UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE QUIMICA
Programa de Pés-Graduacédo em Ciéncias Biologicas

(Bioquimica)

NAYRA FERNANDES SANTOS

Relagéo entre estresse oxidativo fotoinduzido e morte

celular autofagica

Verséo corrigida da dissertacdo defendida conforme Resolucdo CoPGr 5890
O original se encontra disponivel na Secretaria de P6s-Graduacao do 1Q-USP

Orientador: Prof. Dr. Mauricio da Silva Baptista

Séo Paulo
Data do Depdsito na SPG:
17/01/2014



NAYRA FERNANDES SANTOS

Relacéo entre estresse oxidativo fotoinduzido e morte

celular autofagica

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Quimica da
Universidade de S&o Paulo para obtencdo do
Titulo de Mestre em Ciéncias (Biogquimica)

Orientador: Prof. Dr. Mauricio da Silva Baptista

Sao Paulo
2014



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE QUIMICA

“Relacao entre estresse oxidativo fotoinduzido e
morte celular autofagica’

NAYRA FERNANDES SANTOS

Dissertagdao de Mestrado submetida ao Instituto de Quimica da Universidade
de Sao Paulo como parte dos requisitos necessarios a obtengdo do grau de Mestra
em Ciéncias - Area: Bioquimica.

Aprovado (a) por:

Prof. Dr. Mauricio da Silva Baptista
(Orientador e Presidente)

Profa. Dra. Alicia Juliana Kowaltowski
IQ-USP

Profa. Dra. Martha Simoes Ribeiro
IPEN

SAO PAULO
10 de abril de 2014



Aos meus pais, Natalina e José Carlos, pelo incentivo,
apoio e amor incondicional

Ao meu irméo, Gregoério, pelo afeto que nos une.



AGRADECIMENTOS

A DEUS que todos os dias, por mais que me desviasse, vacilasse, ou insistisse nos caminhos
tortuosos, Ele sempre esteve presente me guiando e me protegendo.

Ao Prof. Dr.Mauricio Baptista pela orientacéo, apoio e por sempre acreditar no meu potencial,
meu inestiméavel respeito e admiracéo.

A amiga-mée Waleska com quem eu sempre pude contar nos momentos de alegria, de
trabalho, de dificuldade e de superacgéo, por me ajudar e torcer por mim sempre.

As amigas e companheiras Darlene e Ancely, pelos momentos de conversa, de risada, de
estudo, de trabalho, de ajuda mutua e de aprendizado.

Aos meus amigos Orlando, Alan e Divino, pela amizade, pela ajuda e apoio nos momentos
que mais precisei.

As amigas Ana e Cleide pela amizade verdadeira, pelo carinho, apoio, companheirismo, por
contribuirem para minha vitdria nessa jornada.

As amigas Chris e Alé por sempre disponiponibilizarem um tempo para me ajudar, ouvir,
auxiliar e aconselhar.

Aos amigos do grupo do Mau que se foram ou ainda estdo no laboratério: Mariana, Isabel,
Raul, Dani, Tayana, Alé, Alice, Paty, Décio, Natélia, Helena, Tiago, André, Leticia, Pamela,
Melany, Michele, Adjaci e Gabriel, pelas colaboracGes na hora do trabalho e na hora da
diverséo.

Aos docentes, técnicos, e secretarios do 1Q-USP, em especial ao Décio, Adriana, Wilton e
Edson.

A Prof. Dr? Beatriz Stolf e sua equipe pelo apoio experimental.

A minha grande familia: pai, mae, irméo, tios, tias, primos e primas e em especial & minha
avo, que me deixou a licdo de que para toda vitoria exige luta.

Aos amigos que fiz em Sao Paulo e aos amigos que deixei, mas nao os esqueci, em Minas
Gerais, no Espirito Santo e no Rio de Janeiro.

A CAPES, ao CNPq e & FAPESP pelo financiamento da pesquisa.



"Sempre que me batem o desanimo, a desesperanca e o temor, procuro me desvencilhar

destes sentimentos, lembrando que, 1& no final, estd um sonho muito maior que o meu. Esta o
sonho de Deus."

lvha Sa



RESUMO

Santos, N.F. Relacdo entre estresse oxidativo fotoinduzido e morte celular autofagica.
2014. 100p. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias (Bioquimica).

Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo.

A Terapia Fotodindmica (TFD) é uma modalidade terapéutica promissora que tem
mostrado resultados clinicos efetivos, além de custo beneficio favoravel ao sistema de saude.
Embora a TFD esteja associada a indugdo de morte celular por necrose e, ou apoptose,
pesquisas recentes comprovam a ativacdo da autofagia. Visando entender a relacdo entre a
quantidade de espécies reativas de oxigénio (EROs), produzidas ap6s fotoativacdo dos
fotossensibilizadores (FSs), com a inducdo de morte autofagica, foram utilizados os FSs
fenotiazinicos estruturalmente semelhantes, azul de metileno (MB) e 1,9-dimetil azul de
metileno (DMMB); as linhagens celulares HeLa e HaCat, como modelos biolégicos e LEDs
emitindo em 633 nm, como fonte luminosa.

Os ensaios de viabilidade em funcdo da dose de luz e da concentragdo dos FSs
verificaram que o aumento de morte celular estd diretamente relacionado ao aumento da
concentracdo e ao aumento da dose de luz, para ambos FSs. Verificou-se que nas condicoes
de ICs a concentracdo do DMMB (10 nmol/L) é menor que a do MB (2,0 umol/L) em duas
ordens de grandeza, e essa diferenca também se reflete no grau de desbalanco oxidativo
gerado apds fotossensibilizacao.

Foi verificado que para o MB, a elevada geracdo de EROs esta fortemente
correlacionada com a perda de viabilidade, enquanto que para 0 DMMB essa correlagdo é
fraca, uma vez que ha perda de sobrevida sem grandes geracdes de EROs. No entanto, a
diminuicdo de sobrevida causada pelo DMMB se correlaciona forte e significativamente ao

aumento da autofagia, indicando ocorréncia de morte celular autofagica tanto em células



HaCaT quanto em células HeLa. As analises de dano em organelas indicaram que ambos FSs,
apos serem fotoativados, causam danos em lisossomas e em mitocondrias de células HaCaT.
E confirmou-se, por ensaio de localizacdo subcelular, que ambos FSs estdo nessas organelas.

Uma vez que a localizacéo subcelular do FS influencia no mecanismo de morte celular
fotodesenvolvido, verificou-se que o MB nas mesmas concentra¢fes nanomolares do DMMB
ndo induz autofagia, pois 0 mesmo encontra-se fotoquimicamente inativo nas mitocondrias,
devido a reducéo pelas coenzimas presentes nesta organela. O DMMB possui um potencial de
reducdo menor que o MB, 0 que impede a reducdo deste FS nas mitocondrias, e, mesmo em
baixas concentracfes, 0 DMMB ¢ capaz de comprometer a integridade de mitocondrias e
lisossomas, e induzir autofagia como um mecanismo de morte celular. As condi¢bes em que o
MB ndo se encontra totalmente reduzido no ambiente celular sdo em concentra¢fes mais
elevadas, nas quais a geracdo do nivel de estresse oxidativo é maior e ndo se observa resposta
autofagica apos fotossensibilizacao.

Esses resultados mostram que a eficiéncia de morte celular causada por TFD néo esta
necessariamente relacionada ao nivel de estresse oxidativo gerado, uma vez que o DMMB
induziu estresse oxidativo em menor extensao do que MB e, no entanto, induziu morte celular
em maior extensdo. Confirmou-se o conceito de que, fotossensibilizadores mais eficazes para
a TFD devem resultar da melhoria na especificidade das reacfes de fotossensibilizagdo nos

alvos celulares e ndo apenas em melhoria na eficiéncia de geragdo de EROs.

Palavras-chave: Terapia Fotodindmica, TFD, 1,9-dimetil azul de metileno, Espécies Reativas

de Oxigénio, Autofagia.



ABSTRACT

Santos, N.F. Relationship between photoinduced oxidative stress and autophagic cell death.
2014. 100p. Masters Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo.

Photodynamic Therapy (PDT) is a promising therapeutic modality that has shown
effective clinical outcomes and benefits in terms of costs to the national health system.
Although PDT is associated with induction of cell death by necrosis or apoptosis, recent data
suggest the activation of autophagy. In order to understand the relationship between reactive
oxygen species (ROS), generated after light activation of photosensitizers (PSs), and the
autophagic cell death induction, we have used two phenothiazines with similar structure -
methylene blue (MB) and 1,9-dimethyl methylene blue (DMMB); HaCaT and HeLa cells
were used as biological models and LEDs emitting at 633 nm were used as light source.

Cell viability assays as function of light dose and PS concentration showed that the
increase in cell death was directly proportional to the PS concentration and light dose, to the
both PSs. At ICsy was verified that DMMB concentration (10 nmol/L) is lower than MB
concentration (2,0 pumol/L) in two order of magnitude, and this difference is reflected in
degree of oxidative stress promoted by photosensitizers.

Only for MB the amount of detected ROS is highly correlated with loss of cell
viability, while for DMMB this correlation is weak, because there is loss of viability without
large generation of ROS. Nevertheless, the viability decreased for DMMB is highly correlated
with the increase of autophagy, indicating occurrence of autophagic cell death in both HaCaT
cells and in HeLa cells. The analyses of damaged cell organelles indicated that both PSs, after
be photoactivated, induce lysosomal and mithochondrial damage in HaCaT cells. And the
subcellular localization assay confirmed that DMMB and MB are localized in these

organelles.



Because the subcellular localization of PSs influences cell death mechanisms, this
research identified that MB, in the same nanomolar concentration of DMMB, does not induce
autophagy, because it is photochemically inactive in mitochondria due the reducing
coenzymes present in this organelle. DMMB has a lower reduction potential than MB, which
hinders PS reduction in mitochondria, and possibly generate a mild oxidative stress that
compromise the integrity of mitochondria and lysosomes, and justify autophagy induction as
a cell death mechanism. The conditions that MB is not fully reduced in the cellular
environment are at higher concentrations, in which was detected high level of oxidative stress
and autophagic cell death was not observed after photosensitization.

These results show that the efficiency of cell death induced by PDT is not necessarily
related with oxidative stress level, since the oxidative stress induced by DMMB was lesser
than by MB, however, the cell death was greater. This research confirms the concept that
more effective photosensitizers for PDT means greater specificity of photosensitization

reactions, and not only improvement of the efficiency of ROS generation.

Keywords: Photodynamic Therapy, PDT, 1,9-dimethyl methylene blue, Reactive Oxygen

Species, Autophagy.
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1. INTRODUCAO

O desafio em se estabelecer novas abordagens terapéuticas para o tratamento do
cancer humano, usando-se estratégias com poucos efeitos colaterais, representa ainda um
dogma na oncologia clinica. Embora haja grandes esforcos em busca de novos
quimioterapicos com poucas reacdes adversas, a toxicidade é ainda um grande problema.
Neste sentido, a busca de novas abordagens tem se destacado no cenario cientifico,
representando também um tema de grande apelo na saude publica.

Diversas metodologias baseadas em iluminacdo com luz visivel tém promovido
avancos no diagnostico e no tratamento do cancer e de outras doencas. Entre essas
metodologias estd a Terapia Fotodindmica (TFD) (Ochsner, 1997), uma modalidade
terapéutica que se destaca por promover, a partir de um desequilibrio redox artificialmente e
intensionalmente induzido, o tratamento antitumoral (Williams et al., 1989, Wagner et al.,
2012), bem como, de diversas outras doencas infecciosas, causadas por bactérias, virus ou
fungos (Wainwright, 2002, Dai, Huang and Hamblin, 2009). A TFD é um tratamento ndo
invasivo, que leva a um comprometimento menor da homeostase de células normais
causando, consequentemente, poucos efeitos colaterais, quando comparada a terapias
classicas (Dalla Via and Magno, 2001; Pandey, 2000).

A TFD tem como principio basico a fotossensibilizagdo com o envolvimento de trés
componentes essenciais: a droga a ser fotoativada (fotossensibilizador - FS); a luz visivel e 0
oxigénio (Oseroff and Morgan, 2001). O FS deve ser absorvido seletivamente pelo tecido
alvo, e posteriormente excitado numa regido especifica de comprimento de onda de luz
visivel. A interacdo da luz com o FS desencadeara uma série de processos fotofisicos e

fotoquimicos que promovem a formacdo de espécies reativas (oxigénio singlete, espécies
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tripletes e outras espécies reativas de oxigénio — ERO — ou nitrogénio — ERN). A geracédo
destas espécies reativas causa um desbalanco oxidativo que resulta na morte celular do tecido
alvo (Ochsner, 1997), que pode ser morte programada (apoptose ou autofagia) ou nao
programada (necrose) (Dougherty et al., 1998).

Muitos estudos defendem a idéia de que a eficiéncia fotodinamica de um FS é
proporcional a quantidade de espécies reativas geradas por sua fotoativacao no tecido doente
(Aveline and Redmond, 1999; Pogue et al., 2000; Chen et al., 2002; Lee et al., 2008). Diante
dessa hipotese, muitos buscam por melhores FSs baseando-se somente na eficiéncia de
geracdo de EROs, principalmente de oxigénio singlete. No entanto, diversos estudos tém
demostrado que a eficiéncia de um FS ndo depende apenas do rendimento de espécies
reativas, mas também da sua localizacdo intracelular e do mecanismo de morte celular
induzido (Kessel et al., 1997; Castano, Deminova and Hamblin, 2004; Oliveira et al., 2011;

Pavani et al., 2012).

1.1. Fundamentos da Terapia Fotodinamica

Fotossensibilizadores (FSs) sdo moléculas que absorvem energia luminosa em
comprimento de onda (A.) especifico, passando do estado fundamental para um estado
eletronicamente excitado singlete (*FS’) de maior energia e que, geralmente, tem tempo de
vida curto. Este pode retornar ao estado fundamental emitindo luz (fluorescéncia), calor ou
passar para outro estado excitado, usualmente estado triplete (°FS’), através do cruzamento de
intersistema, no qual ha inversdo de spin no estado excitado. O *FS”, por ser reativo e ter
tempo de vida relativamente longo, é o principal envolvido nas reagcdes de foto-oxidacéo de
biomoléculas. Os tripletes podem reagir no ambiente bioldgico por dois mecanismos
fotoquimicos principais (Figura 1): tipo I, que ocorre através de uma reacdo de transferéncia
de elétrons (reacdo de Oxido-reducgdo) entre o FS no estado excitado e constituintes celulares,

produzindo radicais livres, que interagem com o oxigénio molecular (°0,), gerando as



17
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), como por exemplo o anion radical superoxido (O,"),
radical hidroxila (OH'), perdxido de hidrogénio (H20,); ou tipo Il, onde ha transferéncia de
energia para o oxigénio molecular (30,) formando oxigénio singlete (*O,) - uma espécie
excitada de oxigénio, altamente eletrofilica e reativa (Foote, 1968; Foote, 1991; Ronsein et

al., 2008), que é considerado o principal agente citotdxico da TFD.

F
Estado excitado H.O (0]
inglete - 1FS* 272
7\  singlete Reagdo 30 02-' N
G Tipo | 0]
A /,,;;';e;\’\\ Estado excitado P ) 7 ‘OH
st Mo . 3pc*  €—>biomoléculns T
< -g “"!‘9,,)'g triplete- >FS
G] 0 5 0
<

o4 = b X

Ll 2 v 30 Estado basal
2 o ) 2. triplete —_— I
w < 3 c

= Reacgdo Tipo Il
1 |
|| 02 .

Estado excitado D
Excitagdo do FS singlete A
D
E

Morte celular
Apoptose — Necrose — Autofagia
Hipdxia

|

Recrutamento células sistema imunolégico
Macrofagos — Neutrofilos — Células dendriticas

Figura 1: Representacéo esquematica dos mecanismos de fotossensibilizacéo.

Ambos 0s mecanismos tipo | e tipo Il podem ocorrer simultaneamente e a relacdo de
velocidade entre os dois processos depende da localizacdo subcelular dos FSs, bem como, da
concentracdo do oxigénio molecular (Henderson and Dougherty, 1992; Wainwright, 1996;

Ochsner, 1997; Baptista and Indig, 1998).

1.2. ATFD e o desbalanco oxidativo celular
Em condi¢cBes normais de metabolismo aerobico, as mitocondrias representam a
principal fonte de geragdo de EROs, a partir da cadeia transportadora de elétrons, e de ERNs,

a partir da enzima oxido nitrico sintetase (Boveris and Chance, 1973; Ritcher et al., 1995;
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Cadenas and Davies, 2000). Estima-se que 0,1% do O, consumido pela mitocondria seja
convertido em EROs (Tahara, Navarete, and Kowaltowski, 2009). No entanto, compostos
antioxidantes (NADH, NADPH, acido ascorbico, vitamina E, glutationa) e enzimas de reparo
(superdxido dismutase, glutationa peroxidase, catalase) estdo em constante atuacdo para
manter o equilibrio entre moléculas pro-oxidantes e antioxidantes (Vercesi et al., 1997;
Kowaltowsk et al., 2009 ).

Em condicdes fisiologicas, as EROs e ERNs mitocondriais desempenham papel nas
vias de sinalizacdo celular (Droge, 2002) e sdo fundamentais para a manutencdo da
homeostase celular. Em condi¢des de desbalanco oxidativo, os lipideos de membrana desta
organela ficam sujeitos a peroxidacdo, o DNA mitocondrial esta sujeito a lesbes oxidativas e
as proteinas mitocondriais sdo susceptiveis ao mau dobramento e agregacdo, que podem levar
a transicdo de permeabilidade da membrana mitocondrial (MPT, do inglés mitochondrial
permeability transition). A MPT é caracterizada pela abertura de um poro protéico nédo
seletivo na membrana mitocondrial interna tornando-a permeavel a ions, dgua e moléculas
com peso de até 1,5 kDa (Crompton et al., 1999; Kowaltowski, Castilho and Vercesi, 2001).
Assim, para o controle da producdo de EROs e ERNSs intracelular e manutencdo da
homeostase celular, tais mitocondrias estdo sujeitas a autofagia para remocdo tanto de
moléculas mitocondriais danificadas quanto da organela total, pelo processo denominado
mitofagia (Lemasters, 2005).

As respostas celulares estimuladas pelas EROs e ERNs sdo diversas. Em baixas
concentragdes, estas espécies atuam na sinalizacdo celular influenciando processos como a
modulacdo da expressdo de citocinas, de fatores de crescimento e de fatores de expresséo
génica. Em niveis elevados, as mesmas provocam alteracdo no transporte idnico das células;
liberacdo de enzimas hidroliticas lisossomais; formacgdo de produtos citotdxicos; danos em

biomoléculas como, colesterol e fosfolipideos insaturados das membranas celulares através da
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peroxidacdo lipidica, proteinas em varios residuos de aminoacidos (histidina, triptofano,
tirosina, cisteina e metionina) e bases nitrogenadas dos &cidos nucleicos; e, finalmente,
inducdo de morte celular por necrose, apoptose ou autofagia (Zhang et al., 2003; Miller et al.,
2003; Niki et al., 2005; Barreiros e David, 2006).

Além das espécies reativas serem geradas em processos fisiologicos e em condicdes
patoldgicas, como cancer, envelhecimento celular e processos degenerativos, fontes exogenas,
como nutricdo, farmacos, radiacdo solar, tabagismo, gases toxicos e metais, contribuem para a
sua producdo excessiva (Aruoma, 1994; Halliwell, 1994; Svobodova, Psotova and Walterova
2003). No caso da luz ultravioleta (UV) e visivel, bem como, no caso de tratamentos por
TFD, os mecanismos fotoquimicos tipo | e tipo Il geram um desbalanco oxidativo que
prejudica a homeostase celular, podendo levar a varios mecanismos de morte celular (Klotz,
Kroncke and Sies, 2003; Moserova and Kralova, 2012).

Ha evidéncias que a localizacdo subcelular do FS e, consequentemente, o local de
producdo de EROs, com destaque para o 'O,, ndo influencia apenas a susceptibilidade de
morte celular, mas influencia também o mecanismo de morte celular fotoinduzido (Kessel,
2004; Redmond and Kochevar, 2006). Por exemplo, a dependéncia do local de geracéo do 10,
na toxicidade do FS reflete-se, em parte, no fato de que o tempo de vida intracelular desta
espécie reativa ser pequeno (de aproximadamente 1 a 3 us), consequentemente ndo ha tempo
para 0 mesmo se difundir na célula. Em agua, o raio de difusdo do *O, tem no méximo 150
nm, distancia que é muito menor do que as dimensdes da célula e de suas organelas. Portanto
o 0, ndo deve atingir outras biomoléculas sendo as préximas ao seu local de geracéo
(Redmond and Kochevar, 2006; Hatz, Poulsen and Ogilby, 2008).

Oliveira e colaboradores (2011) observaram que dois fotossensibilizadores geram
quantidades equivalentes de morte celular apesar de possuirem propriedades fotoquimicas

bem diferentes. Um deles é o Azul de Metileno (MB, do inglés Methylene Blue), um
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excelente FS cujo rendimento quéantico de oxigénio singlete (®A) ¢ 0,50, e o outro € 0 Cristal
Violeta (CV), um FS com rendimento de oxigénio singlete praticamente desprezivel (®A <
0,01). Os pesquisadores explicaram estes resultados a partir de diferencas de localizacdo
subcelular dos FSs. O CV se localiza exclusivamente na mitocondria sem sofrer reducéo,
causando injuria nas células na mesma faixa de concentracdo que o MB, que tem grande
rendimento de EROs, mas de localizacdo subcelular aleatoria. Estes resultados confirmaram
que é possivel induzir morte celular especificamente, sem a necessidade de gerar grandes

guantidades de EROs.

1.3. Fotossensibilizadores Fenotiazinicos

Os corantes fenotiazinicos sdo moléculas catibnicas, relativamente lipofilicas, cuja
estrutura central croméfora € composta por um sistema heteroaroméatico planar triciclico,
contendo atomos de enxofre e nitrogénio (Figura 2). Em geral, apresentam em meio aquoso
maximo de absorcdo entre 590 e 680 nm, intervalo este compreendido na chamada janela
terapéutica (600 — 950 nm) (Wainwright and Giddens, 2003), em que a penetracdo da
radiacdo nos tecidos vivos é maior e a absorcdo por cromdéforos enddgenos (adgua, proteinas,
pigmentos como melanina e bilirrubina) é menor (Castano, Deminova and Hamblin, 2004).

Os fenotiazinicos sdo FSs com grande potencial para tratamento de diversas doencas

(Wainwright and Giddebs, 2003).

NR',
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Figura 2: Estrutura geral de compostos fenotiazinicos — regido cromofora.

Dentre os FSs fenotiazinicos destaca-se o MB, que tem sido bastante utilizado para

tratamento de cancer e de doencas infecciosas (Mellish et al., 2002; Tardivo et al., 2004;
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Tardivo et al., 2005; Wainwright, 2005). Este FS age principalmente pelo mecanismo tipo II,
sendo capaz de gerar oxigénio singlete com altos rendimentos quanticos em uma variedade de
ambientes bioldgicos e quimicos. No entanto, quando se encontra em sua forma reduzida
(leuco), o MB néo € capaz de absorver energia no intervalo da janela terapéutica, portanto néo
transfere energia para o oxigénio triplete via processos do tipo I1, o que diminui sua eficiéncia
fotodindmica (Tardivo et al., 2005).

Outro fenotiazinico, derivado do MB, o 1,9-dimetil-azul de metileno (DMMB),
também tem sido considerado para o tratamento antimicrobiano (Wainwright et al., 1999;
O'Neill, Wilson and Wainwright, 2003; Phoenix et al., 2003; Demidova and Hamblin, 2005;
Réagas et al. 2010), antiviral (Wagner et al., 1998) e antitumoral (Wainwright et al., 1997;
Rice, Wainwright and Phoenix, 2000), apesar de existirem poucos trabalhos mecanisticos
considerando sua atividade.

Wainwright e colaboradores (1997) verificaram que a metilacdo do MB formando o
DMMB fez aumentar sua atividade fotodindmica (o 1Cso para MB foi de 18,7 pumol/L e para
DMMB foi de 0,09 umol/L) na linhagem celular de tumor mamério murino (EMT-6). Rice e
colaboradores (2000) também observaram aumento semelhante na atividade fotodinamica do
DMMB em linhagens de melanoma murino (SK-23), cujo 1Cso para MB foi de 15,2 umol/L e
de 0,04 pmol/L para DMMB. Este aumento foi relacionado com a maior lipofilicidade do
DMMB em relacdo ao MB, propriedade esta considerada como um fator importante para
incorporag&o intracelular do FS.

A lipofilicidade ndo € uma propriedade fisico-quimica bem definida, mas pode ser
estimada de vérias formas, como o coeficiente da particdo n-octanol/agua, pardmetro
geralmente expresso na forma logaritmica, ou seja, coeficiente de particdo (log P). A partir do
valor de log P pode-se estimar a interagcdo e a incorpora¢do de uma molécula em uma fase

lipofilica, por exemplo, membranas biologicas (Engelmann et al., 2007). Medidas de log P
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relatadas na literatura mostram que o DMMB possui log P maior (log P = + 1,01) do que o
MB (log P = - 0,10) (Wainwright and Giddens, 2003). Consequentemente, 0 DMMB se liga
as membranas com maior eficiéncia em comparacdo a MB. Estudos com sistemas
biomiméticos realizados por Bacellar e colaboradores (2014) confirmaram a maior
porcentagem de ligagdo em membranas pelo DMMB (50% parra DMMB e 1,01% para MB) e
um aumento significativo na eficiéncia de danos em membranas pelo DMMB (99%) em

relacdo ao MB (3,1%). As estruturas do MB e do DMMB estao representadas na Figura 3.
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Figura 3: Estrutura quimica do Azul de Metileno (MB) e do 1,9-dimetil-azul de metileno (DMMB).

Bacellar e colaboradores (2014) também mediram a producdo de oxigénio singlete, e
verificaram um maior rendimento quéntico (®A) para 0 DMMB (0,71) em relacdo ao MB
(0,52). Wainwright e colaboradores (1997), utilizando microeletrodos de ouro, observaram
que os derivados metilados do MB possuem uma menor taxa de reducdo a forma leuco
(fotoquimicamente inativa em 654 nm) do que o MB. Essa menor taxa de reducdo do DMMB
foi confirmada por Rice e colaboradores (1998) a partir do ensaio enzimatico NADH-
diaforase, em que se observou menor taxa de reagdo de oxidagdo do NADH através da
transferéncia do hidrogénio para o fotossensibilizador, reduzindo-o a forma leuco. Mellish e
colaboradores (2002) utilizando outros derivados metilados do MB, diferentes do DMMB,
justificaram que a menor taxa de reducdo destes derivados para a forma inativa leuco, em
relacdo ao MB, se deve ao efeito indutivo doador de elétrons provenientes dos grupos metil
para o anel fenotiazinico, o que diminui seu potencial de redugdo, explicagdo essa que

também pode ser aplicada ao DMMB.
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Wainwright e colaboradores (1997) afirmaram também que o local de acéo
intracelular dos FSs é varidvel e depende da linhagem celular e da estrutura do FS,
principalmente dos grupos periféricos ligados ao cromoforo. Em vista disso estes autores
sugeriram que o padrdo de localizacao intracelular do derivado metilado DMMB poderia ser
diferente do MB o0 que, juntamente com sua maior lipofilicidade, rendimento quantico de
oxigénio singlete e menores taxas de reducdo a forma leuco, justificariam sua maior cito e
fototoxicidade observadas em relacdo ao MB. No entanto, Wainwright e colaboradores (1997)
ndo explicaram molecularmente no ambiente celular porque o DMMB é mais eficiente

fotodinamicamente que 0 MB.

1.4. Mecanismos de morte celular desencadeados pela TFD

Ha& vérios trabalhos na literatura que permitem concluir que o mecanismo de morte
celular provocada por TFD € dependente do FS (propriedades quimicas, concentragdo,
localizacdo subcelular), do tipo celular considerando seu potencial metabélico e fenétipo, e
das condicGes de tratamento empregadas (tempo de incubacéo do FS nas células e dose de luz
irradiada) (Castano, Deminova and Hamblin, 2005; Buytaert, Dewaele and Agostinis, 2007).
Inicialmente, acreditava-se que a TFD matava as células apenas via necrose. Entretanto, em
1991, Agarwal e colaboradores demonstraram a inducao de apoptose por TFD (Agarwal et al.,
1991).

A morte por necrose ocorre ap0s danos severos e descontrolados em varias estruturas
celulares, causando a perda do controle homeostatico, o aumento do volume celular, a
interrupcdo da fungdo mitocondrial e 0 rompimento da membrana celular ocorrendo liberacéo
do conteudo intracelular no tecido, danificando células vizinhas e causando uma resposta
inflamatdria intensa. Na morte por apoptose (ou mecanismo de morte celular programada tipo
I) h& diminuicdo do volume celular com a condensacdo nuclear e do citoplasma, causando a

perda da aderéncia com a matriz extracelular e com as células vizinhas. Durante a apoptose a
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cromatina é condensada, 0 DNA cromossdmico é clivado por endonucleases em fragmentos
internucleossémicos, formando-se 0s corpos apoptdticos, que por sua vez sdo fagocitados por
macrofagos (Williams and Smith, 1993; McConkey, 1998).

A ativacdo da apoptose depende do equilibrio entre proteinas regulatorias pro- e anti-
apoptoticas. A familia de proteinas Bcl-2 intervém de forma direta na regulacdo da apoptose
(Borner, 2003), através da regulacéo do potencial de membrana mitocondrial (A¥m - MMP) e
da ativacdo das caspases (Kuwana and Newmeyer, 2003; Sharpe et al., 2004). Esta familia de
proteinas inclui membros anti-apoptoticos (Bcl-2 e Bcl-xL), que preservam a integridade da
membrana mitocondrial, e membros pro-apoptéticos (Bax, Bid e Bak), que induzem a
formacgdo ou desregulacdo de poros da membrana externa das mitocondrias provocando a
liberacdo de fatores pré-apoptéticos para o citosol (Vander Heiden and Thompson, 1999).

Os mecanismos de morte celular ndo sdo totalmente independentes, podendo haver
multiplos mecanismos de morte celular que atuam simultaneamente (Zhivotovsky and
Orrenius, 2010), assim como é observado na TFD, em que um mesmo FS pode induzir
distintos mecanismos de morte celular (Dougherty, 1987; Buytaert, Dewaele and Agostinis,
2007). Na década passada descobriu-se que além da necrose e da apoptose, a TFD pode
induzir também a morte celular por autofagia (Kessel, Vicente and Reiners, 2006; Buytaert et
al. 2006; Chen and Gibson, 2008).

A resposta celular autofagica foi relacionada com a intensidade do estimulo da TFD e
consequentemente com o nivel de desbalanco oxidativo gerado. Em baixas intensidades de luz
e de FS, a autofagia atua garantindo a remocédo dos componentes celulares fotodanificados,
prevenindo o inicio das vias apoptdticas, mantendo assim a viabilidade celular. Inversamente,
em doses médias de TFD, tanto a apoptose quanto a autofagia podem contribuir para a morte
celular (Kessel and Reiners, 2007; Kessel and Arroyo; 2007; Andrzejak, Price and Kessel,

2011), e em doses muito elevadas de TFD observa-se a ocorréncia de necrose.
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1.4.1. Autofagia e morte celular autofagica

Autofagia é uma via celular lisossomal de degradacdo e reciclagem de componentes
citosolicos, como proteinas e organelas (Baehrecke, 2005), € uma via constitutiva em funcdes
celulares como crescimento, desenvolvimento e homeostase celular. De acordo com o
mecanismo de formagdo do vacuolo autofigico e com o caminho pelo qual o material
citoplasmatico é entregue ao lisossomo, héa trés tipos de autofagia em células eucarioticas -
autofagia mediada por chaperonas, microautofagia e macroautofagia (Scherz-Shouval and
Elazar, 2007).

Na autofagia mediada por chaperonas, proteinas citoplasméaticas dobradas
erroneamente ou oxidadas s&o sinalizadas por um motivo pentapeptidico (lisina-fenilalanina-
glutamato-arginina-glutamina) em sua sequéncia de aminodacidos, permanecendo entdo ligadas
as chaperonas. Estas direcionam as moléculas danificadas ao lisossoma através do
reconhecimento do motivo pela glicoproteina da membrana lisossomal, LAMP2A (Proteina
de Membrana Associada ao Lisossoma Tipo 2A), que efetuard a translocacdo seletiva de
polipeptideos mal dobrados através da membrana lisossomal, para posterior degradacdo e
reutilizacdo do produto degradado (Cuervo and Dice, 1996). A proteina LAMP2A por ser
encontrada principalmente na membrana lisossomal é comumente utilizada como um
marcador dessa organela (Cuervo and Dice, 2000; Eskelinen, 2006).

Diferente da autofagia mediada por chaperonas, a microautofagia caracteriza-se pela
dindmica de rearranjos na membrana lisossomal, resultando em invagina¢fes que captam
diretamente por¢des citoplasmética contendo as moléculas a serem degradadas, sendo entdo
responsavel pela degradacdo lisossomal basal de componentes citosolicos (Ahlberg and
Glaumann, 1985).

A macroautofagia é a via mais estudada e responde por mais de 90% da autofagia

celular. Pela macroautofagia, ou simplesmente autofagia, o conteddo citoplasmatico a ser
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degradado ¢ isolado (nucleacédo) por uma membrana lipidica dupla, o fagéforo, que se alonga
englobando o contetdo celular (extensdo), formando o autofagossoma. A origem dessa
membrana lipidica dupla é controversa, mas evidéncias indicam que essa estrutura origina-se
de regides do reticulo endoplasmatico sem ribossomos, do complexo de golgi, do endossomo
ou até mesmo da mitocéndria (Dunn, 1990; Tooze and Yoshimori, 2010; Hailey et al., 2010).
Durante a formacéo do autofagossoma, a proteina de Cadeia Leve 3 Associada a Microtubulo
(MAP1LC3 ou LC3), principal marcadora do desenvolvimento desse processo autofagico, é
convertida de sua forma citoplasmatica, LC3-1, em LC3-Il (Klionsky et al., 2008). Isso por
que, quando o processo autofagico é ativado, a forma citoplasmatica LC3-1 é covalentemente
ligada ao lipideo fosfatidiletanolamina e convertida a isoforma LC3-1l. Esta, auxiliada pelo
fosfatidiletanolamina, se associa as membranas lipidicas interna e externa das vesiculas
autofagicas, autofagossomas (Kabeya et al., 2000). Por fim o autofagossoma se funde com o
lisossoma (maturacdo), dando origem ao autolisossoma, que finaliza a degradacdo do seu

conteldo a partir das enzimas lisossomais (Klionsky, 2007) (Figura 4).
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Figura 4: Esquema do processo autofagico (macroautofagia), adaptado de Nakahira and Choi, 2013.
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Todas as etapas envolvidas no processo autofagico dependem de ATP (Kim and
Klionsky, 2000) e de moléculas de sinalizacdo que modulam a atividade e expressdo de genes
relacionados a autofagia (Atg) (Meijer and Codogno, 2004).

A autofagia representa um mecanismo de resgate celular frente a um dado estresse,
como a privagdo de nutrientes extracelulares ou diminui¢do na concentracdo de metabolitos
intracelulares, e estresse oxidativo propiamente dito. Contudo, ha evidéncias soélidas
apontando a autofagia como uma via alternativa de morte celular, denominada morte celular
programada tipo Il (Eskelinen, 2005).

Os grupos de Kessel (2006) e de Buytaert (2006) foram os primeiros a documentar
que a TFD induz morte celular por autofagia em condi¢fes cujos mecanismos para apoptose
estavam inibidos. O primeiro grupo usou o FS porficeno em células de leucemia murina,
L1210, em presenca de inibidor apoptético de caspase3/7, o tetrapeptideo sintético N-
benziloxicarbonil-Asp-Glu-Val-Asp fluorometil cetona (zDEVD-FMK). A autofagia também
foi verificada em células de cancer de prostata, DU145, Bax deficientes. O outro grupo
reportou autofagia apds fotossensibilizar, com hipericina, fibroblastos embrionéarios murinos,

“"Bak ™). Nota-se que

MEF, duplo nocaute para as proteinas préapoptéticas Bax e Bak (Bax
todos esses exemplos demonstram que a autofagia ocorreu em ocasides de comprometimento
da maquinaria apoptotica.

Experimentos independentes realizados por Oleinick e colaboradores (2009) e por Xue
e colaboradores (2010) mostraram que, em células com bloqueio em alguma via do processo
de apoptose, a sensibilidade a TFD foi modulada pela maquinaria autofagica e a mesma atuou
desempenhando um papel de morte celular. Nessas condi¢fes, medidas de inibicdo dos

mecanismos autofagicos proporcionaram uma protecao contra citotoxidade causada pela TFD

(Xue et al., 2007).
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No entanto, em células competentes para apoptose, as pesquisas realizadas até o
momento identificaram que a autofagia atua com um papel citoprotetor, a fim de limitar a
propagacdo do dano oxidativo, aumentando, assim, a resisténcia a morte celular por TFD
(Dewaele et al., 2011). Neste mesmo paradigma, medidas de inibicdo dos mecanismos
autofagicos em células competentes para apoptose indicaram um aumento do efeito citotoxico
da TFD, ou seja, atestando o papel citoprotetor da autofagia (Dewaele et al., 2011).

Apesar de o processo autofagico ocorrer gerando morte celular fotoinduzida
independente da presenca ou nao de vias apoptéticas (Xue et al., 2007; Dini et al., 2010),
Andrzejak e colaboradores (2011) sugeriram que, em células competentes para apoptose e
para autofagia, a taxa de iniciacdo das vias apoptoticas pode ser um fator que modula a
resposta autofagica, isto é, em células com uma rapida resposta apoptotica, a autofagia pode
atuar como uma via de protecédo celular, enquanto que células que exibem uma resposta lenta
para apoptose, a autofagia pode atuar como uma via de morte celular (Andrzejak, Price and
Kessel, 2011).

A elevada reatividade das EROs geradas fotoquimicamente, principalmente o *O,,
sugere que a autofagia € iniciada numa tentativa de remover organelas e proteinas danificadas
por reacBes fotoquimicas. No entanto, o nivel de estresse oxidativo que conduzird uma via
autofagica de sobrevivéncia ou de morte celular ndo € definido, e a contribuicdo funcional dos
processos catabolicos autofagicos para a morte celular ainda € muito incerto. Portanto, mais
estudos sdo necessarios para definir se a autofagia contribui diretamente para morte celular ou
se a mesma € uma tentativa fracassada de preservar a viabilidade celular. Outra questdo que
ainda ndo é consenso na comunidade cientifica é se a inducdo de um mecanismo especifico de
morte celular programada leva a uma melhoria na eficiéncia da terapia antitumoral, como da

TFD.
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Assim, o presente estudo pretende contribuir para o esclarecimento da inducdo de

morte celular autofagica associada ao tratamento com TFD. Ainda ndo se identificou maneiras
de usar 0 mecanismo de morte celular autofagica para melhoria da eficiéncia da TFD. Nao ha
modelos que caracterizam e explicam relagdes quantitativas entre os danos as organelas
celulares, associadas a autofagia e a apoptose. Também se espera contribuir para o
entendimento do paradigma central da autofagia, ou seja, quanto sua acdo como promotora de

sobrevivéncia ou indutora de morte celular.



30

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Caracterizar a ocorréncia de morte celular autofagica ap6s a fotoativacdo de FSs

fenotiazinicos estruturalmente semelhantes, MB e DMMB.

2.2. Objetivos especificos

1. Avaliar a cito e a fototoxicidade dos FSs MB e DMMB em diferentes doses de luz em
queratindcitos humanos normais (HaCaT). Demonstrar as relagdes quantitativas entre dose de
luz e a sobrevida celular.

2. Mensurar a producdo de EROs em células HaCaT antes e ap6s o tratamento com os FSs
MB e DMMB. Demonstrar as relagdes quantitativas entre concentragcdo de FS e a quantidade
de espécies reativas mensuraveis.

3. Determinar a associacao entre TFD e a inducdo de autofagia em queratindcitos humanos
normais (HaCaT).

4. Avaliar o desenvolvimento da via autofagica por imunofluorescéncia LAMP2A e LC3-II
em células HaCaT.

5. Localizar o alvo subcelular dos FSs MB e DMMB em células HaCaT.

6. Avaliar possiveis danos aos lisossomas e as mitocondrias de células HaCaT apos
fotossensibilizagdo com MB e DMMB e relaciona-los a inducéo de autofagia.

7. Verificar a manutengédo de resposta autofagica apds fotossensibilizagdo com DMMB em

outra linhagem celular, adenocarcinoma de utero humano (HeLa).
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3. DETALHES EXPERIMENTAIS

3.1. Materiais

Os meios de cultura celular Dulbecco MEM (DMEM), o soro fetal bovino (SFB), a
solucdo de tripsina, a solucdo de antibidtico e antimicético contendo penicilina (10 U.l./mL),
estreptomicina (10 mg/mL) e anfotericina B (1 g/mL) foram adquiridos da Vitrocell. O
tampdo fosfato de sodio (PBS) foi preparado com cloreto de sddio, cloreto de potassio, fosfato
de sodio dibasico, fosfato de potassio monobasico todos adquiridos da Synth, assim como o
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Os corantes azul de Tripan; brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT); vermelho neutro (NR, do inglés Neutral
Red, hidrocloreto de [3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina]); cristal violeta (CV, Cloreto
de hexametilenopararosanilina); azul de metileno (MB); 1,9-dimetil-azul de metileno
(DMMB); laranja de acridina (do inglés Acridine Orange, AO); iodeto de propideo (IP) e o
corante Rodamina 123 foram obtidos da Sigma-Aldrich, assim como o dimetil sulféxido
(DMSO), o Triton X-100, a Albumina de Soro Bovino e a Cloroquina (CQ). As placas para
cultivo celular com diferentes quantidades de pocos foram obtidas da Corning®. Os
anticorpos primarios monoclonais de coelho anti-LC3-Il1 foram obtidos da Cell Signaling
Technology® e anticorpos primarios monoclonais de camundongo anti-LAMP2A foram
obtidos da ABCAM®. Os anticorpos secundarios anti-lgG de coelho conjugado com Alexa-
488 e anti-lgG de camundongo conjugado com Alexa-633 foram obtidos da Molecular
Probes, assim como o marcador nuclear dihidrocloreto 4',6'-diamidino-2-fenilindole (DAPI) e
as sondas 2',7'- diclorodihidrofluoresceina diacetato (H,DCFDA), MitoTracker Red CM-
H,XRos e Lysotracker green. O substrato cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-

galactopiranosideo (X-Gal) foram obtidos da Promega.
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3.2. Equipamentos

As células foram mantidas em incubadora ThermoScientific a 37°C com fluxo de gas
carbonico (CO;) controlavel (5%) e manipuladas em ambiente estéril, em capela de fluxo
laminar Nuaire Class Il tipo A/B3 com lampada UV, utilizando material esterilizado em
Autoclave Stermax. A visualizacdo das células foi realizada na sala de cultivo celular em
microscopio Otico invertido Nikon Eclipse TS100. Diodos Emissores de Luz (LEDSs),
emitindo luz vermelha na regido de 633 nm, foram utilizados como fonte de luz para
irradiacao.

As medidas de absorcdo e de fluorescéncia foram realizadas usando-se o leitor de
microplacas TECAN INFINITE 200M, e medidas de fluorescéncia também foram realizadas
usando-se o leitor de microplacas SpectraMax Molecular Devices (Life Technologie). Os
calculos de concentracdo das solucdes estoques dos corantes fenotiazinicos foram realizados
por medidas de absorbancia no espectrometro UV-2401PC (Shimadzu Co.) em uma cubeta de
quartzo (Hellma).

O ensaio de citometria de fluxo (Fluorescence Activated Cell Sorting - FACS) foi
realizado no citdmetro Beckman Coulter FC500 MPL, utilizando os filtros de excitacdo
(488/637 nm) e emissdo (645 nm).

Microscopia de transmissdo e microscopia de fluorescéncia foram realizadas em
microscopio invertido de luz transmitida e epifluorescéncia Zeiss Axiovert 200 equipado com
uma objetiva C-APOCHROMAT 40X/1.20 W Corr M27 (Zeiss). Imagens de
imunofluorescéncia foram obtidas em microscopio confocal de varredura a laser Zeiss
Axiovert 200 LSM-510 Meta equipado com uma objetiva Plan-APOCHROMAT 63X/1.40 de
imersdo em oOleo DIC M27 (Zeiss). As imagens de colocalizacdo subcelular dos FSs foram
obtidas em microscépio confocal de varredura a laser Zeiss Axiovert 100 LSM-510 equipado

com uma objetiva 40X/1.20 de imersdo em agua (Zeiss).
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3.3. Células

3.3.1. Linhagens celulares

Queratindcitos humano normais imortalizados (HaCaT) (Boukamp et al., 1998) e
células de adenocarcinoma de Utero humano (HelLa) disponiveis no Instituto de Quimica
(IQUSP), foram cultivados em meio essencial Dulbecco's Eagle (DMEM) acrescido de 10%
(v/v) de soro fetal bovino (SFB), 1% (v/v) de solucdo penicilina-estreptomicina com
antimicotico. Para garantia da reprodutibilidade e confiabilidade dos dados, as linhagens
celulares foram manipuladas cuidadosamente, em ambiente e com material estéril, evitando a

contaminacgdo por bactérias, fungos, micoplasma, ou ainda contaminacao cruzada.

3.3.2. Plagueamento das células

As células foram ressuspensas utilizando a tripsina, e posteriormente contadas
utilizando a cdmara de Neubauer e microscépio 6tico com auxilio do corante azul de Tripan,
este ajuda a distinguir células viaveis de células danificadas, uma vez que nestas ultimas a
membrana celular estd rompida possibilitando a internalizacdo do corante mais facilmente,
acarretando coloracdo azul. Apds contagem, o numero de células desejado foi distribuido nas
placas e estas foram mantidas em incubadora a 37°C e 5% CO, por pelo menos 18 horas até a

realizacdo do experimento.

3.4. Solucéo de Fotossensibilizadores

As solugdes estoque dos FSs fenotiazinicos azul de metileno (MB) e 1,9-dimetil-azul
de metileno (DMMB) foram preparadas em agua Milli-Q a partir de amostras sélidas, e
tiveram suas concentragcdes determinadas a partir da Lei de Lambert-Beer valendo-se de
medidas de absorcao realizadas em solugdo etanodlica (para evitar dimeros) e dos coeficientes
de absortividade molar (emax), 81600 L/mol.cm para MB e 78000 L/mol.cm para DMMB,

determinados por Bacellar e colaboradores (2014).
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3.5. Métodos

3.5.1. Andlise da sobrevida celular em funcéo da concentragdo de FS e da dose

de luz (J/cm?) em células HaCaT

Para se avaliar a fototoxicidade em funcdo da dose de luz apds a fotoativacdo dos FSs
MB e DMMB usaram-se células HaCaT. Resumidamente, 3,2 x 10° células foram plaqueadas
em placas de 96 poc¢os por 24 horas a 37°C e 5% CO,. Antes do tratamento as células foram
lavadas duas vezes em PBS 1x para a total retirada do meio DMEM suplementado com SFB a
10% (v/v). Em seguida foram incubadas por 1 hora em 0,2 mL de PBS 1x acrescido de
DMMB ou MB em diferentes concentracdes a 37°C e 5% CO,. Apo0s lavar as células duas
vezes em PBS 1x para retirada da solugdo de FSs, as microplacas foram irradiadas em
presenca de PBS 1x com diodos emissores de luz (LEDs), em comprimento de onda maximo
de emisséo a 633 nm e 34 W/m? de irradiancia, localizados a 18 cm de distancia da
microplaca, nas doses de luz de 2,75 J/cm?, 5,5 J/lcm? e 11 J/cm?. As amostras ndo irradiadas
permaneceram no escuro em presenca de PBS 1x.

Apds o tratamento, as células foram mantidas em meio DMEM suplementado com
antibidtico a 1% (v/v) e SFB a 10% (v/v) por 48 horas a 37°C e 5% de CO,. Apbs esse
periodo avaliou-se simultaneamente a viabilidade celular a partir dos testes colorimétricos de
reducdo do MTT, de incorporacdo do Vermelho Neutro (NR, do inglés Neutral Red) e de
citoguimica, usando-se Cristal Violeta (CV), segundo proposto por Martins e colaboradores
(2013). Os valores percentuais de sobrevida celular foram obtidos a partir da proporgdo da
absorbancia obtida das células tratadas em relacdo as ndo tratadas, ambas corrigidas pela
absorbancia referéncia a 800 nm. Os ensaios foram realizados em quadruplicadas e foram

repetidos em trés experimentos independentes.
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3.5.1.1. Ensaio de viabilidade celular pela reducio do MTT

O MTT (Brometo de 3-[4,5,-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-2H-tetraz6lio) é um

composto soluvel que, uma vez internalizado, é reduzido por enzimas mitocondriais

(Succinato Desidrogenase e Citocromo ¢ Oxidase) formando um produto de cor parpura

denominado de formazan (Carmicheal et al., 1987). Esse produto uma vez solubilizado em

dimetil sulféxido (DMSO) pode ser quantificado espectrofotometricamente. Essa reducéo do

MTT em cristais de formazan é considerada indicativa da atividade metabdlica celular e sua

medida é comumente utilizada para se avaliar proliferacdo e viabilidade celular (Mosmann,
1983; Collier and Pritsos, 2003; Trevisi et al., 2006).

Resumidamente, foram adicionados em cada poco 0,2 mL de meio DMEM contendo

MTT a 50 pg/mL, seguido de incubacéo a 37°C e 5% de CO, por 2 horas. A seguir, removeu-

se 0 meio com MTT e adicionou-se 0,1 mL de DMSO. Em seguida, agitou-se a placa para

total solubilizacdo dos cristais de formazan. Por ultimo, obtiveram-se os valores de

absorbancia a 550 nm com correcao de referéncia a 800 nm.

3.5.1.2. Ensaio de viabilidade NRU

O ensaio de NRU, do inlgés Neutral Red Uptake, se baseia no acimulo do corante
catiénico Vermelho Neutro (NR) em membranas lisossomotrépicas. NR se difunde através da
membrana celular, ficando retido nos lisossomas de células vidveis devido as mudancas de
cargas causadas pelo pH é&cido lisossomal. O ensaio NRU se resume no tratamento por 2
horas das células em meio DMEM 1,0% SFB (v/v) acrescido de 30 pg/mL de NR a 37°C e
5% de CO,. Apos lavagens em PBS 1x, elui-se 0 NR retido no interior dos lisossomas em 0,2
mL de solucdo de etanol a 50% (v/v) e acido acético 1,0% (v/v), seguido de incubacdo por 10
minutos a temperatura ambiente. A incorporacao lisossomotropica do NR foi estimada a 540

nm com correcdo de referéncia a 800 nm.
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3.5.1.3. Ensaio de viabilidade CVS

O ensaio CVS do inglés Crystal Violet Staining € um ensaio de marcacao citoquimica,
que avalia a sobrevida celular in vitro dada pela densidade relativa de células coradas em
relacdo a ndo coradas. Esse ensaio € realizado na mesma placa em que se avaliou a sobrevida
por NRU conforme elaborado por Martins e colaboradores (2013). Assim, apds serem lavadas
duas vezes com H,O destilada, as células fixadas no ensaio NRU foram coradas com solucéo
de Cristal Violeta 0,02% (p/v) por 5 minutos a temperatura ambiente. Apés lavagem em PBS
1x, elui-se 0 CV em solucdo 50% (v/v) de etanol acrescido de citrato de sédio 0,1 mol/L,
seguido de incubacdo por 5 minutos a temperatura ambiente. A seguir, ap6s breve agitacéo,

obtiveram-se os valores de absorbancia a 585 nm com correcgéo de referéncia a 800 nm.

3.5.2. Principio da estratégia AAU para mensuracdo in vitro de morte celular

por autofagia

Para se mensurar autofagia in vitro empregou-se a estratégia de deteccdo de vacuolos
autofagicos pela variavel AAU, do inglés, arbritrary autophagic units (Unidades Arbitrarias
de Autofagia), descrita originalmente por Martins e colaboradores (2013). Sumariamente, essa
estratégia baseia-se na marcacao de vactolos autofagicos pelo corante lisossomotrépico NR,
usando-se o ensaio NRU acima descrito.

Segundo essa abordagem, durante a inducdo de morte por autofagia hd um acimulo de
NR em autolisossomas ou vacuolos autofagicos tardios em comparagdo ao controle nédo
tratado, onde se tem em maior frequéncia lisossomas viaveis. Assim, em decorréncia da maior
incorporacdo e retencdo do NR em vacuolos autofagicos tardios lisossomotropicos ha uma
superestimacdo da taxa de sobrevida celular. E, ao se normalizar essa taxa pela média das
taxas de sobrevida celular estimadas pelos ensaios CVS e reducdo do MTT, tem-se a variavel
AAU que, quando maior que 1,0, se correlaciona significativamente e linearmente com morte

celular autofagica.



37

3.5.3. Anadlise da inducao de estresse oxidativo usando-se a sonda H,DCFDA

A formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi monitorada pelo ensaio
indireto de oxidacdo da molécula ndo fluorescente 2°,7’- diclorodihidrofluoresceina diacetato
— H;DCFDA na molécula fluorescente 2°,7’- diclorofluoresceina (DCF). Resumidamente,
apos incubar células HaCaT com os FSs MB (1,0 a 4,0 umol/L) e DMMB (5,0 a 30 nmol/L)
por 1 hora, lavaram-se as células com PBS 1x por duas vezes, seguido de incubacdo com 10
pumol/L de H,DCFDA em tamp&o PBS 1x por 30 minutos a 37°C. A seguir, as células foram
irradiadas a 633 nm, sob a dose de luz de 11 J/cm?. Ap6s a fotossensibilizacio, mantiveram-se
as células em gelo e realizou-se a leitura da fluorescéncia verde com os filtros de excitacdo
(485 nm) e emisséo (520 nm). A possibilidade de interferéncia no ensaio com DCF a partir da
sua auto-fotossensibilizagdo ndo ocorre neste caso, uma vez que a DCF ndo absorve em 633
nm.

Considerou-se para as analises comparativas, o valor da fluorescéncia da amostra
diminuida do valor da fluorescéncia background local, representado pela fluorescéncia do
corante DCF em um po¢o sem ceélulas. Através da comparacdo da intensidade de
fluorescéncia normalizada pela densidade celular dada pelo método CVS, pdde-se estimar o

grau de oxidacdo de H,DCFDA na populacdo de células HaCaT ap6s TFD.

3.5.4. Andlise da inducéo de estresse oxidativo usando a sonda MitoTracker Red
(CM-H,;TMRos)

Para se confirmar os dados obtidos a partir do ensaio com a sonda H,DCFDA, a
formacgéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) também foi monitorada utilizando-se a
sonda reduzida MitoTracker Red CM-H,XRos, que € um clorometil derivado da dihidroX-
rosamina.

O MitoTracker Red CM-H,XRos € um corante lipofilico que, por estar reduzido, ndo

fluoresce até entrar numa célula com metabolismo energético ativo e ser oxidado a clorometil
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X-rosamina, CMXRos. Em presenca de espécies reativas de oxigénio este corante oxida,
torna-se cationico e se concentra no interior da mitocondria a partir do potencial de membrana
negativo desta organela celular. A presenca do grupo clorometil (CM) garante o acimulo
desta sonda no interior desta organela ao se ligar covalentemente a nucle6filos nela presentes,
por exemplo, os grupos tiol de peptideos e proteinas (Poot et al., 1996). Assim, apenas EROs
mitocondriais séo detectadas.

Resumidamente, lavaram-se as células HaCaT uma vez em PBS 1x, seguido de
incubacdo com MitoTracker Red CM-H;XRos (1,0 pumol/L) em tampdo PBS 1x por 15
minutos a 37°C e 5% de CO,. A seguir, lavaram-se as células duas vezes em PBS 1x, seguido
de incubacdo com os FSs MB (1,0 e 2,0 umol/L) e DMMB (5,0 e 10 nmol/L) por 1 hora a
37°C e 5% de CO,. A sequir, as células foram irradiadas a 633 nm com dose de 11 J/cm?.
Apbs a fotossensibilizacdo, lavaram-se as células em PBS 1x acrescido de EDTA a 0,05%
(p/v), seguido de tratamento com tripsina durante 10 minutos a 37°C e 5% de CO,. Ap0s esse
periodo, as células tripsinizadas foram transferidas para tubo de microcentrifuga contendo 0,5
mL de meio DMEM a 1,0% SFB (v/v) e concentradas por centrifugacdo a 600 g por 5
minutos a temperatura ambiente. A seguir, lavou-se esse precipitado celular seguido de
centrifugacdo a 600 g por 5 minutos a temperatura ambiente. Por Gltimo, ressuspenderam-se
as células em PBS 1x acrescido de EDTA a 0,05% (p/v) e detectou-se a fluorescéncia
vermelha da sonda por citometria de fluxo com os filtros de excita¢do (488/633 nm) e emisséo

(645 nm).

3.5.5. Avaliacéo da inducéo de vacuolos autofagicos e da inducéo de necrose

A inducgdo de morte autofagica dada pelo acumulo de vaclolos autofagicos tardios ou
autolisossomas em células HaCaT foi avaliada 0, 3 e 48 horas apés a fotoativagdo dos FSs
MB a 2,0 pumol/L e DMMB 10 nmol/L, usando-se o marcador laranja de acridina (AO, do

inglés Acridine Orange). Como controle utilizou-se a droga indutora de autofagia, Cloroquina
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(CQ) a 60 umol/L, incubada a 37°C 5% CO, por 24 horas (Martins et al., 2013). A Cloroquina
é uma base fraca que se concentra em vesiculas acidas, como os lisossomas/endossomos, esta
molécula bloqueia o fluxo autofagico normal, uma vez que impede a degradacdo lisossomal
de vacuolos autofagicos, provocando o acumulo de autofagossomas ou de autolisossomas nédo
digeridos devido a diminuicdo de lisossomas vidveis para degradar seus conteudos com
sucesso (Geng et al., 2010; Yoon et al.; 2010), resultando assim em morte celular autofagica
(Martins et al., 2013).

Assim como o NR, AO é um agente acidotrépico/lisossomotropico fracamente basico
gue se acumula, na sua forma ionizada, especificamente em ambientes celulares acidos,
endossomo/lisossoma. Uma vez ionizada, AO formam agregados que sob excitacdo a 488 nm
emitem fluorescéncia laranja-vermelha, cuja intensidade se mostra proporcional tanto a acidez
guanto ao volume e ao acumulo de vaclolos autofagicos tardios (Traganos and
Darzynkiewicz, 1994; Paglin et al., 2001). Moléculas de AO que se encontram no citoplasma
e no nucleo estdo na sua forma ndo ionizada emitindo uma fluorescéncia verde sob excitacdo
a 488 nm (Ditaranto, Tekirian and Yang, 2001).

A inducéo de necrose foi investigada usando-se o marcador iodeto de propideo (IP),
que, em decorréncia de seu tamanho, é incorporado apenas por células que apresentam
comprometimento de membrana plasmaética, intercalando-se ao DNA picnoético caracteristico
de células necrdticas. O acimulo de IP também pode ser visualizado em células em apoptose
tardia (necrose secundaria), que apresentam permeabilidade de membrana, nicleo aumentado
e com condensacdo de cromatina (Ormerod et al., 1993). Apos a fotoativacdo dos FSs a 633
nm sob a dose de luz de 11 J/cm?, incubaram-se as células em 1,0 pg/mL de AO e de IP por
10 minutos a 37°C e 5% de CO,. Apo6s lavar por duas vezes em PBS 1x, as células foram

observadas ao microscopio invertido de epifluorescéncia Zeiss. A fluorescéncia do marcador


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ditaranto%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tekirian%20TL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yang%20AJ%22%5BAuthor%5D
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AO foi detectada usando-se o filtro 09 (Zeiss) que promove excitacdo a 450-490 nm com

emissdo long pass (LP) de 515 nm.

3.5.6. Avaliacdo da inducdo de vacuolos autofagicos por imunofluorescéncia

LAMP2A e LC3-11

Para se confirmar os dados de AAU apds inducdo de fototoxicidade pelos FSs MB e
DMMB, assim como avaliar o fluxo autofagico, realizou-se o ensaio de imunofluorescéncia
colocalizada para as proteinas de marcacdo de autofagossoma, LC3-1I, e de marcacdo
lisossomal, LAMP2A, usando-se microscopia confocal. Ao se analisar a forca de
colocalizagdo desses dois marcadores, torna-se possivel avaliar o status do fluxo autofagico,
conforme sugerido por Klionsky e colaboradores (2008). Havendo colocalizagéo significativa
dada pelo coeficiente de correlagdo de Mander (1993), assume-se que ha um fluxo autofagico
normal, caracterizado pela fusdo do autofagossoma com o lisossoma formando-se o vacuolo
autofagico tardio ou autolisossoma. Essa analise de correlacdo foi realizada usando-se o
plugin “Colocalization analysis” do Image J (National Institutes of Health, Bethesda), um
software para processamento e analise de imagens.

A inducdo de vacuolos autofagicos em células HaCaT foi verificada 6 horas apds a
fotoativacdo (11 J/cm?) do FS MB a 2,0 umol/L e do DMMB a 10 nmol/L. Como controle
positivo para inducdo de autofagia trataram-se as células com CQ a 60 pumol/L (Martins et al.,
2013) em meio DMEM suplementado com 1% (v/v) de SFB, e as manteve a 37°C e 5% de
CO; por 24 horas.

Apds os tratamentos, as células aderidas em laminulas foram lavadas em PBS 1x e, em
seguida, fixadas em solucdo tamponada de formaldeido a 4% (p/v) por 15 minutos a
temperatura ambiente. Apds fixacdo, as células foram lavadas trés vezes com PBS 1x gelado,
em intervalos de 5 minutos. Apos o bloqueio por 1 hora & temperatura ambiente em solucao

de PBS 1x contendo Triton X-100 a 0,3% (v/v) e Albumina de Soro Bovino 5% (p/v),
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incubaram-se as laminulas overnight a 4°C em presenca dos anticorpos primarios
monoclonais de coelho anti-LC3-11 e de camundongo anti-LAMP2A diluidos respectivamente
1:200 e 1:100 em PBS 1x contendo 1% (p/v) de Albumina de Soro Bovino e Triton X-100 a
0,3% (V/v).

Apls o periodo de incubacdo do anticorpo primario, lavaram-se trés vezes as
laminulas em PBS 1x, seguido de incubacdo em PBS 1x acrescida de Triton X-100 a 0,3%
(v/v) contendo anticorpos secundario anti-lgG de coelho conjugado com Alexa-488 e anti-1gG
de camundongo conjugado com Alexa-633 ambos diluidos 1:500. Finalmente, ap6s lavagens
consecutivas em PBS 1x, montaram-se as laminulas com Prolong-DAPI para deteccdo das
imagens em microscopio confocal. Os filtros de excitacdo e emissdo de fluorescéncia
utilizados foram os seguintes: para visualizar o marcador nuclear DAPI, 362 nm/475 nm
(emissdo na cor azul); Alexa 488, 488 nm/520 nm (emissdo na cor verde) e Alexa 633, 547

nm/630 nm (emissdo na cor vermelha).

3.5.7. Comprometimento lisossomal avaliado pela atividade de p-D-galactosidase

A enzima B-D-galactosidase € uma hidrolase lisossdmica eucaridtica com atividade
méaxima em pH acido (pH 4.0 a 5.0). Ela catalisa a clivagem de residuos de galactose terminal
em ligacbes [ de substratos naturais, como, gangliosideos, glicoproteinas e
glicosaminoglicanos, bem como de substratos artificiais (Suzuki et al., 1980, O'Brien, 1989).

A analise de sua atividade em pH subdtimo (pH 6.0) tem sido associada a senescéncia
celular (Dimri et al., 1995), uma vez que, apesar de sua atividade ndo ser necessaria a
ocorréncia de senescéncia, observou-se que em células senescentes ha um aumento do nivel
de pB-D-galactosidase e seu acimulo nos lisossomas, podendo assim ser detectada mesmo em
condicBes subotimas de pH (Lee et al., 2006). Contudo, pode-se também empregé-la para
avaliacdo do status lisossomal de uma célula ap6s determinado tratamento, conforme proposto

originalmente nesse trabalho. Para isso, avaliou-se a atividade da p-D-galactosidase
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lisossomal através de um ensaio citoquimico realizado em pH 6timo a 5.0, utilizando-se o
substrato cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-galactopiranosideo (X-Gal). Apos a
clivagem desse composto ha formacdo de um composto insolavel azul (Miller, 1972), cuja
intensidade de marcacgdo avaliada por microscopia de luz se correlaciona linearmente com a
atividade da B-D-galactosidase lisossomal, conforme proposto por Debacg-Chainiaux e
colaboradores (2009). Ao analisar as imagens geradas usando-se o plugin “Segmentation”,
disponibilizado no Image J (National Institutes of Health, Bethesda), foi possivel avaliar
quantitativamente as marcacdes obtidas.

Essa analise do status lisossomal se deu 120 horas apds a inducdo da
citofototoxicidade promovida pelos FSs MB a 2,0 yumol/L e DMMB a 10 nmol/L.
Resumidamente, lavaram-se as células HaCaT por duas vezes em PBS 1x, seguido de fixacdo
em solucdo tamponada de formaldeido a 2% (v/v) e glutaraldeido a 0.2% (v/v), durante 15
minutos a temperatura ambiente. Ap6s lavagens por duas vezes em PBS 1x, incubaram-se as
células a 37°C em auséncia de CO,, por 16 horas, em solu¢do de marca¢do da B-D-
galactosidase contendo 1 mg/mL de 5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-galactopiranosideo (X-
Gal), acido citrico/ tampédo fosfato de sédio pH 5.0 a 40 mmol/L, ferrocianeto de potéssio
(K4 [Fe(CN)g]) a 5,0 mmol/L, ferricianeto de potassio (Ks [Fe(CN)e]) a 5,0 mmol/L, NaCl a
150 mmol/L e MgCl, a 2,0 mmol/L. Apds a coloracdo por 16 horas a 37°C as células foram
lavadas em PBS 1x por duas vezes. As imagens foram obtidas por microscopia de transmisséo
e avaliaram-se gquantitativamente as marcagdes obtidas usando-se o plugin “Segmentation”,

disponibilizado no Image J (National Institutes of Health, Bethesda).

3.5.8. Anadlise do comprometimento mitocondrial apdés TFD por deteccdo de

fluorescéncia de Rodamina 123 por citometria de fluxo

A citometria de fluxo por fluorescéncia (Fluorescence Activated Cell Sorting ou

FACS) é uma técnica que permite determinar propriedades quantitativas e qualitativas de


http://pt.wikipedia.org/wiki/Pot%C3%A1ssio
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moléculas e organelas de células suspensas em meio liquido em fluxo. Para isso, células
previamente coradas com fluorocromos de interacdo especifica sdo excitadas pelo laser,
emitem luz de acordo com suas caracteristicas fluorescentes, podendo-se entdo examinar
aspectos bioquimicos, biofisicos e moleculares das mesmas.

Para analise do dano mitocondrial ap6s a TFD utilizou-se o fluoréforo catibnico
Rodamina 123 (R123), este é permeavel a membrana celular e incorpora-se em mitocondrias
metabolicamente ativas devido a diferenca de potencial de membrana dessa organela (Emaus,
Grunwald and Lemasters, 1986). Para isso, foram plaqueadas aproximadamente 6 x 10°
células HaCaT em placas de 6 pocos, as quais foram mantidas por 24 horas a 37°C e 5% CO,.
Apds esse periodo as células foram lavadas em PBS 1x e incubadas com DMMB e MB por 1
hora. Seguido de lavagem em PBS 1x por duas vezes e posterior irradiacdo no comprimento
de onda a 633 nm, na dose de 11 J/cm?. Imediatamente ap6s a irradiacdo, as células foram
incubadas com R123 a 500 nmol/L por 30 minutos. Passado 30 minutos, lavaram-se as células
uma vez em PBS 1x e uma vez em PBS 1x/EDTA 0,05% (p/v) e acrescentou-se 0,3 mL de
tripsina por 5 minutos. Apds as células serem tripsinizadas, adicionou-se 0,5 mL de meio
DMEM a 10% (v/v) de SFB, para inativagdo da tripsina, e transferiram-se as células para
tubos de 2,0 mL para serem centrifugadas a 300 g por 5 minutos a 4°C. Apo6s o descarte do
sobrenadante, ressuspendeu o precipitado em 0,2 mL de PBS 1x/EDTA 0,05% (p/v) a 4°C. Os
tubos foram novamente centrifugados a 300 g por 5 minutos. Por dltimo, descartou-se o
sobrenadante seguido de ressuspensdo do precipitado celular em 0,2 mL de solucdo de PBS
IX/EDTA 0,05% (p/v). A fluorescéncia da sonda R123 foi medida por citometria de fluxo

com filtros de excitacdo a 488 nm e emissdo a 550 nm.

3.5.9. Ensaio de cito-localizacio dos FSs
A cito-localizagdo dos FSs pode ser determinada de maneira eficiente e com elevada

resolucdo através da microscopia confocal de varredura a laser, a partir do ensaio de
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colocalizacdo de sondas especificas para organelas celulares que possuem maximos de
emissdo de fluorescéncia diferentes dos FSs (Wilson, Olivo and Singh, 1997).

A fim de analisar a localizacdo subcelular dos FSs MB e DMMB através da
microscopia confocal, células HaCaT (3 x 10* celulas/cm?) foram plaqueadas em laminulas de
vidro. Apos 18 horas de plaqueamento, incubaram-se as células com os FSs MB e DMMB
por 1 hora a 37°C e 5% de CO,, faltando meia hora para o término da incubacdo com os FSs,
adicionou-se o marcador mitocondrial R123, na concentracdo de 300 nmol/L. Para marcacéo
lisossomal, apds a 1 hora de incubacdo com os FSs, incubou-se as células com o marcador
Lysotracker Green na concentracdo de 300 nmol/L imediatamente antes da analise ao
microscopio. O Lysotracker Green é constituido por uma sonda fluorescente ligada a uma
base fraca parcialmente protonada em pH neutro, esta sonda € altamente permeavel em
membranas celulares e capaz marcar seletivamente organelas que possuem pH acido,
incluindo lisossomos, que mediante a protonacao permanece ligada a tais organelas.

Apoés a marcacdo, as laminulas foram lavadas com PBS 1x gelado e transferidas para
lamina de vidro para analise por microscopia confocal de varredura a laser, utilizando filtro de
excitacdo a 488 nm e detectando a emissdo em 505-530 nm (verde) para visualizacdo dos
marcadores das organelas e filtro excitando a 633 nm e detectando a 651-704 nm (vermelho)
para visualizagdo da emissao de fluorescéncia dos FSs.

As imagens obtidas foram tratadas por técnicas de deconvolucdo 2D através do
software MetaMorph 6.3r2, Molecular Devices, utilizado também para determinar a
porcentagem de colocalizacdo entre os FSs e os marcadores de organelas, a partir do calculo
de integral da area, num determinado plano cartesiano, da fluorescéncia emitida por ambos

fluoroforos.
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3.5.10. Inducéo de morte celular autofagica em células HaCaT apos fotoativacéo

do MB

A fim de verificar a ocorréncia de acumulo de vacuolos acidos autofagicos apos
fotoativacdo do MB, células HaCaT (3 x 10* celulas/cm?) foram plaqueadas em laminulas de
vidro, apds 18 horas de plaqueamento incubaram-se as células com os indutores de mitofagia,
conforme descrito por Frank e colaboradores (2012), peroxido de hidrogénio (H,O;) 3,3
mmol/L em meio DMEM 1% SFB por 10 minutos a 37°C e 5% de CO,, ou rotenona 1 pmol/L
em meio DMEM 1% SFB por 1 hora a 37°C e 5% de CO,, seguido de incubacdo com MB 0,5
umol/L por 1 hora e posterior fotoativacio a 633 nm, na dose de 11 J/cm?. Passado 48 horas
de tratamento, incubaram-se as células com 1,0 ug/mL de AO por 10 minutos a 37°C e 5% de
CO,. Ap6s lavar por duas vezes em PBS 1x, as células foram observadas ao microscépio
invertido de epifluorescéncia Zeiss. A fluorescéncia do marcador AO foi detectada usando-se
o filtro 09 (Zeiss) que promove excitacdo a 450-490 nm com emissdo long pass (LP) de 515
nm. Sob essas mesmas condicOes de tratamento, células HaCaT foram submetidas a ensaios
de viabilidade celular e calculo de AAU, conforme descrito nos topicos 3.5.1.1, 3.5.1.2,
3.5.1.3 e 3.5.2, para verificacdo de citotoxicidade e morte celular autofagica.

Nas condicdes definidas por Frank e colaboradores (2012), o H,O, a 3,3 mmol/L por
10 minutos induz um desbalango oxidativo intracelular baixo e transitorio, e a rotenona a 1
pmol/L por 1 hora inibe a atividade do complexo | mitocondrial levando a formacéo
moderada de EROs nas mitocéndrias. Assim, ambas as moléculas causam danos pequenos e
seletivos nas mitocéndrias, levando especificamente a mitofagia como um mecanismo de

reparo e recuperacao da homeostase celular sem afetar a viabilidade das células.
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3.5.11. Efeitos da TFD induzida por DMMB e MB em células HeLa

Para avaliar os efeitos da TFD com os FSs DMMB e MBs em outra linhagens
celulares além da HaCaT, realizaram-se as mesmas metodologias descritas nos topicos
3.5.1.1, 3512, 35.1.3, 3.5.2 e 3.5.5 utilizando-se células de adenocarcinoma de Utero

humano (HelLa).

3.5.12. Analise estatistica dos dados

Para andlise de dados numéricos utilizou-se o programa Microsoft Excel 2010
(Microsoft Corporation, Redmond, WA). Para a construcdo e analise de graficos utilizou-se o
software OriginPro 7.0 (Origin Lab Corporation, Northamptom, MA). Os resultados sdo
apresentados sob a forma de média + desvio padrao, e as barras de erro sdo desvios padréo de
um conjunto de dados.

Para analise estatistica de correlacdo foi empregado o software para Windows SPSS
13.0, na andlise comparativa aplicaram-se testes estatisticos para amostras pareadas. Antes de
se realizar tais testes, aplicou-se o teste de Kolmogorov-Sminorv para se avaliar a aderéncia
de uma variavel a distribuicdo normal. Em casos de distribuicdo Gaussiana foram aplicados
testes paramétricos T de Student-pareado e de Pearson, caso contrario utilizaram-se testes

ndo-paramétricos de Wilcoxon e Spearman’s.
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4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1. Sobrevida celular de células HacaT em funcéo da concentracdo de FS e da dose

de luz (J/cm?)
As taxas de sobrevida de células HaCaT foram determinadas 48 horas apo0s a
fotoativacdo do MB e DMMB em diferentes concentracdes, nas doses de luz de 2,7 J/lcm?; 5,5

Jlcm? e 11 J/em? a 633 nm, a partir do ensaio colorimétrico MTT (Figura 5).
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Figura 5: Curva de dose-resposta 48 h ap6s a fotoativacdo do MB (0; 2,0 e 3,0 umol/L) (A) e DMMB (0; 10 e
20,0 nmol/L) (B) escuro (auséncia de luz - 0 J/cm?) e sob as doses de luz de 2,75; 5,5 e 11 J/cm?. A sobrevida
média foi calculada a partir de trés experimentos independentes. A dispersdo dos dados esta representada pelo
desvio padrao-médio.

Observa-se claramente que nas concentragdes estudadas ambos os FSs no escuro (ndo
irradiados) ndo sdo citotoxicos para células HaCaT. Entretanto, apés a fotoativacdo a 633 nm
observa-se a diminuicdo da sobrevida celular com o aumento da dose de luz. Observa-se
tambem a diminuicdo da sobrevida com o aumento da concentragdo de ambos FSs analisados
(Figura 5). Nota-se também que, a faixa de concentracdo na qual os compostos sao
fototoxicos € bem distinta. No caso do DMMB a fototoxicidade é observada na faixa de
nanomolar e no caso do MB, a faixa € micromolar.

Para continuar a analise comparativa dos efeitos biologicos dos FSs apés irradiacao,

considerou-se a dose de luz 11 J/cm?, uma vez que nesta dose de luz detectou-se nas
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concentracdes de 2,0 umol/L para o MB e de 10 nmol/L para o DMMB o valor do ICs
(Figura 6). Nota-se que no caso do DMMB ha um aumento aparente da sobrevida quando a
medida € realizada por NRU, o que é sugestivo de morte celular autofagica (Figura 6B)

(Martins et al., 2013).
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Figura 6: Curva dose-resposta 48 h apds a fotoativacdo do MB (0 a 3,0 pmol/L) (A) e do DMMB (0 a 20
nmol/L) (B). Irradiado a 633 nm, na dose de 11 J/cm®. Ensaio de viabilidade pelos métodos de reducdo do MTT,
acumulo de vermelho neutro (NRU) e de marcacéo citoquimica com cristal violeta (CVS). A sobrevida média foi
calculada a partir de trés experimentos independentes. A dispersdo dos dados estd representada pelo desvio
padrdo-médio. Setas indicam valores de NRU acima das medidas de sobrevida quantificada pelos outros dois
métodos.

O indice de morte celular ap6s fotoativacdo do DMMB foi obtido nhuma concentragdo
significativamente menor do que a concentragdo do MB (na escala de duas ordens de
grandeza), em todas as doses de luz analisadas (Figura 5). Desta forma, pode-se afirmar que o
DMMB apresenta maior eficiéncia fotodindmica quanto a inducdo de morte celular do que o
MB. Dados semelhantes de fototoxicidade entre 0 DMMB e o MB foram observados por
Waingwright e colaboradores (1997) em células de tumor mamario murino (EMT-6) pelo
teste colorimétrico de redugcdo do MTT. Como j& comentado na introducdo, essa maior
eficiéncia foi justificada devido ao carater mais lipofilico e ao menor potencial de reducéo do
DMMB em relagéo ao MB.

Considerando que a eficiéncia fotodinamica tem sido geralmente relacionada com a
eficiéncia de geragcdo de EROs, a maior eficiéncia do DMMB sugere que este FS pode gerar

um maior nivel de desbalanco redox. No entanto, esta relacdo ndo é necessariamente
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verdadeira, uma vez que outros fatores, como o0 mecanismo de morte celular fotoinduzido e a

citolocalizacdo dos FSs, também estdo relacionados com a eficiéncia de morte celular.

4.2. Mensuracao de EROs a partir da fluorescéncia de H,DCFDA e de MitoTracker

Red

As quantificacbes de varios pardmetros do desbalango redox tém sido comumente
realizadas através de sondas fluorescentes. Neste trabalho utilizaram-se duas sondas,
H,DCFDA e MitoTracker Red.

Apesar das limitacGes na interpretacdo do aumento de fluorescéncia de H,DCFDA
pela formacdo de DCF (Kalyanaraman et al., 2012), empregamos essa metodologia como uma
abordagem de mensuracdo de EROs ap6s fotossensibilizagdo das células HaCaT em presenca
de MB e DMMB, na dose de luz de 11 J/cm? e nas concentracdes dentro do intervalo em que
se analisou a morte celular fotoinduzida. Este tipo de ensaio ndo sofre as principais
interferéncias nos ensaios de DCF, uma vez que se trabalhou com a mesma linhagem celular e
a Unica variavel alterada foi justamente a quantidade de espécies reativas geradas por
excitacdo em luz visivel. Nao houve, também, possibilidades de fotossensibilizacdo da sonda
e consequente geracdo estresse oxidativo pela mesma, uma vez que a DCF ndo absorve no
comprimento de onda de excitacdo dos FSs analisados (633 nm) (Daghastanli, Itri and
Baptista, 2008).

Como se pode observar no grafico de intensidade de fluorescéncia relativa de DCF em
funcdo da concentracdo dos FSs, que estd expressa em funcdo dos multiplos do valor de 1Cs
(Figura 7), a intensidade de fluorescéncia de DCF aumenta proporcionalmente ao aumento da
concentracdo de MB (1,0 a 4,0 umol/L), indicando que a geragdo de EROs e a eficiéncia de
morte celular aumentam proporcionalmente ao aumento da concentragdo do MB. Ja a
intensidade de fluorescéncia de DCF emitida apOs fotossensibilizagio do DMMB, nas

concentragfes 5,0 a 20 nmol/L, ndo sofre grandes variagdes e € menor em uma ordem de
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grandeza aquela emitida apds fotossensibilizacdo do MB. Esse resulado mostra-se contrario
ao paradigma “quanto mais EROs mais morte celular”, pois, no caso da fotossensibilizacdo do
DMMB, ha morte celular sem um aumento significativo na fluorescéncia de DCF, ou seja,

sem a geracdo de EROs capaz de ser detectada pela tal sonda (Figura 7).
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Figura 7: Gréfico da analise de intensidade de fluorescéncia relativa de DCF em funcdo dos mdltiplos de 1Cx
dos FSs MB (X = 2,0 pmol/L) e DMMB (X = 10 nmol/L), ap6s fotoativacio a 633 nm e dose de 11 J/icm? A
dispersdo dos dados esta representada pelo desvio padrdo-médio. CT, corresponde a células controle, ndo
tratadas com FSs.

Os resultados de desbalanco oxidativo, obtidos no intervalo de concentragcdo dos FSs
que incluem seus respectivos valores de 1Cso foram correlacionados com os dados

fototoxicidade atraves da construgdo e analise de gréficos de disperséo (Figura 8).

120 120
A (MB] B - [DMMB]
100 = * Oumoli 100 -y
) 1 $ : ;ﬁmg:jh » ] A 10 nmollL
a 1. e v 4 moli 5 ; v 20nmol/L
= 80 n = 80 H
[ °® [0}
R ® . N
S 60 .f‘ aa S 609 .
&) [
—_ = &
S 40 N S a4
(7)) AiA wn g
S 201 ATy W vy vy S 201 .
¥
O\o O\o A4 v
0 T T T T ] 0 T T T T ]
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Intensidade de Fluorescéncia Relativa Intensidade de Fluorescéncia Relativa

Figura 8: Correlagdo linear entre fluorescéncia relativa de DCF e sobrevida celular dada por CVS ap6s a
fotoativacdo dos FSs em diferentes concentrag¢des de MB (0 a 4,0 umol/L) (A) e DMMB de (0 a 20 nmol/L) (B),
a 633 nm na dose de 11 Jlcm® Coeficientes de correlacdo linear foram calculados segundo o teste ndo-
paramétrico de correlagdo de Spearman.
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Conforme demonstrado na Figura 8A, ha uma correlacdo forte e significativa (Rho = -
0,8; p = 10®) entre os niveis de EROs gerados pela fotossensibilizacdo do MB e a diminuicéo
de sobrevida celular. O mesmo ndo ocorre apos fotossensibilizacdo do DMMB (Figura 8B),
em que a correlacdo entre o nivel EROs e a diminuicdo de sobrevida celular € muito pequena
(Rho =-0,5; p =5 x 10™).

Esses resultados indicam que a morte das células HaCaT apo0s a fotoativagdo do
DMMB incorporado tem pequena correlacdo com a quantidade de EROs gerada, uma vez que
0 aumento na concentracdo do FS aumenta o indice de morte celular sem alterac6es no nivel
de EROs gerado (Figura 8B).

A fim de confirmar os resultados obtidos com a sonda H,DCFDA, o desbalango
oxidativo gerado ap0s a fotossensibilizacdo também foi mensurado utilizando a sonda
MitoTracker Red (CM-H,XRos), a partir da analise de emissao de fluorescéncia em funcéo da

concentracdo de FS, que também esta expressa em funcdo de multiplos do I1Cs (Figura 9).
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Figura 9: Gréfico da andlise de intensidade de fluorescéncia relativa de CMXRos para deteccdo de EROs apds
fotoativacdo dos FS MB e DMMB a 633 nm, na dose de 11 J/cm® A concentracdo dos FSs esta em fungdo dos
seus valores fracionais de 1Csy (X = 2,0 umol/L para MB e X = 10 nmol/L para DMMB). A dispersao dos dados
esta representada pelo desvio padrdo. CT, corresponde a células controle, ndo tratadas com FS.

Ratificando os dados obtidos pelo ensaio com DCF, a correlacdo entre fluorescéncia
de CMXRos e concentracdo de FS, apds fotossensibilizacdo das células HaCaT, foi

significativa apenas para o MB (Rho = 0,7 p = 0,021). Esses dados corroboram com a
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correlacdo direta entre fototoxicidade do MB e desbalanco oxidativo. Nota-se que, apds
fotossensibilizacdo das células HaCaT em presenca do DMMB, o aumento da concentracdo
deste FS ndo resultou em aumento significativo da intensidade de fluorescéncia de CMXRos
(Rho =-0,2 p =0,45) (Figura 9).

Portanto, destaca-se que a eficiéncia de fototoxicidade do DMMB néo esta relacionada
com um desbalanco oxidativo suficiente para ser mensurado pela oxidacdo destas sondas,
sugerindo que este composto € capaz de induzir morte celular com pequenas concentracGes de
EROs. Uma vez que a elevada eficiéncia de morte celular do DMMB ndo esta relacionada a
maior eficiéncia de geracdo de EROs, investigou-se se 0 DMMB estaria induzindo um

mecanismo especifico de morte celular programada.

4.3. Deteccdo de autofagia in vitro

A andlise de deteccdo de autofagia foi inicialmente realizada a partir do perfil de
incorporacdo do NRU em comparagdo com CVS e MTT (Martins et al.,, 2013). Esta
estratégia, conforme descrito no item 3.5.2, esta baseada na maior captacdo de vermelho
neutro em caso de morte autofagica, uma vez que este corante tem afinidade por vacuolos
acidos, que estdo presentes em maior quantidade em células realizadoras do processo
autofagico. Sendo assim, a avaliacdo de porcentagem de sobrevida por NRU fornece um valor
superestimado. Quando o valor de sobrevida obtido por NRU é comparado com os valores de
sobrevida obtidos por CVS e MTT obtém-se o valor de AAU (do inglés autophagy arbitrary
units). Valores de AAU acima de 1,0 indicam morte celular por autofagia (Martins et al.,
2013) e quanto maior este valor, maior € a correlagdo com morte celular programada tipo 11
(autofagia).

Observou-se que, apos fotossensibilizacdo de células HaCaT com dose de luz de 11
Jlcm? em presenca de DMMB, o valor de sobrevida celular avaliado pelo ensaio NRU estava

superestimado (Figura 6B, setas indicativas), ndo correspondendo aqueles medidos pelos
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ensaios de reducdo do MTT e CVS. Conforme proposto por Martins e colaboradores (2013),
essa discrepancia se deve a maior incorporacdo de NR por vacuolos acidos autofagicos
(autolisossomas/anfissomos) em ceélulas fotossensibilizadas em comparacgdo ao controle nao-
irradiado, em que o NR é incorporado apenas por lisossomas viaveis. ApoOs a
fotossensibilizacdo em presenca de MB, diferente do observado para 0 DMMB, os valores de
sobrevida pelos ensaios de NRU, MTT e CVS foram semelhantes (Figura 6A), ndo
apresentando assim indicios de excesso de vacutolos &cidos quantificados pelo ensaio de NRU.
Diante deste resultado prévio, calculou-se o valor de AAU 48 horas apoés
fotossensibilizar as células HaCaT com MB e DMMB. Este foi graficado em hitogramas

conforme podemos observar na Figura 10.
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Figura 10: Histograma com os valores de AAU calculados a partir dos ensaios de viabilidade MTT, CVS e
NRU, 48 h ap6s o tratamento com os FSs, MB nas concentra¢des de 1,0 a 3,0 umol/L (A) e com DMMB nas
concentragdes de 10 a 20 nmol/L (B). AAU média foi calculada a partir de trés experimentos independentes. A
disperséo dzos dados esta representada pelo desvio padrdo médio. ESC: Escuro; IRR: Irradiado a 633 nm na dose
de 11 J/em”.

O histograma com valores de AAU para as células tratadas com MB mostra que, a
medida que a concentracdo desse FS aumenta, os valores de AAU permanecem em torno de
1,0, ndo apresentando variagdes significativas tanto em células no escuro quanto nas
irradiadas a 633 nm, na dose de luz de 11 J/cm? (Figura 10A), indicando auséncia de morte
celular por autofagia.

Caélculos de correlagdo entre AAU e sobrevida celular dependente da concentragéo de

MB segundo o teste ndo-paramétrico de correlacdo de Spearman, mostraram que ndo ha
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correlacdo relevante entre valores de AAU e diminuicdo da sobrevida celular apds
fotossensibilizacdo do MB (Rho = -0,5 p<0,001) (Figura 11A), sugerindo que a diminuigéo
observada na viabilidade das celulas HaCaT esteja correlacionada com outros mecanismos de
morte celular diferente da autofagia. Trabalhos anteriores ja demonstraram o
desencadeamento de morte celular por apoptose ap6s TFD com MB em celulas HeLa (Lu et
al., 2008), em celulas de melanoma murino (B16F1) (Chen et al., 2008) e em célula de
adenocarcinoma de pulmao (Lim et al., 2013).

Diferente do que foi observado apés TFD com MB, os valores de AAU para as células
HaCaT sob TFD com DMMB foram maiores que 1,0 e crescentes a medida que a
concentracdo de DMMB aumentava (Figura 10B), confirmando os dados de super estimacéo
de sobrevida pelo ensaio com vermelho neutro, observados na Figura 6B. Desta forma, foi
possivel avaliar estatisticamente, a partir do coeficiente de correlacdo de Spearman, a
associacdo da diminuicdo da sobrevida apos a fotoativacdo do DMMB com o aumento dos
valores de AAU (Rho = -0,9 p<0,001) (Figura 11B), sugerindo que a fotossensibilizacdo das

celulas HaCaT em presenca de DMMB induz morte celular por autofagia.

A B
120+ 120+ [DMMB]
[MB] ";hh = 0nmol/lL
e 10 nmol/L

L=l T 4 20 nmol/L

0 pmol/L

]
100 4 ;. N 2 pmol/L
1]
N

°
o
8
o
oy

» 3 pmol/L

[e0)

o
1
n

B [e2] o]

o o o
L™
e

o -
L

N
Q
o
o0
se °

N
o
!

% de Sobrevida (CVS)
S 8
>
k» H
> :
>
»
%
>
% de Sobrevida (CVS)

o

o
o
=)
OA
2]
P
=]
=
2]
N
<)
NA
o
w<
[S)

2,0 2,5 3,0

o
o
o |
]
[
o
-
3]

Figura 11: Correlacdo linear entre AAU e sobrevida celular dada por CVS ap6s a fotoativacdo dos FSs em
diferentes concentra¢des de MB (0 a 3,0 pmol/L) (A) e DMMB de (0 a 20 nmol/L) (B), a 633 nm na dose de 11
Jlem?. Coeficientes de correlagdo linear foram calculados segundo o teste ndo-paramétrico de correlagdo de
Spearman.
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4.4. Deteccdo de vacuolos autofagicos por fluorescéncia de AO

Ap0s identificarmos a correlacdo entre os valores de AAU e a sobrevida celular apds o
tratamento com MB e DMMB, validou-se a inducdo de autofagia usando o ensaio de detecgéo
de fluorescéncia de laranja de acridina (AO), amplamente aplicado para identificacdo de
ambientes celulares &cidos, endossomo/lisossoma e vacuolos autofagicos tardios (anfissomos
e autolisossomas) (Paglin et al., 2001).

A fim de se visualizar o acimulo de vacuolos autofagicos tardios, ou autolisossomas, e
a presenca de dano na membrana citoplasmatica, células HaCaT tratadas com os FSs foram
marcadas com AO e IP 0 hora e 3 horas ap6s a TFD (Figuras 12). Para ambos FSs nas
respectivas concentragdes de 1Cso ndo houve indugdo de necrose em nenhum dos tempos

avaliados, uma vez que ndo se observaram células com ndcleos picnoéticos marcados com IP.

Controle DMMB 10 nmol/L MB 2,0 umol/L

Figura 12: Analise de vacuolos &cidos e de necrose dada pela marcacdo com AO e IP, respectivamente, 0 he 3 h
apos a fotoativacdo de células HaCaT em presenca dos FSs DMMB 10 nmol/L e MB 2,0 umol/L, a 633 nm na
dose de 11 J/cm?. Controle: células ndo tratadas com FSs. Setas vermelhas indicam células com lisossomas
viaveis. Aumento de 520X. Escala 20 um. Todas as imagens representam campos aleatérios a partir de duas
repeticdes de dois experimentos independentes.

Conforme pode-se observar na Figura 12, as células HaCaT irradiadas na auséncia de

FSs, nos tempos 0 e 3 horas analisados apds a TFD, apresentaram seus lisossomas viaveis
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corados em vermelho brilhante por AO (seta vermelha). Diferentemente, nos campos
avaliados, as células HaCaT em presenca dos FSs MB e DMMB logo apds a TFD,
apresentaram diminuicdo de marcacdo por AO comparadas as células na auséncia de FS
(células controle), sugerindo ocorréncia de comprometimento lisossomal apds TFD. No
entanto, 3 horas apds a TFD, observou-se que apenas as celulas fotossensibilizadas com MB
recuperaram a marcacdo por AO, indicando presenca de células morfologicamente
compativeis com células viaveis, tais como as visualizadas no controle. J4, as células
fotossensibilizadas com DMMB obtiveram um dano lisossomal, este podendo ser alteracdo de
pH ou lesdo em membranas lisossomais, tal que a marcacdo pelo corante AO permaneceu
comprometida mesmo passado 3 horas ap6s a TFD.

Esses dados sugerem que ambos fotossensibilizadores possuem, nas células HaCaT, os
lisossomas como alvo subcelular. Oliveira e colaboradores (2011), por exemplo, mostraram
gue em células HeLa o MB apresentou os lisossomas como sitio de localizacdo inicial.

Para se avaliar a extensdo do comprometimento lisossomal observado 0 e 3 horas apds
fotoativacdo do DMMB, realizou-se a mesma abordagem de avaliacdo morfoldgica mostrada

na Figura 12, mas 48 horas ap6s a TFD (Figura 13).
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CONTROLE DMMB 10 nmol/L MB 2,0 umol/L €Q 60 umol/L
" . » -
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Figura 13: Células HaCaT marcadas com AO 48 h apos fotoativagdo do MB (2,0 umol/L) e do DMMB (10
nmol/L) e apds o tratamento por 24 h a 37°C com controle positivo para autofagia, Cloroquina (CQ) a 60
pmol/L. Controle: células ndo tratadas com FS. Seta Azul: células apresentando lisossomas viaveis corados com
AO. Seta Branca: células apresentando vacuolos &cidos sugestivos de autolisossomas. Aumento 520X. Escala 20
pm. Todas as imagens representam campos aleatérios a partir de duas repeticdes de dois experimentos
independentes.

A Figura 13 apresenta a digitalizacdo das imagens obtidas por microscopia de
fluorescéncia, apds marcar celulas com AO 48 horas ap6s TFD, a partir dos canais de
deteccdo vermelho e verde e a sobreposicdo de ambos. Nas células fotossensibilizadas com
DMMB é observado um excesso de marcacdo de AO no canal vermelho (seta branca) por
organelas  vesiculares  4cidas, sugestivas de vaclolos autofagicos tardios
(autolisossomas/anfissomos), assim como é observado no controle positivo para acimulo de
autolisossomas, células tratadas com cloroquina (CQ). De forma contraria, nas células
fotossensibilizadas com MB, observa-se no canal vermelho marcacdo pontual (seta azul)
semelhante ao observado nas células ndo tratadas com FS, sugestivas de
endossomos/lisossomas, confirmando a auséncia de vacuolos autofagicos conforme

observado anteriormente pelos valores de AAU.
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O acumulo de fluorescéncia vermelha de AO, indicando ocorréncia de autofagia e
acumulo de autolisossomas ap0s fotossensibilizacgdo com DMMB, condiz com os dados
analisados anteriormente pelo ensaio colorimétrico com vermelho neutro (Figura 6B) e pelo
calculo dos valores de AAU (Figura 10B). Esse resultado sugere que a morte celular
autofagica detectada pelo AAU ¢ devido a inibicdo da conclusdo do fluxo autofagico normal,
que levou ao acumulo de vacuolos acidos autofagicos tardios, supostamente devido a

ineficiéncia digestiva dos autolisossomas.

4.5. Deteccdo de autofagia por imunofluorescéncia LAMP2A e LC3-11 em ceélulas

HaCaT ap6s TFD

A andlise de inducdo de morte celular por autofagia detectada pelas metodologias de
AAU e AO séo uteis para a identificacdo da inducdo de autofagia in vitro. No entanto, estas
andlises ndo sao eficientes para verificar o fluxo autofagico na vigéncia da formacdo de
autofagossomas (vactolos autofagicos iniciais) e de autolisossomas (vacuolos autofagicos
tardios) (Martins et al., 2013).

Portanto, a fim de analisar a dinamica do fluxo autofagico e confirmar se as estruturas
coradas por AO correspondem aos autolisossomas, realizou-se 0 ensaio de
imunofluorescéncia para LAMP2A, proteina marcadora de lisossoma, e LC3-1l, proteina
marcadora de autofagossoma, objetivando avaliar a colocalizacdo dessas imunomarcacdes que
caracterizam a formag&o de autolisossomas. Para isso, 6 horas ap6s a fotossensibilizagdo de
células HaCaT em presenca do MB ou DMMB efetuou-se o ensaio de imunomarcagdo
simultanea para LAMP2A, com emissdo de fluorescéncia vermelha; LC3-Il, com emissdo de
fluorescéncia verde, e marcacdo nuclear com DAPI, cuja emissdo de fluorescéncia é azul.
Como controle positivo de inducdo de autofagia utilizou-se a condi¢do de tratamento de

células HaCaT com CQ a 60 umol/L (Figura 14).



59

DMMB 10 nmol/L €Q 60 pmol/L

Coeficiente de Manders
R=0.8
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R=0.85

CONTROLE MB 2,0 pmol/L

Figura 14: Imunomarcacdo de LC3-11 e LAMP2A p6s 6 h a fotoativacdo do DMMB 10 nmol/L e do MB 2,0
pmol/L em células HaCaT. Controle: células HaCaT na auséncia de FS. Controle positivo para autofagia: células
tratadas com CQ a 60 umol/L por 24 h a 37°C. Marcacdo nuclear DAPI em azul; proteina lisossomal LAMP2A,
em vermelho; proteina LC3-11 presente no autofagossoma, em verde; colocalizacdo para as proteinas LC3-11 e
LAMP2A em amarelo. Aumento de 1260X. Escala em 20 um.

Nota-se que em células fotoativadas em presenca de MB a 2,0 umol/L, assim como
observado nas células controle, ha presenca apenas de marcacdo da proteina lisossomal
LAMP2A (em vermelho) e auséncia de marcacdo para proteina de autofagossoma, LC3-II,
indicando que a TFD com MB ndo induz autofagia, conforme j& previsto nos ensaios
anteriores por AAU e marcagéo por AO.

No entanto, apos a fotossensibilizacdo das células HaCaT em presenca de DMMB a 10
nmol/L observa-se além da marcacéo lisossomal em vermelho, a marcacdo para proteina de
autofagossoma, LC3-11, em verde, similar ao observado nas células sob inducdo de autofagia
por CQ. E, verifica-se ainda, devido a presenca de coloracdo amarela, a fusdo dos marcadores
de LC3-11 e de LAMP2A, cuja colocalizacdo medida pelo coeficiente de Mander apresentou-

se elevada (R = 0,8), assim como é para o controle autofagico, CQ (R = 0,85). Confirmando
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que as estruturas coradas por AO, 48 horas ap0s fotoativacdo de DMMB em células HaCaT,
correspondem de fato aos autolisosomas, e que a ocorréncia do fluxo autofagico é normal até
a etapa de maturacéo, ou seja, até formacao dos autolisossomas.

Tal fato nos leva a propor gque o prejuizo lisossomal observado 0 hora e 3 horas apés a
fotoativacdo do DMMB (Figura 12) ndo foi grande o suficiente para inviabilizar toda a
populacéo lisossomal celular e anular o fluxo autofagico na etapa de fusdo do autofagossoma
com o lisossoma formando o autolisossoma, ou seja, o dano lisossomal observado néo
prejudicou o inicio do fluxo autofagico até a etapa de maturacdo, mas foi suficiente para
interromper o fluxo autofagico no estagio terminal de maturacéo, conforme pode se observar
na Figura 13 o acumulo de vacutolos autofagicos tardios.

Isto indica que a morte celular autofagica desencadeada apdés TFD com o DMMB, ¢
resultado da interrupcdo na degradacdo do conteudo presente nos autolisossomas, devido a
falha lisossomal em degrada-lo com sucesso, assim como foi sugerido por Kessel e
colaboradores (2012), de que FSs que possuem os lisossomas/endosomas como alvos
subcelular possuem consideravel eficiéncia fotodinamica, uma vez que a inviabilizacdo destas
organelas levaria a interrupcdo do fluxo autofadgico normal, impedindo que funcGes
autofagicas de sobrevivéncia celular se concluam levando, entdo, & inducéo de morte celular
autofagica. Resultados de eficiéncia fotodindmica semelhantes foram obtidos por Rodriguez e
colaboradores (2009), apesar de ndo ter sido mencionado nada sobre autofagia nessa pesquisa,
constatou-se que a fotossensibilizacdo de células de adenocarcinoma mamario humano (MCF-
7¢3) com ftalocianina (Pc) cujo alvo subcelular séo os lisossomas (Pc181) gera fototoxicidade
semelhante a obtida apds fotossensibilizacdo com ftalocianina cujo alvo subcelular séo as
mitocondrias (Pc4), mesmo a Pc181 estar numa concentragdo cerca de 10 vezes menor e

apresentar uma inducdo de apoptose muito menos eficiente do que a Pc4, o que € sugestivo de
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ocorréncia de morte celular autofagica em funcéo da inviabilizacdo lisossomal causada pela

fotoativacao da Pc181.

4.6. Andlise do comprometimento lisossomal avaliado pela atividade de pB-D-

galactosidase

A anélise do possivel comprometimento lisossomal de células HaCaT causado pela
TFD foi realizada através da deteccdo da atividade da enzima lisossomal B-D-galactosidase,
usando como substrato cromogénico o X-Gal, cujo produto de reacdo, apds clivagem, é um

composto azulado insolvel.
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Figura 15: A- Imagens de microscopia de transmissdo 120 h ap0s a fotoativacdo celular em presenca de DMMB
a 10 nmol/L e MB a 2,0 pmol/L. Controle: corresponde as células ndo tratadas com FS. Seta vermelha: produto
insoltvel azulado resultado da reagdo enzimatica 3-D-galactosidase com o substrato X-Gal. Aumento 520X.
Escala 20 um. Todas as imagens representam campos aleatorios a partir de repeticdo de dois experimentos
independentes. B- Quantificacdo dos valores médios da intensidade de coloragdo azul observadas nas imagens de
microscopia de transmissdo (A). A dispersdo dos dados esta representada pelo desvio padrdo médio.

A partir das imagens obtidas (Figura 15A) se observou que, ap6s a fotossensibilizacao
celular em presenca de DMMB a 10 nmol/L, hd uma diminuicdo significativa na intensidade

da coloracdo azul, indicando menor atividade enzimatica dessa hidrolase lisossomal e
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sugerindo que mesmo ap0s a TFD, as células remanescentes ficam com o0s lisossomas
comprometidos, isto é, ndo funcionais. Todavia, para a fotossensibilizagdo com MB néo
observou tal diminuigéo, assim como para as células controle ndo tratadas com FS.

Os valores médios da intensidade da coloracdo azul foram obtidos a partir da anélise

’

de campos aleatdrios, usando-se o plugin “Segmentation”, disponibilizado no Image J. A
partir da andlise estatistica comparativa, calculou-se a significancia da diferenca da
intensidade da coloracdo azul aplicando-se o teste pareado t-student (Figura 15B). Conforme
apresentado na Figura 15B, apds fotossensibilizacdo celular em presenca de DMMB ha um
decréscimo significativo (p< 0,001) da atividade enzimatica da p-D-galactosidase lisossomal.
Isto confirma que houve prejuizo a populacdo lisossomal das células HaCaT, conforme
observado anteriormente imediatamente (0 hora) e 3 horas apds a fotossensibilizacdo em
presenca de DMMB (Figura 12).

Esses resultados indicam que os lisossomas representam a organela alvo para o FS
DMMB, cujo comprometimento apos fotossensibilizacdo sinaliza para a ativacdo de morte
autofagica. E, mesmo as células HaCaT que sobreviveram a esse processo de morte celular
programada, ha uma persistente diminuicdo da atividade enzimatica lisossomal (Figura 15B).
Stremhaug e colaboradores (1997) relataram que a fotoativacdo da porfirina tetra-
4sulfonatofenilporfirina, cujo alvo subcelular é o lumen lisossomal, quando utilizado em
baixa concentracdo molecular e sob baixa dose de luz acarreta a degradacdo oxidativa das
enzimas desta organela sem causar a ruptura de sua membrana, induzindo assim um extenso
comprometimento lisossomal sem afetar o citosol e sem comprometer a integridade de outras
organelas. Provavelmente, isso se da pelo fato desse fotossensibilizador ser capturado pela

célula pelo processo de endocitose, localizando-se direto no Iimen da organela, de maneira

que 0 acesso para a membrana lisossomal fica restringido pelo revestimento de
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polissacarideos na regido interna da membrana dos lisossomas, ndo acarretando assim danos
as mesmas.

Esses dados nos levam a propor que algo semelhante tenha ocorrido com o0s
lissosomas das células HaCaT apds serem fotossesibilizadas com DMMB. Contudo, para a
fotossensibilizacdo com MB o prejuizo lisossomal, observado logo ap6s o tratamento e
recuperado parcialmente apds 3 horas (Figura 12), parece ser totalmente recuperado po6s 120
horas de tratamento (Figura 15B), diferente do observado apds fotossensibilizacdo com

DMMB, cujas células sobreviventes apresentam lisossomas remanescentes nao funcionais.

4.7. Andlise do comprometimento mitocondrial avaliado pela sonda fluorescente

Rodamina 123

Além do comprometimento lisossomal observado ap6s TFD com ambos FSs nas
respectivas concentracdes de ICso, verificou-se também o comprometimento mitocondrial de
células HaCaT apds fotossensibilizacdo, utilizando a sonda Rodamina 123. Tal fluorocromo é
atraido pela diferenca de potencial eletroquimico da membrana mitocondrial interna. Desta
forma, a diminuicdo na deteccdo de fluorescéncia em relacdo as células controle (ndo
fotossensibilizadas) e em relacdo as células tratadas com os FSs na auséncia de irradiacéo,
indica efeito danoso da TFD para tal organela.

Inicialmente analisou-se a intensidade de emissdo de fluorescéncia de R123 apds o
tratamento das células HaCaT com os FSs em estudo na concentragdo de 20 nmol/L, seguido
ou ndo de irradiacdo. Os resultados obtidos com DMMB foi a diminuicéo de fluorescéncia de
R123 nas células irradiadas a 633 nm, sob dose de luz de 11 J/cm? (Figura 16A). No entanto,
para as células tratadas com MB ndo houve diminuigdo de fluorescéncia de R123 tanto para

células no escuro quanto para as células irradiadas (Figura 16B).
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Figura 16: Gréfico de intensidade de fluorescéncia relativa de R123 para analise de dano mitocondrial apds
fotossensibilizagdo de células HaCaT com DMMB 20 nmol/L (A) e MB 20 nmol/L (B) no escuro e irradiado a
633 nm e 11 J/cm?. CT, células na auséncia de FS (células controle). A dispersdo dos dados esta representada
pelo desvio padrdo médio.

Como a incorporacdo de R123 é mediada via diferenca de potencial da membrana
mitocondrial, esses dados indicam que a fotoativacdo do DMMB a 20 nmol/L (Figura 16A)
causou uma perturbacdo no ambiente mitocondrial que alterou seu potencial de membrana,
diminuindo assim a incorporacdo de R123 na matriz mitocondrial. No entanto, apés a
fotoativacdo do MB a 20 nmol/L (concentragdo cem vezes menor que seu valor de 1Csp) ndo
foi verificado dano mitocondrial, uma vez que ndo se observou alteracdo no indice de
intensidade fluorescéncia de R123 comparados as células controles na auséncia de FS, e na
auséncia de irradiagdo (Figura 16B),

Gabrielli e colaboradores (2004) relataram, a partir de estudos com mitocondrias
isoladas de figado de rato, que o MB, por apresentar lipofilicidade suficiente para cruzar
membranas e apresentar carga positiva, é atraido por tais organelas devido ao ambiente
eletroquimico negativo da matriz mitocondrial. No entanto, dependendo da concentracdo de
MB o mesmo pode encontrar-se nessa organela totalmente reduzido, ou seja, na forma leuco.
Esses dados nos levam a propor que a possivel auséncia de deteccdo de dano mitocondrial
apos a fotoativacdo do MB na concentracdo de 20 nmol/L, seja devido ao fato de que este FS
nessa concentragdo encontrar-se totalmente na forma fotoquimicamente inativa (leuco),

devido a reducédo pelas coenzimas mitocondriais NADH e FADH,. Como o0 DMMB possuli
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um potencial de reducdo menor que o MB (Rice et. al., 1998), o0 mesmo ndo se encontra
reduzido a 20 nmol/L, sendo entdo fototoxico as células HaCaT nessa concentracdo, conforme
observamos os dados da Figura 6B, e com prejuizo as organelas mitocondriais, conforme
observamos os dados da Figura 16A.

A fim de confirmar a presenca de dano mitocondrial ap6s a fotoativacdo do MB, usou
a sonda R123 apos a irradiar as células HaCaT incubadas com os FSs nas suas respectivas

concentracgdes de 1Cso (Figura 17).
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Figura 17: Gréfico de intensidade de fluorescéncia de R123 para analise de dano mitocondrial apds fotoativacdo
de células HaCaT com DMMB 10 nmol/L e MB 2,0 umol/L. CT, células na auséncia de FS (células controle). A
dispersdo dos dados esta representada pelo desvio padrdo médio.

A Figura 17 apresenta uma diminuicdo de fluorescéncia de R123 ap0s fotoativacao de
ambos FSs, indicando que tanto o MB quanto o DMMB, nas concentracdes de ICs,
produzem um efeito deletério para as mitocondrias. Esses resultados nos levam a propor que,
a falta de verificacdo de dano mitocondrial apds a fotoativacdo do MB a 20 nmol/L ndo é
devido & auséncia deste FS em tal organela, mas sim a sua presenca na forma reduzida
(leuco), inativa fotoquimicamente a 633 nm.

Estudos recentes afirmam que, em células fotossensibilizadas com moléculas cujo alvo
subcelular sdo preferencialmente as mitocondrias causando-nas apenas um desbalanco
oxidativo brando, incapaz de invibializar totalmente essas células, desencadeia-se 0
mecanismo de eliminagdo seletivo dessas organelas por mitofagia (Yan and Yan, 2011; Mai et

al., 2012). Dessa maneira, prolonga-se a vitalidades dessas células ao protegé-las de danos
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causados por mitocéndrias com metabolismo desordenado, de liberacdo de proteinas pro-
apoptoticas e consequentemente, de mecanismos de morte celular. Baseando-se nas idéias
desses estudos e diante aos dados de dano mitocondrial e de brando desbalanco redox,
propomos estar ocorrendo uma resposta mitofagica apos fotoativacdo do DMMB em células
HaCaT. E, o acumulo de vacutolos &cidos observados 48 horas apos fotoativacdo do DMMB
seria devido a interrupcdo do fluxo mitofagico, uma vez que os lisossomas, essenciais para

concluséo do fluxo, também séo inviabilizados ap6s TFD com DMMB.

4.8. Andlise de localizacéo subcelular dos FSs MB e DMMB

Relatos na literatura destacam que o mecanismo de resposta para TFD, bem como a
eficiéncia do dano celular causados pela fotoativagdo dos FSs, depende da localizagédo
intracelular dos mesmos (Kessel, 2004). Uma vez que as EROs geradas fotoquimicamente
possuem tempo de meia vida pequeno, elas atuam préximas ao seu local de geragdo, assim, o
conhecimento da localizagcdo subcelular dos FSs € importante para compreender 0s
mecanismos de morte celular envolvidos na TFD. Desta forma, pode-se contribuir na escolha
do FS, bem como, dos parametros a serem empregados para obtencdo de uma melhor
eficiéncia terapéutica da TFD (Castano, Deminova and Hamblin, 2004).

De acordo com os resultados obtidos e descritos anteriormente, sugere-se que ambos
FSs estudados, MB e DMMB, possuem as organelas mitocondrial e lisossomal como alvo
subcelular. Trabalhos presentes na literatura relatam que o MB localiza-se primariamente nos
lisossomas de células epiteliais de ratos RR1022 (Ruck et. al., 1992); nos lisossomas de
células de fibrosarcoma de camundongo RIF-1 (Mellish et. al., 2002); nas mitocondrias e nos
lisossomas de células de adenocarcinoma de Gtero humano HelLa (Oliveira et. al., 2011). No
entanto, é dificil estabelecer padrdes de localizagdo destas substancias fotossensiveis porque
suas propriedades fotofisicas podem sofrer interferéncias de diferentes microambientes dentro

da célula (Gabrielli et al., 2004).
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Para confirmar a organela alvo destes FSs em celulas HaCaT, foram realizados ensaios
de colocalizacao entre marcadores especificos de lisossomas, Lysotracker Green (LYS), e de
mitocondrias, Rodamina 123 (R123), que emitem fluorescéncia verde, e os FSs MB e
DMMB, que emitem fluorescéncia vermelha. A colocalizacdo pode ser caracterizada pela
coloracdo amarela, proveniente da sobreposi¢do das imagens de fluorescéncia da sonda e do
FS.

A distribuicdo de fluorescéncia do DMMB a 0,2 pumol/L e a distribuicdo de
fluorescéncia das sondas podem ser observadas nas micrografias confocais apresentadas na
Figura 18 para a sonda mitocondrial, R123, e na Figura 19 para a sonda lisossomal, LYS.
Trabalhou-se com DMMB a 0,2 umol/L, diferente do valor ICso (10 nmol/L), pois ndo se

consegue detectar emisséo de fluorescéncia do DMMB a 10 nmol/L (dado ndo apresentado).

DMMB 0,2 umol/L R123 0,3 pumol/L Sobreposi¢do das
imagens
Figura 18: Imagens de microscopia confocal de células HaCaT em presenca simultinea de DMMB a 0,2
pmol/L e R123 a 0,3 pmol/L. Excitacdo do FS no comprimento de onda 633 nm e emisséo a 650 nm (A),

excitacdo da sonda no comprimento de onda 488 nm e emissdo 505 nm (B), sobreposi¢do das imagens A e B
(C). Aumento 882X. Escala 20 um.
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DMMB 0,2 umol/L LYS 0,3 umol/L Sobreposicdo das
imagens
Figura 19: Imagens de microscopia confocal de células HaCaT em presenca simultinea de DMMB a 0,2
pmol/L e LYS a 0,3 umol/L. Excitacdo do FS no comprimento de onda 633 nm e emissdo a 650 nm (A),

excitacdo da sonda no comprimento de onda 488 nm e emissdo 505 nm (B), sobreposi¢do das imagens A e B
(C). Aumento 480X. Escala 20 pum.

As micrografias apresentadas nas Figuras 18 e 19 sugerem a localizacdo subcelular do
DMMB nas mitocondrias e nos lisossomas, corroborando com os dados obtidos anteriormente
de fotodano gerado pelo DMMB (10 a 20 nmol/L) a essas organelas. O célculo da area de
colocalizagdo entre 0o DMMB 0,2 pmol/L e o marcador mitocondrial foi de 33,4% + 11 e de
colocalizagéo entre o DMMB e 0 marcador lisossomal foi de 66,6% + 11,4.

A andlise de localizacdo subcelular do MB foi inicialmente realizada na mesma
concentracdo utilizada para ensaio com 0 DMMB, 0,2 umol/L, no entanto ndo se conseguiu
observar emissdo de fluorescéncia apds excitacdo desse FS (Figura 20). Como ja mencionado,
isso ocorre pelo fato de que nessa concentracdo, em ambiente celular, o MB encontra-se

totalmente na forma néo fluorescente, reduzida (leuco), impedindo sua visualizacdo direta.
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MB 0,2 umol/L R123 0,3 umol/L Sobreposicao das
imagens
Figura 20: Imagens de microscopia confocal de células HaCaT em presenca simultanea de MB a 0,2 pumol/L e
R123 a 0,3 umol/L. Excitagdo do FS no comprimento de onda 633 nm e emissdo a 650 nm (A), excitacdo da
sonda no comprimento de onda 488 nm e emissdo 505 nm (B), sobreposicdo das imagens de transmisséo
juntamente com as imagens de fluorescéncia A e B (C). Aumento 882X. Escala 20 um.

Devido auséncia de emissdo de fluorescéncia do MB a 0,2 pmol/L, o ensaio de
localizacdo subcelular desse FS nas células HaCaT foi realizado em sua respectiva
concentragédo de ICsp, 2,0 pmol/L, com o marcador mitocondrial, R123 a 0,3 pmol/L, Figura

21, e, com o0 marcador lisossomal, LYS a 0,3 pmol/L, Figura 22.

MB 2,0 umol/L R123 0,3 umol/L Sobreposi¢ido das

imagens
Figura 21: Imagens de microscopia confocal de células HaCaT em presenca simultanea de MB 2,0 umol/L e
R123 a 0,3 umol/L. Excitagdo do FS no comprimento de onda 633 nm e emissdo a 650 nm (A), excitacdo da
sonda no comprimento de onda 488 nm e emissdo 505 nm (B), sobreposicéo das imagens A e B (C). Aumento
480X. Escala 20 pm.
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MB 2,0 pmol/L LYS 0,3 umol/L Sobreposicao das
imagens
Figura 22: Imagens de microscopia de fluorescéncia de células HaCaT em presenca simultanea de MB 2,0
pmol/L e LYS 0,3 umol/L. Excitacdo do FS no comprimento de onda 633 nm e emissdo a 650 nm (A), excitacdo
da sonda no comprimento de onda 488 nm e emissdo 505 nm (B), sobreposicdo das imagens A e B (C). Aumento
480X. Escala 20 pum.

A visualizacdo de fluorescéncia apos alteracdo na concentracdo de MB confirma que
sua deteccdo depende da concentracdo intracelular do FS, e que os locais de acumulo
intracelular também afetam seu comportamento de emissao fluorescéncia (Riick et. al., 1992).
E, assim como observado nas micrografias para o DMMB, as micrografias para o0 MB
(Figuras 21 e 22) confirmam os dados obtidos anteriormente de dano mitocondrial e
lisossomal apds a fotoativacdo do MB 2,0 umol/L, sendo que a porcentagem de colocalizacéo
entre 0 FS e o marcador mitocondrial foi de 44,5% = 4, e de colocalizacdo entre 0 MB e 0
marcador lisossomal foi de 55,5% = 10.

4.9. Inducdo de autofagia em células HaCaT ap0s fotossensibilizagdo com MB

O resultado de dano lisossomal e mitocondrial juntamente com o de citolocalizacdo,
mostraram que ambos FSs possuem alvos subcelulares semelhantes (lisossomos e
mitocondrias). No entanto, essa semelhanca ndo é suficiente para que eles induzam a mesma
resposta de dano as células HaCaT. Conforme pode ser observado pelos dados de toxicidade
na mesma dose de luz (Figuras 5 e 6), o DMMB induz porcentagem de fototoxicidade
semelhante ao MB, mesmo estando numa concentracdo 200 vezes menor do que este, gerando
um desbalango oxidativo também menor, e induzindo um mecanismo especifico de morte

celular programada (autofagica) ndo observado ap6s TFD com o MB.
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Sabendo que as EROs mitocondriais sdo importantes moléculas de sinalizacdo para
inducdo de autofagia (Chen et al., 2007) e formacéo de autofagossomas (Scherz-Shouval, et
al., 2007), Frank e colaboradores (2012) concluiram que, em condi¢des brandas e transitoria
de desbalanco oxidativo mitocondrial ha inducdo exclusiva e seletiva de mitofagia para
remocao especifica de mitocondrias danificadas, reducdo das EROs derivadas dessas
mitocondrias e recuperacdo da homeostase celular sem haver perda da viabilidade. Todavia,
em condicdes cujo nivel de estresse oxidativo é elevado, ndo ha tempo para as células se
adaptarem as vias sinalizacdo autofagica (Scherz-Shouval and Elazar, 2007), assim, danos
oxidativos em proteinas de membrana mitocondrial levam a transicdo de permeabilidade de
membrana desta organela (MPT), que por sua vez desencadeia 0 inchamento osmotico da
matriz mitocondrial causando a ruptura da membrana externa, a liberagdo de proteinas pré
apoptoticas e liberacdo de citocromo ¢ que ativam caspases para inducdo de apoptose. Em
condicdes cujo estresse oxidativo é mais severo, a MPT causa dissipacdo do potencial de
membrana e consequente desacoplamento da fosforilagdo oxidativa, havendo entéo
incapacidade sintese de ATP e consequente morte por necrose (Kim, He and Lemasters,
2003). Portanto, EROs mitocondriais, dependendo da intensidade, podem estar envolvidas
tanto na ativacdo de mitofagia citoprotetora, quanto nas vias de sinalizagdo de morte celular
por apoptose ou por necrose (Rubio et al. 2012).

Diante da analise de Frank e colaboradores (2012) e com os resultados obtidos até
entdo, propomos que as células HaCaT utilizam o mecanismo autofagico, mais
especificamente mitofagico, para se recuperar da injaria mitocondrial decorrente do brando
desbalango oxidativo desencadeado pela TFD com DMMB a 10 nmol/L (Figuras 7 e 9). No
entanto, como os lisossomas destas celulas também sdo prejudicados pela fotoativacdo do

DMMB (Figuras 12 e 15), a concluséo fluxo autofégico se torna inviabilizada, conforme é
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observado pelo acimulo de vacuolos acidos (Figura 13), ocasionando entdo a morte celular
autofagica.

Propomos ainda que, o mesmo ndo é observado para as células HaCaT
fotossensibilizadas com MB, pois em baixas concentracdes de MB em que o nivel de estresse
oxidativo gerado seria brando, este FS encontra-se nas mitocondrias na forma leuco devido a
reducdo pelas coenzimas NADH e FADH, (Gabrielli et al., 2004), ndo podendo ser
fotoativado e, consequentemente, ndo gerando desbalanco oxidativo. E, em concentracfes de
MB mais elevadas, em que o MB ndo se encontra totalmente reduzido, e se observa um nivel
de EROs significativo (Figuras 7 e 9), auséncia de sinalizacdo para necrose (Figura 12) e para
autofagia (Figura 14), supde-se estar ocorrendo morte celular por apoptose, conforme
verificado em trabalhos desenvolvidos pelos pesquisadores Lu et al. (2008), Chen et al.
(2008) e Lim et al. (2013).

Portanto, diante da dificuldade de inducdo de vias autofagicas apds fotoativacdo do
MB, propomos ser possivel reproduzir a mesma resposta autofagica observada nas celulas
HaCaT ap0s fotoativacdo do DMMB, mas agora utilizando o MB numa concentragdo baixa e
ndo fototdxica em conjunto a um indutor de mitofagia. Dessa maneira, a inducdo de EROs
pela fotoativacdo deste FS sera branda, gerando apenas um comprometimento lisossomal que
impediriam a conclusdo do fluxo mitofagico induzido previamente pelas moléculas indutoras
de mitofagia, levando entdo ao acumulo de vacutolos &cidos e consequente morte celular
autofagica, semelhante ao que foi observado apés fotoativagdo do DMMB 10 nmol/L.

Assim, trabalhando-se com MB a 0,5 pmol/L em células HaCaT pré-tratadas com os
indutores de mitofagia, peroxido de hidrogénio (H,O) e rotenona, nas condic¢des descritas por
Frank e colaboradores (2012), essa ideia foi confirmada utilizando o marcador de vacuolos
acidos, laranja de acridina (AO), conforme podemos observar na Figura 23. A concentracdo

de MB selecionada para esse experimento, 0,5 pmol/L, ndo é fototoxica (Figura 7), 0s niveis
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de EROs gerados apds sua fotossensibilizacdo séo baixos (cerca de duas vezes menor que o0
nivel obtido na concentracdo de ICsp) e sabe-se que nédo se trata de uma concentragdo cujo
MB encontra-se totalmente reduzido a forma leuco, uma vez que ha visualizacdo por

microscopia da emisséo de sua fluorescéncia (dados nao apresentados).

Figura 23: Imagens de microscopia de fluorescéncia de células HaCaT marcadas com AO para visualizagdo de
vacuolos acidos, 48 h apds tratamento com indutores mitofagicos seguido ou ndo de fotossensibilizagdo com MB
0,5 pmol/L a 633 nm na dose de 11 J/cm? A- Controle negativo, auséncia de indutores mitofagicos e de
fotossensibilizagdo com MB. B- Células fotossensibilizadas com MB 0,5 umol/L. C- Células tratadas apenas
com H,0, 3,3 mmol/L por 10 minutos. D- Células tratadas com H,0, 3,3 mmol/L por 10 minutos, seguido de
fotoativacdo do MB 0,5 pumol/L. E- Células tratadas apenas com rotenona 1,0 pumol/L por 1 h. F- Células
tratadas com rotenona 1,0 pmol/L por 1 h, seguido de fotoativagdo do MB 0,5 pmol/L. Seta azul: Células
apresentando lisossomas viaveis. Seta Branca: Células contendo acimulo de vaculolos &cidos sugestivos de
autolisossomas. Todas as imagens representam campos aleatérios a partir de duas repeticbes de dois
experimentos independentes. Aumento 520X. Escala 20 pm.

As células controle (Figura 23A), as células fotossensibilizadas com MB 0,5 pumol/L

(Figura 23B) e as celulas tratadas apenas com os indutores de mitofagia, H,O, (Figura 23C)
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ou rotenona (Figura 23E), apresentam imagens de fluorescéncia com marcacdo vermelha
caracteristica de organelas acidas endossomos/lisossomas (Seta azul). Ja& as células pré-
tratadas com os indutores mitofagicos, H,O, ou rotenona, seguido de fotossensibilizacdo com
MB 0,5 umol/L (Figura 23D e 23F, respectivamente), observa-se um excesso de marcacéo de
fluorescéncia vermelha por AO, indicando o acumulo de vactolos acidos autofagicos (Seta
branca), semelhante ao observado apds a fotossensibilizagdo do DMMB 10 nmol/L (Figura
13).

A intensidade média de fluorescéncia vermelha foi quantificada e representada em um
grafico em funcdo da fluorescéncia média das imagens de células controle (Figura 24). Esse
dado nos permite concluir quantitativamente o que foi classificado qualitativamente, ou seja,
o nivel de fluorescéncia vermelha observado nos tratamentos somente com os indutores de
mitofagia ou somente com o MB, foi semelhante as células ndo tratadas (controle), ja o nivel
de fluorescéncia de células pré-tratadas com indutores mitofagicos e entdo fotossensibilizadas
com MB foi maior para as duas condi¢es empregadas, confirmando o acimulo de vactolos

acidos.
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Figura 24: Quantificacdo dos valores médios da intensidade de fluorescéncia vermelha, obtida apds marcacédo
com AO, observadas nas imagens de microscopia de fluorescéncia (Figura 23). CT, células na auséncia de
indutor mitofagico e de FS (células controle); MB, células fotossensibilizadas com MB; PER, células tratadas
com H,0,; MB+PER, células tratadas com H,0, seguido de fotossensibilizacdo com MB; ROT, células tratadas
com rotenona; MB+ROT, céluls tratadas com rotenona, seguido de fotossensibilizagdo com MB. A disperséo
dos dados esta representada pelo desvio padrdo médio.
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Apbs confirmar o acumulo de vacuolos acidos supostamente devido ao
comprometimento da via mitofagica, iniciada pelos indutores H,O, ou rotenona, e
inviabilizada pela presenca de lisossomas danificados pela TFD com MB 0,5 pumol/L, testou-
se a viabilidade celular pelo método colorimétrico de reducdo do MTT (Figura 25) e

calcularam-se os valores de AAU (Figura 26).

120 I Sem MB 0,5umol/L
[ Com MB 0,5umol/L

100

% de Sobrevida (MTT)

N
o
1

Controle HZO2 Rotenona

Figura 25: Gréfico de viabilidade celular 48 h ap6s o tratamento com os indutores de mitofagia, H,O, ou
rotenona, seguidos ou ndo de fotoativagdo do MB a 633 nm e dose de 11 J/cm? A dispersdo dos dados esta
representada pelo desvio padrdo-médio. O Controle corresponde a células na auséncia de H,O, ou rotenona. A
dispersdo dos dados esta representada pelo desvio padrdo médio.

O gréfico de viabilidade (Figura 25) confirma que o tratamento apenas com H,O; ou
apenas com rotenona, nas concentraces e nos periodos de incubacdo propostos por Frank e
colaboradores (2012), ndo € citotoxico as células HaCaT. O FS MB a 0,5 pumol/L sob a dose
de 11 J/cm? também néo é fototéxico as células. No entanto, quando usados em conjunto, 0
indutor mitofagico mais a fotoativacdo do MB, ocorre uma perda de viabilidade de cerca
30%.

O célculo de AAU, plotado no gréfico abaixo (Figura 26), confirma o acimulo de
vacuolos acidos autofagicos apds os pré-tratamentos com H,O, ou rotenona seguido da
fotoativagdo do MB, pois os valores de AAU calculados estdo acima de 1,0 (1,2 para células

tratadas com rotenona, seguido de fotossensibilizagdo com MB e 1,39 para células tratadas

com H,0, sequido de fotossensibilizacdo com MB). Ou seja, a fotossensibilizacdo de células
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HaCaT, com MB, sob condicoes de mitofagia induz morte celular por autofagia, semelhante
ao que € observado ap6s os tratamentos com o controle positivo para autofagia, Cloroguina 60
pumol/L, cujo valor de AAU € 1,56, e com o0 FS DMMB 10 nmol/L, cujo valor de AAU é

1,59.
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Figura 26: Histograma com os valores de AAU calculados a partir dos ensaios de viabilidade MTT, CVS e
NRU, 48 h apds o tratamento com os indutores mitofagicos, H,O, e rotenona e com o FS MB. CT, células na
auséncia de indutor mitofagico e de FS (células controle); MB IRR, células fotossensibilizadas com MB 0,5
pmol/L; MB+ROT, células tratadas com rotenona, seguido de fotossensibilizagdo com MB; MB+PER, células
tratadas com H,0, seguido de fotossensibilizagdo com MB. DMMB, céluas fotossensibilizadas com DMMB 10
nmol/L; CQ, controle positivo para autofagia, Cloroquina (CQ) a 60 pumol/L. A média dos valores de AAU foi
calculada a partir de trés experimentos independentes. A dispersdo dos dados estd representada pelo desvio
padrdo médio.

4.10. Comparacdo da sobrevida celular apo6s fotossensibilizacdo do MB e

DMMB em células HaCaT e em células HeLa

A fim de verificar se o padréo de resposta celular a TFD mediada por MB e DMMB
seria obtido por outra linhagem celular, submeteram-se células de adenocarcinoma de Utero
humano, HelLa, as mesmas condi¢cOes aplicadas as células HaCaT. A Figura 27 apresenta 0S
resultados de viabilidade apos tratar células HeLa com MB e DMMB nos respectivos valores

de ICsp obtidos para as células HaCaT.
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Figura 27: Média de sobrevida de células HeLa (cinza escuro) e HaCaT (cinza claro), 48 h apds a
fotossensibilizagdo com MB a 2,0 umol/L e DMMB a 10 nmol/L no escuro e irradiado a 633 nm na dose de 11
Jlem?. A sobrevida média foi calculada a partir de trés experimentos independentes. A disperséo dos dados esta
representada pelo desvio padrdo-médio.

Conforme apresentado na Figura 27, observou-se pelo ensaio colorimétrico de reducao
do MTT que nas concentragdes de FS proximas ao ICsy (MB 2,0 umol/L e DMMB 10
nmol/L) para células HaCaT, na dose de luz de 11 J/cm?, ndo houve citotoxicidade no escuro
para ambas linhagens celulares. Apés a fotoativacdo dos FSs a 633 nm a 11 J/cm?, houve
diminuicdo na sobrevida celular média das células HelLa similar para ambos FS (cerca de
30%), mas em menor propor¢do quando comparado aos valores obtidos para as células
HaCaT (cerca de 50%).

Ao analisar os resultados de sobrevida apds a fotoativacdo concentragcdo-dependente
de DMMB em células HelLa, e correlaciona-los com seus respectivos valores de AAU
segundo o teste ndo-parameétrico de correlacdo de Spearman (grafico de correlacdo néo
apresentado), notou-se uma moderada e significativa correlacdo entre diminuicdo de
viabilidade celular e autofagia (Rho = -0,6 p<0,001), semelhante ao observado para células
HaCaT (Rho = -0,9 p<0,001). A partir dessa anélise, sugere-se que a fotossensibiliza¢do do
DMMB e capaz de induzir morte celular por autofagia independente do tipo celular.

Todavia, a mesma anélise apds a fotoativacdo do MB em células HelLa mostrou baixa

correlagcdo entre a diminuicdo de sobrevida e os valores de AAU (Rho = -0,4 p<0,001),
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conforme também foi observado apds sua fotoativacdo em células HaCaT (Rho = -0,5
p<0,001), o que nos permite afirmar que, em ambas as linhagens celulares, a perda de
viabilidade ap6s TFD por MB néo esta correlacionada com autofagia, ou seja, a morte celular
detectada pelo método colorimétrico de reducdo de MTT ndo é devido ao mecanismo de
morte celular autofagica.
A presenca de vacuolos autofagicos em células HelLa apds o tratamento com DMMB,

foram confirmados pelo ensaio de fluorescéncia com AO (Figura 28).

CONTROLE DMMB 10 nmol/L MB 2,0 umol/L

HaCaT
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—
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Figura 28: Imagens células HeLa e HaCaT marcadas com AO, mostrando apenas o canal de emissdo de
fluorescéncia vermelha indicando vacuolos acidos, 48 h ap6s fotoativacdo do MB a 2,0 umol/L e DMMB a 10
nmol/L a 633 nm, sob dose de 11 J/cm?. Controle: células ndo tratadas com FS. Aumento 520X. Escala 20 pm.
Todas as imagens representam campos aleatorios a partir de duas repeti¢des de dois experimentos independentes

De acordo com a Figura 28, a presenca de vacuolos acidos ap6s o tratamento com
DMMB a 10 nmol/L em células HeLa é muito mais expressivo quando comparado as células
controle, indicando, principalmente, o acumulo de vacuolos autofagicos. Esses dados
assemelham-se ao padrdo de marcacdo obtido apds a fotossensibilizagdo do DMMB em

células HaCaT (Figura 13). Entretanto, o padrdo de marcacdo de AO apds fotossensibilizacdo
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do MB em células HeLa revelou um perfil de maior quantidade de vacuolos acidos quando
comparado as células HaCaT ap0s fotoativagdo deste mesmo FS, mas esse perfil é semelhante
ao das células HelLa na auséncia de FS (células controle).

Esses dados confirmam a presenca de vacuolos autofagicos em ambas as linhagens
celulares apos fotossensibiliza-las com DMMB, indicando que o padrdo de resposta celular

apos TFD com este FS é semelhante, independente do tipo celular.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A andlise concentracdo-dependente da toxicidade dos FSs MB e DMMB em células
HaCaT, usando-se trés ensaios colorimétricos comumente utilizados na avaliacdo de
sobrevida celular, demonstrou que na auséncia de irradiacdo, ambos FSs ndo sdo citotoxicos,
mas sob irradiacdo a 633 nm, regido de excitagdo dos FSs, mostraram fototoxicidade dose de
luz-dependente.

Dentre os FSs, 0 DMMB mostrou ser mais eficiente quanto a inducdo de morte por
TFD, uma vez que, numa concentracdo diferindo a do MB em duas ordens de grandeza, gerou
mesmo indice de morte celular que 0 MB. As analises de geracdo de EROs, dentro do limite
de deteccdo das sondas utilizadas, apresentaram que a inducdo de estresse oxidativo
promovido ap6s fotoativacdo do MB foi mais proeminente do que a observada para o
DMMB. E, conforme analises de correlagdo, o aumento do nivel EROs concentracao-
dependente mostrou-se alto e significativamente correlacionado com aumento de morte
celular apds fotoativacdo de MB em células HaCaT. Ao contrario, para DMMB esta
correlagdo nao foi relevante.

Através das estratégias de medida de AAU e de quantificacdo de vacuolos autofagicos,
foi possivel determinar a associacdo da fotossensibilizacdo de DMMB com morte celular
autofagica em células HaCaT e em células HelLa. E, por imunoensaios pela dupla-marcacgéo
de LC3-11 e LAMP2A, foi possivel verificar em células HaCaT que o fluxo autofagico
prossegue até a etapa de maturacdo, na formacéao de autolisossomas.

Ao analisar as organelas danificadas apos TFD, verificou-se que ambos os FSs causam
injdrias tanto ao lisossomas quanto as mitocondrias de células HaCaT. Além disso, 0s ensaios

de citolocalizagdo do MB e DMMB confirmam a localizagéo desses FSs nessas organelas.
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Apesar da localizacdo subcelular de ambos FSs ser a mesma, ndo se observou
fotodano apds TFD com MB nas mesmas concentragdes nanomolares obtidas apés TFD com
DMMB, pois, em tais condicdes, 0 MB encontra-se fotoguimicamente inativo nas
mitocondrias devido a reducdo pelas coenzimas presentes nesta organela. Como o DMMB
possui um potencial de reducdo menor, o0 mesmo nao se encontra reduzido, sendo entdo
fototoxico as células mesmo em baixas concentracdes, condi¢cdes estas que justificam o
brando desbalanco oxidativo gerado e a inducdo de autofagia como resposta celular. As
condi¢cdes em que 0 MB ndo se encontra totalmente reduzido sdo em concentracBes mais
elevadas, nas quais se observa a geracdo de um nivel de EROs maior e ndo se observa
resposta autofagica apds fotossensibilizacao.

A partir desses dados concluimos que a inducdo de autofagia por fotoirradiacdo do
DMMB esta correlacionada com a morte celular fotoinduzida, em que observamos uma
interrupcdo do fluxo autofégico tardio, e consequentemente uma morte celular autofagica em
condi¢Bes cujo desbalanco oxidativo fotoinduzido é pequeno. Portanto, a morte celular
fotoinduzida por DMMB ndo esta exclusivamente relacionada com o nivel geral de estresse
oxidativo por ele gerado, mas em vez disso, esta se relaciona com a geracdo de EROs em
niveis brandos, no local adequado da célula e na inducdo de mecanismos especificos de morte
celular. Sugere-se entdo que, o dano mitocondrial observado apés TFD-DMMB acarreta a
inducdo de mitofagia, porém, como os lisossomas também foram comprometidos pela TFD o
fluxo autofagico ndo pdde ser concluido, conforme foi observado o acumulo de vacuolos
acidos.

Esses resultados nos levaram a propor que seria possivel induzir a mesma resposta
autofagica obtida com TFD-DMMB usando o MB. A partir de uma inducdo prévia de
mitofagia, utilizando H,O, e rotenona em condi¢des de induzir um desbalango oxidativo

mitocondrial brando e, consequentemente, a autofagia desta organela, seguiu-se com
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fotoativacdo do MB, numa concentracéo ndo fototoxica, mas que possivelmente o desbalanco
oxidativo gerado causasse injurias lisossomais que impediriam o fluxo mitofagico. O
esperado foi observado pelo acumulo de vacuolos acidos autofagicos, pelo aumento dos
valores de AAU e pela diminuicdo da viabilidade celular, assim como foi observado para o
DMMB.

Os trabalhos de Reiners e colaboradores (2010) sugeriram que a TFD cujos FSs tém
como alvo subcelular os lisossomas, provavelmente induzirdo uma forma abortada de
autofagia, uma vez que lisossomas danificados ndo poderdo concluir o fluxo autofagico. No
entanto, diferente do que observamos para 0 DMMB em células HaCaT, os pesquisadores
propGem que nesses casos o0 fluxo autofagico ocorreria somente até a etapa de extensdo, ou
seja, até a etapa de formacdo de autofagossoma, ndo podendo ser prolongado, pois nao
haveria lisossomas viaveis cujo autofagossoma pudesse se fundir para cumprir a etapa de
maturacdo. Todavia, a extensdo em que a interrupcdo do processo autofagico afeta a
fototoxicidade relativa de FSs cujo alvo subcelular séo os lisossomas, ndo é conhecida.

Dado que as células cancerosas normalmente desenvolvem resisténcia a tratamentos
que induzem morte celular por apoptose (Dias and Bailly, 2005; Olie e Zangemeister- Wittke,
2001), a ativacgdo seletiva de autofagia possibilitada pelo tratamento de TFD com DMMB em
células cancerosas, poderia ser uma estratégia viavel para tratamento de canceres resistentes
para vias apoptoticas.

Além disso, os mecanismos pelos quais 0 DMMB fotoativo pode interferir nas funcoes
celulares sdo de interesse ndo s6 do ponto de vista terapéutico, mas também do ponto de vista
experimental, ao servir de metodologia para o estudo das vias de interacdo autofagica com
vacuolo lisossémico.

Essa dissertacdo apresenta resultados conclusivos mostrando que a eficiéncia

fotodinamica esté relacionada a condicdes de fotossensibilizacdo em organelas especificas,
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mitocondria e lisossomas, desencadeando a morte celular autofagica, sob baixas
concentracdes de geracdo de EROs. Esse trabalho também ajuda a desenvolver o conceito de
que propor fotossensibilizadores mais eficazes para a TFD, significa melhoria na
especificidade das reacbes de fotossensibilizacdo e ndo apenas melhoria na eficiéncia de

geracdo de EROs.
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