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A vida é como um romance. E cheia de suspense. Vocé néo tem ideia

do que acontecera até virar a pagina.

Sidney Sheldon
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RESUMO GERAL

Os mecanismos decorrentes da agédo fotodinamica vem sendo
amplamente difundidos para o tratamento de diversas doencas,
incluindo tratamento de tumores. Neste processo, substancias fotoativadas
desencadeiam uma cascata de eventos fotobioquimicos que podem levar a
morte celular. Neste sentido, faz-se importante a pesquisa de possiveis agentes
fotossensibilizantes, a exemplo da c-ficocianina, uma ficobiliproteina extraida de
cianobactérias como a Spirulina platensis, a qual se destaca pela sua
abrangente aplicacdo na industria alimenticia e farmacoldgica. Neste estudo,
investigamos o efeito da c-ficocianina extraida da cianobactéria Spirulina
platensis na presenca e auséncia de luz visivel, também denominada
fotossinteticamente ativa (PAR) na linhagem tumoral de melanoma murino
B16F10. Para tal, as células foram tratadas com c-ficocianina, na forma bruta e
apos a purificacdo, expostas a luz visivel durante 5 minutos e na auséncia desta.
Observou-se que na auséncia de luz a c-ficocianina, purificada e bruta, nao
apresentaram efeito na proliferacdo celular, contudo, na presenca de luz
observamos uma inibicdo de proliferacdo nas células tratadas com c-ficocianina
bruta. Para investigar essa reducdo na proliferacdo, quantificou-se espécies
reativas de oxigénio (ERO) — principal produto da acédo fotodindmica — e um
aumento significativo dos niveis de ERO foi observado 24 h apés o tratamento
com a c-ficocianina purificada, enquanto nenhuma diferenca foi observada na
ficocinina bruta em relacdo ao controle. Em vista do aumento de ERO
investigou-se o papel da c-ficocianina purificada na presenca de luz na migracéo
celular — importante fator na metastase — e foi verificado que a c-ficocianina
purificada na presenca de luz reduz a migracéo celular 24h apés o tratamento.
Desta forma, € possivel sugerir que ocorre fotossensibilizacdo da c-ficocianina e
que esta substancia deve ser melhor investigada para sua possivel utilizacdo

para o tratamento do melanoma.

Palavras chave: proliferacdo celular, espécies reativas de oxigénio,

migracgéao celular.



1. INTRODUCAO GERAL

No final do século XIX, Oscar Raab estudou os efeitos da luz na
coloracdo dos paramécios. Raab demonstrou efeitos letais em paramécios
qguando tratados com determinada substancia e expostos a luz do dia embora
agueles tratados apenas com a substancia e mantidos no escuro e 0s expostos
somente a luz do dia sobreviviam, demonstrando a descoberta da acé&o
fotodinamica. Juntamente com Jodlbauer e Herman Von Tappeiner, Raab
identificou o corante acridina como um fotossensibilizante (sensivel a luz).
Posteriormente, em 1904, em continuidade aos estudos de Raab, Herman
associado a Joldbauer introduziu o termo reacdo fotodindmica, contudo, sua
aplicacéo clinica e nominagdo — chamada de terapia fotodindmica — foi iniciada
mais recentemente, cerca de 50 anos atras, com o considerado pai da terapia
fotodinamica, Dr. Tom Dougherty (Dougherty et al., 2002; Calin e Parasca, 2006;
Allison e Sibata, 2010; Chiavello et al., 2011).

Como o nome sugere, a acao fotodinAmica (AFD) é utilizada para
especificar reacdes fotossensiveis - dependentes de luz - que requerem oxigénio
para sua formacdo e uma molécula sensivel a luz (Moan et al., 2003; Kiesslich
et al,, 2013). Neste contexto, a terapia de acao fotodindmica (TFD) é uma
modalidade minimamente invasiva de tratamento clinico que modifica e destroi
células e tecidos via ativacdo, a partir da energia proveniente da luz, de uma
substancia sensivel a luz (fotossensibilizante) na presenca de oxigénio sem
danos aos tecidos adjacentes (Dougherty 2002; Dolmans et al., 2003; Nowis et
al., 2005; Chatterjee et al., 2008; Agostinis et al., 2011). Este processo gera uma
cascata de eventos bioquimicos iniciada pela excitacdo das moléculas da
substancia fotossensibilizante pela presenca de luz que levara a geracdo de
oxigénio toxico e posteriormente a morte celular (Buytaert et al., 2007; Kielischer
et al., 2013; Mensudar, 2014).

Para que uma reacéo fotobiologica aconteca, a luz deve ser absorvida
pelo fotossensibilizante. Para tal, o comprimento de onda da luz incidida deve
coincidir com o espectro de absorcdo deste fotossensibilizante (Niedre et al.,
2002) para que ele absorva energia e passe a um estado excitado singlete, no
qual um elétron muda de Orbita porém mantém a mesma orientagdo de spin do

seu estado fundamental, gerando uma resultante igual a zero. Este estado pode
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decair para o estado fundamental via emissédo de fluorescéncia ou cruzar para
um estado triplete excitado, no qual o elétron muda de orbita e a orientacdo de
spin difere do estado fundamental, neste caso a resultante passa a ser 1. Apos o
fotossensibilizante estar em seu estado triplete excitado, reage com a célula por
mecanismos fotoquimicos do tipo | e Il ilustrados na Figura 1 (Ronsein et al.,
2006). Nas reacodes de tipo |, a substancia fotossensibilizante interage com alvos
biol6gicos gerando radicais livres como o anion superéxido e o radical hidroxila
(Zhang et al.,, 1999; Agostinis et al., 2011), retornando ao seu estado
fundamental. Nas reacdes de tipo Il, a substancia retorna ao seu estado
fundamental singlete e pode transferir energia para o oxigénio molecular
gerando oxigénio singlete (Ronsein et al.,, 2006; Agostinis et al., 2011). O
oxigénio singlete, cuja formacado prevalece no processo molecular iniciado pela
TFD nas reacdes de tipo Il (Niedre et al., 2002; Nishigore, 2004; Kessel, 2012),
possui grande capacidade oxidante em células tumorais (Yusupov et al., 2010;
Agostinis et al., 2011) causando sua apoptose ou necrose (Oleinick et al., 2001;
Nishigore et al., 2004). Contudo, a ocorréncia de ambos 0s tipos de reagado pode
depender tanto da concentracdo de fotossensibilizante, quanto da energia de
radiacdo e do tipo celular e sua condicéo fisioldgica (Almeida et al., 2004; Calin e
Perasca, 2006).

.

_ Oxidacao
Tipo I v" Lipideos
Tivo I v Proteinas
41pos ‘ v Acidos
Graxos
BM*  BM 0,
o, 03

Figura 1 - Representagdo esquematica das reacdes de fotooxidagéao.
Abreviaturas: E, energia do féton incidente; FS, fotossensibilizante;
3FS*, fotossensibilizante no estado triplete excitado; BM, biomolécula;
BM*, biomolécula oxidada.

As células tumorais podem ser destruidas através de apoptose e
necrose, no entanto a extensdo do dano é limitada ao local onde esta a maior
concentracdo do fotossensibilizante, usualmente nas mitocéndrias, membranas
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plasmaticas, lisossomos e outras organelas (Pazos e Nader, 2007; Kiesslich et
al., 2013; Sanabria et al., 2013; Silva et al., 2014). O DNA também pode ser
afetado pela TFD, que pode produzir quebras na cadeia de DNA e troca de
crométides irmas (Rosenkranz et al., 2000; Calin e Parasca, 2006).

Os mecanismos da AFD aplicados como terapia parecem ser capazes
de enfrentar muitas barreiras até a morte celular apresentando uma maior
eficicia neste ponto se comparada a radiacdo ionizante e a quimioterapia. Este
sucesso pode ser explicado pela acdo danosa da TFD acontecer diretamente
nas organelas, a exemplo das mitocondrias (Oleinick et al., 2002; Dolmans et al.,
2002; Alisson e Sibata, 2010). No entanto, muito deve ser estudado acerca dos
mecanismos de degradacao celular na TFD, pois as respostas variam de acordo
com o tipo celular, do seu potencial genético e metabdlico, do fotossensibilizador

e sua localizacédo intracelular e de acordo com a dose de TFD.

Aplicagbes ndo oncoldgicas relacionadas incluem: a oftalmologia, como
tratamento contra degeneracdo macular (Bressler e Bressler, 2000), artrite
(Gabriel et al., 2009), aterosclerose em veias e artérias (Rocksonet al., 2012),
tratamentos dermatoldgicos de queratose actinica (Venturiniet al., 2014),
psoriase (Almuslet e Osman, 2012) e diagnéstico (Kostron, 2010). A terapia
fotodinamica ainda pode ser utilizada como antibacteriana, combatendo doencas
infecciosas, inativando microorganismos (Pop et al., 2011) que poderiam
desenvolver resisténcia a medicamentos mediante exposi¢ao prolongada a estes
(Patel e Saiman, 2010; Eichner et al., 2013). Vercambre e colaboradores (2006),
por exemplo, relatam a utilizacdo da terapia para tratamento de uma infeccéo
superficial cutanea — eritrasma — causada por Corynebacterium minutissimum.
Em outros exemplos, a acdo fotodinAmica teve seus efeitos bactericidas
investigados em Vibrio vulnificus, com o corante azul de toluidina (Wong et al.,
2005) em Staphylococcus aureus, Esherichia coli e Candida albicans com um
composto derivado de porfirinas (TMPyP) (Eichner et al., 2013) e na
investigagdo in vitro e estudos in vivo - avaliando os efeitos da TFD na
candidiase bucal em ratos - fornecendo uma visado de sua atuagcdo antifingica
(Pinton et al.,2012)

QJ/

Em tratamentos oncoldgicos, o efeito fototoxico estd ligado

vascularizacdo do tumor, onde a inibicdo da liberacdo de Oxido nitrico —



proveniente da parede endotelial dos vasos sanguineos — causa vasoconstricao
levando a isquemia e morte celular (Gilissen et al., 1993; Mroz et al.,, 2011;
Kiesslich et al., 2013).

Espécies reativas de oxigénio, como OH’, HO, e O",, geradas na TFD,
possuem diferentes alvos celulares. Podem induzir dano na membrana celular
(Jiang et al., 2014a), alteracGes na adesao das células tumorais (Rousset et al.,
1995; Jiang et al., 2014b), dano de DNA e outras estruturas da matriz celular, a
qual relaciona-se com a célula provendo diversos sinais em uma variedade de
processos como adesao, migracao e proliferacdo (Pazos e Nader 2007; Kim et

al., 2011) — que séo fatores fundamentais no processo metastatico.

Por sua vez, a metastase é facilitada pela interacdo entre as células
tumorais e o endotélio de tecidos distantes constituindo uma cascata que
comeca com a invasdo do tumor, sobrevivéncia na circulacdo, extravasamento
para diversos locais para final estabelecimento e crescimento (Cimpean et al.,
2008; Bendas e Borsig, 2012), envolvendo diversos mediadores, a exemplo das
integrinas, que irdo participar da progressao tumoral (Chammas and Brentani,
1991).

Rousset e colaboradores (1999) demonstraram diminuigéo no potencial
de metastase associado a mudancas na membrana plasmatica em duas
linhagens de cancer de célon, progressivo (PROb) e regressivo (REGb), quando
exposto a photofrin® e um benzopireno derivado a TFD. Etminan e
colaboradores (2000) demonstraram, apdés TFD com acido 5-aminolevulinico
(ALA), diminuicdo de migracdo e capacidade de invasdo de células tumorais
humanas (U373 e A172), Kaliki e colaboradores (2012) demonstraram controle

na metastase coroidal apés tratamento com TFD de verteporfina in vivo.

Alguns tumores possuem grande potencial metastatico, destacando-se o
melanoma maligno. Segundo estimativas para 2014 do Instituto Nacional do
Cancer (2014), sua letalidade é elevada, porém sua incidéncia é baixa. No ano
de 2014, estima-se 2.960 novos casos em homens e 2.930 em mulheres. Destes
novos casos, cerca de 13% estariam concentrados na Regido Sul, perdendo
apenas para S&o Paulo com 31% dos novos casos. Além do grande potencial

metastatico, a resisténcia do melanoma maligno a agentes quimioterapicos torna
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seu tratamento um grande desafio (Cummins et al., 2006; Flaherty, 2012) e
neste sentido a acdo fotodindmica estd sendo amplamente encorajada devido
aos seus promissores resultados in vitro (Miranda et al., 2014) e in vivo
(Camerinet al., 2010; Saczko et al., 2011).

Em muitos paises a TFD é utilizada para tratamento de carcinoma de
bexiga (Bader et al., 2013), esofagico (Tanaka et al., 2011), cabeca e pescoco
(Yang et al.,, 2007), gastrico, tumores cerebrais (Eljamel, 2010) e ainda
melanomas oculares (Campbell et al., 2012). Os efeitos da aplicagdo de TFD
depende de propriedades de oxigenacdo do tecido e suas propriedades Opticas
bem como do método de tratamento (Pop et al., 2011) e principalmente do uso
do fotossensibilizante adequado (Tan et al, 2008). Substancias
fotossensibilizantes podem ser administradas (uso tépico, oral ou intravenoso)
ou existir naturalmente nas células e nos tecidos, a exemplo da bilirrubina nos
humanos. Muitas substancias foram testadas tanto in vitro quanto in vivo na

busca do fotossensibilizante ideal (Calin e Parasca, 2006; Agostinis et al., 2011).

Dentre estas pesquisas, as ficobiliproteinas atuam como
fotossensibilizantes em uma ampla gama de aplicacbes por diversas
propriedades: boa estabilidade de armazenamento, facilidade de ligagédo a
proteinas e anticorpos, alta fotoestabilidade (Prozyme, 2014) e resisténcia a
amplas faixas de temperatura (Kumar et al., 2011).

Conceitualmente, ficobiliproteinas sdo compostos pigmentados — assim
como carotendides e clorofila — que consistem de dimeros com duas
subunidades (alfa e beta) de polipeptidios pigmentados (Sarada et al, 1999;
Kuddus et al., 2013). Presentes em cianobactérias e outras algas, estes
pigmentos protegem-nas do dano causado pela alta radiacdo solar e do dano
oxidativo devido as ligacdes duplas conjugadas presentes nos cromoforos. A
presenca destes pigmentos € que da as algas a vastiddo de cores a elas
atribuidas (Gualtieri e Barsanti, 2006; Singh et al., 2008).

Neste contexto, algumas espécies de microalgas, a exemplo do género
Spirulina, além de grande conteldo proteico, possuem diversos componentes e
pigmentos naturais com propriedades funcionais. As filicobiliproteinas derivadas

da Spirulina, ficoeritrina e aloficocianina, sdo encontradas em pequenas
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concentracbes, no entanto a ficocianina, pigmento azul brilhante, € a mais
abundante e dependendo de sua pureza pode ter diversas aplicacdes (Walter et
al., 2011).

A Spirulina tornou-se o género mais conhecido e mais amplamente
cultivado dentre as cianobactérias e outras algas no mundo (Vonshak et al.,
2011). A extracao de ficocianina pode ser feita a partir da Spirulina platensis, que
produz somente dois tipos de ficobiliproteinas: aloficocianina e c-ficocianina
onde este Ultimo € a principal proteina pigmentar presente em suas células
(Boussiba e Richmond, 1979), que vem sendo amplamente utilizada em
aplicacdes comerciais na industria alimenticia (Martelli et al., 2014) e também
na industria cosmética, como corante azul natural (Moraes et al., 2011).
Trabalhos apontam diversas aplicagcdes médicas, como antiiflamatéria (Chen et
al., 2012), antibacteriana (Sarada et al., 2010), antioxidante, hematoprotetora
(Nagaraj et al., 2012), antitumoral (Yang et al., 2014), antiaterosclerética (Li et

al., 2013) combatendo diabetes (Zheng et al., 2013), entre outros.

S. platensis é rica em ficocianina e ndo é agressiva para a saude
humana (Moraes et al., 2010). Outras pesquisas ainda comprovaram que as
ficobiliproteinas extraidas da S. platensis atuam efetivamente na eliminacdo de
radicais hidroxila e peroxil — o que é relevante também para a diversidade
farmacoldgica das ficobiliproteinas - e inibe a peroxidacao lipidica (Bermejo et
al., 2008; Zhang et al., 2000; Nishanth et al., 2010), caracteristicas que

contribuem para um fotossensibilizante ideal.

Em vista dos usos variados da ficocianina, investiga-se diferentes
procedimentos de extracdo e os efeitos destes métodos na qualidade e no
rendimento do produto da extragcdo, bem como sua purificagcdo (Sarada et
al.,1999; Moraes et al., 2010; Figueira, 2014).

Estudos na producdo de ficocianina pela Spirulina platensis sob
diferentes condi¢bes de luz foram feitos por Walter et al. (2011) e Kumar et al.
(2011) que concluiram que na exposicdo da Spirulina platensis a luz vermelha a
pureza da ficocianina extraida aumenta. Padula e Boiteux (1999) verificaram a
guebra de fitas DNA quando associado a AFD da ficocianina na Escherichia coli,

Li e colaboradores (2010) monstraram que a AFD da ficocianina induz apoptose
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em células tumorais de mama (MCF-7) e Lopes (2006), testou a acao
fotodindmica do extrato de ficocianina extraida da Spirulina platensis nas
linhagens tumorais humanas leucémicas k562 (ndo MDR) e k562-Lucena 1
(MDR) onde verificou inibicdo da proliferacdo de ambas as linhagens com menor

sensibilidade na linhagem MDR.

Em consonancia, nosso intuito € investigar os efeitos da provavel acéo
fotodinamica da c-ficocianina, extraida da cianobactéria Spirulina platensis, nas

células de melanoma de camundongo da linhagem celular B16F10.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar o efeito da c-ficocianina extraida da cianobactéria Spirulina
platensis e sua possivel acdo fotodinamica apds exposicdo a radiacao
fotossinteticamente ativa (PAR) na linhagem celular de melanoma de

camundongo B16F10.

2.2. Objetivos Especificos

v' Avaliar a sensibilidade da linhagem celular B16F10 apés
tratamento com extrato bruto e purificado da c-ficocianina extraida
da cianobactéria Spirulina platensis,e em associacao com PAR;

v' Quantificar niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) nas
células expostas a c-ficocianina em associagdo com PAR;

v' Avaliar a capacidade migratéria das células expostas a c-

ficocianina em associacdo com PAR.
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Abstract

Photodynamic therapy (PDT) has been effective for the treatment of
several malignant diseases even melanoma. This work investigated c-
phycocyanin (C-PC) effects from cyanobacterium Spirulina platensis and its
possible photodynamic action (PDA) by photosynthetically active radiation (PAR)
combination in B16F10 cell line. In order to accomplish this aim cells were
treated with nonpurified C-PC or purified C-PC in presence and absence of PAR,
and after, cell viability, measurement of intracellular oxygen reactive species
(ROS) levels and cell migration tests were performed. These results showed that
nonpurified C-PC causes B16F10 proliferation inhibition, and that photoactivation
of purified C-PC by PAR occurs leading to increased ROS levels and
consequently to cell migration inhibition. C-PC mediated PDA appears exert
positively effects in order to damage B16F10 cells, furthermore, studies must be
developed to elucidate the mechanisms involved in this process and its capacity
to inhibit cancer metastasis by B16F10 death.

Key words: B16F10 cell line, cellular proliferation, oxygen reactive
species
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1. Introduction

As the name suggests, photodynamic action (PDA) is applied to specify
photosensitive reactions — light depending — that requires presence of oxygen
and a photosensitizer substance [1,2]. In this context, photodynamic therapy
(PDT) is a minimally invasive medical treatment that modifies and destroy cells
and tissues through photosensitizer activation, using energy of photons
[3,4,5,6,7]. Two types of reaction can be generated from PDA process: type | or Il
pathway. In type | pathway, the photosensitizer will react with substrate
molecules to produce free radical ions such as hydroxyl radicals and superoxide
[8,7]. Singlet oxygen, whose formation prevails in type Il pathway, [9,10,11] is a
highly reactive state of oxygen and can oxidize tumoral cells [7,12]. These
oxygen species have different cellular targets, can induced membrane damage
[13], changes in tumoral cells adhesion [14,15], DNA damage and extracellular
matrix structure damage, which relates to cell providing signs in several process
as adhesion, migration and proliferation [16,17] — those plays an important role in

the metastatic process [18].

Melanoma has been acknowledged for its severe behavior and its ability
to grow rapidly and high potential to metastasize [18,19]. Therefore, the
chemotherapy resistance of malignant melanoma make its treatment a big
challenge and PDA has been widely encouraged due its promising results in vitro
[20] and in vivo [19,21].

Forward this advance, Spirulina became the most well-known and
cultivated gender among the cyanobacterium and algae worldwide [22]. C-
phycocyanin (C-PC) is the major pigment protein among the phycobiliproteins
produced by Spirulina platensis [23], its widely applied in commercial applications
in food [24] and cosmetic industry as a natural blue dye [25]. Studies have
demonstrated a range of medical applications as anti-inflammatory [26],
antibacterial [27], antioxidant, hepatoprotective [28], antiatherosclerotic [29],

avoiding diabetics [30] and antitumoral [31].

In order to study C-PC effects in association with PAR, two C-PC
extracts were used. The nonpurified extract (crude extract) which has different
compounds beyond C-PC, and the purified extract which the major content is C-
PC.
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In line, the aim of this study was to investigate the C-PC effects from
cyanobacterium Spirulina platensis and its possible photodynamic action by PAR

combination in B16F10 melanoma cell line.

2. Materials and Methods
2.1. Cell Culture

Murine melanoma cell line, B16F10, obtained from Rio de Janeiro Cell
Bank was cultured in Dulbecco's Modified Essential Medium (DMEM) (Gibco
BRL) supplemented with sodium bicarbonate (0.2 g/L), L-glutamine (0.3 g/L),
Hepes (3 g/L), (Vetec Quimica, LTDA) 10% fetal bovine serum (Gibco BRL), 1%
antibiotic and antimycotic — streptomycin (100 pg/mL), penicillin (100 U/mL) and
amphotericin B (0,25 pg/mL) — (Gibco BRL) in cell culture flasks at 37 °C.

2.2. Biomass, C-Phycocyanin extraction , quantification and purification

C-phycocyanin was extract from biomass of cyanobacterium Spirulina
platensis according to Moraes et al. [32] After extraction, the crude broth

containing cells was centrifuged and the pH adjusted to 6.5.
The C-PC concentration, in mg/mL, was calculated using Eq. 1 [33].

(0Dgpp — 4,74 x (0Dgs7))

—PC =
¢ ¢ 5.34

1)
The treatments were made using nonpurified extract (the crude extract)

and purified extract wherein purity is 0.82, considered food grade [34].

The C-phycocyanin purification by ultrafiltration was performed in a dead-
end ultrafiltration cell with a 50 kDa polyethersulfone membrane (UHO50 P,
Nadir, Germany), at 25°C and pressure 1.0 kgf/cm? and diafiltration/ultrafiltration
mode [35]. The purity of the C-PC extract were calculated using the absorbance
ratio ODg20/OD2go [36].
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2.3. C-PC absorption

The B16F10 cells, seeded in 96-well were exposed to 0.1 mg/ml of
purified C-PC. The absorbance was measured every four hours up to 24 h. At
each incubation time, the purified C-PC solution was removed, well washed
twice, PBS was added in each well and kinetics of uptake were estimated by
following the absorbance changes measured using a multiwell plate reader (ELX
800 Universal Microplate Reader, Bio-TEK), with optical density at 620 nm, C-PC

maximum absorption.
2.4. Cell treatments with C-PC and PDA

The cells were centrifuged, suspense in DMEM medium (10° cells/mL),
seeded in 96-well, cultured for one day and then treated. The medium was
removed and the experiments were performed in PBS buffer solution with 0.35

mg/ml of C-PC, purified and nonpurified.

After C-PC treatment, cells were exposed to photosynthetically active
radiation (PAR) (Halopar halogen lamp, 90W) with irradiance of 23.4 mW/cmz,
measured using a radiometer photometer (International Light Technologies, ILT
1400), for 5 minutes (7 J/cm?2) in PBS solution. Next, the PBS was removed and
medium was added. The distance between lamp and the well was 40 cm. Cells
exposed only to C-PC followed the same procedure of PAR exposure in dark.

2.5. Cell Viability

Viability assays were performed by MTT (3-(4,5--2-yl)-2,5-ditetrazolium
bromide) assay 0 h, 24 h, 48 h and 72 h after treatment. For the purposes of the
experiments, at the end of each incubation time, B16F10 cells were washed with
PBS and incubated for 3 h with 20 ul of MTT (5 mg/ml) dissolved in DMEM
medium at 37 °C. Then, 200 pl of dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma) were
auditioned and the absorbance values were recorded at 490 nm on a multiwell
plate reader (ELX 800 Universal Microplate Reader, Bio-TEK).
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2.6. Assessment of intracellular Reactive Oxygen Species (ROS)

The fluorogenic compound 2°,7"-dichlorofluorescin diacetate (H,DCF-DA)
was used to assess the intracellular level of ROS. B16F10 cells were treated, as
briefly described above, with 0.35 mg/ml of C-PC. ROS production was
measured 24h after treatment. At the end of incubation, cells were detached by
trypsinization, washed in PBS twice and incubated for 30 min at 37 °C with
H.DCF-DA at a final concentration of 40 uM. After cells were washed with PBS
twice and suspended in fresh PBS. Aliquots of 160 ul of each sample (five
replicates) were placed into an ELISA plate and the fluorescence intensity was
assessed during 90 min at 37 °C, using a fluorescence microplate reader (Victor
2, Perkin Elmer) equipped with a 485 nm excitation filter and 520 nm emission
filter. Intracellular esterase activity oxidize H,DCF-DA into DCF which emits
fluorescence. The results of ROS production by C-PC in PBS were represented
as fluorescence area - fitting fluorescence data to a second order polynomial and

integrating between 0 and 90 min - in order to obtain its area.
2.7. Invitro migration assay

A total of 10° cells were seeded on 24-well culture plates and scratched
gently using a 100yl pipette tip - after reaching confluency - to create cell-free
area (an initial wound). Cells were washed twice with PBS to remove floating
cells and then treated as briefly described. After, cells were maintained serum-
free medium. Images were made at Oh and 24h under an inverted microscope
(Olympus 1X81). Migrated cells were determined by counting cells that moved
across the wound limits using Image J software (free software developed by
Wayne Rasband, USA).

2.8. Statistical analysis

Each experiment was repeated at least three independent times using
triplicate samples. The results were expressed as the means = SEs.
Comparisons between groups were made using Student's t-tests and
comparisons among multiple groups were made using one-way or two-way
ANOVA followed by post-hoc comparisons (Tukey’s test). Statistical significance

was accepted at p < 0.05.
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3. Results

3.1. C-PC absorption

The absorption of C-PC by B16F10 was estimated following the
absorbance changes measured every four hours up to 24h. In this period,
absorbance values in cells exposed to C-PC (B16F10 treated with C-PC) and C-

PC-free cells did not demonstrate significantly changes (Fig. 1).

0.4-
0 — C-PC
g > -~ B16F10
| =
© B16F10 treated
£ 0.2; ™ with C-PC
(2]
o]
< 0.1-
0.0 et e =0

0 4 8 1 16 20 24
Time (h)
Figure 1 — C-PC absorption by B16F10 cells. The C-PC absorption was measured by absorbance
after incubation with 0.1 mg/ml of C-PC at different times. Data are expressed as mean + SE.

There was not significant differences (p > 0.05).

3.2. Cell Viability

To investigate B16F10 cells proliferation effects by nonpurified and purified C-PC
in presence or absence of PAR, the MTT viability assay was performed. The
assay demonstrated that PAR, nonpurified C-PC, purified C-PC and purified C-
PC in presence of PAR did not cause proliferation inhibition in relation to
respective control groups (Fig. 2A, B). However, nonpurified C-PC in presence of

PAR show significant proliferation inhibition 72h after treatment (Fig 2A).
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Figure 2 — Cell proliferation, measured by MTT assay. B16F10 cells were treated with 0.35 mg/ml
of (A) nonpurified and (B) purified C-PC in absence and presence of photosynthetically active
radiation (C-PC + PAR) at Oh, 24h, 48h and 72h after exposure. Data are expressed as mean +

SE. Similar letters indicate absence of significant differences in each treatment (p> 0.05).

3.3. Assessment of intracellular Reactive Oxygen Species (ROS)

Levels of intracellular ROS were assessed in B16F10 cells after 24h of
exposure to nonpurified and purified C-PC (0.35 mg/ml) in presence or absence
of PAR. PAR or nonpurified and purified C-PC did not show significant
differences in ROS levels in comparison with the respective control groups (Fig.
3A,B). However increased ROS level were showed in cells treated with purified
C-PC in presence of PAR (C-PC + PAR) in comparison with control group (Fig.
3B), while nonpurified C-PC + PAR did not show this significant increase (Fig.
3A).
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Figure 3 — Intracellular ROS levels (fluorescence area) in B16F10 cells. Cell were exposed to
0.35 mg/ml of (A) nonpurified and (B) purified C-PC in absence (C-PC) and presence of PAR (C-
PC + PAR). Data are expressed as mean + 1 SE. Similar letters indicate absence of significant
differences (p> 0.05).
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3.4. Invitro migration assay

In order to assess the effect of purified C-PC in presence of PAR on migration
of B16F10 cells was performed the scratch assays (Fig 4A). This results show that 24h
after exposure to purified C-PC in presence of PAR the number of migrated cells and
consequently the wound closure significantly decreased (Fig. 4A,B).
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Figure 4 — Migration of B16F10 cells after treatment. The migration 24h after exposure to purified
C-PC in presence PAR (C-PC + PAR) using a scratch assay. (A) Example of scratch assay
immediately and after 24h. (B) Percent of cells numbers in the scratch for each treatment. Data
are expressed as mean = 1 SE. Similar letters indicate absence of significant differences (p>
0.05).
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4. Discussion

Studies have displayed several applications to c-phycocyanin (C-PC).
This variety of roles include since natural food industry even pharmaceutic
applications. Due its capacity to inhibit cell proliferation [37,38] and induce
apoptosis in carcinoma cells [39], C-PC role as antitumoral agent has been
studied. Furthermore, C-PC is photosensitive and have been reported to exert a
stronger photodynamic action on tumor cells, thus, a potential photosensitizer for
photodynamic action [40,41]. Morcos et al. [42,43], have showed C-PC
proprieties and its use in cancer treatment binding cancer cells in vivo and in
vitro. Thereby the aim of this study was to investigate the C-PC effects from
cyanbacterium Spirulina platensis and its possible photodynamic action by PAR

combination in B16F10 cell line.

First, C-PC uptake by B16F10 cells was assessed by studying
absorbance changes in treated cells after various incubation periods until 24 h.
The C-PC kinect determine the incubation time where C-PC uptake inside
B16F10 cells were highest. However, absorbance did not changed after 24h of
incubation, keeping the same values that C-PC-free cells. This result allow us to
conclude that C-PC uptake by B16F10 did not occurs in these cells. Regardless
of result, the photochemical mechanisms give rise to lipid peroxidation [44,45]
which may damage membrane and hence allowing photosensitizer redistribution

[46]. Thereby, treatments were performed without C-PC uptake by cells.

An optimal photosensitizing agent should follow several requirements
including low dark toxicity [2,5,47]. Results for cell viability have shown that C-PC
treatments did not present significant toxicity. Nevertheless, nonpurified C-PC in
presence of PAR demonstrated significant proliferation inhibition until 72h. This
result come against C-PC (80 pg/ml)  photodynamic capacity to inhibit
proliferation verified in MCF-7 breast cells in vitro when exposed to laser
radiation [48], in mouse myeloma cells after treatment with 0.1 mg/ml of C-PC
and radiation exposition at dose of 300J/cm2 compared with cells exposed to
phycocyanin only [42], in human leukemia K562 cells with 72,5 mg/L of C-PC
[49], in human hepatocellular carcinoma cells (HepG2) using 100ug/ml of C-PC
from Microcystis [50] and in human cervical carcinoma HELa cells [51]. However,

in present study, inhibition of proliferation was observed in nonpurified C-PC
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leading us to conclude that there is some agent enhancing the antiproliferative
effect of C-PC.

Reactive oxygen species production (ROS) by photodynamic action is
widely known to promote a biochemical cascade, being the mainly product of
PDA, that can lead to cell death [7,52]. It's well known the role of singlet oxygen
as the major mediator of photochemical cell damage to several photosensitizes,
Zhang et al. [52] demonstrated that C-PC damage occurs mainly by type I
reactions — oxygen singlet formation. However, the lifetime of singlet oxygen is
very short [1], limiting its diffusion and detections methods. In order to investigate
a probable correlation between reactive oxygen species and cell viability, ROS
intracellular levels assessment were performed to measure DCF florescence.
This method is not able to detect singlet oxygen formation, but can detect others
ROS. In this work increased levels were showed 24h after cells treatment with
purified CPC in presence of PAR (CPC + PAR) in comparison with control group
while nonpurified CPC did not show significative differences even in presence of
light. Thus, this significant increase allow us to conclude that nonpurified CPC
might have some compound responsible for keeping the basal ROS levels.
While, the increased ROS levels in purified CPC agree with its photoactivation by
PAR.

ROS production by PDA has several cell targets, promoting lipid
peroxidation [45], cell membrane damage and alterations in cancer cell
adhesiveness - an important parameter in cancer metastasis [15,53,54].
Moreover cell migration is an essential process in cancer progression. Thus, in
order to assess the effect of purified CPC in presence of PAR on migration of

B16F10 cells we performed scratch assays.

This results show that 24h after exposure to purified CPC in presence of
PAR the number of migrated cells decreased about 45% and wound closure
significantly decreased in relation to control. Our results agree with several works
that described decreased in cell migration. For example, chloroaluminum-
sulfonated phthalocyanine PDT in smooth muscle cells (SMCs) and fibroblasts
[55], ALA/PDT in oral squamous carcinoma cell line (Ca9-22) and
nasopharyngeal carcinoma cell line (KJ-1) [56] and chlorin e6 PDT in mouse

mammary cancer cell line (4T1) showed suppression in migration [57]. In another
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work nasopharyngeal undifferentiated carcinoma cell line, KJ-1, was treated with
meta-tetrahydroxyphenyl chlorine (m-THPC) PDT and migration was suppressed
since 24 to 48h [58].

In short, BL6F10 cell line is sensitive to C-PC photoactivation. Although
nonpurified C-PC in presence of PAR have demonstrated a significant
proliferation inhibition, it did not corroborate with ROS levels, since these levels
were similar to control. On another hand, purified C-PC in presence of PAR was
not capable to inhibit cell proliferation, however its photoactivation increased
ROS levels in relation to control allow us to investigate how these levels could
exercise some influence in cell migration. As expected, purified C-PC mediated
PDA inhibit cell migration in relation to control. Hence, C-PC mediated PDA
appears exert positively effects in order to damage B16F10 cells avoiding its
migration, furthermore, studies must be developed to elucidate the mechanisms
involved in this process and its capacity to inhibit cancer metastasis by B16F10
death.
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4. DISCUSSAO GERAL

O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos da possivel acdo
fotodinamica da C-PC extraida da cianobactéria Spirulina platensis quando

exposta a PAR na linhagem celular B16F10.

Primeiramente, a permeabilidade das células B16F10 a C-PC foi medida
a partir de leituras de absorbancia em células incubadas por até 24 horas a cada
4 horas. O objetivo deste teste era verificar qual o tempo de incubacao
necessario para a maxima concentragdo de C-PC no interior das células.
Contudo, os valores de absorbancia ndo mudaram depois de 24h de incubacéo,
mantendo os mesmos valores das células que nao tinham sido tratadas. Esse
resultado nos permitiu concluir que a entrada de C-PC na célula ndo ocorre.
Independentemente, os mecanismos fotoquimicos podem levar a peroxidacao
lipidica (Hadjur et al., 1996; Girotti. 2001) que pode causar um dano de
membrana levando a redistribuicdo do fotossensibilizante no interior da célula.
(Rosenkranz et al., 2000). Desta forma, os tratamentos foram realizados sem a
entrada da C-PC.

Um o6timo fotossensibilizante deve seguir alguns requisitos como nhao
causar toxicidade na auséncia de luz (Nowis et al., 2005; Filipe and Baldea,
2012; Kiesslich et al., 2013). Os resultados de viabilidade celular mostram que
os tratamentos com C-PC nado foram significativamente toxicos. Entretanto, C-
PC néao purificada na presenca de PAR demonstrou inibicdo de proliferacdo em
72h apdés o tratamento. Esse resultado vem ao encontro com a capacidade da
acdo fotodindmica da C-PC de inibir proliferacdo verificada em células de mama
(MCF-7) in vitro quando expostas a laser (Li et al., 2010); mieloma de rato depois
de exposto a uma dose de 300J/cm2 usando luz comparado com células que
foram tratadas apenas com C-PC; células de leucemia humana (K562) (Liu et
al., 2000); células de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) usando C-PC
extraida de Microcystis (Wang et al., 2012) e células de carcinoma cervical
humano, HELa (Yang et al.,, 2014). Porém, no presente estudo, a inibicdo da
proliferagcéo foi observada apenas na C-PC néo purificada levando-nos a concluir

gue existe algum agente potencializando o efeito antiproliferativo da C-PC.
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A producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) é conhecida pela
promoc¢do de uma cascata bioquimica e por ser o principal produto da AFD,
podendo levar a morte celular (Zhang et al., 1999; Agostinis et al., 2011). E
conhecido o papel do oxigénio singlete como o principal mediador do dano
fotoquimico celular causado por fotossensitilizantes. Zhang e colaboradores
(1999) demonstraram que o0 dano causado pela C-PC €& promovido
principalmente pelas reacdes de tipo Il com formacdo de oxigénio singlete.
Contudo, sua meia vida é muito curta (Moan and Berg, 1991), limitando sua
difusdo e deteccdo. Para elucidar o efeito das ERO na viabilidade celular, seus
niveis foram estabelecidos medindo a florescéncia do DCF. Esse método néo
detecta oxigénio singlete, mas pode detectar outras ERO. Nesse trabalho,
aumentos nos niveis de ERO foram identificados 24h depois do tratamento com
C-PC purificada e PAR (CPC + PAR) em comparagdo com O grupo controle,
enquanto C-PC nao purificada ndo demonstrou diferengas significativas, mesmo
na presenca de luz. Logo, este aumento significativo nos permite concluir que a
C-PC néao purificada pode ter algum composto antioxidante responsavel por
manter os niveis basais de ERO. Enquanto o aumento dos niveis de ERO na C-

PC purificada condiz com a sua fotoativagao por PAR.

A produgéo de ERO na AFD tem diferentes alvos celulares, promovendo
peroxidacao lipidica (Hadjur et al., 1996), dano nha membrana celular e alteragéo
da adesédo de células tumorais—parametro importante na metastase (Foultier et
al., 1994; Uzdensky et al., 2005; Jiang et al., 2014). Além disso, migracao celular
€ um processo essencial na progressao tumoral. Portanto, analisamos o efeito
da C-PC purificada na presenca de PAR na capacidade de migracao das células
B16F10. Esses resultados mostraram que 24h depois de tratadas com C-PC
purificada e PAR, o nimero de células que migraram diminuiu cerca de 45% em
relacdo ao controle. Este resultado esta4 de acordo com aqueles observados em
muitas pesquisas para diferentes fotossensibilizantes em diferentes linhagens
celulares, que registraram o0 mesmo efeito de supressao na migracéo (Overhaus
et al., 2000; Yang et al., 2007; Li et al., 2014; Wang et al., 2012).

Resumindo, a linhagem B16F10 é sensivel a fotoativacdo via C-PC.
Embora C-PC néao purificada em presenca de PAR tenha demonstrado uma
significativa inibicdo de proliferacédo, estes resultados ndo corroboram com os

niveis de ERO, desde que esses niveis eram similares ao controle. Em
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contrapartida, C-PC purificada na presenca de PAR nao foi capaz de inibir a
proliferacdo celular, porém sua fotoativacdo aumentou os niveis de ERO em
relacdo ao controle, possibilitando a investigagdo sobre como esses niveis
poderiam influenciar na migracdo celular. Como esperado, a AFD da C-PC
purificada inibe a migracéo celular em relacdo ao controle. Portanto, a AFD da
C-PC parece causar dano as células B16F10 prejudicando sua migracao, porém,
mais estudos devem ser desenvolvidos para elucidar os mecanismos envolvidos
nesse processo e sua consequente capacidade de inibir o desenvolvimento de

metastases no melanoma.
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