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RESUMO



ALMEIDA, D.R.Q. Participacao da ferroptose na morte celular desencadeada pela
terapia fotodinamica com o azul de metileno em adenocarcinoma de ducto
pancreatico humano. 2022. 126p. Tese de Doutorado — Programa de Poés-
Graduagao em Ciéncias Biologicas (Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade
de S&o Paulo.

O adenocarcinoma de ducto pancreatico (PDAC) é a quarta causa de morte
relacionada ao cancer em todo mundo na atualidade, e estudos apontam que ele
ocupara a segunda posi¢cao neste ranking antes de 2030. Além disso, esses tumores
apresentam a menor sobrevida global de cinco anos pés-diagndstico entre todas as
neoplasias, inferior a 9%. O diagnodstico em estagios avangados, devido a auséncia
de marcadores precisos para as fases iniciais da doencga e sintomatologia ausente ou
inespecifica, limita a elegibilidade dos pacientes a cirurgia ressectiva entre 15 e 20%,
que é, atualmente, a unica abordagem com potencial de cura para esses tumores.
Adicionalmente, mesmo os pacientes com tumores confinados ao sitio primario e
submetidos a cirurgia e que recebem quimioterapia adjuvante apresentam recidiva
tumoral em menos de um ano. No presente trabalho, nos investigamos a capacidade
da MB-PDT em ativar a ferroptose, via de morte celular regulada independente da
apoptose, em diferentes linhagens de PDAC, MIAPaCa-2, Panc-1, AsPC-1 e BxPC-3,
células que apresentam diferentes perfil moleculares e caracteristicas fenotipicas.
Além disso, foi avaliado o potencial dessa terapia combinada com diferentes
quimioterapicos utilizados na clinica sobre modelos de organoides derivados de
pacientes com PDAC. Os resultados aqui apresentados demonstraram que a MB-PDT
€ capaz de aumentar a peroxidacdo lipidica e ativar a ferroptose em diferentes
linhagens de PDAC, especialmente em células com maior expressao basal de ACSL-
4, enzima participante na insercdo de lipideos poli-insaturados nas membranas
biolégicas. Nesse contexto, foi identificado que a suplementagdo com lipideos
deuterados protegeu a linhagem BxPC-3 contra a morte induzida pela MB-PDT, de
forma semelhante a acdo da Fer-1, um inibidor de ferroptose. Por outro lado,
identificamos que a linhagem Panc-1 apresenta resisténcia a ferroptose no contexto
da MB-PDT, provavelmente devido ao menor conteudo de ferro labil intracelular,
menor expressao basal de ACSL-4, altos niveis de G6PD, e a capacidade de montar
uma resposta antioxidante mais eficiente, que foi capaz de protegé-la contra o
aumento da peroxidagao lipidica. Além da ferroptose, a MB-PDT foi capaz de ativar a
necroptose, uma via de necrose regulada dependente de RIPK3 e MLKL, em duas



das quatro linhagens avaliadas, AsPC-1 e BxPC-3, além da morte celular dependente
de lisossomos em MIAPaCa-2, o que indica o potencial dessa terapia em ativar
multiplos mecanismos de morte nesse tipo de tumor. Por fim, nds identificamos que a
MB-PDT foi capaz de atuar sinergicamente aumentando a efetividade dos
quimioterapicos gemcitabina, irinotecano, 5-fluorouracil e oxaliplatina sobre
organoides derivados e amostras tumorais de pacientes com PDAC. Com base
nesses dados, € possivel concluir que a MB-PDT ¢é eficiente para eliminar células de
PDAC de diferentes subtipos, sendo capaz de ativar multiplos mecanismos de morte
celular simultaneamente, incluindo mecanismos nao-apoptéticos, como a ferroptose
e a necroptose e, por meio de sua atuagao sinérgica com diferentes quimioterapicos,
aumentar a susceptibilidade de organoides de PDAC a morte. Em conjunto, os dados
aqui apresentados trazem evidéncias moleculares da agdo da MB-PDT sobre o PDAC
e reforgam seu potencial como adjuvante a quimioterapia, o que pode melhorar o
cenario de tratamento desses tumores resistentes a vias classicas de morte celular,
diminuindo os efeitos colaterais desencadeados pelas altas doses de quimioterapicos
e, assim, aumentar tanto a sobrevida dos pacientes quanto a sua qualidade de vida.

Palavras chaves: Adenocarcinoma de Ducto Pancreatico; Terapia Fotodinamica;
Morte Celular, Ferroptose, Organoides.



ABSTRACT



ALMEIDA, D.R.Q. Ferroptosis is involved in the citotoxic effect of Photodynamic
Therapy using Methylene Blue in human pancreatic ductal adenocarcinoma.
2022. 120p. Tese de Doutorado — Programa de P6s-Graduagdao em Ciéncias
Bioldgicas (Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo.

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is the fourth leading cause of cancer-
related death worldwide, and studies indicate that it will occupy the second position in
this ranking before 2030. In addition, these tumors have the lowest overall five years
survival rate after diagnosis among all neoplasms, less than 9%. The absence of
precise markers for the early stages of the disease leads to its diagnosis in advanced
stages, thus limiting the eligibility of patients for surgery to 15 to 20%. Surgery is, today,
the only approach with potential to cure this cancer. Additionally, even patients with
tumors confined to the primary site undergoing surgery and receiving adjuvant
chemotherapy experience tumor recurrence in less than one year. The inter and
intratumoral heterogeneity and the complexity of the tumor microenvironment (TME),
with pronounced desmoplastic content and important immunomodulatory capacity, are
key factors in the resistance of PDAC to the state-of the-art therapeutic approaches.
Most of them activate apoptosis, for which these tumors have developed evasion
mechanisms. In this work, we investigated the ability of MB-PDT (a cytotoxic therapy
based on the excitation of a photosensitizing molecule (Ps) that undergoes a specific
sequence of reactions, inducing oxidative stress and leading to tumor cell death) to
activate the ferroptosis, an apoptosis-independent regulated cell death pathway, in
human PDAC cells, MIAPaCa-2, Panc-1, AsPC-1 and BxPC-3. To test the effect of
this therapy in models that are closer to the tumor biology, we tested the killing capacity
of MB-PDT in combination with different chemotherapeutics used in the clinic on
organoid models derived from patients with PDAC. Our results showed that MB-PDT
increases lipid peroxidation and activate ferroptosis in different PDAC cell lines,
especially in those with higher basal expression of ACSL-4, an enzyme that
participates in the insertion of polyunsaturated lipids (PUFAs) in biological membranes.
Our results also showed that supplementation with deuterated lipids protected the
BxPC-3 strain against MB-PDT-induced death, similarly to the action of Fer-1, a
ferroptosis inhibitor. Furthermore, we showed that the Panc-1 exhibits resistance to
ferroptosis in the context of MB-PDT, probably due to lower intracellular labile iron
content, lower basal expression of ACSL-4, high levels of G6PD, and the ability to



assemble a more efficient antioxidant response, which was able to protect it against
increased lipid peroxidation. MB-PDT was able not only to activate necroptosis, a
regulated necrosis pathway dependent on RIPK3 and MLKL, in two of the four strains
evaluated, AsPC-1 and BxPC-3, but also lysosome dependent cell death in MIAPaCa-
2, which indicates the potential of this therapy to activate multiple mechanisms of death
in this type of tumor. Additionally, we identified that MB-PDT was able to act
synergistically and increase the effectiveness of the chemotherapy drugs gemcitabine,
irinotecan, 5-fluorouracil and oxaliplatin on organoids derived from patients with PDAC.
Based on these data, it is possible to conclude that MB-PDT display a significant
capacity to eliminate PDAC cells of different subtypes, by the activation of multiple
mechanisms of cell death simultaneously, including non-apoptotic ones, such as
ferroptosis and necroptosis. Moreover, the possibility of using MB-PDT in combination
with chemotherapy tackles two drawback of the actual treatment by being able to not
only of increasing survival time of the patients but also of reducing the side effects
triggered by high doses of these compounds. Altogether, the data presented here
provide molecular evidence of the action of MB-PDT against PDAC and reinforce its
potential as an adjuvant to chemotherapy, which may improve the treatment scenario

for these tumors resistant to classical cell death pathways

Keywords: Pancreatic Duct Adenocarcinoma; Photodynamic Therapy; Cell Death,

Ferroptosis, Organoids.
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1. INTRODUGCAO



1.1. O Adenocarcinoma de ducto pancreatico (PDAC)

O péncreas € um o6rgao bifuncional, desempenhando fun¢gbes enddcrinas e
exocrinas. As ilhotas pancreaticas (llhotas de Langerhans) sdo responsaveis pela
sintese de diferentes hormdnios, como a insulina e o glucagon que participam na
regulacdo do metabolismo de carboidratos. A maior parte da massa que compde o
pancreas, entretanto, € composta por células com funcéo exdcrina que constituem os
acinos pancreaticos, perfazendo mais de 90% da estrutura total desse 6rgao. Em
condigbes homeostaticas, as células acinares produzem enzimas digestivas que sao
lancadas e recolhidas por uma rede de pequenos ductos que se unem e formam o
ducto pancreatico principal. Dele, as enzimas digestivas sdo, posteriormente,
secretadas no duodeno onde atuam na digestdo de macromoléculas, possibilitando a
sua absorc¢&o (Chuvin et al., 2017).

O pancreas adulto apresenta grande plasticidade, o que € fundamental para a
integridade do 6rgéo frente a estresses internos e externos (Chuvin et al., 2017; Liot
et al.,, 2021). Por exemplo, sob condi¢des extremas, como em quadros de
pancreatites, as células acinares podem, em resposta a fatores especificos, passar
por um processo denominado metaplasia acinar ductal (ADM), no qual elas sofrem
mudang¢as morfologicas e no perfil transcricional, convertendo-se em células
semelhantes a células ductais, apresentando caracteristicas de células progenitoras
embrionarias. Estresses persistentes, como em caso de pancreatite cronica e a
simultanea ativagado de oncogenes, como KRAS, essas células podem perder sua
capacidade de retornar ao estado de diferenciagdo, como ocorre em eventos de
estresse agudo. Esse conjunto de fatores e a deterioragdo causada por estresse
cronico, cria 0 ambiente propicio para o desenvolvimento das lesdes pré-invasivas
que originam o PDAC (Pancreatic Ductal Adenocarcinoma) (Chuvin et al., 2017) (Fig.
1).

O PDAC é uma doenga que apresenta um prognostico desfavoravel, com
elevada incidéncia de quadro metastatico e alta taxa de mortalidade associada (Siegel
& Miller, 2020). Além disso, ele apresenta a menor sobrevida global de cinco anos
pos-diagnostico entre todas as neoplasias, inferior a 9% (Siegel e Miller 2020; Wang
et al., 2021) e é predito se tornar a segunda causa de mortes relacionadas a
neoplasias até 2030 (Garrido-Laguna & Hidalgo, 2015; Rahib et al., 2014; Siegel &
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Miller, 2020). O diagndstico em estagios avancados da doenga, que limita a
elegibilidade dos pacientes para a cirurgia ressectiva do tumor (o unico tratamento
com potencial curativo atualmente), e a resisténcia desses tumores as abordagens
terapéuticas de quimioterapias e radioterapia disponiveis contribuem para a alta
mortalidade associada a esses tumores (Wang et al., 2021).

O PDAC evolui a partir de lesdes pré-invasivas que podem ser do tipo PanIN
(pancreatic intraepithelial neoplasia), IPMN (intraductal papillary musinous neoplasm)
e MCN (mucinous cystic neoplam), as quais podem se originar a partir de quadros
cronicos de pancreatites (Liot et al., 2021). A lesao do tipo PanIN & a mais prevalente
na biologia do desenvolvimento do PDAC e pode ser classificada em PanIN1A,
PanIN1B, PanIN2 e PanIN3, de acordo com a aumento progressivo de alteragdes
celulares, no tipo de células e na arquitetura tecidual (Hruban et al., 2008; Liot et al.,
2021; Ying et al., 2016). A partir da evolugdo dessas lesbes pode ocorrer o
estabelecimento do PDAC, evento decisivo para viabilizar a ocorréncia posterior de
invasédo e metastase tumoral (Fig. 1).

A heterogeneidade intratumoral e a complexidade do microambiente tumoral
(TME, Tumor Microenvironment), o qual apresenta um pronunciado conteudo
desmoplasico (Fokas et al., 2014) e importante capacidade imunomodulatéria, sao
fatores determinantes na resisténcia do PDAC as abordagens terapéuticas
disponiveis atualmente (Grasso et al., 2017; Koikawa et al., 2021; Samulitis et al.,
2015). A resisténcia desses tumores a vias classicas de morte celular esta também
relacionada ao largo espectro de mutagdes genéticas observado nos PDACs e pela
alteragao da intrincada rede de sinalizag&o controlada pelos produtos desses genes.

Como representado na figura 1, a carcinogénese do PDAC é um processo que
ocorre em multiplas etapas e € o resultado de um acumulo de diferentes mutacdes
genéticas ao longo do tempo. Sdo encontrados, em média, 63 genes mutados nos
tumores de PDAC, dentre os quais, KRAS (v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog), CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A - CDKN2A/ p16/
INK4A), TP53 (tumor protein 563) e SMAD4 (SMAD Family member 4) representam os
guatro mais prevalentes.

Mais de 95% dos adenocarcinomas de ducto pancreatico apresentam
mutagcdes em KRAS, que é uma das primeiras mutagdes na biologia evolutiva desses
tumores (Wang et al., 2021). Assim como outros membros da familia Ras, K-Ras é
uma proteina com capacidade de interagdo com nucleotideos de guanina e de

30



transduzir, por meio da sua atividade GTPasica e alternancia entre os estados
ativados (ligado a GTP) e desativados (associado a GDP), sinais especificos do meio
extracelular para o nucleo das células, controlando, por meio deles, processos
relacionados ao crescimento e a proliferacdo celular. Nesses tumores pancreaticos
mutantes, K-Ras encontra-se constitutivamente ativa e, portanto, participando na
sinalizagao para crescimento e proliferagdo constantes dessas células (Campbell et
al., 1998; Malumbres & Barbacid, 2003; S. Wang et al., 2021).

Além de KRAS, genes supressores de tumores, como TP53, CDKN2A e
SMAD4 encontram-se mutados em 50, 80 e 55% dos casos de PDAC,
respectivamente. A identificagdo dessas alteragbes genéticas, o estudo das
caracteristicas biolégicas e o entendimento sobre a composigdo desses tumores,
enquanto microambientes patoldgicos complexos, os quais apresentam diferente
elementos celulares, além das células tumorais: fibroblastos (CAFs — Cancer-
Associated Fibroblasts), células estreladas (PSCs, Pancreatic Stellate Cells),
macréfagos (TAMs, Tumor Associated Macrophages), e outras células do sistema
imune, e componentes ndo celulares (elementos de matriz extracelular, fatores de
crescimento e vasos sanguineos, por exemplo), sdo importantes fatores a serem
considerados na busca pelo desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas (Liot
et al., 2021).

Nas ultimas décadas, diversos estudos de analises de programas
transcricionais de diferentes amostras de PDAC para identificacdo de subtipos
tumorais, a fim de elucidar padrbes de assinaturas genéticas e possibilitar
prognosticos e tratamentos mais eficazes em um padrdo direcionado a subtipos-
especificos, tém sido conduzidos (Bailey et al., 2016; Chan-Seng-Yue et al., 2020;
Collisson et al., 2011; Dijk et al., 2020; Flowers et al., 2021; Maurer et al., 2019; Moffitt
et al., 2015; Wartenberg et al., 2018).

Dessas abordagens, é consensual a existéncia de, pelo menos, dois subtipos
de PDAC: “classical-like”, apresentando alta expressao de genes epiteliais, de adesao
e marcadores de diferenciagao de células epiteliais (GATAG6, GATA Binding Protein 6,
principalmente). Esse subtipo € associado a um melhor progndstico dos pacientes. A
segunda assinatura genética identificada refere-se ao subtipo classificado como
“basal-like”, menos diferenciado, com maior expressdo de marcadores de EMT
(epitelial-mesenchymal transition) e com pior prognostico dos pacientes (Xu et al.,
2021).
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Alguns fatores estdo associados a resisténcia dos tumores pancreaticos aos
tratamentos disponiveis atualmente. Além dessa grande heterogeneidade tumoral,
com os diferentes subtipos apresentando resisténcias distintas a terapias e o
diagndstico em estados avangados da doenga, a capacidade de se evadirem das vias
classicas de morte celular esta entre os principais desafios para o estabelecimento de

novas alternativas terapéuticas mais abrangentes e efetivas.
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Figura 1: Representagoes esquematicas e imagens de microscopia o6tica (hematoxilina e
eosina — H&E) do pancreas normal, e dos cenarios de pancreatite e progressao de PaniN1
para PDAC invasivo. Representagao esquematica e corte histolégico de uma secgdo de um
pancreas normal, mostrando elementos constituintes e seus padrdes teciduais (esquerda e superior
do painel); Esquema e histologia de um quadro de pancreatite (esquerda e inferior do painel) e
esquema ilustrativo do desenvolvimento progressivo do estroma, com os principais elementos,
celulares ou de matriz, associando as principais mutacoes identificadas em cada etapa com as
respectivas histologias identificadas (direita, superior e inferior do painel). ID, Ducto Inter-lobular; IL,
llhota de Langerhans; A, Acino; BPC, Células Pancreaticas Benignas; WBC, Glébulos Brancos. (Liot
et al., 2021).

1.2. Mecanismos de morte celular

A morte celular € entendida como a degeneragdo das fungdes celulares vitais,
como a capacidade de sintese de ATP ou de manuten¢ao da homeostase redox, que
culminam com a perda da integridade, caracterizada pela ruptura e fragmentagéo das
membranas celulares. Ela desempenha papel fundamental no desenvolvimento dos

organismos (especialmente os multicelulares), tanto em contextos fisiolégicos, quanto
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em cenarios patologicos. De acordo com o Nomenclature Committee on Cell Death
2018, os mecanismos de morte celular podem ser classificados em dois grandes
grupos: morte celular acidental (ACD, acidental cell death) ou morte celular regulada
(RCD, regulated cell death) (Galluzzi et al., 2018).

A morte celular acidental € uma morte catastrofica, instantanea e incontrolavel,
que ocorre em decorréncia da exposicao de uma célula a condi¢des de alto estresse,
o qual pode ser de natureza fisica, quimica ou mecanica. Em contrapartida, a morte
celular regulada apresenta um conjunto de mecanismos dependentes de maquinaria
molecular especifica, sendo passivel de modulag&o por interveng¢ao farmacoldgica ou
estratégias genéticas (Galluzzi et al., 2018).

Ao contrario das ACDs, as RCDs podem ser iniciadas independentemente de
perturbagdes no meio extracelular, perfazendo um importante componente para
diferentes eventos, como a renovacgao tecidual, o desenvolvimento de organismos e
a defesa contra diferentes doencas. As RCDs que respondem autonomamente
também sdo entendidas como vias de morte celular programadas. Essas vias de
morte sdo importantes, por exemplo, para a eliminacdo de células com acumulo de
mutacdes genéticas (Galluzzi et al., 2018; Vandenabeele et al., 2010). Considerando
esse papel central das RCDs na homeostase dos organismos, € razoavel considerar
que exista uma relacdo entre disfungdes nas maquinarias moleculares envolvidas
nessas vias de morte e o desenvolvimento de doengas como o céncer (Delbridge et
al., 2012; Hanahan, 2022).

A apoptose foi a primeira RCD conhecida, e € o mecanismo melhor entendido
até o presente (Galluzzi et al., 2018; Peter et al., 1997). Entretanto, varias outras vias
de RCD sao conhecidas atualmente. Morte celular dependente de lisossomo (LDCD),
necroptose e ferroptose s&o alguns exemplos (Degterev et al., 2005; Dixon et al.,
2012; Galluzzi et al., 2018). A seguir, serdo discutidos brevemente os principais
mecanismos implicados na condugao dessas vias de morte, considerando-se suas

implicagdes no contexto no PDAC.

1.2.1. Apoptose

A apoptose foi primeiro cunhada em 1972 (Kerr et al., 1972). Ela é um
mecanismo de morte celular regulada que ocorre em uma sequéncia de eventos
ordenados, sendo ativada pelas células em resposta a alteragdes irreversiveis em

seus componentes ou na sua arquitetura. Essa via de morte prepara células
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danificadas ou disfuncionais para serem eliminadas em um padréo direcionado para
o seu reconhecimento por fagécitos, evitando respostas imunes inflamatorias
indesejadas (Elmore, 2007; Fulda & Debatin, 2006; Obeng, 2021).

A morte celular apoptotica pode ser desencadeada por duas vias: uma que é
iniciada por uma rede de transducio de sinais, via ativacdo de receptores de morte
especificos presentes na membrana plasmatica das células, a partir de sinalizadores
extracelulares, denominada via extrinseca; a segunda, denominada via intrinseca, é
iniciada a partir de alteragdes intracelulares, que podem ser de diferentes tipos:
desbalango redox, acumulo de danos no DNA, problemas na replicagdo ou em alguma
das fases da divisdo celular, estresse de reticulo endoplasmatico ou alteragdes na
integridade mitocrondrial (Galluzzi et al., 2018).

Ambas as vias, intrinseca e extrinseca, culminam com a ativagao de um grupo
de enzimas denominadas caspases (Fig. 2). As caspases sao cisteino-proteases com
capacidade de clivar proteinas em residuos de aspartato, embora diferentes capases
apresentem padrboes distintos de reconhecimento de residuos de aminoacidos
vizinhos a estes. Elas sao pro-enzimas que, uma vez clivadas, se ativam e atuam
clivando diferentes substratos proteicos, sendo os executores finais da apoptose.
Atualmente, sdo conhecidas, pelo menos, 18 tipos de caspases. Elas sdo divididas
em caspases ativadoras (-2, -8, -9, -10) e caspases executoras (-3, -6 e -7). Além das
caspases, a familia de proteinas B-cell lynphoma 2 (BLC2), composta por proteinas
anti-apoptéticas (Bcl-2, Bcl-x, Bcl-w, Bf-1, Bcl-XL, B-XS, Bcl-w, BAG) e pro-
apoptoticos (Bak, Bcl-10, Bax, Bad, Bid, Bim, Bik, Hr, por exemplo) & importantes
reguladora dessa via de morte. Essas duas familias de proteinas s&o evolutivamente
bem conservadas (Elmore, 2007; Fulda & Debatin, 2006; Obeng, 2021).

A via intrinseca da apoptose envolve uma série de alteragdes que culminam
com o desbalancgo entre proteinas anti e pro-apoptéticas, onde estas ultimas estdo em
maior quantidade, e induzem a permeabilizagdo da membrana mitocondrial externa
(MOMP). Esse rompimento da integridade desse sistema membranar causa a perda
do potencial de membrana da mitocondria e possibilita a liberagdo de proteinas pro-
apoptoticas, citocromo ¢, Smac/DIABLO e na serina protease HtrA2/Omi para o
citoplasma. No citosol, o citocromo c interage com (e ativa) Apaf-1 e pro-caspase-9,
formando uma plataforma denominada “apoptossomo”. Compondo o apoptossomo,
pré-caspase-9 € ativada caspase-9 e atua na clivagem de proteinas, ampliando o sinal
de apoptose. Smac/DIABLO e HtrA2/Omi, por sua vez, podem atuar inibindo as IAPs
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(inhibitors of apoptosis proteins), regulando positivamente essa via de morte (Elmore,
2007; Obeng, 2021) (Fig. 2).

O reticulo endoplasmatico esta envolvido com processos de sintese,
modificagdo e enovelamento de proteinas. Problemas na maquinaria celular
responsavel por esses eventos levam ao acumulo de proteinas mal dobradas nessa
organela e ativam a chamada resposta a proteinas mal dobradas (UPR). Por uma
intricada rede de sinalizac&do que se inicia com a ativacdo de ATF6, PERK e/ou IRE1q,
a UPR induz, entre outros eventos, um desbalanco das proteinas regulatorias da
apoptose, favorecendo a sinalizagcdo pro-morte. Isso ocorre porque, em Uultima
instancia, a UPR leva ao aumento da expresséo de Bim (pré-apoptdtica) e diminuigao
de Bcl2 (anti-apoptdtica), via CHOP. Além disso, pela ativagado de JNK, ocorre um
aumento da fosforilacdo dessas proteinas anti e pro-apotéticas, favorecendo a
ativacédo da apoptose (Obeng, 2021).

A via extrinseca da apoptose € iniciada pela ativacdo de receptores de morte
transmembranares presentes na membrana plasmatica das células apods sua
interagdo com ligantes especificos. FasL/FasR, TNF-a/TNFR1 e TRAIL/TRAIL-R sao
exemplos bem caracterizados de iniciadores da via extrinseca da apoptose. A
interagcéo entre o ligante e seu receptor promove a formagéo de trimeros do receptor
e interagcdo de seus dominios de morte citoplasmaticos, que recrutam proteinas
adaptadoras citoplasmaticas que exibem dominios de morte correspondentes,
TRADD, FADD, formando um complexo indutor de morte denominado DISC. Apos a
associacao de outras proteinas, que incluem pro-caspase-8, RIPK1, TRAF2 e cIPAs,
e internalizagdo do receptor nesse complexo, ocorre a clivagem e consequente
ativacdo de caspase-8, que cliva e ativa caspase-3 efetora, levando a apopotose
(Duprez et al., 2009; Elmore, 2007). A via de morte apoptoética pode ser inibida por
estratégias moleculares ou pela utilizagdo de farmacos, como z-VAD, um inibidor de

pan-caspases.
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Figura 2: Esquema simplificado dos principais mecanismos de ativagao da via intrinseca e
extrinseca da apoptose. A via extrinseca da apoptose € iniciada pela ativagdo de receptores de
morte TNFR/TRAILR por TNF/TRAIL ou FAZ com FASR na membrana plasmatica. Esse evento
promove o recrutamento de uma série de proteinas adaptadoras (aqui suprimidas por questdes
didaticas) e formagao do complexo DISC, que inclui pro-caspase-8, a qual € clivada e se ativa.
Caspase-8 ativa caspase-3 que leva a apoptose (Obeng, 2021).

Embora diferentes drogas que tém como alvo a familia BCL-2 (por exemplo,
ABT-199 e ABT-263) estejam sendo testadas em ensaios clinicos (Montero & Letai,
2018), os pacientes com PDAC apresentam um desequilibrio na expressao de
membros da familia BCL-2, o que torna menos efetiva a atuagdo dessas drogas. A
expressao de BCL-2 é geralmente baixa em tumores primarios de PDAC (Campani et
al., 2001; Song et al., 2017), enquanto BCL-2L1 e MCL1, ambas apresentando fung&o
anti-apopodtica, sdo encontradas na maioria dos pacientes com PDAC invasivo
(Krajewska et al., 1996). Nesse cenario onde diferentes artificios moleculares antia-
poptéticos sao desenvolvidos pelas células tumorais de PDAC, sado necessarias
abordagens que atinjam multiplos membros antiapoptéticos da familia BCL-2
simultaneamente para induzir a apoptose de forma otimizada nesses tumores. Nesse
sentido, evitar essas terapias combinadas e que aumentam as chances de
desenvolvimento de efeitos adversos criticos para os pacientes € um desafio. Dessa
forma, é razoavel considerar que uma terapia mais efetiva para esses tumores deveria

ser capaz de ativar diferentes mecanismos de morte celular, principalmente
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independentes da apoptose, o que aumentaria a possibilidade de sucesso terapéutico

para os pacientes.

1.2.2. Necroptose

A descoberta de que o TNF é capaz de desencadear, além da apoptose, uma
morte celular com caracteristicas de necrose, em 1980, abriu caminho para uma série
de investigagdes que, nas décadas seguintes, mostrou que essa morte necrotica
ocorria em contextos onde se tinha caspases inibidas (Degterev et al., 2005; Weinlich
et al., 2017). Esses achados, juntos a descoberta da fungdo regulatoria sobre
processos de morte celular de uma familia de proteinas da familia RIPK (receptor-
interacting serine/threonine protein kinases), e a identificacdo de necrostatina-1 (Nec-
1) como inibidor da atividade cinase de RIPK1, possibilitaram a descoberta de uma
via de necrose regulada, denominada necroptose.

A morte por necroptose pode ser exemplificada pela ativagdo do receptor de
morte TNRF1. Geralmente, o TNF ativa genes pro-inflamatorios através da
sinalizagao de NF-kB, induzindo uma resposta inflamatdria. Apos a ligagdo do TNF ao
seu receptor, € formado o complexo |. Esse complexo é uma plataforma de proteinas
que inclui o dominio de morte associada a TNFR1 (TRADD), fator 2 associado ao
receptor de TNF (TRAF2), RIPK1, inibidores celulares de apoptose (clAP1 ou clAP2),
e o complexo de montagem da cadeia de ubiquitina linear (LUBAC). O complexo | é
estabilizado pela acdo de clAPs e LUBAC, que promovem a poliubiquitinagdo de
RIPK1, e forma uma plataforma da maquinaria de ativagdo da via do NF-kB e da
proteina cinase ativada por mitégeno (MAPK). Nesse contexto de ativagdo de NF-kB,
ha um aumento na expresséo de genes relacionados a sobrevivéncia, proliferacéo e
producédo de citocinas pro-inflamatérios (Seo et al., 2021; Weinlich et al., 2017).

No entanto, em um cenario de desestabilizagdo do complexo I, em que haja a
inibicdo da ubiquitinacdo de RIPK1, ou a deubiquitinagdo dessa cinase, a sinalizagao
de TNF pode criar dois cenarios: inducao de apoptose ou de necroptose. O primeiro
deles envolve a formagdo de um complexo apoptético citosolico (complexo lla),
incluindo a proteina com dominio de morte associada ao Fas (FADD) e dimeros de
caspase-8. Uma vez ativa nesse complexo, caspase-8 cliva diferentes substratos,
como as caspases efetoras -3 e -7 e BID, ativando-os e induzindo apoptose.

No segundo cenario, no qual caspase-8 encontra-se inibida, RIPK1
deubiquitinada pode recrutar e interagir com RIPKS3, via seus motivos de interagdo de
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homologia RIP homotipica (RHIM). Essa interacdo promove a auto e transfosforilagéo
dessas duas cinases, formando o complexo denominado necrossomo. Nesse
complexo, MLKL (mixed-lineage kinase domain-like protein) é fosforilada por RIPK3,
formando oligbmeros que v&o atuar desestabilizando a membrana plasmatica,

levando a célula a morte por necroptose (Seo et al., 2021) (Fig. 3).
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Figura 3: Esquema representativo do mecanismo molecular da necroptose. A ligacdo do TNF
aos seu receptor induz a formagéo do complexo I, que é composto por TRADD, TRAF2, clAP1/2,
RIPK1, TAK1, LUBAC e o complexo IKK. A formacgéo desse complexo resulta na ativagao da via de
sinalizacdo NF-kB. Quando a sintese da proteina alvo de NF-kB esta inibida pelo tratamento com
cicloheximida, o complexo lla, formado por TRADD, FADD e caspase-8, € ativado. A caspase-8,
estando ativa no complexo lla, induz apoptose através da clivagem de moléculas a jusante. A
inibicdo da ubiquitinagdo da RIPK1 ou a inibicao da fosforilagao induzida por citotoxicidade, as
etapas iniciais da sinalizagdo do TNF, resulta na inducédo do complexo IlIb. Esse ultimo complexo é
formado por RIPK1, FADD e caspase-8. A ativagao do complexo llb, finalmente, resulta na indugéo
da apoptose por meio da ativagao de caspase-8. Em cenarios onde caspase-8 € inibida, RIPK1 e
RIPK3 formam complexos, por meio de interagbes homotipicas com RHIM, denominados
necrossomos, resultando na ativagdo de MLKL via fosforilagdo. MLKL fosforilada se oligomeriza e
migra para a membrana plasmatica, formando poros e induzindo sua ruptura, ou regulando o fluxo
idnico. Ligantes de morte, incluindo FasL e TRAIL, iniciam a necroptose por meio da indugdo da
formagédo do complexo necrossdmico. LPS, poli(l:C), RNA de fita dupla e RNA viral ativam a
necroptose pela formagéo do complexo necrossémico mediado por TRIF. A ligagdo de RNA viral ou
RNA enddgeno celular a ZBP1 resulta em necroptose independente de RIPK1 através do complexo
ZBP1-RIPK3. Esses fatores que participam da necroptose sao estritamente regulados por
ubiquitinagéo, fosforilagéo, glicosilagao e interagdes proteina-proteina (Seo et al., 2021).
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1.2.3. Ferroptose

Como relatado até aqui, o contexto celular € determinante sobre o destino final
de uma célula. A capacidade de lidar com estresse oxidativo representa um eixo critico
nessa determinagdo, uma vez que quase todos os organismos vivos dependem de
processos metabdlicos redox e apresentam o oxigénio molecular como ultimo aceptor
de elétrons, processos que envolvem a formacdo de radicais e outras espécies
oxidantes. Um dos problemas causados pelo desbalango redox é a modificacéo
quimica de lipideos constituintes das membranas celulares. Em especial, a
peroxidacao lipidica exacerbada tem sido associada a uma via de morte celular
regulada recentemente descoberta denominada ferroptose (Dixon et al., 2012; Jiang
et al., 2021).

O termo ferroptose foi aplicado pela primeira vez em 2012, em um estudo
conduzido por Dixon e colaboradores, no qual os autores identificaram, a partir de um
screening de drogas para tratamento de cancer, uma pequena molécula com
citotoxicidade seletiva para células tumorais com mutacdo em KRAS, a erastina. A
ferroptose foi identificada como uma via de morte que é dependente de ferro, mas nao
de outros ions bivalentes, fato de onde derivou a inspiracdo para a denominagao
‘ferroptose’. Além disso, os autores identificaram um potente inibidor dessa via de
morte, a ferrostatina-1 (Fer-1) (Dixon et al., 2012). A via de sinalizag&o da ferroptose
€ ativada quando ha um desbalango nas células envolvendo os metabolismos
primarios de grupos tidis, lipideos e ferro, onde ocorra uma exacerbada peroxidagao
lipidica dependente de ferro (Dixon et a., 2012).

Desde a sua descoberta, a ferroptose tem atraido a atengéo de diversos grupos
de pesquisas tanto para o entendimento de seus mecanismos controladores, quanto
sobre o seu possivel envolvimento em diversos contextos, de desenvolvimento normal
de organismos multicelulares e/ou patolégicos. O primeiro mecanismo protetivo contra
ferroptose identificado foi o eixo “sistema x.-GSH-GPX4”. Como descrito na figura 4,
o sistema xc, um complexo proteico transmembranar que atua como antiporte de
glutamato e cistina, fornece cisteinas para o meio intracelular. Essas moléculas de
cisteinas sao utilizadas como substrato para a sintese da GSH utilizada como co-fator
pela glutationa peroxidase 4. A erastina € uma pequena molécula que se liga e inibe
o sistema x¢’, induzindo ferroptose em diferentes modelos (Dixon et al., 2012; Jiang et
al., 2021).
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A glutationa reduzida, GSH (do inglés, reduced gluthatione), além de ser o mais
abundante redutor em células de mamiferos, € um importante co-fator para a atuacao
de diversas enzimas antioxidantes, incluindo a familia das glutationa peroxidases,
GPXs (gluthatione peroxidases) (Jiang et al., 2021). A GPX4 (gluthatione peroxidase
4) é a principal enzima envolvida na catalise da redugcdo de hidroperoxidos de
fosfolipideos (PLOOHSs). Para a reducédo desses hidroperéxidos aos seus alcoois
correspondentes pela GPX4, é indispensavel a participacdo de um residuo de
selenocisteina na estrutura da enzima e um par de elétrons que, na maioria das vezes,
€ cedido pelo cofator, a GSH. RSL-3 é uma molécula capaz de inibir a atividade da
GPX4 e induzir ferroptose.

Embora o eixo sistema x.-GSH-GPX seja considerado o principal regulador da
ferroptose, outros mecanismos independentes de GPX4 tém sido descobertos como
protetores contra a ferroptose em diferentes cenarios (Bersuker et al., 2019; Doll et
al., 2019; Kraft et al., 2020).

A atividade anti-ferroptose de FSP1 (também denominada AIFM2, do inglés,
flavoprotein apoptosis-inducing factor mitochondria-associated 2), por exemplo, tem
sido associada a uma capacidade de suprimir a peroxidagao lipidica via reduc¢ao da
coenzimaQ10, também denominada ubiquinona (ou seu produto parcialmente
oxidado semi-hidroquinona), a ubiquinol. O ubiquinol pode reduzir diretamente os
radicais lipidicos e diminuir o processo de auto-oxidagao lipidica, ou, ainda,
indiretamente, regenerar o radical a-tocoferil oxidado (vitamina E), um potente
antioxidante, que minimiza esse processo oxidativo de lipideos (Bersuker et al., 2019;
Doll et al., 2019) (Figura 4).

A GCH1 (do inglés, GTP cyclohydrolase 1) também tem sido associada a
resisténcia a morte por ferroptose, através de seus produtos metabdlicos
tetrahidrobiopterina (BH4) e dihidrobiopterina (BH2). BH4 confere protegdo de
fosfolipidios contendo duas caudas de PUFAs contra a degradacdo oxidativa,
provavelmente envolvendo um mecanismo duplo: agindo como um antioxidante de
captura direta de radicais e estando envolvido na sintese de ubiquinona (Kraft et al.,
2020).
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Figura 4: Representagdo esquematica das vias supressoras da ferroptose. O eixo candnico de
controle da ferroptose envolve a captagéo de cistina através do antiporte cistina-glutamato sistema
Xc, seguido pela redugéo da cistina em cisteina, pela glutationa (GSH) e/ou tioredoxina redutase 1
(TXNRD1) e a biossintese de GSH. GSH é um redutor potente e um cofator para a glutationa
peroxidase 4 (GPX4), promovendo assim a redu¢do mediada por GPX4 de quaisquer hidroperdxidos
de fosfolipidios (PLOOHSs) gerados na célula para produzir os alcoois correspondentes (PLOHSs). A
reciclagem de glutationa oxidada (GSSG) é conseguida via glutationa-dissulfeto redutase (GSR)
usando elétrons fornecidos por NADPH/H+. b | Duas telas genéticas independentes revelaram que
o sistema de proteina supressora de ferroptose 1 (FSP1)-ubiquinona protege completamente as
células contra a ferroptose induzida por inibigao farmacologica ou delegdo genética de GPX4. O
FSP1 previne a peroxidagao lipidica e a ferroptose associada por meio da reducao da ubiquinona a
ubiquinol (que, por sua vez, pode reduzir diretamente os radicais lipidicos para encerrar a
autooxidacgéo lipidica) e/ou por meio da regeneragao do radical a-tocoferil oxidado (vitamina E) para
sua forma nao radical , que funciona como o mais poderoso antioxidante natural de quebra de cadeia
em lipidios. ¢ | Mecanismos alternativos de supressao da ferroptose incluem inibigao da peroxidagéo
lipidica mediada por esqualeno e di/tetrahidrobiopterina (BH2/BH4), provavelmente agindo como
antioxidantes endogenos de captura de radicais. ACSL4, membro da familia de cadeia longa de acil-
CoA sintetase 4; FDFT1, farnesil-difosfato farnesiltransferase 1; GCH1, GTP ciclo-hidrolase 1; LOX,
lipoxigenase; LPCATS3, lisofosfatidilcolina aciltransferase 3; PLOOe, radical peroxil; POR, citocromo
P450 oxidorredutase; PUFA, acido graxo poliinsaturado; PUFA-PL, fosfolipidio contendo cadeia de
acidos graxos poli-insaturados (Jiang et al., 2021).

1.3. Limitagoes das op¢oes terapéuticas para o PDAC

Atualmente, a unica abordagem terapéutica com potencial curativo para o
PDAC ¢ a ressecc¢ao tumoral. No entanto, por auséncia de marcadores efetivos para
o diagnodstico da doenga nas suas fases iniciais, assim como a falta de uma
sintomatologia especifica, a maioria dos pacientes é diagnosticada tardiamente com
PDAC, impossibilitando, muitas vezes, a cirurgia ressectiva. Dessa forma, a maioria

dos pacientes é diagnosticada em uma fase avangada da doenga e desenvolvimento
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de metastases (Ansari et al., 2015). Além disso, a maioria dos pacientes com PDAC
pode apresentar recorréncia local e sistémica apos a cirurgia. A utilizagdo de
quimioterapias adjuvantes é usada rotineiramente para prevenir a recorréncia precoce
do tumor (Principe et al., 2021).

No final da década de 1990, a gemcitabina comegou a ser usada como primeira
linha de tratamento para o PDAC metastatico (Chen et al., 2021). Mais recentemente,
duas terapias combinadas, incluindo o regime de FOLFIRINOX (uma combinagéo de
drogas, incluindo acido folinico, fluorouracil, irinotecano e oxaliplatina) e a combinagao
de nab-paclitaxel (nanoparticle albumin-bound paclitaxel) com gemcitabina,
produziram impactos positivos, embora ainda modestos, na sobrevida dos pacientes
em relagdo a monoterapia mediada por gencitabina em pacientes com PDAC
metastatico (Chen et al., 2021; Hajatdoost et al., 2018).

Grande parte dos quimioterapicos que tém sido classicamente utilizados na
clinica para o tratamento do PDAC interferem na sintese do DNA, como sdo os casos
de gemcitabina, fluorouracil e oxaliplatina. De forma semelhante, a maioria dos demais
quimioterapicos atua em mecanismos que culminam com a ativagdo da apoptose.
Entretanto, as células de PDAC s&o intrinsecamente resistentes ou desenvolvem
multiplos mecanismos moleculares que lhes conferem resisténcia ao tratamento com
indutores dessa via de morte, o que reflete na ineficiéncia desses tratamentos (Chen
et al., 2021; Modi et al., 2016; Principe et al., 2021).

1.4. Modelos pré-clinicos, in vitro, para o estudo do PDAC: Cultura em
monocamada (2D) e organoides (3D)

Comparativamente a outros modelos pré-clinicos, a cultura celular em
monocamada (2D) representa uma forma mais simples, econémica e rapida para se
estudar diferentes parametros relacionados ao PDAC, como a capacidade de invasao
e metastase desses tumores, facilmente acessadas por ensaios de migragéo celular,
por exemplo. Utilizando essa abordagem, diferentes grupos tém contribuido com o
entendimento para a caracterizagado do processamento desses eventos no PDAC (C.
Gao et al.,, 2021; Luo et al., 2021);

Além disso, a possibilidade de realizagdo de co-cultura das células tumorais e
outras células componentes do microambiente tumoral (TME), em 2D, também
oferece um importante meio para se estudar a influéncia da comunicacido entre as

células tumorais e outros componentes do TME (Gao et al., 2021). O conhecimento
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gerado a partir desses estudos utilizando cultura celular em 2D, quando combinados
com outras abordagens, viabilizam uma melhor caracterizagdo desses tumores.

O cultivo de linhagens tumorais comerciais por longos periodos em
monocamada, entretanto, pode criar alguns limitantes na utilizagdo desses modelos.
Dentre outras razdes, o fato de que essas células sao retiradas do seu tecido originario
e cultivadas em superficies artificiais planas (recipientes plasticos especificos) pode
contribuir para uma mudanca na sinalizacdo dessas células. Isso se da, em parte,
devido a reducdo do contato com outros elementos celulares, que passa a ocorrer
apenas em alguns de seus limites laterais, mudangas no seu padrdo de divisao,
achatamento morfolégico e perda progressiva do seu fendtipo diferenciado
(Kapatczynska et al., 2018). Essas modificagbes s&o, em parte, uma consequéncia
das varias etapas de selegcao desse tipo de cultivo in vitro.

Além disso, as ferramentas tecnoldgicas de sequenciamento em célula unica
tém possibilitado a identificagdo de um alto grau de heterogeneidade nas linhagens
celulares de PDAC comumente utilizadas (Monberg et al., 2021). Esse carater de
heterogeneidade recentemente identificado dentro de uma mesma linhagem pode
estar associado a variagdes nas diferentes condi¢cdes de cultivo e peculiaridades das
culturas nos diferentes laboratorios.

Considerando as limitagdes da cultura em 2D, modelos mais complexos, como
o cultivo dessas células em estruturas tridimensionais, e com maior capacidade de
mimetizar o microambiente tumoral in vivo tém sido desenvolvidos e aprimorados.
Dentre os sistemas de cultivo celular em 3D para a pesquisa com PDAC, a utilizagao
de organoides derivados de pacientes (PDOs — patient-derived pancreatic cancer
organoids) tem emergido como uma metodologia capaz de recapitular caracteristicas
histologicas e as alteragdes genéticas comumente encontradas nesse tipo de tumores
(Beutel et al., 2021; Driehuis et al., 2019).

A utilizag&o de organoides derivados de PDAC tem sido identificada como um
meétodo viavel de modelagem da doenga e que tem permitido a triagem, em pequena
escala, de drogas ja aprovadas para uso clinico. Essa abordagem fornece um meio
eficiente para a predicédo, in vitro, da resposta desses tumores a diferentes drogas,
possibilitando o desenho personalizado de tratamentos para os pacientes de PDAC
(Beutel et al., 2021; Frappart et al., 2020).

Uma vez que sao utilizados em paralelo a rotina clinica diaria e funcionam como

uma ferramenta de auxilio direto na determinagao de regimes quimioterapicos mais
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efetivos em medicina personalizada, € plausivel imaginar que os PDOs podem ser
utilizados na pesquisa cientifica basica como modelos pré-clinicos mais sofisticados

para viabilizar a conducao de testes mais eficazes para determinar a eficiéncia

de novos tratamentos para o adenocarcinoma de ducto pancreatico.

1.5. Terapia Fotodinamica

Diante do cenario de limitagdes dos atuais tratamentos disponiveis para o
PDAC, a Terapia Fotodindmica (PDT, Photodynamic Therapy) aparece como uma
alternativa promissora para o tratamento desta doencga. A PDT se baseia na utilizagao
de uma substancia fotossensibilizadora (Ps, Photosensitizer) que, apos interagir com
um comprimento de luz especifico, torna-se ativa. Uma vez ativado, o Ps passa do
seu estado fundamental para um estado singlete excitado e, na presenga do oxigénio
molecular dos tecidos, pode transferir esta energia para essa molécula, levando a
formagao de '0- (oxigénio singlete). Esta ultima ¢ uma espécie altamente reativa e
oxidante para os componentes celulares, podendo culminar com a morte das células
ou tecido de interesse. Além disso, durante o seu curto tempo de vida, os estados
excitados sao espécies muito mais reativas do que os respectivos estados
fundamentais, e podem se envolver com processos redox, através de reagdes de
transferéncia de elétron ou hidrogénio em contato direto com os alvos bioldgicos
(Tardivo et al. 2005; di Mascio et al. 2019; Agostinis et al. 2011; Dos Santos et al.
2017; Dos Santos et al. 2020) (Fig. 5).
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Figura 5: Resumo esquematico dos mecanismos de fotossensibilizagdo na PDT. O
fotossensibilizador (PS), € uma molécula que apresenta estrutura quimica capaz de absorver energia
da luz em um comprimento de onda especifico. Uma vez irradiado e excitado, o PS transita de seu
estado fundamental PS(So), para seus estados excitado singleto, PS(S1), e excitado tripleto, PS(T1).
Nesse Ultimo estado de excitagao, apods ter sofrido mudaga no spin do elétron excitado, cruzamento
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inter-sistemas (suprimido por questdes didaticas, nesse esquema), o PS(T1) pode reagir diretamente
com biomoléculas, como proteinas ou lipidios (alvos), via reagao fotoquimica Tipo I, o que resulta na
formacao de radicais, como o PSe, capazes de iniciar reagdes em cadeia e formar radicais. Por outro
lado, o PS (T1) pode reagir com oxigénio molecular (302), através da reagdo fotoquimica Tipo Il.
Ambos geram espécies oxidantes com capacidade de difundirem pelo microambiente celular, como
radical superdxido, Oz, e oxigénio singleto, '02, via tipo | e Il respectivamente, fendmeno capaze de
estender o dano oxidativo da PDT (Dos Santos et al. 2019).

No contexto da PDT, o fotossensibilizador € um componente central e pode
ser decisivo para o sucesso do tratamento in vivo. Um bom Ps deve apresentar
caracteristicas que melhorem a performance e viabilidade de aplicagdo da PDT,
dentre os quais podem ser destacados: pureza quimica, baixo custo, seletividade
pelo tecido tumoral, baixa toxicidade no escuro, vias rapidas de eliminacido pelo
organismo, rotas de administragédo variaveis e excitagdo por comprimento de onda
dentro da janela optica da PDT (entre 600 e 800nm, que permite maior
penetrabilidade nos tecidos vivos) (Agostinis et al., 2011; Huang et al., 2008).

O fotosensibilizador utilizado neste projecto foi o azul de metileno (MB) que
€ um corante da familia dos compostos fenotiazinicos (Fig. 6). Este composto
apresenta caracteristicas fotoquimicas adequadas para o uso no tratamento com a
PDT, além de apresentar baixa toxicidade e auséncia de efeitos colaterais, sendo
ainda de custo reduzido e facil acessibilidade (Pinto et al., 2017; Tardivo et al.,
2005). Em trabalho prévio, n6s mostramos que o MB co-localiza com os lisossomos
das células de PDAC humanas (de Almeida et al., 2022) e é capaz de induzir a
morte massiva de diferentes linhagens desses tumores de mama e de pancreas
(Dos Santos et al., 2017).

Figura 6: Representacido da estrutura quimica do azul de metileno. (Ormond & Freeman,
2013)

A localizagao intracelular do Ps € decisiva para desencadear diferentes vias
de morte celular, e muitos trabalhos tém estabelecido relagdes entre a localizagdes
intracelular e o desencadeamento de vias especificas de morte celular, ACD e

RCDs, em diversos modelos tumorais (Dos Santos et al., 2019) (Fig. 7).
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Figura 7: Resumo geral das vias de morte celular que podem ser desencadeadas pela terapizc
fotodinamica, considerando a localizagao intracelular do Ps. Diferentes Ps podem apresental
localizagbes distintas nas células, de acordo com suas propriedades quimicas, € a mais descritas
s&0: a membrana plasmatica (PM), o reticulo endoplasmatico (ER), a mitocdndria (M) ou o lisossomc
(L). Dependendo de sua localizagéo, apos a ativagao pela luz (raios vermelhos), o Ps pode danifical
diretamente o MP causando necrose desregulada ou culminar em um ou mais mecanismos regulados
de morte celular (RCD). UPR: resposta de proteina desdobrada; LMP: permeabilizagao da membranc
do lisossomo; Fe: ferro; ROS: espécies reativas de oxigénio; -P: grupo fosfato presente nas formas
ativas de RIPK3 e MLKL na via de necroptose; LDCD: morte celular dependente de lisossomas (Dos
Santos et al., 2019).

In vivo, além da destruigdo tumoral, a PDT pode causar danos na
microvasculatura local e apresentar propriedades imunoestimulatorias que
potencializam os seus efeitos anti-tumorais (Garg & Agostinis, 2014; Reginato et al., 2014).
Dentre as diversas vantagens da PDT, tem sido mostrado que ela apresenta alta
seletividade citotoxica para células tumorais, danificando minimamente os tecidos
normais (Agostinis et al., 2011; Dos Santos et al., 2017; Y. Wang et al., 2020) e n&o
atua imunossuprimindo os pacientes em tratamento, como se verifica em outras
abordagens terapéuticas (Li et al., 2012; Y. Wang et al., 2020).

A PDT ja vem sendo empregada como terapia paliativa, especialmente para o
tratamento tumores superficiais e de pequena extensao, como os de pele. Entretanto,
para tumores sélidos, ainda ha muitas limitagdes aceca da implementacao clinica da
PDT, em parte devido ao pouco conhecimento acerca dos mecanismos moleculares
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desencadeados pos-terapia. Além disso, as limitagdes terapéuticas desta abordagem
estdo intimamente relacionadas a fatores como a utilizagdo de protocolos pouco
precisos, escolha de fotossensibilizadores com padrées bioquimicos,
farmacocinéticos e Opticos inadequados e variagdes genotipicas e fenotipicas dos
tumores tratados (Broekgaarden et al., 2015). Todos esses fatores, quando
incorretamente estabelecidos, podem conferir resisténcia a(s) via(s) de morte celular
desencadeada(s) por um determinado Ps em diferentes tumores. Nesse sentido,
estudos que vinculem o entendimento dos mecanismos envolvidos na agao da PDT,
de forma tumor-especifica, poderiam contribuir ao estabelecimento de protocolos
adequados, aumentando a eficiéncia e a especificidade da terapia.

Entretanto, os mecanismos de morte celular desencadeados pela terapia
fotodindmica com o azul de metileno (MB-PDT) sobre tumores pancreaticos humanos
ainda ndo sao elucidados e sua compreensao representa uma etapa fundamental para
implementagado dessa terapia in vivo. Portanto, o presente projeto visa entender os
mecanismos moleculares desencadeados pela MB-PDT, com énfase na morte celular
por ferroptose, sobre diferentes subtipos de PDAC humanas e modelos de esferoides
derivados de autopsias de PDAC humanos.
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2. OBJETIVOS



21. OBJETIVO GERAL

Estudar a participacdo da ferroptose na morte celular desencadeada pela
terapia fotodinamica com o azul de metileno como fotossensibilizador (MB-PDT) sobre
modelos de PDAC humanos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os niveis proteicos basais de enzimas antioxidantes que apresentam
atividades relacionadas a ferroptose em diferentes linhagens celulares de PDAC;

e Quantificar os niveis de LIP basal em diferentes linhagens de PDAC,;

e Avaliar o impacto dessa inibicdo da ferroptose na acdo da MB-PDT sobre
linhagens de PDAC;

¢ Inibir outras vias de morte: apoptose, necroptose e morte celular dependente de
lisossomos (LCD) e avaliar seus impactos na morte desencadeada pela MB-PDT
sobre as diferentes linhagens de PDAC,;

e Avaliar a modulagdo de enzimas antioxidantes e do metabolismo do ferro apds o
tratamento com a MB-PDT em células de PDAC;

e Avaliar o impacto da suplementagdo com lipideos deuterados sobre o efeito da
MB-PDT em células de tumores pancreaticos;

e Investigar se ha uma correlagdo entre a expressdo génica para proteinas
relacionadas a ferroptose e a sobrevida de pacientes de PDAC;

e Avaliar o efeito da MB-PDT quando combinada com diferentes quimioterapicos ja

utilizados para o tratamento de PDAC sobre organoides derivados de pacientes.
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3. MATERIAL E METODOS



3.1. Linhagens celulares

As linhagens utilizadas neste trabalho sdo derivadas de adenocarcinomas de
ducto pancreatico (PDAC) humanos: Panc-1 (ATCC® CRL-1469™), MIAPaCa-2
(ATCC® CRL-1420™), AsPC-1 (ATCC® CRL-1682™) e BxPC-3 (ATCC® CRL-
1687™).

3.2. Condigoes de cultivo das células em 2D

Todas as linhagens celulares foram cultivadas em frascos plasticos
descartaveis e mantidas em estufa com atmosfera de 5% CO2 e a uma temperatura
de 37°C. Aos meios de cultura especificos para cada linhagem, foram adicionados
100 mg/ml de ampicilina e estreptomicina. As especificagées das condigdes de cultura
para cada uma das células foram as seguintes: A linhagem Panc-1 foi mantida em
meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) suplementado com 10% de soro
fetal bovino; MIAPaCa-2 foi cultivada em meio DMEM adicionado de soro fetal bovino
numa concentragao final de 10% e soro de cavalo 2,5%; As células BxPC-3 e AsPC-
1 foram cultivadas em meio RPMI implementado com 10% de soro fetal bovino (todos
o reagente foram da Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Os estoques celulares foram
mantidos em meio de cultura contendo 90% de soro fetal bovino e 10% DMSO
(dimetilsulfoxido) a -80°C e em reservatorio contendo nitrogénio liquido. Ao atingirem
aproximadamente 80% de confluéncia, as culturas celulares foram destacadas com
0,025% de tripsina e 1 mM de EDTA, lavadas, suspendidas em meio fresco e
subcultivadas e/ou plaqueadas para o tratamento experimental. O cultivo das células
em monocamada para o tratamento experimental foi realizado plaqueando-se
5x10%/cm? células em placas de 24 pogos, em meio com suplementagdo reduzida de

2,5% SFB e incubagao em atmosfera umida contendo de 5% de CO, a 37°C.

3.3. Preparo e quantificacao do azul de metileno (MB)

O azul de metileno (MB) (Synth, Diadema, Brasil) purificado (Junqueira et al.,
2002), fornecido pelo Professor Dr. Mauricio da Silva Baptista do Laboratério de
Processos Fotoinduzidos e Interfaces do Departamento de Bioquimica do Instituto de
Quimica da USP (IQ-USP), foi utilizado como fotossensibilizador. O MB foi diluido em

agua purificada via sistema Milli-Q (Millipore, Billerica, MA, EUA) para uma

51



concentracido de aproximadamente 8 mM. A solucéo foi diluida em etanol e o espectro
de absorbéncia realizado em espectrofluorimetro (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
Estados Unidos) na faixa de 450-700nm. A quantificagdo mais precisa da solugao foi
obtida, pela média de trés medidas independentes, com a relacio:

A=cMe
em que: A= absorbancia em 655 nm; ¢ = caminho 6ptico (cm); M= concentragéo (M);
¢ = coeficiente de extingdo molar do azul de metileno em etanol (85000 p'cm™).

3.4. Fotossensibilizagao e irradiagao

As células foram sub-cultivadas em placas de 24 pocos e, apds 24h,
submetidas ao tratamento com o azul de metileno (MB) como fotossenssibilizador (Ps)
na concentragao de 20 uM, como previamente estabelecido pelo nosso grupo (de
Almeida et al., 2022). Nesta etapa, o meio das células foi substituido por um meio
novo (RPMI ou DME-F12, de acordo com a especificidade de cada linhagem, com
2,5% SFB) contendo o Ps na concentracao final desejada. As células foram incubadas
a 37°C durante 2 horas com o Ps e, posteriormente, foram irradiadas com 4,5 J/cm?
por 16 minutos com um LED vermelho (A=642 nm). Para obter a quantidade de
energia desejada, a altura do LED até as placas foi dajustada para se obter a poténcia
necessaria para a irradiagao por 16 minutos.

Todos os experimentos foram realizados com amostras tratadas ou nao com
MB e irradiadas ou ndo, como controles de citotoxicidade do composto e de
fototoxicidade da irradiagéo, a fim de garantir que os efeitos observados sao obtidos

somente com a combinagao do fotossensibilziador e a luz.

3.5. Ensaio de viabilidade celular

Os experimentos de viabilidade executados nesse trabalho foram conduzidos
utilizando-se 20uM de MB, e 16 minutos de irradiacdo. Os experimentos foram
realizados nas condi¢cbes de células tratadas ou ndo com MB e irradiadas ou nao,
como controles experimentais. Os tempos analisados foram de 1, 3 e 24 horas apos
a irradiagdo. Apos estes tempos, a porcentagem de células mortas foi determinada
pela relagao entre o numero de células total, determinado pela contagem dos nucleos
marcados com o fluor6foro Hoechst 33342 (Ho; Sigma), e o numero de células mortas,
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determinado pelo numero de nucleos corados por lodeto de Propideo (PI; Sigma).
Aliquotas de estoque desses compostos fluorescentes foram preparadas em agua
purificada via sistema Milli-Q (Millipore) na concentracdo de 1mg/ml. A partir dessas
solugcdes concentradas foi preparada solugdo de uso, em meio de cultura, na
concentracgdo final de 5 ng/ml para cada fluoréforo. O meio de cultura das células foi
entdo removido e 200 uL de solugao contendo os fluoréforos foi adicionado as células
por um periodo de 15 minutos a 37°C. Apds este tempo, as culturas em monocamada
foram visualizadas diretamente no microscopio de fluorescéncia invertido (TE 300,
Nikon, Tokyo, Jap&o), com aumento de 200x, e fotografadas para posterior contagem
e determinagdo da porcentagem de morte obtida. A fluorescéncia das células
marcadas foi detectada utilizando-se filtros de 461 nm e 545 nm para excitagdo do
Hoescth e do lodeto de Propideo, respectivamente.

Para cada condigdo (concentragdo de MB e tempo poés irradiagdo) foram
realizados pelo menos 4 experimentos independentes, sendo analisadas no minimo
500 células de cada condigdo, tratada ou controle, em cada experimento
independente. Os graficos e as analises estatisticas foram gerados no programa
GraphPad Prism 9.

3.6. Avaliacao dos niveis proteicos basais ou p6s-MB-PDT por western-blot

Para obtencao do extrato proteico total, as culturas foram lavadas com PBSA
gelado e, mantendo-se no gelo, adicionou-se tampéao de lise (10 mM HEPES; 1%
SDS; 1,5 mM MgCl2.6H20; 10 mM KCI; 1 mM DTT; 0,1% NP-40) contendo inibidor de
protease (#14928300, GE, Little Chalfont, Reino Unido) e inibidor de fosfatase
(Cocktail 2 P5726, Sigma). Apds incubagao de 20 minutos, sob agitagao, o extrato foi
coletado por raspagem da monocamada. Ao final do processo foi adicionado tampao
de amostra (60 mM Tris-HCI [pH 6,8]; 10% SDS; 50% glicerol; 0,5% azul de
bromofenol; 2,5% 2-mercaptoetanol) e o extrato foi aquecido (99°C) por 10 minutos,
sendo posteriormente armazenado em freezer (-20°C). Quantidades iguais em
volume, deste extrato proteico, foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) 12%, para a quantificacdo dos niveis de expresséo das
proteinas ACSL-4, GPX4, NRF2, GR, G6PD, FTH1 e SOD1.

As proteinas foram transferidas para membranas de Fluoreto Polivinilideno

(PVDF, 0,2 um; GE; Germany), por transferéncia umida, em tamp&o de transferéncia
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(0,3% Tris; 1,44% Gilicina, 0,1% SDS; 20% metanol) a 4°C, 300 mA por 2 h. As
membranas foram, em seguida, bloqueadas incubando-as em uma solugdo de
bloqueio Superblock (#37515, Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, EUA) e BSA
5% 1:1 ou leite, a 4°C overnight.

Apos o bloqueio, as membranas foram incubadas com o anticorpo ACSL4

(SantaCruz, sc-271800, 1:200), GPX4 (abcam, ab125066, 1:1000), G6PD
(abcam, ab993, 1:2000), NRF2 (abcam, ab137550, 1:1000), SOD1 (abcam, ab51254,
1:2000), alpha-tubulina clone B-5-1-2 (Sigma-Aldrich, T5168, 1:10.000), anti-rabbit,
Vector Laboratories PI1000, 1:1000), anti-mouse (Vector Laboratories, PI12000,
1:1000). Apds este periodo de incubagédo, as membranas foram lavadas 3 vezes de
10 minutos cada com uma solugao de lavagem (PBSA contendo 0,1% de Tween 20)
e, entdo, incubadas com anticorpo secundario apropriado, conjugado a peroxidase
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA). Em seguida, as membranas foram
lavadas 2 vezes de 10 minutos cada com solug&o de lavagem e 1 vez de 10 minutos
com PBSA e reveladas com sistema quimioluminescente (Immobilon - Millipore).
Como controle, a outra parte das membranas foi incubada com anticorpo monoclonal
de camundongo anti-a-tubulina Clone B-5-1-2 (T5168; Sigma).

Apds a imunorreacido e quando necessario, as membranas foram submetidas
ao processo de stripping para a retirada dos anticorpos. O stripping foi executado da
seguinte forma: as membranas doram submetidas a duas lavagens com agua por 10
min, uma lavagem com a solugéo de stripping (Glicina 25 mM com SDS 1% pH 2,0)
por 20 min e posteriormente 4 lavagens com PBSA com 0,1% de Tween 20 e por10
min.

Em todos os casos, a deteccdo da intensidade das bandas obtidas foi realizada
utilizando-se um aparelho fotodocumentador com um sistema de Imagens Nine
Alliance 9.7.17.00b, 2015; Camera HD 9 megapixels refrigerada -35°C; Software
Alliance 1D, 2015 (Cambridge - UK). Posteriormente, foi realizada a densitometria
quantitativa de cada banda de interesse, utilizando-se o software Imaged (National
Institute of Health [NIH]). As densitometrias de cada proteina foram normalizadas
pelos seus respectivos controles. A a-tubulina foi usado como o normalizador da

quantidade de proteinas aplicadas no gel.

3.7. Inibicao farmacolégica das vias de morte
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As células foram sub-cultivadas em placas de 24 pocos e, apos 24 h, incubadas
com 20 uM de MB, com ou sem o concomitante tratamento com 20 uM de ferrostaina-
1 (inibidor de ferroptose), 5 uM de NSA (inibidor de necroptose), 20 uM de z-VAD-fmk
(inibidor de apoptose) ou 400 nM de CA-074 (inibidor de LCD), a 37°C durante 2 horas
e, posteriormente, foram irradiadas com 4,5 J/cm? por 6 minutos com um LED
vermelho (A=633nm). Este protocolo foi anteriormente estabelecido por nosso grupo

de pesquisa.

3.8. Quantificacao LIP (Labile Iron Pool) basal
As placas foram tratadas com solucdo de CAL-AM entre 0 e 0,5 mM e

incubadas (37°C, 5% CO,) por 20 min. Em seguida, as solu¢gdes nos pogos foram

descartadas, a placa foi lavada com tampao (pH = 7) e cada pogo recebeu 100 uL de
solugéo de probenecid 0,5mM. Feito isto, prosseguiu-se com a leitura da fluorescéncia
em 517 nm. Apos estabilizagdo da curva fluoresecéncia X tempo, as células foram
tratadas com: (i) SIH 50mM em DMSO 0,5% ou (ii) Fe-8HQ 2,5 mM em DMSO 0,5%.
Para avaliar se o DMSO presente nas solugdes provocaria efeito as células foram
feitos controles tratados apenas com DMSO 0,5%. Outros controles foram: (a) células
sem tratamento com CAL-AM 0 a 0,5mM; (b) células sem tratamento e sem calceina;

(c) meio DMEM incolor com e (d) sem calceina. O layout da placa foi:

AMOSTRA / CONCENTRAGCAO (mM)
CAL- CAL-AM + |CAL-AM CAL-AM + |CAL-AM |CAL-
AMm  |CONTROLES FesHQ |+siH | [CONTROLES Fe8HQ  |+SIH |AM
pocolilz B n 5 6 7le 9 10 11 12
A
B 00 |_ ALl 0.0 0.0 o AL 0.0 00 |00
ranco + - [Branco sem ranco + -|Branco sem
c 01 IAM03mM [cAL-AM 2] 0.1 AMO03mM  |CAL-AM |21 0.1 0.1
D 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
E 03 1M + CAL- |Célul 0.3 0.3 DMSO + CAL- |Célul 0.3 03 03
+ - elulas sem + - elulas sem
F 04 IAM03mM  [cCAL-AM |24 04 AMO03mM  |CAL-AM 22 04 04
G 05 0.5 0.5 0.5 05 |05
H

Para cada amostra e concentracdo de calceina foi construida uma curva
“‘intensidade de fluorescéncia (R.L.U) X tempo (s)”. Cada curva teve sua area (integral)
calculada, considerando a mesma variagdo de tempo (eixo x da curva, dt = dx) para
dados obtidos da mesma placa. Com tais dados obtiveram-se graficos da “intensidade
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de fluorescéncia (R.L.U. s'1) X [CAL-AM] (mM)” para controles e ensaios, dos quais
foram obtidas equacdes de reta a serem utilizadas para determinar a concentragao de
calceina em dada amostra em fungdo de sua intensidade de fluorescéncia. A
determinacdo da concentragcdo de ferro labil nas células foi calculada através da
intensidade de fluorescéncia antes (valores de F) e depois (valores de Fc) do
tratamento com SIH. A fluorescéncia foi normalizada (em %) e a variagdo na
intensidade de fluorescéncia foi considerada a quantidade de calceina que estava
ligada a ferro labil antes da adi¢do do quelante.

3.9. Ensaio de peroxidacao lipidica

A peroxidacao lipidica foi quantificada utilizando-se a sonda BODIPY-C11 e um
leitor de microplacas para excitacdo 488 nm / emissdo 510 nm (forma oxidada) da
sonda, como descrito a seguir. 1,5x10* células/pogo foram plaqueadas em placas de
96 pocos escura e fundo claro. 24 h apds o plaqueamento, as células foram tratadas
com o azul de metileno 20 uM, como descrito no item 3.4. dessa sessao, e mantidos
por 2 horas na estufa a 37°C. Apds esse periodo, procedeu-se com a irradiagao das
células. Ao fim do foto-tratamento, a placa foi mantida por 10 min em estufa a 37°C.
Em seguida, o sobrenadante foi removido e a solugdo work de BODIPY-C11 (10 uM)
foi adicionada aos pogos e incubada por mais 10 minutos a 37°C no leitor de placas.
As leituras de intensidade de fluorescénca foram obtidas de 5 em 5 minutos por 1 hora
(488/510 nm - exc/em). Os valores de slopes de cada curva obtida a partir do grafico
da cinética de emissao de fluorescéncia em fungao do tempo foram normalizadas pela
viabilidade das células obtidas utilizando-se o ensaio de incorporacao de cristal violeta
(CV). Para o ensaio de viabilidade: as células foram lavadas 1x com PBS, e, em
seguida, foram incubar com solugédo de CV 0,02% (v/v) por 5 minutos a temperatura
ambiente. Apés esse periodo, o CV foi removido e as células foram lavadas duas
vezes com agua destilada. As placas foram mantidas a temperatura ambiente até
secagem completa e o corante foi eluido com uma solugéo de citrato de sédio 0,1 M
em etanol 50% (v/v) preparado em H2>O milliQ. Por fim, realizou-se a leitura da
absorbancia em comprimento de onda de 585 nm. Os valores dos slopes
normalizados pelas respectivas absorbancias de CV foram calculadas em relagcdo ao
respectivo controle para cada uma das quatro linhagens.
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3.10. Tratamento com lipideos deuterados

5x10* células foram plaqueadas em placa de 24 pocos e mantidas em
condi¢cdes 6timas de crescimento. 24 h apds o plaqueamento, o meio foi substituido
por RPMI 10% suplementado com 25 uM de 11,11-D2-Lin (D2 PUFA) ou 11,11,14,14-
a-D4-Lnn (D4 PUFA) (fabricados pela Retropore). 24 h apos a suplementagéo, as
células foram submetidas ao tratamento com o 20 uM de azul de metileno. Como
descrito no item 3.4 desta sec¢ao, nessa etapa, o meio das células foi substituido por
um meio novo (RPMI com 2,5% SFB) contendo o Ps na concentragao final desejada.
As células foram incubadas a 37°C durante 2 horas com o Ps e, posteriormente, foram
irradiadas com 4,5 J/cm? por 16 minutos com um LED vermelho (A=642 nm). A morte
celular foi avaliada por microscopia de fluorescéncia utilizando-se os fluoréforos HO e
Pl, como descrito no item 3.5 dessa sec¢ao, 24 h apds o tratamento com luz.

3.11. Plaqueamento de organoides (3D) derivados de pacientes com PDAC

Os experimentos desta etapa foram realizados no laboratério “Pancreatic
Development, Stem Cell Differentiation and Cancer”, do Hospital da Universidade de
Ulm, na Alemanha (Universitétsklinikum Ulm), chefiado pelo Dr. Alexander Kleger,
Professor de Oncologia Molecular e médico sénior, chefe do setor de pancreatologia
do Departamento de Medicina Interna |, dessa Universidade. Os experimentos foram
executados sob a supervisdo do Professor Dr. Kleger e do Dr. Johann Gout, pés-Doc
pesquisador e responsavel pela linha de pesquisa que engloba a utilizagdo do cultivo
experimental dos orgnoides derivados de pacientes de PDAC no mesmo laboratorio.

As condi¢des de cultivo dos organoides foram seguidas de acordo com o
estabelecido previamente pelo grupo do Professor Dr. Kleger (Frappart et al., 2020)
Para os experimentos de viabilidade, foram utilizados organoides derivados de
amostras obtidas de tumores de quatro pacientes de PDAC do Hospital da
Universidade de Ulm, denominados: 26152, 30029, 28178 e 30121. Esses organoides
foram mantidos em cultura em domos de GFR-Matrigel (Corning, 354230) em meio
de cultura para organoides contendo meio condicionado de WNT-3/RSPOI.

Para o plaqueamento dos organoides, os seguintes passos foram seguidos: o0s
organoides foram digeridos com colagenase/dispase (2,5 h, em estufa a 37°C),

seguido por acutase (Sigma-Aldrich, A6964) por 40 min em banho-maria (37°C),
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pipetando-se gentilmente a cada intervalo de 10 min. Apds verificada a digestao dos
organoides e presencga de células individuais, seguiu-se com a inativagdo da acutase
com meio resfriado (4°C) (“ressuspension medium”), DMEM contendo BSA 10 mg/mL.
Apo6s centrifugacdo do conteudo (300 x g), a 4°C por 5 min, prosseguiu-se para a
contagem das células. A suspencgao de células foi preparada em meio contendo
inibidor de Rho cinase (Y-27632) (Merck, Y0503-5MG) e 5% GFR-Matrigel. Foram
plaqueadas 2000 células em 80 uL de volume por pogo, em placas de 96 pogos (p96)
escuras e de fundo claro, previamente recoberto com uma camada de GFR-Matrigel
(40 uL) em PBS (Life Technologies. 14190-094) (1:3).

3.12. Tratamento dos organoides com quimioterapicos e a MB-PDT

Os quimioterapicos utilizados nesse estudo foram os seguintes: gemcitabina
(GEM), paclitaxel (PAC), irinotecano (IRI), 5-fluorouracil (5-FU) e oxaliplatina (OX)
(Todas obtidas da Selleckchem), e o tratamento se deu seguindo a escala de tempo

representada no esquema a seguir:

DIA 1 DIA 2 DIA3 DIA 4 DIA S DIA 6
PLAQUEAMENTO  TRATAMENTO COM MB-PDT COM OU SEM ENSAIO DE
DOS QUIMIOTERAPICO PRE-TRATAMENTO VIABILDIADE CELULAR
ORGANOIDES COM INIBIDORES DE

MORTE

Ap6s um periodo de 24 h de plaqueamento, os organoides foram tratados com
os diferentes quimioterapicos individualmente (0.013 uM). Essa concentragao foi
utilizada para todos os quimioterapicos utilizados. A escolha dos quimioterapicos para
o tratamento de cada organoide se deu de acordo com os perfis de resisténcia pré-
estabelecidos por Frappart e colaboradores (2020), sendo que cada um dos quatro
tipos de organoides recebeu tratamento com trés diferentes drogas + MB-PDT, no
seguinte esquema: um quimioterapico + MB-PDT (por exemplo: 0.013 uM de

gemcitabina + MB-PDT), segundo a tabela 1:
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Organoide Quimioterapicos
26152 GEM, PAC ou IRI
30029 GEM, PAC ou IRI
28178 5-FU, OX ou IRI
30121 5-FU, OX ou IRI

Tabela 1: Descricao dos quimioterapicos que foram utilizados para tratar os diferentes
organoides derivados de PDAC.

No terceiro dia de contato com o quimioterapico, cada organoide foi submetido
ao tratamento com a MB-PDT. Nenhum contetdo foi removido dos pocos. A cada
poco de p96, foi pipetado 1 uL de uma solugédo com MB para uma concentragéo final
no pogo de 20 uM de MB. Nos pogos de interesse, junto com o MB, foram pipetados
os inibidores das vias de ferroptose, Fer-1 (20 uM), apoptose, z-VAD (20 uM) ou
necroptose, NSA (5 uM), de acordo com a condi¢cédo desejada. Apds duas 2,5 h, os
organoides foram irradiados, ou n&o, por 16 min, com um LED vermelho (A=642 nm),
totalizando com 9 J/cm?. 24 h apds o tratamento com MB-PDT, a porcentagem de
morte celular foi acessada por microscopia de fluorescéncia, como descrito no sub-

item 3.5. desta sess3ao.

3.13. Andlise de sobrevida global

Dados de sobrevida especificos de cancer de casos de PDAC do ICGC (PACA-
AU, n = 87) foram recuperados do portal de dados do ICGC (Zhang et al., 2011).
Pacientes com acompanhamento ou sobrevida global abaixo de 60 dias foram
excluidos da analise. Os dados foram censurados a direita em 3 anos. As contagens
de leitura bruta de todos os genes foram convertidas em contagens por milhdo de
unidades (CPM). Genes com CPM > 1 em pelo menos 20% das amostras foram
filtrados e entdo normalizados usando o método quantil da fungdo Voom (Ritchie et
al., 2015). Para cada gene de interesse, os pacientes foram classificados de acordo
com seu nivel de expresséo e atribuidos a grupos de expresséo "alta" ou "baixa" com
base no nivel de expressdao mediano de todas as amostras. As curvas de
sobrevivéncia Kaplan-Meier (KM) foram geradas com o pacote R 'survival' (Thermeau,
2015) e as diferengas entre as curvas KM foram verificadas usando o teste log-rank.
As razbdes de risco (HR) foram calculadas em relagdo ao grupo de expresséao "alta"
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(ou seja, HR > 1 indica que o grupo de expressdo mais alta estda em maior risco)
usando regressao de Cox e um intervalo de confianga de 95%. Valores de p < 0,05
foram considerados estatisticamente significantes.
3.14. Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica com o software
GraphPad Prism 9 estabelecendo-se o minimo de p<0,05 (nivel de significancia) e
grau de confiangca de 95%. Os resultados foram analisados para distribuigao
gaussiana. Aqueles que passaram o teste de normalidade foram submetidos a uma
analise por ANOVA, empregando o Tukey’s Multiple Comparison Test (Teste de
comparagao multipla de Tukey). A analise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis seguida
do post-test Dunns para comparagdes multiplas foi utilizada para analisar os conjuntos

de dados que nao apresentaram uma distribuicao normal.
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4. RESULTADOS
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4.1. Susceptibilidade de diferentes linhagens de PDAC a MB-PDT

Resultados prévios do nosso grupo mostraram que a diminui¢do na taxa de
fluéncia luminosa de 1,2 x102 J/cm?*s (4,5 J/cm? durante 6 min) para 4,7 x103 J/cm?*s
(4,5 J/cm? durante 16 min) aumenta consideravelmente a sensibilidade das linhagens
MIAPaCa-2 e Panc-1 a PDT. Mostramos que o aumento no tempo de irradiacéo &
acompanhado por um aumento significativo na deplegéo dos niveis de GSH (reduced
gluthathione), assim como por um aumento no estresse oxidativo. Esses dois eventos
estao relacionados a maior efetividade da MB-PDT quando a irradiagao é realizada
com uma menor taxa de fluéncia da energia (de Almeida et al., 2022).

Visando aprofundar o entendimento sobre os mecanismos de acdo da PDT
sobre esses tumores pancreaticos, investigamos a participagao da ferroptose, uma
via de morte celular regulada e dependente da deplegédo das defesas antioxidantes e
do aumento da peroxidacgao lipidica. Além disso, avaliamos a efetividade dessa terapia
sobre organoides derivados de pacientes com adenocarcinoma de ducto pancreatico
(PDOs, pancreatic ductal adenocarcinoma organoids), um modelo de estudo mais
complexo e que melhor recapitula as caracteristicas desses tumores in vivo.

Nés confirmamos, inicialmente, a efetividade da MB-PDT sobre as quatro
linhagens de PDAC em monocamada. Os dados apresentados na figura 8 mostram
que a MB-PDT ¢ eficiente em induzir a morte de diferentes células, sendo a maxima
porcentagem de morte observada 24 h apds a irradiagao: MIAPaCa-2 (Ctrl: 0,12% +
0,07 vs 24 h-MB-PDT: 93,64% + 0,50); Panc-1 (Ctrl: 0,27% + 0,15 vs 24 h-MB-PDT:
67,18% + 3,17); AsPC-1 (Ctrl: 0,23% + 0,11 vs 24 h-MB-PDT: 73,53% + 2,09) e BxPC-
3 (Ctrl: 0,59% + 0,15 vs 24 h-MB-PDT: 71,33% + 2,40).

Os resultados indicaram uma efetividade significativamente maior da MB-PDT
sobre as células MIAPaCa-2 quando comparadas as demais linhagens celulares
avaliadas, evidenciada pelas porcentagens observadas 24 h poés-tratamento:
MIAPaCa-2 (93,64% + 0,50) vs Panc-1 (67,18 + 3,17), AsPC-1 (73,53 + 2,09) e BxPC-
3 (71,33 £ 2,40).
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Figura 8: Diferengas na susceptibilidade de linhagens de PDAC humanas a MB-PDT.
Porcentagens de morte celular obtidas numa cinética de 1, 3 ou 24 h apés o tratamento com 4,7 x10°
3 Jlem?*s (4,5 J/lcm? de energia em 16 min de irradiagdo). As células foram tratadas, ou n&do, com
MB-PDT e morte celular foi avaliada nos pontos especificos apés o tratamento com o MB-PDT, por
microscopia de fluorescéncia, a partir da marcagéo dos nucleos com HO e PI. * p < 0,0001 versus
MB-PDT-24 h MIAPaCa-2; & p < 0,0001 versus MB-PDT 1 h Panc-1; e # p < 0,0001 versus MB-PDT
1 h Panc-1

4.2. Perfis de expressao basal de enzimas antioxidantes e de proteinas
envolvidas no metabolismo de ferro em células de PDAC

Os niveis de expressdo de enzimas participantes de processos de
neutralizacdo de espécies pro-oxidantes nos ambientes celulares sdo importantes
indicadores da capacidade das células se manterem em homeostase, evitando o
desbalangco redox, e, como consequéncia, resistirem as vias de morte celular
especificas, dentre as quais destaca-se a ferroptose (Dixon et al. 2012). Sendo assim,
os perfis de expressao proteica basais de proteinas, cujas fun¢des sao importantes
no contexto da manutengdo da homeostase redox celular, foram caracterizados em
extratos proteicos de células de PDAC, mantidas em condi¢bes otimas de
crescimento.

Os resultados apresentados na figura 9 (A e B) mostram o perfil de ACSL4 e
GPX4, respectivamente. Essas sdo duas das principais enzimas envolvidas em
processos que regulam diretamente a propensao de células a ferroptose. As linhagens
AsPC-1 e BxPC-3 apresentaram niveis significativamente mais elevados de ACSL4
em relacdo as células Panc-1 e MIAPaCa-2, sendo, entre as duas primeiras linhagens,

a maior expresséo dessa enzima observada em BxPC-3 (Fig. 9A). Adicionalmente,
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observamos que as células contém niveis comparaveis de GPX4, com excecao das
células Panc-1. Nesse caso, foram observados niveis proteicos significativamente
menores (Fig. 9B).

Adicionalmente, foram avaliados os niveis de NRF2 (Nuclear factor E2-related
factor 2), e observou-se que esse fator de transcricdo, que atua na regulagdo da
expressdo de genes, cujos produtos tém importante fungdo redox, esta
significativamente mais expresso em AsPC-1 e BxPC-3 em relacdo a MIAPaCa-2 e
Panc-1. Além disso, a expressdo de NRF2 é maior em AsPC-1, quando se compara
as duas ultimas linhagens (Fig. 9C e H).

A G6PD (Glucose-6-phosphate dehydrogenase) € uma enzima chave da via
pentose-fosfato que oxida glicose para manter o nivel NAPH nas células e,
consequentemente, tem um papel proeminente para o bom funcionamento das
defesas antioxidantes celulares. Assim, nds avaliamos os niveis proteicos dessa
enzima nas diferentes linhagens aqui estudadas. Panc-1 e BxPC-3 apresentaram
niveis equivalentes de G6PD, que foram significativamente maiores do que aqueles
observados em MIAPaCa-2 e AsPC-1 (Fig. 9A e C).

Além das enzimas acima mencionadas, nds avaliamos o conteudo de GR
(Gluthathione reductase), uma flavoproteina que atua regenerando o conteudo de
glutationa reduzida (GSH), sendo importante para o reestabelecimento de sistemas
que utilizam esse tripeptideo para executar suas fungdes antioxidantes, e, a SOD1
(superoxide dismutase 1), que evita o acumulo de anion radical superéxido,
promovendo a sua transformacdo a oxigénio e agua e, consequentemente,
desempenhando funcdo antioxidante direta. Dentre as quatro linhagens testadas,
BxPC-3 apresentou maior expressao de GR comparada as demais células, as quais
nao diferiram estatisticamente entre si nesse parametro (Fig. 9E e H). Adicionalmente,
MIAPaCa-2 e AsPC-1 apresentaram niveis semelhantes de SOD1, os quais foram
significativamente maiores do que aqueles apresentados por Panc-1 e BxPC-3 (Fig.
9F e H).

Adicionalmente a avaliagao dos niveis de expressao de enzimas com fungdes
antioxidante, nés analisamos os niveis de expressédo basal de FTH1 (ferritin heavy
chain 1). Como pode ser observado nos itens G e H da figura 9, AsPC-1 apresentou
significativamente menos FTH1 quando comparada as demais linhagens. Essa
enzima desempenha importante papel na manutencgéo de niveis adequados de ferro
labil intracelular e, consequentemente, é decisiva para o desencadeamento da morte
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ferroptética. E importante lembrar que o contetido de ferro Iabil fornece os espécimes
quimicos que participam das reacdes de Fenton, que aumentam a formacéo de
oxidantes potentes, como o radical hidroxila. Por ser um parametro que pode indicar
o grau de susceptibilidade a ferroptose, nés avaliamos os niveis de ferro labil nas

linhagens de PDAC.
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Figura 9: Diferengas nos niveis de enzimas com fungao redox ou no armazenamento de ferro
em linhagens de PDAC em condig6es 6timas de crescimento. Imagens representativas dos WB
para NRF2, G6PD, GR, FTH1, SOD1 e tubulina nas linhagens MIAPaCa-1, Panc-1, AsPC-1 e BxPC-
3 (A). Quantificagdo da expressao das proteinas NRF2 (B), G6PD (C), GR (D), FTH1 (E), SOD1 (F).
* p < 0.05 versus MIAPaCa-2; # p < 0.05 versus Panc-1; & p < 0.05 versus AsPC-1; n = 3
experimentos independentes.
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4.3. Diferencas nas quantidades de ferro labil intracelular em linhagens de
PDAC

O pool de ferro labil (LIP) € um parametro importante na pré-disposi¢gao a morte
por ferroptose, visto que esse parametro determina a quantidade de ferro intracelular
nao ligado com alta afinidade a proteinas e que estaria disponivel para participar na
formacao intracelular de espécies reativas de oxigénio, principalmente por meio das
reagcdes de Fenton. Com base nisso, foram avaliados os niveis de LIP nas quatro
linhagens aqui estudadas. Os resultados obtidos mostram que a linhagem BxPC-3
apresentou o maior pool de ferro labil, sendo significativamente maior que as
quantidades observadas em Panc-1 (Panc-1: 0,07 + 0,01 versus BxPC-3: 0,3 + 0,1)
(Fig. 10). Esses resultados indicam que a ferroptose pode ser mais facilmente ativavel
em células BxPC-3, uma vez que esta linhagem apresentou niveis significativamente

maiores de LIP intracelular.
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Figura 10. Niveis de LIP estao reduzidos em células de PDAC com menor propensio a
ferroptose. Quantificagédo de ferro labil intracelular (LIP), em fM em fento-molar, normalizado pelo
total de calceina intracelular incorporada pelas células. * p < 0,05; n = 3experimentos independentes.

44. MB-PDT induz ferroptose em células de PDAC

Com o intuito de avaliar a participagcdo da ferroptose na morte celular
desencadeada pela MB-PDT, as linhagens de PDAC foram submetidas a inibigao
farmacoldgica dessa via de morte celular por meio do pré-tratamento com 20 uM de
ferrostatina-1 (Fer-1) por 2 h previamente a irradiagdo. Além desta, foram utilizados
inibidores farmacologicos de outras vias de morte celular reguladas como apoptose
(20 uM de z-VAD), necroptose (5 uM de NSA) e morte celular dependente do

lisossomo (400 nM de CA-074).
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Os resultados apresentados na figura 11 mostram que o tratamento com Fer-1
inibiu, significativamente, a morte celular induzida por MB-PDT, 24 h apos o
tratamento, em todas as linhagens celulares testadas: inibicdo de 9,34% da morte
observada em MIAPaCa-2 (Fer-1+MB-PDT: 84,89% versus MB-PDT: 93,64%),
21,68% em AsPC-1 (Fer-1+MB-PDT: 57,59% versus MB-PDT: 73,53%) e 44,26% em
BxPC-3 (Fer-1+MB-PDT: 39,76% versus MB-PDT: 71,33%), exceto nas células Panc-
1, menos sensiveis ao tratamento. Além disso, o pré-tratamento com NSA também foi
capaz de reduzir em 13,75% a morte desencadeada pela MB-PDT em células AsPC-
1 (NSA+MB-PDT: 63,42% versus MB-PDT:73,53%, p < 0,01, Fig. 11C) e em 20,69%
no caso das células BxPC-3 (NSA+MB-PDT: 56,57% versus MB-PDT: 71,33%, p <
0.0001, Fig. 11D). Adicionalmente, a inibigdo de catepsina B, por CA-074, promoveu
uma inibigdo na morte induzida por MB-PDT somente nas células MIAPaCa-2 (CA-
074+MB-DPT: 82,71% versus MB-PDT: 93,64%, p < 0.0001, Fig. 11A). Cabe destacar
que, em nenhum caso, a inibicido da apoptose promoveu uma diminuigdo na
sensibilidade das células ao tratamento. Outro resultado interessante corresponde ao
observado nas células Panc-1. Nessa linhagem, em nenhum caso a inibigado das vias
de morte testadas promoveu menor morte celular. A inibicdo de outros mecanismos
deveria ser testada a fim de determinar quais s&o os tipos de morte responsaveis pela
citotoxicidade da MB-PDT sobre esta linhagem.

Em conjunto, esses resultados indicam que as diferengas moleculares entre as
linhagens, no que se refere a sua capacidade de promover a ativagdo de diferentes
vias de sinalizagao sdo muito importantes para aumentar a suscetibilidade do PDAC
a terapia fotodinamica.
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Figura 11: A inibicao da ferroptose é a principal mecanismo capaz de reduzir a morte celular
induzida pela MB-PDT nas linhagens de PDAC. Células MIAPaCa-2, Panc-1, AsPC-1 ou BxPC-3
foram incubadas com 20 uM de azul de metileno +/- Fer-1 (20 uM), z-VAD (20 uM), NSA (5 uM) ou
CA-074 (400 nM) por 2 h. Apés a incubagao, as células foram irradiadas (642 nM, 16 min, energia
total: 4,5 J/icm?). A porcentagem de morte celular foi calculada a partir da razéo entre o numero de
células mortas, marcadas com iodeto de propideo (PIl, 5 ug/mL), e o nimero de células totais,
marcadas com Hoescht (HO, 10 ug/mL), 1 h, 3 h ou 24 h apods o tratamento. * p < 0.01 e, *** p <
0.0001 versus PDT-24 h; n = 3 experimentos independentes para BxPC-3 e n > 3 experimentos
independentes para MIAPaCa-2, Panc-1 e AsPC-1.

4.5.
em linhagens de PDAC

O tratamento com MB-PDT modula a expressao de enzimas antioxidantes

Considerando que a morte celular induzida pela MB-PDT pode ser inibida
pelo tratamento com Fer-1 em MIAPaC-a2, AsPC-1 e BxPC-3, mas ndo em Panc-
1 (Fig. 11), foram realizados ensaios de western blot para determinar se o
tratamento com a terapia fotodindmica apresenta a capacidade de modular
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diferencialmente os niveis de proteinas relacionadas a manutengao do balanco
redox nas diferentes linhagens (Fig. 12).

Como pode ser observado no grafico e nas imagens representativas da figura
12A, sobre a linhagem MIAPaCa-2, a MB-PDT induziu um aumento significativo na
expressao de NRF2 24 h apds o foto-tratamento (p < 0.05). A expresséo de GPx4,
G6PD, FTH1 e SOD1 nao sofreram modulagédo apés a MB-PDT na mesma
linhagem (Fig. 12A).

E importante destacar que o tratamento com a MB-PDT foi capaz de modular
positivamente a expressao de G6PD, enzima importante da via das pentoses-
fosfato e produgdo de NAPDH, sobre a linhagem Panc-1 a partir da terceira hora
pos-tratamento, tendo sido observado o pico maximo de expressdo dessa enzima
24 h apds a irradiagao (Fig. 12B). Nessa mesma linhagem, observou-se um
aumento significativo de FTH1 no ponto de 24 h ap6s o tratamento, e uma
significativa diminuicdo dos niveis de SOD1 ja na primeira hora ap6s a MB-PDT.
Por outro lado, GPX4 e NRF2 nao sofreram modulagao significativa pela MB-PDT
nessas células (Fig. 12B).

Além disso, foi observado que o tratamento com a MB-PDT sobre a célula
AsPC-1 induziu um aumento na expressdao de NRF2 na primeira hora apds a
terapia. Esses valores retornaram a niveis semelhantes ao controle, as 3 h pos-
tratamento, e, observou-se um segundo evento de aumento na sua expressao as
24 h pos-irradiacéo (Fig. 12C). De forma semelhante, esse padrao de expressao
aumentada 1 h apds a terapia, seguido de diminuigdo as 3 h e, novo aumento nos
niveis proteicos as 24 h depois da MB-PDT, também se repetiu no perfil de
expressao de FTH1 nessa linhagem (Fig. 12C). GPX4, G6PD e SOD1 n&o sofreram
modulagao pelo tratamento com a PDT nessas células.

Sobre a linhagem BxPC-3, o tratamento com a terapia fotodindmica induziu um
aumento na expressédo de NRF2, 1 h e 3 h apos a irradiacdo (Fig. 12D). Os niveis
proteicos desse fator de transcricdo retornaram a valores semelhantes ao controle,
as 24 h apos o foto-tratamento. Além disso, nessa mesma linhagem foi observado
um aumento nos niveis de FTH1 3 h apés a MB-PDT. Os niveis dessa proteina,
importante para o armazenamento de ferro e a homeostase desse ion nas células,

assemelharam-se ao controle as 24 h pos-MB-PDT (Fig. 12D).
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Figura 12: MB-PDT modula a expressao de enzimas antioxidantes em células de PDAC.
Histogramas das quantificagbes dos niveis de GPX4, NRF2, G6PD, FTH1 e SOD1 nas linhagens
MIAPaCa-2 (A), Panc-1 (B), AsPC-1 (C) e BxPC-3 (D), 1, 3 ou 24 h ap6s o tratamento com a MB-
PDT. Nos painéis inferiores e a direita de cada grupo de histogramas estao as respectivas imagens
representativas para cada proteina analisada e as a-tubulinas ou B-actina correspondentes a cada
membrana. * p < 0,005 versus Control, # p < 0,005 versus PDT-1h e & p < 0,005 versus PDT-3h. n =
3 experimentos independentes. Dados sdo apresentados + SEM.

Convém ressaltar que diferentes linhagens celulares apresentam padrdes
distintos de modulacédo da expressao de proteinas frente ao tratamento com a MB-
PDT. O conhecimento sobre esse padrao de modulagéo ajuda a determinar regimes
de PDT mais efetivos, visando potencializar a indugdo de morte dessas células.

4.6. MB-PDT promove aumento da peroxidagao lipidica em linhagens de
PDAC

O aumento da peroxidacéo lipidica dependente do metabolismo do ferro € uma

caracteristica classica da morte celular por ferroptose (Dixon et al. 2012). Em trabalho

anterior, identificamos, por meio do aumento da fluorescéncia da sonda DCF, que o

tratamento com a MB-PDT promove aumento de espécies oxidantes e estresse

oxidativo intracelular sobre a linhagem MIAPaCa-2 (de Almeida et al., 2022). Além

disso, a indugao do estresse oxidativo pela PDT tem sido amplamente reportada como
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um mecanismo de acdo dessa terapia sobre diferentes sistemas, incluindo o
tratamento de células tumorais (Bacellar et al., 2015; Dos Santos et al., 2017).

No presente trabalho, foram investigados os niveis de peroxidacéo lipidica em
MIAPaCa-2, Panc-1, AsPC-1 e BxPC-3, 1 h apos MB-PDT. A figura 13 mostra que a
terapia induziu um aumento significativo da oxidagdo da sonda bodipy-C11, o que
indica um aumento de quase duas vezes na peroxidagao lipidica nas células AsPC-1
e BxPC-3 (Fig. 13C e Fig. 13D) quando comparado aos respectivos controles. E
importante destacar que na linhagem Panc-1 n&o foi observado aumento nos niveis
de oxidagdo da sonda bodipy-C11 apo6s a MB-PDT, indicando que 1 h apds o
tratamento ndo ocorre aumento da peroxidacao lipidica nessas células e que na
linhagem MIAPaCa-2 o aumento observado na peroxidagdo lipidica nao foi

significativamente maior quando comparado ao respectivo controle (Fig. 13B).
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Figura 13. MB-PDT induz um aumento de peroxidagao lipidica em células de PDAC.
Histogramas das quantificagdes das intensidades de fluorescéncia de oxi-Bodipy-C11, normalizada
pela incorporagéo de cristal violeta (CV), nas células MIAPaCa-2 (A), Panc-1 (B), AsPC-1 (C) e
BxPC-3 (D) 1 h apds o tratamento com MB-PDT. * p < 0.05 vs o respectivo controle. Dados s&o

apresentados + SEM.
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4.7. Suplementacao com lipideos deuterados inibe a morte induzida por MB-
PDT em BxPC-3

Os acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) sdo os principais alvos de
peroxidacdo durante a ferroptose. Ja foi demonstrado que a substituicdo dos
hidrogénios alilicos por atomos de deutério resulta em moléculas lipidicas mais
resistentes a oxidacéo (Yang et al., 2016).

A fim de avaliar a importancia dos PUFAs na citotoxicidade induzida por MB-
PDT, foram realizados ensaios de viabilidade celular por microscopia de fluorescéncia
24 h apo6s a fototerapia sobre a linhagem BxPC-3, por ser aquela que apresentou a
maior sensibilidade a inibicdo da morte celular por Fer-1 (Fig. 11), submetidas, ou n&o,
ao enriquecimento prévio (24 h antes da irradiagdo) com 11,11-D2-Lin (D2 PUFA) ou
11,11,14,14-a0-D4-Lnn (D4 PUFA), contendo dois ou quatro atomos de deutério,
respectivamente.

Os resultados apresentados no histograma da parte superior da figura 14
mostram uma menor proporgdo de morte induzida pelo tratamento naquelas células
contendo os lipideos deuterados quando comparadas as células que nao contém
lipideos modificados. Em particular, observou-se que o pré-tratamento com D2 PUFAs
protegeu a célula BxPC-3 da morte induzida pela MB-PDT em aproximadamente 33%
(MB-PDT: 78% + 2; MB-PDT + D2 PUFA: 52% + 2, p < 0,0001) e, em 43%, no caso
do pré-tratamento com D4 PUFAs (MB-PDT: 78% + 2 versus MB-PDT + D4 PUFA:
44% £ 3, p < 0,0001). Nao foram observadas diferengas significativas na porcentagem
de células mortas apds a modificagao nos lipideos realizada com qualquer dos tipos
de compostos deuterados.

No painel interior da figura 14 estdo apresentadas as imagens representativas
dos nucleos das células marcados com os fluoréforos HO e PI, 24 h ap6s MB-PDT.
Nelas, pode ser observada a diminuigdo da propor¢ao dos nucleos corados com PI
(marcando células com permeabilizagcdo das membranas celulares) em relagdo ao
numero de células coradas com HO (mostrando o numero total de células no campo),

no caso das células submetidas ao pré-tratamento com D2-PUFAs ou D4-PUFAs
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Figura 14. O tratamento com lipideos deuterados inibe a morte celular induzida por MB-PDT.
Histograma (parte superior), e imagens representativas (painel inferior) com as porcentagens de
mortes obtidas 24 h apds a MB-PDT sobre as células BxPC-3, pré-tratadas, ou ndo, com lipideos
contendo 2 ou 4 atomos de deutérios por 24 h. **** p < 0,0001. Escala = 20 uM. n = 3 experimentos
independentes. Dados s&o apresentados +SEM.

4.8. Associacao entre sobrevida global de pacientes com PDAC e a expressao
de genes envolvidos na resposta antioxidante
A fim de avaliar a possivel relevancia clinica da morte celular por ferroptose em

PDAC, investigamos a associagcdo entre os niveis de expressdo de mRNAs que
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codificam para proteinas diretamente envolvidas em mecanismos importantes para
essa via de morte, como o0s que codificam para proteinas que tem funcdo na
manutencdo da homeostase redox dentro das células, como: GPx4, ACSL4, FTH1,
SLC7A11, SOD1 e GSR, com a sobrevida global de pacientes com céancer de
pancreas (Fig. 15).

Para isso, foram realizadas analises de correlagdo de Kaplan-Meier, usando
dados de expressao e clinicos do ICGC (PACA-AU). Os dados obtidos mostraram
uma significancia estatistica (p < 0,05) apenas para o caso dos genes SLC7A11,
SOD1 e GSR. Foi observado que existe uma associagado entre menor tempo de
sobrevida e valores altos de SLC7A11 (Fig. 15B) e baixos de SOD1 (Fig. 15E) e GSR
(Fig. 14F).
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Figura 15: Expressao de genes relacionados com fungao redox e ferroptose e sua correlagao
com a sobrevida de pacientes com PDAC. Curvas de Kaplan-Meyer de sobrevida de pacientes
de PDAC de acordo com a expressao de GPX4 (A), ACSL4 (B), FTH1 (C), SLC7A11 (D), SOD1 (E)
e GSR (F). a partir de dados clinicos de pacientes e de expressao gerados a partir de dados do
consorcio publico ICGC (PACA-AU, n = 87). O teste log-rank foi utilizado para verificar a diferenga
estatistica entre as curvas de sobrevida dos casos com alta (“high” acima da mediana) ou baixa
(“low”, abaixo da mediana) expressdo de cada um dos genes. As razbes de risco (HR) foram
calculadas em relagdo ao grupo de expressdo "alta" (ou seja, HR > 1 indica que o grupo de
expressao mais alta esta em maior risco) usando regressdo de Cox e um intervalo de confianga de
95%. Valores de P < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4.9. Analise de dados de RNAsec para a avaliagao da expressao de mRNA
codificantes de enzimas envolvidas na ferroptose em células componentes
de tumores de PDAC e pancreas normal

A fim de aprofundar o conhecimento sobre a expressao de enzimas importantes
no contexto da ferroptose ou com atividades envolvidas em processos redox em
subtipos celulares especificos de tumores de pancreas, nds avaliamos os niveis de
MmRNA de GPX4, SLC7A11, FTH1, G6PD, GSR e GSS, em 10 tipos celulares
detectados no microambiente e integrantes do PDAC e pancreas normal, usando
dados de RNAseq de célula unica de 57.530 células de 24 PDACs e 11 pancreas
de controle (41.986 e 15.544, respectivamente), a partir de dados relatados por
Peng e colaboradores (Peng et al., 2019).

Os resultados apresentados na figura 16 mostram a presenga de genes como
GPX4, G6PD, GSR, GSS e SLC7A11, os quais codificam para proteinas envolvidas
no contexto da ferroptose, em diferentes subtipos celulares que compde tanto os
tumores, quanto amostras de pancreas normal. E importante ressaltar que esses
transcritos estdo menos expressos em outros grupos de células que fornecem

suporte e fazem parte do estroma tumoral, como fibroblastos e células estreladas.
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Figura 16: Expressdo de genes relacionados com atividade anti-ferroptose e resposta
antioxidante em pancreas normal e em células transformadas dos PDAC humanos. Graficos
de violino mostrando a expresséo de GPX4 (A), SLC7A11 (B), FTH1 (C), G6PD (D), GSR (E) e GSS
(F) em 10 tipos de células componentes de PDAC ou pancreas normal (eixo x) relatados na analise
de RNA-seq de célula unica de 57.530 células de 24 PDAC e 11 amostras pancreaticas néo tumoral.
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O eixo y mostra a contagem de leitura normalizada/por célula em cada tipo de célula. Os dados de
scRNA-seq foram recuperados de GSA (acesso CRA001160).

4.10. A combinagcdao com MB-PDT melhora a eficiéncia de quimioterapicos no
tratamento de PDACs em organoides derivados de pacientes

A fim de avaliar a eficacia da terapia fotodinamica com o azul de metileno como
fotossensibilizador em modelos mais robustos de adenocarcinoma de ducto
pancreatico, foram utilizados sistemas de organoides derivados de amostras de
pacientes com PDAC (PDOs) do hospital da Universidade de Ulm, na Alemanha.
Esses modelos apresentam capacidade de fornecer uma estrutura tridimensional (3D)
que mimetiza érgdos complexos, oferecendo algumas vantagens em relagdo ao
cultivo em monocamada, incluindo o fornecimento de um cenario que melhor recria o
microambiente tumoral in vivo, quando comparado ao cultivo em 2D (Frappart et al.,
2020).

Durante esta fase do projeto, foram realizados experimentos de viabilidade
celular por microscopia de fluorescéncia apds o tratamento com diferentes
quimioterapicos utilizados para o tratamento do paciente, combinados, ou n&o, com a
MB-PDT. A influéncia das vias na morte induzida pela PDT nesses organoides foi
avaliada mediante o uso de inibidores farmacoldgicos de apoptose (z-VAD),
necroptose (NSA) e ferroptose (Fer-1) previamente ao tratamento.

A escolha dos organoides que foram testados nesse estudo se deu com base
nos perfis de resposta a diferentes quimioterapicos rotineiramente utilizados para o
tratamento do PDAC, os quais foram previamente estabelecidos (Frappart et al.,
2020). Um grupo de quatro organoides de pacientes resistentes a quimioterapia foram
selecionados com o intuito de avaliar um possivel efeito cooperativo entre a MB-PDT
e essas drogas. Nesse sentido, foram utilizadas as menores concentragdes testadas
na caracterizagao prévia estabelecida por Frappart e colaboradores (2020) para os
diferentes quimioterapicos utilizados, a fim de estudar a atuag&o sinérgica entre as
diferentes drogas e a MB-PDT. Os resultados obtidos estdo apresentados na figura
17.

Para o organoide 26152, o tratamento combinado com MB-PDT aumentou
significativamente a morte celular induzida por gemcitabina (MB-PDT+GEM: 74% + 6
vs. GEM: 37% £ 5, p < 0,01) (Fig. 17A) e irinotecano (MB-PDT+IRI: 25% + 3vs. MB-
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PDT: 8% + 3, p < 0,05) (Fig. 17C), sem modificar significativamente a resposta
observada frente ao tratamento com paclitaxel (Fig. 17B). Imagens representativas
desse organoide s&o fornecidas na figura 17M. Além disso, neste modelo, os
tratamentos com Fer-1, NSA ou z-VAD n&o apresentaram efeito inibitorio significativo
sobre a morte induzida pela PDT combinada com os farmacos (Fig. 17A-C).

Adicionalmente, a combinacdo com MB-PDT aumentou significativamente a
porcentagem de morte induzida por IRI sobre o organoide 30029 (MB-PDT+IRI:
16,39% +1,75 vs. IRIl: 2,70% + 1,35, p < 0,005), o qual apresentou resisténcia ao
tratamento com esse quimioterapico isoladamente (Fig. 17D-F). O pré-tratamento com
Fer-1 s6 apresentou uma tendéncia de diminuigdo da morte induzida pelo tratamento
com MB-PDT+IRI (Fig. 17F), mas nao em MB-PDT+GEM (Fig. 16D) ou MB-PDT+PAC
(Fig. 17D). Adicionalmente, os pré-tratamentos com NSA ou z-VAD nao modificaram
a morte induzida pela PDT combinada com nenhum dos trés quimioterapicos testados
nesse modelo (Fig. 17D-F).

Sobre o terceiro organoide, 28178, a combinagdo com a MB-PDT promoveu um
aumento significativo da morte celular quando foi combinada com 5-FU e OX (MB-
PDT+5-FU: 17% + 1; 5-FU: 6% + 1, p < 0,05) (Fig. 17G) e MB-PDT+OXA (MB-
PDT+OXA: 14% + 1 vs. OXA: 5% + 1, p < 0,0005) (Fig. 17H). Nesse modelo, o
tratamento com Fer-1 apresentou uma tendéncia a inibicdo da morte induzida por MB-
PDT+5-FU (Fig. 17G), mas nao pela combinagdo da MB-PDT+0OX (Fig. 17H) ou por
MB-PDT+IRI (Fig. 171). Mais condigbes deveriam ser testadas para corroborar este
resultado.
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26152 — Control 26152 - GEM 26152 — GEM + MB-PDT

26152 — PAC 26152 — PAC + MB-PDT

26152 - IRI 26152 - IRI + MB-PDT

Figura 17. Combinagao com MB-PDT aumenta a eficacia de quimioterapicos na indugao de
morte celular sobre organoides derivados de PDAC humanos. Os histogramas mostram as
porcentagens de morte celular (razdo entre células positivas para Pl e células positivas para HO)
obtidas por microscopia de fluorescéncia 24 h apos os tratamentos de organoides derivados das
amostras (A-C) 26152, (D-F) 30029,(G-I) 28178 e (J-L) 30121, com (A; D) gemcitabina (GEM), (B;
E) paclitaxel (PAC) ou (C; F; I; L) irinitecano (IRI), (G; J) 5-fluorouracil (5-FU) ou (H; K), oxaliplatina
(OX) (combinados, ou ndo, com MB-PDT e pré-tratados, ou ndo, com Fer-1, NSA ou z-VAD. ***; **;
*: p < 0,0001; 0,01 e 0,05 respectivamente. n = 3 experimentos independentes. (M) Imagens
representativas dos organoides 26152 sem tratamento ou tratados apenas com GEM ou GEM+MB-
PDT, PAC ou PAC+MB-PDT ou IRl ou IRI+MB-PDT. Escala: 20 uM. Dados sao apresentados +SEM.

Adicionalmente, em outro organoide, derivado de um quarto paciente, 30121,
o tratamento combinado com MB-PDT n&o alterou significativamente a morte celular
induzida por 5-fluouracil, oxaliplatina ou irinotecano. Além disso, as porcentagens de
morte observadas pela combinagcdo de qualquer das trés drogas com a terapia
fotodindmica n&o sofreram alteragdes significativas pelos pré-tratamentos com Fer-1,
NSA ou z-VAD (Fig. 17J-L).

Em conjunto, os resultados obtidos com a utilizagdo do PDOs confirmam a MB-
PDT como uma terapia com potencial para melhorar o tratamento de PDAC e,
considerando que as variagdes nos parametros do protocolo de irradiagdo podem
potencializar seus efeitos em linhagens de PDAC (de Almeida et al., 2022), testes com
diferentes protocolos de irradiagcédo, poderiam fornecer as condigdes para potencializar
ainda mais a agao da MB-PDT e podem ser exploradas em trabalhos futuros.
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O estudo e desenvolvimento de terapias capazes de induzir diferentes
mecanismos de morte celular podem contribuir para melhorar o cenario de tratamento
do PDAC, uma vez que aumentam a possibilidade de serem efetivas contra diferentes
subpopulagdes de células (Mishchenko et al., 2022). Nosso grupo mostrou que a MB-
PDT é capaz de induzir diferentes vias de morte em tumorais de mama (Dos Santos
et al., 2020), além da necroptose em modelos de PDAC (de Almeida et al., 2022).
Além disso, nés identificamos, previamente, a localizagdo lisossomal do azul de
metileno nessas linhagens de tumores de pancreas (de Almeida et al., 2022).
Considerando-se a meia-vida muito curta das espécies oxidantes geradas pela MB-
PDT (Bacellar et al., 2015), é razoavel especular que no processo de
fotossensibilizagdo os danos oxidativos devem atingir inicialmente essa organela e
seu conteudo ser liberado para o citosol dessas células.

Os lisossomos desempenham um papel fundamental na homeostase e no
trafego celular de ferro. Por serem as primeiras organelas a receber o ferro
extracelular importado pela via endocitica e as responsaveis pela sua reducéao a ferro
ferroso (Fe?*), formato no qual esse metal sofre translocagéo intracelular, transporte
inter-membranar e incorporagao em proteinas das quais participa da estrutura. O dano
lisossomal pode desencadear um aporte de ferro no seu estado redox ativo para o
citoplasma, o qual pode causar sérios danos oxidativos as células e culminar com a
ativacédo da ferroptose nesses sistemas (Rizzollo et al., 2021). No presente trabalho,
nos mostramos que o conteudo basal de ferro labil é significativamente menor em
Panc-1, linhagem onde ndo se observou aumento de peroxidagéo lipidica e inibigdo
da morte celular por Fer-1. Em contrapartida, nas células BxPC-3, nas quais foram
observados os mais altos niveis de ferro labil, a MB-PDT induziu aumento da
peroxidagao lipidica e o pré-tratamento com Fer-1 foi capaz de inibir a morte celular
pos-tratamento.

E interessante ressaltar que, em funcdo de sua reatividade, o ferro que esta
transitoriamente presente no citoplasma precisa ser quelado pelo grupo tiol livre da
glutationa na sua forma reduzida (GSH) (Hider & Kong, 2011). Além disso, a formagao
de um complexo de quelagdo envolvendo Fe?* e a GSH (Fe(ll)-GSH) é necessaria
para a atuagao da metalochaperona PCBP-1, proteina que incorpora o ferro a ferritina
(para seu armazenamento seguro) e a outras enzimas citoplasmaticas contendo esse
metal em sua estrutura (Patel et al., 2019; Philpott et al., 2017). No cenario pés-MB-
PDT, no qual ha uma deplegdo dos niveis de GSH disponiveis (de Almeida et al.,
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2022), todo esse mecanismo envolvido na homeostase do ferro pode estar
comprometido, o que pode favorecer o desencadeamento da ferroptose.

No presente estudo, mostramos que a citotoxicidade da MB-PDT é mediada, ao
menos em parte, pela indugédo de ferroptose em trés linhagens de PDAC humanas,
MIAPaCa-2, AsPC-1 e BxPC-3. Estes resultados foram confirmados pela analise do
conteudo de ferro labil intracelular nas diferentes linhagens de PDAC. Além disso,
mostramos nao sé que a MB-PDT foi capaz de modular a expressao de enzimas
antioxidantes, favorecendo um cenario de inducdo da morte celular por ferroptose,
exceto em Panc-1 (linhagem com menor conteudo de LIP intracelular), mas também
que o fendbmeno pode ser inibido por Fer-1 ou pelo pré-tratamento das células com
lipideos poli-insaturados deuterados. Finalmente, ao avaliarmos a eficiéncia da terapia
em modelos mais complexos e que melhor mimetizassem o cenario tumoral in vivo,
foi observado que a agdo da MB-PDT combinada com diferentes quimioterapicos
sobre organoides derivados de pacientes com PDAC pode promover um maior efeito
citotéxico do que o quimioterapico isoladamente.

Diversos estudos tém mostrado que a utilizagdo de indutores classicos de
ferroptose, como erastina e RSL-3, ou outras estratégias moleculares que
desencadeiem essa via de morte, podem melhorar a eficiéncia e contornar a barreira
de resisténcia de diferentes tumores a quimioterapia ou radioterapia (Daher et al.,
2019; L. Jiang et al., 2015). Nesse sentido, a busca por terapias que sejam capazes
de desencadear essa via em células resistentes a outros mecanismos classicos de
morte pode representar uma alternativa interessante para o estabelecimento de
estratégias mais eficientes para eliminar células tumorais.

Neste cenario, a terapia fotodinamica tem sido pouco explorada, estando as
poucas abordagens disponiveis na literatura atualmente focadas em utilizar esta
terapia como terapia adjuvante, visto que ela apresenta como caracteristica principal
a capacidade de induzir estresse oxidativo, para potencializar a agéo de indutores
candnicos de ferrroptose (erastina, por exemplo) em modelos tumorais (Du et al.,
2021; Zhu et al., 2019). Assim, explorar a capacidade da terapia fotodindmica em
ativar a morte celular por ferroptose pode criar novas oportunidades mais efetivas de
tratamentos para essa doencga. Aqui, nés mostramos que MB-PDT é capaz, mesmo
na auséncia de ativadores classicos da ferroptose, de induzir essa via de morte em
diferentes linhagens de tumores de pancreas. Esses resultados apontam que a terapia

fotodindmica com o azul de metileno poderia ser utilizada como ferramenta para
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induzir ferroptose em PDAC, o que representa uma vantagem visto que esses tumores
sdo, em sua maioria, resistentes a apoptose (Campani et al., 2001; Song et al., 2017).

A ferroptose € entendida como um processo que envolve elementos de
intersecgédo entre o metabolismo do ferro, lipideos e aminoacidos (Stockwell et al.,
2017; Stockwell & Jiang, 2020). Nosso grupo mostrou, em trabalho anterior, que a
MB-PDT é capaz de modular a expressao de proteinas antioxidantes, de interferir no
conteudo de GSH e induzir ferroptose em modelos tumorais de mama (Dos Santos et
al., 2020). Em modelos de PDAC, nés haviamos mostrado que a MB-PDT induz um
aumento do estresse oxidativo, e é capaz de depletar os niveis de GSH em diferentes
linhagens (de Almeida et al., 2022). Uma vez que a diminuigdo no pool de GSH nas
células € um parametro largamente correlacionado com a morte celular ferroptotica
(Stockwell et al., 2017), as observagdes preévias feitas por nosso grupo representaram
um importante indicio de que essa via de morte pudesse estar sendo acionada pela
MB-PDT nas linhagens de PDAC. Com base nisso, nés avaliamos os niveis proteicos
de diferentes enzimas antioxidantes ou envolvidas no metabolismo do ferro e de
lipideos em dois cenarios: em condi¢des basais, e apos o tratamento com a MB-PDT.

A deplegao das defesas antioxidantes sensibiliza células a ferroptose. Nesse
sentido, a expressao de GPx4 tem sido evidenciada como outro importante fator para
a determinacdo da morte por ferroptose (Stockwell et al., 2017). Nossos resultados
indicaram que Panc-1 apresenta o menor nivel de expressdo basal dessa enzima,
dentre as quatro linhagens de PDAC estudadas. Esse resultado poderia ser um
indicativo de uma maior pré-disposicdo dessa linhagem a morte por ferroptose.
Contrariamente ao esperado, a morte celular induzida pela MB-PDT né&o foi inibida
pelo tratamento com Fer-1 nestas células. Assim, refor¢ca-se a ideia de que o
somatorio dos fatores que envolvem o contexto molecular basal e suas modificacdes
apo6s o foto-tratamento, o que inclui desde a modulacédo da expressio de diferentes
proteinas com funcgdes relacionadas a processos antioxidantes apés a MB-PDT, até
os niveis de ferro labil intracelular e de enzimas envolvidas no metabolismo desse ion
sobre esta linhagem, seriam os responsaveis pela sua resisténcia a essa via de morte.

Todas as células precisam manter a homeostase redox como requisito para a
manutencdo da sua viabilidade e da apropriada execucdo de suas funcdes. Nas
células tumorais, tal requerimento também €& valido, e o equilibrio redox é
imprescindivel para promover processos como crescimento, invasao e metastase
(Cao et al., 2021; Y. Zhang et al., 2022). A G6PD desempenha um importante papel
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nesse processo de manutencado da homeostase redox nas células, por meio de uma
intrincada rede de mecanismos moleculares. Nossos resultados mostraram que a
linhagem Panc-1, a qual n&o teve a morte celular induzida pela MB-PDT inibida por
Fer-1, apresentou elevados niveis de G6PD em condi¢des basais e tem a expressao
dessa enzima aumentada a partir da terceira hora pos-irradiagdo, com pico maximo
de expressao 24 h apds o tratamento.

Em termos mecanisticos, a terapia fotodindmica induz a producgéo de espécies
pro-oxidantes, as quais podem reagir com diferentes classes de biomoléculas como
DNA, proteinas e lipideos, oxidando-as, a expensa de alteragdes que comprometem
estrutural e funcionalmente essas macromoléculas (Donohoe et al. 2019; Dos Santos
et al. 2019). Em trabalho prévio, nosso grupo mostrou que a MB-PDT aumenta a
geragao de espécies oxidantes em linhagens de PDAC (de Almeida et al., 2022). A
geracdo de estresse oxidativo intracelular pode induzir um aumento da razéo
NADP*/NADPH, como resultado do consumo do NAPH pelos sistemas antioxidantes
(a atividade da GR, por exemplo) (Jiang et al., 2014). Quando em maior concentragao
no citosol, o NADP* estimula a atividade de G6PD, uma vez que compete com o
NADPH pelo sitio ativo desta enzima, passando a ocupa-lo (Jiang et al., 2014). Nesse
sentido, a auséncia de aumento da peroxidagao lipidica observada nas células Panc-
1, assim como o alto nivel proteico basal de G6PD, aliada a um aumento da expressao
desta enzima ap6s a MB-PDT, sugerem que essa linhagem deve ser capaz de acionar
uma resposta antioxidante eficiente e, portanto, com melhor capacidade para evitar o
aumento da peroxidacéo lipidica, uma caracteristica tipica nas células que morrem
por ferroptose (Stockwell et al., 2017).

O papel da G6PD no contexto da ferroptose tem sido explorado em diferentes
cenarios, e sua fungéo dubia tem sido reportada na literatura (Zheng & Conrad, 2020).
Essa enzima tem sido associada a modulagcao positiva da ferroptose em contextos
nos quais sdo utilizados indutores classicos dessa vida de morte, erastina e (1S, 3R)-
RSL3 (RSL3), moléculas que inibem o sistema antiporte x.” e a atividade de GPx4,
respectivamente (Dixon et al., 2012; M. Gao et al., 2016). Nesse cenario, quando um
dos principais sistemas antioxidantes inibidores da ferroptose esta inibido, o NADPH
produzido na via das pentoses-fosfato, em células com maior expressao de G6PD,
aumentaria a producao de radicais anions superoéxidos pelas enzimas da familia NOX
(NADPH oxidases), impulsionando a morte ferroptética (Dixon et al., 2012; M. Gao et
al., 2016). Por outro lado, a fungdo anti-ferroptose da G6PD tem sido explorada em
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diferentes células tumorais (Dos Santos et al., 2020; Cao et al., 2021). No contexto da
PDT, a participagcdo da G6PD no cenario de mortes celulares nao-apoptoticas
permanece ainda pouco explorada. No presente trabalho, nd6s mostramos que, em um
cenario onde se fornece uma fonte abundante de ROS, formados como produtos da
acao da PDT, o aumento de G6PD se correlaciona com uma melhor capacidade
antioxidante que pode ser decisiva para a evasao da morte por ferroptose em modelos
de PDAC. Assim, nesse contexto de utilizacdo da MB-PDT sobre o PDAC, nossos
resultados apontam, de forma pioneira, uma fungéo anti-ferroptética da G6PD.

Como mencionado anteriormente, o aumento da peroxidacgado lipidica € um
evento caracteristico na ferroptose. Esse fendbmeno tem sido largamente observado
quando se induz essa via de morte, e a presenca de ACSL4 tem sido determinante
para que o processo ocorra (Zheng e Conrad 2020; Dos Santos et al., 2020). No
presente trabalho, nés mostramos que a MB-PDT induz um aumento significativo da
peroxidacao lipidica em células AsPC-1 e BxPC-3 em concordancia com a maior
expressao de ASCL4 nessas linhagens. De fato, essa enzima é identificada como uma
reguladora positiva da ferroptose, uma vez que o aumento da sua expressao
sensibiliza células a morte ferroptoética, ao passo que a diminuigao (knockdown) dessa
enzima confere resisténcia a essa via de morte por células tumorais (Yuan et al.,
2016).

Mecanisticamente, ASCL4 atua ativando acidos graxos de cadeia longa w6
poli-insaturados, etapa necessaria para a posterior esterificacdo destes em lipideos
componentes das membranas bioldgicas. O aumento deste tipo de acidos graxos poli-
insaturados esta correlacionado com o aumento da propenséao a peroxidagéo e, como
consequéncia, a morte das células por ferroptose (Doll et al., 2017). De acordo com
este parametro, linhagens com maiores niveis proteicos desta enzima, deveriam
apresentar maior sensibilidade as terapias que induzem ferroptose. Nossos resultados
mostraram que AsPC-1 e BxPC-3 s&o altamente sensiveis ao tratamento com MB-
PDT, via ativacdo da ferroptose. Este efeito pode ser inibido significativamente pelo
pré-tratamento com Fer-1 nas duas linhagens celulares. E importante pontuar, no
entanto, que a analise do perfil lipidico das membranas celulares e dos produtos de
oxidacdo dessas moléculas, apds a terapia, por lipidbmica e oxilipiddbmica,
respectivamente, pode fornecer informagdes adicionais que auxiliariam em uma
caracterizagao molecular mais robusta da agcdo da MB-PDT via ferroptose nesses
modelos.
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A substituicdo de PUFAs por acidos graxos poli-insaturados que apresentam
deutério, substituindo os atomos de hidrogénio das posi¢des bis-alilica (D-PUFAs)
nesses lipideos, é capaz de inibir a morte por ferroptose induzida por erastina em
células tumorais (Yang et al., 2016) e proteger outros modelos de doencgas
neurodegenerativas contra os efeitos danosos da peroxidagéo lipidica (Cotticelli et al.,
2013; Shchepinov et al., 2011). No presente estudo, a suplementagdo com os lipideos
deuterados inibiu em até 43% a morte desencadeada pela PDT, um efeito semelhante
a acao do inibidor classico da ferrotose, Fer-1, reforcando a importancia desta via de
morte na acido dessa terapia sobre esses modelos de PDAC.

A resisténcia as vias classicas de morte celular é uma caracteristica
frequentemente reportada no cancer e um dos grandes desafios no desenvolvimento
de terapias efetivas (Hanahan, 2022). Ao longo das ultimas décadas, um numero
crescente de pesquisas focadas na compreensao das peculiaridades moleculares do
PDAC tem apontado para um numero consideravel de potenciais alvos para o
desenho de diferentes intervencdes terapéuticas (Russell et al., 2015). Entretanto,
esse maior numero de opgdes pouco refletiu em mudangas no cenario de tratamento
dessa doenca nas Ultimas décadas (Mueller et al., 2018). E importante ressaltar que,
no presente trabalho, também foram avaliadas, por meio de inibigdo farmacolégica, a
participagdo de outras vias de morte celular no contexto da PDT sobre as linhagens
de PDAC. Interessantemente, foi observado que a morte celular induzida por MB-PDT
nas células da linhagem Panc-1 ndo se deve a indugao de ferroptose, apoptose ou
morte celular dependente da permeabilizagdo do lisossomo. Dessa forma, fica
evidenciado que, em alguns casos, os efeitos citotéxicos da MB-PDT s&o outros,
diferentes dos estudados neste trabalho. Além das vias descritas até aqui, outras
modalidades de morte celular tém sido associadas a PDT sobre células tumorais,
catastrofe mitdtica e parthanatos, sdo exemplos dessas vias de morte (Mishchenko et
al., 2022). Assim, mais investigagdes seriam necessarias para se definir qual, ou
quais, outro(s) mecanismo(s), estdo sendo ativados pela MB-PDT nessas células.

Uma das principais razbes para as limitagdes no tratamento do PDAC ¢ a
consideravel heterogeneidade intra e intertumoral, visto que esses tumores englobam
dezenas de subclones que apresentam resisténcia e escapam dos tratamentos,
normalmente alvo especificos ou que afetam a replicacdo do DNA e ativam apoptose,
limitando os resultados e colaborando para o prognéstico desfavoravel dessa doenga
(Juiz et al., 2020; Mueller et al., 2018). Além disso, a exposigcdo a diferentes
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quimioterapicos pode selecionar subpopulagdes resistentes que sdo mais agressivas
e com maior capacidade de invasdo, as quais sao responsaveis por eventos de
recidiva tumoral e metastases. Dessa forma, o desenho de novas terapias deve
considerar a necessidade de abranger diferentes subtipos clonais, considerando suas
variagbes moleculares, fenotipicas e de marcadores de resisténcia a vias de morte
(Santofimia-Castafio & lovanna, 2021). No presente trabalho, n6s mostramos a
participacao da ferroptose, alternativamente a apoptose, na morte causada pela MB-
PDT nas células de PDAC.

Diversas abordagens, considerando critérios morfoldgicos e moleculares, tém
sido utilizadas para estabelecer classificagcdes de subtipos de PDAC, a fim de
possibilitar diagndsticos e prognosticos mais precisos e, potencialmente, melhorar a
personalizagdo dos tratamentos direcionados a subgrupos especificos. Com base em
analise transcriptémica, estudos recentes tém classificado o PDAC em dois tipos
principais: “classical-like”, com alta expressdo de marcadores epiteliais, maior
diferenciagao celular e associado aos prognosticos mais favoraveis, ou, “basal-like”,
com mais marcadores mesenquimais, pouca diferenciacdo e associado a menor
sobrevida global dos pacientes (Martens et al., 2019).

E importante pontuar que, tanto no presente trabalho quanto em trabalho
anterior, ndés temos utilizado diferentes linhagens de PDAC cultivadas em
monocamada. Seguindo esses critérios moleculares de analises de transcriptoma, as
linhagens AsPC-1 e BxPC-3 tém sido classificadas como “classical-like”, enquanto
MIAPaCa-2 e Panc-1 sao identificadas como “basal-like” em diferentes estudos (Dijk
et al., 2020; Schmidtlein et al., 2021).

No presente trabalho, n6s observamos que a expressdo de pelo menos um
importante componente pré-ferroptose, ACSL4, é distinta entre os dois grupos
celulares, sendo maior sua expressao nas células “basal-like”, BxPC-3 e AsPC-1.
Interessantemente, como nds haviamos mostrado anteriormente, a expressao
proteica basal de componentes de outra via de necrose regulada, a necroptética,
seguiu um padrao distinguivel entre os dois grupos de células: mais expressas nas
células “classical-like” e menos expressas nas “basal-like” (de Almeida et al., 2022).
No contexto da MB-PDT, quando submetidas a protocolos de irradiagdo com menores
taxas de fluéncia de energia, esses dois grupos de células também respondem de

forma diferencial a terapia, tendo sido as células “classical-like” (AsPC-1 e BxPC-3)
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mais susceptiveis, enquanto as “basal-like” (MIAPaCa-2 e Panc-1) foram menos
responsivas ao tratamento.

Dessa forma, é possivel especular a existéncia de uma relagcéo entre o padrao
de expressao de marcadores de diferentes vias de morte celular, além da apoptose,
e 0s subtipos de PDAC, sendo as células “basal-like” mais deficientes na expressao
da maquinaria de morte, o que as torna menos sensiveis aos tratamentos. Estudos
que explorem de forma aprofundada essa possibilidade podem ajudar a estabelecer
novas abordagens direcionadas aos subtipos especificos e a estabelecer protocolos
de PDT mais eficientes para cada subgrupo, considerando seus perfis de marcadores
para vias de morte celular.

Em pacientes, GPX4, G6PD, GSR, GSS e SLC7A11 estdo expressos em
diferentes células do microambiente tumoral e do pancreas normal. A baixa expressao
de genes que apresentam fungédo anti-ferroptdtica, por exemplo em células que
fornecem suporte ao tumor, poderia implicar em vantagens para o tratamento testado
e contribuir para uma maior efetividade de terapias que desencadeiem a ferroptose.
Dessa forma, a utilizagdo de modelos mais sofisticados e com maior proximidade com
o cenario real dos tumores pode oferecer uma perspectiva mais solida do que a PDT
poderia representar em um cenario clinico.

In vivo, a heterogeneidade intratumoral do PDAC e a complexa rede de
sinalizagao paracrina entre as células cancerosas e células componentes do estroma,
como os CAFs (cancer-associated fibroblasts), as PSCs (pancreatic stellat cells) e
células do sistema imune, por exemplo, criam um microambiente que da suporte e
favorece o crescimento tumoral, influenciando no fornecimento das condi¢gdes que
possibilitam eventos de quimioresisténcia, de invasdo e metastases (Shinkawa et al.,
2022). Nesse sentido, deve-se considerar que a utilizagdo de modelos
progressivamente mais complexos e que melhor recapitulem esse microambiente
tumoral pode fornecer evidéncias pré-clinicas mais robustas e mais proximas do
cenario de resposta as potenciais terapias por organismos complexos, devendo essa
abordagem preceder a translagdo de qualquer intervengéo terapéutica para pratica
meédica.

O cultivo de células em 3D, em organoides derivados de amostras tumorais
obtidas de pacientes com PDAC, tem sido identificado como uma plataforma eficiente
para a predicdo de respostas a quimioterapicos, por mimetizar o microambiente

tumoral e recapitular caracteristicas morfolégicas e a assinatura de expressao de
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proteinas correspondentes aos tumores de origem in vivo (Frappart et al., 2020).
Utilizando essa plataforma de cultivo de PDOs (pancreatic derived organoids), nos
identificamos que a combinacdo com a MB-PDT potencializa o desempenho de
diferentes quimioterapicos na indugdo de morte dos organoides. Entretanto, a morte
celular induzida pela combinacdo da MB-PDT com os diferentes quimioterapicos
testados nao foi inibida pelo pré-tratamento com inibidores de necroptose, ferroptose
ou apoptose. Esses resultados sugerem que outros mecanismos de morte podem
estar envolvidos na citotoxicidade da MB-PDT sobre PDAC quando combinada com
outros agentes citotoxicos nesses modelos mais complexos, que incluem
componentes de matriz.

Além disso, é importante ressaltar que as imagens obtidas por microscopia de
fluorescéncia revelaram uma alteragdo na arquitetura dos organoides, 24 h apds o
tratamento com a MB-PDT combinada com os diferentes quimioterapicos. Nessas
imagens foram observadas células individuais e auséncia de formacao das estruturas
esféricas em organoides apos o tratamento. Considerando-se que, in vivo, o estroma
rico e desmoplasico do PDAC é fundamental para dar suporte ao tumor e impulsionar
eventos de quimioresisténcia, e que agentes que desestabilizam a arquitetura do
estroma apresentam efeitos anti-tumorais importantes (Bazan-Peregrino et al., 2021),
os dados aqui apresentados podem indicar que a MB-PDT, por alterar a arquitetura
tumoral, apresentaria impacto adicional na desestabilizacdo do PDAC, favorecendo a
acao de quimioterapicos sobre esses tumores, o que refor¢ca o potencial da MB-PDT
como adjuvante no tratamento dessa doencga.

Estudo recente em modelos de camundongos de carcinoma de células
escamosas, SCC (no formato de lesbes ortotopicas induzidas por UV e tumores
subcutaneos A431 e 4T1), mostrou que o pré-tratamento com 5-FU por 3 dias, seguido
de tratamento com ALA (5-aminolevulinico, um precursor para a sintese de
protoporfrina IX — PplX —) por 4 horas, levou ao aumento significativo nos niveis de
PplX no tumor e a citotoxicidade poés-irradiagdo. Os autores observaram que a
combinagdo com o quimioterapico modulou a expressao de enzimas-chave na via de
sintese do grupo heme, incluindo a regulagao positiva da coproporfirinogénio oxidase
e negativa de ferroquelatase. No mesmo estudo, foi reportado um aumento nos niveis
de p53 em tumores pré-tratados com 5-FU, e que mesmo nos modelos de A431, que
apresenta uma forma mutante p53, o efeito neoadjuvante de 5-FU foi significativo.

Além disso, o pré-tratamento com 5-FU mesmo em células que sdo completamente
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deficientes de p53, tumores 4T1, levou ao aumento significativo da morte celular
nesses modelos (Anand et al., 2017). Aqui, nés mostramos que a MB-PDT foi capaz
de modular a expressao de diferentes proteinas com fungédo redox e que ha uma
sinergia da MB-PDT com diferentes quimioterapicos, a qual aumenta a
susceptibilidade de diferentes organoides derivados de PDAC a morte.

A combinacdo da PDT com quimioterapicos, incluindo o 5-FU, tem sido
explorada no contexto de tratamento de outros tumores do trato gastrointestinal (Gl).
Um estudo piloto em 140 pacientes com cancer esofagocardiaco avangado utilizando
um fotossensibilizador da classe das porfirinas (fotocarcinorina) mostrou que a taxa
de remissao tumoral no grupo PDT combinado com a quimioterapia local com 5-FU
foi significativamente maior do que no grupo PDT sozinho. A combinagdo dos
tratamentos também melhorou o tempo médio de sobrevivéncia dos pacientes, que
foi mais de 6 meses maior no grupo que recebeu a combinagao do que no do grupo
que recebeu a PDT sozinha. Esse estudo clinico confirmou resultados prévios in vitro
e em modelos animais pré-clinicos que indicavam que o pré-tratamento com 5-FU
melhorava a eficiéncia da PDT sobre esses tumores (Zhang et al. 2007). Dentre os
efeitos adversos reportados no estudo, entretanto, estdo problemas de pele
decorrentes da exposi¢cao ao sol nas semanas seguintes ao tratamento com a PDT,
um dos problemas dos fotossensibilizadores ja utilizados na clinica atualmente e que
apresentam meia-vida longa e metabolizagéo lenta (Zhang et al., 2007). Aqui, nds
mostramos que a combinacio da terapia fotodinamica com o azul de metileno como
fotossensibilizador com quatro, dos cinco quimioterapicos testados, GEM, IRI, OX e
5-FU melhora a efetividade das quimioterapias sobre organoides de pacientes com
PDAC. E importante ressaltar que o MB ndo apresenta citotoxicidade no escuro,
mesmo quando aplicado sistemicamente; € de rapida metabolizagdo e aprovado pela
FDA e outras agéncias regulamentadoras para uso clinico no tratamento de outras
patologias.

Adicionalmente, diversos trabalhos tém explorado a combinacdo da PDT com
outras terapias para o tratamento de diferentes tipos de canceres, incluindo o cancer
de pancreas. Dentre elas, o desenvolvimento de nano-complexos que tornem os
fotossensibilizadores mais especificos para as células tumorais, metodologias para
viabilizar o aumento do aporte de oxigénio nos tumores durante a aplicagdo da PDT
ou no desenvolvimento de dispositivos mais eficientes para o delivery de luz em
tumores solidos, como os PDAC (Kim et al., 2021; H. Yang et al., 2021).
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Uma vez que o uso clinico da PDT ndo compromete a possibilidade de
aplicacao de outras terapias, a investigacao de seus efeitos quando combinada com
diferentes abordagens terapéuticas, inclusive sobre modelos animais, pode melhorar
a possibilidade de eliminacdo desses tumores de dificil tratamento e fornecer as
evidéncias necessarias para justificar sua translacéo futura para testes clinicos. Esse
cenario € uma das perspectivas que ganha ainda mais robustez a partir deste trabalho.
Nesse sentido, o uso da MB-PDT pode ser explorado em combinagdo com terapias
alvo-especificas. Diferentes inibidores de AURKA (Aurora quinase A), por exemplo,
estdo sendo avaliados em ensaios clinicos que incluem pacientes com PDAC
(NCT01924260, NCT04085315, NCT04555837 € NCT04479306) (Chen et al., 2021).
Essa enzima encontra-se superexpressa nesses tumores (Gomes-Filho et al., 2020)
e pode atuar regulando negativamente a necroptose, via fosforilagdo do glicogénio
sintase quinase 3 (GSK3B) em residuo de Ser9 que previne a ativagdo do complexo
RIPK3-MLKL e a formag¢do do necrossomo em células de PDAC (Xie et al., 2017).
Visto que a MB-PDT é capaz de ativar a necroptose em diferentes modelos de PDAC,
como mostramos em trabalho prévio (de Almeida et al., 2022), sua combinagdo com
AURKA poderia potencializar a destruicdo dessas células.

Os dados aqui apresentados ampliam o entendimento sobre o leque de
mecanismos moleculares que sao desencadeados pela terapia fotodinamica sobre
modelos de adenocarcinoma pancreaticos, e reforgam seu potencial como adjuvante
no tratamento dessa doenca, visto que ela foi capaz de eliminar diferentes
subpopulagdes celulares, incluindo aquelas resistentes a apoptose. Além disso,
nossos resultados indicam que a atuacado da MB-PDT €& capaz de ativar diferentes
mecanismos de morte celular simultaneamente, o que parece ser decisivo para sua
maior efetividade e citotoxicidade sobre esses tumores. Além disso, uma vez que o
uso clinico da PDT ndo compromete a possibilidade de aplicacdo de outras terapias,
investigar seus efeitos combinados com diferentes abordagens terapéuticas, inclusive
sobre modelos mais complexos, como em animais, pode melhorar a efetividade para
a eliminacdo desses tumores de dificil tratamento e fornecer as evidéncias
necessarias para justificar sua elegibilidade para translagao futura para testes clinicos.
Nesse sentido, todo o nosso esforgo esta focado em prover alternativas terapéuticas
que possam impactar positivamente tanto na sobrevida quanto na qualidade de vida

do paciente portador de PDAC.
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6.

CONCLUSAO



Os tumores do tipo PDAC apresentam escassez de tratamentos efetivos,
crescente incidéncia e alta mortalidade associada. No presente trabalho, nés
investigamos a capacidade da MB-PDT, uma alternativa de tratamento promissora,
de baixo custo, pouco invasiva e ainda pouco explorada no contexto do cancer de
pancreas, em ativar a ferroptose em linhagens de PDAC de diferentes subtipos
moleculares. Além disso, nds avaliamos o potencial efeito sinérgico da MB-PDT com
diferentes quimioterapicos utilizados para o tratamento clinico dessa doenga em
modelos de organoides derivados de pacientes com PDAC. Por meio de ensaios de
viabilidade celular em monocamada ou em 3D e inibigdo farmacoldgica de diferentes
vias de morte, foi possivel concluir que a MB-PDT é eficiente em eliminar células de
PDAC de diferentes subtipos, ativando multiplos mecanismos de morte celular
simultaneamente, especialmente mecanismos nao-apoptéticos, com destaque para a
ferroptose e a necroptose. Além disso, apontamos, de forma inédita, que a MB-PDT
aumenta a susceptibilidade de organoides derivados de pacientes com PDAC a morte,
por meio de sua atuagao sinérgica com diferentes quimioterapicos, o que sugere que
a terapia pode fornecer uma possibilidade de reduzir as altas doses de
quimioterapicos utilizadas atualmente e, assim, minimizar os efeitos colaterais
desencadeados por essas drogas nos pacientes. Em conjunto, os dados aqui
apresentados fornecem evidéncias moleculares da participagcdo da ferroptose na
citotoxicidade da MB-PDT sobre o PDAC, de formar célula dependente e apontam seu
potencial como adjuvante a quimioterapia. Esses resultados sugerem que, na clinica,
a MB-PDT poderia contribuir para melhorar o tratamento dos pacientes com PDAC.
Finalmente, no ambito da pesquisa basica sobre os efeitos da PDT, nosso estudo
aprofunda a compreensdao sobre as respostas intracelulares moleculares
desencadeadas pela MB-PDT em modelos de PDAC e abre uma nova possibilidade
para desenvolver aplicagdes in vivo visando ampliar as opg¢des disponiveis para os

pacientes, incluindo aqueles que ndo sao elegiveis para o tratamento padrao.
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Abstract

Photodynamic therapy (PDT) has been clinically applied to cure various diseases including cancer.
Indeed, photophrin (porfimer sodium, Axcan Pharma, Montreal, Canada), a heterogenous
mixture of porphyrins, was the first photosensitizer (PS) approved for the treatment of human
bladder cancer in 1993 in Canada. Over the past 10 years the use of PDT in the treatment of benign
and malignant lesions has increased dramatically. However, PDT is still considered as an adjuvant
strategy due to its limitations, primarily including low tissue penetration by light and inaccurate
lesion selectivity by the PSs. To overcome this scenario, new technologies and approaches including
nanotechnology have been incorporated into the concept of PS formulations as PS delivery
systems, as PSs per se or as energy transducers. The ideal nanophotosensitizer (NPS) for cancer
therapy should possess the following characteristics: biocompatibility and biodegradability
without toxicity, stability in physiological conditions, tumor specific targeting, strong near infrared
absorption for efficient and sufficient light absorbance and large singlet oxygen quantum yield for
PDT. To fulfill these requirements, several nanoscale delivery platforms and materials have been
developed. In this review we will focus on the state of the art of nanotechnology contributions to
the optimization of PDT as a therapeutic alternative to fight against cancer. For this purpose we
will start from the basic concepts of PDT, discuss the versatility in terms of NPS formulations and
how to tackle the deficiencies of the current therapy. We also give our critical view and suggest
recommendations for improving future research on this area.
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Abstract: During type 1 diabetes mellitus (T1IDM) development, beta-cells undergo intense endo-
plasmic reticulum (ER) stress that could result in apoptosis through the failure of adaptation to the
unfolded protein response (UPR). Islet transplantation is considered an attractive alternative among
beta-cell replacement therapies for TIDM. To avoid the loss of beta-cells that will jeopardize the
transplant’s outcome, several strategies are being studied. We have previously shown that prolactin
induces protection against proinflammatory cytokines and redox imbalance-induced beta-cell death
by increasing heat-shock protein B1 (HSPB1) levels. Since the role of HSPB1 in beta cells has not
been deeply studied, we investigated the mechanisms involved in unbalanced protein homeostasis
caused by intense ER stress and overload of the proteasomal protein degradation pathway. We tested
whether HSPB1-mediated cytoprotective effects involved UPR modulation and improvement of
protein degradation via the ubiquitin-proteasome system. We demonstrated that increased levels
of HSPB1 attenuated levels of pro-apoptotic proteins such as CHOP and BIM, as well as increased
protein ubiquitination and the speed of proteasomal protein degradation. Our data showed that
HSPBI induced resistance to proteotoxic stress and, thus, enhanced cell survival via an increase
in beta-cell proteolytic capacity. These results could contribute to generate strategies aimed at the
optimization of beta-cell replacement therapies.

Keywords: heat-shock proteins; diabetes mellitus; beta-cells; endoplasmic reticulum stress; proteosta-
sis; HSPB1; cytoprotection; apoptosis
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Abstract

Lack of effective treatments for aggressive breast cancer is still a major global health problem. We have previously
reported that photodynamic therapy using methylene blue as photosensitizer (MB-PDT) massively kills metastatic
human breast cancer, marginally affecting healthy cells. In this study, we aimed to unveil the molecular mechanisms
behind MB-PDT effectiveness and specificity towards tumor cells. Through lipidomics and biochemical approaches, we
demonstrated that MB-PDT efficiency and specificity rely on polyunsaturated fatty acid-enriched membranes and on
the better capacity to deal with photo-oxidative damage displayed by non-tumorigenic cells. We found out that, in
tumorigenic cells, lysosome membrane permeabilization is accompanied by ferroptosis and/or necroptosis. Our results
also pointed at a cross-talk between lysosome-dependent cell death (LDCD) and necroptosis induction after photo-
oxidation, and contributed to broaden the understanding of MB-PDT-induced mechanisms and specificity in breast
cancer cells. Therefore, we demonstrated that efficient approaches could be designed on the basis of lipid
composition and metabolic features for hard-to-treat cancers. The results further reinforce MB-PDT as a therapeutic
strategy for highly aggressive human breast cancer cells.
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One challenge in point-of-care (POC) diagnostics is the lack of room-temperature methods for RNA
detection based on enzymatic amplification and visualization steps. Here we perform reverse tran-
scription lesion-induced DNA amplification (RT-LIDA), an isothermal amplification method that only
requires T4 DNA ligase. RT-LIDA involves the RNA-templated ligation of DNA primers to form comple-
mentary DNA (cDNA) followed by toehold-mediated strand displacement of the cDNA and its expo-
nential amplification via our isothermal ligase chain reaction LIDA. Each step is tuned to proceed at 28 °C,
which falls within the range of global room temperatures. Using RT-LIDA, we can detect as little as
~100 amol target RNA and can distinguish RNA target from total cellular RNA. Finally, we demonstrate
that the resulting DNA amplicons can be detected colorimetrically, also at room temperature, by rapid,
target-triggered disassembly of DNA-modified gold nanoparticles. This integrated amplification/detec-
tion platform requires no heating or visualization instrumentation, which is an important step towards
realizing instrument-free POC testing.

© 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Abstract

Cancer remains a worldwide health problem, being the disease with the highest impact on global health. Even
with all the recent technological improvements, recurrence and metastasis still are the main cause of death. Since
photodynamic therapy (PDT) does not compromise other treatment options and presents reduced long-term
morbidity when compared with chemotherapy or radiotherapy, it appears as a promising alternative treatment for
controlling malignant diseases. In this review, we set out to perform a broad up-date on PDT in cancer research
and treatment, discussing how this approach has been applied and what it could add to breast cancer therapy. We
covered topics going from the photochemical mechanisms involved, the different cell death mechanisms being
triggered by a myriad of photosensitizers up to the more recent-on-going clinical trials.
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Abstract

Photodynamic therapy (PDT) appears as a promising alternative in the treatment of
breast cancer since it can be highly effective in curing cancer while preserving normal
tissue. However, predicting outcomes in PDT still constitutes a great challenge. One of
the parameters that are usually empirically determined is the rate of photon flux
delivered to the tissue (light fluence rate). In the present study, we intended to
understand why monolayers of human cells derived from mammary adenocarcinomas
(MDA-MB-231 and MCF-7) respond quite differently to fluence rates (cells were
irradiated either for 6 or for 16 min) at a fixed light dose (4.5 ) cm=2) delivered with an
array of LEDs in a typical methylene blue PDT protocol. While death rates of MDA-MB-
231 cells were insensitive to the fluence rate, MCF-7 cells showed a quite impressive
(three times) decrease in cell death levels in the shorter irradiation protocol.
Independent on cell type cell death was invariably correlated with the depletion of
reduced glutathione intracellular levels and consequently with widespread redox
misbalance. Our data show the potential to optimize fluence rates to provide
exhaustion of the cell antioxidant responses in order to circumvent therapy resistance
of breast tumors.
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Abstract

Pancreatic ductal adenocarcinomas (PDAC) are the fourth leading cause of death due to neoplasms. In view of the urgent
need of effective treatments for PDAC, photodynamic therapy (PDT) appears as a promising alternative. However, its efficacy
against PDAC and the mechanisms involved in cell death induction remain unclear. In this study, we set out to evaluate PDT’s
cytotoxicity using methylene blue (MB) as a photosensitizer (PS) (MB-PDT) and to evaluate the contribution of necroptosis
in its effect in human PDAC cells. Our results demonstrated that MB-PDT induced significant death of different human
PDAC models presenting two different susceptibility profiles. This effect was independent of MB uptake or its subcellular
localization. We found that the ability of triggering necroptosis was determinant to increase the treatment efficiency. Analysis
of single cell RNA-seq data from normal and neoplastic human pancreatic tissues showed that specific necroptosis proteins
RIPK1, RIPK3 and MLKL presented significant higher expression levels in cells displaying a transformed phenotype provid-
ing further support to the use of approaches that activate necroptosis, like MB-PDT, as useful adjunct to surgery of PDAC
to tackle the problem of microscopic residual disease as well as to minimize the chance of local and metastatic recurrence.
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