¢do nas regides acima de 600 nm.®
Como o espectro de emissdo da reagdo da luciferase
(Photinus pyralis) possui pico em 560 nm, mas com
grande emissdo na regido do vermelho, uma fracéo
significante de luz é transmitida através do tecido e pode
ser detectada externamente utilizando sistemas de
deteccdo altamente sensiveis.t17:19

O 4cido aminolevulinico é o precursor da
protoporfirina 1X (PplX) o qual é o fotossensibilizante
responsavel pelos efeitos da TFD em células tumorais
neste trabalho.?? O mecanismo de agdo da TFD sugere
que a geragdo de 'O, no interior das células seja o
principal responsavel pelos efeitos da TFD, porém
dependendo do agente fotossensibilizante utilizado, a
morte celular também poderia ser induzida por acgéo
vasoconstritora, através da reducdo do fluxo de oxigénio
e de nutrientes para as células tumorais e contribuindo
dessa forma para destruicdo do tumor.®

Os resultados aqui apresentados mostram a redugéo
do sinal de bioluminescéncia ap6s a TFD de acordo com
a dose de droga e de luz. Essa reducdo do sinal luminoso
proveniente das amostras indica a reducdo do numero
de células metabolicamente ativas, confirmada por ensaios
SRB de viabilidade celular. Porém, ainda ndo esta claro
se a morte das células ocorreu via processo de necrose ou
apoptose celular. Em trabalhos anteriores utilizando ALA-
TDF em tumores de cérebro, Lilge et al. » demostraram
que a morte celular induzida pela TFD poderia ocorrer
por ambas as vias de morte celular, dependendo da
concentragdo de luz e de fotossensibilizante.

No presente estudo, foi demonstrado a capacidade
de monitoramento dos efeitos da ALA-TFD em cultura
de células em funcdo das alteragBes do sinal luminoso
baseado no ndmero de células 9L"c. Uma vez que a
quantidade de fotons emitidos é proporcional ao nimero



de células vivas (Figura 1), a dindmica do crescimento
tumoral e a reducdo do nimero de células tumorais ap6s
tratamento podem ser monitorados de forma néo
invasiva e em tempo real via deteccdo do sinal luminoso.
Isto se deve ao fato da reagdo de bioluminescéncia
necessitar de ATP e nesse caso, somente células vidveis
poderiam contribuir para a emissdo de fotons, além
disso, o decréscimo do sinal de bioluminescéncia
observado quando as células iniciam o processo de morte
celular ap6s TFD pode revelar a dinamica e eficiéncia
do tratamento em funcéo do tempo.

TRABALHOS FUTUROS

Recentemente foram iniciados estudos in vivo de
imagem de bioluminescéncia utilizando células 9L'"®
como forma de monitoramento da resposta tumoral ap6s
TFD em tempo real e de forma ndo invasiva.?? Esses
trabalhos podem fornecer maiores detalhes sobre doses
de droga/luz necessarias para a otimizacdo dos
pardmetros da Terapia Fotodindmica para tumores de
cérebro. Além disso, a combinacdo desta técnica de
imagem com promotores genéticos especificos
associados a regulacdo da morte celular induzida pode
fornecer maiores detalhes sobre os mecanismos de morte
celular apds TFD. Estdo também em andamento estudos
sobre 0s mecanismos de morte celular com
fotossensibilizantes que atuam em células endoteliais de
vasos tumorais, de forma a induzir morte celular por
hipoxia.?? Nesse caso, 0 gene da luciferase esta ligado a
um promotor genético ativado por hipoxia. Esses
estudos podem facilitar a observagdo da expressdo de
determinados genes ativados pela TFD.
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