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Resumo

SILVA, M.B.B; CAMPA, A. Efeitos da luz sobre o metabolismo de triptofano em
melandcitos e melanomas. (Dissertacdo de mestrado). vol. 1, 86 f. Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Séo Paulo, 2017.

Apesar de ser bem conhecido que a radiacdo ultravioleta (UV) causa danos na pele, ja
foram descritos alguns efeitos benéficos desta radiacdo, como por exemplo a sensacdo
de bem estar proporcionado pela exposicdo a luz. Na pele, o triptofano (Trp) é
metabolizado a compostos biologicamente ativos, e acredita-se que a sintese de
serotonina (SER), um dos metabolitos do Trp, na fototerapia seja parte dos mecanismos
de remissdo da depressdo de pacientes com desordem de humor sazonal. Ainda, a
radiacdo UV induz diretamente a expressao e atividade de TDO, enzima que catalisa a
transformacéo de Trp em quinurenina (KYN), em bactérias, efeito que ainda ndo havia
sido estudado em células humanas. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a
habilidade da radiacdo UV-A em modular a expressdo de enzimas envolvidas nas rotas
catabolicas do Trp em melandcitos e melanomas. Para isso foi realizada a padronizagédo
das condicBes de radiacdo UV-A através de ensaio de viabilidade celular, e entdo
definimos condicdes que ndo levaram a morte das células (1,5 J/cm?2 para melandcitos e
3 e 6 J/cm2 para melanomas). A radiacdo UV-A aumentou a expressdo de IDO e TDO
nos melanomas, enzimas que favorecem a progressdo tumoral, e ndo sé essas enzimas,
houve aumento da expressdo de KYNU e KMO, que também estdo envolvidas na
progressdo tumoral. Além disso, a expressdao de AANAT e HIOMT, responsaveis pela
producdo de melatonina (MLT), foi maior nos melanomas ap6s 48 horas da radiacdo,
enquanto a enzima INMT teve sua expressao aumentada em todos os tempos. O
aumento de INMT em melanomas é muito interessante e podemos relacionar ao bem
estar proporcionado pela exposicdo a luz, ja que o produto dessa enzima, DMT, €
conhecido por proporcionar essa sensagao, porem o aumento observado na expressao de
IDO e TDO em melanomas, indica um efeito nocivo da luz associado a producdo de
moléculas que estdo fortemente ligadas aos processos de progressdo e imunoescape
tumoral. Os melandcitos parecem possuir menor susceptibilidade a radiacdo UV-A, pois
as Unicas enzimas que tiveram expressdo aumentada ap0ds a radiagdo foram a KMO e a
TPH1, e apesar da enzima TPH1 ter a expressdo aumentada, esse aumento foi modesto
0 que nos levou a pensar que outras células da pele possam ter um papel mais relevante
na producdo de SER ou entdo outras condig¢des de radiagéo.

Palavras-Chaves: Melandcitos, melanomas, triptofano, metabolismo e radiacdo UV-A.



Abstract

SILVA, M.B.B; CAMPA, A. Effect of light on tryptophan metabolism in
melanocytes and melanomas. (Master’s thesis). vol. 1, 86 f. Faculty of

Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, S&o Paulo, 2017.

Although it is well known that ultraviolet (UV) radiation causes skin damage, it was
already described some benefits to this radiation, for instance the well-being feelings
provided by light exposure. In the skin, tryptophan (Trp) is metabolized to biologically
active compounds, and it is believed that the synthesis of serotonin, one of tryptophan
metabolites, in phototherapy is part of mechanisms of remission of depression in
patients with seasonal mood disorder. Moreover, in bacteria the UV radiation directly
induces the expression and activity of TDO, the enzyme that catalyzes the
metabolization of Trp to kynurenine (KYN). This effect has not been studied in human
cells yet. Therefore, the objective of this work was to evaluate if UV-A radiation
modulates the expression of enzymes involved in melanocytes and melanoma Trp
metabolism. For this aim, we standardized the UV-A radiation conditions through cell
viability assay, and then we defined the better conditions to avoid cell death (1,5 J/cm?
to melanocytes and 3 and 6 J/cm? to melanomas). The UV-A radiation increased the
expression of IDO and TDO in melanomas, enzymes that contribute to tumor immune-
escape. The expression of KYNU and KMO also increased, and these enzymes are
also involved with some types of tumors progression. Furthermore, the expression of
AANAT and HIOMT, responsible for melatonin (MLT) production, was higher in
melanomas after 48 hours of radiation while INMT had an increased expression at all
times. The increase of INMT by melanomas is very interesting and can be related to
the well being provided by exposure to light, since the product of this enzyme, DMT,
is known to provide this sensation. However, the observed increased of expression of
IDO and TDO in melanomas indicates a harmful effect of light associated with the
production of molecules linked to tumor progression and immune-escape processes.
The melanocytes appear to be less susceptible to UV-A radiation, because only the
enzymes KMO and TPH1 had their expression increased after radiation, and for TPH1
this effect was relatively small. Thus, we believe that other skin cells may have a more
relevant role in SER production or other radiation conditions.

Key Words: Melanocytes, melanomas, tryptophan, metabolism and UV-A radiation.
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1. Introducéo
As radiacGes ultravioleta (UV), visivel e infravermelho (IR) interagem com a
pele e a medida que penetram nesse tecido, podem ser dispersas em varias direcoes
dependendo da absorcdo de moléculas e do comprimento de onda da radiagdo (Nielsen
et al.,, 2008). A radiagdo UV especialmente é altamente absorvida por moléculas

organicas como proteinas, lipideos e DNA (Natarajan et al., 2014).

A energia absorvida da radiacdo UV ndo é convertida apenas em calor, como é
0 caso da radiacdo IR, mas também pode induzir reacGes fotoquimicas (Muthusamy et
al., 2010) e apesar de ser bem conhecido que a radiacdo UV causa danos celulares, ja
foram descritos alguns beneficios para essa radiagcdo, como a sensacao de bem estar
proporcionado pela exposicdo a luz solar (Juzeniene et al., 2012) e acredita-se que a
sintese de serotonina, um dos metabolitos do Trp, por células da pele, possa colaborar

com esse fato.

Nesse contexto, diversos metabdlitos e enzimas das vias catabolicas do Trp
possuem efeitos nas células normais e tumorais da pele, seja na sua fisiologia ou na
progressao tumoral. Além disso, essas células possuem relacdo direta com a radiacao
solar e sabe-se que a luz pode modular direta ou indiretamente a atividade de enzimas.
E neste cenario que se localiza esta dissertacdo, aqui avaliamos o efeito da luz na
expressdao de enzimas envolvidas nas rotas metabdlicas do Trp em melandcitos

primarios e melanomas (SK-MEL 147).

19



1.1. Interagao da pele com a luz
A vida no planeta evoluiu e € sustentada sob influéncia direta da luz solar. A
interacd@o dos seres vivos com todo o espectro da radiagdo solar propiciou uma grande
variedade de processos bioquimicos de relacdo direta entre fotons com o sistema
tegumentar das mais diversas espécies (Osmola-Mankowska et al., 2012). A
fotossintese nas plantas, a sintese de vitamina D, o0 aquecimento para seres

homeotermos, a viséo, e o ciclo circadiano sdo exemplos desta interagéo.

A luz solar interage diretamente com a pele, que é uma barreira bioldgica capaz
de proteger o meio interno do ambiente externo, devido a sua posicdo estratégica
(Slominski et al., 2000). A pele é modificada pela luz, inclusive modificando, mesmo
que temporariamente, sua coloracdo. Outro aspecto particularmente interessante é o
bem estar psicoldgico proporcionado pela interacdo de mamiferos com a luz solar
(Mead, 2008). Por outro lado, a exposicao solar pode levar ao envelhecimento da pele
e a carcinogénese (Helfrich et al., 2008; Young, 2009). A luz solar é composta por um
amplo espectro que compreende a radiacdo ultravioleta (UV) (6% do espectro,
comprimento de 200 a 400 nm), luz visivel (52% do espectro, comprimento de onda
de 400 a 700 nm) e radiacdo infravermelho (IR) (42% do espectro, 700 a 3000)
(Ichihashi et al., 2009), sendo que esses comprimentos de onda estdo relacionados

com a diferente penetracdo da radiagéo solar nas camadas da pele (Figura 1).
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Figura 1: Penetracdo relativa da radiacdo solar na pele humana de acordo com o
comprimento de onda (European Union, 2012).

A radiagdo solar interage com a pele através de absorgéo, reflexdo e mecanismos
de espalhamento, os quais sdo determinados, em grande parte, pela natureza das
multiplas camadas da pele e das caracteristicas fisicas da radiacdo (Nielsen et al.,
2008; Lui et al., 2007). A penetracdo da luz solar na pele é divida em dois processos.
O primeiro processo ocorre quando os fétons penetram nas células da pele induzindo
alteracfes bioguimicas. Quando absorvida, a energia do foton é transferida para um
croméforo e, portanto, a profundidade de penetracdo da radiacdo é afetada pela
posicdo e pelo espectro de absor¢do dos cromoforos presentes na pele. O segundo

processo que ocorre é o espalhamento, dependente do comprimento de onda do féton e
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que determina a profundidade da penetracdo da radiacdo na pele (Diffey e Kochevar,

2007).

Um dos primeiros e principais processos de resposta a exposicdo a luz solar, seja
ultravioleta ou visivel é a rapida inducdo da melanogénese (Ramasubramaniam et al,
2001; Pathak et al., 1962), um processo bioquimico que gera a sintese de melanina e
consequente pigmentacdo da pele. Esse processo complexo ocorre nos melandcitos e
se estende aos queratindcitos através da transferéncia dos melanossomas (Lin et al.,

2007), onde a melanina ira realizar sua atividade fotoprotetora (Wasmeier et al., 2008).

A radiacdo UV-A, especialmente, interage com as células da pele por
fotossensibilizacdo e gera espécies tripletes, oxigénio singlete e posteriormente, outras
espécies radicalares (Berneburg et al., 1999). O UV-A é absorvido por cromoforos
naturais da pele como a melanina e as flavinas. Além disso, UV-A penetra mais
profundamente nas camadas da pele, atingindo a regido dermo-epidérmica e a derme,

onde se localizam os melandcitos e melanomas (Agar et al., 2004).

1.2. Metabolismo do Triptofano

O triptofano (Trp) é um aminoacido essencial que possui um importante papel
para a biossintese de proteinas, e ainda € precursor de diversos compostos
biologicamente ativos. Esses compostos sdo produzidos por trés rotas catabdlicas
distintas. Sdo  elas, via das  quinureninas (via KYN), via
serotoninérgica/melatoninérgica (via SER) e via das triptaminas (via TRY), sendo a

via das quinureninas (Via KYN) seu principal fluxo catabdlico.
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Na via KYN, o Trp é oxidado a N-formil-quinurenina, f -KYN, por uma reacdo
de deformilacdo atraves de arilformidases constitutivas (3.5.1.9), gerando o metabdlito
quinurenina (KYN). As enzimas triptofano 2,3 dioxigenase (TDO, 1.13.11.11), enzima
hepética e indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO, 1.13.11.52), enzima presente em
diversos tecidos e células, sdo as responsaveis pela catalise do Trp a f-KYN (Jacob et
al., 2005; Reynolds et al., 1999 ). Entdo a partir de KYN, diversos metabolitos podem
ser gerados, como o 4acido antranilico (AA) através da catélise da enzima
quinureninase (3.7.1.3), acido quinurénico (KA) através da enzima quinurenina oxo-
glutarato transaminase (2.6.1.7) e 3-hidroxi—quinurenina (HK) através da enzima

quinurenina 3-monooxigenase (1.14.13.9) (Opitiz et al., 2007).

HK entdo € hidrolisado pela enzima quinurenina oxo-glutarato transaminase
(2.6.1.7) gerando acido xanturénico (XA) (Gobaille et al., 2008) ou entdo pode ser
hidrolisado pela enzima quinureninase (3.7.1.3), gerando acido 3-hidroxi-antranilico
(HAA). HAA também pode ser sintetizado a partir da hidroxilacdo de AA pela enzima
antranilato-3-monooxigenase (1.14.16.3). Entdo, HAA pela acdo da enzima 3
hidroxiantranilato 3,4-dioxigenase (1.13.11.6) pode ser convertido em 2-amino-3
carboximuconato semialdeido (ACS), que € rearranjado ndo enzimaticamente a &cido
quinolinico (QA), que inicia o metabolismo de nicotinamida (NAM). ACS pode
também ser descarboxilado pela ACS decarboxilase (4.1.1.45) e gerar 2

aminomuconato semialdeido que € rearranjado a acido picolinico (PA) (Peters, 1991).

Nos ultimos passos da via KYN, o QA é usado pela enzima nicotinato-
nucleotideo difosforilase (2.4.2.19) para a sintese de nicotinato D ribonucleotideo
(NrN). NrN entdo, participa da sintese do acido nicotinico (NA) e nicotinamida

(NAM). Todos esses metabdlitos: QA, NA e NAM podem ser utilizados para sintetizar
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NAD+ (Moffett et al., 2003; Keszthelyi et al., 2009). A via KYN é apresentada na

figura 2.
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Figura 2: Metabolismo do Trp pela via das quinureninas (via KYN).

Outra via de metabolizacdo do Trp muito estudada é a via serotoninérgica (via
SER). Em condig¢des normais, apenas 2% do Trp que é ingerido é direcionado a via
SER (Kema et al., 2000). Nesta via, o Trp € hidroxilado na quinta posicdo do anel
indolico pela triptofano hidroxilase-1 (1.14.16.4) e forma 5-hidroxi-triptofano, com

posterior descaboxilacdo pela dopa descarboxilase (ou aminoacidos aromaticos
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descarboxilase, 4.1.1.28), gerando serotonina (SER) (Nordlind et al., 2008). Tanto 5-
hidroxi-triptofano como a SER podem sofrer agdo da IDO e serem convertidos a 5-
hidroxi-quinurenina e 5-hidroxi quinuramina (5-OH-KYM), respectivamente, o que

demonstra que as vias KYN e SER se intercomunicam.

A SER pode ser catalisada pelas enzimas monoamino oxidases, MAOA (1.4.3.4)
e formar 5-hidroxi-indol-acetalaldeido (HIAA) (Tekes, 2008), que em células do
sistema nervoso central encontra-se em equilibrio com o acido 5-hidroxi-indol-
tiazolidina carboxilico (produto da condensacdo do 5-hidroxi-indol-acetalaldeido com
uma L-cisteina). Existem hipdteses de que o produto desse equilibrio, acido 5-hidroxi-
indol-acético (HIAA), seja formado por uma aldeido oxidase | (1.2.3.1) a partir do
acido 5-hidroxi-indol-tiazolidina carboxilico, porém outros grupos acreditam que essa
formacdo se dé a partir do deslocamento do equilibrio para 5-hidroxi-indol-
acetalaldeido, por acdo de uma aldeido desidrogenase tipo Il (1.2.1.3) (Squires et al.,

2006).

Algumas células sdo capazes de utilizar SER para a sintese de melatonina
(MLT) através da rota intermediada por N-acetilserotonina. A SER sofre N-acetilagéo
pela arilalquilamina-N-acetiltransferase (2.3.1.87) seguida de uma metilacdo por
acetilserotonina-O-metiltransferase (2.1.1.4) e forma N-acetil-5-metoxi triptamina, a
melatonina (Lerner et al., 1959; Sugden, 1989). A melatonina tem capacidade de
capturar radicais de oxigénio e gerar diferentes metabolitos. O principal metabdlito da
melatonina é o N1-acetil-N2-formil-5-metoxiquinuramina (AFMK), que é obtido por
reacOes com radicais hidroxila e oxigénio singlete, e que também pode ser produzido
por catalise enzimatica por mieloperoxidase de neutréfilos. O AFMK obtido por

oxidagdo da MLT pode ser deformilado por uma formidase e dar origem a N1-acetil-
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a5-metoxiquinuramina (AMK) (Hirata et al., 1974). Na figura 3 é apresentada a via

SER.
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Figura 3: Metabolismo do Trp pela via serotoninérgica (via SER).

Além das vias KYN e SER, outros produtos resultantes do catabolismo
enddgeno do Trp podem ser observados na via das triptaminas (via TRY). Nesta via,

inicialmente o Trp sofre uma descarboxilacdo catalisada pela enzima aminoacido
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aromatico descarboxilase (4.1.1.28), formando a triptamina (TRY). Em seguida, a
TRY ¢ dimetilada pela S-adenosil-metionina (SAM) por um ataque nucleofilico por
uma reagdo catalisada pela enzima indoletilamina-N-metil-transferase (2.1.1.49),
gerando assim dimetiltriptamina (DMT). No catabolismo da TRY pode ocorrer

também a formacéo do &cido-3-indol acético (IAA) (Kim et al., 2009).

O nosso grupo demonstrou que a DMT também pode ser hidroxilada por
mieloperoxidases (MPQ) proveniente de neutrofilos ativados, gerando bufotenina ou
psilocina (ambas hidroxiladas no anel benzénico do DMT, em diferentes posicoes,
DMT-OH) e peroxidases foram responsaveis pela formacdo dos produtos de abertura
de anel inddlico, analogos da KYN, N,N dimetilformiquinurenina (DMFK) e N,N-
dimetilquinurenina (DMK) (Gomes et al., 2014). Na figura 4, abaixo é apresentada a

via TRY.
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Figura 4: Metabolismo do Trp pela via TRY.

27



1.2.1. Luz, bem estar e metabolismo do triptofano

A luz é capaz de mudar o ciclo circadiano e os ritmos sazonais em humanos e
animais. Nos anos 80 se iniciam as tentativas de terapia com luz, atraves da extensdo
das horas de luz/dia nos meses de inverno, para tratar de transtornos afetivos sazonais
(Rosenthal et al., 1984). Sabe-se que em zonas temperadas, as pessoas se sentem mais
felizes e com mais energia em dias claros e ensolarados e que ha um declinio no
humor e energia durante a temporada de inverno e dias escuros (Praschak-rieder et al.,
2008). Desde entdo, um notavel nimero de estudos foi capaz de provar a relevancia da

terapia com luz no tratamento de transtornos de humor sazonais ou néo.

Um estudo realizado com pacientes com depressao associada ao transtorno
sazonal, ap6s remissdo clinica, livre de drogas, que foram submetidos a uma deplecao
de triptofano, mostrou que esta deplecdo leva a uma recaida depressiva transitoria, e
ainda, acredita-se que a sintese de serotonina esta envolvida no mecanismo de a¢do da

terapia de luz (Neumeister et al., 1997).

A serotonina tem um papel predominante na modulagdo do comportamento,
emogdes e ritmos circadianos (Purves, 2004). O mecanismo fisiol6gico mais
importante para controlar as concentragdes de serotonina é a recaptacdo da serotonina
pelo neurbnio pré-sinaptico atraves do transportador de serotonina (5-HTT) (Rudnick
et al., 1993; Ramamoorthy et al., 1993). A alta densidade de 5-HTT estd associada
com baixas concentracfes de serotonina extracelular e vice-versa. Um estudo com
individuos saudaveis mostrou que a ligacdo de 5-HTT no cérebro humano varia de
acordo com a estacdo do ano. A ligacdo mais elevada de 5-HTT ocorreu durante o
outono e o0 inverno, meses mais escuros, enquanto os menores valores de ligacéo

foram encontrados no verdo e na primavera (Praschak-Rieder et al., 2008). Esses
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resultados podem explicar a ocorréncia de episddios depressivos em pacientes com

desordem de humor sazonal.

Ja se sabe que a enzima hidroxi-triptofano-hidroxilase (TPH1), responsavel pela
transformacdo de triptofano em serotonina, € expressa em células normais e
transformadas da pele (Slominski et al., 2002). Além disso, verificou-se que a radiacao
ultravioleta inibe a expressdo do gene TPH em células de melanoma humano,

sugerindo um potencial de regulacdo ambiental da via TPH (Ryoo et al., 2001).

1.2.2. Fotomodulacgéo de enzimas
Um estudo de 1970 foi o primeiro a descrever a fotoativagdo de uma enzima e
mostrar que a luz pode aumentar a atividade da urocanase em Pseudomonas putida
(Hug, 1970). A luz também regula outras enzimas, como a quimotripsina (Stephen et
al., 2006), glicogénio sintase e glicogénio fosforilase (Diaz-Lobo et al., 2015). Além
disso, ja foi descrito que a luz UV induz diretamente a expressao e atividade de TDO
em bactérias (Brady et al., 1973), efeito que ainda ndo havia sido estudado em células

de mamiferos.

Os melandcitos sdo células fotossensiveis que respondem a doses variaveis de
exposicao aos raios UV. Um estudo mostrou que apos a radiagdo com luz UV total em
melandcitos, a conversdo de serotonina em melatonina foi inibida, porém essa
conversdo voltou a ser realizada ap6s 6 horas de incubagdo no escuro, indicando

reativacdo de AANAT e HIOMT (lyengar, 1998).
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1.2.3 Metabolismo do Triptofano e atividades bioldgicas destes metabdlitos nas
células da pele

Diferentes metabdlitos do Trp colaboram para a fisiologia da pele. A serotonina
na pele exerce acao vasodilatadora, pro-inflamatdria e acdo pruritogénica (Seuwen and
Pouyssegur, 1990). A serotonina ainda apresenta efeitos sobre a proliferacdo celular,
por exemplo, estimula o crescimento de fibroblastos dérmicos de maneira dose
dependente (Julius, 1991). A enzima TPH1, que catalisa 0 passo limitante para a
sintese de serotonina, é expressa em todas as células normais da pele (melandcitos,
queratindcitos e fibroblastos) e também em células tumorais, como em melanomas

(Slominski et al., 2002; Slominski et al., 2003).

Em relacdo a melatonina, a pele humana expressa ambos o0s receptores de
melatonina (MT1 e MT2), apesar do MT1 ser o receptor predominante. Os efeitos da
melatonina na pele humana sdo pouco descritos, embora possam ter efeito anti-
proliferativos em melanomas e efeitos protetores contra a radiacdo UV, que causa
danos nas células da pele (Nickel et al., 2000; Ryoo et al., 2001). A MLT pode
controlar o crescimento tumoral da pele por sua acdo anti-tumoral (Sainz et al., 2003)
e anti-angiogénica (Lissoni et al, 2001) ou entdo por suas atividades
imunomodulatérias, anti-proliferativas e antioxidantes (Bartsch et al., 2002). Existe
também uma relacdo direta entre 0 dano celular causado por UV e a inducdo da
expressdo de receptores MT1 e MT2 em queratinocitos e melandcitos (Slominski et
al., 1993). Além disso, o metabolito da melatonina NZ1-acetil-formil-5-
metoxiquinurenina (AFMK) suprime a sintese de espécies reativas de oxigénio
induzida por UV em mitocondria de maneira mais eficiente que a propria melatonina

(Manda et al., 2007).
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Os efeitos dos metabdlitos da via das TRY na pele ainda sdo poucos descritos.
Conhece-se apenas que a captacdo e consumo de TRY por melandcitos esta
relacionada a fotomodulagcdo do ciclo celular dessas células (lyengar, 1998). Além
disso, um trabalho recente do nosso grupo de pesquisa mostrou a habilidade de
linhagens celulares de melanoma humano sintetizarem TRY e DMT (Gomes et al.,

2014).

Metabolitos da via KYN tem sido alvo do estudo do metabolismo da pele. A
citocina IFN-y ¢ o principal indutor de IDO (Mead, 2008), e nosso grupo de pesquisa
demonstrou recentemente que diferentes células da pele sdo capazes de responder ao
tratamento de IFN-y quanto a sintese e atividade de IDO, induzindo a via KYN
(Moreno et al., 2013). Também, o IFN-y tem sido apontado como agente modulador
da melanogénese (Natarajan et al., 2014), sugerindo que o controle exercido por IFN-y
talvez seja realizado por modulacdo do metabolismo de triptofano. Ainda sobre a via
KYN, QA, um dos metabdlitos finais dessa rota, é agonista do receptor NMDA (Stone
et al., 1981), necessario para a manutencdo da morfologia dos melanécitos (Hoogduijn

et al., 2006).

Estudos recentes realizados com lesdo da pele mostraram a participacdo da
enzima IDO e principalmente do metabdlito KYN como agentes anticicatrizantes e
antifibroticos na recuperacdo de lesbes, uma vez que KYN e seu metabdlito KA séo
capazes de elevar a expressao de metaloproteinases de matriz 1 e 3 e inibir a sintese de
colageno tipo-1 e fibronectina em fibroblastos dérmicos (Poormasjedi-Meibod et al.,

2014).
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Em um estudo recente do nosso grupo, onde foi avaliado metabolismo do
triptofano em células normais da pele e também em diferentes linhagens de melanoma
humano, foi demonstrado que melandcitos respondem mais ao tratamento com IFN- y
em relacdo a via KYN do que os melanomas (Clara et al., 2015), o que nos despertou
interesse em estudar mais amplamente essas células e também a relacdo dos

melandcitos com as outras vias de metabolizagéo do Trp.

Além da participacao na fisiologia da pele, a marcacdo de IDO em linfonodos
sentinela de pacientes com melanoma vem sendo considerada como marcador de mau
prognostico (Speeckaert et al., 2012). N&o sé a marcacdo de IDO em linfonodos, mas
a diminuicdo sérica de Trp e 0 aumento de KYN (aumento da relacdo KYN/Trp) tém
sido descritos como marcador progndstico para pacientes com melanoma (Weinlich et

al., 2007).

1.2.4. Metabolismo do Trp no microambiente tumoral

Um dos principais mecanismos de imunoescape e progressdo tumoral esta
relacionado ao aumento da expressao da enzima IDO com aumento da producdo de
KYN (Kim et al., 2007; Munn et al., 2007). O aumento da expressdao de IDO e
aumento da razdo KYN/Trp plasmaticos tem sido associada a um mau prognostico e a
metastases em muitos canceres, como por exemplo, em melanomas (Weinlich et al.,
2007; Ino et al., 2008; Speeckaert et al., 2012). Como ja mencionado, KYN também é
produzida pela agéo da enzima TDO e mais recentemente alguns estudos apontam para

seu papel na progressao tumoral (Pilotte et al, 2012).

A inibicdo das enzimas IDO e TDO tem sido considerada uma estratégia para a

restauracdo da imunidade (Muller et al., 2006). De fato, mais de 20 estudos clinicos
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com diferentes inibidores de IDO estdo sendo realizados (em acesso ao website

clinicaltrials.gov em 03.01.2015).

Apesar da relagdo KYN/Trp ser a mais descrita, outras relagdes entre
metabdlitos tém sido apresentadas com relevancia para avaliagdo do prognostico
tumoral, como por exemplo, em cancer cervical primario h4& um aumento das
concentragdes de QA e uma diminuicdo de KA, apontando a relagdo QA/KA como fator
prognostico para esse tipo de cancer (Fotopoulou et al., 2011). Ndo sé a diferente
producdo entre esses metabdlitos, mas o direcionamento da via parece estar alterado em
processos tumorais. Neurbnios humanos direcionam a via KYN para a sintese de PA,
enquanto células de neuroblastoma humano a direcionam para a sintese de QA
(Guillemin et al., 2007).

Além disso, HK pode suprimir a proliferacdo de linfocitos T-CD4" e induzir o
desenvolvimento do fenétipo regulatério (Zaher et al., 2011). AA e HAA estdo
envolvidos com a etiologia do cancer de bexiga (Teulings et al., 1973) e ambos
metabdlitos podem auto-oxidar e gerar radicais intermedidrios mutagénicos que
podem interagir com o mesmo receptor da KYN, o AhR (Chung et al., 2011). Além
disso, 0 aumento de HAA induz apoptose em linfocitos T CD8", e a proliferacdo de

todos os tipos de linfocitos € bloqueada (Weber et al., 2006).

KA, por sua vez, é capaz de induzir a adesdo de mondcitos a vasos e promover
o desprendimento de L-selectina da membrana celular de neutréfilos, indicando seu
potencial na ativacdo e recrutamento de leucdcitos (Barth et al., 2009). Por outro lado,
KA é capaz de diminuir a producdo de fator de necrose tumoral (TNF-a) por células
mononucleares (Tiszlavicz et al., 2011) e também é um potente ligante do AhR

(Dinatale et al., 2010). Recentemente foram descritas suas atividades antimigrativa e
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antiproliferativa em células CAKI-2, de tumor renal, e sua concentracdo em tecido de
tumores renais humanos aparece decrescida por volta de quatro vezes os valores

fisiologicos (Walczak, K., 2012).

Os metabdlitos finais da via KYN também possuem atividade pré-tumoral. PA
é capaz de diminuir a proliferacdo de linfocitos e de células NK, alterando a producéo
de quimiocinas e o recrutamento de leucécitos (Frumento et al., 2002; Bosco et al.,
2003). Acredita-se também que a atividade de IDO aumente a sintese de QA, NA e
NAM e mantenha os niveis de NAD" altos, fator crucial para a proliferacdo celular

incessante, 0 que ocorre com as células tumorais proliferativas (Chiarugi et al., 2012).

N&o s6 a via KYN, a via SER também tem sido apontada como forte atuante
em processos tumorais e na resposta imunoldgica. O aumento da via SER esta
relacionado a progressdo maligna em cancer de mama humano (Juhasz et al., 2012) e
pacientes com sindrome carcinoide apresentam altas concentracdes de SER e seu

precursor 5-hidroxitriptofano (Shah et al., 2005).

Ja a MLT é uma molécula com atividade antitumoral conhecida. E sugerido
que ela controla o crescimento tumoral por sua agdo anti-angiogénica natural (Lissoni
et al., 2001) ou entdo através de seus efeitos imunomodulatorios, anti-proliferativos e
antioxidantes (Bartsch et al., 2002). MLT pode também induzir apoptose em células
tumorais (Sainz et al., 2003). Apesar do mecanismo pelo qual a MLT exerca esses
efeitos ndo ser totalmente esclarecido e os resultados originados da sua utilizagdo
farmacologica no tratamento de tumores ndo ser consistente, foi observada uma
eficacia da MLT na estabilizacdo de alguns tipos de carcinomas (Ravindra et al.,

2006).
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O nosso grupo ja demonstrou que AFMK e AMK mantém as atividades
biolégicas reconhecidas para a MLT e SER sobre células do sistema imune,
particularmente na inibicdo da producédo de citocinas e da proliferagédo celular, muitas
vezes em intensidades superiores a prépria MLT sugerindo que a metabolizacdo da
MLT a AFMK em sitios inflamatdrios teria um forte papel imunomodulatério (Silva et

al., 2004).

Apesar das funcbes descritas para 0 DMT no sistema nervoso (Riba et al.,
2001; Fontanilla et al., 2009) ndo existem estudos sobre essa via metabolica em
doencas. A Unica descricdo dessa rota metabolica no cancer foi realizada pelo nosso
grupo de pesquisa que identificou a habilidade de linhagens tumorais de melanoma
humano em sintetizar DMT (Gomes et al., 2014). E, sabendo que esse metabolito tem
sido proposto como ligante do receptor S1R, e que esse receptor esta sendo
relacionado tanto com sobrevivéncia celular quanto com invasividade tumoral
(Balasuriya et al.,, 2012), talvez essa via metabolica seja de importancia do

desenvolvimento de algumas neoplasias.
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2. Justificativa

Vérios dos compostos das diferentes vias catabdlicas do Trp possuem efeitos na
pele e possivelmente participem na interacdo da pele com a luz. Por exemplo, a terapia
com luz tem efeito positivo sobre pacientes com depressdo e acredita-se que a
modulacdo desse efeito possa ser decorrente da sintese de SER na pele (Neumeister et
al., 1997). O presente trabalho visa avaliar a habilidade da luz UV-A em modular
amplamente o metabolismo de Trp em melandcitos. Sendo a nossa hipétese a de que a
luz module algumas etapas das vias das quinureninas, via serotonérgica e via das
triptaminas. E possivel ainda que as alteragbes no metabolismo de Trp mediadas pela
luz em tumores de pele possam auxiliar ou regredir a progressdo da doenca. Desta

forma, também avaliamos o efeito da luz UV-A em melanomas.
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3. Objetivos
Avaliar o efeito da radiacdo UV-A sobre o metabolismo do triptofano em

melanécitos e melanomas.

3.1. Objetivos Especificos
1. Padronizar condicGes de radiacdo UV-A e tempo de exposicao apés a radiacdo que nao

levem a morte celular.

2. Isolar RNAmM e avaliar a expressao das enzimas envolvidas nas rotas metabdlicas do

triptofano em células irradiadas.

3. Buscar dados publicos de microarray disponiveis no GEO DataSets do National Center
for Biotechnology Information (NCBI) referentes a estudos com irradiacdo em células

da pele e realizar analises das enzimas do metabolismo do Trp.
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4. Material e Métodos
4.1. CondigGes de Cultura Celular
As células primarias da pele (melandcitos) foram isoladas de prepucio de
doadores submetidos a cirurgia de postectomia, frente a concesséo livre e esclarecida
destes. O procedimento cirdrgico foi realizado no Hospital Universitario da
Universidade de So Paulo (HU-USP) sob responsabilidade de L. Maximiano (Comité
de Etica em Pesquisa — CEP-HU-USP ndmero 943/09). O isolamento das células da
pele a partir de prepucio foi realizado em colabora¢do com o Laboratorio de Citologia
Clinica coordenado pela Profa. Dra. Silvya Stuchi Maria-Engler. Todos os doadores
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), ja utilizado pelo
grupo de pesquisa da Profa. Silvya Stuchi. Esclarecemos que o presente projeto foi
enviado ao Hospital Universitario para que seja alocado como adendo-participante das
questdes éticas do Comité ja aprovado para as pesquisas do grupo da Profa. Dra.

Silvya Stuchi.

Os prepucios foram lavados, esterilizados e as camadas da pele foram separadas
por incubacdo com dispase (Roche). A epiderme foi desmembrada da derme para o
isolamento de queratindcitos e melandcitos com uso de tripsina. A derme foi digerida
com colagenase tipo | para isolamento dos fibroblastos. Por fim, as células foram
cultivadas em meio de cultura especifico para cada tipo celular. Os melandcitos
primarios foram cultivados em meio 254CF e suplementados com kit de crescimento
para melanocitos SKU (ambos da Cascade Biologics). Além disso, a linhagem de
melanoma humano SK-MEL 147 foi cultivada em meio de cultura DMEM
(Dulbecco’s modified eagle medium, Gibco) suplementado com 10% de soro fetal

bovino (SFB), penicilina (50 U/mL) e estreptomicina (50 pug/mL). Todas as células
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foram mantidas em estufa a 37 °C contendo atmosfera de 5% de CO.. Todo o
procedimento foi feito evitando-se a0 maximo a interagdo das culturas com a luz. Os
cuidados que foram tomados incluem transportar as placas em recipiente envolvido

com papel aluminio e manusear as células no escuro (sem luz acesa no laboratorio).

4.2. Irradiacdo das Células

Para as analises de expressdo génica as células (melandcitos e melanomas)
foram mantidas em seus meios especificos e entdo foram plaqueadas em placa de
100mm e apds 24 horas, 0s meios de cultura especificos foram removidos, e as células
foram lavadas com tampéo fosfato estéril por duas vezes. Apés as lavagens, uma fina
camada de tampéo fosfato foi colocada sobre as células (5 mL) que foram submetidas
ao irradiador de luz UV-A. Apbs os tempos de radiacdo, o PBS foi removido e foi
adicionada as células os seus respectivos meios de cultura, sendo posteriormente

incubadas em estufa por 6, 12, 24 e 48 horas.
Todos os experimentos foram realizados em colabora¢do com o Laboratério de
Processos Fotoinduzidos e Interfaces (LPFI) do Prof. Dr. Mauricio S. Baptista no
Instituto de Quimica-USP. O alvo foi padronizar uma condicdo de irradiacdo branda

que ndo levou a qualquer leséo celular.

Foram realizadas irradiagcOes com diferentes doses de radiagdo UV-A, sendo que
essas doses foram calculadas considerando a potencia das lampadas, a area do detector e

o0 tempo de exposicdo, segundo a equacgéo:

poténcia (m

dose (cr{’ﬁ ) x tempo ()

area(em?)

Podemos observar na tabela abaixo, as condic¢des de irradiacdo das células.
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Poténcia 0,453 Mw
Jiem? Tempo (minutos)

0,5 5
1,5 15

3 30

6 60

12 120
18 180

Tabela 1: Condiges de irradiacdo utilizadas.

A intensidade de poténcia do espectro do irradiador foi de aproximadamente 3,0
mW/cm? e a porcentagem de emissdo dos espectros para as energias UV-B 313 nm
(0,05%), UV-A 325 nm (0,05%), UV-A 366 nm (98%), visivel 405 nm (1,7%) e 430 nm
(0,2%). A imagem do irradiador e o espectro de emissao das lampadas estéo ilustrados na

figura 5.

w

1100 66
1000 4

700 4

300 4 f 405
200 4 345

Intensidade de Emissao (u.a.)

300 325 350 375 400 425 450
Comprimento de Onda / nm

Figura 5: Imagem do irradiador UV-A e espectro de emissdo das lampadas. (A)
Posicdo das placas no momento da irradiacdo. As células controles séo as envolvidas por
papel aluminio. (B) Espectro de luz UV-A de todas as lampadas.
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4.3. Ensaio de viabilidade celular por MTT (brometo de (3-4,5- dimetiltiazol - 2il —
2,5 difeniltetrazolio)

A viabilidade foi avaliada pelo ensaio de MTT, baseado na reducdo do sal
tetrazolio, pelo sistema enzimatico mitocondrial, por meio da atividade das
desidrogenases que clivam o anel tetrazélico e convertem o MTT em um produto
insolGvel denominado formazan, que por sua vez reflete o funcionamento da atividade
mitocondrial e, consequentemente, a viabilidade celular. As células foram incubadas
com uma solucdo de 5mg/ml de MTT durante 3 horas permitindo a formacdo do
formazan (precipitado) sendo dissolvido em DMSO. A absorbancia foi mensurada em

570 nm.

4.4. Isolamento de mMRNA e expressao génica

O RNA total das células foi extraido com o Kit RNeasy Mini Kit (Qiagen) de
acordo com as instru¢des do fabricante. Até 1 pg do RNA total foi reversamente
transcrito usando o kit High Capacity RNA-to-cDNA kit (Applied Biosystems). Foram
realizados estudos da expressdo génica por PCR em tempo real (QRT-PCR) em
sistema TagMan (Applied Biosystems). Para cada reacdo, a expressao de GADPH
(Hs00266705_g1) foi usada como gene enddgeno controle. O método de comparacgéo
relativa (224CT) foi usado para comparar os niveis de expressdo de RNAm. Foram

estudadas as seguintes moléculas:

1. Enzimas do metabolismo de Trp: IDO1 (EC 1.13.11.52), TDO2 (EC
1.13.11.11), KYNU (EC 3.7.1.3), AADAT (EC 2.6.1.7), KMO (EC 1.14.13.9),
HAAO (EC 1.13.11.6), NAMPT (EC 2.4.2.19), TPH1 (EC 1.14.16.4), DDC (EC
4.1.1.28), AANAT (EC 2.3.1.87), HIOMT (EC 2.1.1.4), ALDH1A2 (EC

1.2.1.3), MPO (EC 1.11.2.2), INMT (EC 2.1.1.49) e MAOA (EC 1.4.3.4).
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4.5. Analise de Microarray

Foram analisados conjuntos de dados de teste de expressdo de 13 enzimas
envolvidas nas rotas metabolicas do Trp em estudo de microarray disponiveis do banco
GEO DataSets referente a analise de pele dorsal de ratos expostos a radiacdo UV
(GSE4066). Os dados brutos publicos estdo disponiveis no National Center for

Biotechnology Information (NCBI): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo. Os dados de

expressdao foram normalizados usando RMA (Robust Multiarray Averaging), que

incluiu ajuste global de “background” e normalizacéo quantil.

4.6. Andlise Estatistica
Os resultados foram expressos como média * desvio padrdo de, no minimo, trés
experimentos independentes realizados em triplicata. Os resultados foram submetidos
a andlise estatistica para testes de variancia utilizando-se o teste ANOVA e o teste de
Tukey para comparagfes multiplas de médias, ou entdo teste t para amostras
independente. Valores de P iguais ou menores que 0,05 indicadores da concentragédo
de significAncia de pelo menos 5% entre as diferencas encontradas, foram

considerados estatisticamente significativos.
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5. Resultados e Discussao
5.1. Viabilidade Celular
Como o nosso objetivo era encontrar uma condicdo de irradiacdo que nao fosse
citotoxica foi necessaria a realizacdo de curvas de viabilidade celular com a finalidade
de escolher quais doses de radiacdo seriam utilizadas nesse estudo. Assim escolhemos
as doses de 3 e 6 J/cm? para realizar os experimentos com a linhagem de melanoma
humano SK-MEL 147, pois foram as maiores doses de irradiacdo que ndo levaram a
perda de viabilidade, pois houve reducéo significativa da viabilidade de melanomas a
partir da dose de 12 J/cm? de radiacio UV-A (figura 6A). Além disso, na figura 6B

podemos observar a morfologia dessas células antes e depois da irradiacéo.
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Controle

6 J/cm? 24 horas apés

Figura 6: Curva de irradiacdo de melanomas. (A) Viabilidade de melanomas nao
irradiados e irradiados com doses crescentes de irradiacdo (3, 6, 12 e 18 J/cm?). As
células foram analisadas ap0s 24 horas da irradiacdo por meio do ensaio de MTT. (B)
Imagens de microscopia Optica dos melanomas controles, imediatamente ap6s a
irradiacéo e 24 horas apos as irradiagdes de 3 e 6 J/cm?2. *p< 0,05 em relagéo ao controle
(ndo irradiado).

Os controles das condigfes 12 e 18 J/cm? perderam mais a viabilidade quando
comparado aos irradiados das condi¢cbes mais baixas. Uma possibilidade para este
ocorrido poderia ser devido ao calor a que estas células foram submetidas uma vez que
para os controles passarem pelas mesmas condi¢fes do irradiado, as células controles
foram colocadas dentro do irradiador envolvidas com papel aluminio. Além disso, as

condicGes irradiadas a 12 e 18 J/cm?, perderam a viabilidade apds 24 horas.

Para os melandcitos a dose de irradiacdo escolhida foi de 1,5 J/cm?, pois houve
reducdo significativa da viabilidade a partir da dose de 3 J/cm? de radiagdo UV-A
(figura 7). Além disso, na figura 7B podemos observar a morfologia dessas células antes

e depois da irradiagéo.
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Figura 7: Curva de irradiacdo de melandcitos. (A) Viabilidade de melandcitos ndo
irradiados e irradiados com doses crescentes de irradiacdo (0.5, 1.5, 3, 6, 12 e 18 J/cm?).
As células foram analisadas apds 24 horas da irradiacdo por meio do ensaio de MTT.
(B) Imagens de microscopia Optica dos melandcitos controles, imediatamente apds a
irradiacdo e 24 horas apds a irradiacdo de 1.5 J/cm2. **p< 0,01 em relacdo ao controle
(ndo irradiado).

Um estudo mostrou que doses de radiacdo UV-A a partir de 2 J/cm? reduziram
a viabilidade melandcitos apds 24 horas da radiacdo (Larsson et al., 2005). O que
corrobora com 0s nossos dados, uma vez que apenas as doses de 0.5 e 1.5 J/cm?, ndo
reduziram a viabilidade dessas células. Em relacdo aos melanomas, um trabalho

mostrou que doses acima de 5 J/cm? foram capazes de diminuir a viabilidade celular
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(Izykowska et al., 2009), o que difere dos nossos dados, j& que 6 J/cm?2 ndo alterou a
viabilidade da linhagem de melanoma SK-MEL 147, essa diferenca pode estar
relacionada ao espectro de radiacdo da lampada utilizada nos equipamentos.

A luz UV, corresponde a 6% do espectro de luz solar (Ichihashi et al., 2009),
porém 95% dos raios ultravioleta que efetivamente chegam a superficie da Terra séo
do tipo UV-A, isso porque a radiacdo UV-C é totalmente absorvida pelo oxigénio e
pela camada de oz6nio da atmosfera, ja a radiacdo UV-B € parcialmente absorvida
pelo camada de ozénio da atmosfera e a pequena porcentagem que chega a superficie
da Terra e altamente danosa a nossa pele, causando queimaduras (Diffey, 2002). Por
esse motivo, escolhemos a radiacdo UV-A para 0 nosso estudo, pois além de ser
menos danosa, é capaz de atingir as camadas mais profundas da pele, como a camada
basal da epiderme e a derme, onde se localizam os melandcitos e melanomas (Devi et
al., 2015).

A exposicéo de pessoas a radiacdo UV depende das variagdes ambientais locais
e também de seus comportamentos, tais como, o uso de filtros solares, roupas escuras
e também do tempo que permanecem ao ar livre (Morris et al., 1995). Um estudo feito
no Reino Unido mostrou que a variacdo diaria de exposicdo a luz UV-A durante os
meses de verdo, junho e julho, varia de 20 a 100 J/cm? (Diffey, 2002). Esses dados nos
mostram que a dose de irradiacdo escolhida nesse estudo corresponde a uma condicéo
totalmente branda, sem lesdo no DNA ou inducdo de oncogénes em células da pele,
como permanecer pouco tempo sob exposi¢do aos raios UV. Um outro exemplo de
que nossa condicédo é branda é um trabalho que irradiou melandcitos com uma dose de
100 J/cm? para conseguir induzir danos oxidativos no DNA dessas células (Mouret et

al., 2012).
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As diferentes camadas da pele possuem um grande namero de croméforos que
podem interagir e absorver a luz UV gerando efeitos bioldgicos positivos ou negativos
(Juzeniene and Moan, 2012). E muito comum a radiacio UV-A desencadear respostas
ndo enzimaticas, como a ativacdo da cascata de sinalizacdo de ceramida em
queratindcitos ap0s a irradiacdo, através da inducdo da expressdo de ICAM-1
(Grether-Beck at al., 2000) e a melanogénese, induzida através da oxidacdo da
melanina pré-existente, por precursores melanogénicos ou entdo pelo movimento
ascendente de melanossomas em direcdo a superficie da pele apds a radiacdo UV
(Miyamura et al., 2007; Coelho et al., 2009). O que ndés podemos observar nos
resultados a seguir é a radiacdo UV-A induzindo diretamente a expressao de enzimas
envolvidas nas rotas catabolicas do Trp, efeito que até entdo, nunca tinha sido

mostrado em células humanas.

5.2. Expresséo génica
5.2.1. Expressdo génica de melanomas apos irradiacao
A radiacdo UV-A foi capaz de modificar a expressdo génica de algumas das
enzimas envolvidas na via KYN em melanomas (Figura 8). Os nossos resultados
mostram que a radiagdo UV-A aumentou significativamente a expressdo de 1DO,
TDO, KYNU e KMO em melanoma, mostrando que a radiacdo direciona a via para a

producdo de KYN, AA, HAA e HK.
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Figura 8: Expressdo génica de melanomas das enzimas da via KYN por PCR em tempo real. (A)
Expressdo de IDO; (B) Expressdo de TDO2; (C) Expressao de KYNU; (D) Expressdao de KMO; (E) Expressédo
de AADAT; (F) Expressdo de HAAO; (G) Expressdo de NAMPT. Expressdo das enzimas da via KYN por
melanomas (linhagem SK-MEL 147) 12, 24 e 48 horas ap06s a irradiacdo (3 e 6 J/cm?2). O gene GAPDH foi

utilizado como calibrador da reagdo. O método comparativo (2-AACT) foi utilizado para comparar os niveis de

expressdao de RNAm. (*) P < 0.05, (**) P <0.01 e (***) P < 0.001 em relacdo ao controle; (#) P < 0.05, (##) P
< 0.01 e (###) P <0.001 em relagdo ao 3J/cm2. N.D: o gene foi dosado, porém néo foi detectado.

A expressdo de IDO tem sido identificada em diversos tipos de tumores (Lecea

et al., 2016). Sabe-se que a expressao e atividade de IDO, seguida por deplecdo de Trp e

aumento de KYN no microambiente tumoral, induz a inibicdo da proliferacdo de

linfécitos T ativados e aumento de apoptose dessas células, conduzindo ao imuno

escape tumoral (Suzuki et al., 2010). Além disso, a diminui¢do da concentracéo de Trp
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no soro foi associada com mau progndstico em pacientes com melanoma, e a expressao
de IDO por células de melanoma metastatico esta ligada a uma sobrevivéncia mais
curta, indicando que IDO poderia ser um biomarcador Gtil para 0 melanoma (Lecea et
al., 2016; Speeckaert et al., 2004). Apesar da expressdo de IDO ser comum em
melanomas, essa expressao foi maior apds a radiacao, enfatizando que a radiacdo UV-A

poderia contribuir com a progressao tumoral.

Além disso, existem alguns estudos que mostram o beneficio da radiacdo UV no
tratamento de algumas doencas de pele, como psoriase e vitiligo (Mudigonda et al.,
2012), ou ainda no ldpus vulgar, uma condicdo da pele causada por Mycobacterium
tuberculosis (Mgller et al., 2005). A radiagdo UV foi o Unico tratamento eficaz contra
bacilos tuberculosos na pele antes da introducdo da quimioterapia antituberculosa na
década de 1950 (Lawrence, 2002). Porém, com base nos nossos resultados, que
mostram aumento da expressdo de IDO e TDO ap6s a radiacdo UV-A, a fototerapia

para o tratamento de melanomas pode ndo ser uma boa opcao de tratamento.

A enzima KYNU, responsavel pela conversdo de KYN em AA e HAA teve um
aumento significativo de 30 vezes apds 48 horas de radiacdo com a dose de 3 J/cm2 em
melanomas. Esses dois metabdlitos ja foram descritos e relacionados a outros tipos de
tumores, como no cancer de bexiga (Teulings et al., 1973) e além disso, ambos
metabolitos podem auto-oxidar e gerar radicais intermediarios mutagénicos que, como a
KYN, podem interagir com 0 AhR (Chung e Gadupudi, 2011). Ndo s6 KYNU, mas a
enzima KMO, responsavel pela conversdo de KYN em HK também teve um aumento
significativo apds a radiagdo UV-A nessas células, o que é muito interessante, uma vez
que j& foi mostrado aumento de HK apoés radiacdo UV-A em melandcitos oculares

humanas (Ortwerth et al., 2009).
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Em relagdo a via SER em melanomas, apos a radiacdo UV-A a expressdo das

enzimas TPH1 e ALDH1AZ2 foi diminuida, ja a expressdo de DDC teve um aumento

apos 24 horas da radiacao a 6 J/cm? e as enzimas AANAT e HIOMT também tiveram a

expressdo aumentada ap6s 48 horas da radiacédo (figura 9).

TPH1 12h
1.5
]
2 1.0
g
o
o/
o 0.51
'
0.0-
Controle 3 J/lcm? 6 Jicm?
DDC 12h
1.5+
L
D 1.04
2
o
ho)
o 0.54
'S
0.0-
Controle 3 Jlem? 6 Jicm?
C
ALDH1A2 12h
1.5-
£
o
)
o 0.5
[T
0.0-
Controle 3 J/lcm? 6 Jicm?

Fold Change

Controle

- - ) )
o ] o ]
1 1 1 )

Fold Change

=
o
1

0.0-

1.5

Fold Change
2

e
2
1

Controle 3 Jlem?
ALDH1A2 24h
Controle 3 J/lcm?

TPH1 24h

3 Jicm?

DDC 24h

6 Jlcm?

6 Jicm?

6 Jlem?

1.5

-
(=]
1

Fold Change
o
i

0.0-
Controle

aa
o
1

Fold Change
o
L+

0.0-
Controle

ALDH1A2 48h

1.5

Fold Change
5

e
o
1

0.0
Controle

TPH1 48h

3 Jicm?

DDC 48h

3 Jlcm?

3 Jlem?

6 Jicm?

*x

Trp
l/TPHI

5-OH-Trp

S-OH-Trp
lDD(‘

SER

6 Jlcm?

*K* K

6 Jiem?

SER
l/ALDHlAZ

HIAA



AANAT 12h AANAT 24h AANAT 48h B
AANAT
2.0 1.5- 34 l
*kk NAS
o 1.54 * o @ =2
2 2 1.01 : 221 =
© © ©
510 w 5 5
o *x o -]
©° S 0.5 © 14
' 0.5 w w
0.0 0.0- 0-
Controle 3 Jlcm? 6 Jicm? Controle 3 Jicm? 6 Jlcm? Controle 3 Jicm? 6 Jlcm?
HIOMT 12h HIOMT 24h HIOMT 48h NAS
15 15 25 ] \LHIO.\IT
MLT
2.0
L ] [
2 1.0- 2 1.0- 2
© © < 1.5
£ - = £
[3) 5] o
T o T 1.04
o 0.5 o 0.5+ (<)
'S [T w
0.5
: 0.0
Controle 3 Jlcm? 6 Jlcm? Controle 3 Jlcm? 6 Jicm? Controle 3 Jlcm? 6 Jicm?
F
MLT
N.D N.D N.D lnpo
AFMK

Figura 9: Expressdo génica de melanomas das enzimas da via SER por PCR em tempo real. (A)
Expresséo de TPH1; (B) Expresséo de DDC; (C) Expressao de ALDH1A2; (D) Expressdao de AANAT; (E)
Expressdo de HIOMT; (F) Expressdo de MPO. Expressdo das enzimas da via SER por melanomas (linhagem
SK-MEL 147) 12, 24 e 48 horas ap0s a irradiacdo (3 e 6 J/cm?). O gene GAPDH foi utilizado como calibrador
da reacdo. O método comparativo (2-AACT) foi utilizado para comparar os niveis de expressdo de RNAm. (*)
P <0.05, (**) P <0.01 e (***) P <0.001 em relacdo ao controle; (#) P < 0.05, (##) P < 0.01 e (###) P < 0.001
em relacdo ao 3J/cm2. N.D: o gene foi dosado, porém néo foi detectado.

A radiacdo UV-A inibiu a expressao das enzimas AANAT e HIOMT, porém
essa inibicao foi revertida apds 48 horas da radiacédo, quando essas enzimas aumentaram

sua expressao, o que indica a producdo de melatonina. Alem disso, houve uma
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Fold Change

diminuicdo da expressdo de ALDHA1A2 apds a radiagdo, o que faz sentido, ja que a

radiacdo direciona a via para a sintese de MLT e ndo de HIAA.

Ja foi descrito que as células da pele sdo capazes de sintetizar MLT e esta sintese
pode ser induzida ou modificada por radiagdo UV (Kim et al., 2015). Além disso, 0s
efeitos fotoprotetores da melatonina ja foram descritos, sendo eles a reducédo do eritema,
a protecdo contra os danos oxidativos e a prevencdo tanto do foto-envelhecimento como

da fotocarcinogénese induzidos pelos raios UV (Papagiannidou et al., 2014).

Além disso, ap6s 24 horas da radiacdo a 6 J/cm2 houve aumento de expressdo da
enzima DDC. Esse resultado é muito interessante se relacionarmos com o bem estar
proporcionando pela exposicdo a luz solar (Sivamani et al., 2009), ja que essa enzima é
responsavel pela sintese de serotonina e esse metabdlito é conhecido por proporcionar

essa sensacao.

Na via TRY em melanomas, a radiacdo UV-A aumentou a expressdo da enzima
INMT em todos os tempos ap06s a irradiacdo (12, 24 e 48 horas), ja a enzima MAOA,

teve a expressdo diminuida apés a radiagdo de 6 J/cm? em todos os tempos (figura 10).
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Figura 10: Expressdo génica de melanomas das enzimas da VIA TRY por PCR em tempo real. (A)
Expresséo de DDC; (B) Expressao de INMT; (C) Expressao de MAOA. Expressédo das enzimas da via TRY por
melanomas (linhagem SK-MEL 147) 12, 24 e 48 horas apds a irradiacdo (3 e 6 J/cm?). O gene GAPDH foi

utilizado como calibrador da reacdo. O método comparativo (2-AACT) foi utilizado para comparar os niveis de

expressao de RNAm. (*) P <0.05, (**) P <0.01 e (***) P < 0.001 em relacdo ao controle; (#) P < 0.05 e (##) P

< 0.01 em relagdo ao 3J/cmz2.

Os nossos resultados mostram que a radiacdo UV-A direciona a via TRY para a

expressdo de INMT, responsavel pela producdo de DMT e 0 nosso grupo ja mostrou

que essa linhagem de melanoma é capaz de produzir DMT em condi¢Ges normais

(Gomes et al., 2014). O DMT é um potente alucindgeno e apesar da extensa pesquisa

em relacdo aos seus efeitos neuroativos, o papel fisiologico desse metabdlito

permanece escasso (Szabo et al., 2016).
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Muitas pessoas descrevem a exposic¢do ao sol em doses ndo danosas como sendo
muito agradavel e ndo so isso, a exposicdo a luz solar tem sido associada a melhoria da
energia e humor (Sivamani et al., 2009). Esse efeito pode estar relacionado ao
aumento da expressdo de INMT e consequente producdo de DMT pelas células da

pele, j& que esse composto proporciona sensacao de bem estar (Barbosa et al., 2016).

NOs observamos que 0 aumento da expressdo da maioria das enzimas ocorreu na
menor condicdo de radiacdo (3 J/cm?2) e na condicdo de 6 J/cm2 essa expressao foi
diminuida, ou seja, uma pequena dose de radiacdo foi o suficiente para induzir a
expressao dessas enzimas. Talvez na condicdo de 6 J/cm? a expressdo seja menor pois
apesar da célula estar viavel, como vimos no ensaio de MTT, algumas alteracdes ja
podem ter ocorrido nessa célula. Além disso, esse fendmeno acontece com maior
intensidade ap6s 48 horas da radiacdo, e pode ser devido a um processo de

recuperacdo da célula também.

5.2.2. Expressdo génica de melandcitos apo6s irradiacdo
A expressdo das enzimas da via KYN por melandcitos foi pouco modificada
apos a radiacdo UV-A. A enzima IDO teve a expressdo diminuida apos 48 horas e a

expressao da enzima KMO teve um aumento ap0s 12 horas da radiacdo (figura 11).
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Figura 11: Expressao génica de melandcitos enzimas da via KYN por PCR em tempo real. (A) Expressdo
de IDO; (B) Expressdo de TDOZ2; (C) Expressdo de KYNU; (D) Expressdo de KMO e AADAT. Expressao das
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enzimas da via KYN por melandcitos 6, 12, 24 e 48 horas apds a irradiacdo (1.5 J/cm?). O gene GAPDH foi
utilizado como calibrador da reacdo. O método comparativo (2-AACT) foi utilizado para comparar os niveis de

expressao de RNAm. (*) P < 0.05.

Houve aumento da expressdo de KMO, enzima responsavel pela converséo de
KYN em HK, apos 12 horas da radiacdo UV-A por melandcitos. O unico trabalho que
relaciona HK com melandcitos foi realizado recentemente pelo nosso grupo, onde foi
mostrado que apds tratamento com IFN-y, essas células aumentam a produgdo de HK
(Clara et al., 2015). Porém ja foi mostrado que HK esta presente nas lentes oculares
humanas e atua como um filtro fisico eficiente contra os raios UV-A (Tsentalovich et
al., 2011) e além disso, esse metabdlito tem sua concentracdo aumentada apds radiacédo
UV-A nessas lentes (Ortwerth et al., 2009). Entdo, o aumento da expressdao de KMO
apos a radiacdo UV-A, pode estar envolvido com um mecanismo de protecdo da célula.

As enzimas envolvidas na via SER também tiveram a expressdo pouco
modificada apds a radiacdo UV-A em melandcitos. A enzima TPHL1 teve a expressao
aumentada ap0s 12 horas da radiacdo (figura 12).
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Figura 12: Expressdo génica de melandcitos enzimas das via SER por PCR em tempo real. (A) Expressédo
de TPH1; (B) Expressédo de AANAT; (C) Expressdo de HIOMT; (D) Expressdo de ALDH1A2. Expresséo das
enzimas da via SER por melandcitos 6, 12, 24 e 48 horas apos a irradiacdo (1.5 J/cm?). O gene GAPDH foi
utilizado como calibrador da reagcdo. O método comparativo (2-AACT) foi utilizado para comparar os niveis de

expressdo de RNAm. (**) P < 0.01.

Uma das nossas hipoteses inicias era de que ap0ds a radiagdo UV-A tivesse um

grande aumento da expressao de TPH1, responsavel pela sintese de SER, pois acredita-
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se que o efeito positivo causado em pacientes com depressao apos terapia com luz seja
decorrente da sintese de SER na pele. O mesmo poderia ser valido para individuos
sadios e a afinidade por luz. Porém, apesar de observarmos aumento da expressdo da
enzima TPH1 ap0ds 12 horas de irradiacdo de melandcitos, esse aumento foi modesto, o
que nos leva a pensar que talvez outras células da pele tenham um papel mais relevante
nesse contexto ou entdo que outras condigdes de radiagdo possam ser mais eficientes.
Em relacdo a via TRY, diferente do que vimos para os melanomas, a radiacéo

UV-A diminuiu a expressdo de INMT em melandcitos (figura 13).
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Figura 13: Expressdo génica de melandcitos da enzima INMT (VIA TRY) por PCR em tempo real.
Expressdo da enzima INMT por melandcitos 6, 12, 24 e 48 horas ap0s a irradiacdo (1.5 J/cm?2). O gene GAPDH
foi utilizado como calibrador da reagdo. O método comparativo (2-AACT) foi utilizado para comparar os niveis
de expressdao de RNAm. (*) P < 0.05; (**) P <0.01.

Ao observar que as expressdes das expressoes das enzimas do metabolismo do
Trp eram, quando muito, apenas minimamente alteradas em melandcitos, nos testamos
um novo tempo apos a radiacdo (6 horas), porém mesmo nesse tempo, ndo houve

aumento de expressao. 1sso nos mostra que a célula tumoral tem mais susceptibilidade

a luz do que a célula normal.

Alguns trabalhos j& mostraram a interacdo da luz UV-A com melanomas. Sabe-
se que a radiacdo UV induz a formagéo de danos no DNA na formacgdo do melanoma,

porém essa radia¢do continua causando mutacées durante a progressdo tumoral (Zhang

59



et al., 2016). Além disso, a radiacdo UV possui capacidade imunossupressora e

promove a progressao do melanoma (Halliday et al., 2011).

Recentemente, tem sido mostrada a importancia de pacientes com melanoma
continuarem se protegendo da radiacdo solar, ndo sé para se proteger de novos
tumores, mas também, para se proteger da progressao tumoral (Kamenisch et al.,
2016). Porém, as contribuicGes da radiacdo UV na progressdo do melanoma ndo sao
muito claras, embora a radiacdo UV-A parega ter uma contribuicdo significativa
(Runger, 2016). Dessa maneira, os nossos dados contribuem para explicar o motivo
da radiacdo UV-A promover a progressdao dos melanomas, ja que apés a radiacdo
houve aumento da expressdo de IDO e TDO nessas células, enzimas que estdo

envolvidas nos mecanismos de progresséo e imunoescape tumoral.

Além disso, melanomas e melandcitos possuem respostas diferentes a radiacdo
UV-A, por exemplo, a expressao de IDO é aumentada em melanomas apds 48 horas,
ja em melandcitos essa expressao € diminuida, o0 mesmo podemos observar para a

enzima INMT em todos os tempos.

5.2.3. Analise de Microarray

A partir dos resultados obtidos, nés procuramos na base de dados GEO DataSet
estudos que realizaram analises de celulas da pele apds radiacdo UV, buscando
alteracdo no padrédo de expressao das enzimas envolvidas nas rotas catabolicas do Trp.
Com esta finalidade encontramos um estudo identificado como GSE4066 que serviu
de base para o trabalho: Erbb2 Regulates Inflammation and Proliferation in the Skin

after Ultraviolet Irradiation. Nesse trabalho os autores utilizaram pele dorsal de ratos
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ndo irradiados e irradiados com luz UV total (30% de UV-A, 70% de UV-B e 1% de

UV-C) e o microarray foi feito apds 6 horas da radiag&o.

Obtivemos dados referentes a 13 enzimas de interesse. Dentre estas, observamos
aumento na expressdao de MPO, NAMPT, KMO, ALDH1A2, TDO e TPH1 quando a

pele do dorso de animais radiados € comparada ao controle (figura 14).

a Madson et al. (GSE4066) b
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Figura 14: Expressdo das enzimas das vias do Trp. Expressdao de MPO, NAMPT,
KMO, ALDH1A2, TDO, TPH1, IDO, INMT, HAAO, AANAT, DDC, MAOA e
KYNU na pele do dorso de animais expostos ou ndo a radiacdo UV. (a) Heatmap
representando os valores individuais por cores; (b) média fold-change de 4 amostras,
sendo que as linhas em vermelho representam os genes com diferenca estatistica
quando comparados ao néo irradiado (no UV). O nivel de significancia estabelecido
foi de p < 0,05.
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Com base nesses resultados, pudemos confirmar que as enzimas envolvidas nas
rotas catabolicas do Trp sdo sensiveis a radiacdo UV e podem ter sua expressao

alterada em células da pele dependendo da radiag&o.

Como visto anteriormente nos nossos resultados, apos a radiagdo UV-A houve
aumento da expressao de KMO e TPH1 em melandcitos. O mesmo podemos observar
nesse trabalho, porém além dessas enzimas, outras tiveram aumento de expressao apos
a radiacdo, como por exemplo a MPO, que teve um aumento de quase 2 vezes na pele
total apds a radiacdo. Esses dados podem confirmar a nossa ideia de que outras células
da pele, como queratindcitos ou melandcitos, ou entdo outras condi¢des de radiacéo,
ndo apenas os melandcitos e radiacdo UV-A, tenham um papel mais relevante na

producdo dos metabdlitos do Trp na pele, como a SER.
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6. Conclustes

Esse trabalho contribuiu para mostrar a capacidade da radiacdo UV-A em ativar
a expressdo de enzimas envolvidas nas rotas catabolicas do Trp. A radiacdo UV-A
aumenta a expressao de enzimas que favorecem o crescimento do tumor, como a IDO
e TDO. Além disso, a radiacdo tem a capacidade de diminuir a expressdo de algumas

enzimas, como a ALDH1A2 em melanomas.

Por outro lado, a exposicéo a luz solar tem sido associada a melhoria da energia
e humor elevado e podemos relacionar esse efeito com o aumento da expressdo de
INMT por melanomas, ja que o composto DMT € conhecido por proporcionar

sensacdo de bem estar.

Além disso, a célula tumoral tem mais susceptibilidade a luz do que a célula
normal, isso porque muitas enzimas tiveram a expressdo aumentada em melanomas
apés a radiacdo, e em melandcitos foram diminuidas ou ndo tiveram mudancas, por
exemplo a enzima INMT. Esse resultado vai de encontro a nossa hipétese inicial, pois
esperavamos um aumento grande na expressdo de INMT e TPH1 em melandcitos apds
a radiacgdo, o que justificaria o comportamento de fotofilia. Entdo, talvez outras células
da pele tenham um papel mais relevante nesse contexto ou entdo outras condigdes de

radiacdo possam ser mais eficientes.

Até hoje, apenas um trabalho havia mostrado a ativacdo de uma enzima
envolvida nas rotas do Trp por luz, que mostrou que a luz UV é capaz de ativar a
expressao e atividade de TDO em bactérias (Brady et al., 1973). Dessa maneira, 0S
nossos resultados sdao muito interessantes, pois muitos nunca haviam sido mostrados

em humanos. Entéo, esse trabalho inaugura uma nova linha de estudo entre luz, pele e
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metabolismo, porém para uma conclusdo de fato, é fundamental a anélise
metabolomica. Esforgos tém sido direcionados para que a identificagdo dos
metabdlitos envolvidos nas rotas catabdlicas do Trp seja feita por LC-MS e assim

complementaremos esses resultados.
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