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Resumo

Romagna, C.D. Estudo do papel de lesdes oxidativas ao DNA mitocondrial na
morte celular induzida por geradores de oxigénio singlete. 2012, 100p.,
Dissertacdo - Programa de Pés-Graduacdo em Bioquimica. Instituto de Quimica,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo.

Mitocbndrias desempenham um papel central na homeostase celular. Estas
organelas se diferem das demais n&o s6 por suas multiplas fun¢des, mas por terem
seu proprio genoma, distinto do genoma nuclear. Estas organelas também
participam de mecanismos de morte celular de forma central nos trés mecanismos
mais conhecidos: apoptose, necrose e autofagia. O mtDNA esta localizado na face
interna da membrana mitocondrial, onde s&o geradas grandes quantidades de
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). Em consequéncia, o mtDNA acumula
modificacdes oxidativas, mesmo em condi¢cdes normais de metabolismo. Entretanto
as respostas celulares ao acumulo de lesdes no mtDNA ainda ndo séo claras. Para
investigarmos se lesdes oxidativas no mtDNA causam morte celular, propomos um
modelo no qual oxigénio singlete € gerado especificamente na mitocéndria, pela
acdo de fotossensibilizadores com diferentes localizagbes celulares (azul de
metileno, AM, e cristal violeta, CV, citosdlicos; Ro 19-8022, Ro, citosdlico e nuclear).
Mostramos, por microscopia confocal, que os corantes tem a localizacdo esperada
em células HelLa. Além disso, observamos que o AM gera oxigénio singlete
proporcionalmente a concentragdo do corante e dose de fotoativagdo. Mostramos
que células tratadas com os corantes diminuem a velocidade de duplicacdo 24 h
apos o tratamento, que resulta em morte celular. Para AM e Ro, estes efeitos foram
proporcionais a concentracdo de corante e da dose de fotoativacdo. Por outro lado,
CV apresentou uma alta toxicidade mesmo no escuro. Mostramos que as ceélulas
tratadas com AM ndo apresentam fragmentacao internucleossémica de DNA, tipica
de apoptose apdés 24 h e ndo apresentam quebras de fita e formacédo de sitios
abasicos logo apés o tratamento. Finalmente mostramos que células com deplecéo
do numero de copias de mtDNA sdo menos sensiveis ao tratamento com AM e
igualmente sensiveis ao tratamento com Ro que células HeLa normais, indicando
gue lesdes oxidativas ao mtDNA determinam a sensibilidade celular ao AM.

Palavras-chave: DNA mitocondrial, estresse oxidativo, oxigénio singlete, morte
celular, fotossensibilizadores



Abstract

Romagna, C.D. Study of the role of oxidative damage to the mtDNA on the cell
death induced by singlet oxygen generators. 2012, 100p., Masters Thesis -
Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo.

Mitochondria play a central role in cell homeostasis. They differ from other subcellular
structures not only due to their many functions but also because they have their own
genome. Moreover, mitochondria also play a central role in cell death, in apoptosis,
necrosis as well as autophagy. The mitochondrial DNA sits at the inner side of the
inner mitochondrial membrane, where most of reactive oxygen species are
generated, and in fact, mtDNA accumulates oxidative damage under normal
physiological conditions. However, cellular responses to mtDNA damage are not
clearly understood. In order to ascertain whether mtDNA damage induces cell death,
we established a cellular model in which oxidative stress is induced exclusively in
mitochondria, by using two photosensitizers that localize in the cytosol (methylene
blue, MB and crystal violet, CV) and comparing to another one with diffuse
distribution (Ro 19-8022, Ro). These molecules generate singlet oxygen locally upon
photoactivation. Using confocal fluorescence microscopy we confirmed the cellular
localization of the dyes, and found that. MB generates singlet oxygen in cells in a
dose- and light-dependent fashion. Treatment with the dyes induced dose-dependent
cell proliferation inhibition and cell death. The cytotoxic effects of MB and Ro were
completely dependent on light-activation whereas CV induced cell death in the dark.
We found that under these conditions, MB treatment did not induce internucleosomal
DNA fragmentation or non-nucleosomic fragmentation, as we did not observe comet
formation. These results indicate absence of nuclear DNA damage. On the other
hand, cells depleted of mtDNA showed decreased sensitivity to MB but not to RO,
indicating that mtDNA damage plays a key role in inducing cell death under these
experimental conditions.

Keywords: mitochondrial DNA, oxidative stress, singlet oxygen, cell death,
fotosensitizers
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Estudo do papel de lesGes oxidativas ao DNA mitocondrial na morte celular

induzida por geradores de oxigénio singlete

1. Introducéo

Mitocondrias sdo organelas que estdo presentes no citoplasma de quase
todas as células eucaritticas, onde desempenham um papel central na manutencgéo
da homeostase celular. Essas organelas séo o principal sitio celular de producéo de
energia (na forma de ATP) através do processo de fosforilagdo oxidativa, no qual
elétrons provenientes da oxidacdo de substratos energéticos (como carboidratos,
lipidios e aminoacidos) sdo transportados através de 4 complexos protéicos
(Complexos I-1V) embebidos na membrana mitocondrial interna, até reduzirem o
oxigénio molecular (0,) a agua, no sitio ativo da enzima Citocromo C oxidase, ou
complexo IV. Esse transporte de elétrons, no sentido crescente de Ey’, esta acoplado
ao bombeamento de prétons para o lado externo da membrana mitocondrial interna,
gerando um gradiente de prétons, que € entdo utilizado para fosforilagdo de ADP a
ATP. Além de seu papel direto no metabolismo energético celular, outras vias
metabdlicas importantes requerem atividades contidas dentro das mitocondrias,
como parte das reacdes do ciclo da ureia e das reacdes de sintese de grupamentos
heme. As mitocbndrias também participam do controle da concentracdo intracelular

de Ca?* e de importantes vias de sinalizacéo intracelular (1).

Dentre essas, destacamos as vias que levam a morte celular. Quando células
eucaridticas sdo submetidas a situagbes de estresse severo, principalmente
estresse genotoxico, em que a capacidade de reparo da célula é suplantada, pelo
menos duas vias efetoras distintas que resultam na morte celular podem ser
ativadas. Enquanto cada uma dessas vias utiliza estratégias moleculares diferentes,

alteragcbes mitocondriais sdo observadas, e desempenham um papel causal, em
10



Introducao

ambas, como sera discutido adiante. Dessa forma, a integridade mitocondrial

controla, em ultima instancia, a sobrevivéncia celular (2).

A identificacdo das lesdes e dos eventos moleculares responsaveis pela
morte celular, seja em condicdes fisioldgicas ou patoldgicas, representa um desafio
importante para ciéncia biomédica atual. Como sera discutido adiante, a morte
celular, seja controlada ou ndo, desempenha um papel muito fundamental na
homeostase tecidual em organismos multicelulares, com também implicacbes no
desenvolvimento de doencas. O processo de formacédo de tumores, por exemplo,
pode ser entendido como a perda da capacidade do organismo de eliminar uma
determinada populacéo celular que sofreu alteracbes em seu material genético. Por
outro lado, os efeitos terapéuticos e colaterais de agentes quimioterapicos estao
associados a sua toxicidade preferencial sobre determinados tecidos ou tipos
celulares (3). Dessa forma, o melhor entendimento molecular desses processos
pode contribuir para o desenvolvimento de préticas terapéuticas ou preventivas para

uma série de condi¢bes, que incluem intoxicacdes e carcinogénese.

Neste trabalho, investigamos o papel da mitocondria no mecanismo molecular
de morte celular induzido por corantes fotossensiveis que geram oxigénio singlete
qguando fotoativados. Mais especificamente, investigamos se o DNA mitocondrial
(mtDNA) representa um alvo preferencial durante a perda da integridade celular
nessas condigdes. Alguns desses fotossensibilizadores tém sido avaliados
recentemente para 0 uso em terapia fotodinamica contra alguns tipos de tumores, e
entender seu mecanismo de acdo é um passo importante no avanco de seu uso

clinico e no desenho de novas moléculas.
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Estudo do papel de lesGes oxidativas ao DNA mitocondrial na morte celular

induzida por geradores de oxigénio singlete

1.1. A origem evolutiva das mitocondrias e o DNA mitocondrial

Mitocondrias se distinguem dos outros componentes intracelulares né&o
apenas devido as suas varias funcdes, mas também ao fato de que elas contém seu
préprio genoma, distinto do genoma nuclear (4;5). A presenca deste mtDNA é uma
das mais fortes evidéncias da origem evolutiva procariotica das mitocondrias,
resultado de um evento simbidtico em que uma bactéria foi internalizada por um
organismo pré-eucariotico, provavelmente um Archea anaerdbico (6). A alta
homologia de sequéncia entre o genoma mitocondrial e a-protobactérias modernas,
mais especificamente do género Rickettsia, sugere que a bactéria que deu origem
as mitocondrias era provavelmente um ancestral comum desse género, que ja
continha o aparato molecular de transporte de elétrons utilizando 0, como aceptor
final (7). Esse evento, que deve ter ocorrido entre 2,5 a 2 bilhdes de anos atrés,
coincide com o periodo de aumento da concentracdo de 0, na atmosfera. O fato de
gue todos os organismos eucariotos conhecidos tém mitocondrias, ou tiveram em
algum momento de sua histéria evolutiva, atesta para o sucesso desse evento
simbidtico e sua importancia na evolucdo dos eucariotos. Acredita-se que esse
sucesso evolutivo decorre ndo apenas do aumento da eficiéncia energética do novo
organismo (uma vez que a oxidacao completa de substratos através da fosforilagéo
oxidativa gera muito mais ATP do que a degradacado parcial pela glicolise), mas
também da protecdo conferida pelo endossimbionte aerébico ao hospedeiro
anaerobico contra o estresse oxidativo crescente, imposto pelo aumento da

concentracéo de 0, na atmosfera (6).

12
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O genoma mitocondrial consiste de uma molécula de DNA circular, que em
células humanas contém 16.568 pares de bases (www.mitomap.org). Em mamiferos,
o MtDNA é extremamente denso em informacéo genética, com apenas algumas
centenas de bases ndo-codificantes. No entanto, essas bases nao-codificantes
constituem uma sequéncia regulatéria essencial para a replicacdo e transcricdo do
MtDNA, o D-loop, onde estéo localizados a origem de replicacdo da fita H (do inglés
heavy, ou pesada) e os promotores das fita H e L (do inglés light, ou leve), o que

também as torna essenciais para a integridade do mtDNA.

O mtDNA humano codifica para 13 proteinas (subunidades de 4 dos 5
complexos da fosforilacdo oxidativa), 2 rRNAs e os 22 tRNAs necessarios para
sintese de proteinas na mitocéndria. O mtDNA humano foi o primeiro genoma a ser
sequenciado por completo, em 1981 (8). A sequéncia foi revisada em 1999 (9) e
foram encontrados 8 erros de sequéncia e 10 polimorfismos raros. A Figura 1-1
apresenta o mapa anotado do genoma mitocondrial humano, indicando as posi¢coes
dos 13 genes protéicos (roxo), dos 2 rRNAs (verde claro), dos 22 tRNAs (verde
escuro) e o D-Loop (cinza). A alta densidade informacional implica que alteragbes
quimicas (lesdes) ou mutacdes em qualquer nucleotideo do mtDNA tém grandes

chances de resultarem em alterag6es funcionais.

13
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Created with Gene™

DMA mitocondrial humano

16,569 bp

Figura 1-1. Mapa anotado do genoma mitocondrial humano, indicando as posi¢des dos genes protéicos (roxo),
dos 2 rRNAs (verde claro), 22 tRNAs (verde escuro) e o D-Loop (cinza). Os 13 polipeptidios codificados no
mtDNA s&o componentes dos complexos |, 1l e IV da cadeia transportadora de elétrons, e do complexo V, a ATP
sintase. Figura gerada no SnapGene Viewer a partir da sequéncia NC_012920 do GenBank.

Todas as 13 subunidades codificadas no mtDNA sdo componentes centrais
dos respectivos complexos, como pode ser visto na Figura 1-2, e sdo essenciais
para a montagem e o funcionamento adequado dos complexos respiratérios. Por
exemplo, o Complexo | (NADH-desidrogenase) € composto por 45 subunidades
protéicas, das quais apenas 7 sao codificadas no mtDNA. Mutacbes em 3
subunidades codificadas no mtDNA (ND1, ND4 e ND6) resultam em uma diminuicédo
significativa dos niveis protéicos do complexo montado, enquanto mutacdes na
subunidade ND2 (também codificada no mtDNA) resultam no acumulo de

intermediarios incompletos de montagem (10).

14
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NADH + H* ADP + Pi

<_/.ATP

Fumarate

INDE'ND2 =)

ND3
(\IsZ) ENsYhise QH2

ND5)

H‘ Hf
complex | 1II 1l IV V
mt DNA subunits 7 13 2

nDNA subunits 38 4 10 10 14

Figura 1-2. Localizagdo dos polipeptidios codificados pelo mtDNA nos complexos respiratérios | (NADH:Q
oxidorredutase), 11l (Q:Citocromo c oxidorredutase), IV (Citocromo c oxidase) e V (ATP sintase). Os polipeptidios
de origem mitocondrial estdo coloridos em rosa e os de origem nuclear estéo coloridos em verde. Adaptado de
Barros et al., 2012, submetido (10).

O proteoma mitocondrial € composto por entre 800 e 1200 proteinas distintas,
das quais apenas as 13 citadas acima sao codificadas no mtDNA. Isso poderia
significar que esse genoma fosse dispensavel, e a perda funcional do mtDNA tivesse
pouco impacto na fungcdo mitocondrial, e por consequéncia na homeostase celular.
No entanto, muitas evidéncias experimentais indicam que a integridade do mtDNA é
fundamental para a funcdo mitocondrial, e a existéncia de doencas humanas que
sdo causadas por mutacdes e/ou delecbées no mtDNA prové a maior demonstracéo

dessa relacdo causal (11).

Doencas mitocondriais compreendem uma ampla classe de doencas distintas,
mas que apresentam sintomas comuns, como acidose lactica, cardiomiopatia e
neuropatia (11). Os tecidos mais comumente afetados sdo a musculatura lisa e
cardiaca, o nervo éptico e o sistema nervoso central. Hoje jA sdo conhecidas mais
de 200 mutacbes/delecdes distintas que causam doencas mitocondriais (11). Além

disso, recentemente defeitos na fosforilagdo oxidativa se transformaram no mais

15
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comum tipo de erro inato de metabolismo (12), e estimativas recentes indicam que 1
em 5000 nascimentos ira apresentar uma mutacdo/delecdo que cause um mau

funcionamento da fosforilagéo oxidativa (13).

1.2. Espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo

O oxigénio molecular, em seu estado fundamental, encontra-se em uma
configuracdo triplete, ou seja, apresenta dois elétrons desemparelhados nos dois
orbitais moleculares degenerados de maior energia da molécula. Esta caracteristica
torna o 0, paramagnético, o que lhe confere a capacidade de formar espécies
radicalares e reagir diretamente com outras moléculas tripletes com energias de

ativacao baixas (14).

Em condi¢cdes metabdlicas normais, a mitocondria € responsavel pela maioria
do consumo de 0, de células eucariéticas. Durante a respiracéo 0, é reduzido, pela
transferéncia de 4 elétrons, a 4gua no sitio catalitico do complexo 1V, a enzima
citocromo c oxidase, sem a liberacdo de intermediarios de reducdo. Entretanto,

mesmo em condicdes fisioldgicas, ha reducdo monoeletrénica do 0, a anion radical

superoxido (0,) nos complexos | e Il da cadeia de transporte de elétrons. O 0O, por
sua vez, pode receber mais um elétron, em outro passo de reducdo monoeletrénica,
gerando H,0,. Este peroxido pode também ser reduzido monoeletronicamente, o

qgue leva a uma quebra da molécula produzindo radical hidroxila, HO" e &nion

hidroxila, HO", como demonstrado no esquema abaixo (14;15).

+e” +e” +e” +e’
02 i OZ_ i HzOz — HO — HzO

Esquema: passos de reducdo monoeletrénica do oxigénio molecular
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Esses intermediarios de reducdo do 0, sdo altamente reativos em sistemas
bioldgicos, e em conjunto sdo denominados Espécies Reativas de Oxigénio, ou

EROs (14).

Além destas EROs, oxigénio singlete ('0,) também é uma espécie de
importancia biologica. Essa ERO pode ser gerada, por exemplo, por acéo
enzimatica, acao direta de luz UVA, ou por moléculas excitadas na presenca de
oxigénio molecular. Foram identificadas duas espécies singlete excitadas do
oxigénio molecular com dois elétrons nos orbitais 7* de menor energia: as espécies
com notagdes espectroscopicas de simetria 'Yj e 'A;,. A espécie 'Y} ndo
apresenta reatividade quimica conhecida com outras moléculas em solucdo, ao
passo que a espécie 1Ag apresenta uma reatividade alta e, portanto, apresenta
maior relevancia para estudos em sistemas biolégicos (16). Para simplificar, neste
texto, oxigénio singlete e o simbolo 10, fazem referéncia a espécie que tem notacéo
1Ag . O !0, é extremamente reativo e a sua velocidade de oxidacdo de moléculas
vizinhas € da mesma ordem de grandeza da velocidade de difusdo desta molécula
em meio aquoso (16). O estudo dos efeitos biolégicos do 0, teve inicio cerca de 40
anos atras, quando este foi identificado como efetor da toxicidade de
fotossensibilizadores (17), conforme sera tratado com mais detalhes no item 1.6

deste texto.

A concentracdo de 0, na atmosfera terrestre comecou a aumentar, e atingir
niveis importantes, somente ha cerca de 2,5 bilhdes de anos, com o aparecimento
de bactérias fotossintetizantes. Com o0 aumento da concentracdo de 0,, 0S
organismos vivos passaram a enfrentar os efeitos deletérios de EROs, o que levou a

evolugao de varios mecanismos de defesa contra essas espécies e contra os efeitos
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de sua acdo sobre biomoléculas. Os mecanismos antioxidantes podem ser
agrupados em 5 grandes classes, de acordo com suas caracteristicas moleculares e

modo de acao (14):

a. Agentes que removem cataliticamente as espécies oxidantes como, por
exemplo, as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalases e

peroxidases;

b. Proteinas que diminuem a biodisponibilidade de moléculas que podem
catalisar a geracao de espécies oxidantes, como ions de ferro e cobre e 0
grupo heme; exemplos destes sdo transferrinas, metalotioneina e

ceruloplasmina;

c. Proteinas que protegem biomoléculas de dano por outros mecanismos,
como por exemplo, Heat Sock Proteins, que promovem o enovelamento
de outras proteinas e, portanto diminuem sua exposi¢cao ao solvente e as

EROs:

d. Moléculas de baixo peso molecular que agem como capturadoras de
espécies reativas e as proteinas responsaveis por manter estas pequenas
moléculas em seu estado reduzido, oxidado ou na proporcéo favoravel;
exemplos destas pequenas moléculas sao o tripeptideo glutationa, a-

tocoferol, acido Urico e acido ascorbico;

e. Mecanismos de reparo de danos a biomoléculas, degradagcdo de
moléculas degradadas e morte celular. As vias moleculares envolvidas

sao extensas, e algumas delas seréo discutidas adiante.
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O interesse pelo estudo do papel de EROs em sistemas biologicos iniciou-se
com evidéncias de que essas espécies, e em particular o HO', eram mediadoras dos
efeitos toxicos de radiacdes ionizantes (18). Entretanto, devido ao seu curto tempo
de vida médio, a ocorréncia dessas espécies em condic¢des fisiologicas era bastante
guestionada. A descoberta da enzima superéxido dismutase, em 1969 por McCord e
Fridovich (19), demonstrou que EROs deveriam desempenhar papéis biolégicos
relevantes e marcou o inicio da era da biologia redox. Em decorréncia de sua alta
reatividade com biomoléculas, inicialmente EROs eram vistas apenas como
moléculas efetoras de processos deletérios, e foram associadas a muitos processos
patolégicos e degenerativos, como o envelhecimento (20). No entanto, hoje ja é
claro que EROs desempenham funcdes fisiologicas de sinalizacdo, e estédo
envolvidas em processos celulares normais, como o controle da proliferacao celular

e expressao génica (21-23).

Devido ao controle restrito da concentracao intracelular de EROs por diversos
mecanismos celulares, danos oxidativos a biomoléculas podem ocorrer quando ha
uma geracdo excessiva de EROs ou quando estes mecanismos sdo diminuidos.
Portanto, quando h& a ocorréncia de um destes eventos, esse estado é chamado

estresse oxidativo.

Em sistemas biolégicos EROs podem ser produzidas por reacdes enzimaticas
ou ndo enziméaticas (15). As fontes enziméticas incluem vérias oxidases, como as
NADPH oxidases, a xantina oxidase, e as oxidases do sistema P450 (24-26). As
fontes ndo enzimaticas incluem, principalmente, transferéncias de elétrons
realizadas em sitios contendo metais de transicdo, como centros ferro-enxofre e

grupamentos heme (15). A cadeia transportadora de elétrons da mitocdndria
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representa um sitio muito importante para a geracdo de EROs em condicbes

fisiol6gicas (15).

Em células de mamiferos, tanto o Complexo | quanto o Complexo Il foram
identificados como sitios de producédo de 0,, com esta espécie sendo liberada tanto
para a matriz mitocondrial quanto para o espaco intermembranas. No complexo lll,
coenzimas Q sao oxidadas de modo que ha formacdo de um intermediario
semiquinona radical em dois sitios da molécula, um que fica voltado para a matriz

mitocondrial (Q,,) e outro que fica voltado para o espaco intermembranas (Q,). Os

sitios Q, e @, permitem que oxigénio molecular interaja com a semiquinona radical

gerada, e seja reduzido a 0,. Os sitios de geracdo de 0,” no complexo | ainda n&o
foram molecularmente descritos; no entanto, sabe-se que ha pelo menos dois sitios

de geracdo da ERO. O complexo Il ndo esta diretamente envolvido na geracéo de
0,, no entanto algumas evidéncias experimentais indicam que fluxo reverso de

elétrons do complexo Il para o complexo | pode aumentar a geracdo de O, em
algumas condic¢@es. Este fluxo reverso € tdo mais favoravel quanto maior o potencial
de membrana mitocondrial. Por isso, varios grupos propdéem que vias
desacopladoras (que diminuem o potencial de membrana) tém um papel importante

no controle da geragédo mitocondrial de EROs (15).

EROs alteram biomoléculas através das rea¢des quimicas que realizam com
estas. Como consequéncia, as biomoléculas oxidadas sofrem rearranjos intra- e
intermoleculares que resultam na alteracdo de suas estruturas moleculares. As
consequéncias funcionais dessas alteracdes séo diversas, e incluem: a perda de

funcéo de proteinas e possivel ganho de fungfes alternativas, a desestabilizacéo de
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membranas quando ha dano a lipidios, a quebra da cadeia acucar-fosfato e a
alteracdo de bases de acidos nucléicos (14). O acumulo de modificacbes oxidativas
em proteinas e lipidios pode levar a alteracbes na homeostase celular, e
consequente morte celular. Por outro lado, alteragcdes em acidos nucléicos podem
ser mutagénicas (alteracdo na informacédo) ou citotoxicas, levando também a morte

celular (27).

O mtDNA esta covalentemente associado a membrana interna da mitocéndria
(28), que € um sitio importante de geracdo de EROs. Devido a alta reatividade das
EROs, moléculas que estdo mais proximas ao seu sitio de formacdo tém maior
tendéncia de serem oxidadas. Dessa forma, o mtDNA representa um alvo celular

bastante relevante para o ataque oxidativo.

1.3. LesoOes oxidativas em DNA

As EROs sdo moléculas com grande afinidade por sitios eletrodensos,

principalmente as espécies radicalares, HO" e 0,, e podem ser adicionados a

moléculas ou abstrairem espécies como H'. Em ambos os casos é necessario um
rearranjo da molécula, podendo ainda haver adicdo de outras espécies para esta
estabilizacdo e perda do carater radicalar (14). Os sitios eletrodensos do DNA séo
principalmente as bases nitrogenadas, mas EROs podem também reagir com a

desoxirribose, e os produtos destas duas reagdes sdo bastante distintos (29).

1.3.1. OXIDACAO DE BASES NITROGENADAS

O radical HO' oxida bases nitrogenadas com velocidades proximas aquela da
sua difusdo, sendo a velocidade de oxidac&o de purinas ligeiramente maior que a de

pirimidinas (30). Os sitios de oxidac&o por EROs preferenciais sdo o C5, seguido do
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C6 de pirimidinas, podendo ainda haver abstracdo de H" da metila de timinas e os
carbonos C4, C5 e C8 de purinas. Os produtos de rearranjo molecular destas
reacbes geram uma quantidade enorme de bases modificadas. O nucleotideo
modificado mais estudado é a 8-hidroxiguanosina (8-OH-dG); esta modificagéo foi a
primeira para a qual foi desenvolvida uma técnica de deteccdo e, por isso, por
muitos anos o dano oxidativo a DNA foi quantificado por detec¢édo de 8-OH-dG. No
entanto, in vitro esta base modificada € mutagénica em apenas 25 % das
duplicacdes de fita e a sua importancia mutagénica in vivo ndo € certa, embora
tenham sido identificadas muitas enzimas capazes de remover esta base conforme

descrito abaixo (29).

1.3.2. OXIDAGAO DO ACUCAR

A oxidacdo da desoxirribose por EROs ocorre a velocidades um pouco
menores que o ataque as bases, mas ainda é da mesma ordem de grandeza que a
velocidade de difusdo destas moléculas em agua. As consequéncias deste tipo de
reacdo sdo quebra de fita simples, abertura do anel do acgucar ou perda da base,
gerando sitios abéasicos. Todas essas modificagfes séo citotdxicas, como discutido

abaixo (29).

1.3.3. MODIFICACOES MUTAGENICAS

A mutagenicidade de modificacdes oxidativas decorre do fato de que varias
dessas modificacdes séo reconhecidas por DNA polimerases replicativas como uma
base normal, mas podem formar pares estaveis com bases que nao sejam o par
canbnico da base ndo modificada (31;32). Um exemplo classico desse efeito é

observado com a 8-hidroxiguanosina (8-OH-dG), uma das bases oxidadas mais
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abundantes em DNA celular (33). Na sua conformacao nativa anti, 8-OH-dG pareia
com dC; no entanto, quando a fita dupla é desfeita (seja para replicacdo ou
transcricdo) a base pode adquirir a conformacao sin, que pareia estavelmente com
dA, gerando um par 8-OH-dG:dA (34). No segundo ciclo de replicacao, a replicacao
da dA leva a incorporacdo de seu par candnico, T. O resultado final disso € uma
mutacdo de um par G:C para um par T:A. Além de 8-OH-dG, varias outras bases
oxidadas sdo mutagénicas, como as formamidopirimidinas (35). De fato, assinaturas
mutagénicas de lesGes oxidativas, como as transversdes G:C - T:A descritas acima,

sdo observadas em varias condi¢des patoldgicas, incluindo cancer (36).

E importante ressaltar que também o pool intracelular de
desoxirribonucleotideos trifosfato pode ser oxidado por EROs. Desta forma, a
incorporacdo de um nucleotideo oxidado, como 8-OH-dGTP, pode resultar em um
evento mutagénico, analogo ao que foi descrito acima para bases oxidadas no DNA

(37).

1.3.4. MODIFICAGOES CITOTOXICAS

Quando modifica¢cdes quimicas dos acidos nucléicos ndo sédo reconhecidas
pelas enzimas DNA- ou RNA-polimerase, estes complexos enzimaticos ficam
bloqueados no sitio da lesdo e este evento pode ter diferentes consequéncias.
Quando DNA polimerases replicativas tentam replicar DNA com bases nao
reconhecidas ou sitios abasicos elas desmontam o aparato de replicacdo e as fitas
nascentes sao liberadas como quebras de fita dupla (38). Este evento € toxico para
a célula e é efetor de sinalizacdo celular de parada de ciclo celular. Esta sinalizagéo
pode desencadear a ativacdo de uma das vias de morte celular, a apoptética (39),
conforme sera descrito abaixo. As RNA polimerases também sao bloqueadas por
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lesbes ou sitios abasicos, mas as consequéncias destes eventos Sao menos

drasticas (40).

1.3.5. MODIFICACOES QUE IMPEDEM ASSOCIACOES COM PROTEINAS

A sequéncia do DNA, além de codificar proteinas, é codigo para associacao
de proteinas que desempenham papéis fundamentais no controle da manutencéo da
integridade do préprio DNA e da expressao génica. Desta maneira, bases oxidadas,
como 8-OH-dG, podem alterar a afinidade destas proteinas com a fracdo de DNA
onde estéd inclusa, podendo evitar ligacdo de proteinas que deviam ligar ou permitir
gue proteinas se liguem erroneamente (41). Isso implica que as consequéncias do
acumulo de modificacBes oxidativas podem também incluir alteracdes na expressao
génica e sinalizacdo celular, decorrentes de alteracdes na interacdo entre DNA e

proteinas (41).

1.4. LesoOes ao mtDNA e a homeostase celular

O mtDNA se localiza em um complexo nucleoprotéico, denominado nucledide,
no qual se encontra associado a varias proteinas, como o fator de transcri¢do
mitocondrial A (TFAM), que além de seu papel em replicacdo e transcricdo do
MtDNA, também desempenha um papel estrutural no nucledide (28). Entretanto,
mesmo estando “embebido” nessa estrutura supramolecular, o mtDNA é alvo de
ataque por EROs geradas na cadeia transportadora de elétrons. As primeiras
comparacdes entre os niveis de bases 8-OH-dG entre mtDNA e nDNA indicaram
gue o mtDNA acumulava cerca de 10 vezes mais bases oxidadas do que o nDNA
(42). No entanto, estes valores excessivamente altos foram atribuidos a oxidagéo

decorrente da metodologia de extracdo de mMtDNA usada. De fato, Anson e
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colaboradores analisaram por GC-MS (cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas) 10 bases oxidadas e ndo encontraram diferencas
significativas nos niveis de oxidacdo de nDNA e mtDNA (43). Por outro lado,
Zastawny e colaboradores encontraram 4x mais 8-OH-dG e 40x mais 5-OH-
hidantoina e 5-5-hidroximetilhidantoina no mtDNA comparado ao nDNA (44). Mais
recentemente, Hamilton e colaboradores encontraram propor¢édo 6x maior de 8-OH-
dG em mtDNA comparado a nDNA usando HPLC-CE (cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a eletroforese capilar) e uma metodologia de isolamento de DNA
gue nao utiliza solventes organicos (45). Assim, ainda ndo ha um consenso na

literatura quanto ao acumulo de bases oxidadas no mtDNA comparado ao nDNA.

Além das doencas mitocondriais causadas por mutacdes em genes
envolvidos na fosforilacdo oxidativa, diversas condicbes patolégicas foram
associadas a disfuncdo mitocondrial, entre elas: doencas coronarianas, sindrome
metabdlica/diabetes/obesidade, doencas neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson
e Hungtinton), cancer e envelhecimento normal (46-50). Em todos estes casos 0
fator causal proposto para a disfuncdo mitocondrial foi o aumento de EROs e do
estresse oxidativo que poderia, inclusive, causar acumulo de modificac6es
oxidativas no mtDNA (51). No entanto, a quantificacdo destas bases em estudos
populacionais ainda € limitada pela necessidade de grande quantidade de amostras,

0 que dificulta a demonstracédo de uma relacéo direta em varias dessas condi¢des.

Um estudo sobre doencas neurodegenerativas nos quais estas bases
modificadas foram quantificadas mostra que ha acumulo de lesbes oxidativas ao
MtDNA (52). Ainda n&o se sabe, no entanto, se estas lesées foram causadoras das

disfungcbes mitocondriais observadas nestas doencas. Em modelos de hipdxia-
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reoxigenacao foi observado aumento de 8-OH-dG no mtDNA (53;54). Células em
cultura também apresentaram quantidades elevadas de bases oxidadas no mtDNA
apos tratamentos oxidativos ou de estresse (55;56). O maior indicio do envolvimento
causal de danos oxidativos ao mtDNA em condi¢ces patoldgicas vem de evidéncias
indiretas de estudo de atividades de reparo de danos ao mtDNA aqui listados. Em
células de canceres de mama (57), pulméo (58;59) e prostata (60), a atividade de 8-
hidroxiguanina DNA glicosilase (OGG1) esta diminuida quando comparada com
células normais. Esta enzima é responsavel por reparar algumas bases modificadas,
entre elas 8-OH-dG e outras modificacbes de purinas, e esta presente tanto no
nacleo quanto em mitocondrias (61), o que sugere haver acumulo de danos
oxidativos ao mtDNA nestas condicdes. Além disso, um estudo de linhagens de
carcinoma de células escamosas resistentes e sensiveis a radiacado ionizante
indicou que a linhagem sensivel tem maior dano ao mtDNA apds irradiacdo e a
linhagem resistente apresenta niveis significativamente maiores de OGG1, TFAM e
DNA polimerase y. Estes resultados sugerem uma relacéo direta entre o acumulo de

danos oxidativos no mtDNA e a sobrevivéncia celular apés o estresse oxidativo (62).

1.5. Integridade mitocondrial e o processo de morte celular

O estudo dos eventos moleculares que causam a perda da viabilidade em
células eucarioticas tem recebido uma grande atencdo da comunidade cientifica ja
ha muito tempo. Além da motivacdo basica de compreender como a integridade
funcional das células é mantida, essa area tem muitas implicacOes diretas em saude
humana, uma vez que morte celular € um evento comum em uma série extensa de

patologias, desde intoxicacbes acidentais até doencas associadas ao
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envelhecimento, como fragilidade e doencas neurodegenerativas. Além disso, falhas
nas vias que controlam esses eventos sdo fundamentais durante a sequéncia de

etapas que leva a transformacéao maligna.

Enguanto a morte de uma célula pode resultar de um evento ndo programado,
COmo a exposicdo a agentes citotéxicos ou a injuria mecanica, em organismos
multicelulares, morte celular programada (ou seja, determinada por um programa
molecular intrinseco) tem um papel fundamental na homeostase do organismo.
Durante o desenvolvimento embrionario, por exemplo, morte celular é necessaria
para o remodelamento dos tecidos e na formacéo de estruturas, como tubos neurais.
Por outro lado, mas ndo menos importante, morte celular programada também é
responsavel por eliminar células irreversivelmente danificadas, impedindo sua

transformacao maligna (63;64).

As primeiras diferenciacdes entre "tipos" de morte celular comecaram a ser
propostas na literatura no inicio dos anos 70, quando Kerr e colaboradores (65)
propuseram a distingdo de um tipo de morte celular que apresentava caracteristicas
morfologicas tipicas, que era até entdo chamada de shrinkage necrosis, da morte
celular necrética "normal”, que ndo apresentava nenhuma sequéncia de alteracdes
morfologicas definidas, e resultava em autdlise das células. Kerr, Wyllie e Currie
propuseram o termo apoptose (apoptosis em inglés) para definir esse tipo de morte
celular programada, em referéncia ao importante aspecto cinético das alteracbes
morfologicas que caracterizam esse processo (66). Dessa forma, foi estabelecida a
primeira diferenciagéo formal entre processos de morte celular acidentais, a partir de
entdo agrupados sob o termo necrose, e processos de morte celular programada,

agrupados sob o termo apoptose. Apesar de evidéncias experimentais para outros
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tipos de morte celular programada, como necroptose (67), por exemplo, do ponto de

vista molecular, a distincdo entre esses ainda néo é clara.

Do ponto de vista morfolégico, necrose ndo apresenta nenhum padréao claro
de alteracbGes, com excecdo da desagregacdo da membrana plasmatica e liberagcéao
do conteudo intracelular. Entretanto, esse é o evento final, e com pouco valor de
caracterizacdo. Por outro lado, apoptose € caracterizada por uma sequéncia definida
de alteracdes morfologicas: i) condensacao de estruturas intracelular, em particular
da cromatina (dai o nome inicial de shrinkage necrosis); ii) fragmentacdo do nucleo e
organelas e formacdo de bolhas na membrana plasmatica (blebbing); e iii)
fragmentacao da célula em vesiculas apoptoticas (sem extravasamento de contetdo
intracelular para o meio extracelular), que sdo entdo fagocitadas por células do

sistema imune (63;64).

7

Do ponto de vista molecular, necrose €é considerada um processo
descontrolado, que resulta de estresses fisico-quimicos severos, como calor, choque
osmotico, estresse mecanico e agentes oxidantes fortes. Nessas condi¢des, a morte
celular acontece rapidamente, por alteracdes profundas na homeostase do meio
intracelular, culminando com a ruptura de organelas e da membrana plasmatica. Por
outro lado, alguns estimulos especificos, como TNF, dsRNA, IFN-y e deplecédo de
ATP resultam em morte celular necrética que, no entanto, segue etapas e eventos
definidos, sugerindo também a existéncia de um "programa" molecular para esse
tipo de morte. Hoje ja € claro que a ativacdo dos death-receptors, receptores da
membrana plasmatica da superfamilia do receptor de TNF, pode resultar tanto em

apoptose quanto em necrose, dependendo das condi¢cdes intracelulares,
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principalmente da concentracdo intracelular de ATP. Além disso, a ativacao
prolongada da enzima poliADP-ribose polimerase (PARP), ativada pela presenca de
lesdes no DNA, resulta numa deplecdo dos niveis citosélicos de NAD" (doador do
grupo ADP-ribose), com consequente desbalanco energético intracelular e morte por
necrose. Em ambos os casos, morte celular depende da ativacdo de uma
serina/treonina quinase, RIP1, que contém um dominio de morte (DD, death
domain), crucial para a iniciacdo do processo de necrose; e da molécula adaptadora
FADD (Fas-associated death domain), que contém tanto um DD quanto um dominio
efetor de morte (DED, death efector domain), que participa na propagacao de

apoptose (63;64;68).

Do ponto de vista molecular, o processo apoptoético € complexo e ndo tem um
fator iniciador Unico, mas sim diversas vias de transducdo de sinal que possuem
elementos comuns. Os processos que resultam na perda da viabilidade se iniciam
efetivamente com a ativacdo de enzimas proteoliticas da familia das caspases.
Essas enzimas sdo expressas como pré-caspases inativas, que sdo ativadas

apenas apos a clivagem enzimatica do zimogénio (63;69).

O processo de apoptose pode ser iniciado de duas formas independentes,
mas nao excludentes, conhecidas como via extrinseca e via intrinseca. A iniciacdo
por fatores externos se da por ligacdo de ligantes de morte como FasL, TNF-a e
TRAIL a seus receptores de superficie DR (do inglés, death receptors) o que induz a
formacdo dos clusters DISC (do inglés, death-induced signaling complex) e assim
favorece a dimerizacdo e consequente ativacdo dos zimogénios de caspase 8 e 10.
Estes ativam o0s zimogénios das caspases 3 e 7, que por sua vez ativam a via

apoptotica (63;69).
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Por sua vez, a via intrinseca se inicia com eventos que levam a
permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa, e liberacdo dos fatores
citocromo ¢, Omi/HtrA2, Smac/DIABLO, AlF e endonuclease G. O citocromo c se liga
ao fator Apaf-1 (do inglés, apoptotic protease-activating factor 1) que na presenca de
ATP e dATP ativam o zimogénio de caspase 9, formando um complexo heptamérico

chamado apoptossomo, que executa o programa de morte celular (63;69).

E importante ressaltar que alteracdes funcionais na mitocondria séo
importantes tanto em morte celular necrética quanto apoptética. A concentracao
intracelular de ATP, e alteracfes desta, deve representar um ponto central na
“decisao” celular de qual programa de morte sera executado, uma vez que a via
apoptotica requer ATP para a fase de execucéo (como a formacdo do apoptossomo)

(63:69).
1.6. Terapia fotodinamica, fotossensibilizadores e morte celular

Substancias capazes de, quando absorvem luz, formar um intermediario
excitado, geralmente em seu estado triplete, com tempo de vida longo o suficiente
para transferir energia para outras moléculas sdo chamadas fotossensibilizadores
(FS). Sistemas biol6gicos possuem varios FS endbégenos, como porfirinas e
riboflavinas, mas xenobidticos também podem funcionar como FS em células,
induzindo dano celular. O uso clinico de FS para induzir morte celular em condi¢des
controladas é chamado de terapia fotodindmica (TFD), que € um tratamento
aprovado para alguns tipos de céancer e outras patologias (17;63;70;71). O

mecanismo toxico de FS comecou a ser desvendado com os estudos de Foote, que

em 1968 demonstrou a formacéo de 0, pela interacéo do oxigénio molecular com a
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espécie triplete excitada do FS (3FS*), regenerando o FS em seu estado
fundamental (17). Esta espécie excitada € resultado de um cruzamento
intersistemas ocorrido pelo relaxamento do estado singlete excitado do FS ( 'FS*)
gerada pela absorcéo de luz. Foote propds que existem dois tipos de interacao
de ®FS* (a espécie singlete costuma relaxar espontaneamente com emissédo de luz)
em sistemas bioldgicos: o tipo |, em que o 3FS* reage diretamente com outras
moléculas, gerando radicais e EROs que causam danos a biomoléculas e o FS néo
é completamente regenerado; e o tipo Il, em que 3FS* transfere energia para o

oxigénio molecular e gera '0,, que causa danos a biomoléculas (17;63;70;71). A

Figura 1-3 mostra as etapas envolvidas na TFD.
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Figura 1-3. Esquema representando os principais eventos no mecanismo de morte celular induzida por
fotossensibilizadores durante a terapia fotodinamica. O FS é ativado pela absorgao de luz em comprimento de
onda especifico e passa ao seu estado ativado, FS*. Esta espécie pode seguir duas vias, uma radicar e outra de
transferéncia de energia direta. O resultado de ambas € a producgdo de EROs, que exercem os efeitos citotdxicos
dos FS. Adaptado de Buytaert et al., 2007 (63).

Vérios corantes tém sido testados para uso como FS em TFD. De maneira

geral, um FS deve apresentar algumas caracteristicas especificas para ser efetivo
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em TFD do tipo Il. Estas sao: i) apresentar alto rendimento quantico de geracao de
10, (este numero indica a fracdo de moléculas de '0, geradas por fotons
absorvidos pelo FS); ii) comprimentos de onda de excitacdo preferencialmente
dentro da chamada janela terapéutica: de 600 a 800 nm, que € a faixa de
comprimentos de onda de radiacdo que ndo causa dano per se e é capaz de
atravessar bem tecidos animais; e iii) devem ser facilmente absorvidos por células
do organismo tratado e preferencialmente melhor absorvidos pelo tipo celular alvo

(63;70;71).

Considerando que o intermediario citotoxico, o '0,, é impermeavel a
membranas bioldgicas, a localizacdo subcelular dos corantes pode determinar sua
eficiéncia em induzir morte celular. Uma vez que a mitocondria desempenha um
papel central na homeostase celular, e é fundamental tanto ao mecanismo de morte
celular necrético quanto apoptético, essa organela representa um alvo promissor de

FSs (63).

Do ponto de vista clinico, morte celular apoptotica seria preferivel a morte
celular necrética a fim de evitar processos inflamatérios causados pelo vazamento
do conteudo celular. Dessa forma, FSs cujo alvo celular principal seja a mitocéndria,
e que possam preferencialmente induzir apoptose, despertam grande interesse

(63:72).

Nesse estudo utilizamos 3 corantes com caracteristicas moleculares distintas,
gue descrevemos a seguir. A Figura 1-4 apresenta as estruturas moleculares desses

corantes.
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1.6.1. AZzUL DE METILENO

O azul de metileno (AM) é um corante fenotiazinico de cor azul intensa, que
em pH fisiologico apresenta uma carga positiva liquida. O AM é usado no controle
de diversas condi¢fes patologicas humanas ha mais de 100 anos (73-77). e usado
em fotossensibilizacdo desde os primeiros estudos utilizando essa abordagem (17).
O corante apresenta maximo de absorcdo em 650 nm (78), fluorescéncia na regiao
de 660 nm quando excitado em 600 nm (79), e rendimento quantico de geracdo de
10, de 0,5 em etanol (80). Devido & sua carga, foi inicialmente proposto que o
corante teria localizacdo mitocondrial (78). No entanto, dados recentes

demonstraram uma colocaliza¢ao significativa de AM com lisossomas (81-83).

1.6.2. CRISTAL VIOLETA

O Cristal Violeta (CV) é um triariimetano de cor roxa intensa que em pH
fisiol6gico apresenta carga positiva. O CV é usado em saude humana ha muitos
anos (84). O corante apenas é fotoativado se estiver em ambiente de alta
viscosidade como, por exemplo, glicerol, solucdo com alta concentracdo de
proteinas ou o interior da mitocéndria (85). O CV apresenta, nestas condicoes,
maximo de absor¢cdo em 590 nm, fluorescéncia em 632 nm com excitacdo em 520
nm (85). Sua carga em pH fisiolégico também sugere que a molécula se acumule

dentro da mitocondria (82).

1.6.3. R0 19-8022

O Ro 19-8022 é um benzodiazepinico que foi desenvolvido pela Roche como

antiansiolitico mas, durante testes preliminares foi detectado que apresentava

efeitos de fotossensibilizador, com geracdo de !0, (86). Testes de mutagenicidade
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em bactérias, leveduras e células de mamiferos demonstraram que Ro é mutagénico
nos trés modelos, e o perfil mutagénico sugere que esse efeito seja devido,
primariamente, a oxidacdo de guaninas (86-88). O corante apresenta cor amarela

nao muito intensa e maximo de absor¢cdo em 427 nm (87).
B C
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Figura 1-4. Estrutura dos trés corantes utilizados nesse estudo. A: Azul de Metileno (AM), B: Cristal Violeta (CV)
e C: Ro19-8022 (Ro).
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2. Objetivos

Dentro do contexto exposto acima, o0 objetivo desse trabalho foi investigar
qual o papel de lesdes oxidativas no DNA mitocondrial para a inducdo de morte
celular por fotossensibilizadores que geram oxigénio singlete. Para isso,

desenvolvemos 0s seguintes objetivos especificos:

1 Identificar e caracterizar fotossensibilizadores que se localizam em
compartimentos celulares distintos e a geracdo de oxigénio singlete nesses

modelos.

2 Quantificar a inducdo de morte celular por cada um desses

fotossensibilizadores.

3 Identificar o papel do mtDNA na morte celular induzida por oxigénio

singlete gerado pela fotoativacdo dessas moléculas.

35



Estudo do papel de lesGes oxidativas ao DNA mitocondrial na morte celular

induzida por geradores de oxigénio singlete

3. Materiais e Métodos

3.1. Procedéncia dos reagentes, materiais e equipamentos usados

Os reagentes foram adquiridos de diversas fontes, sempre com graus de
pureza compativel com o destino do reagente. O PBS, o meio de cultura DMEM e a
agarose de ponto de fusdo normal (normal melting point, NMP) usados foram
adquiridos de LGC Biotecnologia. A tripsina usada foi adquirida da LGC
Biotecnologia ou do Instituto Adolfo Lutz. O soro fetal bovino (SFB) usado foi da LGC
Biotecnologia ou da Gibco. A solucdo de penicilina e estreptomicina 100 x
(concentragcdes finais de 100 U/mL e 100 pg/ml) foi adquirida da Gibco. Os
reagentes dodecil sulfato de sodio (SDS), acido etileno-diamino-tetra-acético
(EDTA), cloreto de sédio, hidroxido de soédio, metanol e acetonitrila foram adquiridos
da Merck. Os reagentes azul de metileno, cristal violeta, 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI), brometo de etideo (EtBr), piruvato, uridina, agarose de baixo ponto de fuséo
(low melting point, LMP), isopropanol, etanol, cloroférmio e dimetilsulfoxido (DMSO)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich. O Triton X-100 usado era da Promega. O
Mitotracker® Orange CTMRos usado foi adquirido da Life Technologies — a partir
deste ponto este reagente é tratado apenas como MitoTracker. O kit para purificacao
de DNA usado foi o DNAeasy Blood and Tissue da Qiagen. O tris-hidroximetil-amino-
metano (Tris) usado foi da GE Healthcare. A proteinase K e a RNAse A usadas
foram da Invitrogen. O corante Ro 19-8022 foi gentilmente cedido pelo Dr. Elmer
Gocke e era da Roche. O DMSO usado no ensaio cometa foi da FMaia. O éalcool
etilico usado para fixar células e no container de congelamento foi de grau limpeza

com 92,8 °INPM.
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Os descartaveis de cultura usados para cultivo de células, como placas e
garrafas, foram da TPP ou da Nunc. Os frascos de congelamento usados foram os
de 1,5 mL da Nunc. O frasco usado para congelar as células no freezer -80 °C foi o
NALGENE Cryo 1 °C Freezing Container. Os tubos de centrifuga de 15 e 50 mL

usados eram da TPP e os tubos de 200, 500 1500 e 2000 uL eram da Axygen.

Para a cultura de células foram usadas estufas modelos 3130 ou 3110 da
Thermo Forma. A manipulacédo das células foi feita em ambiente esterilizado de um
fluxo laminar Pachane. As leituras de absorcéo foram feitas em um Nanodrop 1000,
Thermo Scientific. As leituras de absorbancia ou fluorescéncia em placas foram
feitas em um leitor de placas Spectramax da Molecular Devices do Laboratério do

Prof. Etelvino Bechara no IQ-USP.

3.2. Linhagens celulares e manutencao das culturas

A linhagem celular HelLa foi obtida do Laboratory of Molecular Gerontology,
NIA, NIH, EUA. As células foram mantidas em meio DMEM, contendo antibioticos e
10% de SFB, a 37 °C, 5% CO,/ ar com 100% de umidade. Estas condi¢cbes de
incubacédo séo, deste ponto em diante, chamadas apenas: estufa de cultura. O meio
usado foi DMEM com 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL estreptomicina e 10% SFB e é
chamado, daqui em diante, de meio completo. A manutencéo da cultura foi feita de
maneira que sempre que fosse atingido 70% de confluéncia as células fossem
desassociadas da placa de cultura por adicdo de solucdo de tripsina (1%) e 10%
delas fossem transferidas para um frasco de cultura igual ao anterior, ou de maneira
gue a quantidade de células/area fosse equivalente; cada troca de frasco como esta
€ denominada, deste ponto em diante, passagem. As células foram usadas até no

maximo a passagem 40 desde o descongelamento.
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O descongelamento de células acontecia da seguinte maneira: frascos
mantidos em nitrogénio liquido eram retirados e colocados em frascos de cultura
pequenos (25 cm?2) com mais 4 mL de meio DMEM completo em estufa de cultura e,
assim que as células aderissem ao frasco, 0 meio era trocado por um meio DMEM
completo novo. A partir deste ponto, as culturas eram mantidas como descrito acima,
tomando o cuidado de néo realizar experimentos com células das duas primeiras

passagens.

A fim de manter o estoque de células congeladas, nas primeiras passagens
(para algumas células) eram feitos frascos que, quando as células atingiam 70% de
confluéncia, eram congeladas. As células eram tripsinizadas com 250 pL de tripsina
e apos a desassociacdo 1 mL de meio DMEM era adicionado. A solucédo resultante
era centrifugada em tubo de centrifuga de 2 mL a 500 rpm por 10 min. O
sobrenadante era retirado e descartado. Ao pellet era adicionado 1 mL de meio
DMEM completo com 8% de DMSO. As células eram entdo colocadas num frasco de
congelamento a temperatura ambiente e levadas ao freezer -80 °C em recipiente de
congelamento de células contendo isopropanol por pelo menos 24 h. ApGs esse
tempo, os frascos eram transferidos para um tanque de nitrogénio liquido, sendo
devidamente identificados e podendo ser usadas conforme descrito acima, quando

necessario.

3.3. Preparo de solucdes e tratamentos com corantes

As solucbes de AM e CV foram preparadas imediatamente antes do uso. Para
o preparo destas solucdes foi adicionada a um tubo uma quantidade conhecida de

AM ou CV. A esta solucao foi adicionado volume conhecido de agua bidestilada a
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fim de obter solu¢des de concentracdo menor que 1 mM. Esta solucéo foi filtrada em
filtro de seringa de porosidade 0,22 um e, a partir desta solucéo inicial, foram
preparadas solu¢cdes em meio DMEM ou PBS, com as concentra¢cdes indicadas dos
corantes AM e CV. O manuseio das solu¢cdes de corantes, bem como das células a
partir de seu primeiro contato com os corantes, foi feito sob iluminac&o indireta de

lampada azul.

As solucbes de Ro foram preparadas imediatamente antes do uso a partir de
uma solucéo estoque de 23,1 mM de Ro em DMSO, mantida em freezer -80 °C. O
manuseio das solucdes, bem como das células a partir de seu primeiro contato com

o corante, foi feito sob iluminacéo indireta de lampada amarela.

A incubacado das células com os corantes foi feita por 30 min em estufa de
cultura. Depois da incubacdo as células foram lavadas 2x com PBS e foram

fotoativadas em PBS.

Para irradiacdo das células tratadas foram usados dois conjuntos de light-
emitting diodes (LEDs). O primeiro foi gentiimente emprestado pelo Prof. Dr.
Mauricio Baptista do 1Q-USP. O segundo foi adquirido posteriormente pelo nosso
laboratério. As doses por tempo de irradiacdo sdo mostradas na tabela abaixo.
Todas as irradiacbes foram feitas com a superficie onde as células estavam
aderidas distantes 12 cm dos LEDs. O tempo de irradiacéo € indicado juntamente a
dose de energia usada em cada um dos resultados dos experimentos. Para irradiar
células tratadas com AM, foi usado o LED vermelho, que tem maximo de emissao
em de 700 nm; para irradiar células tratadas com CV, foi usado o LED amarelo, que
tem maximo de emissdo de 560 nm; e para irradiar células tratadas com Ro, foi

usado o LED azul, que tem maximo de emissao de 450 nm.
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Tabela 3-1. Energia irradiada pelos LEDs: quantidade de energia irradiada nas células durante o tratamento. As
energias mostradas sédo referentes a energia a 12 cm de distancia dos LEDs.

Energiairradiada/J cm2min®

LED Vermelho “1” 1,27x10™
LED Vermelho “2” 4,24x1072
LED Amarelo “1” 3,18x10°
LED Amarelo “2" 2,12x10
LED Azul “1” 8,48x107
LED Azul “2” 1,48x10*

3.4. Absorc¢ao dos corantes

Células HelLa foram semeadas em placa de 96 pocos numa densidade celular
de 1,12x10* células/cm? (3,74x10° células/poco) em DMEM completo. Ap6s 24h o
meio foi retirado e as células foram lavadas 1x com PBS. Foi adicionado PBS com
concentracbes crescentes dos corantes conforme indicado. As células foram
incubadas por 30 min em estufa de cultura. O excedente das solu¢cfes usadas para
tratar as células foi diluido 1x com solucdo 100 mM SDS. As células foram retiradas
da estufa, lavadas 2x com PBS e lisadas com solucdo 50 mM SDS. Os lisados
celulares, bem como as solucfes dos corantes em SDS, foram analisados em placa

de 96 pocos.

3.5. Microscopia confocal

Células HelLa foram semeadas em meio DMEM completo em placas de 6
pocos contendo laminulas de menos de 0,17 mm de espessura estéreis a densidade
celular de 1,12x10* células/cm? e incubadas em estufa de cultura. Depois de 24 h as
células foram lavadas 1x com PBS e incubadas em estufa de cultura por 15 min em
presenca do marcador mitocondrial Mitotracker Orange (25nM) em DMEM sem soro.
O meio foi retirado e as células foram entdo incubadas em estufa de cultura com

solucbes dos corantes em DMEM nas concentracdes indicadas por 30 min. As
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células foram entédo lavadas 2x com PBS, quando necessario, incubadas em estufa
de cultura por 5 min com 5 uM DAPI em PBS e as laminulas foram retiradas e
fixadas numa lamina contendo 100-200 uL de Gelvatol, descrito abaixo, e mantidas
em local plano e escuro até a solidificacdo do fixador. As laminas foram estocadas

por pelo menos 48 h e no maximo uma semana antes da analise.

As laminas foram analisadas em microscépio confocal LSM 510 Meta (Zeiss,
Alemanha) da Central Analitica do IQ-USP com o auxilio de um dos dois técnicos
responsaveis. Foram usados canais referentes a cada um dos fluoréforos, conforme
a Tabela 3-2. Para obter excitacdo em 364 nm foi usado um Laser para UV
Interprize, para a excitagdo em 488 nm foi usado um Laser de Argbnio e para a
excitacdo em 543 nm foi usado um Laser de Hélio-Nebnio. Nestes experimentos
foram usadas objetivas de 63x e 100x com uso de 6leo de imerséo (Zeiss). As faixas
de leitura da emissao foram selecionadas por uma grade de difracdo. Os canais de
leitura da emisséo foram selecionados analisando células incubadas com cada um
dos corantes ou marcadores usados, bem como combinac¢des entre eles, ndo sendo
usadas células incubadas com mais de um dos corantes AM, CV e Ro. A selecéo da
espessura de analise (pinhole) se deu em cada experimento visando a melhor
observacéo e nao p6de ser mantida devido a variacdo de absor¢cdo dos marcadores

e corantes usados nas diferentes condigdes.

Tabela 3-2. Canais usados para microscopia confocal

Atribuica Cor usada nas Comprimento de onda Faixa de leitura de
tribuicéo : S L a
imagens do laser de excitagao emissao
MitoTracker Orange Vermelho 543 nm 565-587 nm
AM ou CV Verde 488 nm 672-704 nm
RO Verde 364 nm 458-490 nm
DAPI Azul 364 nm 385-470 nm

Soucao Gelvatol: Meio de montagem preparado pela mistura de 100
mL de 140 mM NaCl e 10 mM KH,PO,/Na,HPO,, pH 7,2, 25 g de alcool
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polivinilico e 50 mL de glicerol. Esta solucao foi gentilmente cedida pelo

Dr Isaias Glezer, IQ-USP.
3.6. Quantificacao de oxigénio singlete

A quantificacdo de oxigénio singlete foi feita em colaboracdo com o Dr. José
Pedro Angeli, entdo doutorando no Laboratério do Prof. Dr. Paolo Di Mascio do 1Q-
USP, com metodologia descrita em sua tese de doutorado defendida no mesmo
instituto em 2011. Ele nos cedeu o captador e o padrdo interno, e realizou as

analises cromatograficas e integracdo dos dados, como descrito no item 3.6.2.

3.6.1. TRATAMENTO OXIDATIVO DAS CELULAS NA PRESENGCA DO CAPTADOR DE OXIGENIO

SINGLETE DIETIL 3,3’-(9,10-ANTHRACENODIIL)BISACRILATO (DADB)

Em placas de 6 pocos, 1,0x10° células HelLa foram semeadas em meio
DMEM completo (densidade celular: 1,12x10* células/cm?). Depois de incubadas por
21 h na estufa de cultura, o meio foi retirado, foi adicionado 1 mL/po¢o de meio
DMEM completo contendo 20 uM de DADB e as células foram incubadas em estufa
de cultura por 3h. O meio foi retirado e as células foram lavadas com PBS 1x. Foi
adicionado 2mL de meio DMEM com as concentracdes indicadas dos corantes. As
células foram incubadas por 30 min, lavadas 2x com PBS e, quando indicado,
fotoativadas em PBS com o LED especifico para o corante usado. O PBS foi retirado
e as células foram raspadas com 500 pL de PBS contendo 1 pmol de padréo interno
(endoperéxido do 9,10-difenilantraceno, DPAO2) e transferidas para tubos
Eppendorf. Para a extracao, foi adicionado 1 mL de mistura cloroférmio:metanol (1:1,
v:v) em cada frasco, o contetudo foi homogeneizado e centrifugado a 10.000 g por 5

min. A fragdo organica foi transferida para um novo frasco e evaporada em banho
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seco a 45 °C em ambiente com alta circulacdo de ar e no escuro. O precipitado
obtido foi dissolvido em 140 pL de 70% acetonitrila/agua e analisado conforme

descrito abaixo.

3.6.2. DETECCAO E QUANTIFICACAO DO ENDOPEROXIDO DIETIL 3,3’-(9,10-

ANTRACENODIIL)BISACRILATO (DADBO2)

Utilizou-se um sistema de HPLC Agilent constituido por um autoinjetor Agilent
1200 High performance resfriado a 4 °C, Bomba Agilent 1200 Binary pump SL,
detector Agilent 1200 DAD G1315C, forno de coluna Agilent 1200 G1216B a 18 °C e
um software Analyst 1.4.2. Uma segunda bomba Agilent (1200 Isocratic pump SL) foi
usada para manter um fluxo constante para o espectrometro de massa durante a

andalise.

As analises foram realizadas com duas colunas, sendo a primeira uma coluna
Phenomenex C8(2) 150 mm x 2 mm i.d., 3 um e a segunda uma Eclipse XDB-C18,
150 mm x 4.6 mm id., 5 ym, Agilent, com um gradiente de 60% a 95% de
acetonitrila em 20 minutos (1 mL/min) contendo 0,1% &cido férmico. Uma vélvula
para direcionar o fluxo troca duas vezes de posicdo: a 4 min, permitindo que o
eluente da primeira coluna entre na segunda coluna e em seguida no espectrometro
de massas, e outra vez apos a lavagem da segunda coluna. O tempo total desta

analise é de 25 min.

O endoperoxido foi analisado com ionizagao por eletrospray no modo positivo
e deteccdo por monitoramento de reagdo multipla (MRM), em um espectrémetro de
massa triplo quadrupolo, sendo o terceiro quadrupolo uma camara hibrida ion trap

linear (API 4000 Q-TRAP, Applied Byosistems).
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A quantificacdo foi realizada criando-se uma curva de 1 a 250 fmol de

DADBO?2 utilizando DPAO2 como padréo interno.

3.7. Medida de proliferacao celular

Células Hela foram semeadas a 1,12x10* células/cm? em placas de 24 pocos
e incubadas em meio DMEM completo em estufa de cultura. Apos 24 h as células
foram lavadas 2x com PBS e tratadas com solu¢des dos corantes em DMEM,
conforme indicado e incubadas por 30 min. As células foram entdo lavadas e
fotoativadas em PBS conforme indicado. Células ndo tratadas com corantes foram
fixadas nesta etapa adicionando 500 uL de alcool e removendo em seguida; esses
pontos experimentais representam a densidade populacional no tempo 0 h de
proliferacdo. As células foram entdo incubadas com meio DMEM completo em estufa
de cultura por 24 h, e entéo fixadas como as anteriores. Depois que o alcool secou,
foi adicionado 500 pL de solucdo 1 M de NaOH a cada po¢o e homogeneizado. As
placas foram novamente incubadas em estufa de cultura por 1 h. Foi lida a

absorbancia da solucéo resultante a 260 nm em triplicata.

Para o céalculo da proliferacdo, o crescimento de culturas controle (100% de
proliferacédo) foi obtido através da diferenca entre as células fixadas logo depois do
tratamento e as fixadas apés as 24 h de incubacgéo. A porcentagem de proliferacao
para cada concentracdo de corante foi obtida pela equagéo abaixo, em que P, € a %
de proliferagdo da condigdo “a”, A, foi a média das absorbancias obtidas para as

[{peel)

amostras tratadas com a condicao “a” apds 24h de incubacao, A,, foi a média das

absorbancias obtidas para as amostras ndo tratadas com corante apos 24h de
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incubacéo e A, foi a média das absorbancias obtidas para as amostras néo tratadas
com corante e fixadas logo apés o tratamento.

(Aa - AO)

P, = 100 ———=
“ (A24 - AO)

3.8. Medida de sobrevivéncia celular
3.8.1. BAIXA DENSIDADE CELULAR

Células HelLa foram semeadas a 8 células/cm? em placas de 10 cm de
diametro (500 células/placa) e incubadas em meio DMEM completo em estufa de
cultura. Depois de 24 h as células foram lavadas 2x com PBS e tratadas com
solucdes dos corantes em DMEM, conforme indicado e incubadas por 30 min. As
células foram entédo lavadas e fotoativadas em PBS conforme indicado. Em seguida,
foram incubadas em estufa de cultura por 7-10 dias até que fosse possivel visualizar

colénias a olho nu (> 50 células).

3.8.2. ALTA DENSIDADE CELULAR

Células HelLa foram semeadas a 1,12x10* células/cm? em placas de 6 pocos
(1x10° células/poco) e incubadas em meio DMEM completo em estufa de cultura.
Depois de 24 h as células foram lavadas 2x com PBS e tratadas com solucfes dos
corantes em DMEM, conforme indicado e incubadas por 30 min. As células foram
entdo lavadas e fotoativadas em PBS conforme indicado. As células foram entéo
tripsinizadas, contadas e semeadas em meio DMEM completo a uma densidade de
8 células/cm2. Foram entéo incubadas em estufa de cultura por 7-10 dias até que

fosse possivel visualizar colonias.
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3.8.3. PROCESSAMENTO DAS PLACAS COM COLONIAS E CALCULO DE SOBREVIVENCIA

Apo6s a remocdo do meio de cultura, as colénias foram lavadas com PBS e
fixadas com &lcool etilico (colocar na placa volume de alcool suficiente para cobrir a
regido com colbnias, retirar o alcool e deixar o excesso evaporar) e coradas com
solugcdo 1% AM ou CV (cobrir a regido onde houve células com a solugcdo do
corante, remover e lavar com cuidado em &gua). As colbnias formadas foram
contadas e a % de sobrevivéncia foi calculada segundo a equagéo abaixo, em que
S, foi a porcentagem de sobrevivéncia para a concentragcdo de corante “a”, N, foi a

meédia de coldnias contadas nas placas tratadas com concentracéo de corante “a” e

N, foi a média de coldnias contadas nas placas néo tratadas com corantes.

3.9. Ensaio cometa

3.9.1. SOLUCOES

Solucéo de Lise (estoque): 2,5 M NaCl, 100 mM EDTA,

Solugéo de Lise (uso): 10% DMSO, 1% Triton X100 / solugéo de lise

(estoque)*;

Tampao de Eletroforese: 300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH 13,0%

Tampéao de neutraliza¢do: Tris-HCI 0,4 M pH 7,5;

Agarose NMP 1,5%: Agarose Normal Melting Point (NMP) 1,5 g, PBS

100 mL;
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Agarose LMP 0,5%: Agarose Low Melting Point (LMP) 100 mg, PBS 20

mL.

* Estas solucfes foram preparadas poucas horas antes do uso.

3.9.2. PREPARACAO DAS LAMINAS

Em um béquer de capacidade superior a 250 mL foi fervido o PBS e a
agarose NMP foi dissolvida em PBS por aquecimento. A solugcdo foi deixada
solidificar e novamente aquecida ate a dissolugdo completa por 2x. O volume foi
acertado novamente com agua deionizada. A solucdo foi dividida em 2 tubos de
centrifuga de 50 mL. O tubo de centrifuga foi mantido em banho-maria a 60 °C; as
laminas foram mergulhadas uma a uma no tubo e a solucdo de um dos lados da
lamina foi retirada. As laminas foram deixadas secando em posi¢cao horizontal

(alinhada) por cerca de 16h.

3.9.3. PROCEDIMENTO PARA O ENSAIO COMETA

Células HelLa foram semeadas a 1,12x10* células/cm? em placas de 6 pocos
e incubadas em meio DMEM completo em estufa de cultura. Apos 24 h as células
foram lavadas 2x com PBS e tratadas com solugdes dos corantes em DMEM,
conforme indicado e incubadas por 30 min. As células foram entdo lavadas e
fotoativadas em PBS conforme indicado. Ja com a solucdo de agarose LMP num
banho-maria a 37 °C préximo, as células foram tripsinizadas e a tripsina foi inativada
com meio DMEM completo. A suspensao de células foi transferida para um tubo de
centrifuga e centrifugada a 200 g por 10 min. Quase todo o0 sobrenadante foi
removido, deixando 200 pL. Foram transferidos 10 puL da suspenséao e 120 uL de

agarose LMP para um novo tubo, e rapidamente homogeneizados. Da suspensao
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resultante 60 pL foram distribuidos para cada lamina ja recoberta por agarose NMP
seca e uma laminula foi colocada sobre a agarose. As laminas foram deixadas

solidificando por 10 a 20 min em geladeira (4 °C).

As laminulas foram retiradas e as laminas foram mergulhadas em solucéo de
lise a 4 °C por 1,5h. Todo o procedimento foi realizado com luz indireta azul devido
ao uso do corante AM, a partir desta etapa tomou-se o cuidado de diminuir a luz o
maximo possivel devido a suscetibilidade dos nucledides a danos adicionais
causados por luz, em especial luz vermelha. As laminas foram lavadas
mergulhando-as em PBS. As laminas foram distribuidas em uma cuba de
eletroforese de modo a preencher completamente a largura da cuba (foi necessario
usar um fragmento de lamina para preencher um espa¢o numa das laterais). O
tampéo de eletroforese foi adicionado e foi deixado desnaturando por pelo menos 25
min. A eletroforese foi feita por 25 min a 25 V e 300 mA. O volume de tampéo de
eletroforese foi ajustado para alcancar estes valores (para aumentar a voltagem,
adicionou-se tampdao; para diminuir, retirou-se). As laminas foram retiradas com
cuidado e mergulhadas em solucdo de neutralizacdo por 15 min, o tampéao foi
trocado de 5 em 5 min. As laminas foram secas em posicao inclinada e fixadas com
alcool etilico mergulhando-as no alcool por 10 min. As laminas foram estocadas a 4

°C até a analise.

3.9.4. ANALISE DAS LAMINAS GERADAS NO ENSAIO COMETA

A andlise das laminas foi feita no laboratério da Profa. Dra. Marisa Medeiros.
Para a analise foi adicionado 100 pL de solugédo 0,02 mg/mL de brometo de etideo a

lamina e coberto com laminula. Depois de 5 minutos foi feita a analise em
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microscopio de fluorescéncia (Nikon) sob um aumento de 20x (na objetiva), usando
um filtro de 420-490 nm para excitacdo e um filtro de barreira de 520 nm. Com o
auxilio do software KOMET 6.0 (Andor) foram delimitadas areas de nucleo e cauda
para 50 células de cada lamina. O software fornece medida de Olive Tail Moment
(89) para cada amostra, além de varias outras. Os dados apresentados sdo a media

dos 100 nucledides analisados para cada condicéo.

3.10. Eletroforese em gel de agarose para deteccio de fragmentacao

internucleossomica
3.10.1. PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Células HelLa foram semeadas a 1,12x10* células/cm? em placas de 6 pocos
e incubadas em meio DMEM completo em estufa de cultura. Depois de 24 h as
células foram lavadas 2x com PBS e tratadas com solu¢cdo 10 uM de iondéforo de
Ca** A23198 ou solucdes de AM em DMEM, conforme indicado e incubadas por 30
min. As células foram entdo lavadas e fotoativadas em PBS conforme indicado,
sendo que as células tratadas com A23189 nado foram fotoativadas. Foi adicionado

meio DMEM completo e as células foram deixadas em estufa de cultura por 24h.

3.10.2. ISOLAMENTO DE DNA POR SALTING-OUT

O meio de cultura foi coletado e as placas foram raspadas com PBS. O meio
e o0 PBS contendo as células foram centrifugados e o sobrenadante foi descartado.
Ao precipitado foi adicionado 100 pL de tampéao de lise (ver composi¢cao abaixo) com
proteinase K para cada 200.000 células. Foi medida a concentracao de proteina das
amostras. A solucdo, quando necessario, foi diluida com o tampao de lise com

proteinase K para obter no maximo 10 mg/mL de proteina. A mistura foi incubada a
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55 °C por 1 h. Foi adicionado ¥ de volume de solugéo saturada de NaCl e incubado
a 55 °C por 15 min. A mistura foi entdo colocada em gelo até gerar precipitado
branco e foi centrifugada a 16.000 g por 7 min a 4 °C. O sobrenadante foi separado,
o precipitado foi aquecido a 55 °C novamente e foi repetida a centrifugacdo. Os
sobrenadantes foram combinados e a eles foi adicionado 2,5x seu volume em alcool
etilico a 4 °C. A mistura foi deixada a -20 °C por 16h. A solucdo foi entdo
centrifugada a 16.000 g por 30 min. O precipitado foi lavado com 80% 4&lcool
etilico/agua gelada e centrifugada novamente por 5 min. O precipitado foi seco na
capela. Cada um dos precipitados foi ressuspenso em no mesmo volume inicial de
tampdo TE, ver composicdo abaixo. Foi adicionada RNAse-A para obter
concentracdo final de 100 ug/mL e a mistura foi incubada a 37 °C por 1 h. Foi
adicionado volume igual ao inicial de tampé&o de lise com proteinase K e a mistura foi
incubada por 1h a 55 °C. Foi adicionada solucdo 10% SDS a fim de obter
concentracéo final de 1%. Foi adicionado ¥ de volume de solugéo saturada de NaCl.
A mistura foi entdo colocada em gelo até gerar precipitado branco e foi centrifugada
a 16.000 g por 4 min a 4 °C. O sobrenadante foi separado, o precipitado foi aquecido
a 55 °C novamente e foi repetida a centrifugacdo. O sobrenadante foi transferido
para outro tubo e foi adicionado 2,5x o volume de &lcool etilico, e esta mistura foi
deixada a -20 °C por 2h. A solucéo foi entdo centrifugada a 16.000 g por 30 min a 4
°C. O precipitado foi lavado com 80% alcool etilico/agua gelada e centrifugada
novamente por 5 min. O precipitado foi seco em capela e ressuspenso em agua
deionizada. A quantificacdo do DNA e verificagdo de contaminacdo por alcool foi

feita por espectrofotometria UV-Vis.
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Tampéo de lise: 10 mM Tris.HCI pH 8,2; 2 mM EDTA, 400 mM NaCl e

1% SDS.

Tampé&o TE:10 mM Tris.HCI pH 8,0 e 1 mM EDTA.

3.10.3. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE DAS AMOSTRAS

Foi preparado um gel 1,2 % de agarose em tamp&o TAE (ver componentes
abaixo) no qual foram colocados 5 pg de amostra de DNA por poco. A eletroforese
foi feita em tampéo TAE a 120 V. O gel foi corado com solugéo 10 pg/mL brometo de

etideo e a imagem foi registrada num fotodocumentador.
Tampéao TAE: 40 uM Tris-Acetato, 1 uM EDTA, pH ~ 8,5
3.11. Geragio de clones HeLa rho™/°

Para a geracdo dos clones, sua manutencdo e para 0s experimentos com
estas células foi usado meio DMEM completo suplementado com 100 pg/mL
piruvato e 50 pg/mL uridina e que, a partir deste ponto, € chamado meio DMEM

suplementado com piruvato e uridina.

Células HelLa foram cultivadas com brometo de etideo em concentracdes de
50 ng/mL por 25 passagens, 125 ng/mL por 25 passagens e 250 ng/mL por 30

passagens em meio DMEM suplementado com piruvato e uridina.

Estas células foram semeadas em meio DMEM suplementado com piruvato e
uridina a uma densidade celular de 0,5 célula/pogo em placa de 96 pocgos, para
selecdo clonal. As culturas foram observadas ate que colénias (> 50 células)

individuais fossem identificadas. Destas, 6 clones foram escolhidos e expandidos, e
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apos o estabelecimento de culturas, cada clone foi testado para a perda de mtDNA

por gPCR, como descrito a seguir.

3.12. Quantificacdao de mtDNA e nDNA

DNA de células HelLa controle (mantidas em meio livre de EtBr - e
identificadas como WT) e dos clones gerados acima, foi isolado usando-se o
protocolo para células em cultura do kit DNAeasy, como recomendado pelo

fabricante.

Para a quantificacdo do mt- e nDNA, foi feito gPCR (real time quantitative
polimerase chain reaction) com o kit Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biossystems, cat# 4367659), em um termociclador 7500 Real Time PCR System
(Applied Biosystems), com o programa padrao para gPCR, a saber: um ciclo de 95
°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minutos. Apés
a amplificacéo foi realizada uma curva de dissociacdo para verificar a fidelidade da
reacdo, ou seja, a formacao de um unico produto alvo. A analise dos dados foi feita
segundo proposto por Pfaffl, 2001 (90). As sequéncias dos primers (Invitrogen)

usados sdo mostradas na Tabela 3-3.

Tabela 3-3. Primers usados na reagéo de gPCR.
Sequéncia5” — 3’

mtDNA forward ACCCTATTAACCACTCACGGGAGCT
mtDNA reverse GCGACATAGGGTGCTCCGGC
HPTR forward TTTACGTCACGCGAGGGCGG
HPTR reverse GCAGGCGGCACATGTCAACC

Para cada leitura foram usados 100 ng de DNA isolado, 200 nM de cada um
dos primers (forward e reverse) referente ao fragmento a ser quantificado conforme
a Tabela 3-3, e Power SYBR Master mix na concentracao final de 1x. Para as

amostras controle, foram feitas também reacdes contendo 1, 10 e 1000 ng de DNA,
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com a finalidade de se calcular a eficiéncia do par de primers. A partir dos dados de
Cr (cycle threshold) para cada par de primers, na curva com quantidades crescentes
de DNA HelLa controle, foi calculada a eficiencia de amplificacdo dos primers,
conforme descrito abaixo, onde slope é inclinagdo da reta resultante da plotagem de

CT x massa de DNA, e E corresponde a eficiéncia do primer.

— 10_1/slope

Eprimer
A amplificacdo relativa para cada uma das amostras foi calculada segundo a

equacao abaixo.

(CT controle-mtDNA—CT amostra-m tDNA)
mtDNA

E (CT controle-HPRT—CT amostra-HPR T)
HPRT

Amplificacdo Relativa =

3.13. Avaliacido de sobrevivéncia de células rho~/°

Células HeLa WT e células HelLa rho~ Clone 3 foram semeadas a 1,12x10*
células/cm2 em placas de 6 pocos e incubadas em meio DMEM suplementado com
piruvato e uridina em estufa de cultura. Depois de 24 h as células foram lavadas 2x
com PBS e tratadas solugdes dos corantes em PBS, conforme indicado e incubadas
por 30 min. As células foram entdo lavadas e fotoativadas em PBS conforme
indicado, e em seguida tripsinizadas. A densidade celular da suspenséao foi medida e
foram semeadas 5000 células em poc¢os de 9 cmz? (placas de 6 poc¢os). Apds 4 dias
de crescimento, as coldnias resultantes foram fixadas e coradas como descrito no

item 3.8.3.
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4. Resultados

Para investigar o papel do mtDNA na morte celular induzida por danos
oxidativos decidimos estabelecer modelos celulares em que o estresse oxidativo
fosse gerado apenas no compartimento mitocondrial, em comparacdo com a
condicdo em que o estresse oxidativo fosse gerado em toda a célula. A geracéo de
estresse oxidativo restrito a compartimentos especificos representa um desafio
técnico, uma vez que peroxido de hidrogénio é facilmente difusivel através de
membranas bioldgicas (91), e o radical anion superoéxido € rapidamente dismutado a
perdxido de hidrogénio em sistemas bioldgicos (14). Em razéo disso, escolhemos a
estratégia de utilizar fotossensibilizadores que apresentam localizacdo intracelular
restrita, e que geram oxigénio singlete apenas quando excitados pela absor¢céo de
luz em comprimentos de onda especificos. Neste estudo, utilizamos duas
substancias que apresentam carga liquida positiva em pH fisiolégico e tendem a
acumular-se no compartimento mitocondrial: o azul de metileno (AM) e o cristal
violeta (CV). Em contrapartida, utilizamos o corante R019-8022 que também gera

oxigénio singlete, mas nao apresenta carga liquida em pH fisioldgico.

4.1. Captacao, localizagao e fotoativacao dos corantes

O oxigénio singlete € uma espécie altamente reativa (16) que ataca
biomoléculas préximas ao seu local de formag&o. Assim, iniciamos esse estudo
caracterizando o modelo celular quanto a internalizacdo dos corantes, bem como

sua localizacéo e geracao de oxigénio singlete.
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4.1.1. CAPTACAO

Para demonstrar a captacdo dos corantes pelas células durante o periodo de
tratamento utilizado nesse estudo, foram medidos os espectros de absorcdo das
solugdes dos corantes utilizadas nos tratamento e dos lisados de culturas tratadas

com concentracdes crescentes dos corantes.

Estes experimentos foram realizados em triplicata, e espectros

representativos sao apresentados.

Para o AM, sdo mostrados na Figura 4-1 os espectros de absor¢éo entre 550
e 700 nm de solucdes de AM com metade das concentracdes usadas para tratar as
células (painel A) e dos lisados celulares das células tratadas com AM por 30 min no
escuro (painel B). Comparando os painéis A e B observa-se que houve absorcao
proporcional a concentracdo utilizada do corante nas condi¢cbes usadas, sendo

proporcionalmente maior para as concentracdes mais altas de AM.

Absorbancia (UA)
Absorbancia (UA)

= = —————
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560 580 600 620 640 660 680 700 560 580 600 620 640 660 680 700

A (nm) % (nm)

Figura 4-1. Captacéo de AM: Espectros de absor¢éo de (A) solu¢cdes de AM em 50 mM SDS, concentragdes de
AM indicadas e (B) lisados de células HelLa tratadas com solu¢des com as concentrag8es indicadas de AM por
30 min, lavadas e submetidas a lise com solucao de lise 50 mM SDS. Resultados representativos de dois
experimentos, realizados em triplicata.

Para o CV sédo mostrados na Figura 4-2 os espectros de absorcgéo entre 500 a

650 nm de solucdes de CV com metade das concentracées usadas para tratar as
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células (painel A) e dos lisados celulares das células tratadas com CV por 30 min no
escuro (painel B). Observamos que houve absor¢cédo do corante CV pelas culturas,
de forma proporcional a concentracdo do corante usada durante o tratamento, sendo

proporcionalmente maior para concentracdes mais baixas do corante.
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Figura 4-2. Captacdo de CV: Espectros de absorcéo de (A) solu¢des de CV em 50 mM SDS, concentragfes de
CV indicadas e (B) lisados de células HelLa tratadas com solu¢des com as concentragdes indicadas de CV por
30 min, lavadas e submetidas a lise com solucéo de lise 50 mM SDS. Resultados representativos de dois
experimentos, realizados em triplicata.

Para o R019-8022 sdo mostrados na Figura 4-3 os espectros de absorc¢éo
entre 270 a 470 nm de solu¢cbes de Ro com metade das concentracfes usadas para
tratar as células (Painel A) e dos lisados celulares das células tratadas com Ro por
30 min no escuro (Painel B). Devido a regido de absorcéo de radiacao do corante, e
ao fato de que essa molécula apresenta coeficiente de absorcéo de radiacdo menor
gue os outros dois corantes, ndo é possivel observar espectros de absorgéo
claramente definidos em concentracbes menores que 50 pM. Assim foi
acrescentado, para ilustracdo, um tratamento com 250 pM de Ro. Diferencas na
quantidade de células podem ter contribuido para a variagdo de absorbancia

observada para as concentracdes mais baixas de Ro. E possivel observar, no
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entanto, que houve absorcédo do corante ao analisar as curvas de 50 e 250 uM do

corante.

Absorbancia (UA)
Absorbancia (UA)

2 (nm) A (nm)

Figura 4-3. Captacédo de Ro: Espectros de absorgao de (A) solu¢cdes de Ro em 50 mM SDS, concentragfes de

Ro indicadas e (B) lisados de células Hela tratadas com solugfes com as concentragfes indicadas de Ro por 30

min, lavadas e submetidas a lise com solucéo de lise 50 mM SDS. Resultados representativos de experimentos
realizados em triplicata.

Os dados acima indicam que células HelLa absorvem os corantes usados
neste estudo de forma aproximadamente proporcional a concentracdo a que sdo

expostas durante os 30 min de tratamento.

4.1.2. LOCALIZACAO

A localizacao intracelular dos corantes foi estudada por microscopia confocal.
Esta técnica permite a visualizacdo precisa da localizacéo intracelular de moléculas
fluorescentes, uma vez que permite a andlise das células em planos focais bem
restritos. O objetivo da técnica é registrar a fluorescéncia de uma fatia selecionada
do campo com espessura escolhida para cada conjunto de laser para irradiacéo e
comprimento de onda para registro da luz emitida. Assim, se a fatia escolhida é fina
o suficiente e ha sobreposicéo de sinais em diferentes canais, € muito provavel que
os fluoréforos analisados nestes canais estejam no mesmo compartimento

subcelular. A localizacao intracelular dos corantes AM e CV ja havia sido estudada
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por microscopia confocal (82), assim, apenas adequamos 0s comprimentos de
excitacdo e emissdo. Para o corante Ro, realizamos analise preliminar por
espectroscopia de fluorescéncia e dados da literatura (87) para identificar os

comprimentos de onda de excitacdo e emissao para os estudos de microscopia.

Para identificar a localizacdo das mitocondrias, e permitir a colocalizacdo dos
corantes, utilizamos o indicador MitoTracker Orange, que se acumula em
mitocondrias em células vivas devido a diferenca de carga entre a matriz
mitocondrial e o citosol, mas uma vez dentro da mitocondria, estabelece ligacbes
covalentes com residuos expostos de cisteina. Dessa forma, o MitoTracker fica

“preso” na organela mesmo apos a fixacdo das células (92).

Experimentos preliminares e dados da literatura indicam que corantes AM e
CV diminuem temporaria ou permanentemente o potencial elétrico de membrana
mitocondrial, que é o responsavel pela localizacdo dos marcadores de mitocéndria
classicos, inclusive o MitoTracker Orange. Por isso, escolhemos adicionar o
marcador as culturas 15 minutos antes do tratamento com o corante a ser estudado.
Desta maneira, quando os corantes entraram em contato com as células o marcador
ja havia, em grande parte, se ligado covalentemente a proteinas mitocondriais. A
escolha dos canais para analise de AM, CV e MitoTracker incluiu uma analise de
células incubadas com apenas cada um em ambos o0s canais. A tentativa de analise
de células tratadas com um ou outro em equipamentos que usassem filtros para
selecdo de comprimentos de onda de emissdo mostrava sobreposi¢cdo dos canais.

Foi necessario usar um equipamento que tem uma grade de difracdo para selecao
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precisa dos comprimentos de onda de emisséo e, apenas entdo foi possivel separar

0s canais dos corantes e do marcador.

Na Figura 4-4 sdo mostradas imagens de microscopia confocal de células
incubadas com 25 uM AM, 25 nM MitoTracker Orange e 5 uM DAPI. Nos painéis A,
B e D sdo mostradas as fluorescéncias de MitoTracker, AM e DAPI,
respectivamente. No painel C € mostrada a luz transmitida, o painel E apresenta a
imagem composta dos quatro canais e o painel F apresenta a imagem composta dos
painéis A, B e D. As imagens apresentadas no painel A indicam que o AM tem
localizacdo majoritariamente citoplasmatica, uma vez que muito pouca sobreposi¢ao
com o sinal fluorescente de DAPI (painel C) foi observada. Por outro lado, as
imagens apresentadas no painel F indicam uma grande co-localizacdo entre os
sinais de AM e MitoTracker, que na micrografia composta aparece como sinal
laranja, indicando que o AM acumula nas mitocondrias das células tratadas segundo

0 protocolo apresentado neste trabalho.
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Figura 4-4. Localizac&o intracelular de AM: Microscopia confocal de células HelLa tratadas com 25 pM AM, 25
nM de Mitotracker Orange e 5uM DAPI. Canais A, B e C conforme descrito na Tabela 3-2. Painel A: canal de
MitoTracker, pinhole: 150 pum, laser: 543 nm a 56%, registro de emisséo de 565 a 587 nm; Painel B: canal de AM,
pinhole: 174 pm, laser: 488 nm a 40%, registro de emisséo de 672 a 704 nm; Painel C: canal de DAPI, pinhole:
188 pum, laser: 364 nm a 68%, registro de emisséo de 385 a 470 nm; Painel D: luz transmitida, laser: 488 nm a
31%; Painel E: Somatdria dos canais A, B, C e D; Painel F: Somat6ria dos painéis A, B e C. A barra indica 10 pm.

Na Figura 4-5 sdo mostradas imagens de microscopia confocal de células
incubadas com 1 uM CV, 25 nM MitoTracker Orange e 5 uM DAPI. O canal de luz
transmitida, na ocasido do experimento, ndo apresentava o contorno das células e
por isso nédo foi registrado. No painel A é mostrada a fluorescéncia de MitoTracker
Orange que, apesar de ser um marcador de mitocéndrias, parece estar marcando
algo dento do nudcleo que, no entanto ndo € corado por DAPI. Acreditamos que o
marcador tenha se ligado inespecificamente a algum componente do nucléolo. Nos
painéis B e C sdo mostradas as fluorescéncias de CV e DAPI, respectivamente. O
painel D apresenta a imagem composta dos trés canais. De maneira similar ao

observado para o AM, a localizacdo de CV € majoritariamente citoplasmatica, uma
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vez que nenhum sinal de CV foi detectado na regido nuclear, identificada pela
fluorescéncia de DAPI (painel C). Por outro lado, grande parte do sinal de CV
colocaliza com o sinal de MitoTracker Orange (painel D). Isso indica que a

localizac&o intracelular de CV é majoritariamente mitocondrial.

Figura 4-5. Localizacdo intracelular de CV: Microscopia confocal de células Hela tratadas com 1uM CV, 25 nM
de Mitotracker Orange e 5uM DAPI. Canais A, B e C conforme descrito na Tabela 3-2. Painel A: canal de
MitoTracker, pinhole: 240 um, laser: 543 nm a 56%, registro de emisséo de 565 a 587 nm; Painel B: canal de CV,
pinhole: 232 um, laser: 488 nm a 100%, registro de emisséo de 672 a 704 nm; Painel C: canal de DAPI, pinhole:
244 um, laser: 364 nm a 6%, registro de emisséo de 385 a 470 nm; Painel D: somatdria dos painéis A, B e C.

Em ambos os casos de AM e CV, notamos que a localizacao intracelular dos
corantes € principalmente citosélica, apesar de ndo ser exclusivamente mitocondrial.
Essa conclusédo decorre da observacédo da presenca de sinal verde (corante) que
nao co-localiza com o sinal vermelho (MitoTracker). Entretanto, para efeito do
objetivo desse estudo, a observacdo de que ambos os corantes excluem do nudcleo
justifica sua utilizacdo com modelos de geradores de dano oxidativo exclusivamente

ao mtDNA.
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Na Figura 4-6 sdo mostradas imagens de microscopia confocal de células
incubadas com 1 pM Ro e 25 nM MitoTracker Orange. Nao foi possivel usar células
marcadas com DAPI, pois a fluorescéncia deste marcador coincide com a
fluorescéncia do Ro. Os, painéis A e B apresentam a fluorescéncia de MitoTracker e
Ro, respectivamente, enquanto o painel C apresenta a imagem de luz transmitida do
campo. O painel D apresenta a imagem composta dos trés canais, e 0 painel E
apresenta a imagem composta de A e B. Nessas imagens observamos que o
corante Ro se localiza em toda célula, sem demonstrar localizac&o preferencial por
nenhum compartimento intracelular. Observamos alguma co-localizacdo com o sinal
de MitoTracker, indicando localizacdo mitocondrial, que no entanto deve ser

causada pela localizacéo difusa do corante através do citosol.

Figura 4-6. Localizac&o intracelular de Ro: Microscopia confocal de células HelLa tratadas com 1uM Ro e 25
nM de Mitotracker Orange. Canais A e B conforme descrito na Tabela 3-2. Painel A: canal de MitoTracker,
pinhole: 240 pum, laser: 543 nm a 56%, registro de emisséo de 565 a 587 nm; Painel B: canal de Ro, pinhole: 240
pm, laser: 488 nm a 51%, registro de emisséo de 672 a 704 nm; Painel C: luz transmitida, laser: 488 nm a
51%;Painel D: somatdria dos canais A, B. e C; Painel E: somatdria dos canais A e B.
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Notamos aqui que esses experimentos foram realizados apenas uma vez
para cada corante. Entretanto, em cada ensaio, varios campos representando pelo
menos 50 células distintas foram analisados. As imagens apresentadas sao

representativas de todos os campos analisados.

Com estes experimentos, portanto foi possivel mostrar que, de fato, os
corantes AM e CV tém localizacdo citoplasmatica, com grande localizacéo
mitocondrial, e o corante Ro é localizado difusamente pela célula, provavelmente,

inclusive no nucleo e na mitocondria.

4.1.3. GERACAO DE OXIGENIO SINGLETE

Uma vez demonstrado que os corantes utilizados apresentavam localizacéo
intracelular especifica, determinamos se esses corantes estavam gerando oxigénio
singlete intracelular durante a fotossensibilizacdo. Para isso, utilizamos um
sequestrador intracelular de oxigénio singlete, o DADB, com metodologia
desenvolvida pelo laboratério do Prof. Paolo Di Mascio, 1Q-USP. O DADB é
relativamente estavel em condi¢cdes ambientes, exceto pelo fato de ser convertido no
seu endoperoxido, o DADBOZ2, quando exposto a luz na regido do azul. Quando o
DADB reage com oxigénio singlete, ele € também convertido a DADBO2. Este
endoperoxido é estavel e pode ser isolado das células, detectado e quantificado por
HPLC acoplado a espectrometria de massas, conforme descrito. Para a
quantificacdo do endoperéxido DADBO2 é usado outro endoperoxido estavel como

padréo interno, o DPAO2.

Os resultados da quantificagdo de oxigénio singlete em células Hela tratadas
com AM e CV sao mostrados na Figura 4-7. Os dados correspondem a area

corrigida pelo padrao interno dos picos da analise por HPLC/MS-MS-MS dos lisados
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celulares de células tratadas por 3 h com o captador e entdo submetidas ao
tratamento oxidativo. Nao foi possivel analisar as amostras tratadas com Ro, pois 0
comprimento de onda usado para fotossensibilizar o corante também converte o
captador em seu endoperéxido. Desta maneira, a quantidade de endoperoxido
encontrada em células submetidas a iluminacdo com a lampada para o Ro foi muito
mais alta que as observadas para os corantes AM e CV. A média da area dos picos
de um experimento feito em triplicata sem adicdo de Ro com irradiacdo com LED
azul por 10 minutos com irradiacdo de 1,48 J/cm? foi 1,13x10° (dados n&o
apresentados), sendo que o maior valor de area corrigida mostrado na Tabela 3-3

para células tratadas com 25 pM de AM e 10 min de fotoativacéo foi de 1,7x10°.

Os resultados apresentados na Tabela 3-3 mostram que o AM induz a
formacdo de oxigénio singlete de maneira dependente da dose do corante e da
guantidade de luz. Por outro lado, o CV induz a formacédo de quantidades bastante
menores de oxigénio singlete, também de maneira dependente da quantidade de luz
aplicada. Entretanto, ndo observamos um aumento significativo na producdo de
oxigénio singlete de maneira dependente de dose do corante. Esses resultados
estdo em acordo com dados in vitro que indicam que o rendimento quantico para

oxigénio singlete do AM € maior do que do CV (82).
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Figura 4-7. Oxigénio singlete gerado nos tratamentos com AM e CV: Quantifica¢gdo por HPLC-MS de
DADBO2 acumulado em células tratadas com DADB e AM ou CV. As células séo tratadas como captador por 3 h
e entdo com AM ou CV por 30 min, lavadas 2x com PBS fotoativadas pelos tempos indicados. O captador é
isolado e submetido a HPLC-MS. Resultados apresentados representam a média + desvio de 1 experimento,
realizado em quadruplicata.

4.2. Toxicidade

Os experimentos anteriores foram realizados para caracterizar o modelo
celular quanto a localizacao diferencial dos agentes indutores de estresse oxidativo.
Uma vez que os resultados estabeleceram claramente que AM/CV tém localizacéo
citosdlica, inclusive mitocondrial, enquanto Ro tem localizacéo difusa, e que nessas
condicBes experimentais ha formacdo de oxigénio singlete, passamos a estudar a
citotoxicidade desses compostos em células HelLa. Para tal foram feitos
experimentos de avaliacdo de proliferacdo celular em 24 h apds os tratamentos

oxidantes e de morte celular.
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4.2.1. PROLIFERACAO

Danos ao DNA podem causar parada no ciclo celular ou, em casos mais
extremos, morte celular. A medida de proliferagdo celular mostra diferencas na
velocidade de crescimento celular apos o tratamento, indicando, uma possivel

parada no ciclo celular quando diminuida.

Na Figura 4-8 é mostrada a proliferacdo de células HelLa tratadas com
concentracbes crescentes de AM no escuro, ou irradiadas por 2 min. E possivel
notar uma diminuicdo na velocidade de crescimento das células de maneira
dependente de dose, até a parada completa da proliferacdo celular com 25 pM de
AM. A maior concentracao utilizada, 50 pM, apresentou proliferacdo negativa, ou
seja, diminuicdo na quantidade de células devido a morte e descolamento das
células do substrato. O grafico também demonstra que n&o ha inibigdo significativa
de proliferacdo no escuro, indicando que os efeitos citostaticos sdo devidos a

formacao de oxigénio singlete.
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Figura 4-8. Proliferacdo em 24h de HelLa ap6s tratamento com AM e fotoativagdo: Porcentagem de
proliferagdo em 24 h das células tratadas por 30 min com AM e fotoativadas por 2 min.(2,5x10™" J/cm2) apés 24 h
de incubacdo em DMEM completo. Resultados apresentados sédo média + desvio de 2 experimentos (escuro) ou

3 experimentos (2 min), realizados em triplicata.

A Figura 4-9 mostra a proliferagdo em 24 h de células HelLa tratadas com CV
e fotoativadas. Nesse grafico observamos diminuicdo da proliferacdo dependente de
dose em ambas as condicdes experimentais, ou seja, no escuro ou apls a
irradiacdo por 2 min. Isto indica que o mecanismo citostatico de CV nédo depende da
geracao de oxigénio singlete, e portanto ndo esté diretamente associado a formacao

de lesbes oxidativas em alvos celulares pela fotoativagcdo do corante.
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Figura 4-9. Proliferagcdo em 24h de HeLa ap6s tratamento com CV e fotoativagcdo: Porcentagem de
proliferacao das células tratadas por 30 min com CV e fotoativadas por 2 min (6,4x10'2 J/lcm?) apos 24 h de
incubacdo em DMEM completo. Resultados apresentados sdo média + desvio de 3 experimentos, realizados em
triplicata.

A Figura 4-10 mostra a proliferacdo de células Hela tratadas com Ro. A
toxicidade no escuro deste corante foi baixa e as células fotoativadas apresentaram
diminuicdo dose-dependente da velocidade de crescimento, como observado para o

AM, indicando que o efeito citostatico € dependente da geracdo de oxigénio singlete.
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Figura 4-10. Proliferacdo em 24h de HelLa apds tratamento com Ro e fotoativagdo: Porcentagem de
proliferacao das células tratadas por 30 min com Ro e fotoativadas por 10 min (1,5 J/cm?2) ap6s 24 h de
incubacdo em DMEM completo. Resultados apresentados sdo média + desvio de 3 experimentos, realizados em
triplicata.

Em conjunto, esses resultados indicam que os corantes AM e Ro causam
inibicdo do crescimento celular por mecanismos dependentes da geracdo de
oxigénio singlete durante a fotossensibilizagdo. Por outro lado, o corante CV causa
diminuicdo de velocidade de crescimento mesmo nao fotoativado, indicando

mecanismos independentes de oxigénio singlete.
4.2.2. SOBREVIVENCIA

A geracéo de estresse oxidativo pode causar tanto a parada do ciclo celular,
guanto a morte celular, se a quantidade de lesdes exceder a capacidade de reparo
das células. Nos resultados apresentados acima, observamos proliferagdo negativa
em concentragcdes mais altas dos 3 corantes, indicando perda celular. Portanto,

decidimos investigar o mecanismo de morte celular utilizando o ensaio clonogénico.
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Esse ensaio avalia diretamente a perda da capacidade replicativa das células, uma

vez que mede a formacédo de colbnias a partir de células individualizadas.

Inicialmente usamos células semeadas a densidade celular baixa, 500 células
por placa de 10 cm de didametro, e entdo expostas as solugdes dos corantes. A
Figura 4-11 mostra a sobrevivéncia de células HelLa tratadas com AM e CV em baixa
densidade celular. E possivel notar que n&o houve morte das células tratadas com
AM, enquanto o tratamento com CV induziu morte celular dependente de dose.
Nesses experimentos ndo realizamos os controles sem fotoativacdo com CV, assim

nao é possivel analisar se a morte observada foi causada ou ndo pela fotoativacao.
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Figura 4-11. Sobrevivéncia clonogénica de células HeLa: Sobrevivéncia de células HelLa tratadas com AM ou

CV. Foram semeadas 500 células em placas de 60 cm? até fixagcdo e entéo tratadas com AM ou CV por 30 min e

fotoativadas conforme indicado. Células incubadas por 7-10 dias, fixadas e coradas. Os resultados apresentados

sdo média + desvio de 2 experimentos independentes em triplicata, exceto para o experimento com CV, que € o
resultado de um experimento.

Neste experimento foram usados cerca de 5 mL de solugéo de corante por

placa. Isso representava uma alta quantidade de corante por célula. Resultados da
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literatura (82) indicam que, em altas concentracdes, o AM pode formar dimeros. O
dimero de AM é incolor e ndo absorve luz vermelha e, consequentemente, nas

condicBes deste experimento, ndo gera oxigénio singlete.

Dessa forma, modificamos o protocolo experimental para que as condi¢des de
tratamento ndo induzissem a formacdo de dimeros. Nesse novo protocolo
experimental, 1,0x10° células eram incubadas com 1 mL das solucdes dos corantes,
e apos o tratamento semeadas em baixa densidade para a formacédo de colbnias.
Com esta modificagcdo no modelo de ensaio a propor¢cdo AM/célula foi tal que foram

observadas respostas atribuidas a fotoativacdo do corante.

A Figura 4-12 mostra a sobrevivéncia de células HelLa tratadas com AM e
fotoativacdo. Células tratadas com 50 uM AM e fotoativadas por 10 min né&o
formaram colbnias e o resultado ndo pode ser mostrado no grafico, devido a escala
logaritmica. Similar ao que foi encontrado para a inibicdo de proliferacao celular, ndo
observamos morte celular significativa no escuro. Por outro lado, em amostras
irradiadas, observamos morte celular proporcional a dose de AM e a dose de luz
usada. Esses resultados corroboram os obtidos anteriormente, de que o efeito toxico
do AM é exclusivamente associado a geracdo de oxigénio singlete durante a

fotossensibilizagao.
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Figura 4-12. Sobrevivéncia de HelLa tratada com AM: Porcentagem de sobrevivéncia de células tratadas por
30 min com AM no escuro, ou fotoativadas com LED vermelho por 2 ou 10 min (0,25 e 1,3 J/cm?,
respectivamente), em relagdo as células néo tratadas com corantes. Por ser um grafico com escala logaritmica,
ndo é mostrado o ponto [AM]=50 uM para células fotoativadas por 10 min, condi¢éo na qual ndo foram
observadas colbnias. Resultados apresentados sdo média + desvio de 2 experimentos, realizados em triplicata.

Na Figura 4-13 € mostrada a sobrevivéncia de células HelLa tratadas com CV.
Embora células ndo fotoativadas apresentem diminuicdo da sobrevivéncia (morte
celular) quando tratadas com concentracdes mais altas do corante, € mostrado que
a fotoativacédo tem efeito na sobrevivéncia celular principalmente em concentracdes
mais baixas, uma vez que nessas concentracdes (ate 25 yM) observamos pouca
citotoxicidade no escuro, e maior citotoxicidade nas amostras irradiadas, indicando
que, pelo menos parcialmente, o0 mecanismo citotoxico de CV depende da formacéao

de oxigénio singlete.
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Figura 4-13. Sobrevivéncia de HelLa tratada com CV: Porcentagem de sobrevivéncia de células tratadas por
30 min com CV no escuro ou fotoativadas por LED amarelo por 2 ou 10 min (0,064 e 0,32 J/cm?,
respectivamente) em relagéo as células ndo tratadas com corantes. Resultados apresentados séo média +
desvio de 3 experimentos, realizados em triplicata.

Na Figura 4-14 é mostrada a sobrevivéncia de células HelLa tratadas com Ro.
Nao observamos morte celular no escuro, ou em culturas irradiadas por até 10 min.
Nessas mesmas condigcbes experimentais observamos inibicdo significativa da
proliferacdo celular (Figura 4-10). Entretanto, devido & mudanga de conjunto de
LEDs, observamos que as doses de luz utilizadas nos dois experimentos foram
distintas (para 10 min de irradiacéo, 1,5 J/cm? no experimento de proliferacéo e 0,85
Jicm? no experimento de morte celular). A dosagem da energia fornecida por cada
LED foi feita depois da realizagdo destes experimentos, e por isso nao foram usadas
doses equivalentes. Por esse motivo, realizamos uma nova curva de morte celular
com células tratadas com Ro e irradiadas por 30 min, o que representa uma dose de
luz de 2,5 Jicm® Nessa condicdo observamos morte celular dependente
deconcentracdo de corante. De maneira similar ao que foi observado para AM, a
concentracdo de 50 uM causou 100% de morte celular, o que ndo p6de ser colocado

no grafico em escala logaritimica.
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Figura 4-14. Sobrevivéncia de HelLa tratada com Ro: Porcentagem de sobrevivéncia, relativa as células
controle, de células tratadas por 30 min com Ro e fotoativadas por LED azul por 0, 2, 10 ou 30 min (0, 0,17, 0,85
e 2,5 J/lcm?, respectivamente). Por ser um grafico com escala logaritmica, ndo é apresentado o ponto [Ro]=50
UM para células fotoativadas por 10 min, condi¢cdo na qual ndo foram observadas coldnias. Resultados
apresentados representam a média + desvio de 3 experimentos, realizados em ftriplicata.

4.2.3. ENSAIO DO COMETA

7

O objetivo desse estudo € investigar o papel do mtDNA no mecanismo
citotéxico de agentes que geram estresse oxidativo, 0 que motivou a escolha de
corantes com localizacdo intracelular distinta, como caracterizado acima. Noés
propomos que, nessas condicdes, os efeitos celulares seriam devidos ao acumulo
de lesbes oxidativas apenas no mtDNA e ndo no nDNA. Entretanto, dados da
literatura indicam que, em algumas condi¢cfes experimentais, a inducao de estresse
oxidativo mitocondrial leva a formacéo de lesdes oxidativas no nDNA, provavelmente
devido a difusdo de peréxido de hidrogénio. Portanto, foi necessario investigarmos a
formacéo de lesdes no nDNA em células tratadas com AM, ou seja, na condigdo em
gue esperamos que haja apenas formacao de lesdes oxidativas no mtDNA. Para
isso, realizamos o ensaio do cometa, em que células séo fixadas em agarose, tém
suas paredes rompidas e sdo submetidas a eletroforese em condicdes alcalinas, nas

quais sitios abasicos sao convertidos em quebras de fita simples de DNA. A quebra
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no DNA faz com que os fragmentos menores gerados migrem mais rapidamente do
gue o DNA intacto durante a corrida eletroforética. Assim, apos fixacdo e coloracdo
com brometo de etideo é possivel diferenciar células que nado continham niveis
significativos de danos ao DNA, que apresentam ndcleos intactos aproximadamente
circulares, daquelas células com quebras de DNA, nas quais os fragmentos de DNA

apresentam um formato similar a um cometa, dai 0 nome do ensaio.

A Figura 4-15 apresenta a média do Olive Tail Moment (OTM), um parametro
da analise do software KOMET 6.0, de um experimento independente analisado em
duplicata. Esse parametro representa o produto da quantidade de DNA na cauda e a
distancia média da migracdo na (89). Em todas as condicdes experimentais
utilizadas, observamos que o AM n&o induziu danos significativos no nDNA, em
contrapartida ao tratamento das células com peroxido de hidrogénio (controle
positivo), que induziu um aumento significativo no indice OTM quando comparado

com células nao tratadas.
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Figura 4-15. Analise de ensaio cometa de celular HeLa tratadas com AM e perdxido de hidrogénio: Os
resultados apresentados sdo a média + desvio de um experimento biolégico, realizado em duplicata. Para cada
ponto experimental foram analisados 50 nucleos, totalizando 100 por condicao.
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4.2.4. INDUCAO DE APOPTOSE PELOS CORANTES

Uma vez caracterizado que os modelos celulares utilizados nesse estudo
induzem danos oxidativos em compartimentos intracelulares especificos,
investigamos 0 mecanismo de morte celular induzido nas condi¢cdes experimentais
empregadas. A morte celular pode ocorrer por 3 mecanismos distintos, apoptose,
necrose e autofagia, mas que apresentam alguma sobreposi¢do quanto aos eventos
moleculares caracteristicos. No entanto, a fragmentacédo internucleossomal do DNA
nuclear € um evento tardio, observado apenas em células em processo de apoptose.
Esse processo resulta da ativacdo de endonucleases dependentes de Ca**, que s&do
ativadas apenas em decorréncia da cascata de ativagao de caspases (69). Portanto,
escolnemos detectar esse evento para identificar se as células expostas aos

corantes fotoativados estdo em processo de morte celular apoptética ou néo.

Para a realizacdo desses experimentos, as culturas foram tratadas como
descrito anteriormente, com a modificacdo de que ao final da irradiacdo o PBS foi
removido e foi adicionado meio completo. As células foram entdo incubadas por 24 h
antes de serem recolhidas para a andlise. Esse tempo permite que 0s eventos
apoptéticos acontecam e que possamos detectar um evento tardio, como a

fragmentacao internucleossomal do DNA.
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Figura 4-16. Eletroforese do DNA isolado de células tratadas com AM e A23187: Foram usados 1g de
amostra de DNA isolado de 1: células Hela, 2: células Hela tratadas com 10 pM A23187, 3-5: células HelLa
tratadas com 20 uM AM 3: sem fotoativacéo, 4: fotoativadas por 2 min com LED vermelho com 0,25 J/cm?, 5:

fotoativadas por 10 min com LED vermelho com 1,27 J/cm? e 6: marcador de peso molecular de DNA A-Hind-III
sendo as bandas (de cima para baixo) referentes a: 23.130, 9.416, 6.557, 4.361, 2.322 e 2.027 pares de bases.

A Figura 4-16 apresenta um gel de agarose em que foi carregado DNA obtido
de células tratadas com AM e com o ionéforo de Ca** A23187, que induz morte
celular apoptética e foi usado como controle positivo. O padrdo de migracdo em
bandas distintas observado no DNA das células tratadas com A23187 ¢é
caracteristico da fragmentacao internucleossémica que corre durante a fase de
execucdo de apoptose. Nao observamos fragmentacdo internucleossomal em
nenhuma dose de fotoativacdo para a concentracdo de AM utilizada. Na dose mais
alta (1,27 J/cm2) observamos um "arraste” do DNA, que, no entanto, ndo apresenta
nenhum padrdo de fragmentos distinto. Esse resultado indica que, nessas condicdes
experimentais, o tratamento com AM ndo induz morte celular apoptética, e em

concentracbes mais altas, a fragmentacdo do DNA observada é, provavelmente,

resultado da degradacéo celular durante o processo de necrose.
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4.3. Estudo de clones HeLa rho~/°

Espécies reativas de oxigénio podem reagir com praticamente todos os tipos
de biomoléculas, como acidos nucléicos, proteinas e lipidios. Nesse sentido, o
oxigénio singlete reage bastante eficientemente com as bases do DNA, e em
especial com a guanina (93), mas também com lipidios (94;95). Dessa forma, para
entendermos o mecanismo citotéxico de agentes que geram oxigénio singlete é
importante podermos separar os efeitos do acimulo de lesdes oxidativas no mtDNA
do acumulo dessas lesdes em outras biomoléculas. Portanto, para investigar
diretamente o papel de lesdes oxidativas no mtDNA geramos linhagens celulares
rho™/°, ou seja, células que contém mitocondrias mas ndo contém mtDNA ou
contém menos copias de mtDNA. Essa condicdo é alcancada pelo subcultivo das
células em concentracfes crescentes de EtBr, que inibe seletivamente a DNA
polimerase mitocondrial, pol y (96), levando a perda parcial (rho™~) ou total (rho®) dos

genomas mitocondriais (97).

Células de mamiferos rho~/° apresentam mitocdndrias, que, no entanto, ndo
sdo funcionais quanto ao transporte de elétrons e fosforilagdo de ATP. Essas
mitocéndrias mantém um baixo potencial de membrana, a custa da hidrélise de ATP
e transporte de prétons para o espaco intermembrana, pela ATP sintase (97;98).
Entretanto, as células crescem a velocidades comparadas com ceélulas normais

desde que o meio de cultura seja suplementado com piruvato e uridina.
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4.3.1. Q-PCR PARA QUANTIFICACAO DE MTDNA

Para a geracdo de células HelLa rho=/°, as culturas foram cultivadas na
presenca de EtBr, como descrito na secdo 3.11. Para verificarmos a condi¢do dos
clones selecionados quanto aos niveis de mtDNA, isolamos DNA total de células WT
e dos clones. Este DNA foi quantificado e submetido a q-PCR com dois pares de
primers separados: um para um fragmento mitocondrial e um para um fragmento de
gene nuclear de copia Unica. Desta forma é possivel obter uma quantificacéo relativa

de mtDNA em relacé@o a quantidade de nDNA.

Na Figura 4-17 € mostrada a relacdo entre as amplificacbes absolutas do
fragmento mitocondrial e do fragmento nuclear de células HeLa WT e de um dos
clones de HelLa gerados. Todos os clones gerados e avaliados apresentaram
amplificacdo do fragmento mitocondrial, indicando que nenhum deles estava rho®. O
clone 3 apresentou amplificacdo relativa de mtDNA de aproximadamente a metade
daquela observada para células HeLa WT. Por apresentar menor propor¢ao de
MtDNA/NnDNA dentre os clones gerados, o Clone 3 foi escolhido para os

experimentos seguintes e sera deste ponto em diante chamado apenas HelLa rho™.
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Figura 4-17. gPCR de DNA de células HeLa e do clone 3 obtido apds crescimento em EtBr: razdo ACt
mtDNA/NDNA de células cultivadas em presenca de EtBr (clone 3), relativa ao ACt mtDNA/nDNA de células
normais (WT). Os resultados apresentados sdo a média + desvio da media de 2 experimentos independentes,
realizados em triplicata
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4.3.2. SOBREVIVENCIA DE CELULAS rho™ AO TRATAMENTO OXIDATIVO

Uma vez obtidas células com menos copias do mMtDNA, realizamos
experimentos de sobrevivéncia frente aos tratamentos com AM e Ro para verificar se
0 mtDNA representa um alvo intracelular importante na indugéo de morte celular por

esses dois corantes.

Os resultados para células tratadas com AM sdo mostrados na Figura 4-18
abaixo. As células identificadas como nao fotoativadas estavam em uma placa de 6
pocos, e a sua protecdo da fotoativacdo foi pouco eficiente; assim, é provavel que
parte da morte observada seja resultado de fotoativacdo e parte seja devido a
toxicidade do AM no escuro que, em experimento anterior mostrado na Figura 4-12,

foi de aproximadamente 25% para células tratadas com 25 uM de AM.
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Figura 4-18. Sobrevivéncia de células HeLa WT e rho~ a AM: Células HeLa WT (A) e células HeLa rho™ (B)
foram semeadas a 1,12x10* células/cm?2 e 24 h depois foram expostas a concentracdes crescentes de AM e
incubadas por 30 min. 1: sem corante; 2: 1 uM AM; 3: 5 uM AM; 4: 25 uM AM (sem fotoativacdo); 5: 10 uM AM; 6:
25 pM AM. Apés o fim do tratamento as culturas foram lavadas 1x em PBS e expostas a LED vermelho (em PBS)
por 30 min (1,3 J/cm?). Apds a fotoativagéo as culturas foram tripsinizadas e 5.000 células de cada condigdo
foram transferidas para uma nova placa (em duplicata). Apés 4 dias de crescimento as col6nias foram fixadas e
coradas como descrito. Experimento representativo de dois experimentos independentes em duplicata.

A Figura 4-19 apresenta os resultados obtidos apds o tratamento de células

Hela WT e rho™ com Ro, e processadas como descrito acima.
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Figura 4-19. Sobrevivéncia de células HeLa WT e rho~ a Ro: Células HeLa WT (A) e células HeLa rho™ (B)
foram semeadas a 1,12x10* células/cm?2 e 24 h depois foram expostas a concentracdes crescentes de AM e
incubadas por 30 min. 1: sem corante; 2: 0,5 uM Ro; 3: 1 uM Ro; 4: 5 pM Ro; 5: 10 pM Ro; 6: 25 pM Ro. Apés o
fim do tratamento as culturas foram lavadas 1x em PBS e expostas a LED azul (em PBS) por 30 min (2,5 J/cm?).
ApoOs a fotoativagao as culturas foram tripsinizadas e 5000 células de cada condicéo foram transferidas para uma
nova placa (em duplicata). Apos 4 dias de crescimento as coldnias foram fixadas e coradas como descrito.
Experimento representativo de dois experimentos independentes em duplicata.

Os resultados apresentados nas figuras acima indicam que células com
menos MtDNA foram mais resistentes ao tratamento oxidativo induzido por AM que
células WT e foram igualmente sensiveis a tratamento com Ro. A confirmacao
destes dados indicativos aponta para a participacdo de danos oxidativos ao mtDNA

na morte de células Hela tratadas com AM.
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5. Discussao

O estabelecimento da sequéncia de eventos moleculares que culmina com a
morte de células tem muitas implicacbes importantes, tanto do ponto de vista
puramente cientifico quanto do ponto de vista clinico, para o desenvolvimento
direcionado de procedimentos terapéuticos e/ou preventivos. Dentre 0S processos
gue causam morte celular, estresse oxidativo € uma alteracdo comum a muitos, e
gue se acredita representar o ponto de convergéncia de seus mecanismos de
toxicidade. Dessa forma, determinar quais os alvos celulares cruciais para a morte
celular induzida por estresse oxidativo € um dos principais desafios da pesquisa na

area biomédica atual.

Nesse sentido, identificar os alvos celulares mais importantes de EROs
representa um grande desafio, uma vez que essas espécies reagem com
praticamente todas as biomoléculas, e muitas vezes com velocidades proximas a
sua velocidade de difusdo. Dessa forma, praticamente todas as estruturas
intracelulares sdo alvos do ataque de EROs; mas a questdo de qual alvo é mais

importante para o comprometimento da viabilidade ainda nao foi esclarecida.

Nesse trabalho, nés propusemos investigar qual o papel do mtDNA na morte
celular induzida pelo estresse oxidativo. Nossa abordagem inicial foi estabelecer um
modelo em que pudéssemos induzir lesdes oxidativas somente no genoma
mitocondrial e comparar essa situagdo com aquela em que ambos os genomas
mitocondrial e nuclear eram oxidados. Essa abordagem apresenta uma dificuldade
técnica significativa devido ao fato de que algumas EROs, como H,0,, difundem

facilmente através de membranas bioldgicas. Por isso, procuramos por moléculas
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que gerariam um "estresse oxidativo local" quando ativadas. Fotossensibilizadores
com localizacdo intracelular especifica seriam bastante adequados para esse fim,
uma vez que a geracao de EROs é dependente da irradiagdo em comprimentos de
onda especificos. Escolhnemos entdo 3 fotossensibilizadores com caracteristicas
distintas; nosso interesse era encontrar moléculas que se localizassem na
mitocondria mas que excluissem do nucleo, em contrapartida a moléculas que se

localizassem em ambos.

A absorcéo eficiente do AM pelas células e sua localizacdo mitocondrial, nas
condicBes utilizadas aqui, caracterizaram essa molécula como um modelo adequado
para a inducdo de estresse oxidativo intramitocondrial. A divergéncia entre os dados
da literatura e os resultados apresentados por nés para a localizacao intracelular de
AM pode ser devido a diferenca de condi¢cdes de tratamento usadas. Oliveira e
colaboradores observaram que células incubadas com AM por 16 h apresentaram
colocalizacdo de AM e o marcador de lisossomos LysoTracker (82). No mesmo
trabalho foi descrita a difusdo de rodamina 123 causada por queda no potencial de
membrana logo ap6s a adicdo de AM. Este ultimo efeito mostra que o corante
interage com a mitocbndria, causando queda no potencial de membrana. Nesse
contexto, é possivel que a despolarizacdo da membrana mitocondrial cause a saida
do AM da organela, e por isso ap0s 16h de exposicdo 0 corante somente seja
detectado no lisossomo, diferente do que observamos apds somente 30 minutos de

incubac&o com o corante (este estudo).

As duas espécies mais comuns derivadas do AM (o leuco-AM, derivado da

reacdo do corante com agentes redutores celulares como NAD(P)H, e o dimero do
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AM, espécie presente em soluc¢des concentradas do corante), podem ter localizacao
celular diferente daquelas observadas por microscopia de fluorescéncia, uma vez
gue estas duas espécies ndo sao fluorescentes. No entanto, elas também nao séao
fotoativadas por luz na regido do vermelho, como a usada neste trabalho. Portanto,
Se estas espécies estiverem presentes em outros compartimentos subcelulares, ndo
contribuirdo na geracéo de '0,. Esta metodologia havia sido utilizada anteriormente
em estudos de reparo de mtDNA (99); no entanto, ndo estava claro se os efeitos
observados seriam devido a danos apenas ao mtDNA, dai a necessidade de realizar

0 estudo descrito neste texto.

A fotoativacdo de células tratadas com AM foi usada para gerar danos ao
NDNA em diversos trabalhos (100). Também neste caso ha diferencas nas
condicdes de tratamento, sendo que nos trabalhos citados sao descritos
experimentos em que a solugdo de AM ainda estava presente durante a
fotoativacdo. A lavagem das células apds incubacdo usada nos experimentos

garante que apenas o0 AM internalizado esteja disponivel para a fotoativacao.

Muitos protocolos ja foram usados para diversos fins com AM e, ainda assim,
h& respostas biologicas muito diferentes. E notavel que a escolha do protocolo
experimental determina o sitio de formacéo da leséo e, portanto, a resposta celular

obtida.

A formacao de oxigénio singlete em quantidade proporcional a concentracao
de AM e ao tempo de fotoativagcdo mostra que nas condi¢des usadas o AM nao esta
gerando dimero e a formacdo de sua forma leuco n&do €& proporcional a
concentracdo. Tendo em vista que a localizacdo obtida para o AM com 25 pM foi

mitocondrial, € razoavel assumir que, para a faixa de concentracdes de AM usadas,
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0 oxigénio singlete gerado pela sua fotoativacao (Figura 4-7), tenha ocorrido fora do
ndcleo. A parada de crescimento (Figura 4-8) e a morte celular (Figura 4-12),
descontando a toxicidade do corante no escuro, devem ser decorrentes de danos
oxidativos gerados pela formacdo de oxigénio singlete durante a fotoativacdo. Foi
mostrado que os eventos de morte celular observados n&do foram eventos
apoptoticos classicos, ja que nao foi observada fragmentacéo internucleossémica de
DNA apoés 24 h de incubacéo de células tratadas em meio completo (Figura 4-16).
Além disso, foi mostrado que células tratadas com AM ndo apresentavam niveis
significativos de sitios abasicos e quebras de fita simples ou dupla no nDNA, uma
vez que nao detectamos a formacdo de cometas (Figura 4-15). Estes dados
apontam para um mecanismo de morte diferente, podendo ser necrose. Este dado é
inesperado, uma vez que ha muitos trabalhos indicando que o aumento de EROs na

mitocondria leva a formacdo do MMP que, por sua vez, induz apoptose.

A maior sobrevivéncia de células rho~ ao tratamento oxidativo com AM
observado na Figura 4-18 indica que células adaptadas a deplecdo parcial de

MtDNA tenham menor ativagdo do mecanismo de morte celular descrito acima.

Foi mostrado na Figura 4-2 que células Hela tratadas segundo o protocolo
descrito neste texto com o corante CV absorvem o corante de maneira proporcional
a concentracao dele no meio extracelular e na Figura 4-5 que localizam este corante
no citosol, inclusive em parte na mitocondria. Os niveis de oxigénio singlete
detectados (Figura 4-7) para células tratadas com CV, no entanto, indicam que a
geracdo desta espécie ndo € proporcional a concentragdo do corante. Este efeito

sugere que o CV néo esteja totalmente disponivel para interacdo com 0,, ou que a
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geracdo aconteca em sitios onde o captador tenha distribuicdo irregular. A
observacdo de que ocorre inibicdo de proliferacdo em células tratadas com CV, mas
ndo irradiadas (Figura 4-9), indica que a geracdo de '0, ndo é a principal via de
dano nestas células. A rigor, a proliferacdo observada para células HelLa
fotoativadas teve valores absolutos maiores que aqueles obsevados para células
ndo fotoativadas — embora esteja dentro da faixa de incerteza, é possivel que a
fotoativacdo tenha um pequeno efeito protetor frente ao mecanismo de parada de
ciclo celular observado sem ativacdo. Apesar disso, na Figura 4-13 foi mostrado que
houve morte celular proporcional a dose de corante (para concentracdes baixas de
CV) e de fotoativacdo (para concentracbes altas de CV). O desconhecimento da
natureza do mecanismo de morte independente de luz de células HelLa tratadas com
CV nas condi¢des descritas dificulta o entendimento dos efeitos observados pela
fotoativacdo ja4 que a geracdo de !0, ndo foi proporcional a concentracdo do

corante, mas a morte sim.

Uma vez que o objetivo deste estudo era investigar o papel de lesdes
oxidativas no mtDNA para a inducdo de morte celular, e que o CV, apesar de
apresentar localizacdo mitocondrial, mostrou pouca relacdo entre inducdo de morte
celular e fotoativacdo, ndo estendemos o uso de CV aos experimentos de
investigacdo de inducdo de apoptose e o0s experimentos com células rho~,

desenhados especificamente para testar o mtDNA.

O corante Ro foi desenvolvido para ser um ansiolitico, no entanto estudos
preliminares mostraram que ele tinha atividade mutagénica (88), e apresenta
caracteristicas de fotossensibilizador. Foi demonstrado que ele gera danos

oxidativos ao nDNA de células HeLa em um método similar ao usado por nos (87).
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Era ainda necessario, no entanto, estabelecer se as condicbes usadas por nos

também tinham o mesmo efeito.

Apesar de ter formacdo de 0, muito eficiente, segundo a literatura, o
coeficiente de absortividade molar de radiacdo eletromagnética do composto néao é
muito alto, e por isso foi dificil confirmar por medida de absorcdo do lisado celular a
absorcdo do corante (Figura 4-3). Tivemos ainda, devido ao mesmo efeito,
dificuldade de verificar a localizacdo celular deste corante que, com fluorescéncia
muito baixa, foi encontrado em toda a célula sem distribuicdo preferencial em
compartimentos celulares especificos (Figura 4-6). Apesar da dificuldade de
localizac&o do corante, o efeito de parada de ciclo celular observado na Figura 4-10
foi proporcional a concentracéo, e dependente de fotoativacdo. Isto nos mostra que
houve danos que ativam mecanismos de parada de ciclo, provavelmente danos ao
NDNA, conforme observado em outras metodologias de tratamento empregando Ro.
A morte celular ndo foi observada com doses de fotoativacdo de até a metade
daquela usada para causar parada de ciclo celular apdés 24 h. Na Figura 4-14
mostramos que com dose de fotoativacdo de 2,5 J/cm? foi possivel observar morte
significativa de células HelLa tratadas com Ro, sendo que aquelas tratadas com 50
UM do corante ndo apresentaram colbnias sobreviventes de um total de 500 células
plagueadas. A morte de células HelLa rho~ tratadas com Ro mostrada na Figura
4-19 foi comparavel aquela observada para células WT, o que indica que o
mecanismo de morte ativado por tratamento com Ro nas condi¢des descritas ndo é

dependente da presenca de mtDNA.
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Os resultados apresentados neste estudo caracterizam um modelo celular
para estudar o efeito de estresse oxidativo local na mitocondria. Além disso,
demonstram que lesbes oxidativas ao mtDNA s&o suficientes para levar as células a
morte, apesar de, aparentemente, sem a ativacao de vias apoptoticas. Apesar de
algumas evidéncias da literatura indicarem que o tratamento com AM causa
despolarizacdo da membrana mitocondrial interna, € importante caracterizarmos
este e outros parametros de integridade mitocondrial nesse modelo, particularmente
nas células depletadas de mtDNA, para compreendermos ainda melhor como a

oxidacdo do mtDNA leva a morte celular.
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6. Conclusdes

e Nas condicOes experimentais utilizadas nesse estudo, os corantes AM e CV
localizam majoritariamente no citosol, em especial em mitocondrias, e excluem do
nudcleo. Essas moléculas geram oxigénio singlete quando fotoativadas com luz
visivel em comprimentos de onda especificos. Por outro lado, o corante Ro19-8022
se localiza de forma difusa pela célula. Com isso, estabelecemos um modelo
celular para distinguir os efeitos biologicos da formacédo de lesGes oxidativas no

mtDNA do efeito de lesdes oxidativas em ambos 0s genomas celulares.

e Os efeitos citostaticos e citotdéxicos de AM e Ro dependem exclusivamente da
fotoativacdo dos corantes, demonstrando que a geracdo de oxigénio singlete € o
evento que desencadeia 0os eventos moleculares que levam a morte celular. Por
outro lado, o CV apresenta efeitos citostaticos e citotoxicos independentes de
fotoativacdo, sugerindo um mecanismo toxico independente da geracdo de

oxigénio singlete.

e Nas condi¢cdes experimentais utilizadas nesse estudo, a geracdo de estresse
oxidativo mitocondrial, pelo tratamento com AM, ndo induz apoptose. Esses
resultados sugerem que lesdes oxidativas ao mtDNA ndo sdo um sinal para o inicio

da cascata de sinalizagdo que ativa a via apoptotica.

e Células com menor quantidade de mtDNA sdo mais resistentes a morte
celular induzida por AM, mas nao por R019-8022. Isso sugere que lesbes

oxidativas no mtDNA tém um papel fundamental na sequéncia de eventos

90



Conclusdes

moleculares que leva a morte celular em condicdes de estresse oxidativo

mitocondrial.
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