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3.3.12 Dosagem de protéına total . . . . . . . . . . . . . . . . 87
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3.5 Imagens de RICM de veśıculas com diferentes graus de adesão

a uma superf́ıcie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 85
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PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida

PBS Tampão fosfato 100mM pH 7,4

PDT Terapia fotodinâmica
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Resumo

Santos, P.A. Interações Moleculares na Adesão Celular em Suportes

Sólidos e o Efeito de Fotossensibilizadores Porfiŕınicos. 2013. 220p.

Tese - Programa de Pós-Graduação em Ciências (Bioqúımica). Instituto de

Qúımica, Universidade de São Paulo, São Paulo, Brasil.

A adesão celular está ligada à formação e disseminação de metástases, a

principal causa de óbito de pacientes diagnosticados com câncer. O objetivo

deste trabalho foi investigar in vitro o efeito de fotossensibilizadores na adesão

celular. Foram utilizadas porfirinas comerciais (PpIX, CPpI, TSPP, TMPyP

e Zn(II)TMPyP) e um fotossensibilizador sintetizado através da ligação de

poli-L-lisina à protoporfirina IX (PLLPpIX). A adesão celular foi estudada

por RICM, técnica que permite quantificar a área de contato de uma célula

com um substrato por binarização das imagens digitais utilizando limiares

apropriados. A técnica foi padronizada e revelou dois regimes de adesão

celular: um limitado e outro não limitado pela quantidade de protéına de

adesão adsorvida na superf́ıcie. Neste foi observada lise celular. Todos os

fotossensibilizadores estudados foram capazes de aumentar a adesão celular

na ausência de irradiação comparados ao controle sem fotossensibilizador, o

que não havia sido observado nos ensaios de resistência à tripsinização nor-

malmente utilizados para estudar o efeito de fotossensibilizadores na adesão

celular. Quanto maior a anfifilicidade do fotossensibilizador, maior foi o efeito

na adesão, o que é explicado pela capacidade das moléculas em se interca-
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larem na membrana, mudando a sua rigidez. Este aumento da adesão no

escuro correlaciona com a diminuição da migração segundo ensaios de ferida.

A análise do padrão de expressão de integrinas na superf́ıcie celular revela

que o aumento da adesão correlaciona com o aumento na expressão de αV.

Quando os fotossensibilizadores estão concentrados na região perimembra-

nar (1 minuto de incubação) e as células são irradiadas, há um aumento da

adesão em relação ao controle sem fotossensibilizador, mas uma diminuição

em relação ao controle tratado com o fotossensibilizador e não irradiado, o

que implica que a PDT leva a uma diminuição da adesão celular e não a

um aumento como reportado na literatura. Com 3h de incubação, PLLPpIX

impede a adesão celular, enquanto PpIX praticamente não muda a adesão

comparado ao controle não irradiado. Esta ausência do efeito da irradiação

sugere que a PpIX afeta a adesão celular principalmente devido a sua inter-

calação na membrana e não devido à formação de espécies reativas. Com 3h

de incubação os fotossensibilizadores não se encontram na membrana e, por-

tanto, o efeito na adesão celular é indireto e também não está relacionado à

diferenças na eficiência de internalização. O comportamento observado deve

ter relação com diferenças de citolocalização. Outro processo que pode alte-

rar a adesão celular é a oxidação das protéınas do soro fetal bovino. Como foi

observado nos estudos de fotossensibilização de células, PLLPpIX foi capaz

de impedir a adesão celular, diferentemente da PpIX. A maior eficiência da

PLLPpIX foi associada a presença do poĺımero, o qual força por questões

estéricas que a interação da PLLPpIX com a albumina, o componente majo-

ritário do soro, fique restrita à superf́ıcie da protéına, deixando o fotossensi-

bilizador dispońıvel para interagir com o oxigênio molecular e gerar oxigênio
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singlete. Assim, a funcionalização com um poĺımero tornou a PpIX capaz

de modular a adesão celular tanto agindo dentro da célula quanto na matriz

extracelular.

Palavras-Chave: adesão celular, terapia fotodinâmica, RICM, estresse oxi-

dativo, porfirinas, fotoxidação
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Abstract

Santos, P.A. Molecular Interactions in Cell Adhesion on Solid Sub-

strates and the Effect of Porphyrinic Photosensitizers. 2013. 220p.

PhD Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Institute of Chemistry,

University of São Paulo, São Paulo, Brazil.

Cell adhesion is associated to the formation and spread of metastasis, the

leading cause of death in cancer patients. The aim of this study was to

investigate, in vitro, the effect of photosensitizers in cell adhesion. Five

commercial porphyrins (PpIX, CPpI, TSPP, TMPyP e Zn(II)TMPyP) and

Protoporphyrin IX covalently tethered to poli-L-lysine (PLLPpIX) were used.

Cell adhesion was mainly studied by RICM, a technique that allows quantify-

ing the contact area between a cell and a substrate for binarization of digital

images using appropriate thresholds. The technique was standardized and

disclosed two systems for cell adhesion: a system limited by the amount

of adhesion protein adsorbed on the surface and another one no limited, in

which cell lysis was observed. All photosensitizers were able to enhance cell

adhesion in the absence of irradiation compared to control without photo-

sensitizer, which had not been observed in the trypsinization resistance tests

usually used to study the effect of photosensitizers in cell adhesion. The

greater the amphiphilicity of the photosensitizer, the greater was the effect

on cell adhesion. This is explained by the ability of molecules to fit in the

membrane, changing its tension. This increased adhesion correlates with the
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decrease in migration according to wound healing assays. Analysis of the

integrin expression pattern on cell surface reveals that increased adhesion

correlates with increased expression of alpha V. When photosensitizers are

concentrated in the perimembranar region (1 minute incubation) and cells

are irradiated, there is an increase in adhesion when compared to control

without photosensitizer, but a decrease relative to controls treated with the

photosensitizer without irradiation, implying that PDT leads to a reduction

of cell adhesion and not to an increase as reported in the literature. With

3h incubation PLLPpIX prevents cell adhesion, while PpIX practically does

not change the adhesion compared to dark control. This lack of effect of

irradiation suggests that PpIX affects cell adhesion primarily because of its

intercalation into the membrane and not due to the formation of reactive

species. With 3h incubation the photosensitizers are not on the membrane

and therefore the effect on cell adhesion is indirect and is not also related

to differences in uptake efficiency. The observed behavior must be related

to differences in subcellular localization arising from differences in molecular

structure. Another process that can alter the cell adhesion is serum protein

oxidation. As noted in the studies with cells, photosensitization of serum

with PLLPpIX (but not with PpIX) was capable of preventing cell adhesion.

The greater efficiency of PLLPpIX was associated with the presence of the

polymer, which, by the steric hindrance, forces that interaction of PLLPpIX

with albumin, the major serum component, is restricted to the protein sur-

face, leaving the photosensitizer available to interact with molecular oxygen

and generate singlet oxygen. Thus, the functionalization of a polymer has

turned PpIX capable of modulating cell adhesion by acting both within and
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outside (in extracellular matrix) the cell.

Keywords: cell adhesion, photodynamic therapy, RICM, oxidative stress,

porphyrins, photo-oxidation
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Caṕıtulo 1

Introdução

A adesão celular é um processo complexo, cujo entendimento envolve con-

ceitos de várias disciplinas tais como biologia, qúımica e f́ısica. Sua com-

plexidade pode ser verificada pelo número de componentes e interações nela

envolvidos: são 156 componentes distintos1 (151 protéınas, 4 liṕıdios e Ca2+)

ligados via 690 interações. [1] O enorme interesse neste campo de pesquisa

é exemplificado pelos mais de 100.000 artigos publicados sobre o tema nos

últimos cinco anos2, o que pode ser explicado pelo envolvimento da adesão

celular em numerosos processos tanto vitais quanto patológicos, tais como

o desenvolvimento embrionário, a resposta imunológica, a cicatrização e a

invasão tumoral. [2] Dada a importância da adesão celular na formação e dis-

seminação de metástases, nosso objetivo neste trabalho é descrever o efeito

da terapia fotodinâmica (PDT, do inglês, Photodynamic Therapy), uma mo-

dalidade cĺınica de tratamento do câncer, no processo de adesão celular.

1Incluindo membros apenas transientemente associados
2PUBMED; palavra-chave: cell adhesion
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Esta introdução está dividida em cinco seções. A seção 1.1 apresentará a

adesão celular sob o ponto de vista bioqúımico e a seção 1.2 sob o ponto

de vista biof́ısico. A seção 1.3 tratará do uso de técnicas de microscopia no

estudo da adesão celular, com ênfase em RICM (do inglês, Reflection Interfe-

rence Contrast Microscopy). A seção 1.4 avaliará o que se conhece do impacto

do estresse oxidativo na adesão celular, com ênfase nos trabalhos publicados

em PDT. Por fim, a seção 1.5 dará uma visão geral das caracteŕısticas dos

fotossensibilizadores porfiŕınicos, as moléculas-modelo estudadas nesta tese.
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1.1 Adesão celular: perspectiva bioqúımica

O comportamento funcional de uma célula é determinado pelas interações

qúımicas e f́ısicas que esta estabelece com outras células e com o ambiente.

Estas interações podem ser tanto espećıficas (do tipo receptor-ligante) quanto

inespećıficas (por exemplo, interações eletrostáticas com superf́ıcies). O pro-

cesso através do qual as células interagem e se ligam a outras células ou a uma

superf́ıcie inanimada é chamado de adesão celular. As células podem aderir

permanentemente, como necessário para a formação da pele, ou de maneira

transiente, como no caso da interação entre linfócitos e células infectadas. [3]

No processo de adesão, as células inicialmente testam a superf́ıcie através da

extensão e retração de projeções de membrana conhecidas como filopódios.

Se uma tensão adequada não é criada, por exemplo, porque o substrato

não é ŕıgido o suficiente [4], ou se a composição do meio extracelular não é

apropriada, rapidamente as células entram em processo apoptótico (anoikis).

Resistência à anoikis é um pré-requisito para a disseminação metastática de

um tumor, a qual pode ser alcançada, por exemplo, pela ativação constitu-

tiva de vias responsáveis pela sobrevivência celular ou através da perda de

E-caderina (protéına que medeia a adesão célula-célula em células epiteli-

ais). [5–7]

Em um tecido, o meio extracelular é conhecido como matriz extracelular

e é composto por uma rede de protéınas, a qual é secretada e remodelada

pelas células. Diferentes tecidos têm diferentes composições de matriz extra-
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celular: a pele, por exemplo, é rica em colágenos tipos I e III, enquanto a

cartilagem é rica em colágeno tipo II [8]; esta composição também varia com

o estado fisiológico (normal x canceroso) [9].

A matriz extracelular (ECM) em mamı́feros é composta por cerca de 300

protéınas (1 % - 1,5 % do proteoma, sem considerar a contribuição de iso-

formas). [10] As protéınas que compõem a ECM podem ser divididas em

protéınas estruturais e protéınas reguladoras. Dentre as protéınas estrutu-

rais pode-se citar glicoprotéınas fibrosas tais como fibronectina, vitronectina

e colágenos, além de glicosaminoglicanos e proteoglicanos tais como ácido

hialurônico, heparam-sulfato, queratam-sulfato e condroitim-sulfato. [11] Na

classe de protéınas reguladoras estão os fatores de crescimento e as protéınas

matricelulares, tais como proteases, SPARC (secreted protein acidic rich in

cysteine), tenascina e trombospondina. [12,13] A ECM fornece para as células

suporte mecânico e um depósito de moléculas de sinalização, tais como fatores

de crescimento e citocinas, controlando assim adesão/morfologia, migração,

proliferação, diferenciação e sobrevivência das células. [10,11] A importância

da matriz extracelular pode ser ilustrada pela ampla gama de śındromes que

surgem de anormalidades genéticas em protéınas da matriz extracelular, con-

sequentemente, as moléculas da matriz extracelular são importantes alvos em

farmacoterapia. [14]

A interação entre as células e o meio extracelular é principalmente mediada

por receptores celulares chamados integrinas. Cada integrina consiste de duas
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subunidades transmembrana tipo I3, denominadas α e β, as quais contêm um

grande domı́nio extracelular (∼ 700− 1000 reśıduos) e um pequeno domı́nio

intracelular (∼ 20 − 50 reśıduos)4. Em mamı́feros, 18 subunidades α e 8

subunidades β associam-se não-covalentemente em várias combinações para

formar 24 integrinas, a maior parte das quais é capaz de ligar a vários ligan-

tes com diferentes afinidades. Esta sobreposição de especificidades fornece

uma redundância de atividade e garante proteção contra falhas no controle

da homeostase5.

A maior parte das integrinas reconhece motivos RGD (Arg-Gly-Asp), o

qual foi descoberto em fibronectina e depois encontrado em outras protéınas

da matriz extracelular incluindo laminina, tenascina, vitronectina e trom-

bospondina. A especificidade das integrinas é determinada em parte pe-

los aminoácidos ao redor da sequência RGD. Nesta unidade mı́nima de três

reśıduos de aminoácidos, a subunidade β liga-se ao reśıduo ácido (Asp), en-

quanto a subunidade α liga-se ao reśıduo básico (Arg), conforme mostrado

na Figura 1.1. [15–18]

Há evidências cient́ıficas que indicam que as integrinas existem em um equiĺıbrio

entre três estados conformacionais, os quais estão esquematizados na Figura

1.2. No estado de baixa afinidade (A), o domı́nio extracelular encontra-se

dobrado e o domı́nio intracelular fechado. No estado de alta afinidade (C),

3Protéına que contém um único domı́nio transmembrana com o C-terminal orientado
para o citoplasma e o N-terminal orientado para o meio extracelular ou para o lúmem de
uma organela membranar.

4Exceção: β4, cujo domı́nio citoplasmático possui ∼ 1000 reśıduos
5Por exemplo, fibronectina pode ser reconhecida por nove diferentes tipos de integrina.
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Figura 1.1: Desenho esquemático do domı́nio extracelular da integrina αbIIβ3

cristalizada na presença de um pept́ıdio contendo a sequência RGD. Adaptado
de [19].

o domı́nio extracelular encontra-se estendido e separado e o domı́nio intrace-

lular aberto. A terceira conformação, com o domı́nio extracelular estendido

e não separado, seria de afinidade intermediária (B). Diferentes cátions di-

valentes regulam a afinidade das integrinas por seus ligantes, ao formarem

um complexo ternário com o reśıduo ácido da sequência RGD. Este processo

é conhecido como sinalização de fora para dentro. Reciprocamente, sinais

intracelulares, como a ligação da protéına talina à subunidade β, podem in-

duzir mudanças na conformação das integrinas, alterando sua afinidade pelos

componentes da matriz extracelular em um processo conhecido como sina-

lização de dentro para fora. [15,16,20] Muitas integrinas também podem ser
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ativadas por alterações conformacionais induzidas pela ligação de anticorpos

monoclonais [21] e pela acidificação do meio extracelular [22].

Membrana

(A) (B) (C)

Figura 1.2: Esquema dos estados conformacionais das integrinas: estado de
baixa afinidade (A), estado de afinidade intermediária (B) e estado de alta
afinidade (C). O śıtio de ligação está assinalado com um asterisco. Adap-
tado de [22]. Embaixo dos esquemas são mostradas imagens de microscopia
eletrônica da integrina αV β3 nos três estados conformacionais supracitados.
Adaptado de [19].

Integrinas são receptores de membrana não usuais na medida em que transmi-

tem sinais tanto mecânicos quanto qúımicos bidirecionalmente, apesar de não

possúırem atividade enzimática intŕınseca. As conexões entre a matriz extra-

celular e as integrinas determinam a organização do citoesqueleto e a ativação

de vias de sinalização. A ligação do domı́nio citoplasmático ao citoesqueleto

e a quinases e fosfatases permite que a célula acople forças mecânicas in-

duzidas pela adesão a processos de sinalização. A sinalização mediada por

integrinas envolve principalmente protéınas tirosina quinases da famı́lia Src,
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além da quinase de adesão focal FAK6. Estas levam a ativação das vias de

ERK/MAPK, JUN, NFκB e Akt. [2, 5, 23–26]

A adesão celular pode ser dividida em três estágios: adesão, espalhamento e

formação das fibras de estresse. Subjacente a cada etapa há um conjunto es-

pećıfico de protéınas que são recrutadas/ativadas. O primeiro estágio envolve

a interação inicial entre as integrinas e seus substratos na matriz extracelu-

lar, formando os chamados complexos focais, que são estruturas pontuais e

periféricas ricas em talina, paxilina, vinculina, protéınas tirosina-fosforiladas

e αV β3 integrinas. No segundo, as células aumentam sua área de contato com

a superf́ıcie e os contatos focais se desenvolvem a partir dos complexos focais

pelo recrutamento de zixina e α5β1. No último estágio, o citoesqueleto se re-

organiza direcionando-se centripetalmente e os contatos fibrilares se desenvol-

vem a partir dos contatos focais pela translocação de α5β1, formando estru-

turas ricas em tensina e pobres em protéınas tirosina-fosforiladas7. [2,27–29]

A maturação das zonas de adesão é sujeita a estrito controle espacial e tem-

poral, sendo fortemente influenciada pela transmissão de força através do

citoesqueleto de actina: complexos focais se tornam contatos focais sobre

6A famı́lia Src possui nove membros, três dos quais são expressos ubiquamente: Src, Fyn
e Yes. Eles possuem um domı́nio N-terminal que pode sofrer miristoilação, um domı́nio
SH2 de ligação a protéınas fosforiladas, um domı́nio SH3 de ligação a protéınas associa-
das ao citoesqueleto, um domı́nio tirosina quinase e um elemento regulatório negativo na
porção C-terminal. FAK contém na porção N-terminal um domı́nio FERM de interação
com a subunidade β das integrinas, um domı́nio tirosina quinase, regiões rica em pro-
lina e na porção C-terminal um domı́nio FAT de interação com protéınas associadas ao
citoesqueleto.

7Em culturas 3D, células desenvolvem contatos que lembram os contatos fibrilares,
tanto em suas dimensões quanto pela presença de α5β1, mas contrariamente estes contatos
são ricos em protéınas fosforiladas.
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aplicação de força e força mecânica estimula o crescimento dos contatos fo-

cais. Além disso, diferente dos contatos focais, a translocação, mas não a

manutenção dos contatos fibrilares é dependente da contratilidade do sis-

tema actina/miosina. [30–32] A Figura 1.3 mostra um esquema dos arranjos

do citoesqueleto de actina em uma célula.

Figura 1.3: Esquema dos arranjos do citoesqueleto de actina em uma célula:
feixe contrátil (fibras de estresse), estrutura em rede (córtex celular) e feixe
paralelo compacto (filopódio). As flechas apontam na direção das extremi-
dades mais, que são as extremidades de crescimento mais rápido. Adaptado
de [3].

A dinâmica de montagem e desmontagem do citoesqueleto de actina é contro-

lada pelas GTPases RhoA (responsável pela formação de fibras de estresse),

Rac (responsável pela formação de lamelipódios) e cdc42 (responsável pela

formação de filopódios). GTPases são ativas quando ligadas a GTP e inativas
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quando ligadas a GDP. A ativação é catalisada por GEFs (guanine nucleotide

exchange factors), enquanto a inativação é promovida por GAPs (GTPases

activating proteins), as quais estimulam a atividade intŕınseca de GTPases

das protéınas. A ativação das integrinas ativa protéınas tirosina quinases que

fosforilam GEFs os quais ativam Rac e Cdc42 e inativam RhoA. [33] Rac,

através da protéına WAVE, e cdc42, através da protéına WASP, regulam

a ativação do complexo Arp2/3 o qual estimula a polimerização de actina

nos filopódios e a acumulação de filamentos de actina densamente ramifica-

dos nos lamelipódios. Em contraste, Rho limita a protusão da membrana.

Através de ROCK, Rho estimula profilina, protéına polimerizante de actina

e inibe cofilina, protéına despolimerizante de actina. ROCK também eleva o

ńıvel de fosforilação da cadeia leve da miosina. [28,34] Além da manutenção

dos contatos fibrilares, o sistema actina-miosina também é responsável pela

translocação de veśıculas contendo integrinas sendo importante para o cres-

cimento das zonas de adesão. [35]
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1.2 Adesão celular: perspectiva biof́ısica

A modelagem biof́ısica da adesão celular envolve a identificação e quanti-

ficação das principais caracteŕısticas celulares que desempenham um papel

neste processo tanto na escala micrométrica (controle da forma da célula),

quanto submicrométrica (organização dos componentes da interface célula-

substrato), quanto molecular. Ela é normalmente realizada com o aux́ılio

de sistemas modelos simplificados que compartilham algumas caracteŕısticas

com os sistemas biológicos. [36]

No ińıcio do processo de adesão ocorre a agregação das integrinas. Pode-

se inicialmente pensar que este fenômeno é dirigido pelo citoesqueleto ou

por sinalização intracelular. No entanto, estudos com sistemas biomiméticos

mostraram que a adesão produzida por baixas concentrações de pares re-

ceptor/ligante em competição com a repulsão estérica gerada por poĺımeros

funcionando como glicocálice, leva à segregação espontânea da zona de adesão

em regiões de fraca e forte adesão. [37–39] Estudos com monócitos tratados

com citocalasina D, um inibidor de polimerização de actina, também obser-

varam a formação de zonas de fraca e forte adesão. [40]

Consequentemente, a formação de domı́nios de adesão não é devida ao cito-

esqueleto ou à sinalização intracelular, mas sim consequência da competição

entre forças atrativas (reconhecimento molecular) de curta distância (∼15

nm), interações repulsivas de médio alcance (∼50 nm) geradas pelo glicocálice

e forças elásticas associadas à membrana. O alcance diferente entre as forças
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de atração e de repulsão tem uma importante consequência: a formação do

par receptor-ligante forçando uma distância de equiĺıbrio de ∼15 nm é as-

sociada com uma deformação local da membrana, uma vez que o glicocálice

tenta manter a distância de ∼50 nm. Esta deformação local se estende por

uma distância da ordem do comprimento de persistência da membrana (∼50

nm)13, o que gera uma força elástica atrativa entre dois pares receptor-ligante,

fornecendo uma força dirigente para a agregação dos receptores (Figura 1.4).

O ganho em energia elástica é parcialmente compensado pela redução da en-

tropia translacional dos pares receptor-ligante. [41]

Figura 1.4: Esquema ilustrando a agregação dos receptores transmembrana
integrinas induzida pela deformação local da membrana formando as zonas
de forte (A) e fraca (B) adesão. ζp é o comprimento de persistência da
membrana. h0 e H são as distâncias membrana-substrato nas zonas de forte
e fraca adesão, respectivamente. Adaptado de [41].

De fato, são justamente o custo em entropia translacional e a tensão da

membrana que limitam o tamanho das zonas de forte adesão. Estudos com

13O comprimento de persistência (ζp) é uma medida da extensão lateral de uma de-
formação evocada por uma força local, a qual depende da flexibilidade do material.
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células mostraram que a adesão celular é maior, quanto maior é a mobilidade

dos receptores [42] e a deformabilidade da célula. [40] A tensão da membrana

também influencia a escala de tempo da nucleação dos receptores: o tempo

de nucleação difere de cerca de um fator de 15 entre duas veśıculas diferindo

em tensão por um fator de 2. [43]

Utilizando-se o conceito de energia, pode afirmar que a adesão é determi-

nada por um poço duplo de potencial com mı́nimos a curta (∼15 nm) e

a longa distância (∼50 nm). Uma vez que os dois mı́nimos são separa-

dos por uma barreira de ativação, a transição entre estados de fraca e forte

adesão é de primeira ordem8 e um t́ıpico processo de nucleação e cresci-

mento. Consequentemente, a formação dos domı́nios de adesão pode ocorrer

em densidades muito pequenas de receptores, o que tem muitas vantagens. A

força da adesão, por exemplo, pode ser rapidamente adaptada seja pela va-

riação das densidades relativas de moléculas repelentes e receptores (através

de endocitose/exocitose dos receptores) ou pela disponibilidade de ligantes

(pela ação de proteases ou antagonistas). [41,45] Em termos cinéticos, o que

tem sido observado, tanto em sistemas biomiméticos quanto em células, é

uma dependência da difusão dos receptores em sistemas com baixas concen-

8As transições podem ser classificadas em duas categorias, tomando-se como base o
comportamento de certas funções de estado termodinâmicas em função da temperatura
ou pressão. As derivadas primeiras da energia livre de Gibbs em relação à temperatura ou
pressão definem a entalpia, a entropia e o volume, que poderão ser funções cont́ınuas ou
descont́ınuas da temperatura. Se forem descont́ınuas, diz-se que a transição é de primeira
ordem. Caso estas funções sejam cont́ınuas, mas as derivadas segundas das mesmas sejam
descont́ınuas, diz-se que a transição é de segunda ordem. Transições de fase de primeira
ordem são as mais frequentemente observadas (um exemplo de transição de fase de segunda
ordem é a modificação da simetria da estrutura cristalina de um sólido) e se manifestam
pelo fato de que a transição ocorrerá com variações na entalpia, na entropia ou no volume.
[44]
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trações de pares receptor-ligante e uma dependência da taxa de associação

dos pares receptor-ligante em sistemas com alta densidade de pares receptor-

ligante. [46–49]

Vale a pena ilustrar o equiĺıbrio entre as forças atrativas geradas por reconhe-

cimento molecular e as forças repulsivas geradas pelo glicocálice utilizando

os valores aproximados das energias envolvidas no processo de adesão. Para

energias de ligação por par receptor-ligante da ordem de 10 kBT9 (t́ıpico va-

lor para integrinas) e uma densidade numérica de receptores da ordem de

5.104/µm2, o trabalho (ou energia livre) de adesão seria da ordem de w ∼

2.10−4 J/m2 enquanto os valores experimentais são três ordens de magnitude

menor (W ∼ 10−7 J/m2). A razão desta discrepância é que as regiões de

forte adesão estão em equiĺıbrio termodinâmico com a porção da membrana

não aderida. As moléculas do glicocálice (de concentração Cgc) expelidas

dos domı́nios de forte adesão exercem então uma pressão osmótica e o tra-

balho de adesão passa a ser da ordem de W ∼ w − kBT Cgc. A redução da

força da adesão pelas moléculas do glicocálice é essencial para a estabilidade

mecânica das veśıculas ou células: na ausência de glicocálice as veśıculas

frequentemente colapsam se w excede a resistência à tração da bicamada

liṕıdica (10−3 N/m). [38, 41,45]

O segundo fator genérico que controla a força da adesão é a elasticidade

da membrana. Em membranas muito flex́ıveis, as ondulações produzidas por

9kB é a constante de Boltzmann. Seu valor é 1,38.10−23 J.K−1. Ela pode ser definida
como a constante de proporcionalidade entre temperatura (T) e energia (E). [44]
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efeito térmico dificultam a adesão uma vez que a adesão da membrana ao

substrato suprime o movimento browniano e isto corresponde a uma dimi-

nuição da entropia. Em células o acoplamento da membrana ao citoesqueleto

de actina suprime estas ondulações. Assim, o módulo de deformação de uma

membrana flex́ıvel é da ordem de κ ∼ 25 kBT e de uma célula normal é

da ordem de κ ∼ 1000 kBT. Em uma célula knock out para talina, protéına

adaptadora entre o citoesqueleto de actina e os receptores de adesão na su-

perf́ıcie da célula, o módulo de deformação é reduzido para κ ∼ 25 kBT, o que

leva a uma redução do trabalho de adesão de aproximadamente uma ordem

de magnitude. [41, 45] Observou-se que em sistemas biomiméticos forças na

faixa de pN são suficientes para remover as zonas de adesão, enquanto fibro-

blastos são capazes de aplicar uma força de 10 nN em um substrato devido

à ação do citoesqueleto. [37]

Assim, para que um contato estável célula-célula ou célula-ECM se esta-

beleça, deve-se levar em consideração (1) que os receptores estão frequente-

mente encobertos por várias dezenas de nanômetros de glicocálice - portanto,

é necessária a expulsão dessas moléculas repelentes da zona de adesão; (2) a

formação dos domı́nios de adesão pela segregação lateral dos receptores, então

distribúıdos aleatoriamente pela membrana plasmática (um processo contro-

lado pela difusão) e (3) as modulações associadas à sinalização intracelular

induzida pela adesão como, por exemplo, a reorganização do citoesqueleto

de actina. [45]
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1.3 Estudo da adesão celular por técnicas de

microscopia

O estudo da adesão e do espalhamento celular é normalmente realizado

através da contagem do número de células e do cálculo da área das células

aderidas após estas terem sido fixadas e coradas com um corante ou fluoróforo.

[50, 51] Entretanto, adesão e espalhamento são processos dinâmicos, que en-

volvem inúmeras etapas como descrito na seção 1.1, cuja análise em tempo

real não pode ser realizada através deste tipo de ensaio e um estudo cinético

torna-se laborioso. Microscopia de células vivas pode ser utilizada para su-

perar estas limitações, entretanto, a resolução limitada por difração10 da mi-

croscopia ótica - λ/2 ≈ 250 nm, onde λ é o comprimento de onda - representa

um desafio à visualização detalhada dos contatos de adesão. A adesão celu-

lar também pode ser estudada usando um outro tipo de microscópio: além

da sua capacidade de tirar imagens, o microscópio de força atômica (AFM)

também é capaz de medir a força necessária para destacar uma célula de

uma superf́ıcie [52] ou para romper a interação entre duas moléculas [53].

Entretanto, a complexidade da instrumentação limita sua execução a alguns

poucos centros de pesquisa.

Historicamente, a única maneira de alcançar resolução da ordem de deze-

nas de nanômetros tem sido a microscopia eletrônica, que embora também

seja limitada por difração, utiliza elétrons, cujos comprimentos de onda são

10Difração é um fenômeno que ocorre com as ondas quando elas passam por um orif́ıcio
ou aresta de um objeto cuja dimensão é da mesma ordem de grandeza que o seu compri-
mento de onda.
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cerca de 100.000 vezes menores do que os da luz viśıvel11. Entretanto, esta

técnica é cara e o preparo das amostras é demorado e pode induzir a artefa-

tos, além de não permitir o estudo de células vivas. Felizmente, as últimas

décadas viram o desenvolvimento de uma variedade de ferramentas que per-

mitem transcender o limite de difração. Não se trata de uma violação das

leis da ótica e sim que estas técnicas são capazes de explorar interações que

são dependentes da distância entre sondas e o ambiente numa faixa de até

∼ 100 nm. [56, 57] Algumas destas técnicas são: FRET (fluorescence re-

sonance energy transfer), SNOM (scanning near-field optical microscopy),

TIRF (total internal reflection fluorescence), SPRM (surface plasmon reso-

nance microscopy), FLIC (fluorescence interference contrast microscopy) e

RICM (reflection interference contrast microscopy), as quais serão breve-

mente descritas a seguir.

FRET faz uso da transferência não radiativa entre dois conjuntos de fluoróforos:

uma molécula doadora excitada ao invés de emitir luz, transfere sua energia

para uma molécula aceptora excitando-a, a qual então emite luz. A taxa

de transferência de energia entre as moléculas doadora e aceptora cai como

a sexta potência da separação entre elas (k ∝ 1/r6), permitindo explorar

fenômenos que ocorrem em até ∼ 10 nm de distância. Assim, é posśıvel de-

tectar, a prinćıpio, a ligação entre uma molécula na célula e uma molécula

no substrato. [58]

11Um exemplo de estudo da adesão celular utilizando Scanning Electron Microscopy
pode ser encontrado na referência. [54] Um exemplo de estudo da adesão celular utilizando
Transmission Electron Microscopy pode ser encontrado na referência [55].
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SNOM, TIRF e SPRM são técnicas baseadas na geração de ondas eva-

nescentes. Estas são detectavéis apenas quando elas interagem com um

objeto capaz de absorvê-las ou difratá-las. Sua energia decai exponencial-

mente com a distância permitindo explorar fenômenos que ocorrem até ∼

100 nm distante da superf́ıcie [59]. SNOM e TIRF baseiam-se na excitação

de fluoróforos pela onda evanescente. Em SNOM, a onda evanescente é ge-

rada pelo confinamento da luz em uma fibra ótica contendo uma apertura

subnanométrica [60]; em TIRF, a onda evanescente é gerada por reflexão

total interna da luz. [61] Nos dois casos, quanto mais próxima da interface

é a localização do fluoróforo, mais intensa é a fluorescência observada. Em

SPRM, plasmons de superf́ıcie12 são excitados pelo acoplamento a uma onda

evanescente gerada também por reflexão total interna. A extensão deste

acoplamento, a qual é afetada pelo ı́ndice de refração do meio dielétrico em

contato com o filme metálico, pode ser medida pela queda na intensidade da

luz refletida: dependendo da distância local célula-substrato, uma intensi-

dade de luz refletida caracteŕıstica é obtida. [62]

FLIC e RICM são métodos baseados na interferência entre os vários caminhos

óticos que a luz oriunda de um objeto pode tomar. Interfência maximamente

construtiva e destrutiva são separadas por uma distância de λ/4n ≈ 100 nm,

onde n é o ı́ndice de refração do meio. [57] FLIC pode determinar a distância

entre um fluoróforo (nos liṕıdios ou protéınas de membrana) e uma superf́ıcie

plana reflectiva. [63] Já em RICM é posśıvel determinar a distância entre a

12Plasmons de superf́ıcie são elétrons livres que se propagam ao longo da superf́ıcie de
um filme metálico.
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membrana de uma célula e uma superf́ıcie plana reflectiva sem necessidade

de marcação da membrana. A técnica RICM, que foi utilizada nesta tese,

será detalhada na seção seguinte.



CAPÍTULO 1. INTRODUÇÃO 43

1.3.1 Microscopia de contraste de interferência da re-

flexão: RICM - Reflection Interference Contrast

Microscopy

Na técnica RICM, um objeto localizado muito próximo a uma superf́ıcie

plana transparente é iluminado através desta superf́ıcie. Os raios refletidos

pelo objeto e pelo substrato sofrem interferência, gerando um padrão de in-

tensidade que é o resultado da diferença no comprimento dos caminhos óticos

entre as ondas refletidas a partir das diferentes interfaces óticas do sistema

estudado. Este padrão de intensidades pode ser registrado em função da

posição e do tempo. As vantagens desta técnica são: (1) não há necessidade

de qualquer marcação da amostra, (2) ela pode ser acoplada a transdutores

de força como pinças óticas ou magnéticas [64] e (3) sua facilidade de imple-

mentação.

Um microscópio de epi-fluorescência pode ser convertido em um equipa-

mento de RICM substituindo-se um dos divisores de feixe dicróico por um

divisor de feixe neutro. Outros requerimentos são uma câmera de v́ıdeo bas-

tante senśıvel e uma objetiva com grande abertura númerica e magnificação.

Grande abertura númerica melhora a resolução lateral, uma vez que quanto

maior é o ângulo de iluminação, menor é a profundidade de foco13. Além

disso, objetivas com uma grande abertura numérica podem evitar os pro-

blemas que surgem a partir de reflexões oriundas da membrana superior em

13Uma menor profundidade de foco significa que a luz torna-se incoerente antes de haver
viajado longe para dentro do meio.
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uma projeção de membrana muito fina. [59,65,66]

Apesar das vantagens supracitadas, há relativamente poucos trabalhos pu-

blicados utilizando RICM para estudar adesão celular. O primeiro estudo foi

publicado em 1964 [67], com o nome de IRM (do inglês interference reflection

microscopy), quando o método antiflex ainda não havia surgido. O método

antiflex foi desenvolvido em 1975 [68] e utiliza polarizadores cruzados e uma

placa de um quarto de onda para eliminar reflexões devidas aos componentes

do microscópio14 e assim aumentar o contraste consideravelmente, passando

a técnica a ser chamada RICM.

Na segunda metade da década de 70 estudos de imunocitoqúımica confir-

maram que as áreas mais escuras que o segundo plano vistas por RICM co-

localizam com os contatos de adesão focal. [69] Desde então, esta técnica

tem sido principalmente utilizada para estudar o papel do citoesqueleto

[40, 46, 70–75] e o efeito da funcionalização de superf́ıcies com poĺımeros

e protéınas da matriz extracelular (especialmente fibronectina e colágeno)

na adesão celular [76–86]. Fibroblastos foram o tipo celular mais estu-

dado [67, 69, 76–78, 80–83, 87–91]. Dentre as células tumorais já estudadas

utilizando esta técnica estão HepG2− carcinoma hepatocelular [70,80,85], F9

− carcinoma embrionário [73], OVCAR−4 − carcinoma ovariano [86], S180

14Primeiro, a luz incidente é linearmente polarizada e então circularmente polarizada
pela placa de um quarto de onda. A interface água/membrana reverte o sentido da pola-
rização circular. A luz refletida é de novo linearmente polarizada pela passagem através
da placa de um quarto de onda, mas agora tem polarização ortogonal a polarização li-
near original. Um polarizador, com seu eixo cruzado com respeito ao polarizador original,
permite que a luz refletida pela amostra passe, mas bloqueia a luz refletida pelas partes
internas do microscópio, cuja polarização permanece no sentido original.
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− sarcoma e HeLa − adenocarcinoma de cervix [46]. Apesar de alguns estu-

dos não deixarem expĺıcito por quanto tempo após o plaqueamento as células

foram visualizadas, a maioria concentra-se na análise da adesão em um in-

tervalo de até 2h30 após o plaqueamento [40,46,70,71,74,76,77,81–85,87,92].

Em estudos qualitativos muitas vezes os resultados de RICM são comparados

com os resultados obtidos com outras técnicas de microscopia. [62,88,91] Em

estudos quantitativos, a principal análise realizada é o grau de deformação

da célula (α) em função do tempo e/ou do tipo de superf́ıcie. O grau de

deformação é obtido pela razão entre o raio da zona de adesão (obtido por

RICM) e o raio do plano médio da célula (obtido por contraste de fase) (Fi-

gura 1.5). Como α também é o seno do ângulo de contato (θ) entre a célula

e a superf́ıcie, ele pode ser utilizado para obter a energia de adesão, a qual é

calculada conhecendo-se θ, o módulo de elasticidade da célula e a espessura

da membrana. [70, 76–78,80–83,85,92]

Figura 1.5: Geometria de uma célula aderindo a um substrato não deformável
modelada como uma esfera truncada, onde R é obtido por microscopia de
contraste de fase e a por RICM. A relação sen θ = (a/R) fornece o grau de
deformação da célula (α).
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Na teoria por trás do cálculo do grau de deformação, tanto a zona de adesão

quanto a morfologia da célula são modeladas como uma esfera. Entretanto,

na fase mais tardia do espalhamento e no caso de células com espalhamento

anisotrópico, como os neutrófilos, tanto a célula quanto a zona de adesão

deixam de ter esta geometria. Nesta tese, é proposta uma metodologia de

análise dos dados que pode ser aplicada a estes casos. Esta metodologia se

baseia na análise da evolução temporal exclusivamente da zona de adesão

e permite a elaboração de modelos matemáticos que descrevem a cinética

de adesão. Após ser desenvolvida, esta metodologia foi utilizada para estu-

dar o efeito de fotossensibilizadores porfiŕınicos na adesão de células HeLa a

suportes sólidos funcionalizados com FBS e vitronectina.
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1.4 Estresse oxidativo e adesão celular

O desbalanço redox, também conhecido como estresse oxidativo, ocorre quando

a formação de espécies reativas sobrepõe a capacidade de remoção destas

espécies pela célula e resulta em danos diretos ou indiretos de ácidos nu-

cleicos, protéınas, liṕıdios e carboidratos, podendo levar à morte celular. A

Figura 1.6 traz um resumo da natureza qúımica das principais espécies rea-

tivas conhecidas.

Figura 1.6: Natureza qúımica das principais espécies reativas de oxigênio
(ERO), de nitrogênio (ERN), de enxofre (ERS) e de carbono (ERC). Adap-
tado de [93].

Há três linhas de defesa contra estresse oxidativo: (1) inibição da formação

de espécies reativas. Por exemplo, pela captura de ı́ons ferro pela trans-

ferrina evitando assim a ocorrência de processos fenton15; (2) remoção ou

inativação das espécies reativas formadas. Por exemplo, através de enzimas

tais como SOD, catalase e peroxidases ou moléculas de baixo peso molecu-

lar tais como tocoferol, ascorbato e glutationa; (3) remoção das moléculas

15Reações de oxidação induzidas pelo sistema Fe(II)/H2O2.
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danificadas. Por exemplo, pela ação das enzimas da via de reparo do DNA

por excisão de bases. Diferente do interior das células, o compartimento ex-

tracelular da maioria dos tecidos é bem menos protegido contra o estresse

oxidativo, tanto em termos da presença de agentes anti-oxidantes quanto das

enzimas de reparo e detoxificação. [94]

A geração de espécies reativas pode ocorrer tanto nos processos fisiológicos,

como por exemplo, através do vazamento de elétrons na cadeia de transporte

de elétrons mitocondrial [95], quanto nos processos não fisiológicos. Nesta

última categoria, o desbalanço redox pode ser gerado através da interação

entre um fotossensibilizador e luz, em um processo conhecido como fotos-

sensibilização. Reações de fotossensibilização são responsáveis, por exem-

plo, pelos danos na pele causados após exposição aos raios solares [96, 97] e

também são a base de uma modalidade cĺınica de tratamento do câncer [98]

e infecções [99], que é conhecida como Terapia Fotodinâmica (PDT).

Fotossensibilizadores são moléculas cujo estado eletronicamente excitado tem

um tempo de vida longo o suficiente para sofrer reações fotoqúımicas ou cru-

zamento intersistemas (mudança de spin) [100]. O dano oxidativo fotoindu-

zido pode ocorrer por dois mecanismos distintos conhecidos como tipo I e

tipo II (Figura 1.7). No mecanismo tipo I, o estado excitado do fotossen-

sibilizador doa ou recebe um elétron ou átomo de hidrogênio para/de uma

biomolécula. O par radical formado pode subsequentemente reagir com o

oxigênio molecular dissolvido e produzir uma variedade de espécies reati-

vas de oxigênio tais como radicais superóxido, peroxil e hidroxil. No me-
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canismo tipo II, o fotossensibilizador no estado excitado triplete transfere

energia para o oxigênio molecular no estado fundamental (triplete) gerando

oxigênio singlete (1O2). [101] Oxigênio molecular no estado triplete reage pre-

ferencialmente com espécies radicalares, isto é, moléculas que têm elétrons

desemparelhados. Reações diretas do oxigênio molecular no estado triplete

com moléculas que têm elétrons emparelhados, como por exemplo, os ácidos

graxos, não tendem a ocorrer.
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Figura 1.7: Diagrama de Jablonski simplificado mostrando a formação de
espécies reativas durante a irradiação do fotossensibilizador pelos mecanis-
mos tipo I e tipo II. A emissão do oxigênio singlete quando este retorna ao
estado fundamental (λmax = 1270 nm) fornece uma maneira conveniente de
monitorar a presença deste espécie excitada. Também é mostrada a confi-
guração dos estados fundamental e excitado singlete e triplete. 1F = fotos-
sensibilizador no estado fundamental singlete; 1F* = fotossensibilizador no
estado excitado singlete; 3F* = fotossensibilizador no estado excitado triplete;
3O2 = oxigênio molecular no estado fundamental triplete; 1O2* = oxigênio
molecular no estado excitado singlete; ISC = cruzamento inter-sistema.
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Diferentemente de outras espécies reativas que continuam ativas até que elas

reajam com uma biomolécula ou sejam destrúıdas por uma enzima antioxi-

dante, o tempo de vida do 1O2 tem um limite superior inerente, uma vez que,

sendo uma espécie excitada, ele somente pode existir por um curto peŕıodo

de tempo. O tempo de vida do 1O2 depende fortemente do ambiente em

que ele se encontra, por causa da transferência de energia para moléculas do

solvente levando ao decaimento não radiativo. Uma vez que a transição 1O2

–> 3O2 ocorre no mesmo ńıvel energético que as transições vibracionais das

ligações O-H, o tempo de vida do 1O2 em água é ∼ 4 µs, enquanto em água

deuterada ele é ∼ 68 µs. [102]

A combinação do tempo de vida com o coeficiente de difusão define uma

esfera espacialmente resolvida na qual a atividade do 1O2 é confinada16. Em

sistemas biológicos, por exemplo, estima-se que seu tempo de vida seja de ∼

40 ns. Portanto, nestes sistemas, o raio de ação do 1O2 estará confinado às

vizinhanças do local onde ele é gerado (∼ 20 nm). Para se ter uma idéia,

células t́ıpicas tem diâmetros entre 10 e 30 µm, mitocôndrias ∼ 500 nm e a

espessura da membrana plasmática é menor que 10 nm.

Vale lembrar que enquanto outras espécies reativas podem ser prontamente

interconvertidas em meio biológico, tornando dif́ıcil discernir qual espécie

reativa é responsável por uma resposta celular particular, 1O2 não é inter-

convertido em outras espécies reativas, embora produtos de reações do 1O2,

16A distância de difusão é definida como a raiz quadrada do produto entre o coeficiente
de difusão e o tempo de vida da espécie. Para o 1O2, ela é cerca de 125 nm em água.
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tais como peróxidos, possam agir como precursores de espécies reativas se-

cundárias. [103]

Reações do tipo “ene” (Reação de Schenck)

[4+2] Cicloadição

[2+2] Cicloadição

Oxidação de heteroátomos

Constantes de velocidade 
de reação em CHCl3

k (x106 M-1 s-1)

25

3.1

7.0

460

Figura 1.8: Esquema das reações do oxigênio singlete e constantes de ve-
locidade de reação em clorofórmio com os compostos-modelo apresentados.
Adaptado de [104].

O 1O2 pode interagir com outras moléculas através de transferência de ener-

gia (supressão f́ısica), como no caso da sua desativação pela água, ou através

de reações qúımicas. As principais reações do 1O2 são adição à dupla ligação

e oxi-redução (Figura 1.8). A reatividade intŕınseca do 1O2 com liṕıdios

é pequena (constante bimolecular da ordem de kt ∼ 104M−1s−1) quando

comparada a outras biomoléculas (DNA kt ∼ 104 − 106M−1s−1 e protéınas

kt ∼ 107M−1s−1) [105], mas a grande tendência de acumulação dos fotossen-
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sibilizadores em membranas tornam os liṕıdios um importante alvo em PDT.

Além disso, como o tempo de vida do 1O2 é maior em meio hidrofóbico do que

em meio hidrof́ılico (26 µs em benzeno x 4 µs em água [102]), aumentando seu

raio de difusão, liṕıdios e protéınas de membrana são alvos particularmente

suscept́ıveis à PDT. Estas reações podem afetar particularmente a adesão

celular como será descrito a seguir em maiores detalhes.

Danos aos liṕıdios ocorrem via peroxidação de cadeias insaturadas, podendo

levar a formação de adutos com protéınas, além de alterações nas proprieda-

des das membranas celulares como aumento da área por liṕıdio, o que mo-

difica a permeabilidade, a fluidez e o empacotamento das membranas [106];

até mesmo levando ao seu rompimento. [107] Esses tipos de alterações podem

afetar, por exemplo, a ativação e a nucleação das integrinas, que é a etapa

inicial do processo de adesão celular.

No caso do dano oxidativo induzido em protéınas, uma vez que as cons-

tantes para a reação qúımica do 1O2 variam dependendo da cadeia lateral

dos aminoácidos, ocorre um dano seletivo a certos reśıduos (Trp, Hys, Tyr,

Met, Cys). [105] Tanto integrinas quanto muitas das protéınas da matriz

extracelular possuem reśıduos de cistéına que são cruciais para a sua estabi-

lidade estrutural e/ou atividade. [13,108,109]

Além da oxidação direta das cadeias laterais dos aminoácidos, quebras e

ligações cruzadas das cadeias da protéına também podem ocorrer. [110] Por

exemplo, foi demonstrado que o 1O2 oxida seletivamente os reśıduos de his-
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tidina do colágeno, com formação de novas ligações cruzadas aberrantes e

perturbação da função do colágeno na derme, podendo até mesmo levar

à destruição do mesmo [111]. Também foi observado extensivo crosslinkg

de protéınas de membrana de eritrócitos por fotossensibilização [112] e das

protéınas do citoesqueleto de células HeLa [113]. A Figura 1.9 ilustra di-

versos mecanismos de formação de ligações cruzadas em protéınas, os quais

incluem interação direta entre dois radicais centrados em carbono, interação

de dois radicais tirosina, oxidação de reśıduos de cistéına, interação de grupos

carbonil com grupos amino de reśıduos de lisina ou arginina e interação de

grupos aldéıdos com reśıduos de lisina.

Uma vez que a estrutura e a função das protéınas estão intimamente relacio-

nadas, as alterações estruturais induzidas por reações de oxidação podem ter

diversas consequências. Por exemplo, no caso de enzimas pode haver perda

de atividade; no caso de receptores, geração de um estado constantemente

ativado; no caso dos ligantes, perda da capacidade de reconhecimento pelo

seu receptor; no caso de protéınas multiméricas, alterações na capacidade de

associação entre as subunidades. [114–117] A adesão celular pode ser afetada

por todos estes exemplos de alterações funcionais.

Oxidação de carboidratos mediada por 1O2 gera radicais peroxil, que rapi-

damente podem eliminar HO.
2 gerando grupos carbonila. Oxidação mediada

por radicais ocorre primariamente via abstração de um átomo de hidrogênio

no grande número de ligações C-H de glicosaminoglicanos gerando radicais

α-hidróxialquil [.C(OH)RR
′
]. Estes radicais sofrem reações de rearranjo por
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Figura 1.9: Mecanismos de formação de ligações cruzadas em protéınas. In-
teração entre radicais centrados em carbono (a). Interação entre radicais
tirosina (b). Oxidação de reśıduos de cistéına (c). Interação de grupos car-
bonil em protéınas oxidadas com reśıduos de lisina (d). Interação de grupos
aldéıdos de malondialdéıdo com reśıduos de lisina (e). Interação de grupos
carbonila em protéınas (derivados de reações de glicação/glico-oxidação) com
reśıduos de lisina ou arginina (f). Interação de grupos aldéıdo em protéınas
(obtidos por adição de Michael com produtos de lipoperoxidação) com reśıduos
de lisina (g). Adaptado de [110].
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catálise ácido-base quando há ligações C-OH e C-OR adjacentes, esta última

podendo resultar na quebra da ligação glicośıdica. Estas reações competem

com O2 para dar ROO., o qual pode eliminar HO.
2 levando a geração de gru-

pos carbonila. [94] A formação de adutos de protéınas com açúcares oxidados

é especialmente importante no caso da oxidação da matriz extracelular, cujos

principais constituintes são glicoprotéınas, proteoglicanos e glicosaminoglica-

nos. [10]

O dano ao DNA induzido por espécies reativas gera uma gama de produ-

tos oriundos de alterações qúımicas tanto das bases nitrogenadas quanto da

porção gĺıcidica do DNA, além de ligações cruzadas DNA-protéına. Enquanto

o radical hidroxil reage eficientemente com as quatro bases do DNA e com a

cadeia de açúcar, 1O2 só é capaz de oxidar guanina (a base nitrogenada com o

menor potencial de ionização) e, consequentemente, o dano direto de 1O2 não

gera quantidades significativas de quebras de fita no DNA. [118] Os princi-

pais produtos gerados por fotossensibilização utilizando os fotossensibilizado-

res riboflavina (Tipo I) e azul de metileno (Tipo II) são 8−hidróxi−guanina

(8−OH−Gua) e 2, 6−diamino−4−hidróxi−5−formamidopirimidina (Fapy-

Gua). Estas lesões são mutagênicas pois pareiam erroneamente com adenina,

resultando em transversões G:C para T:A, o que pode levar à formação de

uma protéına com propriedades alteradas ou à perda completa da expressão

do gene. [119]

Espécies reativas também podem afetar a adesão celular através de seu

papel na regulação de vias de sinalização. A ativação de integrinas e re-
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ceptores de fatores de crescimento leva à ativação da cascata da fosfoino-

sit́ıdio 3-quinase (PI3K). Nesta cascata de sinalização, são recrutadas para

a membrana protéınas contendo o domı́nio de homologia a plecstrina, entre

elas a pequena GTPase Rac1, a qual induz a produção de espécies reati-

vas. Protéınas tirosina fosfatases possuem um reśıduo de Cys em seu śıtio

ativo, cuja oxidação leva à inativação da protéına resultando em sustentada

ativação das vias de sinalização. Esta inativação pode ser irreverśıvel ou não,

dependendo da concentração de espécies reativas: a oxidação de reśıduos de

Cys (-SH) a ácido sulfênico (-SOH), tanto quanto a formação de pontes dis-

sulfeto, pode ser revertida pela ação de ascorbato, glutationa e tioredoxina,

conforme equações mostradas na Figura 1.10, mas a oxidação a ácido sulf́ınico

(-SO2H) e sulfônico (-SO3H) não. [120,121]

R-S-S-R + 2e- + 2H+ 

R'-SOH + R-SH   R'-S-S-R + H2O 

R'-S-S-R + R-SH  R-S-S-R + R'-SH  

2 R-SH  

Figura 1.10: Reações de redução do ácido sulfênico a tiol.

Deve-se, portanto, esperar que alterações na membrana plasmática, nas inte-

grinas, nos componentes da matriz extracelular ou do citoesqueleto causadas

por estresse oxidativo tenham consequências tais como morte, alteração na

mobilidade, alteração na adesão e no espalhamento celular, seja através de

efeitos a ńıvel de superf́ıcie ou a ńıvel de sinalização. Alterações na adesão e

espalhamento são facilmente visualizadas por RICM, no entanto, não há rela-

tos na literatura avaliando o impacto do estresse oxidativo na adesão celular
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utilizando esta técnica.
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1.4.1 O impacto da terapia fotodinâmica na adesão ce-

lular

A Terapia Fotodinâmica (PDT) tem sido utilizada como uma alternativa para

o tratamento do cancer desde o começo da década de 80. Como na quimiote-

rapia, os fármacos são preferencialmente acumulados nas células tumorais e,

similarmente à radioterapia, o mecanismo de ação envolve o uso de radiação

eletromagnética com o objetivo de gerar espécies reativas in situ. Entretanto,

PDT é uma alternativa de tratamento com menor efeitos colaterais quando

comparada com a quimio e a radioterapia, uma vez que os fotossensibiliza-

dores são utilizados em concentrações atóxicas na ausência de luz e porque

sua ativação ocorre especificamente no local de incidência da luz viśıvel. [100]

Uma vez que a adesão celular é importante para a progressão tumoral e

para a formação de metástases, como mencionado na seção 1.1, saber se e

como a PDT interfere na adesão celular é importante na avaliação dos re-

sultados obtidos por esta modalidade de tratamento e no entendimento dos

mecanismos de ação envolvidos. Além disso, ser capaz de quantificar o efeito

de um certo fotossensibilizador na adesão celular, e consequentemente poder

comparar diversos fotossensibilizadores neste quesito, pode propiciar o de-

senvolvimento de novos fotossensibilizadores mais eficientes.

Há alguns poucos relatos na literatura sobre o impacto da PDT na adesão ce-

lular. O ensaio mais comumente utilizado é a contagem do número de células

que permanecem aderidas ao substrato após PDT e tripsinização. [122–126]
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Em todos os casos, foi observada maior resistência à tripsinização após PDT,

sem efeito dos fotossensibilizadores no escuro, sugerindo que a PDT pode

aumentar a capacidade de adesão de diversas linhagens celulares in vitro.

Várias foram as hipóteses levantadas para explicar este efeito, entre as quais

encontram-se: danos aos componentes da membrana plasmática, disfunção

mitocondrial, aumento do ńıvel intracelular de Ca2+ e aumento da ativi-

dade de transglutaminase (uma enzima que catalisa ligações cruzadas em

protéınas). No entanto, não há ainda explicação mecańıstica convincente

para este fenômeno.

Um ensaio menos frequente é a contagem do número de células capazes de

aderir a um substrato após PDT. [127–129] Neste caso, quando o substrato foi

funcionalizado com uma protéına adesiva espećıfica, observou-se diminuição

do número de células aderidas, mas quando as células foram colocadas para

aderir em um substrato não funcionalizado na presença de soro, observou-se

aumento do número de células aderidas, com o fotossensibilizador no escuro

e após irradiação. Em um destes estudos o padrão de integrinas expressas na

superf́ıcie celular foi avaliado e nenhuma alteração foi observada na presença

do fotossensibilizador (Verteporfin R©) tanto no escuro quanto irradiado. [127]

Uma vez que estas medidas foram realizadas por FACS, esta observação im-

plica que não houve alteração estrutural significativa das integrinas a ponto

de impedir a ligação dos anticorpos, indicando que o efeito dos fotossen-

sibilizadores na modulação da adesão celular pode não estar relacionado à

oxidação das integrinas. Novamente, neste tipo de experimento também não

há um mecanismo aceito para explicar os resultados.
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Outro tipo de ensaio, que é relacionado com a adesão celular, cujo impacto

da PDT foi avaliado é a migração/invasão celular. Em todos os casos estuda-

dos, observou-se diminuição da capacidade de migração/invasão das células

após PDT [126,130,131] e em um deles também se observou menor migração

no escuro [131]. Uma das hipóteses levantadas para explicar este efeito foi

a inibição da fosforilação de FAK e Src [130], entretanto, como mencionado

na seção 1.1, nem todo tipo de contato de adesão apresenta protéınas fosfo-

riladas. Outra possibilidade que foi aventada é a diminuição dos ńıveis de

algumas metaloproteinases de matriz. [131]

Em conjunto, os trabalhos citados sugerem que a PDT afeta a adesão ce-

lular e este efeito depende do fotossensibilizador, mas não da linhagem ce-

lular. Entretanto, há relatos tanto de aumento quanto de diminuição da

adesão dependendo do protocolo utilizado: os estudos de tripsinização indi-

cam aumento da adesão celular enquanto os ensaios de adesão a um substrato

mostram tanto aumento quanto diminuição da adesão. Também ainda não

há um consenso sobre o mecanismo molecular através do qual os fotossensi-

bilizadores afetam a adesão celular tanto no escuro quanto após irradiação.

Neste sentido, a hipótese que foi colocada neste trabalho é que utilizando-se

uma técnica sofisticada como RICM, informações mais detalhadas sobre o

impacto dos fotossensibilizadores na adesão celular poderiam ser obtidas.
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1.5 Fotossensibilizadores porfiŕınicos

A maioria dos fotossensibilizadores utilizados tanto na prática cĺınica da

PDT17 quanto em experimentos de laboratório são derivados de núcleos tetra-

pirróis aromáticos, encontrados em muitos pigmentos de ocorrência natural

tais como a protoporfirina IX do grupo heme e a clorofila. [134] A estrutura

básica de um núcleo tetrapirrol é mostrada na Figura 1.11. Esta estrutura

apresenta apresenta 18 elétrons π ressonantes mais 4 elétrons π que podem

ser reduzidos sem perda da aromaticidade do anel. Os tetrapirróis não redu-

zidos são conhecidos como porfirinas, os tetrapirróis com uma ligação dupla

reduzida são conhecidos como clorinas e os tetrapirróis com duas ligações

duplas reduzidas são conhecidos como bacterioclorinas. [135]

A ligação dupla em uma molécula orgânica contém dois tipos de orbitais

moleculares: um orbital σ e um orbital π. A absorção em uma dupla ligação

excita um elétron π para um orbital π antiligante (π*), em uma transição

designada π → π*. A energia de uma dupla ligação não conjugada é cerca de

7 eV, o que corresponde a uma absorção no UV (180 nm). Em sistemas con-

tendo duplas ligações conjugadas, há um abaixamento do ńıvel de energia do

orbital π* e como consequência, os máximos de absorção são deslocados para

comprimentos de onda maiores quanto maior o número de ligações conjuga-

das. A presença de substituintes contendo pares de elétrons livres, também

17Photofrin R©, uma mistura complexa de porfirinas, foi o primeiro fotossensibilizador
aprovado para uso cĺınico pelo FDA (em 22 de dezembro de 1998), seguido pela aprovação
do Levulan R©, um precursor da protoporfirina IX (em 7 de dezembro de 1999), e do
Visudyne R©, uma benzoporfirina (em 12 de abril de 2000). [132] Uma lista atualizada dos
fotossensibilizadores aprovados para uso cĺınico pode ser encontrada na referência [98]. No
Brasil, azul de metileno também têm sido utilizado na prática cĺınica [133].
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Figura 1.11: Estrutura básica de um núcleo tetrapirrol mostrando a nu-
meração das posições do anel segundo a IUPAC. Os carbonos do macrociclo
são numerados sequencialmente de 1 a 20 e os carbonos externos são desig-
nados com ı́ndices.

contribui para este efeito. Os tetrapirróis normalmente tem uma banda de

absorção relativamente intensa na região de 400 nm (ε ∼ 105), conhecida

como banda Soret, e um conjunto de bandas progressivamente menos inten-

sas em regiões de comprimentos de onda maiores, conhecidas como bandas

Q. As intensidades e posições exatas destas bandas dependem do solvente,

da concentração, como também da natureza dos substituintes no núcleo te-

trapirrol. As bandas Q são menos intensas que a banda Soret porque são

resultantes de transições proibidas por simetria18. [44, 134,136]

Os tetrapirróis também podem estar coordenados a um metal, mas ape-

nas metais diamagnéticos (por exemplo, Zn) permitem que seja mantida a

18As transições podem ocorrer com alta (permitidas) ou baixa (proibidas) probabilidade.
Para que uma transição ocorra o momento de dipolo da transição deve ser diferente de
zero. Assim, para que uma transição ocorra com alta probabilidade os estados inicial
e final devem ter em comum (1) a mesma multiplicidade de spin e (2) propriedades de
simetria compat́ıveis com as do vetor dipolo elétrico. As restrições de multiplicidade de
spin, que determinam, por exemplo, que transições do estado singlete para o estado triplete
são proibidas, são mais severas que as transições proibidas por simetria.
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eficiência fotof́ısica da molécula, porque metais paramagnéticos (por exem-

plo, Fe e Cu) aumentam a probabilidade de decaimento não radiativo do

estado triplete. A coordenação a um ı́on metálico aumenta a simetria do

anel e assim as quatro bandas Q do espectro de absorção da molécula são

convertidas em duas. [134,135,137] Os espectros de uma porfirina livre e de

uma porfirina coordenada a um metal são mostrados na Figura 1.12.

Figura 1.12: Espectro de absorção de uma porfirina e seu complexo metálico.
Adaptado de [135].

As porfirinas variam no número e no tipo de grupos substituintes. A in-

trodução de substituintes periféricos leva a diferentes propriedades f́ısico-

qúımicas, tais como solubilidade, estabilidade qúımica, coeficiente de ex-

tinção molar etc. e também influencia a biodistribuição do fotossensibili-

zador, isto é, sua citolocalização, distribuição nos tecidos e farmacocinética.

[100, 137] Este efeito nas propriedades f́ısico-qúımicas é ilustrado na Tabela

1.1 onde são mostrados os comprimentos de onda do máximo de absorção
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e emissão das porfirinas comerciais utilizadas nesta tese, cujas estruturas

qúımicas são mostradas na Figura 1.13. Com este conjunto de moléculas foi

posśıvel avaliar o efeito na adesão celular de caracteŕısticas estruturais dos

fotossensibilizadores tais como carga, simetria e presença de metal coorde-

nado. O efeito na interação com células será apresentado e discutido na seção

4.3.

As propriedades fotoqúımicas intŕınsecas das moléculas são determinadas

pela magnitude de dois parâmetros relacionados: as constantes de veloci-

dade de formação e desativação dos estados excitados e os consequentes ren-

dimentos quânticos. A natureza dos substituintes do anel porfiŕınico também

exerce um efeito sobre estas propriedades, como mostrado na Tabela 1.1 para

o rendimento quântico de oxigênio singlete (φ∆).

Tabela 1.1: Comprimentos de onda dos máximos de absorção e de emissão
das porfirinas comerciais utilizadas nesta tese. O rendimento quântico de
geração de oxigênio singlete também é mostrado. Os máximos de absorção e
de emissão foram obtidos em metanol. Os rendimentos quântico de geração
de oxigênio singlete foram obtidos em H2O, exceto no caso da PpIX, o qual
foi obtido em etanol.

Fotossensibilizador PpIX CPpI TSPP TMPyP ZnTMPyP

Soret (nm) 398a 393 414 424b 440b

Emissão (nm) 634a 622 650 654b 635b

φ∆ 0,70 0,60c 0,62c 0,74c 0,88c

a [138], b [139], c [140]

A análise da Tabela 1.1 mostra que as bandas Soret e o máximo de emissão

de fluorescência das porfirinas com substituintes fenil (grupos doadores de
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elétrons) nas posições meso (TMPyP e TSPP) aparecem em comprimentos

de onda maiores que a das porfirinas com substituintes alifáticos nas posições

β (PpIX e CPpI). Também se observa que a coordenação a Zn2+ desloca a

banda Soret para o vermelho e o máximo de emissão para o azul. Entre as β

substitúıdas, a mais simétrica (CPpI) apresenta a banda Soret e o máximo

de emissão deslocados para o azul.

A geração de oxigênio singlete compete com a desativação do estado ex-

citado do fotossensibilizador por outros processos (Figura 1.7). Assim, o

rendimento quântico de oxigênio singlete só pode ser apropriadamente me-

dido, por exemplo, na ausência de agregação das moléculas, fenômeno que

será discutido adiante. Tomando como exemplo o caso da PpIX em H2O,

situação na qual a molécula está agregada, o valor medido é 0,16. Em uma

mistura de D2O e etanol, onde o ńıvel de agregação é menor, este valor sobe

para 0,49. [140] Em etanol, onde não há agregação, o real valor do rendi-

mento quântico de oxigênio singletepode ser medido e é similar ao das outras

porfirinas mostradas.

Hematoporfirina e PpIX são dispońıveis a partir de fontes naturais em gran-

des quantidades e suas porções ácido propiônico, vinil e hidróximetil são

facilmente funcionalizadas. As unidades de ácido propiônico podem ser es-

terificadas, convertidas em amidas ou tioésteres. Nesta tese será discutida a

śıntese de um composto polimérico onde PpIX foi ligada covalentemente à

poli-L-lisina (seção 4.2). Um segundo ńıvel de funcionalização pode ser ob-

tido por hidrobromação do grupo vińılico seguida pela substituição do haleto
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Protoporfirina IX 

(PpIX) 

Coproporfirina I 

(CPpI) 

Meso tetra(N-metil-4-piridil) porfirina 

(TMPyP) 
Zn(II) Meso tetra(N-metil-4-piridil) porfirina 

(ZnTMPyP) 

Meso tetra(p-sulfonatofenil) porfirina 

(TSPP) 

Figura 1.13: Fórmulas estruturais, nomes e siglas das porfirinas comerciais
utilizadas nesta tese.
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com um nucleófilo (Figura 1.14). Sob tais condições tióis, aminas e álcoois

têm sido incorporados. A grande variedade de compostos dispońıveis por

meio destes dois passos incluem derivados lipof́ılicos, hidrof́ılicos, catiônicos

ou aniônicos. [135]

PpIX 

X1 e/ou X2 = -SR, -OR ou -NHR  

Figura 1.14: Esquema geral das rotas de śıntese de derivados da PpIX.
Condições das reações: i = SOCl2; ii = X1; iii = HBr; iv = X2. Adap-
tado de [135].

A śıntese de meso-tetraaril e meso-tetraalquil porfirinas é realizada através

da condensação de pirrol e o aldéıdo de interesse. A reação é feita em duas

etapas. Primeiro forma-se porfirinogênio, que é então oxidado para formar

a porfirina (Figura 1.15). [141] As porfirinas TMPyP e TSPP, por exemplo,

são sintetizadas por esta rota.

Um fenômeno muito comum que envolve os tetrapirróis em solução é a
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Figura 1.15: Esquema geral da rota sintética das meso-tetra aril/alquil por-
firinas. Adaptado de [141].

agregação. Estados agregados são formados quando as interações soluto-

soluto são energeticamente mais favoráveis que as interações soluto-solvente.

Dependendo da extensão do fenômeno pode até ocorrer a precipitação das

moléculas. As forças intermoleculares envolvidas neste processo podem ser

pontes de hidrogênio, interações eletrostáticas, forças de van der Waals e in-

terações hidrofóbicas. O tipo de força envolvida vai depender da estrutura

do composto. As interações da nuvem π são as que apresentam a maior

contribuição para a auto-agregação dos tetrapirróis. A formação dos esta-

dos agregados é um processo reverśıvel cujo equiĺıbrio é afetado por alguns

fatores f́ısicos tais como temperatura e concentração: o aumento da tempe-

ratura desloca o equiĺıbrio no sentido do monômero, enquanto o aumento

da concentração desloca o equiĺıbrio no sentido do agregado. O efeito da

interação com macromoléculas na agregação/desagregação dos fotossensi-

bilizadores será discutido na seção 4.4. A Figura 1.16 mostra uma repre-

sentação esquemática dos posśıveis estados agregados. Em tetrapirróis a

forma mais comum é aquela em que os anéis apresentam faces paralelas des-

locadas (D). [142]



CAPÍTULO 1. INTRODUÇÃO 69

(A) (B) (C) (D)

Figura 1.16: Representação esquemática dos estados agregados. (A) Faces
paralelas. (B) Entre laterais. (C) Face-lateral. (D) Faces paralelas desloca-
das. O agregado representado em (A) é conhecido como agregado tipo H e o
agregado representado em (B) é conhecido como tipo J.

O fenômeno da agregação interfere nas propriedades f́ısico-qúımicas, fotof́ısicas

e fotoqúımicas dos fotossensibilizadores. Em particular, a formação de agre-

gados muda sua solubilidade, seus espectros de absorção, tempo de vida dos

estados excitados e as eficiências relativas de geração de espécies oxidantes e

desativação não radiativa. Por exemplo, no caso dos espectros de absorção,

a formação de agregados leva ao alargamento das bandas, redução do coefi-

ciente de extinção molar e deslocamento do comprimento de onda da banda

Soret. [143–149].

Muito trabalho tem sido realizado no desenvolvimento de novos fotossen-

sibilizadores mais eficientes. [139, 150–153] No entanto, para poder escolher

os fotossensibilizadores mais adequados é preciso compreender como estes

interagem com sistemas biológicos. Estes estudos têm sido realizados tanto

com sistemas biomiméticos, como com cultura de células. [106,107,143,154,

155]. Esta tese pretende aumentar a nossa compreensão nestas questões

mecańısticas relacionadas a eficiência de diversos fotossensibilizadores em in-

duzir alterações no processo de adesão celular.



Caṕıtulo 2

Objetivos

O objetivo geral do presente trabalho foi estudar o efeito dos fotossensibiliza-

dores na adesão celular, uma vez que este processo está intimamente ligado

à formação e disseminação de metástases, a principal causa de morte de pa-

cientes diagnosticados com câncer.

Os objetivos espećıficos foram:

• Estudar as interações moleculares que afetam a adesão celular em su-

portes sólidos funcionalizados;

• Desenvolver metodologia para quantificar a adesão celular utilizando a

técnica de RICM;

• Avaliar as alterações na adesão celular causadas por fotossensibilizado-

res porfiŕınicos em doses sub-letais no escuro e após irradiação.
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Materiais e Métodos

3.1 Reagentes

Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma, exceto: etanol, uréia e glice-

rina que foram adquiridos da Synth, Fluorescéına-5-tiosemicarbazida e Mito-

Tracker Green, que foram adquiridos da Invitrogen; SDS, azul de Coomassie

G-250 e os padrões de peso molecular, que foram adquiridos da Bio-Rad;

Meso-tetra(4-sulfonatofenil) porfirina, Meso-tetra(N-metil-4-piridil) porfirina

e Zn(II)-Meso-tetra(N-metil-4-piridil) porfirina, que foram adquiridas da Fron-

tier Scientific. A Poli-L-Lisina (Sigma) utilizada tinha peso molecular entre

70000 e 150000. Os reagentes foram utilizados sem purificação adicional.A

dosagem total de protéınas foi realizada com o Total Protein Kit, Micro

Lowry, Onish & Barr Modification da Sigma. A detecção de integrinas ex-

pressas na superf́ıcie celular foi realizada com o kit Alpha Integrin-Mediated

Cell Adhesion Array da Millipore.
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3.2 Equipamentos

Todos os espectros de fluorescência foram obtidos utilizando o espectro-

fluoŕımetro Fluorolog 1681 da Spex, controlado pelo software DM3000-F,

com as fendas em 2 mm e detecção em ângulo reto. Todas as medidas de

absorbância foram obtidas no espectrofotômetro UV-Vis UV-2401PC da Shi-

madzu. A medida do tempo de vida do estado triplete foi realizada usando

um aparato de fotólise por pulso de laser composto por um laser Nd:YAG

emitindo em 355 nm, lâmpada pulsada de Xe de 150 W, sistemas de controle

eletrônico da Applied Photophysics e osciloscópio Hewlett Packard 54510B.

A fosforescência do oxigênio singlete foi medida em um espectrofluoŕımetro

no infravermelho próximo F900 da Edinburgh Analytical Instruments, equi-

pado com um laser Nd:YAG (Continuum Surelite III; 10 Hz, 5 ns/pulso, 5

mJ/pulso) operado como fonte de excitação e uma fotomultiplicadora res-

friada a −80 ◦C (R5509) da Hamamatsu. A eletroforese das protéınas foi

conduzida no Hoefer miniVE da GE. A leitora de placas foi a Infinite da

Tecan e o scanner de géis foi o Typhoon Trio da GE. As garrafas e placas

de cultura celular foram obtidas da Corning, as microplacas para medida

de fluorescência (96 poços, flat) da Greiner e as câmaras de cultura sobre

lamı́nula (LabTek, 8 poços) da Nunc. As células foram manuseadas em um

cabine de segurança biológica classe II A1 equipada com lâmpada germicida

(254 nm, 30 W). Os microscópios invertidos utilizados foram: (1) TE-2000

da Nikon (França), equipado com uma lâmpada de mercúrio de 130 W e uma

câmera EM-CCD ImagEM (512x512 pixels, 16 bits, 32 FPS, 40 nm/pixel) da

Hamamatsu e (2) Axiovert200 da Zeiss (Brasil), equipado com uma lâmpada
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de mercúrio de 100 W e uma câmera digital PowerShot G10 (14.7 MP) da

Canon. Microscopia Confocal foi realizada em um Axiovert200M da Zeiss,

controlado pelo software LSM510. As imagens foram processadas utilizando

o software ImageJ, no caso dos experimentos de microscopia confocal, ou o

software NewMagneto desenvolvido pelo Dr. André Schroder (Institut Char-

les Sadron - França), no caso dos experimentos de RICM.

3.3 Métodos

3.3.1 Cultura celular

Células HeLa foram cultivadas em DMEM (baixa glicose) suplementado

com 10% (v/v) de FBS (soro fetal bovino) e 0,5% de solução de Penici-

lina/Estreptomicina e mantidas a 37 ◦C em uma incubadora humidificada na

presença de 5% de CO2. Subculturas foram realizadas a cada 2 dias utili-

zando solução de tripsina-EDTA 250 mg % em contato com as células por 5

minutos a 37 ◦C. Para avaliação da integridade das membranas celulares e

contagem das células viáveis foi utilizado o corante de exclusão azul de tripan

(solução a 0,4 %). No caso de plaqueamento em superf́ıcies funcionalizadas

com protéınas de adesão, após tripsinização as células foram centrifugadas a

1500 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente, ressuspendidas em PBS,

centrifugadas novamente a 1500 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente

e finalmente ressuspendidas em DMEM sem FBS.
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3.3.2 Fotossensibilizadores

Os fotossensibilizadores estudados foram PpIX (sal de sódio), Coproporfirina

I, Meso-tetra (4-sulfonatofenil) porfirina, Meso-tetra (N-metil-4-piridil) por-

firina, Zn(II) Meso-tetra (N-metil-4-piridil) porfirina (Figura 1.13) e PpIX

conjugada à Poli-L-Lisina (PLLPpIX), a qual foi sintetizada segundo meto-

dologia descrita em [152]. Brevemente, 50 mg de PpIX foram mantidos sob

agitação magnética por 60 minutos em atmosfera de N2 com 2 mL de cloreto

de tionila recém destilado. Ao reśıduo púrpura obtido após vaporização do

excesso de cloreto de tionila foram adicionados 100 mg de Poli-L-Lisina (peso

molecular: 70000-150000) em DMF. O sistema foi mantido em atmosfera de

N2 sob agitação por 12 h. Ao final o solvente foi evaporado e o filme púrpura

obtido foi purificado por partição em CHCl3/H2O. A fração hidrossolúvel,

contendo o produto (PLLPpIX), foi concentrada no rotavapor e o solvente

residual foi eliminado por sucção a pressão reduzida, mantido em dessecador

por 12 h e estocado a 4 ◦C ao abrigo da luz. Para a aquisição do espectro de

RMN 1H a amostra foi solubilizada em DMSO D6.

Composto: RMN 1H (CDCl3, 500.13 MHz ) δ (ppm): -2.42 (br s, 2H, H-

21 e H-23), 3.27 (t, 4H, J = 7.0 Hz, H-132 e H-172); 3.60; 3.61; 3.68 e 3.69(4s,

12H, H-2; H-7, H-12 e H-18); 3.66 (s, 6H, H-134 e 174); 4.39(t, 4H, J = 7.0

Hz, H-131 e H-171); 6.17 (dd, 1H, J = 11.5 e 1.1 Hz, H-32a e H-82a), 6.36 (dd,

1H, J = 17.5 e 1.1 Hz, H-32b e H-82b); 8.27(dd, 1H, J = 17.5 and 11.5 Hz,

H-31 e H-81) 10.00; 10.04; 10.14 e 10.18(4s, 4H, H-5; H-10; H-15 e H-20).
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Composto: RMN 1H (DMSO D6, 500.13 MHz ) δ (ppm): 1,34 - 1,64 (m,

H-C, H-D e H-E); 2,77 (m, H-F); 3,0 - 4,0 (m, H-G e H2O); 4,27 (m, H-B);

8,04 (m, H-A).

Composto: RMN 1H (DMSO D6, 500.13 MHz ) δ (ppm): -2.31 (s, banda

larga, 2H, H-21 e H-23), 1,3 - 1,7 (m, H-C, H-D e H-E); 2,77 (m, H-F); 3.44

(t, J = 7.0 Hz, H-132 e H-172); 3.60; 3.62; 3.72 e 3.74(4s, 12H, H-2; H-7, H-12

e H-18); 3,0 - 4,0 (m, H-G e H2O); 4,25 (m, H-B); 4.32 (t, 4H, J = 7.0 Hz,

H-131 e H-171 ); 6.22 (d, 1H, J = 18, H-32a e H-82a), 6.45 (dd, 1H, J = 12 e

5.5 Hz, H-32b e H-82b); 8,05 (m, H-A); 8.27(m, H-31 e H-81) 10.24 (s, banda

larga, 4H, H-5; H-10; H-15 e H-20).

Por conta da caracteŕıstica polimérica da PLLPpIX (não sabemos exata-

mente o peso molecular do produto), os fotossensibilizadores foram avaliados

em função do máximo de absorbância de suas bandas Soret, levando em conta

que, segundo a Lei de Beer, em soluções dilúıdas a magnitude da luz absorvida

pelas moléculas é diretamente proporcional às suas respectivas concentrações

anaĺıticas [136]. A maioria dos ensaios foram realizados com soluções de ab-

sorbância 0,12 ou 0,06. Sabendo que o coeficiente de absortividade molar é

de 120000 M−1cm−1 para a PpIX (Sigma-Aldrich), uma solução de PpIX com

absorbância 0,12 tem concentração de 1 µM. Para manter a mesma quan-

tidade de energia absorvida utilizou-se também soluções de absorância 0,12

para a PLLPpIX.
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3.3.3 Irradiação

A irradiação das amostras foi realizada por 1 minuto (ou 5 minutos, no

caso do experimento de eletroforese) utilizando como fonte irradiadora um

microscópio invertido (Nikon, nos experimentos de RICM e Zeiss, nos expe-

rimentos de protéına carbonilada) equipado com um filtro de interferência

(FITC 470/40 nm - Nikon e DAPI 365/50 nm - Zeiss). As amostras foram

irradiadas em uma câmara de cultura sobre lamı́nula nos experimentos de

RICM e em uma microplaca própria para medidas de fluorescência nos expe-

rimentos de protéına carbonilada. As células foram incubadas por 1 minuto

ou 3h no escuro com os fotossensibilizadores dissolvidos em DMEM sem ver-

melho de fenol e sem FBS, lavadas com PBS 2X e irradiadas em PBS por

1 minuto. A integridade das membranas celulares foi checada com azul de

tripan imediatamente após irradiação. A quantidade de fotossensibilizador

foi definida através do seu máximo de absorbância, como descrito na seção

3.3.2.

3.3.4 Funcionalização das superf́ıcies

Substratos previamente esterilizados com luz UV por 25 minutos foram in-

cubados com PLL (0.01% em água por 15 minutos a temperatura ambiente e

secos ao ar) e Vitronectina (3,5 µg/mL em PBS por 30 minutos a 37 ◦C). Os

substratos contendo protéınas de adesão foram mantidos sempre em ambiente

úmido.
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3.3.5 Perfil de integrinas expressas na superf́ıcie celu-

lar

A identificação das integrinas expressas na superf́ıcie celular foi realizada com

um kit comercial para detecção fluorimétrica de subunidades α, seguindo-se

as instruções do fabricante. Células foram mantidas por 24h em frascos

standard de cultura celular ou em frascos de cultura funcionalizados com

PLL como descrito na seção 3.3.4 antes do ensaio. No caso da avaliação do

impacto das porfirinas na perfil de integrinas, células cultivadas em frascos de

cultura celular standard foram incubadas com PpIX e TMPyP (absorbância

0,06) por 3h no escuro a 37 ◦C. A integridade das membranas celulares foi

checada com azul de tripan após o final do peŕıodo de incubação com os

fotossensibilizadores. O experimento foi realizado em triplicata.

3.3.6 Migração celular - Ensaio de ferida

Células foram plaqueadas em densidade de confluência em placas de 12 poços

e permitidas aderir overnight. As células foram lavadas com PBS (3 mL) e

incubadas em meio livre de FBS (3 mL) contendo ou não porfirinas (ab-

sorbância 0,06) por 3h no escuro a 37 ◦C. Após o peŕıodo de incubação as

células foram lavadas com PBS para remoção das porfirinas e uma área livre

de células foi criada na monocamada utilizando uma ponteira de 10 µL. Após

os poços terem sido lavados com PBS (para remoção das células destacadas),

as células foram mantidas na incubadora em DMEM suplementado com 1%

de FBS (2 mL), para limitar a proliferação celular. Micrografias de campo

claro (100X) foram obtidas imediatamente após a criação da área livre de
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células e a cada 24h até que a ferida fosse completamente fechada. O meio

de cultura foi trocado a cada 24h imediatamente antes das fotografias serem

tiradas. O experimento foi realizado em duplicata.

3.3.7 Inibição do remodelamento de matriz extracelu-

lar

A inibição do remodelamento da camada de protéına adsorvida ao substrato

foi realizada através do tratamento das células com cicloheximida (Figura

3.1) 100 µg/mL em meio de cultura suplementado com 10% FBS a 37 ◦C 30

minutos. Após lavagem, as células foram tripsinizadas e plaqueadas em (1)

vidro, (2) vidro funcionalizado com PLL ou (3) vidro funcionalizado com a

protéına de adesão vitronectina.

Figura 3.1: Fórmula estrutural da cicloheximida.



CAPÍTULO 3. MATERIAIS E MÉTODOS 79

3.3.8 RICM

As micrografias de RICM foram obtidas em um microscópio invertido (Nikon)

equipado com uma objetiva de imersão a óleo 100X/1,3 (Leica) e um filtro

de interferência (λ = 546 nm, BW = 10 nm). As imagens foram adquiridas a

temperatura ambiente com as células em câmaras de cultura sobre lamı́nula

por no máximo 30 minutos a diferentes intervalos de tempo após o plaquea-

mento. Os domı́nios de adesão foram definidos como sendo as regiões mais

escuras que a luminosidade de fundo, após correção para eliminar desigualda-

des na iluminação. Nas etapas iniciais do processo de adesão, a visualização

foi realizada com a ajuda de uma lente de aumento complementar (2,8X)

colocada entre a objetiva e a câmera. A conversão de número de pixels para

tamanho em micrômetros foi realizada a partir da imagem de uma régua

micrometrada gravada no mesmo set-up dos experimentos com células.

Formação e análise das imagens

Em um sistema onde uma célula adere a uma lamı́nula, três são as interfaces

reflectivas de maior importância quando objetivas de imersão a óleo são uti-

lizadas: vidro/célula, vidro/meio de cultura, meio de cultura/célula (Figura

3.2).

A intensidade relativa (R) da luz refletida (Ir) na interface entre dois meios

semi-infinitos como uma função da intensidade da luz incidente (I) é obtida

a partir dos ı́ndices de refração n1 e n2:
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RICM.pdf
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Figura 3.2: Esquema das interfaces reflectivas que formam as imagens de
RICM de uma célula aderindo a uma lamı́nula.

R = Ir/I = [(n2 − n1)/(n2 + n1)]2

(3.1)

Tomando-se os ı́ndices de refração do vidro, do meio de cultura e do meio

intracelular como sendo, respectivamente, 1.515, 1.337 e 1.370, então a maior

diferença nos ı́ndices de refração ocorre na interface vidro/meio de cultura.

Calculando-se os valores relativos de refletividade das diferentes interfaces

de acordo com a equação 3.1, é posśıvel demonstrar que as áreas livres de
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células (vidro/meio de cultura) representam as zonas mais claras. Portanto,

nas imagens de RICM, as intensidades luminosas que são maiores (áreas mais

claras) ou menores (áreas mais escuras) do que a intensidade refletida pela

interface vidro/meio de cultura devem ser devidas a interferência. Sendo

assim, em uma imagem composta de raios refletidos modulados por inter-

ferência, as áreas livres de células podem ser utilizadas como referência para

o cálculo das intensidades das outras regiões por uma simples operação de

subtração da luminosidade de fundo. [156]

A relação entre a intensidade do raio resultante (I) a partir da interferência

entre dois raios refletidos (I1 e I2) em diferentes interfaces e a distância entre

estas duas interfaces (h) num determinado ponto (x) é dada pela equação [65]:

I = I1 + I2 + 2(I1.I2)1/2cos[2kh(x) + φ]

(3.2)

onde k = 2πn1/λ e φ a mudança de fase.

Se os ı́ndices de refração (n) não mudam, então a intensidade do raio re-

sultante só depende da distância (h) entre as interfaces. Em um sistema

complexo como o meio intracelular, o ı́ndice de refração pode não ser ho-

mogêneo. A Figura 3.3 mostra a influência do ı́ndice de refração na intensi-
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dade da luz refletida em função da distância. Devido à não coerência da fonte

de luz utilizada nos experimentos, a curva real vai sendo atenuada ao longo

da distância (Figura 3.4), de maneira que para grandes distância torna-se

imposśıvel distinguir variações na intensidade da luz refletida. Como no caso

de uma célula aderindo a uma lamı́nula há mais de uma interface refletiva,

nas curvas apresentadas nas Figuras 3.3 e 3.4 o primeiro mı́nimo de intensi-

dade não aparece em h = 0 e a variação nos ı́ndices de refração modifica a

altura em que este primeiro mı́nimo aparece.

0 50 100 150 200 250 300
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 1.33
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Figura 3.3: Curva teórica da intensidade de luz refletida em função da
distância (λ = 543 nm) para o sistema descrito na Figura 3.2, mostrando a
influência do ı́ndice de refração do citoplasma. I0 é a intensidade do back-
ground.

Considerando-se o ı́ndice de refração do citoplasma como sendo 1.37, o pri-

meiro mı́nimo aparece em 15 nm. A partir deste ponto, a intensidade da luz
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refletida resultante aumenta com a distância até 115 nm. Sendo assim, se

a separação entre a célula e a lamı́nula for de 15 nm, a imagem de RICM

formada aparecerá em preto. Se a separação for de 115 nm, a imagem apa-

recerá em branco. Por fim, se a separação for entre 15 e 115 nm, as imagens

aparecerão como tons de cinza. Portanto, as zonas mais escuras nas imagens

de RICM correspondem as regiões onde a célula é mais próxima do substrato.

Figura 3.4: Curva real da intensidade de luz refletida em função da distância
em relação ao substrato. É mostrada a correspondência entre a curva e
alguns dos padrões observados em micrografias de RICM. Célula HeLa 24h
após plaqueamento em uma lamı́nula na presença de soro fetal bovino.

Entretanto, distâncias absolutas não podem ser medidas a partir da técnica

RICM convencional, porque a informação sobre as fases absolutas dos raios

refletidos pelas várias interfaces não é conhecida. Este obstáculo pode ser

superado através da comparação entre os interferogramas obtidos simulta-

neamente com dois comprimentos de onda diferentes, uma técnica conhe-

cida como DW-RICM (dual-wavelength reflection interference contrast mi-
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croscopy). [157]

A Figura 3.5 mostra as imagens de RICM de uma veśıcula que está próxima

da superf́ıcie mas não aderida a ela (A), de uma veśıcula fracamente aderida

a uma superf́ıcie (B) e de uma veśıcula fortemente aderida a uma superf́ıcie

(C). Em (A) e (B), é posśıvel observar os anéis de Newton, os quais indicam

que a membrana da veśıcula na borda da adesão tem uma curvatura suave e

o ângulo de contato, segundo a convenção da Figura 1.5, é pequeno. Quando

os anéis de interferência não são viśıveis, significa que o ângulo de contato é

grande. [158] A forma da zona de adesão muda conforme o número de pa-

res receptor-ligante formados. Em um regime de baixa densidade de pares

receptor-ligante, a zona de adesão é irregular e inomogênea, enquanto que

em um regime de alta densidade de pares receptor-ligante, a zona de adesão

é circular e homogênea.
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(A) (B) (C) 

Figura 3.5: Imagens de RICM de uma veśıcula não aderida (A), de uma
veśıcula fracamente aderida (B) e de uma veśıcula fortemente aderida (C).
As setas indicam os anéis de Newton.

3.3.9 Incorporação dos fotossensibilizadores em células

O ensaio foi realizado conforme metodologia descrita em [154]. Brevemente,

os fotossensibilizadores PpIX e PLLPpIX foram dissolvidos em DMEM sem

vermelho de fenol + 10% FBS por sonicação e filtrados em membrana PES

0,2 µm (absorbância 0, 12). Entre 18h e 24h após o plaqueamento de 3x105

células/poço, as células foram incubadas com os fotossensibilizadores por 1

minuto (temperatura ambiente), 10 minutos e 3 horas (37 ◦C) no escuro.

Uma aĺıquota de 500 µL do sobrenadante foi reservada, a qual foi adicionado

o mesmo volume de SDS 100 mM, e o restante do sobrenadante foi descartado.

As células foram lavadas com PBS gelado seguido da adição de 1 mL de SDS

50 mM. A taxa de incorporação foi determinada em triplicata pela medida

da intensidade de fluorescência em 631 nm (com excitação em 380 nm) entre
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o sobrenadante e o lisado de células.

3.3.10 Mecanismo de endocitose

O mecanismo de endocitose da PpIX foi avaliado através de uma série de ex-

perimentos de inibição das vias endoćıticas. (1) As células foram incubadas

com o fotossensibilizador a 4 ◦C com o objetivo de inibir o transporte ativo.

(2) As células foram pré-tratadas com sacarose 0,45 M em PBS por 30 minu-

tos a 37 ◦C para impedir a formação de veśıculas recobertas por clatrina. (3)

As células foram pré-tratadas com β-ciclodextrina 100 µM em PBS por 30

minutos a 37 ◦C, para depleção de colesterol e inibição da via mediada por

balsas liṕıdicas [159–161]. Os controles foram incubados com DMEM suple-

mentado com 10% FBS. Em todos os experimentos foram utilizadas 3x105

células/poço e um tempo de incubação do fotossensibilizador de 10 minu-

tos (absorbância 0, 12). A taxa de incorporação foi determinada conforme

descrito na seção 3.3.9.

3.3.11 Citolocalização

104 células/poço foram plaqueadas em lamı́nulas e 18h após foram incubadas

com o marcador fluorescente de mitocôndrias MitoTracker (Green) 50 nM

em PBS por 30 minutos e com os fotossensibilizadores (absorbância 0, 12)

por 1 minuto ou 3h no escuro a 37 ◦C. Após incubação, as células foram

lavadas com PBS gelado e montadas sobre uma lâmina para visualização no

microscópio confocal utilizando uma objetiva C-Apochromat 40X/1,2 WI.

Os filtros utilizados foram (1) Mitotracker: Ex 488 nm e Em 505-530 nm;
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(2) Fotossensibilizadores: Ex 364nm, Em 629-704 nm (PpIX e PLLPpIX) e

435-485 nm (TMPyP). Para determinar a localização subcelular, as imagens

de transmissão, de fluorescência do fotossensibilizador e de fluorescência do

marcador de mitocôndrias foram sobrepostas e quantificadas utilizando o

coeficiente de Manders.

3.3.12 Dosagem de protéına total

A dosagem foi realizada com um kit comercial, conforme instruções do fa-

bricante. A medida foi realizada em uma leitora de placas após diluição

de 10X do meio de cultura suplementado com 10% FBS na ausência e na

presença dos fotossensibilizadores PpIX e PLLPpIX (absorbância 0, 12). O

experimento foi realizado em quadruplicata.

3.3.13 Dosagem de protéınas carboniladas

A quantidade total de protéınas carboniladas foi quantificada por deriva-

tização com FTC (fluorescéına-5-tiosemicarbazida) após irradiação do meio

de cultura suplementado com 10% de FBS na presença de PpIX e PLLPpIX

(absorbância 0, 12). A emissão de fluorescência do produto formado entre a

FTC e os grupos carbonila foi detectada em uma leitora de placas utilizando

o filtro Ex 485 nm/Em 535 nm. O método de preparo das amostras foi aquele

descrito na referência [162] com modificações mı́nimas.
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3.3.14 SDS-PAGE das protéınas carboniladas

O método de preparo das amostras foi adaptado da referência [163], como

descrito a seguir. Após irradiação do meio de cultura suplementado com 10%

de FBS na presença de PpIX e PLLPpIX (absorbância 0, 12), as amostras

foram incubadas overnight com FTC 1 mM. As protéınas foram então pre-

cipitadas com igual volume de ácido tricloroacético 20% após incubação no

gelo por 20 minuitos e centrifugadas a 16000g por 10 minutos a 4 ◦C. Em

seguida foram lavadas 2X por vortexação com etanol/acetato de etila (1:1) e

centrifugadas a 16000g por 10 minutos a 4 ◦C após cada lavagem. Ressuspen-

didas por vortexação em tampão de tratamento de amostra (uréia 8 M; SDS

2%; glicerina 10% v/v, azul de bromofenol 0,01%, Tris-Cl 62,5 mM pH 6,8),

as amostras (7 µL/canaleta) foram aplicadas em um gel 4-7,5%. A corrida

foi realizada a 200 V e, ao final, o gel foi colorido com azul de Coomassie

G-250, conforme instruções do fabricante. Tanto a corrida do gel quanto sua

coloração foram realizadas no escuro. Para visualizar a marcação com FTC

o gel foi escaneado usando os filtros Em 488 nm/Ex 520 nm. Os dados foram

normalizados pela intensidade da coloração por azul de Coomassie.

3.3.15 Efeito da BSA na fluorescência dos fotossensi-

bilizadores

Amostras dos fotossensibilizadores PpIX e PLLPpIX (1 µM) preparadas em

PBS 0, 1 M pH 7, 4 foram tituladas com BSA (concentração final entre 0,3

µM e 6 µM) de maneira que houvesse menos 10% de diluição da solução dos

fotossensibilizadores. Os espectros de emissão de fluorescência foram obtidos
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entre 575 nm e 725 nm sob excitação a 395 nm à temperatura ambiente.

3.3.16 Detecção do estado triplete dos fotossensibili-

zadores

A cinética de decaimento foi medida no máximo de emissão dos tripletes

dos fotossensibilizadores (396 nm) à temperatura ambiente. A absorbância

dos fotossensibilizadores PpIX e PLLPpIX neste comprimento de onda foi de

cerca de 0, 15 e as soluções foram saturadas com Argônio por 20-30 minutos

antes da medida. A concentração final de BSA foi de 4 mg/mL. Os tempos

de vida foram obtidos pelo ajuste das curvas para decaimento exponencial

de primeira ordem.

3.3.17 Eficiência de geração de oxigênio singlete

O rendimento quântico de geração de oxigênio singlete (Φ∆) e seu tempo de

vida foram determinados a partir das curvas de decaimento de fosforescência

em 1270 nm após excitação em 355 nm dos fotossensibilizadores PpIX e

PLLPpIX dissolvidos em etanol. O Φ∆ foi calculado utilizando a equação:

Φ∆ = ΦP
∆.(I/I

P ).(AP/A)

(3.3)

Onde o ı́ndice P refere-se ao padrão (Hematoporfirina), I é a intensidade de
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emissão de fosforescência (IP = 0,53 ) e A é a absorbância a 355 nm.

Os tempos de vida foram obtidos pelo ajuste das curvas para decaimento

exponencial de primeira ordem.

A influência da presença de BSA na eficiência de geração de oxigênio singlete

foi avaliada com as amostras dissolvidas em 150 mM de NaCl em D2O e a

fonte de excitação em 532 nm.

3.3.18 Análise estat́ıstica

Testes t-Student foram realizados para estimar a significância dos resultados,

utilizando o software Origin 6.0, com p < 0,05 sendo considerado significante.

Os resultados são indicados como média ± desvio-padrão.



Caṕıtulo 4

Resultados e Discussões

Como a motivação final deste trabalho era estudar o impacto de fotossensibi-

lizadores na adesão celular, o modelo experimental escolhido foi a linhagem

humana tumoral HeLa. Um estudo inicial foi realizado, no qual foram estabe-

lecidas algumas correlações entre propriedades f́ısico-qúımicas das superf́ıcies

e a eficiência de adesão, viabilidade e proliferação de células HeLa compara-

das com fibroblastos humanos normais. Estes resultados foram submetidos à

publicação e o manuscrito pode ser encontrado no Anexo 1. Resumidamente,

ambas as linhagens foram incapazes de aderir em superf́ıcies hidrofóbicas.

Fibroblastos foram capazes de aderir, espalhar e proliferar em todas as ou-

tras superf́ıcies testadas. Em contraste, superf́ıcies altamente hidrof́ılicas

não foram biocompat́ıveis com células HeLa. Nas outras superf́ıcies, mesmo

apresentando altas taxas de viabilidade (≥ 90%), as taxas de proliferação

diferiram de ∼ 50% entre as superf́ıcies com ângulo de contato na faixa de

20 ◦ (superf́ıcies funcionalizadas com grupos carboxilato e sulfonato) e as su-

perf́ıcies com ângulo de contato na faixa de 45 ◦ (superf́ıcies funcionalizadas

91
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com grupos amida e amina). Superf́ıcies funcionalizadas com aldéıdos não se-

guiram esta tendência, pois apresentaram ângulo de contato na faixa de 20 ◦ e

taxa de proliferação cerca de 50% menor que as outras superf́ıcies com ângulo

de contato nesta faixa. Este fenômeno pode estar associado a formação de

ligações cruzadas com as protéınas do soro. Medidas realizadas por SPRi

(Surface Plasmon Resonance Imaging) mostram que superf́ıcies com ângulo

de contato de ∼ 20 ◦ foram as que mais favoreceram a adsorção das protéınas

provenientes do soro.

No corpo da tese apresentamos resultados que demonstram a aplicação da

técnica de microscopia conhecida como RICM no estudo da adesão e espa-

lhamento celular durante todas as suas fases e em diversas situações expe-

rimentais, com ênfase no efeito dos fotossensibilizadores na adesão celular

em função de suas estruturas moleculares. Como substrato-modelo foi uti-

lizado vidro, porque RICM é restrita a substratos transparentes. Diferente

do que é normalmente realizado, a análise das imagens foi focada na zona

de adesão e não no grau de deformação das células, por ser uma metodolo-

gia de análise mais abrangente. Este caṕıtulo foi dividido em quatro seções.

Na seção 4.1, aspectos gerais da adesão de células eucarióticas visualizados

por RICM e sua aplicação em estudos cinéticos são discutidos. Três tipos

de superf́ıcies são comparadas: vidro, vidro funcionalizado com PLL (ambos

na presença de soro fetal bovino) e vidro funcionalizado com a protéına de

adesão vitronectina. Duas situações são estudadas: com e sem inibição do

remodelamento de matriz. Na seção 4.2, a śıntese e a caracterização do fo-

tossensibilizador protoporfirina IX conjugada à poli-L-lisina (PLLPpIX) são
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apresentadas. Na seção 4.3, o efeito na adesão celular dos fotossensibiliza-

dores no escuro e após irradiação é avaliado, comparando-se citolocalização,

incorporação e estrutura das moléculas. Na seção 4.4, o impacto na adesão

celular da fotossensibilização das protéınas do soro fetal bovino é avaliado

comparando-se a eficiência da PpIX e da PLLPpIX em função de suas estru-

turas moleculares.
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4.1 Estudo da adesão e espalhamento celular

por RICM

4.1.1 Aspectos gerais e estudos cinéticos

Adesão e espalhamento de células em substratos sólidos são processos dinâmicos

que envolvem inúmeras etapas. Células HeLa em suspensão apresentam uma

morfologia arredondada, a qual evolui para uma forma poliédrica após esta-

rem completamente aderidas. O processo de adesão celular começa com a

emissão de finas e dinâmicas projeções de membrana chamadas filopódios.

Em seguida, ocorre o chamado espalhamento, no qual as células vão gradati-

vamente perdendo a morfologia arredondada em um processo que pode levar

algumas horas. O espalhamento evolui com a formação de projeções amplas

e dinâmicas chamadas lamelipódios. Tanto filopódios quanto lamelipódios

podem ser observados por RICM (Figura 4.1).

Figura 4.1: RICM de células HeLa evidenciando o contato inicial com a
superf́ıcie mediado filopódios (A) e o aumento da zona de adesão através da
emissão de lamelipódios (setas em B). A zona de adesão é definida como as
áreas mais escuras que a luminosidade de fundo. Superf́ıcie: Vidro + FBS.
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Além disso, enquanto as células ainda apresentam uma morfologia arredon-

dada, quando visualizadas por microscopia ótica convencional (Figura 4.2

A), a zona de adesão, visualizada por RICM, apresenta formatos variados

como pode ser visualizado na Figura 4.2 B. Ou seja, a morfologia da célula

visualizada por microscopia ótica convencional não necessariamente correla-

ciona com as alterações na zona de adesão visualizadas por RICM. Assim,

RICM fornece informação mais detalhada sobre a evolução do processo de

adesão e espalhamento celular.

Figura 4.2: (A) Imagens obtidas por microscopia ótica convencional de dife-
rentes células HeLa. (B) Imagens obtidas por RICM destas mesmas células.
As células foram visualizadas 1h após plaqueamento em superf́ıcie de vidro
na presena de FBS. A zona de adesão é definida como as áreas mais escuras
que a luminosidade de fundo.

Além da visualização direta da zona de adesão, RICM também permite ava-

liar a cinética do processo de adesão graficando-se a evolução do número de

pixels correspondentes à zona de adesão (número de pixels mais escuros que

a luminosidade de fundo) em função do tempo. Pode-se, por exemplo, ca-
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racterizar a evolução temporal da extensão e a retração das três projeções de

membrana apontadas na Figura 4.1 B (Figura 4.3). Em vidro na presença

de soro fetal bovino, observa-se que a extensão e a retração das projeções de

membrana não ocorrem à mesma velocidade: o processo de extensão é muito

mais rápido que o de retração. Em células HeLa, a extensão pode levar até

37 segundos (Figura 4.3 C) e a retração total até 130 segundos (Figura 4.3

A). Observa-se que na expansão a área da projeção de membrana aumenta

linearmente com o tempo, enquanto na etapa de retração ela decresce expo-

nencialmente com o tempo. Nota-se também que nem todas as extensões de

membrana retraem totalmente, o que implica na formação de novos śıtios de

adesão (Figura 4.3 B e C). Também, nem as velocidades de extensão, nem

as de retração e nem o tamanho máximo dos lamelipódios são iguais para

diferentes projeções provenientes de uma mesma célula, não sendo posśıvel

estabelecer uma correlação entre o tamanho máximo alcançado pela projeção

de membrana e a sua velocidade de extensão ou retração. Como a adesão

neste caso ocorreu na presença de FBS, é posśıvel que a heterogeneidade na

dinâmica das três projeções de membrana seja um reflexo da heterogeneidade

da funcionalização da superf́ıcie com protéınas adesivas.
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Figura 4.3: Evolução temporal da expansão e retração das três projeções
de membrana, mostradas na Figura 4.1.1B, emitidas por uma célula HeLa
plaqueada em superf́ıcie de vidro na presença de FBS.
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Analisando as projeções de membrana de fibroblastos aderindo em vidro

funcionalizado com fibronectina, Ryzhkov e colaboradores [87] também ob-

servaram que o processo de extensão dos lamelipódios é muito mais rápido

que o de retração. Entretanto, a velocidade de extensão e retração destas

projeções é maior do que no caso de células HeLa em vidro funcionalizado

com soro fetal bovino, onde a superf́ıcie não está saturada com protéınas

adesivas. No caso das cinco projeções analisadas em fibroblastos, a extensão

levou no máximo cinco segundos e as retrações no máximo 70 segundos. Es-

ses valores são bem menores do que aqueles observados para HeLa (2 a 7

vezes menores). Essa diferença pode ser devida ao tipo celular ou à diferença

de funcionalização da superf́ıcie (fibronectina x FBS). O efeito da diferença

de funcionalização da superf́ıcie na adesão e espalhamento celular será mais

adiante nesta seção.

Além de estudar a cinética das projeções de membrana emitidas pelas células,

é posśıvel também avaliar a cinética de adesão e espalhamento de células in-

dividuais a partir das imagens de RICM. A Figura 4.4 mostra a evolução

temporal da área total da zona de adesão de uma célula HeLa aderindo em

vidro na presença de FBS durante os 10 primeiros minutos do processo de

adesão. A zona de adesão aumenta de forma aproximadamente linear com o

tempo com uma taxa de crescimento de 0,03 µm2.s−1.

Pode-se também observar para células individuais como varia o centro de

massa da zona de adesão e assim determinar se esta se move em relação ao

ponto inicial de adesão à medida que a zona de adesão cresce. A Figura 4.5
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Figura 4.4: Evolução temporal da zona de adesão de uma célula HeLa ade-
rindo em vidro na presença de FBS durante os 10 primeiros minutos do
processo de adesão. A inclinação da reta do obtida por ajuste linear dos
dados fornece a velocidade média de aumento da zona de adesão.

mostra a evolução temporal da posição do centro de massa [(x2 + y2)
1
2 ] (B)

de uma célula HeLa aderindo em vidro na presença de FBS durante o inter-

valo de 10 minutos (A). Note que a posição do centro de massa varia muito

pouco ao longo do tempo, como demostrado pelo pequeno desvio-padrão da

posição média do centro de massa (44,0 ± 2,8).

Também é posśıvel avaliar o perfil da evolução temporal do tamanho médio

da zona de adesão de uma população de células. Na literatura, este estudo

é realizado utilizando-se o grau de deformação da célula (raio da zona de

adesão dividido pelo raio do plano médio da célula) e não puramente pela

análise da zona de adesão. No entanto, como o cálculo do grau de deformação

modela a área da célula para uma esfera, consequentemente esta metodologia
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de análise só pode ser aplicada para estudar o ińıcio do processo de adesão.
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Figura 4.5: (A) Imagens de RICM de uma mesma célula HeLa obtidas 15
e 25 minutos após o plaqueamento em superf́ıcie de vidro na presença de
FBS. (B) Evolução temporal t́ıpica da posição do centro de massa da zona
de adesão da célula mostrada em (A). A posição média do centro de massa
é 44,0 ± 2,8.
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Através da análise puramente da zona de adesão, foi posśıvel obter o per-

fil da evolução temporal do tamanho médio da zona de adesão para células

HeLa aderindo a uma superf́ıcie de vidro na presença de FBS ao longo de

24h (Figura 4.6). Observa-se que a zona de adesão aumenta de duas ordens

de grandeza durante este peŕıodo. O padrão observado durante o peŕıodo

correspondente a um ciclo celular difere daquele observado quando se analisa

o processo somente durante algumas dezenas de minutos (Figura 4.4), onde

a evolução temporal segue um padrão linear. Durante o intervalo de 24h,

o valor médio da zona de adesão de células HeLa evolui com o tempo num

padrão sigmoidal. Os dados podem ser ajustados (R2 = 0,95) pelo modelo

sigmoidal de Boltzmann (Equação 4.1.1), um modelo bastante empregado

em biologia [164].

y = A1−A2

1+e(x−x0)/dx + A2

(4.1)

onde os parâmetros A1, A2, x0 e dx representam, respectivamente, asśıntota

inferior, asśıntota superior, ponto de inflexão e fator de inclinação da curva.

A equação de Boltzmann foi originalmente proposta para descrever a dis-

tribuição de possibilidades de estados diferentes em um conjunto em termo-

dinâmica estat́ıstica [44]. Aqui ela é empregada por causa da sua habili-

dade em descrever bem o estágio exponencial de uma curva sigmóide com

parâmetros mais significativos do que outros modelos matemáticos posśıveis.
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A função sigmóide apresenta três fases distintas: uma fase de crescimento

lento, seguida por uma fase de crescimento acelerado e por fim outra fase de

crescimento lento. Assim, no ińıcio o ganho em área aderida é lento, entre

3h e 4h após o plaqueamento há um acentuado aumento na velocidade de

adesão, que posteriormente volta a evoluir lentamente.
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Figura 4.6: Gráfico do valor médio da zona de adesão em função do tempo
de células HeLa aderindo na presença de FBS em uma superf́ıcie de vidro.
Os dados foram ajustados para o modelo de Boltzmann (curva vermelha),
onde os parâmetros A1, A2, x0 e dx representam, respectivamente, asśıntota
inferior, asśıntota superior, ponto de inflexão e fator de inclinação da curva.

Os desvios-padrão do gráfico expressam a dispersividade no tamanho das

zonas de adesão, que ocorre em qualquer tempo após o plaqueamento. Ao
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menos em parte, esta dispersividade pode ser explicada no ińıcio do processo

de adesão com base nos diferentes volumes celulares que implicam em dife-

rentes velocidades de difusão da solução até a superf́ıcie, e posteriormente

pela não sincronia no ciclo celular.
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4.1.2 Efeito da funcionalização da superf́ıcie

Para avaliar o efeito da funcionaliza ção da superf́ıcie no tamanho da zona

de adesão, três superf́ıcies foram estudadas: vidro na presença de FBS, vi-

dro funcionalizado com PLL na presença de FBS e vidro funcionalizado com

vitronectina (VN),sem FBS adicionado. Vitronectina é a principal protéına

de adesão do FBS.

Para se ter uma visão panorâmica de como varia o tamanho da zona de

adesão em função do tempo nas três superf́ıcies estudadas, optou-se por uti-

lizar histogramas pela capacidade deste tipo de gráfico de organizar os dados

em categorias e assim resumir a análise de grandes quantidades de dados.

Neste caso, os histogramas classificam as células em determinados interva-

los de tamanho da zona de adesão. As Figuras 4.7, 4.8 e 4.9 apresentam

a distribuição dos tamanhos das zonas de adesão nas superf́ıcies de vidro,

PLL e vitronectina 1h, 2h e 3h após o plaqueamento, respectivamente. Para

comparar as três superf́ıcies, os histogramas foram gerados mantendo-se fixo

o número de intervalos de tamanho (n = 9) e utilizou-se o coeficiente de as-

simetria de Pearson (As)
1, o qual foi calculado com os valores apresentados

na Tabela 4.1. Os valores de As estão apresentados acima dos respectivos

histogramas.

1As = 3 (x̃−x̄)
sd

onde x̃ é a média, x̄ é a mediana e sd é o desvio-padrão.
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Figura 4.7: Histogramas da distribuição de tamanho das zonas de adesão de
células HeLa 1h após plaqueamento em uma superf́ıcie de vidro (vermelho)
+ FBS, vidro funcionalizado com PLL (verde) + FBS e vidro funcionalizado
com vitronectina (azul). As é o coeficiente de assimetria de Pearson.
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Figura 4.8: Histogramas da distribuição de tamanho das zonas de adesão de
células HeLa 2h após plaqueamento em uma superf́ıcie de vidro (vermelho)
+ FBS, vidro funcionalizado com PLL (verde) + FBS e vidro funcionalizado
com vitronectina (azul). As é o coeficiente de assimetria de Pearson.
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Figura 4.9: Histogramas da distribuição de tamanho das zonas de adesão de
células HeLa 3h após plaqueamento em uma superf́ıcie de vidro (vermelho)
+ FBS, vidro funcionalizado com PLL (verde) + FBS e vidro funcionalizado
com vitronectina (azul). As é o coeficiente de assimetria de Pearson.
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Note que os histogramas apresentam uma distribuição de tamanho das

zonas de adesão assimétrica, sendo esta assimetria menos pronunciada no

caso da superf́ıcie funcionalizada com vitronectina, provavelmente um reflexo

da maior homogeneidade desta superf́ıcie comparada as outras. Nota-se uma

tendência de diminuição da assimetria ao longo do tempo nas três superf́ıcies:

os coeficientes de Pearson para 3h após o plaqueamento são menores que os

coeficientes para 1h após o plaqueamento. Para o caso das superf́ıcies de

vidro e vidro funcionalizado com PLL observa-se que os dados inicialmente

seguem uma distribuição exponencial, a qual reflete os tempos decorridos

entre a chegada das células à superf́ıcie.

Tabela 4.1: Valor médio e mediana, em µm2, da zona de adesão de células
HeLa durante as três primeiras horas após plaqueamento em vidro, vidro
funcionalizado com PLL e vidro funcionalizado com vitronectina. Estes va-
lores foram utilizados para calcular o coeficiente de assimetria de Pearson
dos histogramas apresentados nas Figuras 4.1.2, 4.1.2 e 4.1.2.

Vidro + FBS PLL + FBS VN

média + sd mediana média + sd mediana média + sd mediana

1h 18,8 ± 19,9 19,4 122,2 ± 113,4 77,2 132,7 ± 90,3 112,4
2h 51,9 ± 36,0 43,6 150,5 ± 99,5 161,1 186,8 ± 114,8 141,4
3h 56,9 ± 42,2 47,4 159,3 ± 103,3 130,0 240,9 ± 114,2 233,8

Para as três superf́ıcies, observou-se um aumento do tamanho médio da zona

de adesão em função do tempo (Tabela 4.1). No entanto, esta observação não

ocorre sempre. Por exemplo, no caso das células HepG2, derivadas de um

carcinoma hepatocelular, foi mostrado que a zona de adesão permanece cons-

tante a partir de 30 minutos após o plaqueamento em vidro funcionalizado
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com colágeno e a partir de 3,5h após plaqueamento em vidro funcionalizado

com fibronectina [80].

A análise da Tabela 4.1 também mostra que o tamanho médio da zona de

adesão segue a tendência Vidro < PLL < VN, sendo a superf́ıcie funciona-

lizada com VN a mais eficiente em promover a adesão celular. Isto já era

esperado, pois nesta superf́ıcie há um número maior de protéınas de adesão

do que nas outras duas, uma vez que o componente majoritário do soro é

albumina e não protéınas adesivas [165].

Já foi observado que o grau de espalhamento correlaciona com a densidade de

protéınas adesivas na superf́ıcie [166]. Neste sentido, a maior adesão no vi-

dro funcionalizado com PLL, em relação ao vidro não funcionalizado, poderia

ser explicada por uma afinidade diferente das protéınas de adesão presentes

no FBS por esta superf́ıcie, o que implicaria em maior número de śıtios de

ligação para as integrinas.

Para avaliar se há diferença na tendência de evolução do tamanho médio

da zona de adesão em função do tempo para as três superf́ıcies, os dados

foram plotados em um mesmo gráfico (Figura 4.10). Nota-se que as curvas

das superf́ıcies contendo FBS tendem a saturação, enquanto a curva da su-

perf́ıcie funcionalizada com vitronectina não. O padrão observado revela dois

regimes de crescimento da zona de adesão em função do tempo, controlados

pela quantidade de protéına adesiva dispońıvel na superf́ıcie: (1) um regime

no qual a quantidade de protéına adesiva é fator limitante (superf́ıcies con-
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tendo FBS) e (2) outro no qual a quantidade de protéına adesiva não é fator

limitante (superf́ıcie funcionalizada com vitronectina).
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Figura 4.10: Evolução temporal da zona de adesão obtida a partir da análise
das imagens de RICM durante as três primeiras horas após plaqueamento de
células HeLa em: vidro e vidro funcionalizado com PLL (PLL), ambos na
presença de FBS, e vidro funcionalizado com vitronectina (VN), na ausência
de FBS.

Utilizando o ajuste sigmoidal de Bolztmann (equação 4.1.1) obtêm-se para o

parâmetro dx, o qual indica o grau de aumento da zona de adesão em função

do tempo, os valores 0,34 e 0,65 para vidro e vidro funcionalizado com PLL,
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respectivamente. Assim, em superf́ıcies funcionalizadas com PLL a zona de

adesão aumenta com uma velocidade 1,9 vezes maior.

Em superf́ıcies funcionalizadas com VN o aumento da zona de adesão em

função do tempo (dx = 1,47) é mais de 4 vezes maior do que em vidro.

Isto pode ter consequências na evolução do processo de adesão e espalha-

mento celular, conforme será discutido adiante. Uma cinética de adesão

mais rápida em superf́ıcies funcionalizadas com protéınas de adesão compa-

rada a superf́ıcies com FBS também foi observada para fibroblastos. Neste

caso, as cinéticas foram avaliadas usando o grau de deformação das células ao

longo de 2h, fornecendo curvas hiperbólicas para ambos os casos. Interessan-

temente, as cinéticas observadas não foram as mesmas para duas protéınas

de adesão diferentes (fibronectina e colágeno), demonstrando o papel central

da identidade dos pares integrina-protéına de matriz formados em controlar

a cinética da adesão. [76]

Enquanto em 1h após o plaqueamento a diferença de tamanho da zona de

adesão no vidro comparado com o vidro funcionalizado com PLL é de 6,4;

em 2h ela é de 2,9 e em 3h de 2,8. Esta queda para um valor constante pode-

ria ser um reflexo do remodelamento de matriz, atividade na qual as células

modificam a camada de protéına inicialmente adsorvida na superf́ıcie de ma-

neira a tornar o meio ambiente mais adequado às suas necessidades [167].

Apesar da heterogeneidade no tamanho das zonas de adesão, conforme mos-

tram os grandes desvios-padrão apresentados na Tabela 4.1, um padrão de
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evolução da área de adesão pode ser inferido a partir da análise das imagens

de RICM para as três superf́ıcies estudadas.

Em vidro na presença de FBS (Figura 4.11), a partir dos filopódios e la-

melipódios (A e B), a zona de adesão aumenta progressivamente até certo

ponto (C), a partir do qual ela migra para as extremidades da célula (D-H),

finalizando por concentrarem-se nas extremidades do eixo maior da célula

(I). Este padrão concorda com os estágios da adesão celular descritos na in-

trodução: adesão, espalhamento e formação das fibras de estresse. O primeiro

estágio envolve a interação inicial entre as integrinas e a matriz extracelular,

com a formação dos complexos focais (A). No segundo, as células aumentam

a sua área de contato através da formação dos contatos focais (B e C). No

terceiro, o citoesqueleto se reorganiza direcionando-se centripetalmente (D-

H) culminando com a formação das fibras de estresse e dos contatos fibrilares

(I). Os complexos focais são estruturas pontuais localizadas nas extremida-

des da célula, os contatos focais são estruturas largas localizadas tanto na

periferia quanto na região central da célula e os contatos fibrilares são estru-

turas alongadas na direção do centro da célula associadas às extremidades

das fibras de estresse. [2, 29,30,168]
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Figura 4.11: Micrografias de RICM de diferentes células HeLa após plaquea-
mento em superf́ıcie de vidro na presença de FBS, mostrando a evolução da
zona de adesão durante um ciclo celular. A zona de adesão é definida como
a região que aparece mais escura que a luminosidade de fundo. Os conta-
tos fibrilares são as estruturas alongadas na direção do centro da célula que
podem ser observadas nas extremidades da zona de contato (I).
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A funcionalização da superf́ıcie de vidro com PLL gera um padrão de

evolução das zonas de adesão (Figura 4.12) similar ao observado para vidro

não funcionalizado (Figura 4.11) (ambos na presença de FBS), concordando

com o padrão similar de evolução temporal observado na Figura 4.10. A única

diferença é a ausência do último estágio (Figura 4.1.2 I), formação de fibras

de estresse e contatos de adesão fibrilar, no vidro funcionalizado com PLL.

A não formação de contatos fibrilares em células aderidas a superf́ıcies fun-

cionalizadas com grupos amino, no caso alquilsilanos e não PLL, também foi

reportada para fibroblastos, na presença de fibronectina sem FBS, utilizando

imunofluorescência. Este efeito foi associado à incapacidade das células em

remodelarem em estruturas fibrilares a fibronectina adsorvida. O mecanismo

proposto envolve a ausência de tensão normalmente exercida pelas integrinas

através das fibras de estresse, que expõem os śıtios cŕıpticos necessários para

a polimerização das moléculas de fibronectina. [169]
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Figura 4.12: Micrografias de RICM de diferentes células HeLa após plaque-
amento na presença de FBS em superf́ıcie de vidro funcionalizado com PLL
mostrando a evolução da zona de adesão durante um ciclo celular. A zona de
adesão é definida como a região que aparece mais escura que a luminosidade
de fundo.
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Na superf́ıcie funcionalizada com a protéına adesiva vitronectina (VN)

em meio livre de FSB (Figura 4.13), as células começam estabelecendo o

mesmo padrão de evolução da zona de adesão observado na presença de FBS

(Figuras 4.11 e 4.12), ou seja, a partir dos filopódios e lamelipódios a zona

de adesão aumenta progressivamente até certo ponto (A-D). As células então

começam a realizar a migração das zonas de adesão para periferia (E-G), mas

acabam se rompendo (H) antes de completar o processo.Uma caracteŕıstica

marcante das células plaqueadas em superf́ıcie funcionalizada com vitronec-

tina é o elevado número de filopódios emitidos pelas células durante todo o

processo. Isto poderia estar associado a uma tentativa das células em en-

contrar uma região com menor concentração de protéınas adesivas. Também

a comparação com as micrografias apresentadas nas Figuras 4.11 e 4.12 re-

vela uma maior homogeneidade na zona de adesão de células plaqueadas na

superf́ıcie funcionalizada com vitronectina. Isto seria um reflexo da maior ho-

mogeneidade da camada de protéına adsorvida nesta superf́ıcie comparada

as superf́ıcies funcionalizadas com FBS.

A lise celular observada pode ser devida a incapacidade das células em re-

alizar este processo de migração das zonas de adesão devido à ausência de

regiões livres de protéınas de adesão. A funcionalização de uma superf́ıcie

com 100% de protéına adesiva na ausência de FBS é mais eficiente em pro-

mover o processo inicial de adesão de células HeLa quando comparada a

funcionalização com FBS (Tabela 4.1 e Figura 4.10), entretanto, ela não é

adequada para promover o processo de espalhamento, pois leva a lise celular.

Lise celular devido a grande tensão na membrana gerada por forte adesão
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Figura 4.13: Micrografias de RICM de diferentes células HeLa em superf́ıcie
de vidro funcionalizada com vitronectina, na ausência de FBS. As setas in-
dicam filopódios. Em (H) é posśıvel observar sinais de lise celular na região
indicada pelo asterisco, a qual ocorre mais significativamente 4h após plaque-
amento.
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já foi reportada para glóbulos vermelhos em superf́ıcie funcionalizada com

10 mg/mL de PLL [84]. A lise celular foi observada de maneira mais sig-

nificativa 4h após o plaqueamento. Interessantemente, a análise da cinética

de aumento da zona de adesão de uma população de células ao longo de

um ciclo celular (Figura 4.6) revelou que o aumento mais rápido da zona de

adesão ocorre justamente entre 3h e 4h após o plaqueamento. Isto poderia

ser um ind́ıcio de que esta transição esteja relacionada à migração das zonas

de adesão para periferia da zona de contato.
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4.1.3 Efeito do remodelamento de matriz extracelular

O conceito de remodelamento esta relacionado à capacidade das células em

modificarem a matriz extracelular de maneira a ajustá-la às suas necessi-

dades. A matriz extracelular pode ser remodelada por vários processos in-

cluindo śıntese e degradação proteica. A degradação é realizada por prote-

ases tanto secretadas quanto ancoradas à membrana celular, o que implica

na possibilidade do remodelamento começar logo no ińıcio do processo de

adesão. [167,170]

A śıntese proteica é fortemente suprimida em células em suspensão e sua

reativação ocorre rapidamente após contato com um substrato sólido [171].

Entretanto, há relatos contraditórios na literatura sobre o efeito da śıntese

proteica na adesão celular. Há artigos relatando que a inibição de śıntese

proteica aumenta a adesão celular [172] e outros que a inibe [173]. Esta

controvérsia pode ser resultado da metodologia simplista normalmente em-

pregada no estudo da adesão: a contagem do número de células aderidas em

um determinado peŕıodo após o plaqueamento. A técnica de RICM, cuja

análise se concentra na evolução da zona de adesão, pode ajudar a esclarecer

este efeito.

Utilizando como modelo experimental células HeLa aderindo a vidro na pre-

sença de FBS, o efeito da inibição do remodelamento de matriz pela inibição

da śıntese proteica foi analisado por RICM (Figura 4.14). Observa-se que

a inibição do remodelamento faz a evolução temporal da zona de adesão
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perder o seu perfil sigmóide caracteŕıstico (Figura 4.6), assumindo um perfil

hiperbólico.
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Figura 4.14: Efeito da inibição do remodelamento de matriz na evolução
temporal do tamanho da zona de adesão. Após incubação com cicloheximida
(inibidor de śıntese proteica) por 30 minutos, as células foram lavadas, trip-
sinizadas e colocadas para aderir em vidro na presença de FBS.

As células foram capazes de aderir ao vidro na presença de FSB, mas ape-

sar da área de contato ser inicialmente maior do que no controle, após 2h30

as células são incapazes de aumentá-la. Desta forma, a inibição da śıntese
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proteica afeta a adesão celular tanto no ińıcio quanto no fim do processo: a

adesão é favorecida no começo e dificultada no final. Este resultado ajuda a

entender porque os dados da literatura são tão controversos uma vez que o

efeito observado depende de quanto tempo após o plaqueamento as células

são analisadas. Vale mencionar que a análise do tamanho da zona de adesão

é mais senśıvel à inibição da śıntese proteica do que a contagem do número de

células aderidas. O fato da zona de adesão não aumentar significativamente

2h30 após o plaqueamento indica que remodelamento através de śıntese pro-

teica é mais cŕıtico para o espalhamento celular do que para o processo inicial

de adesão.

A associação da cicloheximida com a membrana pode, a prinćıpio, causar

uma alteração na adesão celular, como já foi observado principalmente com

moléculas anfif́ılicas tais como detergentes [190] ou fotossensibilizadores em

certas condições (seção 4.3). No entanto, considerando a estrutura mole-

cular da cicloheximida e o protocolo de tratamento utilizado (seção 3.3.7),

acredita-se que este não seja o caso. Outra explicação para a maior área de

contato inicialmente observada em células tratadas com cicloheximida seria

a inibição da śıntese de protéınas matricelulares. As protéınas matricelulares

são conhecidas por interferirem na interação entre as integrinas e as protéınas

adesivas, além de regularem a atividade das metaloproteinases de matriz e

mediarem a internalização dos componentes da matriz pré-depositada degra-

dada [12,174–177].

Para compreender melhor os efeitos de diferentes superf́ıcies na adesão ce-



CAPÍTULO 4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 122

lular, o efeito da inibição do remodelamento de matriz foi quantificado. A

Tabela 4.2, mostra os valores médio e máximo da zona de adesão e a mediana

da distribuição dos tamanhos da zona de adesão para células HeLa tratadas

com cicloheximida e plaqueadas em vidro e em vidro funcionalizado com

PLL 90 minutos após o plaqueamento. Tanto os valores médios, quanto as

medianas e os valores máximos foram substancialmente diferentes nas duas

superf́ıcies, sendo, em média, 4,6 vezes maiores em vidro do que em vidro

funcionalizado com PLL. O valor médio da zona de adesão no vidro quando

o remodelamento é impedido é 3,7 vezes maior do que quando ele não o é

(Tabela 4.1), enquanto o valor médio da zona de adesão no vidro funcionali-

zado com PLL é 3,3 vezes menor.

No caso de uma mistura de protéınas, como por exemplo, meio de cultura su-

plementado com FBS, a adsorção no substrato é competitiva de maneira que a

constituição das protéınas adsorvidas dependerá das suas concentrações rela-

tivas na solução e das suas respectivas afinidades com a superf́ıcie. [178–180]

Uuma vez que neste experimento as células foram impedidas de sintetizar

uma nova matriz extracelular, os diferentes valores de zona de adesão ob-

tidos entre as duas superf́ıcies (vidro e PLL) indicariam que a camada de

protéınas inicialmente adsorvida nestas superf́ıcies não é a mesma.

Observou-se que quando o remodelamento é impedido pela inibição da śıntese

proteica, o vidro favorece mais a adesão celular do que o vidro funcionalizado

com PLL. O inverso havia sido observado quando o remodelamento de ma-

triz não está impedido (Tabela 4.1). Isto sugere que a matriz depositada no
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vidro funcionalizado com PLL oriunda do FBS não é a mais adequada para

a adesão de células vivas, mas seu remodelamento seria facilitado gerando

uma matriz mais adequada para a adesão celular do que aquela em vidro não

funcionalizado.

Tabela 4.2: Tamanho, em µm2, da zona de adesão de células tratadas com
cicloheximida, um inibidor de śıntese proteica, 90 minutos após plaqueamento
em vidro e vidro funcionalizado com PLL na presença de FBS (n ≥ 25).

Superf́ıcie Tamanho médio Mediana Valor máximo

Vidro 167,1 ± 144,6 120,7 519,7
PLL 37,9 ± 24,3 33,0 92,4

A Figura 4.15 mostra exemplos de imagens de RICM 90 minutos após plaque-

amento de células HeLa tratadas com cicloheximida. Note que os padrões

de zona de adesão são similares aos que foram observados em células não

tratadas (Figuras 4.11 e 4.12). Isto indica que, ao menos 90 minutos após

plaqueamento, a cicloheximida afeta mais o tamanho da zona de adesão do

que o seu formato.

No caso da superf́ıcie funcionalizada com vitronectina, quase não se observa-

ram células aderidas 90 minutos após plaqueamento. Assim, uma superf́ıcie

100% recoberta com vitronectina não parece ser o ambiente mais adequado

para cultivar células HeLa, como já havia sido observado mesmo quando o

remodelamento é permitido.



CAPÍTULO 4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 124

Figura 4.15: Imagens de RICM de células HeLa tratadas com cicloheximida.
Imagens obtidas 90 minutos após plaqueamento em vidro (A) e vidro funci-
onalizado com PLL (B) na presença de FBS. A zona de adesão é definida
como as regiões que aparecem mais escuras que a luminosidade de fundo.

Em suma, foi realizada a padronização da técnica de RICM para estudo

da adesão e espalhamento celular utilizando a análise da zona de adesão e

não do grau de deformação das células como normalmente é realizado. Esta

metodologia foi utilizada para estudar o efeito da superf́ıcie e do remodela-

mento de matriz na adesão e espalhamento de células HeLa em vidro, vidro

funcionalizado com PLL (ambos na presença de soro fetal bovino) e vidro

funcionalizado com vitronectina. Foi mostrado que esta técnica permite estu-

dar o processo de adesão e espalhamento em todas as suas fases e que fornece

informação mais detalhada que a obtida por microscopia ótica convencional

sem necessidade de marcação da amostra. Também se mostrou a possibi-

lidade de realizar estudos cinéticos da evolução de projeções de membrana,

células individuais e populações de células. A dinâmica da adesão de células

HeLa nas superf́ıcies estudadas apresentou dois regimes: um limitado (vidro

e PLL) e outro não limitado (VN) pela quantidade de protéınas de adesão.

A adesão foi maior no regime não limitado pela quantidade de protéınas de
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adesão, entretanto foi observada lise celular signficativa entre 3h e 4h após

o plaqueamento. A análise das imagens revela que a zona de adesão após

alcançar certo tamanho começa a migrar para as extremidades da face ven-

tral das células culminando na formação dos contatos de adesão fibrilar. Os

contatos de adesão fibrilar foram observados nas células plaqueadas em vi-

dro mas não em vidro funcionalizado com PLL. A lise celular observada em

VN pode ser devida a incapacidade das células em realizar o processo de mi-

gração das zonas de adesão devido à ausência de regiões livres de protéınas de

adesão. A inibição do remodelamento por inibição da śıntese proteica (tra-

tamento com cicloheximida), aumenta a adesão celular em vidro no ińıcio do

processo, mas impede que a zona de adesão cresça a partir de 2h30 após o

plaqueamento. Este resultado sugere que o remodelamento de matriz através

da śıntese proteica é mais cŕıtico para o espalhamento celular do que para

o processo inicial de adesão. Quando as células são capazes de remodelar

a matriz, a maior eficiência de adesão 1h30 após plaqueamento segue a or-

dem vidro < PLL < VN. Esta ordem é invertida quando o remodelamento

é impedido. As imagens de RICM também revelaram que o tratamento com

cicloheximida afeta mais o tamanho da zona de adesão do que o seu formato.

Estes resultados indicam que superf́ıcies 100% funcionalizadas com protéına

adesiva não são o ambiente mais adequado para cultivar células HeLa. Eles

indicam também que a matriz depositada no vidro funcionalizado com PLL

oriunda do FBS não é a mais adequada para a adesão de células vivas. Resul-

tado semelhante foi obtido por outras técnicas experimentais, como descrito

no manuscrito submetido à publicação que pode ser encontrado no Anexo 1.
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4.2 Śıntese e caracterização da protoporfirina

IX conjugada à poli-L-lisina

A PpIX foi submetida à reação com cloreto de tionila levando a formação de

um intermediário reativo (cloreto de acila da PpIX nas posições 133 e 173).

Este intermediário foi submetido à reação de substituição nucleof́ılica com

PLL levando a formação do composto identificado como PLLPpIX. A Fi-

gura 4.16 ilustra os passos para a obtenção da PLLPpIX. Após o término da

reação de substituição, a PLLPpIX foi purificada por partição H2O/CHCl3.

A caracterização foi realizada por RMN 1H (500 MHz).

Como referência para a caracterização da PpIX conjugada à PLL foi obtido

o espectro da protoporfirina IX dimetil éster em CDCl3. Geralmente, os

espectros de RMN de porfirinas estão sujeitos a fortes alterações, tanto no

que se refere ao deslocamento qúımico, quanto no que se refere à multipli-

cidade dos sinais, devido à agregação. A formação do estado agregado tem

forte influência no efeito anisotrópico destes aromáticos. [146] No entanto,

a excelente resolução do espectro obtido (Figura 4.17) mostra que na con-

centração utilizada (2 mg/mL) a protoporfirina IX dimetil éster encontra-se

na forma monomérica. Nesta condição, é posśıvel realizar a atribuição de

todos os hidrogênios: os hidrogênios mesos aparecem por volta de 10 ppm,

os hidrogênios vińılicos por volta de 8 e de 6 ppm, os hidrogênios met́ılicos

entre 3 e 4 ppm. Os hidrogênios ligados ao nitrogênio não são mostrados

neste espectro, pois eles aparecem entre -2 e -4 ppm, o que se deve ao fato

do campo magnético, resultante das correntes de anel do sistema π do ma-
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crociclo, ter no interior do anel um sentido contrário ao do campo externo

aplicado [181].
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Figura 4.17: Espectro de RMN 1H da protoporfirina IX dimetil éster em
CDCl3 (2 mg/mL). A atribuição dos hidrogênios é realizada conforme iden-
tificação na estrutura da molécula presente no inserto.

Como segundo parâmento de referência foi determinado o espectro da PLL

em DMSO D6 (Figura 4.18). O espectro obtido confere com o já determinado

na literatura [182]. O sinal dos hidrogênios ligados ao nitrogênio na cadeia la-

teral do reśıduo de lisina aparece sobreposto ao sinal dos hidrogênios da H2O

entre 3 e 4 ppm. O hidrogênio do grupo amida aparece por volta de 8 ppm, o

hidrogênio do carbono terciário aparece por volta de 4 ppm, os hidrogênios α

ao grupo amina aparecem perto de 3 ppm e os demais hidrogênios alifáticos



CAPÍTULO 4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 129

entre 1 e 2 ppm.
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Figura 4.18: Espectro de RMN 1H da Poli-L-Lisina em DMSO. A atribuição
dos hidrogênios é realizada conforme identificação na estrutura da molécula
presente no inserto.

A Figura 4.19 apresenta o espectro de RMN 1H do produto da śıntese. Os

hidrogênios mesos encontram-se em 10,24 ppm; os hidrogênios vińılicos das

posições 31 e 81 encontram-se em 8,48 ppm e os das posições 32 e 82 em 6,46

ppm. Já os hidrogênios das metilas nas posições 21, 71, 121 e 181 ligados

ao anel porfiŕınico aparecem sobrepostos aos sinal de NH da PLL e traços

de H2O. Estes sinais encontram-se bem definidos em 3,74; 3,72; 3,62 e 3,60

ppm. Os demais sinais referentes ao espectro de hidrogênio da PLL, também

foram identificados no espectro. Os hidrogênios do grupo amida encontram-
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se em 8,05 ppm; os hidrogênios do carbono terciário da posio α a carbonila

encontram-se em 4,26 ppm; os hidrogênios α ao grupo amina em 2,77 ppm.

Os demais hidrogênios alifáticos da PLL foram atribúıdos aos sinais entre

1,70 e 1,25 ppm. O espectro de RMN 1H possibilitou a caracterização de

praticamente todos os hidrogênios correspondentes ao composto PLLPpIX,

não sendo necessário recorrer a técnicas bidimensionais.
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Figura 4.19: Espectro de RMN 1H da PLLPpIX em DMSO. A atribuição
dos hidrogênios é realizada conforme identificação na estrutura da molécula
presente no inserto.

No entanto, uma análise mais detalhada do espectro nos mostra que a re-

solução dos sinais referentes ao anel porfiŕınico difere daquela considerada

ideal, apresentada na Figura 4.17 para o espectro da protoporfirina IX di-
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metil éster em CDCl3. Pode-se observar que os hidrogênios mesos (posições

5, 10, 15 e 20) encontram-se sobrepostos compondo um único sinal em 10,24

ppm. A ausência de sinais bem definidos que possibilite a separação dos di-

ferentes hidrogênios foi atribúıda a possvel formação de agregados para estes

ńıveis de concentração e diferenças de funcionalização do poĺımero com PpIX.

Algumas moléculas de PpIX podem estar duplamente ligadas e algumas delas

ligadas covalentemente por apenas uma carboxila, deixando a segunda como

par iônico, tanto na forma de sal de amônio como na forma de sal de sódio.

Desta forma, hidrogênios na mesma posição do anel porfiŕınico apresentam

deslocamentos com mı́nimas diferenças, as quais são suficientes para sobrepor

os hidrogênios mesos em um único sinal largo e com baixa definição. Já os

hidrogênios vińılicos da posições 31 e 81 foram perfeitamente caracterizados,

mas suas multipicidades foram comprometidas. Os hidrogênios vińılicos das

posições 32 e 82 e os hidrogênios alifáticos das posies 131, 171; 132 e 172 foram

perfeitamente caracterizados, inclusive permitindo calcular as suas constan-

tes de acoplamento com precisão. Esta análise minuciosa do espectro é uma

comprovação ineqúıvoca a respeito do composto obtido.

O espectro de RMN 1H também possibilitou fazer uma estimativa da relação

porfirina/lisina. Os hidrogênios em 8,5 e em 6,4 ppm integram respectiva-

mente para 2 e 4 hidrogênios, o que corresponde a uma unidade de PpIX.

Já os hidrogênios em 4,26 ppm integram para 27, cada hidrogênio corres-

pondendo a 1H do monômero. Assim, podemos definir que existem 13,5

monômeros para cada anel porfiŕınico.
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A busca por novos fotossensibilizadores mais eficientes é uma das linhas

de pesquisa que mais prosperam no campo da PDT. A ligação a sistemas

poliméricos vem sendo utilizada há algumas décadas com o objetivo de au-

mentar a eficiência de fotossensibilizadores [183–186]. Nesta estratégia, duas

variáveis são importantes (1) o grau de substituição, isto é, o número de

moléculas de fotossensibilizador ligada à cadeia polimérica e (2) o śıtio de

ligação no fotossensibilizador da cadeia polimérica. Como a PLL não está

ligada à parte absorvedora de luz do fotossensibilizador, nomeadamente o

anel porfiŕınico, é razoável assumir que diferenças não seriam encontradas

nas propriedades fotof́ısicas entre PpIX e PLLPpIX. Entretanto, devido à

tendência de auto-associação dos anéis porfiŕınicos, se as moléculas de PpIX

estiverem ligadas muito próximas umas das outras na cadeia de PLL, isto

deveria afetar as propriedades fotof́ısicas do fotossensibilizador.

O composto obtido PLLPpIX apresenta espectro UV-viśıvel caracteŕıstico

de PpIX, conforme esperado (seção 4.4). A Tabela 4.3 mostra o rendimento

quântico de geração de 1O2, assim como os tempos de vida do 1O2 gerado

por PpIX e PLLPpIX.

Tabela 4.3: Eficiências de geração e tempo de vida de 1O2 em etanol obtidas
a partir dos espectros de emissão do 1O2 a 1270 nm. Excitação em 355 nm,
10 ns/pulso, 5 mJ/pulso.

Fotossensibilizador Φ∆ Tempo de vida

PpIX 0,7 11,5 µs
PLLPpIX 0,6 11,4 µs
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Ambos fotossensibilizadores apresentaram eficiências de geração de 1O2 si-

milares, assim como os tempos de vida do 1O2 gerado. Consequentemente,

a funcionalização com PLL não afetou significativamente a transferência de

energia do triplete para o oxigênio molecular.

Em suma, o composto PLLPpIX foi sintetizado e caracterizado com su-

cesso. Os resultados mostram que a ligação da PLL à PpIX não levou a

mudanças significativas das propriedades fotof́ısicas do fotossensibilizador.

Este resultado é considerado positivo visto que a funcionalização visava alte-

rar a interação do fotossensibilizador com macromoléculas biológicas e com

as células sem alterar suas propriedades fotof́ısicas.
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4.3 Estudo da adesão celular em função do

tempo de incubação e da estrutura mole-

cular dos fotossensibilizadores

Dados publicados na literatura mostraram que tanto fotossensibilizadores

acumulados na membrana plasmática quanto na mitocôndria aumentam a

resistência à tripsinização de células após PDT [124]. Estes resultados suge-

rem que PDT pode aumentar a adesão de células a substratos sólidos. No

entanto, este aumento nunca foi estudado de maneira mecańıstica. Propôs-se

então avaliar o efeito de fotossensibilizadores na adesão de células HeLa em

diferentes tempos de incubação com e sem iluminação.

Como o primeiro passo da adesão celular é a agregação dos receptores, a

qual depende das propriedades da membrana, o estudo do efeito dos fotos-

sensibilizadores na adesão celular exige o uso de condições que não afetem a

integridade da membrana plasmática. A integridade da membrana após tra-

tamento foi verificada usando o ensaio de exclusão do corante azul de tripan

imediatamente após incubação dos fotossensibilizadores seguida ou não de ir-

radiação. Nos ensaios de adesão foram testadas as condições experimentais,

descritas ao longo do texto, que causaram apenas 1% ou menos de perda de

integridade de membrana.
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4.3.1 No escuro

A Figura 4.20 mostra imagens de RICM de células HeLa aderindo em su-

perf́ıcie de vidro na presença de FBS após incubação com PLLPpIX e PpIX

por 1 minuto ou 3 horas. Observa-se que o padrão da zona de adesão das

células incubadas com ambos fotossensibilizadores em ambos os tempos de

incubação não difere significativamente entre si e em relação ao que foi ob-

servado para células não tratadas com fotossensibilizador.

O tamanho da zona de adesão é bastante variável dentro de uma população

de células observada em um mesmo tempo após o plaqueamento tanto para o

controle quanto para as células tratadas. Após calcular-se o tamanho médio

da zona de adesão (Tabela 4.4), observou-se que tanto PpIX quanto PLLP-

pIX levam a um aumento do tamanho da zona de adesão em comparação

às células não tratadas com fotossensibilizador para ambos os tempos de in-

cubação. Ou seja, os fotossensibilizadores alteram o tamanho da zona de

adesão sem alterar o seu formato, semelhantemente ao que foi observado

para vidro funcionalizado com PLL e vidro não funcionalizado (seção 4.1).

Nos ensaios de resistência à tripsinização [122–126] não havia sido repor-

tado um efeito dos fotossensibilizadores no escuro, o qual pode ser observado

utilizando-se a técnica RICM.



CAPÍTULO 4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 136

Figura 4.20: Imagens de RICM de células HeLa aderindo em superf́ıcie de
vidro na presença de FBS visualizadas 1h após plaqueamento. As células fo-
ram incubadas com PpIX (absorbância 0,06) e PLLPpIX (absorbância 0,07)
por 1 minuto ou 3h antes da tripsinização. Imagens obtidas à temperatura
ambiente. Objetiva 100X/1,3.
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Tabela 4.4: Média, mediana e valor máximo da distribuição de tamanhos da
zona de adesão em função do tempo de incubação para células não irradiadas.
Valores em µm2. Após incubação, as células foram lavadas, tripsinizadas
e visualizadas por RICM 1h após plaqueamento. PpIX: absorbância 0,06.
PLLPpIX: absorbância 0,07. N ≥ 17.

Tamanho médio Mediana Valor máximo

Controle 17,1 ± 18,1 10,4 30,5
PpIX 1 minuto 118,7 ± 101,6 78,6 414,2
PpIX 3 horas 157,1 ± 196,1 88,2 1098,2

PLLPpIX 1 minuto 123,1 ± 74,5 115,2 266,7
PLLPpIX 3 horas 62,8 ± 63,0 46,6 246,7

Para 1 minuto de incubação, a razão entre o tamanho médio da zona de

adesão de células tratadas e de células não tratadas é 6,9 e 7,2 para PpIX

e PLLPpIX, respectivamente. Este resultado mostra que os fotossensibiliza-

dores aumentam de quase uma ordem de magnitude a adesão de células em

substratos sólidos bidimensionais. Como os dados publicados na literatura

do efeito da iluminação desconsideravam este fato, é posśıvel que se tenha

erroneamente considerado que a PDT aumenta a adesão celular.

Note que não há diferença significativa entre os dois fotossensibilizadores.

Com 1 minuto de incubação não há tempo suficiente para que ocorra uma

mudança no padrão de expressão gênica ou śıntese proteica, portanto, a res-

posta observada deve ser causada pela interação dos fotossensibilizadores com

a membrana. Os dados de colocalização (seção 4.3.3) mostraram que ambos

os fotossensibilizadores encontram-se na região da membrana plasmática após

1 minuto de incubação. Também, ambos os fotossensibilizadores apresentam
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taxas de incorporação similares após este tempo de incubação (seção 4.3.3).

Após 3h de incubação, o efeito dos dois fotossensibilizadores na adesão celu-

lar é distinto. A PpIX tem um efeito maior do que a PLLPpIX no tamanho

da zona de adesão. A razão entre o tamanho médio da zona de adesão de

células tratadas e de células não tratadas é 9,2 e 3,7 para PpIX e PLLPpIX,

respectivamente. Além disso, observa-se que o efeito da PpIX no aumento

do tamanho da zona de adesão é maior após 3h de incubação do que após

1 minuto. O contrário ocorre com a PLLPpPIX, seu efeito no aumento do

tamanho da zona de adesão é maior após 1 minuto de incubação do que após

3h. Os dados de colocalização mostram que os fotossensibilizadores não estão

na membrana celular após 3h de incubação (seção 4.3.3) e, portanto, o efeito

no escuro após 3h de incubação deve ser indireto, ou seja, decorrente de al-

gum efeito no funcionamento de organelas celulares, as quais não fazem parte

da maquinária da adesão celular. Este efeito indireto não será investigado

com maior profundidade nesta tese.

Como as caracteŕısticas estruturais dos fotossensibilizadores controlam sua

interação com biomoléculas e organelas celulares, o efeito de caracteŕısticas

do fotossensibilizador tais como simetria, carga e coordenação a um metal

foi avaliado na adesão de células HeLa em vidro na presença de FBS após

incubação por 1 minuto.

A Figura 4.21 mostra imagens de RICM de células HeLa aderindo em su-

perf́ıcie de vidro na presença de FBS após incubação com TMPyP, ZnTMPyP,
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TSPP, CpPI e PpIX por 1 minuto (a fórmula estrutural das porfirinas encontra-

se na página 66). Observa-se que o padrão da zona de adesão das células

incubadas com todos os fotossensibilizadores não difere significativamente

entre si e em relação ao que foi observado para células não tratadas com

fotossensibilizador (seção 4.1). Neste caso também os fotossensibilizadores

alteraram o tamanho da zona de adesão sem alterar o seu formato.

Figura 4.21: Imagens de RICM de células HeLa aderindo em superf́ıcie de
vidro na presença de FBS visualizadas 1h após plaqueamento. As células
foram incubadas com os fotossensibilizadores (absorbância 0,12) por 1 minuto
antes da tripsinização. As zonas de adesão aparecem mais escuras que a
luminosidade de fundo. Objetiva 100X/1,3. Barra de escala: 3 µm.

Calculando-se o tamanho médio da zona de adesão de uma população de

células (Tabela 4.5), observou-se que todas as porfirinas estudadas causam

um aumento no tamanho da zona de adesão comparado com o controle não

tratado, mas com diferentes eficiências. A mais eficiente foi a PpIX e a menos

eficiente foi a TMPyP. Entre as catiônicas, a presença do metal aumenta a

eficiência da porfirina em 42%. Entre as aniônicas CPpI e TSPP, CPpI foi

29% mais eficiente.

Tanto CPpI quanto TSPP possuem quatro grupos negativamente carregados
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Tabela 4.5: Comparação do tamanho das zonas de adesão, em µm2, 1h após
plaqueamento de células HeLa incubadas por 1 minuto com fotossensibiliza-
dores porfiŕınicos (absorbância 0,12) e não irradiadas.

Tamanho médio Mediana Valor máximo

Controle 17,1 ± 18,1 10,4 30,5
TMPyP 104,7 ± 108,7 75,3 517,3

ZnTMPyP 148,7 ± 132,0 110,9 520,9
TSPP 131,1 ± 63,3 125,2 305,2
CPpI 169,0 ± 122,6 133,6 493,0
PpIX 331,1 ± 289,9 221,7 1179,8

em pH fisiológico, mas estes grupos na CPpI estão na posição cis enquanto na

TSPP eles estão na posição trans, o que torna a CPpI menos simétrica que

a TSPP. TMPyP é uma molécula catiônica e simétrica, caracteŕısticas que

lhe conferem maior internalização na célula, mas menor interao com a mem-

brana plasmtica. Isto ocorre em parte porque as moléculas catiônicas são

atráıdas pelo potencial de membrana mitocondrial [139,143,152] e em parte

porque os quatro grupos carregados na posição trans diminuem o caráter

anfif́ılico das moléculas [155]. PpIX, a molécula mais eficiente é também a

mais assimétrica delas. Os dados de colocalização (seção 4.3.3) mostraram

que, após 1 minuto de incubação, enquanto a PpIX esta mais concentrada

na região perimembranar, a TMPyP está mais concentrada no citoplasma.

Estes resultados indicam que a anfifilicidade é a caracteŕıstica que mais se

correlaciona com o aumento da área de adesão.

Porfirinas anfif́ılicas ligam a veśıculas em quantidades muito maiores e com

maior afinidade do que é previsto pelos valores de coeficiente de partição
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e este efeito é associado à assimetria da molécula: moléculas assimétricas

intercalam melhor na membrana do que as moléculas simétricas [155]. A na-

tureza da carga elétrica da porfirina também desempenha papel importante

na sua interação com a membrana, devido à presença do glicocálice, o qual é

negativamente carregado [3]. O esquema apresentado na Figura 4.22 ajuda

a entender como a estrutura do fotossensibilizador afeta sua interação com a

membrana no que diz respeito à simetria e à carga da molécula.

Figura 4.22: Esquema mostrando a interação com bicamadas liṕıdicas de di-
ferentes porfirinas em função da carga e da simetria do fotossensibilizador.
P2c = porfirina contendo dois grupos catiônicos na posição cis. P2t = porfi-
rina contendo dois grupos catiônicos na posio trans. P3 = porfirina contendo
três grupos catiônicos. P4 = porfirina contendo quatro grupos catiônicos.
Esquema retirado de [155]. Este modelo de interação com a membrana foi
comprovado por cálculos de dinâmica molecular [187].

A presença de metais no anel porfiŕınico também afeta a interação destas

moléculas com a membrana. Porfirinas metaladas interagem melhor com a

membrana devido à coordenação entre o metal e os grupos fosfato dos fosfo-

liṕıdios [188,189]. Foi demonstrado por microscopia confocal que a presença

de Zn diminui a interação da TMPyP com a mitocôndria e aumenta sua in-
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teração com a membrana de células HeLa [139].

Os resultados sugerem que o efeito direto dos fotossensibilizadores na adesão

no escuro pode ser correlacionado com a capacidade das moléculas em se in-

tercalarem na membrana plasmática. O processo de adesão e espalhamento

celular requer a extensão da membrana plasmática e a agregao dos recep-

tores, as quais são controladas pela rigidez da membrana (seção 1.2). Foi

reportado para fibroblastos que a adição de compostos anfif́ılicos, que au-

mentam a área da membrana e diminuem sua rigidez, leva a um aumento

da taxa de espalhamento celular e extensão de lamelipódios [190]. Assim, o

aumento na área de adesão estaria relacionado a um efeito de diminuição na

rigidez da membrana causado pela presença das porfirinas, o qual será maior

quanto mais anfif́ılica for a molécula.

Além da adesão per si, foi avaliado o efeito de fotossensibilizadores no es-

curo na migração das células e na expressão de integrinas. Migração é um

importante requisito para a formação de metástases, a qual envolve o desta-

camento de células do tumor principal e a adesão em um tecido distante [191].

Para determinar se o aumento na adesão causado pelos fotossensibilizadores

no escuro também foi acompanhado de mudança na migração, um ensaio de

ferida, o qual avalia a migração bidirecional das células, foi realizado. Como

fotossensibilizadores modelos para este estudo escolheu-se PpIX e TMPyP,

as quais foram incubadas nas células por 3h. Após incubação, uma ferida de

2,67 ± 0,09 mm foi realizada nas monocamadas de células (Figura 4.23 A)

e as células foram fotografadas a cada 24h até que a ferida do controle não
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tratado com fotossensibilizador se fechasse (Figura 4.23 B), processo que le-

vou três dias. As distâncias percorridas pelas células foram então calculadas

(Figura 4.23 C). Verificou-se que o tratamento com ambos os fotossensibili-

zadores diminui a velocidade de migração das células comparada ao controle

não tratado. No intervalo de tempo em que o controle percorreu 100% da

distância correspondente ao tamanho da ferida, as células tratadas com PpIX

percorreram 82% e as células tratadas com TMPyP 92% desta distância.

Nota-se uma correlação entre a velocidade de migração e o aumento da zona

de adesão. As células tratadas com PpIX, as quais apresentaram maior au-

mento no tamanho da zona de adesão (Tabela 4.5), migraram menos do

que as células tratadas com TMPyP, as quais apresentaram menor aumento

no tamanho da zona de adesão (Tabela 4.5). Uma leve redução na capaci-

dade migratória também foi reportada em células de gliomas tratadas com

ácido 5-aminolevuĺınico (ALA), um precursor da PpIX, na ausência de irra-

diação [131].
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Figura 4.23: Interferência dos fotossensibilizadores na migração celular.
Após incubação por 3h com o fotossensibilizador (absorbância 0,06), as
células foram lavadas e uma ferida foi criada na monocamada de células
(A). O fechamento das lesões pela migração celular foi acompanhado até que
a ferida do controle sem fotossensibilizador estivesse completamente fechada
(B) e a distância percorrida pelas células foi calculada (C). No tempo em
que o controle percorreu 100% da distância correspondente ao tamanho da
ferida, as células tratadas com PpIX percorreram 82% e as tratadas com
TMPyP 92% desta distância.
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Como as integrinas são receptores que controlam a adesão celular, al-

terações na adesão podem ser acompanhadas por mudanças no padrão de

expressão de integrinas na superf́ıcie celular. Sendo assim, propôs-se avaliar

se o aumento na adesão observado com os fotossensibilizadores no escuro era

acompanhado de alterações no padrão de integrinas expressas na superf́ıcie

das células (Figura 4.24). Como no ensaio de ferida, este estudo foi realizado

utilizando-se PpIX e TMPyP (absorbância 0,06) incubados por 3h. Adicio-

nalmente, realizou-se o mesmo estudo com células plaqueadas em superf́ıcies

funcionalizadas com PLL, outra situação na qual se observou aumento na

adesão celular (seção 4.1).

Apesar dos diferentes mecanismos que governam o efeito dos fotossensibili-

zadores e da superf́ıcie funcionalizada com PLL na adesão celular, observa-se

que os três casos tem em comum um aumento da expressão de αV e αVα3

e uma diminuição da expressão de α2 e α3 em relação ao controle. Embora

seja significativamente diferente do controle, a análise estat́ıstica revela que

não há diferença entre o ńıvel de expressão de αV entre PLL, TMPyP e

PpIX. Isto sugere que os diferentes mecanismos que levam ao aumento do

tamanho da zona de adesão, convergem quanto ao ńıvel de expressão de αV

na superf́ıcie das células. Integrinas αV parecem ser particularmente impor-

tantes durante o remodelamento de tecido, seja ele associado ao reparo de

lesão, angiogênese ou câncer. [26, 108, 192, 193] As integrinas αV têm sido

implicadas na invasão tumoral, entretanto, vale lembrar que as integrinas

per si não são oncogênicas. Aqui nós observamos um aumento da adesão e

uma diminuição da migração associada ao aumento da expressão de αV na



CAPÍTULO 4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 146
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Figura 4.24: Perfil de integrinas expressas na superf́ıcie de células HeLa.
Controle: células aderindo a TCPS (do inglês, tissue culture polystyrene stan-
dard) não tratadas com fotossensibilizador. PLL: células não tratadas com fo-
tossensibilizador aderindo a TCPS funcionalizado com PLL. TMPyP: células
tratadas com TMPyP e não irradiadas aderindo a TCPS. PpIX: células tra-
tadas com PpIX e não irradiadas aderindo a TCPS. Dados normalizados
pela intensidade de fluorescência do controle negativo (BSA). Os fotossensi-
bilizadores foram incubados por 3h (absorbância 0,06).
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superf́ıcie da linhagem tumoral HeLa. Levando em conta a importância do

remodelamento para as células e especialmente em superf́ıcies funcionaliza-

das com PLL (seção 4.1), parece que a maior capacidade de remodelamento

conferida pela maior expressão de αV correlaciona com a maior adesão celu-

lar.

Além disso, o papel das integrinas é tipo celular-espećıfico. Por exemplo,

enquanto foi vista uma correlação positiva entre invasão e α2β1 em mela-

noma, αVβ3 em câncer ovariano, α6β4 em carcinoma colorretal e α6β1 em

glioma, também foi observado que as integrinas podem servir como efeto-

res negativos que impedem ou neutralizam a invasão, tais como αVβ3 em

melanoma, α2β1 em carcinoma mamário e α5β1 em carcinoma de cólon. [194]

Também é preciso ter em mente que as integrinas não são os únicos receptores

a mediarem a adesão celular, há também os sindecans, que são proteoglicanos

de heparam sulfato transmembranares. Alguns estudos têm apontado para o

papel cŕıtico dos sindecans na invasão tumoral e o sinergismo entre integrinas

e sindecans na determinação do comportamento celular [195,196].

Em suma, utilizando a técnica de RICM observou-se que os fotossensibi-

lizadores são capazes de aumentar a adesão celular mesmo na ausência de

irradiação. Este efeito não havia sido observado nos ensaios de resistência

à tripsinização normalmente utilizados na literatura. O aumento da adesão

correlaciona com a diminuição da migração, a qual é uma importante etapa

do processo metastático. Quando os fotossensibilizadores se localizam na
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membrana plasmática, o efeito na adesão pode ser correlacionado com a ca-

pacidade das moléculas em se intercalarem nela. Quanto mais anfif́ılico for o

fotossensibilizador, maior será seu efeito na adesão. Este efeito pode ser ex-

plicado por uma diminuição na rigidez da membrana que ocorre pela presença

do fotossensibilizador intercalado nela, uma vez que a rigidez da membrana

controla o processo de adesão e espalhamento celular. Quando os fotossensi-

bilizadores não estão na região da membrana plasmática e sim em organelas

celulares, o efeito na adesão celular é indireto e necessita maior investigação.

Entretanto, PpIX foi mais eficiente em aumentar a adesão celular no escuro

do que PLLPpIX, o que pode ser relacionado a diferenças de citolocalização.

A análise do padrão de expressão de integrinas na superf́ıcie celular revela

que o aumento no tamanho da zona de adesão correlaciona com o aumento

na expressão de αV.
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4.3.2 Após irradiação

A Figura 4.25 apresenta imagens de RICM de células HeLa aderindo em su-

perf́ıcie de vidro na presença de FBS após incubação com PLLPpIX e PpIX

por 1 minuto ou 3h seguida de irradiação por 1 minuto. Observa-se que

o padrão da zona de adesão após fotossensibilização das células incubadas

com ambos fotossensibilizadores por 1 minuto não difere significativamente

entre si (A e B) e em relação ao que foi observado para células não tratadas

com fotossensibilizador ou tratadas com fotossensibilizador sem irradiação

(Figura 4.20). O mesmo acontece para células incubadas com PpIX por 3h

(C). Em (D) observa-se a imagem t́ıpica de células não aderidas, visualiza-

das aqui após tratamento com PLLPpIX por 3h. As áreas de adesão foram

quantificadas e a Tabela 4.6 sumariza o efeito dos fotossensibilizadores PpIX

e PLLPpIX na adesão de células HeLa em função do tempo de incubação

após irradiação por 1 minuto.

É notável a habilidade da PLLPpIX em modular a adesão celular após 3h de

incubação: na ausência de luz, esta molécula leva a um aumento da adesão

celular em relação ao controle não tratado (Tabela 4.4) e após irradiação

ela completamente impede a adesão celular (Figura 4.25 D). Uma vez que a

PpIX não apresenta este efeito de modulação da adesão celular e alterações

na estrutura molecular do fotossensibilizador podem modificar sua interação

com macromoléculas (como será demonstrado de maneira mais aprofundada

na seção 4.4) e com organelas celulares [152], esta habilidade em modular

a adesão celular deve ser conferida pela presença do poĺımero (a explicação
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Figura 4.25: Imagens de RICM de células HeLa aderindo em superf́ıcie de
vidro na presença de FBS, visualizadas 1h após o plaqueamento. As células
foram incubadas com PpIX (absorbância 0,06) e PLLPpIX (absorbância
0,07) por 1 minuto ou 3h, irradiadas por 1 minuto e tripsinizadas. Obje-
tiva 100X/1,3.
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mecańıstica deste fenômeno será apresentada no decorrer do texto).

Tabela 4.6: Média, mediana e valor máximo da distribuição de tamanhos da
zona de adesão em função do tempo de incubação para células irradiadas.
Valores em µm2. Após incubação, as células foram lavadas, irradiadas por 1
minuto com luz azul (filtro FITC), tripsinizadas e visualizadas por RICM 1h
após plaqueamento. PpIX: absorbância 0,06. PLLPpIX: absorbância 0,07.
N ≥ 15.

Tamanho médio Mediana Valor máximo

Controle irradiado 35,4 ± 23,5 32,9 92,5
PpIX 1 minuto 54,7 ± 82,7 24,7 320,2
PpIX 3 horas 172,5 ± 232,0 69,0 968,8

PLLPpIX 1 minuto 56,1 ± 45,5 45,7 207,1
PLLPpIX 3 horas células não aderidas

Com 1 minuto de incubação observou-se um aumento da zona de adesão

em relação ao controle irradiado sem fotossensibilizador, sem diferença entre

os fotossensibilizadores (Tabela 4.6), como foi observado na ausência de irra-

diação (Tabela 4.4). A similaridade do efeito dos dois fotossensibilizadores na

adesão celular pode ser associada a ambos estarem presentes na região peri-

membrar após 1 minuto de incubação, à similar taxa de incorporação (seção

4.3.3) e a semelhança na eficiência de geração de oxigênio singlete (seção

4.2). Nota-se também que há uma diminuição de cerca de 50% no tamanho

da zona de adesão quando as células tratadas com os fotossensibilizadores

são irradiadas, comparadas às células tratadas com os fotossensibilizadores

sem irradiação (Tabela 4.4). Assim, utilizando-se as células tratadas com fo-

tossensibilizador no escuro como controle, os resultados mostram que a PDT
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diminui a adesão celular, ao contrário do que havia sido reportado na litera-

tura. [122–126]

Os dois posśıveis alvos das reações de fotossensibilização são os liṕıdios ou as

protéınas. Danos em liṕıdios das membranas tendem a ocasionar a formação

de hidroperóxidos que causam expansão da membrana e diminuição da rigi-

dez [106, 190]. Olhando simplesmente para o efeito da oxidação dos liṕıdios

e expansão da membrana, podeŕıamos concluir que deveria haver um au-

mento da adesão e não diminuição como foi observado. É posśıvel que ocorra

a oxidação de protéınas de membrana que se sobreporiam ao efeito do au-

mento de fluidez das membranas [112, 197]. No que diz respeito à afinidade

das integrinas com as protéınas da ECM, observou-se que a oxidação das

protéınas de matriz pode levar a inibição da adesão celular, conforme será

discutido na seção 4.4.

Outra hipótese para explicar, na presença dos fotossensibilizadores, a me-

nor adesão após irradiação comparada ao controle não irradiado seria que o

aumento da adesão celular causado pela diminuição da rigidez da membrana

alcança um valor ótimo e então decai fazendo-se com que não se observe um

efeito aditivo gerado pelo fotossensibilizador intercalado na membrana e pela

formação de hidroperóxidos. Entretanto, a observação de que a adesão de

fibroblastos aumenta quase linearmente com a adição de concentrações cres-

centes de detergente (até a concentração de 0,4 mM) [190] enfraquece esta

hipótese.
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Com 3h de incubação, PLLPpIX impede a adesão celular após irradiação,

enquanto PpIX praticamente não muda a adesão comparada com o con-

trole sem irradiação (Tabela 4.4). As diferenças observadas entre PpIX e

PLLPpIX poderiam ser relacionadas a diferenças de incorporação ou citolo-

calização. Como os fotossensibilizadores não aparecem na membrana celular

(seção 4.3.3) e as organelas celulares não estão diretamente associadas à ma-

quinaria de adesão celular, os efeitos dos fotossensibilizadores após 3h de in-

cubação seguida de irradiação são indiretos. Além disso, a ausência do efeito

da irradiação sugere que a PpIX afeta a adesão celular principalmente devido

a sua intercalação na membrana de organelas celulares e não à formação de

espécies reativas.

A ausência de células aderidas após tratamento com PLLPpIX pode ser

devida ao desencadeamento de um processo de morte celular programada

causada por dano às mitocôndrias [198] ou devida a uma alteração na ca-

pacidade das integrinas ligarem-se às protéınas da ECM2. Como o ensaio

de exclusão do corante azul de tripan realizado imediatamente após o trata-

mento atestou 99% de células viáveis e como após 3h de incubação PLLPpIX

não aparece na região da membrana (seção 4.3.3), a primeira hipótese é a

mais provável. Neste caso, a ausência de adesão seria consequência da apop-

tose. PLLPpIX sendo catiônica, teria maior afinidade pelas mitocôndrias

do que a PpIX, o que explicaria porque não se observou ausência de células

aderidas após tratamento com PpIX.

2É descrita na literatura um tipo de apoptose (anoikis) que é desencadeada por ausência
de contato com a ECM. [5–7]
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A Figura 4.26 mostra micrografias de transmissão de células HeLa incubadas

com PLLPpIX por 3h, irradiadas por 1 minuto, tripsinizadas e visualizadas

1h após o plaqueamento. Caracteŕısticas morfológicas como formação de bo-

lhas e contração do conteúdo celular são observadas.

Figura 4.26: Micrografias de transmissão de células HeLa incubadas com
PLLPpIX por 3h, irradiadas por 1 minuto (Filtro FITC), tripsinizadas e
visualizadas 1h após o plaqueamento.

Caracteŕısticas morfológicas do processo apoptótico, o qual termina na desin-

tegração das células em veśıculas, os chamados corpos apoptóticos, incluem o

aparecimento de protusões de membrana na forma de bolhas e contração do

conteúdo celular [199,200]. Por outro lado, a formação de corpos apoptóticos

também pode ocorrer mesmo sem a fragmentação do DNA e ativação de

caspase-3, sinais clássicos de apoptose, devido à ativação de transglutami-

nases, enzimas dependentes de Ca2+ que catalisam a formação de ligações
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cruzadas em protéınas [201]. O mecanismo que leva a formação de corpos

apoptóticos após PDT mediada por PLLPpIX ainda necessita maior inves-

tigação.

Em suma, quando os fotossensibilizadores estão concentrados na região peri-

membranar e as células são irradiadas, há um aumento da adesão em relação

ao controle sem fotossensibilizador. Entretanto, este aumento na adesão é

menor do que o observado na ausência de irradiação. Em ambos os casos,

não se observou diferença entre os fotossensibilizadores após 1 minuto de

incubação. Assim, utilizando como controle células tratadas com o fotos-

sensibilizador no escuro, a PDT não leva a um aumento da adesão celular e

sim a uma diminuição. Com 3h de incubação, PLLPpIX impede a adesão

celular, diferentemente do que ocorreu na ausência de irradiação, enquanto

PpIX praticamente não muda a adesão comparada com o controle sem irra-

diação. Esta capacidade de modular a adesão celular é associada à presença

do poĺımero, o qual modifica a interação da porfirina com macromoléculas e

organelas celulares. Sendo catiônica, PLLPpIX teria maior afinidade pelas

mitocôndrias e, portanto, estaria mais concentrada nesta organela do que a

PpIX. A ausência do efeito da irradiação no caso da PpIX sugere que esta

molécula afeta a adesão celular principalmente devido a sua intercalação na

membrana de organelas celulares e não à formação de espécies reativas. Em-

bora a viabilidade celular tenha sido checada via ensaio de integridade de

membrana imediatamente após os tratamentos, a ausência de adesão celular

após tratamento com PLLPpIX parece estar associada ao desencadeamento

de um mecanismo de morte celular programada, segundo dados morfológicos
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obtidos 1h após plaqueamento.

A seguir descrevemos os dados de incorporação e citolocalização dos fotos-

sensibilizadores que embasaram nossas conclusões.
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4.3.3 Interação dos fotossensibilizadores com células

Além das propriedades fotof́ısicas similares, PpIX e PLLPpIX possuem também

taxas de incorporação similares (p > 0,05) em células HeLa em função do

tempo de incubação (Figura 4.27), indicando que este parâmetro não deve ser

o responsável pelas diferenças observadas entre PpIX e PLLPpIX. As taxas

de incorporação obtidas para 3h são compat́ıveis com os valores encontrados

na literatura para a incorporação de porfirinas em células HeLa [139,152].
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Figura 4.27: Taxa de incorporação dos fotossensibilizadores PpIX e PLLP-
pIX em células HeLa, investigada medindo a intensidade de fluorescência
dos fotossensibilizadores no meio extracelular e no lisado de células após in-
cubação por 1 minuto e 3h.
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A internalização de moléculas pelas células pode ocorrer por dois diferentes

mecanismos: endocitose ou partição seguida de difusão no meio intracelu-

lar [202]. Entretanto, qualquer que seja o mecanismo de incorporação, deve

haver uma interação inicial do fotossensibilizador com a membrana, a qual

pode ocorrer por interação eletrostástica, hidrofóbica, hidratação ou coor-

denação [143,147,148,155,188,203].

Em um estudo com conjugados PLL-clorina e6 com diferentes graus de substi-

tuição da cadeia polimérica [186], observou-se aumento da incorporação celu-

lar com o aumento da taxa de substituição, sugerindo que a ligação às células

é mediada mais pelo fotossensibilizador do que pela cadeia polimérica. Ou

seja, a incorporação pelas células é principalmente dirigida pelas interações

hidrofóbicas do que pela atração eletrostática.

Uma vez que tanto PLLPpIX quanto PpIX mostraram taxas de incorporação

similares, acredita-se que ambos os fotossensibilizadores são internalizados

pela mesma via. A cinética da internalização mediada por endocitose é mais

lenta do que a mediada por partição seguida de difusão [203], assim a maior

parte da incorporação ter ocorrido nos primeiros minutos de incubação su-

gere que a difusão é o mecanismo mais importante de internalização destes

fotossensibilizadores.

Para testar esta hipótese, a incorporação da PpIX foi avaliada após tra-

tamento das células para inibir os mecanismos de endocitose. Endocitose

é um processo dependente de energia livre celular enquanto a difusão não
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é. Portanto, a endocitose é mais impedida quando a incubação é realizada

a baixa temperatura (4 ◦C ao invés de 37 ◦C) [202]. A endocitose pode ser

mediada por receptor. A via mais comum é aquela assistida por clatrina. O

pré-tratamento das células com meio hipertônico antes da exposição ao fotos-

sensibilizador inibe esta via. A endocitose também pode ser realizada através

de microdomı́nios ricos em colesterol, conhecidos como balsas lipid́ıcas. O

pré-tratamento das células com β-ciclodextrina antes da exposição ao fotos-

sensibilizador inibe esta via. Moléculas que são internalizadas via veśıculas

recobertas por clatrina são tipicamente destinadas a degradação enzimática

nos lisossomos, enquanto que a internalização independente de clatrina está

associada a uma via não degradativa. [204]

A Figura 4.28 mostra as taxas de incorporação da PpIX após tratamento

para inibir as vias endoćıticas. Não foi observada uma alteração significativa

nas taxas de incorporação, indicando que a PpIX é internalizada por difusão e

não por endocitose. O experimento com a PLLPpIX ainda não foi realizado,

mas clorina e6 conjugada à PLL (peso molecular 35-55 KDa) mostrou incor-

poração similar em função do tempo em células de carcinoma epidermóide a

4 ◦C e a 37 ◦C, um indicativo de que o conjugado PLL-fotossensibilizador é in-

ternalizado por um mecanismo independente da maquinaria endoćıtica [184].
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Figura 4.28: Taxa de incorporação da PpIX em células HeLaapós inibição
das vias de endocitose. As células foram pré-tratadas com sacarose 0,45M
para inibir a via mediada por clatrina, deixadas durante a incubação com o
fotossensibilizador a 4 ◦C para inibir o transporte ativo e pré-tratadas com
β-ciclodextrina 100 µM para inibir a via mediada por balsas lipid́ıcas. As
inibições duplas servem para impedir que uma via endoćıtica seja compen-
sada por outra. Os pré-tratamentos foram realizados 30 minutos antes da
incubação com PpIX por 10 minutos.
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Com relação à citolocalização, a sobreposição das imagens de transmissão

das células com imagens de fluorescência do marcador de mitocôndrias (Mito-

tracker Green) e dos fotossensibilizadores após 1 minuto de incubação é mos-

trada na Figura 4.29. A eventual colocalização do marcador (fluorescência

em verde) com PpIX e PLLPpIX (fluorescência em vermelho) pode ser visu-

alizada pelo aparecimento da cor amarela nas imagens, enquanto a eventual

colocalização do marcador com a TMPyP (fluorescência em azul) pode ser

visualizada pelo aparecimento da cor ciano nas imagens. Observa-se que

a PpIX concentra-se quase que totalmente na região perimembranar (A),

a PLLPpIX se distribui no citoplasma e na região perimembranar (B) e a

TMPyP concentra-se quase que totalmente no citoplasma (C).

(A) (B)

(C)

Figura 4.29: Análise da citolocalização dos fotossensibilizadores após 1 mi-
nuto de incubação via microscopia confocal. Sobreposição das imagens de
transmissão (aumento de 400x) e de fluorescência dos fotossensibilizadores
(A) PpIX e (B) PLLPpIX em vermelho, TMPyP (C) em azul e do marcador
de mitocôndrias MitoTracker (em verde).
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Dentre os vários coeficientes que podem ser utilizados para quantificar a colo-

calização de dois marcadores foi escolhido o coeficiente de Manders, que neste

caso representa quanto do fotossensibilizador colocaliza com o marcador de

mitocôndrias [205]. Observa-se que após 1 minuto de incubação apenas 11%

da PpIX encontra-se nas mitocôndrias, contra 45% da PLLPpIX e 86% da

TMPyP (Tabela 4.7).

A Figura 4.30 mostra a sobreposição das imagens de transmissão das células

com imagens de fluorescência do marcador de mitocôndrias e dos fotossensi-

bilizadores PLLPpIX (A) e PpIX (B) após 3h de incubação. Observa-se que

os fotossensibilizadores concentram-se quase que totalmente no citoplasma:

91% de colocalização com o marcador de mitocôndrias no caso da PLLPpIX

e 85% no caso da PpIX (Tabela 4.7).

Tabela 4.7: Índice de colocalização fotossensibilizador/Mitotracker após 1
minuto e 3h de incubação. O coeficiente de Manders foi calculado utilizando o
plugin JACoP do programa ImageJ e representa quanto do fotossensibilizador
colocaliza com o marcador de mitocôndrias. N ≥ 10.

Fotossensibilizador Coeficiente de Manders

1 minuto 3 horas

PpIX 0,11 ± 0,05 0,85 ± 0,08
PLLPpIX 0,45 ± 0,09 0,91 ± 0,06
TMPyP 0,86 ± 0,21 não analisado

PpIX adicionada externamente se distribui entre lisossomos e mitocôndrias

[206]. Como moléculas catiônicas são atráıdas pelo potencial de membrana
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(A)

(B)

Figura 4.30: Análise da citolocalização dos fotossensibilizadores após 3h de
incubação via microscopia confocal. Sobreposição das imagens de trans-
missão (aumento de 400X) e de fluorescência dos fotossensibilizadores (A)
PpIX e (B) PLLPpIX em vermelho e do marcador de mitocôndrias Mito-
Tracker em verde.

mitocondrial [143], é razoável assumir que a afinidade da PLLPpIX pelas

mitocôndrias seja maior do que a da PpIX. Um estudo comparando hemato-

porfirina IX (produzida por hidroxilação das olefinas periféricas da PpIX) e

um derivado catiônico da PpIX mostraram que o derivado catiônico colocaliza

quase que exclusivamente nas mitocôndrias (95%) enquanto a hematoporfi-

rina IX se distribui entre lisossomos (36%) e mitocôndrias (50%) [152]. Além

de mitocôndrias e lisossomos, PpIX pode também se acumular em outros

sistemas membranares como, por exemplo, o ret́ıculo endoplasmático [207].

Segundo os dados de colocalização obtidos, PLLPpIX apresentou afinidade

um pouco maior pelas mitocôndrias do que PpIX.

Em suma, os diferentes efeitos apresentados pelos fotossensibilizadores na
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adesão celular podem ser correlacionados a diferenças de citolocalização, a

qual por sua vez depende da estrutura da molécula. As taxas de incorporação

mostraram-se semelhantes e não devem estar contribuindo para as diferenças

observadas entre PpIX e PLLPpIX na modulação da adesão celular.
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4.4 Efeito da fotossensibilização do soro fetal

bovino na adesão celular

Quando um fotossensibilizador entra em contato com um tecido, devido ao

fenômeno de partição, uma parte das moléculas permanece na matriz extra-

celular enquanto a outra entra na célula. Sendo assim, decidiu-se investigar

o efeito dos fotossensibilizadores PLLPpIX e PpIX na adesão celular após

tratamento das protéınas de matriz. Como estes fotossensibilizadores apre-

sentam propriedades fotof́ısicas similares (seção 4.2), foi posśıvel estudar a

relação entre a estrutura e a capacidade destas moléculas em modular a

adesão de células HeLa, em vidro na presença de soro fetal bovino (FBS).

A adesão celular foi estudada por RICM utilizando a metodologia apresen-

tada na seção 4.1. Com esta metodologia foi posśıvel observar a adesão celu-

lar em todas as suas etapas, desde o momento em que a célula está pairando

próxima da superf́ıcie até o momento em que a célula está completamente

espalhada. Assim, quando células HeLa são colocadas para aderir em uma

superf́ıcie de vidro na presença de meio de cultura suplementado com 10%

de FBS, a imagem de RICM que é tipicamente observada está mostrada na

Figura 4.31 A. Como descrito anteriormente (seção 3.3.8), a zona de adesão

é definida como as regiões mais escuras que a luminosidade de fundo.

Uma das maneiras pelas quais a PDT pode interferir no processo de adesão

celular é através da oxidação de protéınas da matriz extracelular. Quando

o meio de cultura suplementado com FBS é irradiado por 1 minuto na pre-
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sença de um dos fotossensibilizadores, duas situações são observadas: (1) se o

fotossensibilizador é a PpIX livre, as células aderem a superf́ıcie num padrão

que não difere muito daquele observado na ausência do fotossensibilizador

(compare Figura 4.31 A e B); (2) se o fotossensibilizador é a PLLPpIX, as

células ficam pairando sobre a superf́ıcie sem conseguir aderir (Figura 4.31

C).

Figura 4.31: Micrografias de RICM de células HeLa durante a adesão a uma
superf́ıcie de vidro na presença de FBS não tratado (A), tratado com PpIX
+ irradiação (B) e tratado com PLLPpIX + irradiação (C). Imagens obtidas
2h após o plaqueamento. FBS foi irradiado por 1 minuto utilizando o filtro
FITC do microscópio, na presença dos fotossensibilizadores com absorbância
igual a 0,12.

Quando a concentração de PLLPpIX ou o tempo de irradiação são dimi-

nuidos à 1/4 dos valores anteriores (Figura 4.31), ou seja, absorbância de

0,03 e tempo de irradiação de 15 s, as células voltam a ser capazes de aderir

(Figuras 4.32 A e B), indicando que o efeito de inibição da adesão celular é

dependente da quantidade de luz e da concentração de PLLPpIX. Da mesma

forma se antes da irradiação são adicionados ao meio de cultura 5 mM de glu-

tationa reduzida (GSH), um potente antioxidante [208], a fotossensibilização

mediada por PLLPpIX deixa de impedir a adesão celular (Figura 4.32 C). A
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presença de adesão celular com a diminuição do tempo de irradiação e com

a adição de GSH indica que o mecanismo de ação da PLLPpIX deve ser via

oxidação foto-induzida.

Figura 4.32: Micrografias de RICM de células HeLa aderindo à uma su-
perf́ıcie de vidro após fotossensibilização do FBS mediada por PLLPpIX.
Imagens obtidas 1h após o plaqueamento. (A) Tempo de irradiação de 15s.
(B) Fotossensibilizador na absorbância de 0,03. (C) Adição de 5 mM de
GSH antes da irradiação. A condição de irradiação foi idêntica à descrita
na Figura 4.31

PpIX, na mesma absorbância que PLLPpIX, não só não foi capaz de im-

pedir a adesão celular (Figura 4.31 B), como aumentou o tamanho médio

da zona de adesão em ∼7 vezes comparado ao controle sem fotossensibili-

zador (Tabela 4.8). A maior adesão e espalhamento celular na presença de

superf́ıcies funcionalizadas com porfirina também foi reportada para células

de adenocarcinoma mamário (MCF-7), mas na ausência de irradiação [209].

Nosso resultado de aumento significativo na adesão celular com PpIX, bem

como o trabalho de Guo e colaboradores [209], nos levou a estudar o efeito

na adesão celular dos fotossensibilizadores no escuro. Estes resultados foram

apresentados na seção 4.3.
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Tabela 4.8: Tamanho médio, µm2, da zona de adesão de células HeLa 2h após
plaqueamento em DMEM + FBS irradiado (Filtro FITC) na ausência e na
presença de fotossensibilizador (absorbância 0,12). A condição de irradiação
foi idêntica à descrita na Figura 4.4

Tamanho médio

Controle 51,9 ± 36,0
PpIX 385,5 ± 190,1

PLLPpIX 0

No entanto, o resultado de inibição da adesão obtido com PLLPpIX indica

que a funcionalização com PLL modula a ação do fotossensibilizador: fotos-

sensibilização do FBS com PpIX livre aumenta a adesão celular; fotossensi-

bilização do FBS com PpIX conjugada a PLL impede a adesão celular.

Uma hipótese que pode explicar a ausência de adesão celular após fotos-

sensibilização do meio de cultura suplementado com FBS é a oxidação das

protéınas presentes no FBS. FBS é constitúıdo principalmente de albumina,

mas também contém protéınas adesivas, sendo a principal a vitronectina,

além de fatores de crescimento [165,210].

Para quantificar a magnitude do estresse oxidativo induzido pelos fotossensi-

bilizadores e assim, comparar a eficiência da PLLPpIX em oxidar as protéınas

presentes no FBS em relação a PpIX, realizou-se a dosagem de protéınas

carboniladas (Figura 4.33). Devido principalmente à estabilidade qúımica

dos grupos carbonila que são formados, esta dosagem é um ensaio aceito de



CAPÍTULO 4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 169

quantificação do ńıvel de estresse oxidativo . Além disso, grupos carbonila

são gerados em protéınas por quase todas as espécies reativas de oxigênio,

incluindo 1O2 [110, 114]. Dentre as sondas dispońıveis que reagem com gru-

pos carbonila, escolheu-se a fluorescéına 5-tiosemicarbazida (FTC) devido a

maior a sensibilidade propiciada pela sua detecção fluorimétrica [162].
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Figura 4.33: Dosagem de protéına carbonilada através da intensidade de flu-
orescência da sonda fluorescéına-5-tiosemicarbazida. Comparação do ńıvel
médio de protéına carbonilada gerada por fotossensibilização mediada por
PLLPpIX e PpIX (absorbância 0,12). Os dados foram normalizados pela flu-
orescência do meio de cultura suplementado com FBS irradiado na ausência
de fotossensibilizadores. A irradiação foi realizada utilizando o filtro DAPI
do microscópio por 5 minutos. As intensidades de fluorescência observadas
foram: Controle = 446,3 ± 11,7; PpIX = 665,0 ± 46,7; PLLPpIX = 917,3
± 8,3.
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Note que a quantidade de protéına carbonilada no meio de cultura suplemen-

tado com FBS irradiado na presença de ambos fotossensibilizadores foi maior

do que a quantidade de protéına carbonilada presente no controle (meio de

cultura suplementado com FBS irradiado na ausência dos fotossensibilizado-

res). Além disso, PLLPpIX gerou uma quantidade de protéına carbonilada

∼27% maior do que PpIX, o que é condizente com o fato da fotossensi-

bilização mediada por PLLPpIX, e não por PpIX, ser capaz de impedir a

adesão celular (Figura 4.31).

Para verificar se a oxidação observada era espećıfica para uma determinada

protéına presente no FBS, separou-se as protéınas por eletroforese em gel

de poli-acrilamida corando-as simultaneamente com azul de Coomassie e

fluorescéına 5-tiosemicarbazida (Figura 4.34). Utilizando a marcação com

azul de Coomassie para determinar as distâncias percorridas pelas protéınas

em função dos pesos moleculares, foi posśıvel traçar o perfil de intensidade

de fluorescência oriunda das protéınas marcadas com FTC em função da

distância percorrida no gel. Note que ambos os fotossensibilizadores oxidam

as protéınas do FBS de forma geral, não se restringindo à albumina, seu

maior componente. O perfil de fluorescência obtido apresenta duas bandas

principais, uma na região de alto peso molecular, onde se concentram a maior

parte dos grupos carbonila gerados, a outra na região de médio peso molecu-

lar, onde se encontra a albumina (66 kDa). Interessantemente, nem todas as

protéınas carboniladas por PLLPpIX são carboniladas por PpIX. Por exem-

plo, em ∼1 polegada aparece uma banda no gráfico da PLLPpIX que não

aparece no gráfico da PpIX. Nota-se também que a PLLPpIX apresenta um
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ńıvel mais intenso de marcação para todas as faixas de peso molecular em

concordância com os resultados de espectrofluorimetria (Figura 4.33).

Figura 4.34: Imagem do gel: SDS-PAGE com simultânea marcação com azul
de Coomassie e fluorescéına-5-tiosemicarbazida das protéınas presentes no
FBS não tratado e tratado com PLLPpIX e PpIX. Gráfico: perfil de fluo-
rescência da sonda FTC ligada a grupos carbonilas em função da distância
percorrida no gel pelas protéınas do FBS, conforme marcação com azul de
Coomassie.

Devido ao aparecimento de marcação para protéına carbonilada na região de

peso molecular da vitronectina (Figura 4.34), a principal protéına adesiva do

FBS, é posśıvel que a inibição da adesão celular esteja relacionada à sua ina-
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tivação, apesar do maior número de grupos carbonil aparecer em protéınas

com maior peso molecular. Para testar esta hipótese, avaliou-se a capacidade

de células HeLa aderirem a uma superf́ıcie de vidro funcionalizada com vi-

tronectina, a qual foi previamente fotossensibilizada com PLLPpIX e PpIX

(Figura 4.35).

Figura 4.35: Micrografias de RICM obtidas 1h após plaqueamento de células
HeLa em superf́ıcie de vidro funcionalizada com vitronectina não oxidada (A)
e vitronectina previamente fotossensibilizada com (B) PpIX e (C) PLLPpIX.
As zonas de adesão são definidas como as regiões mais escuras que a lumi-
nosidade de fundo. Irradiação: 1 minuto, filtro FITC. Objetiva 100X/1.3.

As células foram capazes de aderir a vitronectina em ambos os casos, mas

enquanto no caso da PpIX (Figura 4.35 B) a zona de adesão aparece ho-

mogênea e é semelhante a do controle não oxidado (Figura 4.35 A), no caso

da PLLPpIX (Figura 4.35 C) a zona de adesão apresenta-se não homogênea.

Além disso, a zona de adesão no caso da PLLPpIX é ∼12% menor do que

no caso da PpIX. A não homogeneidade apresentada pela zona de adesão

após fotossensibilização da vitronectina mediada por PLLPpIX pode ser de-

vida a criação de áreas contendo protéınas oxidadas, que não podem ser

reconhecidas pelos receptores celulares. Estes resultados corroboram os da-
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dos anteriores que mostraram a PLLPpIX como mais eficiente em oxidar as

protéınas presentes no FBS.

Pode-se questionar por que no caso do FBS tratado com PLLPpIX ocorre

inibição completa da adesão celular (Figura 4.31 C), enquanto que neste ex-

perimento a inibição foi apenas parcial (Figura 4.35 C). Imaginamos que a

resposta desta pergunta tenha relação com dois fatores: (1) a diferente razão

fotossensibilizador:protéına de adesão presente nos dois experimentos. No

caso do experimento da Figura 4.35, a quantidade relativa de vitronectina

é maior, sugerindo que a perda completa da capacidade adesiva deva ocor-

rer a partir de um certo limiar de oxidação. Esta interpretação é reforçada

pelos resultados anteriores de adesão (Figura 4.31) e dosagem de protena

total carbonilada (Figura 4.33), onde este limiar somente foi alcançado pela

PLLPpIX; (2) a oxidação da principal protéına adesiva do FBS não seria

o único alvo responsável pela perda das propriedades adesivas do FBS após

fotossensibilização. O perfil de protéınas carboniladas obtido por eletroforese

do FBS (Figura 4.34) sugere que esta hipótese é verdadeira também, uma

vez que o maior número de grupos carbonil aparece em protéınas com peso

molecular maior que o da vitronectina.

Fica evidente que a inibição da adesão celular está relacionada com a oxidação

de protéınas do FBS. No entanto, a razão da maior eficiência da PLLPpIX em

relação à PpIX livre ainda precisa ser explicada. Assim, para compreender

porque a PLLPpIX é mais eficiente do que a PpIX em oxidar as protéınas do

FBS, as propriedades fotoqúımicas e fotof́ısicas destes fotossensibilizadores
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foram estudadas neste meio.

Sabe-se que ambos fotossensibilizadores têm propriedades fotof́ısicas seme-

lhantes (seção 4.2) e, portanto, a prinćıpio, ambos os fotossensibilizadores

deveriam ter a mesma capacidade de oxidar as protéınas presentes no FBS.

Entretanto, observou-se uma maior eficiência da PLLPpIX (Figura 4.33).

Uma hipótese para explicar este fenômeno poderia ser a interação diferencial

entre estes fotossensibilizadores e as protéınas presentes no FBS.

Uma forma de caracterizar a ligação destas moléculas a protéınas é através da

análise dos espectros de fluorescência dos fotossensibilizadores na presença do

FBS, uma vez que as interações dos fluoróforos com as moléculas circundan-

tes podem afetar parâmetros tais como o comprimento de onda máximo de

emissão, o rendimento quântico e o tempo de vida do estado excitado [211].

Como o FBS é uma mistura complexa, utilizou-se a albumina, seu maior

constituinte, como sistema modelo.

A quantidade de protéına total do lote de FBS utilizado foi de ∼4 mg/mL e

por esta razão escolheu-se esta concentração para se avaliar o efeito da pre-

sença de albumina na fluorescência dos fotossensibilizadores. Nesta concen-

tração, foi observado aumento da fluorescência da PpIX, além de um desloca-

mento do máximo de emissão para o vermelho (Figura 4.36 A). Estes efeitos

estão de acordo com o que foi observado para porfirinas glico-conjugadas

[212], TSPP e TMPyP [145] interagindo com BSA, além da própria pro-

toporfirina interagindo com HSA [213] e BSA [214]. As explicações para
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estas alterações espectroscópicas são associadas à desagregação, causando o

aumento da fluorescência, e a mudanças no microambiente do fotossensibili-

zadores causadas por ligação a um śıtio hidrofóbico, causando o deslocamento

do máximo de emissão dos fotossensibilizadores.

Por outro lado, no caso da PLLPpIX ocorre supressão da fluorescência sem

alteração no comprimento de onda máximo de emissão, em concentrações de

albumina de até 10X mais do que aquela presente no FBS (Figura 4.36 B).

Estes efeitos são consistentes com a PLLPpIX estar desagregada em solução

e se ligar à albumina em um śıtio que a deixa exposta ao solvente.

No inserto da Figura 4.36 está apresentado o gráfico de supressão de fluo-

rescência de Stern-Volmer, onde Fo corresponde à intensidade de fluorescência

na ausência de albumina e F é a intensidade de fluorescência na presença de

albumina. O coeficiente angular do ajuste linear fornece a chamada cons-

tante de Stern-Volmer (KSV = 105 M−1), que é o produto da constante de

velocidade da reação do estado excitado com o supressor e o tempo de vida

do estado excitado na ausência do supressor.

A falta de curvatura no gráfico de Stern-Volmer é um sinal de que ape-

nas um tipo de supressão está ocorrendo, a qual pode ser causada por uma

variedade de mecanismos, incluindo filtro interno (o que não é o caso por-

que a albumina absorve por volta de 280 nm e as amostras foram excitadas

a 395 nm), supressão dinâmica e estática. Na supressão dinâmica ocorre

a desativação do fluoróforo no estado excitado sob contato ou colisão com
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Figura 4.36: Espectros de emissão de fluorescência de PpIX (A) e PLLP-
pIX (B) na ausência e na presença de albumina. No inserto (B), gráfico
de supressão de fluorescência de Stern-Volmer, onde Fo corresponde à in-
tensidade de fluorescência na ausência da albumina e F é a intensidade de
fluorescência na presença de albumina.
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uma molécula (supressor), sem que o fluoróforo sofra modificação qúımica. A

supressão estática ocorre quando o fluoróforo e o supressor formam um com-

plexo não fluorescente, o qual reduz o número de moléculas excitáveis. Em

ambos os casos a relação entre a diminuição na intensidade de fluorescência

e a concentração do supressor é linear. [211] A existência do complexo entre

o fluoróforo no estado fundamental e o supressor pode ser detectada através

do espectro de absorção do fluoróforo na presença do supressor. A Figura

4.37 mostra o espectro de absorção da PLLPpIX na ausência e na presença

de albumina. Note que o espectro de absorção da PLLPpIX na presença de

albumina apresenta uma diminuição na magnitude além de um deslocamento

para o vermelho, indicando que a supressão é estática e a constante de Stern-

Volmer obtida (KSV = 105 M−1) dá uma idéia da constante de complexação.

De fato, 105 M−1 é da mesma ordem de grandeza da constante de ligação

entre a PpIX e a BSA, KB = 2x105 M−1 [214].

A comparação dos dados de ligação da PpIX e da PLLPpIX com a albumina

sugerem que a presença de PLL impede que a porfirina seja escondida dentro

de cavidades na estrutura tridimensional da protéına. Ou seja, PLLPpPIX

na presença de albumina pode interagir com moléculas do ambiente, como

por exemplo, o O2, enquanto PpIX não pode. Se este for o caso, PLLP-

pIX gerará mais 1O2 que PpIX e, portanto, terá maior eficiência em oxidar

as protéınas presentes no FBS. Esta hipótese é reforçada por estudos da in-

teração entre BSA desnaturada e porfirinas, os quais indicam que a estrutura

terciária da protéına é essencial para ligação destes fotossensibilizadores [215]

e que a constante de remoção do 1O2 pela HSA é 2 vezes maior na presença
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Figura 4.37: Espectros de absorção da PLLPpIX na ausência e na presença
de albumina (0,6 µM).

de protéına desnaturada [216].

Para testar esta hipótese, investigou-se a geração de 1O2 na presença de

albumina. O oxigênio singlete foi detectado pela medida direta da sua fosfo-

rescência em D2O. Realizou-se o ensaio em água deuterada devido ao curto

tempo de vida do 1O2 em H2O (3,5 µs em H2O, 67 µs em D2O) [102].

A Figura 4.38 mostra o efeito da presença de albumina na eficiência de

geração de 1O2 pela PpIX. Na presença de 4 mg/mL de albumina, a geração

de 1O2 é suprimida em ∼ 64%, o que corrobora a hipótese levantada pela

análise dos espectros de fluorescência (Figura 4.36): ou seja, a interação entre

a albumina e a PpIX esconde esta molécula do O2 do ambiente, consequen-
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temente impedindo a geração de 1O2. Esta supressão da geração de 1O2 pela

interação com albumina explicaria a menor eficiência da PpIX em oxidar as

protéınas do FBS (Figura 4.33) e assim impedir a adesão celular (Figura 4.31

C). Infelizmente, não foi posśıvel verificar o impacto da albumina na eficiência

de geração de 1O2 pela PLLPpIX porque esta não é suficientemente solúvel

em D2O. Entretanto, os dados de fluorescência (Figura 4.36) e de fotólise de

relâmpago a laser (Figura 4.39) indicam que não ocorre supressão da geração

de 1O2.
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Figura 4.38: Espectros de emissão do 1O2 em D2O obtidos sob excitação da
PpIX (1 µM) em 532 nm na ausência e na presença de albumina (0,6 µM).
As integrais foram calculadas de 1220 a 1330 nm e forneceram os valores
4880 e 1764 na ausência e na presença de albumina, respectivamente.
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A eficiência de geração de 1O2 é diretamente relacionada ao rendimento e

tempo de vida do estado triplete do fotossensibilizador, como foi apresentado

na Figura 1.7. Assim, o tempo de vida do estado triplete dos fotossensibili-

zadores foi avaliado na presença e na ausência de albumina em PBS (pH 7,4;

100 mM).

A Figura 4.39 mostra as curvas de decaimento do estado triplete da PLLP-

pIX saturada em Argônio na ausência e na presença de albumina 0,6 µM.

No caso da PLLPpIX, foi posśıvel detectar um transiente tanto na ausência

(Figura 4.39 A) quanto na presença de albumina (Figura 4.39 B). A Tabela

4.9 mostra os tempos de vida do estado triplete calculados através do ajuste

exponencial (decaimento de primeira ordem) dos gráficos apresentados na

Figura 4.39. Os tempos de vida medidos estão de acordo com os observados

na literatura para porfirinas não metaladas [217]. Observa-se que a presença

de albumina pouco afetou o tempo de vida do estado triplete da PLLPpIX,

indicando que o triplete mesmo na presença de albumina está acesśıvel para

reagir com o oxigênio e formar 1O2. Este dado corrobora a hipótese levantada

pelos dados de fluorescência de que a interação da PLLPpIX com a albumina

é restrita à superf́ıcie da protéına deixando o fotossensibilizador exposto ao

solvente.



CAPÍTULO 4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 181
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Figura 4.39: Variação da absorbância em função do tempo, monitorada em
396 nm, do estado triplete da PLLPpIX em solução saturada com Argônio
na ausência (A) e na presença de albumina 0,6 µM (B). Excitação: 355nm.
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Tabela 4.9: Tempo de vida, em ns, do estado triplete da PLLPpIX em PBS
(pH 7,4; 100 mM) saturado em Argônio na presença e na ausência de albu-
mina 0,6 µM.

Tempo de vida do triplete R2

PLLPpIX 515 ± 192 0,74
PLLPpIX-BSA 455 ± 80 0,76

A Figura 4.40 mostra as curvas de decaimento do estado triplete da PpIX

nas mesmas condições experimentais que a PLLPpIX. No caso da PpIX, con-

cordantemente com a literatura [218], não foi posśıvel detectar o estado tri-

plete em pH 7,4 (Figura 4.40 A) devido à agregação da PpIX. Na presença

de BSA é posśıvel detectar um transiente (Figura 4.40 B), devido a um efeito

de desagregação do fotossensibilizador pela ligação com a BSA (Figura 4.36

A), cujo longo tempo de vida (258 ± 40 µs) sugere que a reação com o O2

está impedida.

Uma vez que em complexos não covalentes protéına-fotossensibilizador o

estado excitado do fotossensibilizador é criado fisicamente unido à macro-

molécula, é conceb́ıvel que nestes complexos o fotossensibilizador no estado

excitado possa engajar-se em um evento de transferência de elétron (meca-

nismo tipo I) o qual levaria a formação de um radical semi-reduzido do fotos-

sensibilizador [219]. Efeito similar foi visto na interação entre BSA e outras

duas porfirinas, onde se observou que tal interação reduzia as constantes

de desativação dos tripletes das porfirinas pelo O2 [220], semelhantemente

ao que também foi observado com ftalocianinas [221, 222]. Em um estudo

feito com triarilmetanos [219] e outro feito com Azul de Metileno [211], um
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Figura 4.40: Variação da absorbância em função do tempo, monitorada em
396 nm, do estado triplete da PpIX em solução saturada com Argônio na
ausência (A) e na presença de albumina 0,6 µM (B). Excitação: 355nm.
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composto da classe das fenotiazinas, a ligação do fotossensibilizador à BSA

também levou ao favorecimento do mecanismo tipo I comparado com o fo-

tossensibilizador livre em solução. A presença do poĺımero PLL deve impedir

que a porção porfiŕınica da PLLPpIX seja escondida dentro de cavidades na

estrutura tridimensional da BSA, favorecendo o mecanismo tipo II (trans-

ferência de energia para o oxigênio molecular com geração de 1O2).

Em suma, a interação diferencial entre PLLPpIX e PpIX com a BSA, o

principal componente do FBS, explica a maior eficiência apresentada pela

PLLPpIX em oxidar as protéınas do FBS e, portanto, sua capacidade de im-

pedir a adesão celular. A presença do poĺımero PLL é responsável por esta

interação diferencial, uma vez que ao criar um impedimento estérico, força

que a interação da PpIX na PLLPpIX com a BSA fique restrita a superf́ıcie

da protéına, deixando o fotossensibilizador dispońıvel para interagir com o

O2, gerando oxigênio singlete (Figura 4.41). Este conhecimento é relevante

para o desenvolvimento de novos fotossensibilizadores com atividade foto-

dinâmica melhorada.

Figura 4.41: Modelo proposto da interação dos fotossensibilizadores com a
BSA.
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Conclusões e Perspectivas

O objetivo geral do presente trabalho foi estudar o efeito dos fotossensibili-

zadores porfiŕınicos na adesão celular. Para tal foi utilizada principalmente

a técnica RICM, a qual permite o estudo detalhado da zona de contato entre

duas interfaces, e os tratamentos foram realizados utilizando doses sub-letais.

A técnica foi padronizada e revelou dois regimes de adesão celular: um limi-

tado e outro não limitado pela quantidade de protéına adesiva adsorvida na

superf́ıcie. No regime não limitado (superf́ıcie 100% recoberta com vitronec-

tina) foi observada lise celular signficativa entre 3h e 4h após o plaqueamento.

Quando as células são capazes de remodelar a matriz, a maior eficiência de

adesão segue a ordem regime limitado < regime não limitado e esta ordem é

invertida quando o remodelamento é impedido. Estes resultados indicam que

superf́ıcies 100 % recobertas com protéınas adesivas não são biocompat́ıveis

com células HeLa.

185
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Utilizando RICM e ensaios de ferida, observou-se que todos os fotossensi-

bilizadores estudados são capazes de aumentar a adesão celular na ausência

de irradiação, o que foi correlacionado com a capacidade das moléculas em

se intercalarem na membrana plasmática, causando uma diminuição na ri-

gidez da membrana e facilitando o processo de adesão e espalhamento. A

análise do padrão de expressão de integrinas na superf́ıcie celular revela que

o aumento no tamanho da zona de adesão correlaciona com o aumento na

expressão de αV.

Quando os fotossensibilizadores PLLPpIX e PpIX estão concentrados na

região perimembranar (1 minuto de incubação) e as células são irradiadas,

demonstrou-se que a PDT leva a uma diminuição da adesão celular, o que

contraria o que é descrito na literatura quando se utilizam ensaios de re-

sistência à tripsinização. Com 3h de incubação, PLLPpIX impede total-

mente a adesão celular, diferentemente do que ocorreu na ausência de ir-

radiação, enquanto PpIX praticamente não muda a adesão comparado ao

controle não irradiado. Esta capacidade de modular a adesão celular foi

associada à presença do poĺımero, o qual modifica a interação da porfirina

com macromoléculas e organelas celulares. Quando os fotossensibilizadores

não estão na região da membrana plasmática e sim em organelas celulares, o

efeito na adesão celular é indireto e necessita maior investigação, mas pode

ser correlacionado a diferenças de citolocalização dos fotossensibilizadores e

a indução de morte celular por apoptose.

A oxidação das protéınas do soro fetal bovino impediu a adesão celular,
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no caso da oxidação mediada por PLLPpIX mas não por PpIX. A razão da

maior eficiência da PLLPpIX foi associada a presença do poĺımero, o qual

promove uma interação diferencial do fotossensibilizador com as protéınas do

soro. O poĺımero cria um impedimento estérico que faz com que a interação

da PLLPpIX com a albumina, o componente majoritário do soro, fique res-

trita à superf́ıcie da protéına, deixando o fotossensibilizador dispońıvel para

interagir com o oxigênio molecular e gerar oxigênio singlete, o qual vai oxidar

as protéınas adesivas presentes.

Assim, a estratégia de funcionalização de fotossensibilizadores com poĺımeros

é capaz de modular sua interação com células e biomoléculas tornando-os

mais eficientes. Esta estratégia foi aplicada com sucesso na modulação da

adesão celular com o fotossensibilizador agindo tanto dentro da célula quanto

na matriz extracelular.

Posśıveis extensões do trabalho aqui desenvolvido incluem:

• śıntese e avaliação de novos fotossensibilizadores funcionalizados com

outros poĺımeros;

• estudo do efeito de outras classes de fotossensibilizadores como, por

exemplo, as fenotiazinas, na adesão celular;

• testes in vivo com a PLLPpIX;

• estudo detalhado dos mecanismos envolvidos nos efeitos dos fotossen-

sibilizadores sobre a adesão celular quando estes não estão localizados

na membrana celular.



Referências

[1] R Zaidel-Bar, S Itzkovitz, A Ma’ayan, R Iyengar, and B Geiger. Functi-

onal atlas of the integrin adhesome. Nature Cell Biology, 9(8):858–867,

2007.

[2] A L Berrier and K M Yamada. Cell Matrix adhesion. Journal of

Cellular Physiology, 213:565–573, 2007.

[3] B Alberts, A Johnson, J Lewis, M Raff, K Roberts, and P Walter.

Molecular Biology of the Cell. Garland Science, New York, 4th edition,

2002.

[4] D E Discher, P Janmey, and Y-L Wang. Tissue cells feel and respond

to the stiffness of their substrate. Science, 310:1139–1143, November

2005.

[5] X Zhong and F J Rescorla. Cell surface adhesion molecules and

adhesion-initiated signaling: understanding of anoikis resistance me-

chanisms and therapeutic opportunities. Cellular Signalling, 24:393–

401, 2012.

188
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REFERÊNCIAS 196

[58] N D Huebsch and D J Mooney. Fluorescent Resonance Energy Trans-

fer: a tool for probing molecular cell-biomaterial interactions in three

dimensions. Biomaterials, 28(15):2424–2437, 2007.

[59] A S G Curtis. Cell reactions with biomaterials: the microscopies. Eu-

ropean Cells and Materials, 1:59–65, 2001.

[60] K D Walker, S H Doak, and P R Dunstan. Mechanisms of cell cell

adhesion identified by immunofluorescent labelling with quantum dots:

a scanning near-field optical microscopy approach. Ultramicroscopy,

111:1200–1205, 2011.

[61] D Axelrod. Cell-substrate contacts illuminated by Total Internal Re-

flection Fluorescence. The Journal of Cell Biology, 89:141–145, 1981.

[62] K-F Giebel, C Bechinger, S Herminghaus, M Riedel, P Leiderer, U Wei-

land, and M Bastmeyer. Imaging of cell/substrate contacts of living

cells with surface plasmon resonance microscopy. Biophysical Journal,

76:509–516, 1999.

[63] G Zeck and P Fromherz. Repulsion and attraction by extracellular

matrix protein in cell adhesion studied with nerve cells and lipid vesicles

on silicon chips. Langmuir, 19:1580–1585, 2003.

[64] J K Stuart and V Hlady. Reflection interference contrast microscopy

combined with scanning force microscopy verifies the nature of protein-

ligand interaction force measurements. Biophysical Journal, 76:500–

508, 1999.
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REFERÊNCIAS 210

elds in two series of hydrophobic monocationic porphyrins. Journal of

Porphyrins and Phthalocyanines, 16:55–63, 2012.

[151] A F Uchoa, K T Oliveira, M S Baptista, A J Bortoluzzi, Y Iama-

moto, and O A Serra. Chlorin photosensitizers sterically designed to

prevent self-aggregation. Journal of Organic Chemistry, 76(21):8824–

8832, 2011.

[152] A F Uchoa, C S Oliveira, and M S Baptista. Relationship between

structure and photoactivity of porphyrins derived from protoporphyrin

IX. Journal of Porphyrins and Phthalocyanines, 14:832–845, 2010.

[153] K T Oliveira, F F Assis, O Ribeiro, C R Neri, A U Fernandes, M S

Baptista, N P Lopes, O A Serra, and Y Iamamoto. Synthesis of

phthalocyanines-ALA conjugates: water-soluble compounds with low

aggregation. Journal of Organic Chemistry, 74:7962–7965, 2009.

[154] C S Oliveira, R Turchiello, A J Kowaltowski, G L Indig, and M S

Baptista. Major determinants of photoinduced cell death: Subcellular

localization versus photosensitization efficiency. Free Radical Biology

& Medicine, 51(4):824–833, August 2011.

[155] F M Engelmann, I Mayer, D S Gabrielli, H E Toma, A J Kowaltowski,

K Araki, and M S Baptista. Interaction of cationic meso-porphyrins

with liposomes, mitochondria and erythrocytes. Journal of Bioenerge-

tics and Biomembranes, 39(2):175–185, April 2007.
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Curso Técnico em Administração de Empresas

Ingresso: 1995

Conclusão: 1997

i



Graduação
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